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RESUMO

Introducéo: A decisdo terapéutica em cancer de mama atualmente € o produto da
avaliacdo de diversas variaveis, o que corrobora a heterogeneidade da doenca e a
tendéncia cada vez maior da individualizacdo do tratamento. A quimioterapia
neoadjuvante € uma modalidade de tratamento bastante eficiente em diferentes
situacdes, incluindo os tumores inflamatorios e localmente avancados. A
quimioterapia neoadjuvante, além de permitir a resseccdo completa do tumor em
muitas situacfes em que seriam necessarios procedimentos muito extensos,
também possibilita observar a sensibilidade tumoral ao tratamento quimioterapico.
Desta forma, esta modalidade terapéutica também pode ser compreendida como um
importante modelo de resposta podendo ser utilizada como marcador de intervalo
livre de doencga e sobrevida global.

A descoberta de novos marcadores biolégicos que permitam a predicdo de
resposta a certas drogas, da mesma forma que a expressdo de receptores
hormonais ou de Her-2 o fazem atualmente, é detrimental para a melhora da
individualizagao do tratamento do cancer de mama. O contexto da neoadjuvancia &
0 mais adequado para se testar estes biomarcadores, dada a rapidez de resposta
gue esta modalidade terapéutica confere. Entre os inUmeros candidatos a preditores
de resposta, encontram-se proteinas responsaveis pela sobrevivéncia celular, pela
apoptose e fatores de transcricdo que ativam o ciclo celular. No presente trabalho
avaliamos a expressao de Survivina, Ciclina D1, Bcl-2, PDEF e ETS1 em pacientes
com cancer de mama submetidas a neoadjuvancia com um esquema quimioterapico

padréo.

Métodos: Pacientes com cancer de mama Estagios Clinicos Il e Ill receberam
guimioterapia pré-operatéria com protocolo AC-T (doxorrubicina 60mg/m2 D1 e
Ciclofosfamida 600 mg/m2 D1 por 4 ciclos de 21 dias, seguidos de Docetaxel 75
mg/m2 D1 por 4 ciclos de 21 dias). A cirurgia da mama foi realizada,
aproximadamente, 30 dias apos. Niveis de expresséao de Survivina, Ciclina D1, Bcl-
2, PDEF e ETS1 foram avaliados pela técnica de imunoistoquimica por visualizagdo

direta em amostras de tumor obtidas na biépsia do diagndstico. Foram associados



0s niveis de cada marcador molecular com a resposta patolégica completa, para tal
utilizamos: Teste Exato de Fisher, Regressao de Cox e Teste de Mann Witney.

Resultados: Foram estudadas 45 pacientes. Duas pacientes (4,44%) apresentaram
doenca irressecével. A idade média foi de 47,24 (25 & 70). O estagiamento conforme
TNM apresentou a seguinte distribuicdo: 1A n=13 (29%), IIB n=10 (22%), IlIA n=13
(29%), IlIB n=4 (9%) e llIC n=4 (9%). Trés pacientes (7,14%) obtiveram resposta
patolégica completa. A média da expressao de Survivina foi de 3,99 (0 a 11). A
média da expressdo dos demais marcadores foi de 7,67 (0 a 15) para ETS1, de 8,72
(2,33 a 15) para Bcl2, de 2,24 (0 a 15) para PDEF e de 2,35 (0 a 9) para Ciclina D1.
O nivel médio de Survivina foi significativamente maior (P=0,01) naquelas pacientes
com resposta completa (9,33) do que naquelas sem resposta completa (3,42). Os

demais marcadores néo tiveram significancia.

Conclusdes: A Survivina é potencial marcador de resposta a terapéutica
neoadjuvante em cancer de mama e consequentemente de sobrevida global e

intervalo livre de doenca.

Palavras-Chave: Cancer de Mama. Quimioterapia Primaria. Quimioterapia

Neoadjuvante. Biomarcadores. Survivina. Ets-1. Pdef. Ciclina D1. Bcl-2.



ABSTRACT

Expression of Molecular Markers Predictive to Neoadjuvant Therapeutic

Response in Breast Cancer in Tumor Samples.

