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Resumo

Introdug&o: A estratificagdo refinada do receptor HER2 (Human Epidermal growth
factor Receptor 2) em tumores de mama tem ganhado relevancia clinica devido
tratamentos emergentes com melhora de sobrevida, destacando subgrupos como
“‘HER2-low” e “HER2-ultra-low”. Objetivo: Avaliar o impacto progndstico dos diferentes
niveis de expressao de HER2 (“ultra-low”, “low” e “HER2-0") e investigar caracteristicas
clinico-patolégicas associadas. Métodos: Foram analisadas 171 pacientes com cancer
de mama, classificadas em trés subgrupos conforme a expressdo de HER2. As
variaveis clinicas e patolégicas foram comparadas por testes de qui-quadrado e
ANOVA, e a sobrevida avaliada por curvas de Kaplan-Meier e modelo de Cox
multivariavel. Resultados: A distribuicdo dos fatores clinicos né&o diferiu
significativamente entre os grupos. O subgrupo “HER2-ultra-low” apresentou melhor
sobrevida global ao longo de um seguimento médio de 80 meses em um landmark de
60 meses. Em comparagéo ao “ultra-low”, o grupo “low” exibiu maior risco de 6bito
(HR=3,17; 1C95% 1,04-9,68; p=0,043 no modelo multivariavel). Nado houve diferenca
estatisticamente significativa entre “HER2-low” e “HER2-0” na sobrevida. A expressao
de receptores hormonais (ER e PR) mostrou efeito protetor. O indice de proliferacéo Ki-
67 foi mais baixo em “HER2-0” do que em “low”. Conclusdes: Nossos achados indicam
que o status “HER2-ultra-low” pode constituir um subtipo biologicamente distinto, com
prognostico mais favoravel em relagdo a “HER2-low”. A auséncia de diferengas
relevantes entre “HER2-low” e “HER2-0" suscita questionamentos quanto a utilidade
clinica de isolar esse ultimo subtipo. Pesquisas adicionais, com a incorporacao de
novas tecnologias de diagndstico, sdo necessarias para elucidar de forma mais robusta

o papel do HER2 em niveis baixos na pratica oncoldgica.

Palavras-chave: Genes erbB-2; Imunoconjugados; Neoplasias da Mama; Patologia

Molecular.



Abstract

Introduction: The refined stratification of the Human Epidermal growth factor Receptor
2 (HER2) in breast cancer has gained clinical relevance, highlighting subgroups such
as “HER2-low” and “HER2-ultra-low.” Objective: To assess the prognostic impact of
different HER2 expression levels (“ultra-low,” “low,” and “HER2-0") and to investigate
associated clinicopathological characteristics. Methods: A total of 171 breast cancer
patients were divided into three subgroups according to HER2 expression. Clinical and
pathological variables were compared using chi-square and ANOVA tests, and survival
outcomes were evaluated through Kaplan-Meier curves and a multivariable Cox model.
Results: The distribution of clinical factors did not significantly differ among the groups.
The “HER2-ultra-low” subgroup showed better overall survival over an average follow-
up of 80 months in a landmark of 60 months. Compared to “ultra-low,” the “low” group
had a higher risk of death (HR=3.17; 95% CI 1.04-9.68; p=0.043 in the multivariable
analysis). There was no significant survival difference between “HER2-low” and “HER2-
0.” Hormone receptor (ER and PR) positivity exhibited a protective effect, though it did
not reach statistical significance in the final model, potentially due to sample size
constraints. The proliferation index Ki-67 was lower in “HER2-0" than in “low,”
underscoring the prognostic value of this marker. Conclusions: Our findings suggest
that “HER2-ultra-low” may represent a biologically distinct subtype with a more favorable
prognosis than “HER2-low.” The lack of meaningful differences between “HER2-low”
and “HER2-0" raises questions regarding the clinical utility of singling out this last
subtype. Further research, incorporating emerging diagnostic technologies, is warranted

to clarify the role of low-level HER2 expression in oncological practice.

Keywords: erbB-2, Immunoconjugates, Breast Neoplasms, Molecular Pathology.
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1 Referencial teérico

1.1 Cancer de mama

1.1.1 Epidemiologia
Conforme a Organiza¢do mundial da saude (OMS) [1], o cancer de mama corresponde

ao tipo de cancer mais incidente no mundo, representando aproximadamente 12% de
todos o0os casos novos, consolidando-se como a principal causa de morte entre
pacientes do sexo feminino. Estima-se que até 2040, se ndao houver avanco na deteccao
e acesso ao tratamento, o nimero anual de mortes pode ultrapassar 1 milhdo de
mulheres. Em paises de alta renda, as taxas de sobrevida em cinco anos para o cancer
de mama ultrapassam 90%, enquanto em nac¢des como a india e a Africa do Sul, essas
taxas caem para 66% e 40%, respectivamente. No cenario nacional, a sobrevida em
cinco anos é estimada em 59.6% [2]. Conforme estatisticas do Instituto Nacional de
Cancer, estdo previstos para o triénio 2023-2025, cerca de 73.610 novos casos,
representando uma taxa ajustada de 41,89 casos a cada 100.000 mulheres [3]. Em
divisdo demografica, a regido Sul e Sudeste sdo as mais afetadas, onde no Rio Grande

do Sul estima-se uma incidéncia de 36,60 casos a cada 100.000 mulheres [4, 5].

1.1.2 Fatores de risco
Na oncogénese do cancer de mama, os fatores de risco que contribuem para o seu

desenvolvimento sao classificados em modificaveis e ndo modificaveis, de acordo com

sua natureza e possibilidade de intervenc¢ao [6], como mostra o quadro:
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Quadro 1 — Fatores de risco para o CM

Fatores nao modificaveis

Fatores modificaveis

Sexo feminino

Idade avancada

Histoérico familiar

Mutacbes genéticas
Raga/etnia

Gravidez e amamentacao

Idade da menarca e menopausa

Densidade do tecido mamario

Historico de neoplasias mamarias

Radioterapia anterior

Medicamentos

Dietilestilbestrol

Atividade fisica
Sobrepeso/obesidade
Ingestéo de alcool
Tabagismo

Deficiéncia de vitaminas

Exposicao excessiva a luz artificial

Fatores dietéticos

Exposicéo a produtos quimicos

Traducdo livre, adaptado de tukasiewicz et. al. (2021)
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1.2 Fatores de Risco Nao Modificaveis

1.2.1 Sexo Feminino
O risco de cancer de mama prova-se maior em mulheres devido a exposi¢cdo hormonal

endogena de estrogénio e progesterona, associada a elevada sensibilidade do
parénquima mamario aos horménios sexuais. Essa vulnerabilidade endocrinoldgica,
em conjunto as flutuagdes hormonais, contribui diretamente para o desenvolvimento do
cancer de mama, tanto em mulheres na pré-menopausa quanto na pés-menopausa
[7.,8, 9].

1.2.2 ldade
A incidéncia de cancer de mama aumenta substancialmente em mulheres acima dos 50

anos, representando aproximadamente 80% dos casos, sendo que 40% desses
ocorrem em mulheres com mais de 65 anos. O risco de desenvolvimento da doencga
progride com a idade: aos 40 anos, o risco € de aproximadamente 1,5%, aos 50 anos
aumenta para 3% e, aos 70 anos, excede 40% [10]. Ha uma correlacao entre a idade e
0s subtipos moleculares do cancer de mama. Na 32 e 42 décadas sdo mais comuns 0S
carcinomas de padrdo triplo-negativo, com comportamento mais agressivo e pior
prognostico, enquanto a partir da 62 década o subtipo luminal A € mais frequente,
geralmente associado a um curso clinico menos agressivo e melhores taxas de
sobrevida [6, 10].

1.2.3 Historico familiar e mutacdes genéticas
Histérico familiar é um fator de risco bem estabelecido para cancer de mama. O

ambiente compartilhado em familias e mutacdes genéticas séo fatores que explicam o
agrupamento familiar de canceres. Por exemplo, a metilacdo do DNA, pode alterar a
atividade de um segmento de DNA sem uma alteracdo na sequéncia, e € influenciada
por exposi¢cdes ambientais durante a vida. Intera¢des genéticas-epigenéticas, como loci
de caracteristicas quantitativas de metilacdo (mQTLs) e metilacdo especifica de alelo
dependente de haplétipo (hap-ASM), séo fatores de alta variabilidade e estdo presentes
desde a infancia como potenciais influéncias na metilacéo [11, 12].

Os genes associados a um risco aumentado de cancer de mama podem ser
classificados como de alta e moderada penetrancia. Entre os genes de alta penetrancia,

0 BRCAL1, localizado no cromossomo 17g21.31, relacionado a canceres de mama,
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ovario e pancreas, além da anemia de Fanconi, desempenhando fun¢des criticas na
reparacao do DNA e controle do ciclo celular, confere um risco de cancer de mama entre
45% e 87%. O BRCAZ2, situado em 13q13.1, associa-se principalmente a neoplasias de
mama, ovario, pancreas, préstata, atuando igualmente na reparacdo do DNA e controle
do ciclo celular, com risco entre 50% e 85%. O TP53, localizado no sitio 17p13.1 associa-
se a Sindrome de Li-Fraumeni e diversos canceres. Este exerce fun¢des na reparacédo
do DNA, controle do ciclo celular, indugdo de apoptose e senescéncia, com risco de
cancer de mama variando de 20% a até 85%. O gene CDH1, no sitio 16g22.1,
associado a canceres de mama, ovario e gastrico, regula adesao celular e controla a
proliferacdo e motilidade de células epiteliais, apresentando risco entre 63% e 83%. O
PTEN, localizado em 10g23.31 e ligado a sindrome de Cowden, esta envolvido no
controle do ciclo celular, com risco entre 50% e 85% para cancer de mama. O STK11,
situado em 19p13.3 e associado a sindrome de Peutz-Jeghers, participa do controle do
ciclo celular e manutencdo da homeostase energética, com risco entre 32% e 54%.
Entre os genes de moderada penetrancia, destacam-se o ATM em 11g22.3, associado
a cancer de mama, linfomas e ataxia-telangiectasia e envolvido na reparacdo do DNA
e controle do ciclo celular, com risco entre 20% e 60%. O PALB2, em 16p12.2,
relacionado a cancer de mama, pancreas e anemia de Fanconi, atua na reparacéo do
DNA, com risco entre 33% e 58%. O BRIP1, localizado em 17g23.2 e associado a
cancer de mama e anemia de Fanconi, esta envolvido na atividade do BRCA1, embora
o0 risco especifico ndo esteja determinado. O CHEK2, em 22q12.1, ligado a cancer de
mama, sindrome de Li-Fraumeni e osteossarcoma, participa do controle do ciclo celular,

com risco entre 20% e 25% [6].

1.2.4 Etnia
Ha disparidade nas estatisticas do CM quando correlacionado com a questdo étnica /

racial. A maior incidéncia da doenca € observada em mulheres brancas nao hispanicas.
N&do obstante, em mulheres negras associam-se piores desfechos devido uma
associacdo de fatores, incluindo desde variagbes genéticas, até questbes
socioeconémicas. No mais, 0s subtipos mais agressivos, como o0 cancer de mama
triplo-negativo, mostram-se mais frequentes nas mulheres negras, o que também
contribui para maior morbimortalidade[3, 13, 14, 15].

No Brasil, as disparidades raciais relacionadas ao cancer de mama refletem diferencas
na incidéncia, sobrevida e acesso ao diagndéstico e tratamento. Também no cenario
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nacional, mulheres negras tendem a apresentar menor incidéncia da doenca em
comparacao com mulheres brancas, porém seguem a tendéncia mundial, e enfrentam

taxas de mortalidade mais altas [13].

1.2.5 Menarca Precoce e Menopausa Tardia
No estudo do Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer [16] com mais

de 110 mil mulheres, a menarca precoce (antes dos 12 anos) e a menopausa tardia
(apbs os 55 anos) associam-se ao aumento de risco de CM ao prolongar a exposi¢ao
aos hormonios sexuais. Mulheres com ciclos menstruais mais longos séo expostas por

maior periodo, o que eleva o risco de tumores dependentes de horménios [7].

1.2.6 Multiplas Gestagdes
MacMahon et al. (1970) [17] descreveram o efeito protetor gestacional em seu estudo

pioneiro sobre o impacto no CM. A gravidez, sobretudo entre 20 e 25 anos), esta
associada a reducéo do risco. Justifica-se que durante a gestacdo, o tecido mamario
passa por diferenciacdo completa, reduzindo a quantidade de células suscetiveis a
transformacdes malignas. Ainda se evidencia que mulheres com mudltiplas gestacdes
mantém este efeito, embora o risco aumente temporariamente apés a gravidez, devido

a proliferacao celular acelerada, o efeito protetor predomina a longo prazo [6].

1.2.7 Amamentacéao prolongada
A protecdo ocorre principalmente pela supresséo da ovulacéo durante a lactacdo, o que

diminui a exposicdo ao estrogénio. Uma meta-analise internacional conduzida pelo
Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer [18] apontou uma reducéo
de até 30% no risco de cancer de mama em mulheres que amamentaram por mais de
12 meses. No Brasil, nota-se que a amamentacao prolongada é mais prevalente em
areas como o Norte e o Nordeste, o que contribui para uma menor incidéncia de
cancer de mama em populacdes especificas dessas regides, em comparacdo com o
Sul do Brasil [4, 19].

1.2.8 Densidade do Tecido Mamario
A densidade do tecido mamario tende a variar ao longo da vida das mulheres, e

categorias como baixa densidade, alta densidade e tecido adiposo mamario sao
amplamente usadas em ambientes clinicos e radiol6égicos. Mamas com maior
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densidade sdo observadas em mulheres jovens, com menor indice de massa corporal
(IMC), durante a gravidez e amamentacédo e uso de terapia de reposi¢cao hormonal
(TRH). Essa caracteristica associa-se ao aumento do risco de desenvolvimento de CM,
tanto na pré-menopausa quanto pés-menopausa. Considera-se, entdo, como um fator
relevante para a vigilancia, especialmente devido as limitagdes de métodos tradicionais
como a mamografia na avaliagao destas pacientes [20, 21].