Justificative: The current therapeutic decision in breast cancer is the evaluation
product of several variables. Such fact corroborates the heterogeneity of the disease
as well as the greater tendency of the treatment individualization. The neoadjuvant
chemotherapy is a very efficient treatment modality for a great number of situations,
including the locally advanced inflammatory tumors. The neoadjuvant chemotherapy,
besides yielding the complete tumor resection in many cases in which very extensive
procedures would be necessary, also allows the observation of the tumor sensitivity
to the chemotherapeutic treatment. Thus, this therapeutic modality can be
understood as an important response model and be used as a disease free interval
marker and of global survival.

The discovery of new biological markers which allow the response prediction
to certain drugs, in the same way the expression of hormonal receptors or Her-2
nowadays, is detrimental to the treatment individualization of breast cancer. The
neoadjuvant context is the most adequate to test these biomarkers, given the rapid
response of this therapeutic modality. Among the innumerous candidates to
response predictors, are proteins responsible for cell survival, for apoptosis and
transcription factors that activate the cell cycle.

In the present work we evaluate the expression of Survinine, Cyclin D1, Bcl-2,
PDEF and ETS1 in patients with breast cancer submitted to neoadjuvancy with a
standard chemotherapic scheme.

Methods: Patients with Clinic Stages Il and Il received pre-operatory chemotherapy
with AC-T protocol (doxorrubicina 60mg/m2D1 and Cyclophosphamide 600 mg/m2
D1 for 4 cycles of 21 days, followed by Docetaxel 75 mg/m2 D1 again, for 4 cycles of
21 days). The breast surgery was performed approximately 30 days later. Survinine,
Cyclin D1, Bcl-2, PDEF and ETS1 expression levels were evaluated by the

immunohistochemistry technique through direct visualization in tumor samples



obtained in the diagnosis biopsy. The Fisher Exact Test, Cox Regration and Mann
Witney Test were used to associate the levels of each molecular marker with full

pathologic response.

Results: 45 patients were studied. Two patients (4.44%) presented irresectable
disease. The average age was 47.24 (25 — 70). The staging, according to TNM,
presented the following distribution: : 1A n=13 (29%), IIB n=10 (22%), IlIA n=13
(29%), 1lIB n=4 (9%) and llIC n=4 (9%). Three patients (7.14%) received a full
pathologic response. The Survinine Expression average was 3.99 (0 to 11). The
average of the remaining markers was 7.67 (0 to 15) for ETS1, 8.72 (2.33 to 15) to
Bcl2, 2.24 (0 to 15) for PDEF and 2.35 (0 to 9) for Cyclin D1. The average level of
Survinine was significantly higher (P = 0,01) in the patients with complete response
(9.33) than in those without complete response (3.42). The remaining markers were

of no significance.

Conclusions: Survinine is a potential response marker of neoadjuvant therapeutics

in breast cancer and consequently of global survival and disease free interval.

Key words: breast cancer, primary chemotherapy, neoadjuvant chemotherapy,
biomarkers, survinine, ETS-1, PDEF, Cyclin D1, Bcl-2.
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1 INTRODUCAO

1.1JUSTIFICATIVAS

O cancer de mama € neoplasia frequente e tem sido evidenciado aumento da
sua incidéncia em varios paises do mundo.

Por ser uma doenca extremamente heterogénea inumeros estudos tém
buscado identificar preditores de resposta e prognosticos na tentativa de
individualizar cada vez mais seu tratamento.

A descoberta de preditores de resposta mais sensiveis € especialmente
relevante em neoplasias de comportamento clinico muito heterogéneo (1, 2), ndo sé
pelo aspecto farmacoecon6mico, jA que medicamentos caros podem ser reservados
exclusivamente para casos com alta probabilidade de resposta, mas especialmente
pela possibilidade de se poupar o paciente da toxicidade de um tratamento que sera
ineficiente.

Novos marcadores preditivos poderdo permitir que esquemas de
quimioterapia diferentes possam ser testados com maior rapidez, o que sera
extremamente vantajoso no contexto de desenvolvimento de novas drogas
anticancer (3-5).

Preditores de resposta obtidos por assinatura molecular ou pela expressao de
transcritos ou proteinas especificas, trata-se de uma estratégia extremamente
promissora que permitiria a individualizacdo da decisao terapéutica (4, 6-8).

Mais de uma centena de biomarcadores com potencial preditivo ao tratamento
neoadjuvante ja foram relatados na literatura.

E provavel que a predicdo de resposta terapéutica seja avaliada no futuro por
meio da combinacdo de biomarcadores.

Em principio qualquer ativador ou inibidor das vias de sinalizagdo do ciclo
celular sdo potenciais biomarcadores de resposta a terapéutica e potencial definidor
prognastico e, portanto, devem ser estudados.

No presente estudo avaliamos os potenciais biomarcadores Survivina, Bcl-2,
Ciclina D1, ETS1 e PDEF por estarem envolvidos em importantes passos na

formacdo do céancer como inibicAo da apoptose, progressao do ciclo celular,
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carcinogénese, reparo do DNA, migracao, invasao e proliferagao.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama é o um problema de satde publica mundial (2). E o
segundo tipo de cancer mais freqiente no mundo e 0 mais comum entre as
mulheres. A cada ano, cerca de 20% dos casos novos de cancer em mulheres séo
de mama (9).

O numero de casos novos de cancer de mama esperados para o Brasil em
2010 seré de 49.240 com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres
(9).

Na regido Sudeste, o cancer de mama € o mais incidente entre as mulheres
com um risco estimado de 65 casos novos por 100 mil. Sem considerar os tumores
de pele ndo melanoma, este tipo de cancer também é o mais frequente nas
mulheres das regides Sul (64/ 100.000), Centro-Oeste (38/ 100.000) e Nordeste (30/
100.000). Na regido Norte é o segundo tumor mais incidente (17/ 100.000) (9).

Nos Estados Unidos o cancer de mama € o mais freqiente em mulheres e 0
segundo que mais mata. Em 2007 no EUA foram 176.296 novos casos e 40.515
causas de morte, representado 26% e 13,5% respectivamente (10).

Desde 1990 nos EUA se observou uma reducdo das mortes por cancer de
mama bem como nos outros tumores. Acredita-se que se deva a deteccdo precoce
com exames de rastreamento e com o tratamento adjuvante proporcionado as
pacientes, principalmente a quimioterapia adicionada ou n&o a radioterapia e
hormonioterapia (2, 10).

Fatores de risco para o cancer de mama ja documentados na literatura sao:
histérico familiar positivo, status hormonal pds-menopausico, idade da menarca
precoce e da primeira gestacdo a termo ap6és os 30 anos ou nuliparidade,
menopausa tardia, terapia com estrégenos e envelhecimento (2, 9, 10).

Séo fatores de protecdo: amamentacdo, gestacdo precoce, alimentacao
saudavel e atividade fisica regular (9). O risco de desenvolver cancer de mama pode
ser estimado no programa Breast Cancer Risc, disponivel em

http//www.seer.cancer.gov (10).
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Fatores genéticos também estdo associados a um maior risco de
desenvolvimento do cancer de mama, como em mulheres que apresentam mutacao
nos genes BRCAL e BRCA2. A chance de desenvolver cancer de mama neste grupo
de mulheres é de 85% antes dos 70 anos de idade (9).

Sabe-se que a exposicdo a radiacdo ionizante e tratamento quimioterapico
para linfomas aumentam o risco de desenvolver cancer de mama, principalmente
nas mulheres mais jovens mulheres jovens (2, 9).

Aproximadamente 10% a 30% de todas as pacientes com cancer de mama
apresentam doenca localmente avangada ao diagnéstico, como cancer inflamatorio,
invasdo de pele ou torax, extenso envolvimento linfonodal ou com tamanho néo
favoravel a resseccéo (11).

No Brasil aproximadamente 40% das pacientes apresentam estagio clinico
avancado ao diagnéstico IIB e Il (tumores maiores que 2 cm e com metastase
linfonodal axilar) (9).

1.3 TRATAMENTOS VIGENTES E QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

A utilizacdo de quimioterapia em cancer de mama é uma das grandes
conquistas no controle desta doenca, sendo provavelmente um dos fatores mais
relevantes na reducdo da taxa de mortalidade e de recorréncia da mesma nos
altimos anos (12, 13).

Quimioterapia neoadjuvante é o0 tratamento quimioterdpico realizado
previamente ao tratamento cirdrgico. Tal modalidade foi introduzida na pratica clinica
em 1970 em pacientes com cancer de mama inoperaveis ao diagnostico. Nesta
ocasido se observou a visivel reducao do volume tumoral na maioria das pacientes
submetidas a este tipo de tratamento. Na década de 80 se observou que as
pacientes com cancer de mama inoperavel ou candidatas a mastectomia tinham
maior chance de receber tratamento cirargico conservador se submetidas a
quimioterapia pré-operatoria (11). Na mesma década foi demonstrado que a
quimioterapia neoadjuvante possibilita testar a resposta e a quimiossensibilidade do
tumor ao tratamento proposto (14, 15). Posteriormente foi demonstrado que o

beneficio da quimioterapia adjuvante é equivalente ao da quimioterapia
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neoadjuvante em termos de sobrevida global e intervalo livre de doenca (16, 17).