1.2.9 Historico pessoal de CM e Doencas Benignas da Mama
O historico pessoal de cancer de mama associa-se a recorréncia de lesdes neoplasicas

na mama. Além disso, condi¢cdes benignas e / ou ndo invasivas, como hiperplasia
atipica, carcinoma in situ, lesdes proliferativas e nao proliferativas, também estao
ligadas a um risco superior de desenvolvimento de cancer, com enfoque quando ha

historico familiar positivo [6, 22].

1.2.10 Radioterapia prévia
O risco de desenvolvimento de malignidades secundarias apds o tratamento

radioterapico gera preocupacao por sua heterogeneidade entre pacientes. O risco de
CM induzido por radioterapia é particularmente elevado quando realizada antes dos 30
anos de idade. Técnicas mais modernas, como a radioterapia de campo tangencial
(2F-IMRT), exibem menor risco de cancer secundario em comparacdo a outras
técnicas, como a IMRT de multiplos campos (6F-IMRT) ou arco de volume modulado
(VMAT). Pacientes com historico familiar de cancer de mama que receberam

radioterapia tém um risco adicional de desenvolver a doenca [6].

1.3 Fatores de risco modificaveis

1.3.1 Medicacbes
A terapia de reposicdo hormonal (TRH) é usada para aliviar sintomas climatéricos.

Embora proporcione beneficios, o uso acima de 5 anos associa-se a um aumento do
risco de cancer de mama. A incidéncia de CM ligada a TRH é pequena, representando
menos de 1 caso por 1.000 mulheres ao ano [23]. Sugere-se que 0 uso de
antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos da recaptacédo de serotonina (ISRS),
uso prolongado de antibiéticos, especialmente tetraciclinas, relaciona-se ao de cancer
de mama. Esforcos para investigar a relacdo entre o uso de medicamentos anti-

hipertensivos, anti-inflamatérios ndo esteroides e estatinas com elevacao da incidéncia
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de cancer de mama. Estes resultados ainda sado dubios e ndo permitem uma definigéo,
considerando o amplo uso dessas medicagdes entre a populagéo [6].

O uso de dietilestilbestrol (DES) durante a gravidez possui evidéncia sélida na
associacdo ao CM tanto nas usuarias quanto na sua prole. O risco existe
independentemente da expresséo dos receptores de estrogénio e progesterona, com
maior incidéncia de todos os tipos histolégicos da doenca. Quando somado a idade

acima de 40 anos o risco é cerca de 1,9 vezes maior [6, 24].

1.3.2 Atividade fisica
Embora o mecanismo exato ainda nao esteja totalmente compreendido, a pratica regular

de atividade fisica é vista como um fator protetor. Mulheres com histérico familiar
positivo para CM, tem diminuicdo da incidéncia com a pratica regular. Contudo esse efeito
foi observado, predominantemente, no periodo pés-menopausa. A hipétese é de que se
reduz a exposi¢cdo aos hormoénios sexuais enddégenos por conversao periférica, melhora
respostas do sistema imunologico e / ou altera-se os niveis do fator de crescimento

semelhante a insulina tipo 1 [6, 25, 26].

1.3.3 indice de Massa Corporal (IMC)
Acima de 50 anos o IMC elevado representa um risco maior de desenvolver cancer em

comparacao com aquelas com IMC dentro da faixa de normalidade, e esta associado a
caracteristicas biolégicas mais agressivas do tumor, incluindo maior tamanho e maior
frequéncia de metastase em linfonodos. Além disso, os desfechos clinicos séo piores,
independentemente do estado climatérico. O excesso de gordura corporal, em casos
de IMC = 25 kg/m? intensifica o estado inflamatério e altera os niveis hormonais,
facilitando o desenvolvimento de células cancerigenas. Em um cenério nacional nota-
se concordancia com dados epidemiolégicos globais, e indicam que a prevaléncia da

obesidade entre as mulheres brasileiras cresceu nas ultimas décadas [6, 27].

1.3.4 Alcool
O consumo excessivo de alcool é um fator que pode aumentar o risco de cancer de

mama. Independe-se do tipo da bebida ingerida, sendo o teor alcodlico o principal

associado ao aumento do risco. O mecanismo sugerido para essa associacdo € a

elevacdo dos niveis de estrogénio induzido pelo consumo de &lcool, levando ao

desequilibrio hormonal e aumentando o risco de carcinogénese [28,29]. O consumo de
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alcool tende a favorecer o ganho excessivo de peso e o aumento do indice de Massa
Corporal (IMC), criando um cenario multifatorial. Outras hipéteses incluem os efeitos
carcinogénicos diretos e indiretos dos metabdlitos do &lcool e a interferéncia no
consumo de nutrientes, interferindo nos mecanismos fisioldgicos contra células
neoplasicas [30]. Quando consumido antes da primeira gravidez, o alcool contribui para
alterac6es morfoldgicas no tecido mamario, predispondo-o a eventos neoplasicos no

longo prazo [31].

1.3.5 Tabagismo
Carcindgenos presentes no tabaco sao transportados para o tecido mamario,

aumentando a possibilidade de mutacbes em oncogenes e genes supressores de
tumor, particularmente o p53. Dessa forma, tanto o tabagismo ativo quanto passivo
contribuem para eventos pré-carcinogénicos. Um historico prolongado de tabagismo e

o habito de fumar antes da primeira gestacéo, representam fatores de risco adicionais

[6].

1.3.6 Insuficiéncia de Vitaminas
As vitaminas apresentam propriedades anticancerigenas, consideradas como fator de

protecdo contra de diversos tipos de cancer, incluindo o de mama. O mecanismo ainda
nao é totalmente compreendido, existem fatores de confusdo, e tentativas de
comprovar a eficacia das vitaminas C, D, E, do complexo B, acido folico e
multivitaminicos permanecem inconclusivas [6, 32]. No entanto, nota-se uma possivel
associacao entre niveis baixos de vitamina D e maior risco de desenvolvimento de CM
[33].

1.3.7 Exposicado a Luz Artificial
A exposicao a luz artificial & noite (ALAN, Atrtificial Light at Night) foi associada a um

aumento no risco de CM. A interrupcéo do ritmo da melatonina causada pela ALAN induz
alteracdes epigenéticas, potencializando a probabilidade de eventos carcinogénicos [6,
34].

1.3.8 Consumo de Alimentos Processados
A OMS classifica as carnes processadas como carcinégenos do Grupo 1, associadas

a neoplasias gastrointestinais e de mama. O consumo excessivo de gorduras saturadas
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e ultraprocessados, predispde a obesidade, criando um componente multifatorial para
o CM. Uma dieta rica em vegetais, frutas, graos integrais e proteinas magras mostra-

se como um potencial protetor contra processos carcinogénicos [35, 36, 37].

1.3.9 Produtos Quimicos
A exposicédo cronica a produtos quimicos pode promover a carcinogénese, favorecendo

a ativacdo de fatores epigenéticos e / ou induzindo mutacbes no material genético.
Conhecidamente, mulheres expostas por longos periodos a compostos como
diclorodifeniltricloroetano (DDT) e bifenilos policlorados (PCBs) apresentam maior
probabilidade de desenvolver CM [6].

1.4 Classificacao Histolégica
Os canceres de mama invasivos incluem tumores que variam quanto a apresentacao

clinica, agressividade e morfologia histologica. O CM invasivo de tipo ndo especial,
anteriormente conhecido como carcinoma ductal invasivo, € o mais frequente,
representando de 40% a 80% dos casos. Encaixa-se no critério diagnostico por
exclusao, quando nao é possivel classifica-lo dentro de tipos histologicos especificos.
Dentro do padrédo ductal, diferencia-se entre microinvasivo, lobular invasivo, tubular,
cribriforme, mucinoso, cistoadenocarcinoma, micropapilar invasivo, com diferenciacéo
apocrina e de tipo metaplasico. Demais subtipos, incluem lesdes epiteliais-mioepiteliais,
neoplasias papilares, neoplasias lobulares, de tipo glandula salivar, neuroenddocrinos
(quadro 3) [38].

Quadro 2 — Classificacao internacional de tumores da OMS
Tumores epiteliais da mama

Proliferacdes epiteliais benignas e precursores
Hiperplasia ductal usual
Lesdes de células colunares, incluindo atipia epitelial plana

Hiperplasia ductal atipica

Adenose e lesdes esclerosantes benignas
Adenose esclerosante

Adenoma apdcrino

Adenose microglandular

Cicatriz radial / leséo esclerosante complexa
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Adenomas

Adenoma tubular SOE
Adenoma lactante
Adenoma de ducto SOE

Tumores epiteliais-mioepiteliais
Adenoma pleomorfico
Adenomioepitelioma SOE
Adenomioepitelioma com carcinoma

Carcinoma epitelial-mioepitelial

Neoplasias papilares

Papiloma intraductal

Carcinoma ductal in situ, papilar

Carcinoma papilar encapsulado

Carcinoma papilar encapsulado com invaséo
Carcinoma papilar sélido in situ

Carcinoma papilar sélido com invasao

Adenocarcinoma papilar intraductal com invaséo

Neoplasia lobular ndo invasiva
Hiperplasia lobular atipica
Carcinoma lobular in situ SOE
Carcinoma lobular classico in situ
Carcinoma lobular florido in situ

Carcinoma lobular in situ, pleomérfico

Carcinoma ductal in situ (CDIS)
Carcinoma intraductal, ndo infiltrante, SOE
DCIS de baixo grau nuclear
DCIS de grau nuclear intermediario

DCIS de alto grau nuclear

Carcinoma de mama invasivo
Carcinoma de ducto infiltrante SOE
Carcinoma oncocitico

Carcinoma rico em lipidios
Carcinoma rico em glicogénio
Carcinoma sebaceo

Carcinoma lobular SOE




Carcinoma tubular

Carcinoma cribriforme SOE
Adenocarcinoma mucinoso
Cistoadenocarcinoma mucinoso SOE
Carcinoma micropapilar invasivo da mama
Adenocarcinoma apocrino

Carcinoma metaplasico SOE

Tumores raros e do tipo glandula salivar

Carcinoma de células acinares
Carcinoma adenoide cistico
Carcinoma adenoide cistico classico
Carcinoma adenoide cistico solido-basal6ide
Carcinoma adenoide cistico com transformacéo de alto grau
Carcinoma secretor
Carcinoma mucoepidermoide
Adenocarcinoma polimorfo
Carcinoma de células altas com polaridade reversa

Neoplasias neuroendécrinas

Tumor neuroendécrino SOE

Tumor neuroendécrino, grau 1

Tumor neuroendécrino, grau 2

Carcinoma neuroendocrino SOE

Carcinoma neuroenddcrino de pequenas células

Carcinoma neuroenddcrino de grandes células

Classificacdo da OMS de tumores fibroepiteliais e hamartomas da mama

Hamartoma
Fibroadenoma SOE
Tumor de filoides NOS
Tumor estromal periductal
Tumor filoides, benigno
Tumor filoides, limitrofe

Tumor filoides, maligno

Classificacdo da OMS para tumores do mamilo

Tumores epiteliais
Siringoma SOE

Adenoma de mamilo
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Doenga de Paget da mama

Classificacdo da OMS de tumores mesenquimais da mama

Tumores vasculares

Hemangioma SOE

Hemangioma perilobular

Hemangioma venoso

Hemangioma cavernoso

Hemangioma capilar

Angiomatose

Angiomatose usual

Angiomatose capilar

Leséo vascular atipica

Lesao vascular linfatica atipica, semelhante a linfangioma
Lesdo vascular atipica, semelhante a hemangioma ou hemangioma tipo unha
Angiossarcoma pos-radiacao

Angiossarcoma epitelioide

Angiossarcoma

Angiossarcoma epitelioide

Tumores fibroblasticos e miofibroblasticos
Fasceite nodular

Miofibroblastoma

Fibromatose do tipo desmoide

Tumor miofibroblastico inflamatério

Sarcoma miofibroblastico inflamatério epitelioide

Tumores da bainha do nervo periférico
Schwannoma NOS
Schwannoma celular
Schwannoma epitelioide
Schwannoma plexiforme
Schwannoma melanético
Neurofibroma SOE
Neurofibroma difuso
Neurofibroma atipico
Neurofibroma plexiforme
Tumor de células granulares SOE

Tumor de células granulares, maligno
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Tumores do musculo liso

Leiomioma SOE
Leiomioma cutaneo (pilar)
Leiomioma do mamilo/aréola (muscularis mamillae e aréola)
Leiomioma do parénquima mamario

Leiomiossarcoma SOE

Tumores adipociticos
Lipoma SOE
Angiolipoma SOE
Lipossarcoma SOE

Outros tumores mesenquimais e condicbes semelhantes a tumores

Hiperplasia estromal pseudoangiomatosa

Classificacdo da OMS de tumores hematolinfoides da mama

Linfoma
Linfoma do tecido linfoide associado a mucosa
Linfoma folicular SOE
Linfoma difuso de grandes células B SOE
Linfoma de Burkitt NOS / Leucemia aguda, tipo Burkitt
Linfoma de Burkitt endémico
Linfoma de Burkitt esporadico
Linfoma de Burkitt associado a imunodeficiéncia

Linfoma anaplasico de grandes células associado a implante mamario

Classificacdo da OMS para tumores da mama masculina

Tumores epiteliais
Ginecomastia
Ginecomastia florida
Ginecomastia fibrosa
Carcinoma intraductal, ndo infiltrante, SOE
Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Doenca de Paget do mamilo
Carcinoma de ducto infiltrante SOE

Traducao livre — Adaptado de WHO (2021).
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1.5 Classificacdo molecular do cancer de mama
O cancer de mama é heterogéneo no nivel molecular, com diferentes padrées de expressao

génica levando a diferencas no comportamento e prognostico. Predomina nos sistemas de salde
a classificacdo molecular substituta do cancer de mama, baseada na avaliagdo imunohistoquimica
de biomarcadores (RE, RP, HERZ2 e Ki-67). No entanto, o exame dos padrdes globais de
expressao génica (especialmente de genes envolvidos na regulacdo do crescimento celular e
outros aspectos importantes do comportamento celular, como invaséo) permitiu a identificacéo de
subtipos moleculares intrinsecos de relevancia bioldgica e clinica e de assinaturas genéticas

preditivas de resultado ou resposta a terapia [38, 39, 40].