Kuerer e colaboradores demonstraram que a quimioterapia neoadjuvante é
capaz de promover resposta patoldégica completa; ou seja, a auséncia de
identificacdo de células tumorais nos linfonodos axililares e na mama apds o
tratamento quimioterapico (13). Tal resposta tem associagdo direta com sobrevida
livre de doenca e sobrevida global (12, 13). Bonadonna e colaboradores
descreveram o seguimento de pacientes com cancer de mama localmente avancado
apoOs quimioterapia pré-operatoria por oito anos e obtiveram similaridade, em termos
de sobrevida global e intervalo livre de progressao, quando comparado aos achados
do tratamento quimioterapico pds-operatorio. Desde entdo a quimioterapia pré-
operatoria passou a ser considerada tdo efetiva quanto a quimioterapia adjuvante
(pbs-operatéria) (18).

A resposta patoldgica, que é a reducdo da lesdo por avaliacao clinica apés o
tratamento, varia de 10 - 36% (12, 17, 18); enquanto que, a resposta patologica
completa varia de 6% a 19% (11, 19, 20) e se associa com prognaostico favoravel.

A progressao do cancer durante a quimioterapia pré-operatéria é identificada
em aproximadamente 3% dos casos e se associa com progndstico extremamente
desfavoravel (13, 21, 22).

O tratamento neoadjuvante € o tratamento padrdo para cancer de mama
inflamatorio e localmente avancado, possibilitando proporcionar a paciente uma
cirurgia conservadora da mama e observar a sensibilidade tumoral ao tratamento
quimioterapico (16-18).

Nas pacientes tratadas de forma neoadjuvante o progndstico € ditado pelas
caracteristicas histolégicas observadas apds a quimioterapia como grau do tumor,
status linfonodal, tamanho do tumor e expressédo de receptores hormonais (1, 18,
23).

Quimioterapia neoadjuvante representa 0 modelo ideal para desenvolvimento
de novas estratégias de tratamento sendo importante modelo de resposta a
terapéutica. Tal modelo permite acompanhar a resposta tumoral no decorrer do
tratamento e tem sido utilizado para avaliar resposta a novos protocolos
quimioterapicos (13, 18, 24).

A quimioterapia pré-operatdrio conforme consenso de St Gallen 2009 deve
ser considerada com a intencdo de promover a cirurgia conservadora da mama. Os

regimes deverdo conter taxano e antraciclina. No caso de haver hiperexpresséao de



20

HER-2 devera ser acrescido de droga anti-HER-2. A terapia enddcrina neoadjuvante
pode ser considerada nas pacientes com expressao de receptores hormonais e pés-

menopausicas. O tratamento deve durar 5 a 8 meses ou até resposta maxima (1).

1.4 ESTAGIAMENTO

O estagiamento do cancer de mama segue protocolo TNM conforme descrito
abaixo (25).

T1 <2 cm (T1lmic - microinvasdo < 0,1 cm; Tla>0,1cme <0,5cm; Tlb >
0,5cme<1cm;Tlc>1cme<2cm)

T2>2cme<5cm

T3>5cm

T4 qualguer tamanho, com extenséo direta para a parede toracica (T4a), pele

(T4b) ou ambos (T4c); (T4d) cancer inflamatorio.

N1 metéstase para linfonodos axilares ipsolaterais moveis.

N2a metastase para linfonodos axilares ipsolaterais fixos entre eles ou a
outras estrutura.

N2b metastase clinicamente aparente apenas em linfonodos da cadeia
mamaria interna ipsolateral, na auséncia de metastase clinicamente aparente na
cadeia axilar.

N3a metastase para linfonodos da cadeia infraclavicular ipsolateral, com ou
sem envolvimento da cadeia axilar

N3b metéastase clinicamente aparente na cadeia mamaria interna ipsolateral,
na presenca de metastase clinicamente positiva na regido axilar.

N3c metdstase na cadeia supraclavicular ipsolateral, com ou sem

envolvimento das cadeias axilar ou mamaéria interna.

M1 Metastase a distancia.
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Agrupamento do TNM simplificado
| - TLINOMO

lIA - TO-1IN1MO ou T2NOMO

[IB - T2N1MO ou T3NOMO

[IIA - TO-2N2MO ou T3N1-2MO

1B - TANO-2MO; IlIC - qgTN3MO
IV-qqTqgNM1

1.5 MARCADORES PROGNOSTICOS

Atualmente, critérios progndsticos bem conhecidos podem auxiliar na decisédo
terapéutica e na definicdo progndstica de cada paciente.

O tamanho tumoral, tipo histolégico, grau do tumor, presenca de metastases
linfonodais axilares (18) ou a distancia, idade da paciente, expressao de receptores
hormonais ou de HER-2 sdo exemplos de fatores progndsticos ja definidos na
literatura (2, 3, 26).

E possivel contar com o auxilio do programa ADJUVANT, que utiliza variaveis

ja definidas como progndsticas, para estimar o risco de recidiva e 6bito. Disponivel

em www.adjuvantonline.com . Tal programa observou concordancia entre os valores
estimados e os observados em 10 anos de acompanhamento com uma diferenca de
apenas 1% e auxilia na decisdo da terapéutica adjuvante em cancer de mama (27).

Conforme jA& mencionado no tratamento neoadjuvante o progndstico da
paciente é ditado pelas caracteristicas do tumor apds o tratamento (1, 18, 23).

A obtencdo de resposta patoloégica completa € marcador prognostico de
intervalo livre de doenca e sobrevida global (12, 13, 28).

A chance obter resposta patolégica completa apds tratamento neoadjuvante é
maior em tumores que demonstram baixa diferenciagédo, alta proliferacdo e RE
negativo (29).


http://www.adjuvantonline.com/
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1.6 BIOMARCADORES

1.6.1 Receptor Estrégeno

O estrogeno € reconhecido biomarcador em cancer de mama. Tem
implicancia na carcinogénese e efeitos no aumento da proliferacdo e na inibicdo de
apoptose (30, 31).

O comportamento e a agressividade dos tumores de mama estdo associados
a expressado ou nao do estrogénio nas células tumorais (2, 9, 10).

Mais de 70% dos canceres de mama diagnosticados na pds-menopausa Sao
receptores hormonais positivos, caracterizando uma populacdo de canceres de
mama com evolugdo diferente dos demais e, portanto, com tratamento também
diferenciado (32).

As variacdes histologicas também estdo relacionadas ao receptor de
estrogénio como 0s carcinomas medulares em RE negativo e 0s carcinomas
tubulares e lobulares com RE positivos (2, 9).

A positividade para receptor de estrogénio indica a possibilidade de resposta
com o uso de tamoxifeno, jA em uso ha mais de 25 anos (32) mas definido para
terapéutica adjuvante das pacientes com expressao de estrogénio desde 1998 (33).
Os inibidores da aromatase foram evidenciados na ultima década, sugerindo um
pequeno beneficio em detrimento do tamoxifeno na populacdo p6s menopausica
(34, 35).

A intensidade da expressdo de estrogeno se associa diretamente com o
beneficio do uso de tamoxifeno adjuvante (33), quanto maior a expressao maior o
beneficio; no entanto, desde que expresso o marcador ha beneficio na terapéutica
(36).

Pacientes com tumores sem expressao de receptores sdo mais sensiveis a
guimioterapia citotOxica neoadjuvante, nesta situacdo a chance de resposta
patolégica completa ultrapassa 30%. No entanto, a sobrevida das pacientes com
este fendtipo € menor do que nas pacientes com expressao de receptores
hormonais, mesmo que a resposta patolégica completa seja menor no segundo
grupo (1, 37).
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A positividade ou ndo do receptor de estrogénio auxilia indicagao terapéutica
para o cancer de mama, seja em carater adjuvante, neoadjuvante ou paliativo. E,
portanto, um dos primeiros biomarcadores em cancer de mama e mantém sua

importancia na definicdo terapéutica na atualidade (1).

1.6.2 Receptor Progesterona

Em 1975 Horowitz and McGuire sugeriram que a baixa expressdo de
progesterona em tumores de mama com expressao de receptores de estrogénio era
um marcador de resisténcia enddcrina, acreditando que a baixa expressdo de
progesterona interferiria na sinalizagdo do receptor de estrégeno desencadeando a
via de sinalizacé&o intracelular (38).