1.5.1 Classificagcédo do subtipo intrinseco
A andlise de cluster hierarquico dos genes que variam mais entre tumores do que entre amostras

repetidas do mesmo tumor (ou seja, genes intrinsecos) revelou a existéncia de quatro subtipos
intrinsecos principais de cancer de mama (luminal A, luminal B, enriquecido com HER2 e basal-
like), bem como um grupo normal semelhante ao da mama. Outros subtipos raros, como a classe
claudina-low [41], que compreende principalmente tumores triplo-negativos e mostra um
prognastico ruim, também foram adicionados. Para melhorar a padronizacéo e a reprodutibilidade
da classificacéo de subtipo intrinseco, um teste quantitativo baseado em RT-PCR com uma lista
com curadoria de 50 genes (a assinatura do gene PAM50) foi proposto. Esses genes foram
selecionados para classificar o CM invasivo em subtipos luminal A, luminal B, enriquecido com
HER2 e basal. Como a analise transcriptdmica de alto rendimento tem alto custo e nao é
amplamente acessivel, uma classificacdo baseada nos biomarcadores imunohistoquimicos foi
desenvolvida posteriormente, classificando os tumores em cinco subtipos adotadas pelo Painel de
Especialistas da 132 Conferéncia Internacional de Cancer de Mama de St. Gallen (2013), com
base em medi¢cdes imunohistoquimicas de RE, RP, ERBB2 (HER2) e Ki-67 (Quadro 2) com

confirmacao de hibridizacao in situ quando apropriado [38].
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Quadro 3 — Defini¢des por imunohistoquimica dos subtipos de CM adotadas na 13?2
Conferéncia Internacional de Cancer de Mama de St. Gallen de 2013

Luminal tipo A:

Luminal tipo B (HER2-negativo)

Luminal tipo B (HER2-positivo)

HER2-positivo (ndo luminal)

Triplo negativo

RE: positivo

RP: positivo

HER2: negativo

indice de proliferagio Ki-67: baixo
RE: positivo

HER2: negativo

Pelo menos um dos seguintes:

- Indice de proliferacio Ki-67: alto
- RP: negativo ou baixo

RE: positivo.

HER?2: superexpresso ou amplificado.
indice de proliferac&oKi-67: independente
RP:independente

HERZ2: superexpresso ou amplificado
RE: ausente

RP:ausente

RE:ausente

RP:ausente

HER2: negativo

Traducéo livre —adaptado de WHO (2021).

1.5.2 Classificacéo de cluster integrativa
Essa classificacdo divide o cancer de mama em 10 subgrupos de cluster integrativos (IntClusters)

com base na integracéo de dados gendmicos e transcriptdmicos. Cada subgrupo tem um padréo
distinto de aberracdes de nimero de copias e esta associado a diferentes resultados clinicos e
resposta a terapia. Seis dos subgrupos (IntClusters 1, 2, 3, 6, 7 e 8) compreendem
predominantemente tumores RE-positivos e os subtipos PAMS50 luminal A e luminal B, mas com
alteracfes gendmicas distintas. O IntCluster 10 compreende principalmente tumores RE-

negativos, com alta instabilidade genémica e pior prognostico. O IntCluster 4 compreende

principalmente tumores com extensa infiltracéo linfocitica intratumoral [38].
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1.5.3 Subclassificagcdo molecular do cancer de mama triplo-negativo
O céancer de mama triplo-negativo (CMTN) é definido pela auséncia de expresséo de ER, PR e

HER2 por imunohistoquimica, o que resulta em opcdes terapéuticas direcionadas limitadas. Este
€ um grupo heterogéneo de tumores com diferentes drivers moleculares. Usando dados de
expressao génica, uma classificacdo de CMTN nos seguintes quatro subtipos especificos de
tumor (CMTN tipo-4) foi desenvolvida: basal-like 1 e basal-like 2 (que diferem na resposta imune),
mesenquimal e luminal AR. Esses subtipos apresentam padrdes de sobrevivéncia distintos e
sensibilidade & quimioterapia neoadjuvante. A combinacéo de analises de perfis de RNA e DNA
também produz quatro subtipos distintos: luminal AR, mesenquimal, basal-like imunossuprimido e
basal-like imunoativado. Cada subtipo apresenta alvos especificos para tratamento (por exemplo,
AR e a mucina da superficie celular EMA [MUC1] no subtipo luminal AR) e um prognéstico
diferente (por exemplo, o subtipo basal-like imunoativado tem um prognéstico melhor do que o
subtipo basal-like imunossuprimido). No entanto, apesar de varios esforgos, ainda ndo ha um

ensaio diagnostico estabelecido ou clinicamente verificado para a classificagcéo de TNBC [38].

1.6 The TNM Classification of Malignant Tumours 8th edition
O sistema de estadiamento é utilizado para estimar o prognostico de pacientes com

cancer de mama, considerando o tamanho do tumor (T), o status nodal (N) e a presenca
de metastases (M). A oitava edicdo do manual TNM incorpora fatores biologicos e

recomenda ER, PR, HER2 e ensaios multigénicos na definicdo do prognaostico [42].

Quadro 4-0 Classificacdo TNM (82 edicao)

Tumores de mama
(CID-0O-3 C50)

Notas Introdutorias

Regras para classificacdo com os procedimentos para avaliar as categorias T, N e M; métodos
adicionais podem ser usados quando aumentam a precisdo da avaliagdo antes do tratamento
. Subsitios anatémicos

Defini¢&o dos linfonodos regionais

Classificacao clinica TNM

classifica¢é@o patoldgica pTNM

G classificagdo histopatologica

Estégio

Regras para classificacéo

A classificacdo se aplica somente a carcinomas e diz respeito & mama masculina e feminina. Deve haver
confirmacgéo histoldgica da doencga. O subsitio anatémico de origem deve ser registrado, mas néo &
considerado na classificacao.

No caso de multiplos tumores primarios simultaneos em uma mama, o tumor com a categoria T mais alta
deve ser usado para classificacdo. Canceres de mama bilaterais simultdneos devem ser classificados
independentemente para permitir a divisédo de casos por tipo histolégico.

A seguir estdo os procedimentos para avaliar as categorias T, N e M:
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Categorias T Exame fisico e imagem, por exemplo, mamografia
N categorias Exame fisico e imagem
Categorias M Exame fisico e imagem

Subsitios Anatdbmicos

Mamilo (C50.0)

Porcéo central (C50.1)

Quadrante superior interno (C50.2)
Quadrante inferior interno (C50.3)
Quadrante superior externo (C50.4)
Quadrante inferior externo (C50.5)
Cauda axilar (C50.6)

NogaswdpE

Linfonodos Regionais

Os linfonodos regionais sao:

1. Axilar (ipsilateral): linfonodos interpeitorais (Rotter) e linfonodos ao longo da veia axilar e suas
tributarias, que podem ser divididos nos seguintes niveis:

a) Nivel | (axila baixa): linfonodos laterais a borda lateral do muasculo peitoral menor

b) Nivel Il (axila média): linfonodos entre as bordas medial e lateral do musculo peitoral menor e os
linfonodos interpeitorais (Rotter)

c) Nivel Il (axila apical): linfonodos apicais e aqueles mediais a margem medial do musculo peitoral
menor, excluindo aqueles designados como subclaviculares ou infraclaviculares

2. Infraclavicular (subclavicular) (ipsilateral)

3. Mamatrio interno (ipsilateral): linfonodos nos espagos intercostais ao longo da borda do esterno na
fascia endotoréacica

4. Supraclavicular (ipsilateral)

Observacao:

os linfonodos intramamarios sao codificados como linfonodos axilares nivel I. Qualquer outra metastase
de linfonodo é codificada como metéstase a distancia (M1), incluindo linfonodos mamarios internos
cervicais ou contralaterais.

Classificac¢éo Clinica TNM

T — Tumor Primario

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Nenhuma evidéncia de tumor primario

Este Carcinoma in situ

Carcinoma ductal in situ (CDIS)

Tis (LCIS) Carcinoma lobular in situ a

Tis (Paget) Doenca de Paget do mamilo ndo associada a carcinoma invasivo e/ou carcinoma in situ (DCIS
e/ou LCIS) no paréngquima mamario subjacente. Carcinomas no parénquima mamario associados a
doenca de Paget sdo categorizados com base no tamanho e nas caracteristicas da doenca
parenquimatosa, embora a presenc¢a da doenca de Paget ainda deva ser notada.

T1 Tumor 2 cm ou menos ha maior dimensao

Microinvasdo T1mi 0,1 cm ou menos na maior dimensao b

Tla Mais de 0,1 cm, mas ndo mais de 0,5 cm na maior dimensao

T1b Mais de 0,5 cm, mas ndo mais de 1 cm na maior dimenséo

T1lc Mais de 1 cm, mas ndo mais de 2 cm na maior dimenséo

T2 Tumor com mais de 2 cm, mas ndo mais de 5 cm na maior dimensao

T3 Tumor com mais de 5 cm na maior dimenséo

T4 Tumor de qualquer tamanho com extenséo direta para a parede torécica e/ou para a pele (ulceragao
ou nédulos cutaneos) ¢

T4a Extensao para a parede tor4cica (ndo inclui apenas invasédo do musculo peitoral)

Ulceracao T4b, nédulos cuténeos satélites ipsilaterais ou edema cutaneo (incluindo casca de laranja)
T4c Ambos 4a e 4b
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T4d Carcinoma inflamatoério d

Notas

a O AJCC exclui Tis (LCIS).

b Microinvaséo é a extensao de células cancerigenas além da membrana basal para os tecidos
adjacentes sem foco maior que 0,1 cm na maior dimens&o. Quando ha multiplos focos de microinvaséo, o
tamanho somente do maior foco é usado para classificar a microinvaséo. (Nao use a soma de todos os
focos individuais.) A presencga de mudltiplos focos de microinvasao deve ser observada, como ocorre com
multiplos carcinomas invasivos maiores.

¢ A invasédo da derme sozinha nédo se qualifica como T4. A parede toracica inclui costelas, masculos
intercostais e musculo serratil anterior, mas ndo muasculo peitoral.

d O carcinoma inflamatério da mama € caracterizado por endurecimento difuso e musculoso da pele com
uma borda erisipeloide, geralmente sem massa subjacente. Se a bidpsia de pele for negativa e ndo
houver cancer primario mensuravel localizado, a categoria T € pTX ao estadiar patologicamente um
carcinoma inflamatério clinico (T4d). Ondulacdes na pele, retracdo do mamilo ou outras alteraces da
pele, exceto aquelas em T4b e T4d, podem ocorrer em T1, T2 ou T3 sem afetar a classificacdo.

N — Linfonodos Regionais

Os linfonodos regionais NX ndo podem ser avaliados (por exemplo, removidos anteriormente)

NO Sem metastase em linfonodos regionais

N1 Metastase em linfonodo(s) axilar(es) maével(eis) ipsilateral(ais) nivel |, I

N2 Metastase em linfonodos axilares ipsilaterais de nivel I, Il clinicamente fixos ou emaranhados; ou em
linfonodos mamarios internos ipsilaterais clinicamente detectados* na auséncia de metéstase de
linfonodos axilares clinicamente evidentes

Metastase de N2a em linfonodos axilares fixados uns aos outros (emaranhados) ou a outras estruturas
Metéastase N2b apenas em linfonodos mamarios internos clinicamente detectados* e na auséncia de
metastase em linfonodos axilares clinicamente detectados

N3 Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es) ipsilateral(ais) (nivel Ill axilar) com ou sem envolvimento
de linfonodo(s) axilar(es) de nivel I, Il; ou em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) ipsilateral(ais)
clinicamente detectado(s)* com metastase de linfonodo(s) axilar(es) de nivel I, Il clinicamente evidente; ou
metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es) ipsilateral(ais) com ou sem envolvimento de linfonodo(s)
axilar(es) ou mamario(s) interno(s)

Metéastase N3a em linfonodo(s) infraclavicular(es)

Metastase N3b em linfonodos mamarios internos e axilares

Metéastase N3c em linfonodo(s) supraclavicular(es)

Notas

* Clinicamente detectado é definido como detectado por exame clinico ou por estudos de imagem
(excluindo linfocintilografia) e tendo caracteristicas altamente suspeitas de malignidade ou uma
macrometastase patolégica presumida com base em bidpsia por aspiracdo por agulha fina com exame
citolégico. A confirmacéo de doenca metastéatica clinicamente detectada por aspiracéo por agulha fina
sem bidpsia por excisédo é designada com um sufixo (f), por exemplo, cN3a(f).

A bidpsia excisional de um linfonodo ou biépsia de um linfonodo sentinela, na auséncia de
atribuicdo de um pT, é classificada como um N clinico, por exemplo, cN1. A classificacdo patoldgica (pN) é
usada para excisdo ou biopsia de linfonodo sentinela apenas em conjunto com uma atribuicéo de T
patolégico.

M — Metastase a Distancia

MO Sem metastase a distancia
M1 Metastase a distancia

Classificagéo Patologica pTNM

pT — Tumor Primario

A classificacao patoldgica requer o exame do carcinoma primario sem tumor macroscopico nas margens
da ressec¢é@o. Um caso pode ser classificado como pT se houver apenas tumor microscépico em uma
margem.

As categorias pT correspondem as categorias T.
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Nota

Ao classificar pT, o tamanho do tumor € uma medida do componente invasivo. Se houver um componente
in situ grande (por exemplo, 4 cm) e um componente invasivo pequeno (por exemplo, 0,5 cm), o tumor é
codificado como pTla.

pN — Linfonodos Regionais

A classificacao patologica requer a ressecgao e exame de pelo menos os linfonodos axilares baixos (nivel
) (veja acima). Tal ressec¢ao normalmente incluira 6 ou mais linfonodos. Se os linfonodos forem
negativos, mas o nimero normalmente examinado nao for atingido, classifique como pNO.