Posteriormente, foi demonstrado que os tumores com expressao estrogénica
e sem expressao de progesterona apresentam uma resisténcia seletiva ao uso de
Tamoxifeno e melhor resposta aos inibidores da aromatase (39-41).

No entanto, recente meta-analise sugere similar beneficio no tratamento com
inibidor da aromatase ou Tamoxifeno independente do status do receptor

progesterona (42).

1.6.3 Her2

O gene HER-2 esta localizado no cromossomo 17 e possui um ligante
transmembrana com atividade intrinseca tirosina-kinase. A amplificacdo de HER-2
ou superexpressdo € identificada em aproximadamente 20% das pacientes com
cancer de mama e é um marcador de doenca agressiva (2, 43, 44).

A superexpressdo e / ou amplificacdo de HER-2 € rotina usada na pratica
clinica para selecionar pacientes candidatas ao uso de terapia anti-HER-2,
Trastuzumab, desde 2005. Tal terapéutica tem alta efetividade em reduzir o risco de
recidiva e morte neste grupo de pacientes. O acréscimo da medicac¢do Trastuzumab

aumenta o intervalo livre de doenca quando comparada ao grupo controle,
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independente da andlise de subgrupos ou outros fatores progndsticos (26, 45-49).

Dados de tratamento neoadjuvante com terapia enddOcrina sugerem que
inibidores da aromatase sdo mais efetivos em mulheres pds-menopausicas, com
expressao de receptores de estrogénio e doenca HER-2 positiva. A resposta clinica
neste grupo de pacientes no estudo P024 foi de 88% para Letrozol versus 21% para
o Tamoxifeno, com p=0,0004 (50).

Hongxia Zhu e colaboradores sugerem uma possivel interagcdo entre o
tratamento com Trastuzumab e a expressdo de Survivina em canceres de mama.
Onde a superexpressdo de Survivina pode anular a inibicdo do crescimento celular
promovido pelo Trastuzumab e o uso de Traztuzumab pode reduzir a expressao de
Survivina. Sugerindo uma possivel via de acdo do Trastuzumab e uma potencial via

a ser explorada para novos tratamentos antineoplasicos (51).

1.7 PROGNOSTICADORES MOLECULARES

Acredita-se que, na pratica clinica, a informacao obtida com o perfil genético
do tumor primério, seja possivel modificar a decisdo terapéutica com relacdo a
guimioterapia em aproximadamente 30% dos casos (1, 52).

Oncotype DX é um teste que avalia o perfil molecular do cancer de mama em
21 genes por RT-PCR, dos quais 16 s&o relacionados ao tumor e 5 sao genes de
referéncia. Pode ser usada para predizer o risco de recorréncia em mulheres com
cancer de mama, expressao de receptor de estrogénio e axila negativa. O
desenvolvimento deste teste foi embasado em dados retrospectivos (23, 53).

O resultado é expresso em indice de recorréncia (IR) em 10 anos. Tal teste
auxilia na indicacao, ou ndo, de quimioterapia adjuvante. Pacientes com baixo risco,
IR menor que 18 podem ser tratadas apenas com hormonioterapia adjuvante.
Mulheres com IR maiores que 31 devem receber quimioterapia citotoxica adjuvante
seguido de hormonioterapia. IR entre 11 e 31 ficam classificadas no grupo
intermediario e deverdo ter seu tratamento discutidos juntamente com outros
marcadores prognaosticos (23, 53).

Mamaprint é um teste com o mesmo objetivo e perfil do Oncotype DX mas
utiliza 70 genes (54-56).
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TAILORXx Trial e MINDACT Trial sdo estudos em andamento que objetivam

avaliar a melhor alternativa para pacientes com risco intermediério.

1.8 POTENCIAIS BIOMARCADORES EM CANCER DE MAMA

1.8.1 Survivina

A inibicdo da apoptose tem implicancia direta na formacdo e evolucdo do
cancer. Estando associada ndo somente a carcinogénese, mas também na
disseminacgao e promocao de resisténcia terapéutica (57-59).

O gene Survivina € membro da familia IAP e est4 implicado na inibicdo da
apoptose, desregulacdo da mitose, progressdo do ciclo celular, carcinogénese,
bioativacdo e no reparo do DNA (60, 61).