Os linfonodos regionais do pNX ndo podem ser avaliados (por exemplo, removidos anteriormente ou ndo
removidos para estudo patolégico)

pNO Sem metéstase em linfonodos regionais*

Nota

* Aglomerados de células tumorais isoladas (ITC) sdo células tumorais Unicas ou pequenos aglomerados
de células ndo maiores que 0,2 mm na maior extensdo que podem ser detectados por coloractes de
rotina H e E ou imunohistoquimica. Um critério adicional foi proposto para incluir um aglomerado de
menos de 200 células em uma Unica secao transversal histolégica. Os linfonodos contendo apenas ITCs
sdo excluidos da contagem total de linfonodos positivos para fins de classificacdo N e devem ser incluidos
no nimero total de linfonodos avaliados. (Consulte a pagina 7 da classificacdo TNM da oitava edicao).

pN1 Micrometastases; ou metastases em 1 a 3 linfonodos ipsilaterais axilares; e/ou em linfonodos
mamarios internos com metastases detectadas por bidpsia de linfonodo sentinela, mas nao detectadas
clinicamente*

pN1mi Micrometastases (maiores que 0,2 mm e/ou mais de 200 células, mas nenhuma maior que 2,0 mm)
pNla Metédstase em 1-3 linfonodos axilares, incluindo pelo menos um maior que 2 mm na maior dimensao
pN1b Linfonodos mamarios internos ndo detectados clinicamente

pN1c Metastase em 1-3 linfonodos axilares e linfonodos mamarios internos néo detectados clinicamente
pN2 Metastase em 4-9 linfonodos axilares ipsilaterais, ou em linfonodos mamarios internos ipsilaterais
clinicamente detectados* na auséncia de metastase em linfonodos axilares

pN2a Metastase em 4-9 linfonodos axilares, incluindo pelo menos um maior que 2 mm

pN2b Metastase em linfonodos mamarios internos detectados clinicamente, na auséncia de metastase em
linfonodos axilares

pN3

pN3a Metastase em 10 ou mais linfonodos axilares ipsilaterais (pelo menos um maior que 2

mm) ou metastase em linfonodos infraclaviculares/linfonodos nivel Il

pN3b Metastase em linfonodos mamarios ipsilaterais internos clinicamente detectados* na presenca de
linfonodos axilares positivos; ou metastase em mais de 3 linfonodos axilares e em linfonodos mamarios
internos com metastase microscopica ou macroscopica detectada por bidpsia de linfonodo sentinela, mas
ndo detectada clinicamente

pN3c Metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es) ipsilateral(ais)

Pds-tratamento ypN:

Pés-tratamento yp 'N' deve ser avaliado como para métodos clinicos (pré-tratamento) 'N' (veja
Secao N — Linfonodos Regionais). O modificador 'sn' € usado somente se uma avaliagcdo de linfonodo
sentinela foi realizada apés o tratamento. Se nenhum subscrito for anexado, presume-se que a avaliagédo
do linfonodo axilar foi por dissec¢éo do linfonodo axilar.

A classificacdo X sera usada (ypNX) se nenhuma SN pos-tratamento yp ou disseccao axilar foi
realizada

As categorias N sdo as mesmas usadas para pN.

Notas

* Clinicamente detectado é definido como detectado por estudos de imagem (excluindo linfocintilografia)
ou por exame clinico e tendo caracteristicas altamente suspeitas de malignidade ou uma macrometastase
patolégica presumida com base em bidpsia por aspira¢éo por agulha fina com exame citolégico.
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Nao clinicamente detectado é definido como nédo detectado por estudos de imagem (excluindo
linfocintilografia) ou ndo detectado por exame clinico.

pM - Metastase a Distancia*
pM1 Metéstase a distancia confirmada microscopicamente

Nota
* pMO e pMX ndo séo categorias validas.

G Classificacdo Histopatol6gica

Para classificagdo histopatoldgica do carcinoma invasivo, o Nottingham Histological Score é
recomendado. 1

Estagio
Estagio 0 Tis Néo MO
Estagio IA T1lb Nao MO
Estagio I1B TO,T1 N1mi MO
Estagio lIA TO,T1 N1 MO
T2 Nao MO
Estagio 1IB T2 Nao MO
T3 Nao MO
Estagio llIA T0,T1,T2 N2 MO
T3 N1,N2 MO
Estagio llIB T4 NO,N1,N2 MO
Estagio llIC Qualquer T N3 MO
Estagio IV Qualquer T Qualquer N M1
Notas
a O AJCC também publica um grupo progndstico para tumores de mama.
b T1 inclui T1mi.

Traducdo livre — adaptado de WHO (2021)

1.7 Biomarcadores Prognosticos

1.7.1 Receptor de Estrogénio
O RE é um determinante prognostico essencial, jA que cerca de 70-75% dos

carcinomas invasivos de mama apresentam expressdo aumentada de RE. Na pratica
clinica, é obrigatoria sua avaliacdo tanto em tumores invasivos primarios quanto em
lesdes recorrentes. Esta permite a selecédo de pacientes que se beneficiardo de terapias
enddcrinas, como moduladores seletivos de RE, reguladores puros de RE e inibidores
de aromatase de terceira geracdo. Pacientes com alta expressdo de RE geralmente

apresentam melhores desfechos clinicos [6, 38, 43].

1.7.2 Receptor de Progesterona
A expressdo do RP é regulada pelo RE, e niveis normais de RP indicam uma via

funcional do RE. A expresséao elevada de RP esta associada a maior sobrevida e menor
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taxa de recorréncia, enquanto niveis reduzidos geralmente indicam um curso mais

agressivo da doenca e pior prognaostico [6, 38, 43].

1.7.3 Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico Humano 2 (HER2)
A expressdo do HER2 ocorre em aproximadamente 15-30% dos canceres de mama. A

amplificagdo do HER?2 ativa vias de sinalizagdo oncogénicas, levando ao crescimento
descontrolado das células tumorais, associado a comportamentos mais agressivos [6,
38, 43].

1.7.4 Ki-67
O Ki-67 é um marcador de proliferacdo celular e reflete a agressividade do cancer. A

expressao acima de 14%, esta associada a menor sobrevida. No entanto, devido a
variabilidade analitica da imunohistoquimica do Ki-67, seus niveis devem ser

interpretados com cautela [6, 43].

1.7.5 Mib1
O indice de proliferacdo Mibl, similar ao Ki-67, € um biomarcador prognostico para

cancer de mama. Niveis elevados de Mibl associam-se com muta¢des concomitantes
no gene p53. No entanto o uso também pode ser limitado devido a variabilidade

interobservador [6].

1.7.6 RNA Circular Circulante
Reconhecem-se que RNAs circulantes ndo-codificantes estdo associados a diferentes

caracteristicas clinicopatoldgicas do cancer de mama. Associam-se mais de 16 tipos,
como o circFBXW7 e o hsa_circ_0072309, e estima-se que poderdo ser explorados

como fatores diagndsticos, preditivos e alvos-terapéuticos [44].

1.7.7 P53
Mutacéo de perda de funcdo no gene TP53 (p53) € observada em aproximadamente

80% dos pacientes com CMTN e em 10% dos casos de subtipo Luminal A. A mutacéo
silenciadora de p53 ocorre em estagios iniciais da progresséo do cancer. O status de
imunohistoquimica de p53 é proposto como fator progndstico especifico para CMTN,
dividindo-o em dois subgrupos: p53- negativo e p53-positivo, sendo este Ultimo

associado a menor [6].
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1.7.8 MicroRNA
Os microRNAs (miRNA) sdo moléculas reguladoras néo-codificantes que

desempenham papéis na progressao e resposta do tumor a terapia. Os miRNAs como
MiRNA-21 e miRNA-210 séo frequentemente superexpressos em cancer de mama,
associados a invasao e maior proliferacdo celular [6].

1.7.9 Macréfagos Associados ao Tumor
Os macrofagos associados ao tumor estimulam a progressdo do tumor de mama,

incluindo o crescimento, invasdo e metastase de células tumorais. H4 um potencial de
estimulo a resisténcia ao tratamento notado em modelos de cancer de mama. Os
mecanismos subjacentes incluem a inducdo e manutencdo do fenétipo promotor da
neoplasia, inibicdo da funcdo das células T CD8+, degradacao da matriz extracelular,

estimulacdo da angiogénese e inibicao da fagocitose [45].

1.8 Evolucédo do HER2 no Cancer de Mama
O HER2 é avaliado principalmente através de técnicas de IHQ, que permite uma

graduacédo entre 0 e 3+. Situagcbes em que a expressdo € classificada como 3+
consideram-se HER2-positivo, enquanto 0, 1+ e 2+ s&o interpretados como HER2-
negativo, esta classificacdo sustenta-se nas recomendacdes do CAP/ASCO mesmo
apos a consideracdo do HER2-low como provavel entidade clinica [46, 47]. Para esta
guantificacdo a intensidade da reacdo e o padrédo da coloracdo de membrana celular
sdo analisados. No HER2 escore 0 espera-se a auséncia de coloracdo ou coloracéo
incompleta em menos de 10% das células tumorais. O HER2 1+ apresenta coloracao
fraca e incompleta em mais de 10% das células, enquanto o HER2 2+ exibe coloracao
moderada na subtotalidade da membrana celular em mais de 10% das células ou
coloracédo intensa em menos de 10% das células (figura 1). A avaliacdo do HER2 2+ é
considerada inconclusiva e exige confirmacdo com hibridizacédo in situ (ISH) para
verificar a amplificacédo génica.

Porém, a definicdo classica de HER2-positivo, baseada em resultados de IHC ou
amplificacdo de gene HER2 por ISH, mostrou-se limitada, pois excluia potenciais
subgrupos com expresséao de niveis inferiores de HER2 [48]. No estudo Destiny-breast4
[49] incluiu-se na classificacdo o “HER2-low” englobando a categoria IHC 1+ e 2+/ISH-
negativo, um espectro de expressao baixa, porém detectavel. A expressédo de HER2-low

destaca-se como um fator potencial para terapias direcionadas em casos de cancer de
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mama metastatico, uma vez que exibiu resultados promissores no tratamento com
terapias anticorpo-farmaco [50, 51, 52, 53, 54].

Na sequéncia, o estudo fase Ill Destiny-breast6 [55] incorpora o conceito de HER2 em
nova categoria ainda mais baixa, o "HER2 ultra-low", que inclui uma expressao fraca e
incompleta em menos de 10% das células, porém com resultados parciais semelhantes
ao HER2-low. Quimioterapicos conjugados de anticorpo-droga (ADC) trastuzumabe-
deruxtecan mesmo em niveis baixos de HER2, respondem efetivamente a ADCs,
devido ao "efeito espectador (bystander) ”, em que o farmaco se difunde para células
tumorais adjacentes, com eficacia ampliada [49, 56, 57].

A identificacdo precisa do status HER2-low apresenta desafios clinicos e técnicos,
especialmente quando avaliada por meio de biépsias por agulha, em que a
heterogeneidade tumoral pode prejudicar a identificacdo adequada da expressao no

estudo imunohistoquimico [48].

Figura 1-0: Padr6es para interpretacdo do HER2 na imunohistoquimica
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Adaptado de Marchio et al. (2021).

2.0. Caracteristicas clinicas e de prognéstico do HER2-low
Diversos estudos exploram as caracteristicas clinicas, patolégicas e moleculares de

neoplasias mamarias classificadas como HER2-0, HER2-ultra-low e HER2-low (1+ ou
2+/ISH-). Em sua maioria, demonstram que os tumores HER2-low exibem maior
expressédo de receptores hormonais (RE e RP), menor grau histologico e indices mais
baixos de proliferacéo celular (Ki-67) em comparacdo com os totalmente negativos para
HER2 (HER2-0), ao passo que alguns autores tém atribuido ao subgrupo HER2-ultra-
low caracteristicas intermediarias ou, em certos casos, até maior Ki-67 e maior
positividade linfonodal [56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64]. Uma das diferencas
moleculares mais relatadas é a elevacdo de RE, RP e, por vezes, de receptores

androgénicos (AR) no subgrupo HER2-low, além de maior expressédo de COX2, pAKT
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e HLA, enquanto a proteina CK14 tende a ser menos prevalente. Ja nos tumores HER2-
0, descreve-se maior grau histolégico, maior Ki-67 e menor expressdo de hormoénios
[57, 63, 64]. Em contrapartida o HER2-ultra-low pode apresentar maiores indices de Ki-
67, menor densidade de linfécitos intratumorais e maior frequéncia de
comprometimento linfonodal, embora esses dados ndo se revertam em diferengas
estatisticamente significativas em sobrevida global (SG) ou sobrevida livre de doenca
(SLD) quando comparado com outros grupos [58, 59].

Quanto ao HER2-low em comparacao ao HER2-0 ndo se encontraram diferencas em
seus comportamentos quando comparados entre SG e SLD [57, 61, 62, 64], mas
existem achados sugerindo prognostico ligeiramente mais favoravel no grupo HER2-
low, especialmente em tumores com receptores hormonais positivos [35, 65].
Contraditoriamente, Liu et. al. [60] observaram pior SLD nos carcinomas HER2-low,
sobretudo em pacientes RE+/RP+ e linfonodo negativo, sinalizando que outros fatores
clinico-patolégicos podem interferir de modo decisivo no comportamento tumoral. Além
disso, algumas analises indicaram que a diferenca entre HER2-ultra-low e HER2-low
nao parece implicar desfechos clinicos significativamente distintos, o que reforca a
necessidade de investigacbes adicionais para determinar o valor prognostico
terapéutico dessa estratificacédo [58, 59].

Os principais achados referenciados estédo sintetizados no quadro abaixo.
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Quadro 5-0 — Principais achados HER2-low

Autor

Tipo de Estudo e N

Principais Achados Clinico-Patolégicos

Desfechos

Chen etal. (2023)

Guan et al. (2024)

JLietal (2022)

Li etal. (2023)

JLiu et al. (2023)

Shu etal. (2022)

Silva et al. (2023)

Won et al. (2022)

Xu etal. (2022)

Retrospectivo

n =1363

HER2-0 (n=86)

HER2 ultra-low (n=395)
HER2-low (n=882)

Retrospectivo
n=302

HER2-0 (n=28)
HER2-ultralow (n=59)
HER2-low (n=215)

Retrospectivo
n = 1433 pacientes

HER2-0 (n=815)
HER2-low (n=618)

Retrospectivo

N total = 1464 pacientes
HER2-low (n=412)
HER2-0 (n=1052)

Retrospectivo
N = 4598 pacientes

HER2-0 (n=2837)
HER2-low (n=1761)

Retrospectivo

N = 2296 (todos RE+)
HER2-0 (n=368)
HER2-low 1+ (n=911)

HER2-low 2+/FISH- (n=1017)

Retrospectivo
N total = 170 pacientes

HER2-0 (N=80)
HER2-low 1+ (N=73)
HER2=low 2+ (N=17)

Retrospectivo

N = 30.473 pacientes

HER2-0 (n=20985)
HER2-low (n=9506)

Retrospectivo
ntotal = 777 analisados

HER?2 ultra-low e HER2-low: diferengas quanto ao status linfonodal
(p=0,048), RH (p=0,001), Ki-67 (p<0,001).

Tumores HER2 ultra-low expressam menos RH que HER2-low, mas sem
diferenga com HER2-0.

HERZ2 ultra-low RH+: maior Ki67, menores valores de RE, e menor
densidade de linfécitos intratumorais que em pacientes HER2-low

HER?2 ultra-low RH-: associado a pacientes mais jovens, maior grau
histolégico e maior Ki-67 que HER2-low.

HER2-low: maior expresséo de ER (p <0,001), PR (p <0,001), AR (p =
0,004) e prevaléncia do subtipo luminal (p < 0,001) quando comparado a
HER2-ultralow.

HER2-ultralow: mais linfonodo positivo que HER2-0 (p = 0,026).

HER2-low mais frequente em tumores RH-positivos (p < 0,001)

HER2-low com maior estadiamento no momento do diagnéstico

Sem diferengas nas variantes clinicas ao comparar HER2-low com HER2-
0

HER2-low com maior expresséo de RE, RA, COX2, pAKT e HLA, e menor
Ki67 e CK14.
Her2-low com tendéncia a maior frequéncia de tipo n&o especial

Sem diferencas entre idade, tamanho do tumor, grau, foco, TILS, Invaséo
e estadiamento.
N&o houve associagao significativa com RP

HER2-low com maior expresséao de RH, Ki-67 elevado (>14%), maior
idade ao diagnéstico, menor grau histolégico e menor estadiamento

Maior frequéncia de carcinomas néo invasivos em HER2 0 (19,8%) versus
HER2 1+ (17%) e HER2 2+ (13,1%).
Estéagio | mais frequente em HER2 0 e 1+ do que em 2+/FISH- (p=0,020).

Menor incidéncia de metastase linfonodal em HER2 0 (87,8%) e 1+
(85,3%) que em 2+ (80,5%).
RP negativo maior em HER2 0 (14,7%) que em 1+ (10,4%) e 2+ (9,9%).

Ki-67 <14% predominou em HER2 1+ (51,3%) comparado a 2+ (41,3%).

Tendéncia: maior associagéo com obesidade, etnia caucasiana e
tumores metaplasicos no IHC O; maior Ki67, Invasédo angiolinfatica e
perineural no IHC 2+, porém sem relevancia estatistica

Sem diferencas estatisticamente significativas na distribuigéo de variaveis
clinicas.

HER2-low com maior expressao de RH e menores indices de Ki67

HER2-low RH+: menos tumores T4, maior grau histolégico e menor taxa
de invaséo linfatica.

HER2-low RH-: maior taxa de invaséo angiolinfatica e metastase para
linfonodos

HER2-0: tendéncia a pacientes mais jovens (270 anos menos frequente),
maior percentual de grau I11 (35,2% vs. 18,4%), menor taxa de HR+ (70,4%
vs. 92,3%), Ki-67 e TOP2A mais elevados

Né&o hé diferenga estatistica significativa na anélise entre as variaveis,
mesmo ap6s pareamento por status do receptor hormonal

SLD semelhante entre HER2 ultra-low vs. HER2-null
(p=0,105) e vs. HER2-low (p=0,507).

RH+ teve SLD melhor do que RH- (p=0,003),
independentemente do status de HER2.

O subgrupo HER2-low vs. HER2-0 mostrou diferenca
significativa na resposta patolégica completa

SLD similar entre os 3 subgrupos (p = 0,571).

Em HER2-low, pacientes com melhor resposta
patolégica (RCB*-0/1) tiveram SLD superior aqueles
com RCB-HI/I (p = 0,036). * Residual

SG superior em HER2-low vs. HER2-zero (48,5 vs.
43,0 meses; p = 0,004), especialmente no subgrupo
HR-positivo (54,9 vs. 48,1 meses; p = 0,011)
HER2-2/ISH- com melhor OS (88,5 meses)
comparado a HER2-1+ (43,6 meses) e HER2-0 (43,0
meses) em RH-positivo

Em RH-negativo, sem diferenga significativa

Sem diferenga em SLD e Sobrevida especffica entre
HER2-zero e HER2-low

Sem diferenga significativa entre HER2-zero vs. HER2
low, independentemente de HR ou status nodal na
sobrevida geral (p>0,05)

Sobrevida livre de doenca foi inferior no grupo HER2-
low vs. HER2-zero (p = 0,003), sobretudo em RH+ (p =
0,007) e LN-negativo (p = 0,009)

Andlise multivariada: “low HER2” (IHC1+/2+) foi fator
prognéstico independente de pior SLD.

Na&o foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos em SG e SLD

SG e SLD semelhantes entes os grupos

Em andlise multivariada estratificada por estagio (I-1l1),
a Sobrevida especifica para CM no HER2-low foi
melhor do que de IHC 0 em cada estagio (p=0,010;
0,001; 0,002).

Na andlise univariada, HER2-0 associou-se a pior
Sobrevida especifica para CM tanto em RH+ quanto
em RH-. Entretanto, no modelo multivariado, manteve-
se fator prognéstico independente apenas em TNBC.

HER2-zero e HER2-low com SLD e SG semelhantes
aos 5 anos (p>0,05)

Casos RH+: SLD/SG similares nos primeiros 5 anos,
mas apoés 5 anos HER2-low teve melhor SLD (HR
0,31; p=0,01)
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3 Objetivos

2.1 Objetivo geral:
Identificar casos passados classificados como HER2 negativos a fim de enquadra-los

como HER2-low e HER2-ultra-low, buscando caracteristicas histoldgicas e analisando

desfechos e caracteristicas clinicas.

2.2 Objetivos especificos:
Verificar a prevaléncia de HER2-low e HER2-ultra low em casos classificados

anteriormente como HER2 negativos;

Analisar caracteristicas clinicopatoldgicas das pacientes com tumores HER2-low e
ultra-low: idade no momento do diagndstico, grau tumoral e estadiamento;

Analisar desfechos clinicos como recidiva, 0bito, sobrevida livre de doenca e sobrevida
total em pacientes com marcador HER2-low e ultra- low;

Buscar diferencas entre os desfechos clinicos de casos classificados como HER2-low

e ultra-low.
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Purpose: This study aimed to evaluate the clinical, pathological, and survival outcomes
associated with distinct levels of HER2 expression in breast cancer patients, specifically
comparing the “HER2-ultra-low,” “HER2-low,” and “HER2-0" subgroups. Methods: A
retrospective analysis was performed on 171 breast cancer patients. HER2 expression was
determined by immunohistochemistry and categorized as ultra-low, low, or HER2-0.
Clinicopathological data— including hormone receptor status, histological grade, Ki-67
proliferation index, and pathological staging— were extracted from medical records.
Statistical analyses included Welch’s ANOVA for continuous variables, Kaplan—Meier
survival analysis with a 60-month landmark, and multivariate Cox regression to assess
the association between HER2 subgroups and survival outcomes. A significance level of
p < 0.05 was adopted. Results: The patient cohort was distributed as follows: HER2-ultra-
low (27.5%), HER2-low (49.1%), and HER2-0 (23.4%). No significant differences were
observed among the groups for recurrence, hormone receptor status, clinical stage,
histological grade, or pathological staging. The Ki-67 index differed significantly across
groups (p = 0.047), with the HER2-0 group exhibiting lower values compared to the
others. Kaplan—Meier analysis revealed significant differences in overall survival (Log-
rank p < 0.05), with the HER2-ultra-low subgroup demonstrating the highest median
survival (47.5 months; 95% CI: 43.0— 58.0), followed by the HER2-0 and HER2-low
groups. In the multivariate Cox model (n = 169; 123 events) the low group (compared to
the ultra-low group) had a significantly higher risk of events (HR = 2.05; 95% CI: 1.32—
3.19; p = 0.001), while the HER2-0 group did not reach statistical significance (HR =
1.53; 95% Cl: 0.89-2.64; p = 0.126). Additionally, increased Ki-67 levels were associated
with poorer prognosis (HR = 1.02; p < 0.001), whereas estrogen receptor positivity
exerted a protective effect (HR = 0.65; p = 0.049). Conclusion: The findings suggest that
the HER2-ultra-low subgroup is associated with a more favorable prognosis compared to
the HER2-low subgroup, while differences between HER2-low and HER2-0 are less
pronounced. These results highlight the clinical relevance of refined HER2 stratification
in breast cancer and support its potential utility in guiding therapeutic decision-making.
Further prospective studies are warranted to confirm these observations and to address the
limitations inherent to the retrospective, single-center design.

Keywords:

Breast Neoplasms; Receptor ErbB-2; Prognosis; Immunohistochemistry; Molecular
Pathology.



Introduction

Breast cancer is the most incident type of cancer worldwide, accounting for approximately
12% of all new cases and representing the leading cause of death among women [1].
Projections suggest that, without significant advances in early detection and treatment
access, the annual number of deaths may exceed one million women by 2040. Five-year
survival rates vary considerably: they surpass 90% in high- income countries but fall to
66% in India and 40% in South Africa, while in Brazil, the estimated five-year survival is
59.6% [2, 3]. National statistics forecast approximately 73,610 new cases for the 2023—
2025 period, with the highest incidence observed in the South and Southeast regions; for
instance, in Rio Grande do Sul the adjusted incidence rate is 36.60 cases per 100,000
women [4].

Historically, the evaluation of the human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) in
breast cancer has been performed using immunohistochemistry (IHC), with scores
ranging from 0 to 3+. According to CAP/ASCO guidelines, tumors scoring 3+ are
considered HER2-positive, whereas those with scores of 0, 1+, or 2+ have been
traditionally classified as HER2-negative [5]. However, this binary classification
excludes potential subgroups that exhibit low, yet detectable, levels of HER2 expression.
Recent clinical trials, such as Destiny-Breast4 [6] and Destiny-Breast6 [7], introduced the
concepts of “HER2-low” (encompassing IHC scores of 1+ and 2+/ISH-negative) and
“HER2-ultra-low,” thereby expanding the spectrum of HER2 expression and its
therapeutic implications. Notably, antibody—drug conjugates (ADCs), such as trastuzumab
deruxtecan, demonstrated clinical efficacy even in tumors with low HER2 levels, partly
due to the bystander effect that allows the cytotoxic payload to diffuse to adjacent tumor
cells.

Beyond therapeutic considerations, refined stratification of HER2 expression revealed
clinically and molecularly distinct features. Tumors classified as HER2-low are generally
associated with higher hormone receptor (ER and PR) expression [8, 9, 10, 11, 12], lower
histological grade [10]. Proliferation index (Ki- 67) have divergent data [11, 13, 14]. In
contrast, the HER2-ultra-low subgroup may exhibit intermediate characteristics or, in
some studies, even higher Ki-67 indices and greater lymph node involvement, although
these differences do not always translate into significant variations in overall or disease-
free survival [11, 15, 16, 17].

Considering these controversies and the need to better understand the prognostic impact
of various levels of HER2 expression, this study, conducted at a reference unit in Southern
Brazil, aims to evaluate the clinical, pathological, and survival outcomes associated with
HER2-ultra-low, HER2-low, and HER2- 0 breast cancer subgroups.

Materials and Methods

This cross-sectional study retrospectively analyzed 171 paraffin-embedded samples
obtained from a previous study database. The study adhered to ethical guidelines and
received approval from Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre ethics
committee, and the patients signed a term of consent agreeing to participate. Included
patients were female previously classified as HER2-negative, with adequate samples
available for immunohistochemical reassessment. Exclusion criteria comprised cases with
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HER2 2+ status without ISH- confirmed amplification, incomplete clinical data, or
inadequate sample quality.

New slides were prepared and evaluated using a double-checking protocol with the HER2
antibody (1:400; Anti-ErbB2 / HER2 antibody [3B5] Mouse ABCAM®). Based on the
immunohistochemical staining patterns, tumors were reclassified as follows: HER2-
zero: No staining or weak staining in less than 10% of cells. HER2-low: Weak staining
in more than 10% of cells (IHC 1+ or 2+/ISH-negative). HER2-ultralow: Weak staining
in less than 10% of tumor cells. Clinicopathological information was then extracted from
medical records and integrated into the study database for the analyses.

Subsequently, data processing and statistical analyses were performed using R software
(version 4.4; R Core Team, 2024) with the jamovi graphical interface (version 2.6.1.9;
The jamovi Project, 2024). The following R packages were employed: finalfit (for
generating regression tables—including linear, logistic, and survival models), survival
and survminer (for survival analysis), nnet (for neural network models and multinomial
regressions), and vcd (for visualizing categorical data). During variable selection and
adjustment, arbitrary dichotomization of continuous predictors was avoided to preserve
their variability. All data processing and analyses were documented in scripts and reports
in accordance with best practices for scientific reproducibility. After the initial slide
review, the HER2 status was confirmed and recorded using MS Excel (Office365, version
2407).

Results

The final sample comprised 171 breast cancer patients, categorized according to HER2
expression levels as “ultra-low” (n = 47; 27.5%), “low” (n = 84; 49.1%), and “HER2-0”
(n = 40; 23.4%). Categorical variables exhibited minimal missing data (between 1 and 6
cases per variable). No statistically significant differences were found among the groups
regarding recurrence (p = 0.615), estrogen receptor (ER) status (p = 0.340), progesterone
receptor status (p = 0.288), clinical stage (p = 0.251), grade (p = 0.202), histological type
(p = 0.103), molecular subtype (p = 0.678), or pathological staging (pT: p=0.791; pN: p
= 0.122; pM: p = 0.159). Five-year survival also did not differ significantly (p = 0.137).
The distribution between the groups is showed in Table 1-0.

Mean ages, among the subgroups, ranged from 52.8 to 55.0 years (SD: 10-13 years)
(Figure 1-0), and tumor sizes were homogeneous (mean between 2.78 and 2.94 cm; SD:
1.80-2.36 cm) (Figure 2-0), always considering a 95% confidence interval (CI) and a
significance level of p < 0.05. (Figure 2-0).

Evaluation of Ki-67 revealed mean values of 20.38% in the ultra-low group, 21.43% in
the low group, and 14.78% in the HER2-0 group. Welch’s ANOVA indicated significant
differences among the groups (p = 0.047), with post hoc tests showing significance only
between the low and HER2-0 groups (p = 0.045; difference = 6.65 percentage points)
(Figure 3-0).

The Kaplan—Meier survival curve, using a 60-month landmark, demonstrated significant
differences in survival among the groups (Log-rank p<0.05). The ultra-low group
exhibited the highest survival probability, with a median survival of 47.5 months (95%
Cl: 43.0-58.0), followed by the HER2-0 group (38.5 months; upper limit not reached)
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and the low group (33.0 months; 95% CI: 29.0-38.0) (Figure 4-0).

Multivariate analysis using Cox regression included the following variables: HER2
category (ultra-low, low, and HER2-0), estrogen receptor (ER) status (negative/positive),
pathological metastasis stage (pM0/pM1), Ki-67 (continuous), and age (continuous). In
169 patients (with no missing data) and 123 events, the model was globally significant
(Likelihood Ratio Test, p < 0.05), with a c-index of 0.640 and a pseudo-R? of 0.161.
Compared to the ultra-low group, the low group exhibited a significantly higher risk of
events (HR = 2.05; 95% CI: 1.32-3.19; p = 0.001), whereas the HER2-0 group did not
reach statistical significance (HR = 1.53; 95% CI: 0.89-2.64; p = 0.126). Ki-67 was
significantly associated with bad outcome (HR = 1.02; 95% CI: 1.01-1.03; p < 0.001),
and ER expression exerted a protective effect (HR = 0.65; 95% CI: 0.42-1.00; p = 0.049).

Additionally, patients were stratified according to hormonal receptor status, resulting in
the following groups: Low-ER" (37.4%), Low-ER™ (11.7%), UL-ER" (21.6%), UL-ER™
(5.8%), Zero-ER" (19.9%), and
Zero-ER™ (2.9%). The Kruskal-Wallis test identified significant differences for Ki-67 (p
= 0.02), histological grade (p < 0.001), tumor size (p = 0.017), pathological staging for
distant metastases (pM) (p
= 0.027), disease-free survival (p = 0.001), and overall survival (p < 0.002). Survival
analysis revealed that the UL-ER" group had the best median survival (49.5 months; 95%
Cl: 43-N/A), while the Zero-ER™~ group had the worst (21 months; 95% CI: 21-N/A)
(Figure 4-0). In the Cox regression model, using the Low-ER" group as the reference, the
Low-ER™ group had an HR of 1.86 (95% CI: 1.08-3.19; p = 0.025), and the UL- ER* group
had an HR of 0.59 (95% CI: 0.36-0.96; p = 0.035). The remaining categories did not
demonstrate statistically significant associations. Survival rates at 24 and 60 months
corroborated these findings, with the UL-ER" and Zero-ER* groups exhibiting better
outcomes compared to the Low-ER~ group (Figure 5- 0).

Discussion

In this retrospective study of 171 breast cancer patients, individuals were stratified by
HER2 expression into “ultra-low,” “low,” and “HER2-0" groups, with a mean follow-up
of 60-month landmark analysis. Although clinicopathological characteristics (including
hormonal receptor status, clinical stage, histological grade, molecular subtype, and pT,
pN, and pM classifications) were homogeneous across groups, the ultra-low group
demonstrated superior survival, with a median of 47.5 months by Kaplan—Meier analysis
and a significantly lower risk of bad outcome compared to the low group (HR = 3.17;
95% ClI: 1.04-9.68; p = 0.043).

The comparison between “HER2-low” and “HER2-0" revealed no significant differences
in survival, corroborating previous studies [8, 10, 11, 13, 15, 17]. In some reports, the
prognostic impact between “HER2-ultra-low” and “HER2-low” varies according to
factors such as hormonal receptor positivity and pathological complete response, which
may explain discrepancies with our finding of improved survival in the ultra-low
group[15, 17].

Regarding hormonal receptor (HR) expression, no significant differences in frequency
were observed among the subgroups, although ER positivity demonstrated a protective
effect in the multivariate model, reinforcing its established prognostic role (as also
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reported in the literature [15, 9, 18]). With respect to Ki- 67, the mean indices were similar
between the ultra-low (20.38%) and low (21.43%) groups but were significantly lower in
the HER2-0 group (14.78%), which aligns with the findings of Xu et al.[18] and Liu et al.
[10], despite methodological differences that may account for conflicting results in other
studies.

Furthermore, no significant associations were found between complete pathological
response, angiolymphatic invasion, or lymph node involvement and the different levels
of HER2 expression, contrasting with some reports that indicate greater nodal involvement
in the low and ultra-low groups. Such discrepancies may be related to differences in
population profiles, inclusion criteria, and clinical staging at diagnosis.

In summary, the results suggest that “HER2-ultra-low” status may be associated with a
more favorable prognosis, particularly when considering the protective effect of hormonal
receptors. This finding underscores the need for more refined stratification of HER2 to
better direct therapeutic decisions and prognostic strategies.

Conclusions

Despite the apparent clinical and pathological similarities among the HER2 subgroups, the
findings suggest that the “HER2-ultra-low” pattern may represent a distinct biological
phenotype with a more favorable survival prognosis. Conversely, the absence of
significant differences between “HER2-low” and “HER2- 0 raises questions regarding
the clinical impact of isolating the “HER2-low” category, as evidenced in both our sample
and previous studies.

The Ki-67 index reaffirmed its utility as a prognostic marker, although its routine
application should be approached with caution due to interobserver variability. In this
context, innovations in digital pathology and artificial intelligence may contribute to
greater standardization and precision in these analyses.

Limitations of this study include its retrospective, single-center design, a relatively small
sample size, and the violation of the proportional hazards assumption in the Cox model
for the HER2 variable, which necessitates cautious interpretation of the results.
Uncontrolled factors, such as tumor heterogeneity, varied therapeutic regimens, and
socioeconomic influences, may also have impacted patient outcomes.

In conclusion, our data reinforce the importance of detailed stratification of HER2 and
hormonal receptors in breast cancer, highlighting the need for prospective, multicenter
studies that incorporate emerging technological approaches to improve diagnostic
accuracy and therapeutic management.
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Tables

Table 1-0 — Variable distribution between groups

n Ultra-low % Low % Zero % p
Total 171
Histological type 0.103
Intraductal 0 0,00% 0 0,00% 2 1,17%
Non-special Type 36 21,05% 70 40,94% 31 18,13%
Special types 7 4,09% 8 468% 2 1,17%
Invasive lobular 5 2,92% 5 2,92% 5 2,92%
Molecular subtype 0.678
Luminal A 20 11,70% 31 18,13% 20 11,70%
Luminal B 17 9,94% 35 20,47% 15 8,77%
Basal-Like 9 5,26% 17 9,94% 5 2,92%
Miss 1 0,58% 0 0,00% 1 0,58%
Histological grade 0.202
1 5 2,92% 10 5,85% 0 0,00%
2 24 14,04% 49 28,65% 28 16,37%
3 17 9,94% 25 14,62% 11 6,43%
Miss 1 0,58% 0 0,00% 1 0,58%
Clinical staging 0.251
1 13 7,60% 22 12,87% 11 6,43%
2 15 8,77% 29 16,96% 10 5,85%
3 18 10,53% 31 1813% 11 6,43%
4 2 117% 3 1,75% 6 3,51%
ER 0.340
Yes 37 21,64% 64 37,43% 35 20,47%
No 10 5,85% 20 11,70% 5 2,92%
PR 0.288
Yes 30 17,54% 54 31,58% 31 18,13%
No 17 9,94% 30 1754% 9 5,26%
pT 0.791
pTis 3 1,75% 3 1,75% 4 2,34%
pTl 19 11,11% 37 21,64% 15 8,77%
pT2 14 8,19% 27 1579% 13 7,60%
pT3 4 2,34% 3 1,75% 2 117%
pT4 7 4,09% 16 9,36% 5 2,92%
Miss 1 0,58% 1 0,58% 1 0,58%
pN 0.122
pNO 22 12,87% 48 28,07% 26 15,20%
pN1 16 9,36% 15 8,77% 3 1,75%
pN2 6 3,51% 11 6,43% 8 4,68%
pN3 3 1,75% 5 2,92% 2 117%
Miss 1 0,58% 3 1,75% 1 0,58%
pM 0.159
pM1 4 2,34% 3 1,75% 5 2,92%
pMO 43 25,15% 81 47,37% 34 19,88%
Miss 1 0,58% 0 0
RT
Yes 42 24,56% 72 42,11% 29 16,96%
No 4 2,34% 10 585% 10 5,85%
Miss 1 0,58% 1 0,58% 3 1,75%
QT
Yes 23 13,45% 40 2339% 19 11,11%
No 24 14,04% 44 2573% 19 11,11%
Miss 1 0,58% 1 0,58% 0 0,00%
Homonetherapy
Yes 36 21,05% 63 36,84% 30 17,54%
No 9 5,26% 18 1053% 7 4,09%
Complete pathological response
Yes 5 2,92% 4 2,34% 2 117%
No 13 7,60% 27 1579% 12 7,02%
Miss 36 21,05% 30 17,54% 42 24,56%
Recurrence 0.615
Yes 7 4,09% 70 40,94% 37 21,64%
No 39 22,81% 14 8,19% 4 2,34%
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(Continuation of Table 1-0)

Mean Standart deviation p
Age 0.612
Ultra-Low 53.53 10.61
Low 55.02 13.05
Zero 52.8 12.24
0.045|
Ki67
Ultra-Low 20.38 19.32
Low 21.43 17.83
Zero 14.78 12.16
Tumoral size (cm) 0.934
Ultra-Low 2.88 18
Low 2.78 225
Zero 294 2.35
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Figures

Figure 1-0 — Age Distribution by HER2 Subtypes.
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Figure 2-0 — Tumor size distribution by HER2
Subtypes.
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Figure 3-0 — Ki67 by HER2 subtypes.
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Figure 5-0 - Kaplan-Meier Survival Curves by HER2 Expression Level (Low,
Ultra- Low, Zero) and Hormone Receptor Status
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Figure 6-0 - Forest Plot of Hazard Ratios by HER2 Subtype (Low, Ultra-Low, Zero) and
Hormone Receptor Status
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5 Apéndice 1

ANOVA a um fator

F gll gl2 p
ldade 0.4931 2 93.7 0.612
Ki67 3.2109 2 96.9 0.045
Tamanho tumoral (cm) 0.0680 2 79.6 0.934
Descritivas de Grupo
Her2 N Média Eaegr"e'lg E;E'glo
Idade Ultra- 47 53.53 10.61 1.548
low
Low 84 55.02 13.05 1.424
Her2-0 40 52.80 12.24 1.935
Ki67 Ultra- 47 20.38 19.32 2.818
low
Low 84 21.43 17.83 1.945
Her2-0 40 14.78 12.16 1.923
Tamanho tumoral Ultra- 44 2.88 1.80 0.271
(cm) low
Low 78 2.78 2.25 0.254
Her2-0 34 2.94 2.35 0.404
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Media (95% IC)

Media (95% IC)

58 4
25 4
56 4 l
L 544 J
E E 20 |
= > ’
52 4
15 4
50 4 H
Ultre;—lt}'.'.' LE;'.'.' HerlE—D UItrE;-Inw Lc;w Herlz-D
Her? Her?
Média (95% IC)
é 3.5 1
©
S
= 3.0
=
(=]
=
[
o 2.5 4
=
i
Ultra.-ln}l.'.' Ln:;'.'.' Herlz-D
Her?
Sobrevida em 5 anos
Her2 Nao Sim Total
Ultra-low 31 15 46
Low 67 17 84
Her2-0 26 14 40
Total 124 46 170
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Testes ¥?

Valor gl p

¥ 3.98 2 0137

N 170
Gréficos

120 1
v B0 4
) Her2
% Ultra-low
= Low
=) Her2-0
[}

40 A

C.

I‘-Jéc— Silr“.
Sobrevida em 5 anos
Sobrevida em 2 anos
Her2 Nao Sim Total
Ultra-low 5 41 46
Low 24 60 84
Her2-0 11 29 40
Total 40 130 170
Testes x?
Valor gl p

¥ 5.63 2 0.060
N 170

Gréficos



100 A

Contadores

50 A
0
Néu Silm
Sobrevida em 2 anos
Recorréncia
Her2 Nao Sim Total
Ultra-low 39 7 46
Low 70 14 84
Her2-0 36 4 40
Total 145 25 170
Testes ¥?
Valor g p
¥ 0.973 2 0.615
N 170
Gréficos

Her2
Ultra-low
Low
Her2-o
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150 4

100
v
(]
=
i
=
o
Y g5

0
N:::I:I 'Silm
Recorréncia
pM
Her2 pMO pM1 Total
Ultra-low 43 4 47
Low 81 3 84
Her2-0 34 5 39
Total 158 12 170
Testes ¥?
Valor gl p

¥ 3.68 2 0.159
N 170

Gréficos

Herl

Ultra-low
Low
Herz2-0
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150
1007 Her2
o
o Ultra-low
= Low
=] Her2-0
]
50 -
0
|:|I":'EI |:|PI»'1
pM
pN
Her2 pNO pN1 pN2 PpN3 Total
Ultra-low 22 16 6 3 47
Low 48 15 11 5 79
Her2-0 26 3 8 2 39
Total 96 34 25 10 165
Testes ¥?
Valor gl p

¥ 10.1 6 0.122
N 165

Gréficos



100 -
75 -
0 Her2
(=]
T 50 - Ultra-low
18]
= Low
o Her2-o0
]
25 -
0
|:ur:lIII |:|P~r11 |:|r:l.2 |:|P1~13
PN
pT
Her2 pTis pTl pT2 pT3 pT4 Total
Ultra-low 3 19 14 4 7 47
Low 3 37 23 3 16 82
Her2-0 4 15 13 2 5 39
Total 10 71 50 9 28 168
Testes ¥?
Valor gl p
¥ 4.68 8 0.791
N 168
Graficos
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ol 4

T Her2
& 40 4
o Ultra-low
2 Low
(=] Her2-0
]
20 |
D -
|:|'I1'is |:|'Ir'1 |:|'Ir'2 |:|'.I'3 |:u'1l'4
pT
Subtipo molecular
Her2 Luminal A Luminal B Basal-like Total
Ultra-low 20 17 9 46
Low 31 35 17 83
Her2-0 20 15 5 40
Total 71 67 31 169
Testes ¥?
Valor gl p
¥ 231 4 0.678
N 169
Gréficos
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ST

E‘:‘ﬁ Her2
o 40 4
o Ultra-low
= Low
o Her2-0
]

20

|:| -

LLII'|'|irI'|a| A LL||'|'.ir|'|aI B Basarl-like
Subtipo molecular
Receptor Progesterona
Her2 Negativo Positivo Total
Ultra-low 17 30 a7
Low 30 54 84
Her2-0 9 31 40
Total 56 115 171
Testes ¥?
Valor gl p

¥ 249 2 0.288
N 171

27



120
90 -
g Her2
T 60 Ultra-low
2 Low
o Her2-0
U
30 -
0
NEg:ﬁtiw‘D F'Dsirtix-'-:u
Receptor Progesterona
Receptor de estrogénio
Her2 Negativo Positivo Total
Ultra-low 10 37 47
Low 20 64 84
Her2-0 5 35 40
Total 35 136 171
Testes ¥?
Valor gl p
¥ 216 2 0.340
N 171
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100 A

v Herz

[

= Ultra-low

i

= LOw

= Her2-0

o 50 4

|:| -
Neg;tim F'I:ISilti'-.-'El
Receptor Estrogénio
Tipo histolégico
Her2 Intraductal Tipo nao Tipo : !_obullar Total
especial especial invasivo

Ultra- 0 35 7 5 47

low

Low 0 70 8 5 83

Her2-0 2 31 2 5 40

Total 2 136 17 15 170
Testes ¥?

Valor gl p
¥ 10.6 6 0.103
N 170
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100 4

o Her2
(=]
o Ultra-low
'E Low
E co | Her2-0
0
Z e m(&‘ %
T % % 3
Estagio clinico
Her2 1 2 3 4 Total
Ultra-low 12 15 18 2 47
Low 21 29 31 3 84
Her2-0 11 10 11 6 38
Total 44 54 60 11 169
Testes ¥?
Valor gl p
¥ 7.83 6 0.251
N 169
Gréficos
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a0 4
wn 40 1
w Her2
(=]
e Ultra-low
= Low
=] Herz-0
b 20 4

o 4

1 2 3 4
Estagio clinico
Grau histoldgico
Her2 1 2 3 Ausente Total
Ultra-low 5 24 17 1 47
Low 10 49 25 0 84
Her2-0 0 28 11 1 40
Total 15 101 53 2 171
Testes ¥?
Valor gl p
¥ 852 6 0.202
N 171
Gréficos
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100 -
75 4
E:' Her2
[
k=) Ultra-low
m S0
E Low
o Her2-0
i
25 A
|:| -
1 2 3 Ausente
Grau histolégico
ANOVA a um fator (Welch)
F gll gl2 p
Ki67 3.17 2 84.6 0.047
Verificagdo de Pressupostos
Teste a Normalidade (Shapiro-Wilk)
w P
Ki67 0.890 <.001

Nota. Um p-value pequeno sugere a violagdo do pressuposto da normalidade

Teste a Homogeneidade de Variancias (Levene)

F gl gl2 p

Ki67 2.99 2 168 0.053

Testes Post Hoc
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Teste Post-hoc de Games-Howell

Ultra-low Low Her2-0
Ultra-low Diferenca média — -0.514 5.92
p-value — 0.989 0.261
Low Diferenca média — 643
p-value — 0.045
Her2-0 Diferenca média —
p-value —

33



6 Apéndice 2
Estatistica Descritiva

Estatistica Descritiva

Low RH+ N Omisso Desvio-padrao Minimo Maximo
Reposta patolégica completa Low RH+ 24 40 0.282 0 1
Low RH- 7 13 0.488 0 1
UL - RH+ 14 23 0.363 0 1
UL RH- 4 7 0.500 0 1
Zero-RH+ 11 23 0.405 0 1
Zero RH- 3 2 0.000 0 0
Radioterapia Low RH+ 63 1 0.353 0 1
Low RH- 19 1 0.229 0 1
UL - RH+ 35 2 0.323 0 1
UL RH- 1 0 0.000 1 1
Zero-RH+ 34 0 0.448 1
Zero RH- 5 0 0.447 0 1
Hormonioterapia Low RH+ 64 0 0.213 0 1
Low RH- 17 3 0.332 0 1
UL - RH+ 35 2 0.169 0 1
UL RH- 10 1 0422 0 1
Zero-RH+ 32 2 0.246 0 1
Zero RH- 5 0 0.000 0 0
Quimioterapia Low RH+ 64 0 0.502 0 1
Low RH- 20 0 0510 0 1
UL - RH+ 36 1 0.504 0 1
UL RH- 1 0 0.505 0 1
Zero-RH+ 33 1 0.506 0 1
Zero RH- 5 0 0.447 0 1
Grau histolégico Low RH+ 64 0 0.555 1 3
Low RH- 20 0 0.759 1 3
UL - RH+ 36 1 0.639 1 3
UL RH- 10 1 0483 2 3
Zero-RH+ 34 0 0410 2 3
Zero RH- 5 0 0.447 2 3
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Estagio clinico

Tipo histolégico

Subtipo molecular

pT

pN

pM

Low RH+
Low RH-
UL - RH+
UL RH-
Zero-RH+

Zero RH-

Low RH+
Low RH-
UL - RH+
UL RH-
Zero-RH+

Zero RH-

Low RH+
Low RH-
UL - RH+
UL RH-
Zero-RH+
Zero RH-

Low RH+
Low RH-
UL - RH+
UL RH-
Zero-RH+

Zero RH-

Low RH+
Low RH-
UL - RH+
UL RH-
Zero-RH+

Zero RH-

Low RH+
Low RH-
UL - RH+

64

37
11

34

64
19
37
11

34

64
19
36
1
34

63
19
37
1
33

62
17
37
1
33

64
20
37

o o o o o o

0.870
0.813
0.887
0.820
1.094
1.673

0.584
0.375
0.725
0.405
0.768

0.447

0.503
0.501
0.504
0.405
0.500
0.000

1.162
1311
1.097
1.446
1.139
1.140

1.003
0.943
1.054
1.044
0.603

1.517

0.213
0.000
0.229

o o o o o o

o o o o o o

o
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UL RH- 1 0 0.405 0 1
Zero-RH+ 33 1 0.292 0 1
Zero RH- 5 0 0.548 0 1
Recorréncia Low RH+ 64 0 0315 0 1
Low RH- 20 0 0489 0 1
UL - RH+ 37 0 16.260 0 99
UL RH- 11 0 0467 0 1
Zero-RH+ 34 0 0.327 0 1
Zero RH- 5 0 0.000 0 0
Frequéncias
Frequéncias de Reposta patoldgica completa
Reposta patolégica completa Low RH+  Contadores % do Total % acumulada
Nao Low RH+ 22 34.9% 34.9%
Low RH- 5 79% 42.9%
UL - RH+ 12 19.0% 61.9%
UL RH- 1 1.6% 63.5%
Zero-RH+ 9 14.3% 77.8%
Zero RH- 3 4.8% 82.5%
1 Low RH+ 2 32% 85.7%
Low RH- 2 3.2% 88.9%
UL-RH+ 2 3.2% 92.1%
UL RH- 3 4.8% 96.8%
Zero-RH+ 2 32% 100.0%
ZeroRH- O 0.0% 100.0%
Frequéncias de Radioterapia
Radioterapia  Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
0 Low RH+ 9 54% 54%
Low RH- 1 0.6% 6.0%
UL-RH+ 4 24% 84%
UL RH- 0 0.0% 84%
Zero-RH+ 9 5.4% 13.8%
Zero RH- 1 0.6% 144%



1 Low RH+ 54 32.3% 46.7%
Low RH- 18 10.8% 57.5%
UL - RH+ 31 18.6% 76.0%
UL RH- 11 6.6% 82.6%
Zero-RH+ 25 15.0% 97.6%
Zero RH- 4 24% 100.0%
Frequéncias de Hormonioterapia
Hormonioterapia  Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
0 Low RH+ 3 1.8% 1.8%
Low RH- 15 9.2% 11.0%
UL - RH+ 1 0.6% 11.7%
UL RH- 8 4.9% 16.6%
Zero-RH+ 2 1.2% 17.8%
Zero RH- 5 3.1% 20.9%
1 Low RH+ 61 374% 58.3%
Low RH- 2 1.2% 59.5%
UL - RH+ 34 20.9% 80.4%
UL RH- 2 1.2% 81.6%
Zero-RH+ 30 18.4% 100.0%
Zero RH- 0 0.0% 100.0%
Frequéncias de Quimioterapia
Quimioterapia  Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
0 Low RH+ 35 20.7% 20.7%
Low RH- 9 53% 26.0%
UL - RH+ 20 11.8% 37.9%
UL RH- 4 24% 40.2%
Zero-RH+ 18 10.7% 50.9%
Zero RH- 1 0.6% 51.5%
1 Low RH+ 29 17.2% 68.6%
Low RH- 11 6.5% 75.1%
UL - RH+ 16 9.5% 84.6%
UL RH- 7 41% 88.8%
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Zero-RH+ 15 8.9% 97.6%
ZeroRH- 4 24% 100.0%
Frequéncias de Grau histolégico
Grau histolégico  Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
1 Low RH+ 7 4.1% 4.1%
Low RH- 3 1.8% 5.9%
UL - RH+ 5 3.0% 8.9%
UL RH- 0 0.0% 8.9%
Zero-RH+ O 0.0% 8.9%
Zero RH- 0 0.0% 8.9%
2 Low RH+ 44 26.0% 34.9%
Low RH- 5 3.0% 37.9%
UL-RH+ 21 124% 50.3%
UL RH- 3 1.8% 52.1%
Zero-RH+ 27 16.0% 68.0%
Zero RH- 1 0.6% 68.6%
3 Low RH+ 13 7.7% 76.3%
Low RH- 12 7.1% 83.4%
UL - RH+ 10 5.9% 89.3%
UL RH- 7 41% 93.5%
Zero-RH+ 7 41% 97.6%
ZeroRH- 4 24% 100.0%
Frequéncias de Estagio clinico
Estagio clinico Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
0 Low RH+ O 0.0% 0.0%
Low RH- 0 0.0% 0.0%
UL-RH+ O 0.0% 0.0%
UL RH- 0 0.0% 0.0%
Zero-RH+ 1 0.6% 0.6%
Zero RH- 1 0.6% 1.2%
1 Low RH+ 17 9.9% 11.1%
Low RH- 4 23% 13.5%
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UL - RH+ 1 6.4% 19.9%
UL RH- 1 0.6% 20.5%
Zero-RH+ 11 6.4% 26.9%
Zero RH- 0 0.0% 26.9%
2 Low RH+ 24 14.0% 40.9%
Low RH- 5 2.9% 43.9%
UL - RH+ 1 6.4% 50.3%
UL RH- 4 2.3% 52.6%
Zero-RH+ 9 53% 57.9%
Zero RH- 1 0.6% 58.5%
3 Low RH+ 20 11.7% 70.2%
Low RH- 11 6.4% 76.6%
UL - RH+ 14 8.2% 84.8%
UL RH- 5 2.9% 87.7%
Zero-RH+ 9 53% 93.0%
Zero RH- 1 0.6% 93.6%
4 Low RH+ 3 1.8% 95.3%
Low RH- 0 0.0% 95.3%
UL - RH+ 1 0.6% 95.9%
UL RH- 1 0.6% 96.5%
Zero-RH+ 4 2.3% 98.8%
Zero RH- 2 1.2% 100.0%
Frequéncias de Tipo histologico
Tipo histolégico Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
Intraductal Low RH+ 0 0.0% 0.0%
Low RH- 0 0.0% 0.0%
UL - RH+ 0 0.0% 0.0%
UL RH- 0 0.0% 0.0%
Zero-RH+ 1 0.6% 0.6%
Zero RH- 1 0.6% 1.2%
Tipo ndo especial Low RH+ 54 31.8% 32.9%
Low RH- 16 9.4% 424%
UL - RH+ 27 15.9% 58.2%
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UL RH- 9 5.3% 63.5%
Zero-RH+ 26 15.3% 78.8%
Zero RH- 4 24% 81.2%
Tipos especiais Low RH+ 5 2.9% 84.1%
Low RH- 3 1.8% 85.9%
UL - RH+ 5 2.9% 88.8%
UL RH- 2 1.2% 90.0%
Zero-RH+ 2 1.2% 91.2%
Zero RH- 0 0.0% 91.2%
Lobular invasivo Low RH+ 5 2.9% 94.1%
Low RH- 0 0.0% 94.1%
UL - RH+ 5 2.9% 97.1%
UL RH- 0 0.0% 97.1%
Zero-RH+ 5 2.9% 100.0%
Zero RH- 0 0.0% 100.0%
Frequéncias de Subtipo molecular
Subtipo molecular Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
Luminal A Low RH+ 30 17.8% 17.8%
Low RH- 1 0.6% 18.3%
UL-RH+ 20 11.8% 30.2%
UL RH- 0 0.0% 30.2%
Zero-RH+ 20 11.8% 42.0%
Zero RH- 0 0.0% 42.0%
Luminal B Low RH+ 34 20.1% 62.1%
Low RH- 1 0.6% 62.7%
UL - RH+ 16 9.5% 722%
UL RH- 2 1.2% 734%
Zero-RH+ 14 83% 81.7%
Zero RH- 0 0.0% 81.7%
Basal-like Low RH+ 0 0.0% 81.7%
Low RH- 17 10.1% 91.7%
UL-RH+ O 0.0% 91.7%
UL RH- 9 53% 97.0%
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Zero-RH+ 0 0.0% 97.0%
ZeroRH- 5 3.0% 100.0%
Frequéncias de pT

pT LowRH+  Contadores % do Total % acumulada

0 Low RH+ 1 0.6% 0.6%
Low RH- 2 1.2% 1.8%
UL-RH+ 2 1.2% 3.0%
UL RH- 2 1.2% 42%
Zero-RH+ 2 12% 54%
Zero RH- 1 0.6% 6.0%

1 Low RH+ 32 19.0% 25.0%
Low RH- 5 3.0% 28.0%
UL - RH+ 17 10.1% 38.1%
UL RH- 2 1.2% 39.3%
Zero-RH+ 14 8.3% 47.6%
Zero RH- 1 0.6% 48.2%

2 Low RH+ 17 10.1% 58.3%
Low RH- 6 3.6% 61.9%
UL - RH+ 12 7.1% 69.0%
UL RH- 2 1.2% 70.2%
Zero-RH+ 11 6.5% 76.8%
ZeroRH- 2 1.2% 78.0%

3 Low RH+ 1 0.6% 78.6%
Low RH- 2 1.2% 79.8%
UL - RH+ 1 0.6% 80.4%
UL RH- 3 1.8% 82.1%
Zero-RH+ 1 0.6% 82.7%
Zero RH- 1 0.6% 83.3%

4 Low RH+ 12 7.1% 90.5%
Low RH- 4 24% 92.9%
UL-RH+ 5 3.0% 95.8%
UL RH- 2 1.2% 97.0%
Zero-RH+ 5 3.0% 100.0%
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Zero RH- 0 0.0% 100.0%
Frequéncias de pN
pN Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
0 Low RH+ 36 21.8% 21.8%
Low RH- 12 73% 29.1%
UL - RH+ 18 10.9% 40.0%
UL RH- 5 3.0% 43.0%
Zero-RH+ 23 13.9% 57.0%
Zero RH- 2 12% 58.2%
1 Low RH+ 9 5.5% 63.6%
Low RH- 2 1.2% 64.8%
UL - RH+ 3 1.8% 66.7%
UL RH- 3 1.8% 68.5%
Zero-RH+ 8 4.8% 73.3%
Zero RH- 0 0.0% 73.3%
2 Low RH+ 13 79% 81.2%
Low RH- 2 1.2% 824%
UL - RH+ 14 8.5% 90.9%
UL RH- 2 1.2% 92.1%
Zero-RH+ 2 1.2% 93.3%
Zero RH- 1 0.6% 93.9%
3 Low RH+ 4 24% 96.4%
Low RH- 1 0.6% 97.0%
UL - RH+ 2 1.2% 98.2%
UL RH- 1 0.6% 98.8%
Zero-RH+ 0 0.0% 98.8%
Zero RH- 2 1.2% 100.0%
Frequéncias de pM
pM Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
0 Low RH+ 61 35.9% 35.9%
Low RH- 20 11.8% 47.6%
UL-RH+ 35 20.6% 68.2%
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UL RH- 9 5.3% 73.5%
Zero-RH+ 30 17.6% 91.2%
Zero RH- 3 1.8% 92.9%
1 Low RH+ 3 1.8% 94.7%
Low RH- 0 0.0% 94.7%
UL - RH+ 2 1.2% 95.9%
UL RH- 2 1.2% 97.1%
Zero-RH+ 3 1.8% 98.8%
Zero RH- 2 1.2% 100.0%
Frequéncias de Recorréncia
Recorréncia Low RH+ Contadores % do Total % acumulada
0 Low RH+ 57 333% 333%
Low RH- 13 7.6% 40.9%
UL - RH+ 32 18.7% 59.6%
UL RH- 8 4.7% 64.3%
Zero-RH+ 30 17.5% 81.9%
Zero RH- 5 2.9% 84.8%
1 Low RH+ 7 41% 88.9%
Low RH- 7 41% 93.0%
UL-RH+ 4 23% 95.3%
UL RH- 3 1.8% 97.1%
Zero-RH+ 4 23% 99.4%
Zero RH- 0 0.0% 99.4%
99 LowRH+ 0 0.0% 99.4%
Low RH- 0 0.0% 99.4%
UL - RH+ 1 0.6% 100.0%
UL RH- 0 0.0% 100.0%
Zero-RH+ O 0.0% 100.0%
Zero RH- 0 0.0% 100.0%
Graficos

Reposta patoldgica completa
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7 Apéndice 3 — Parecer CEP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A EXPRESSAO DE HER2-LOW NO CANCER DE MAMA
Pesquisador: Adriana Vial Roehe

Area Tematica:
Versdo: 2
CAAE: 65525522.1.0000.5345
Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 5.854.889

Apresentacao do Projeto:

As informacdes elencadas nos campos " Apresentacdo do Projeto”, "Objetivo da

Pesquisa" e "Avaliaciod o sRiscose Beneficios" foram
retiradas do a r q u i v o]
PB_INFORMACOES BASICAS DO PROJETO 2054912.pdf de 24/11/2022 elou do
Projeto de Pesquisa arquivo ProjetoHER2low.docx anexado em 24/11/2022.
O céancer de mama em mulheres é uma doenca com incidéncia e prevaléncia elevadas,
sendo alvoconstante de estudos a fim de uma melhor caracterizacdo de aspectos
moleculares a fim de otimizarterapias quimioterapicas. A associacdo de drogas anticorpo-
farmaco mostrou resultados consistentes notratamento de carcinomas caracterizados como
HER2 negativos, trazendo questionamentos a respeito da atual classificacdo utilizada para

a interpretacao do estudo imuno-histoquimico deste marcador.
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Novas analises sugerem a inclusdo de uma nova graduacdo: o HER2- low, que inclui as
classificacdes de 1+ e 2+ em seu escopo e amplia as armas terapéuticas nos tratamentos
de pacientes com HER2 considerado negativo. Ainda existem discrepancias na literatura a
respeito das diferencas de desfecho desta classificagdo. Com base neste pleito o presente
projeto objetiva analisar dados de pacientes com cancer de mama e comparar os diferentes
desfechos clinicos de pacientes HER2-low com a classificacdo para HER2 descrita nos
atuais guidelines.Serdo analisadas amostras (blocos de parafina) de pacientes com
carcinoma de mama, provenientes de

estudo previamente aprovado pelo CEP/UFCSPA (arquivo anexado projeto_original.pdf).
N&o havera nova coleta de material.

Segundo os autores, no TCLE (ao final do Projeto original), a paciente autoriza a utilizagéo
de informacdes clinicas e material biologico em estudos futuros. E que embora nao esteja
especificado no TCLE, pode ser conferido no protocolo de pesquisa, o estudo engloba
analise histopatolégica (laminas HE) e imunohistoquimica de blocos de parafina e
analises moleculares (DNA). Serdo analisadas as informacgdes ja existentes no banco de
dados considerando o marcador HER2. Os casos classificados como negativos (expressao
0, 1 e 2) serédo reestudados, através de reacdo imunohistoquimica padrao do Laboratério
de Patologia da UFCSPA, para possivel classificacdo como HER2 -low (escore 1+ e 2+).
Os resultados serdo comparados com dados clinicopatolégicos presentes no banco de

dados. Sera realizado um estudo transversal.

Critério de Incluséo:

A patrtir do protocolo original anteriormente citado seréo incluidas amostras de pacientes
femininas com diagndstico de cancer de mama, que concordaram em participar do estudo.
Critério de Excluséo:

Serdo excluidas pacientes que ndo concordaram em participar do estudo e pacientes do sexo
masculino.
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Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Identificar casos passados classificados como HER2 negativos que hoje seriam
considerados como HER2- low e analisar os desfechos
Objetivo Secundario:
- Verificar a prevaléncia de HER2-low e HER2-ultra low em casos classificados anteriormente como HER2
negativos;
- Analisar caracteristicas clinicopatolégicas das pacientes com tumores HER2-low e ultra-low: idade no
momento do diagndstico, grau tumoral e estadiamento;
- Analisar desfechos clinicos como recidiva, 6bito, sobrevida livre de doenca e sobrevida total em pacientes
com marcador HER2-low e ultra-low;
- Buscar diferencas entre os desfechos clinicos de casos classificados como HER2-low e ultra-low versus
HER2 positivo usual

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:
O presente estudo ndo afetara de forma direta os individuos participantes, pois sera
realizada apenas analise de material previamente coletado em estudo anterior. Nao serao
necessarias novas coletas de material e nem de informacdes clinicas. O presente projeto
nao envolve a participacao direta de individuos, somente de material previamente coletado.

Assim, ndo ha riscos para 0s sujeitos de pesquisa
Beneficios:
Os beneficios se aplicam a possibilidade de aplicacdo de terapéutica especifica futura para

casos de cancer de mama, a partir de uma nova interpretacdo de um marcador
imunoistoquimico classico. Futuramente, pacientes poderdo se beneficiar de tratamento-
alvo baseado em uma nova classificacao.
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Trata-se de um estudo transversal. Seréo reanalisadas 300 amostras (blocos de parafina)
ja classificadas para o marcador HER2 do banco de dados pré-existente, proveniente do
estudo original aprovado (em anexo) com término em 2013. Os blocos de parafina
encontram-se armazenados sob a responsabilidade do pesquisador responsavel (Adriana
Roehe), assim como o banco de dados com as informacgdes clinicopatoldgicas previamente
coletadas. Os dados ja coletados serdo somente utilizados para realizacdo do protocolo da
pesquisa, sendo que os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLES) para
participacdo da pesquisa j& foram obtidos previamente e encontram-se de posse do
pesquisador responsavel. Nao serdo necessarias novas coletas de material e nem de
informacdes clinicas. Os autores propdem dispensa de TCLE. Financiamento proprio dos
pesquisadores. Data inicio em 01/03/2023 e término em 01/03/2025 conforme cronograma
das Informacdes Basicas da PB.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:
Os pesquisadores apresentam o TCUD, Termo de Anuéncia do Laboratorio de Patologia da
UFCSPA e os demais termos obrigatérios.

Recomendacdes:
Vide campo "Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes"”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
A pesquisadora envio carta resposta ao CEP respondendo os seguintes esclarecimentos:

A) Quanto aos riscos da pesquisa:

Foi alterado o projeto e incluido paragrafo no projeto “versao 2 CEP” no item Aspectos
Eticos contendo o seguinte texto:

Potenciais riscos: 0s riscos sdo minimos, em funcdo do que foi colocado acima. O maior
risco em potencial seria a quebra de sigilo, no entanto os pesquisadores se comprometem
nesse sentido e apresentam o TCUD.
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B) Quanto a solicitacdo de dispensa do TCLE das patrticipantes e utilizagao de material biolégico armazenado:
Conforme consta no projeto encaminhado, no item Materiais e Métodos:

“o protocolo de pesquisa original “CANCER DE MAMA: ESTUDO

EPIDEMIOLOGICO, DE  CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS E

MOLECULARES E FATORES DE RISCO?” foi construido e

aprovado pelos CEPs da UFCSPA e do Grupo Hospitalar Concei¢cdo, nos termos das

diretrizes e normativas vigentes no ano de 2010 (Resolucédo CNS 196/96). No TCLE (Anexo

I), a paciente

autoriza a utilizacdo de informagdes clinicas e material biolégico em estudos futuros.

Embora néo esteja especificado no TCLE, mas pode ser conferido no protocolo de pesquisa

original*, o estudo engloba analise histopatologica (laminas HE) e imunoistoquimica de

blocos de parafina e analises moleculares (DNA).

* O protocolo de pesquisa original foi incluido na Plataforma Brasil juntamente com a
documentacgédo do projeto. “ Assim, pode ser observado que o material a ser utilizado no
estudo atual (blocos de parafina) consta na metodologia do projeto original e configura
“‘material para estudos futuros”.

O projeto original e o TCLE foram construidos nos termos das normas e resolucdes vigentes
em 2010; que o projeto, sua metodologia, riscos e beneficios foram apresentados as
pacientes na época, no momento da aplicacdo do TCLE. Tal fato pode ser conferido no

trecho extraido do TCLE a seguir:

U, e (paciente ou responsavel) fui informada dos
objetivos da

pesquisa acima de maneira clara e detalhada.

Também fui informada que responderei a um questionario e que sera revisado o meu
prontuario e que todos estes dados serdo mantidos confidenciais. Recebi informacao
detalhada (. ) e esclareci minhas davidas.

Em razéo do exposto pela pesquisadora, considera-se adequado a dispensa de novo TCLE.
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Consideracdes Finais a critério do CEP:
De acordo com o parecer do Relator.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 13/12/2022 Aceito
do Projeto ROJETO_2054912.pdf 14:51:51
Outros CartaRespostaHER2Low.pdf 13/12/2022| Adriana Vial Roehe | Aceito
14:51:30
Outros ProjetoHER2lowversao2CEP.docx 13/12/2022| Adriana Vial Roehe | Aceito
14:51:10
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 24/11/2022 | Adriana Vial Roehe | Aceito
14:33:01
Outros termocompromissoentregarelatorioseme 24/11/2022| Adriana Vial Roehe | Aceito
stralfinal.pdf 14:32:22
Outros termoanuenciaresponsavellocalpesquisa 24/11/2022| Adriana Vial Roehe | Aceito
pdf 14:31:56
Outros Tcdu.pdf 24/11/2022| Adriana Vial Roehe | Aceito
14:30:49
Outros projeto_original.pdf 24/11/2022| Adriana Vial Roehe | Aceito
14:30:21
Projeto Detalhado / ProjetoHERZ2low.docx 24/11/2022 | Adriana Vial Roehe | Aceito
Brochura 10:01:52
Investigador

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

PORTO ALEGRE, 17 de Janeiro de 2023

Assinado por:

Fernanda Bordignon Nunes
(Coordenador(a))
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