A Survivina blogueia a apoptose através da inibicao / ativacdo das caspases 3
e 7 e regula o ciclo celular na fase G2 da Mitose (62, 63). Este processo esta
ilustrado na Figura 1.
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Figura 1 — Vias de apoptose
Disponivel em: <http://www.Imagenex.com>. Acesso em: 12 fev. 2009.
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A Survivina € identificada em varias neoplasias humanas como mama,
pulmao, préstata, pancreas e célon, mas nao em tecidos adultos normais (64).

Em céncer de mama, estudos com imunoistoquimica, revelaram uma
associacdo muito significativa entre a expressdo de Survivina e sobrevida de
pacientes com carcinoma ductal in situ (65).

No entanto, o valor prognostico da Survivina tem se mostrado de forma
ambigua em diferentes estudos: associacdo irrelevante ao prognostico (66),

associacao com pior prognaostico (67, 68) ou com melhor progndstico (69).
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A Survivina € expressa no citoplasma celular e é encontrada em 45% das
lesbes benignas da mama, (70) em 55 a 95% dos carcinomas ductais in situ e em
17% dos carcinomas invasivos de mama (71).

O wvalor prognéstico da Survivina foi demonstrado por Knutsen e
colaboradores em pacientes com cancer de reto e identificaram associagdo da
expressao deste marcador com resposta a radioterapia pré-operatoria (72).

Devido ao crucial papel da Survivina em diversas vias de apoptose e sua
possivel associacdo com valor prognéstico (72, 73) tem sido estimulado o
desenvolvimento de drogas e vacinas anti-survivina que se encontram em testes em
protocolos clinicos (74-78).

Estes dados suportam a evidéncia de que a Survivina é importante marcador
a ser estudado. Potencialmente esta envolvida na progressédo e agressividade dos
canceres de mama ja nas fases mais iniciais da doengca. Com este raciocinio
escolhemos este marcador em um cenario de terapéutica neoadjuvante para testar

sua expresséo com resposta.

1.8.2 ETS1 e PDEF

A familia ETs consiste em fatores transcripcionais que, caracteristicamente,
compartilham um dominio de ligacdo no DNA capaz de reconhecer uma sequéncia
especifica de bases, o sitio de ligacdo ETs. Tal evento é responsavel por ativar ou
reprimir a transcricdo do DNA em cooperagcdo com outros membros de transcrigéo,
exercendo papel na proliferagdo, apoptose, desenvolvimento, diferenciagédo e
transformacdo oncogénica. ETs-1 e PDEF sé&o genes da familia ETs que possui
aproximadamente 30 membros identificados em mamiferos (79-82).

A hiperexpressao de ETs-1 tem sido associada com invasividade, progresséo,
angiogénese, inibicdo da apoptose, migracdo, e resisténcia a multiplas drogas (83-
85).

A proteina PDEF é expressa exclusivamente em células epiteliais, o que a
torna Unica entre os membros da familia ETs. Sua expressao € restrita a tecidos
como prostata, mama, endométrio, ovario, célon e glandula salivar. Em alguns

estudos se associa com crescimento e em outros com inibicdo da invasdo e
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migracao (86-90).

Turcotte e colaboradores identificaram associacéo entre a superexpressao de
PDEF com expressao de receptores hormonais e presenca de metastase linfonodal
em canceres de mama (91).

Em linhagens celulares de cancer de mama a superexpressao da proteina
PDEF inibiu o crescimento celular e reduziu a migracdo e a invasao. Em outros
estudos induziu a invasividade e a metastatizacdo do cancer de mama (88).

Em 2005, Katayama S e colaboradores avaliaram 137 casos de cancer de
mama com 83,4% dos casos expressando ETs-1 e nenhuma expressao em tecido
normal de mama ou céncer nao invasor (92).

N&o identificamos relato na literatura de estudos com este grupo de
marcadores neste cenario, associacdo da expressao de ETs-1 e PDEF como

preditores de resposta a terapéutica neoadjuvante em pacientes cancer de mama.

1.8.3 Ciclina D1

As Ciclinas e as kinases dependentes de ciclinas sdo reconhecidas como
uma das chaves que liga o maquinario do ciclo celular. E identificada como peca
central para desencadeamento do ciclo celular em varias neoplasias e, portanto,
potencial via para mutacdo oncogénica e desregulacdo do ciclo celular (93-95).
Demonstrado na Figura 2.
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A Ciclina D1 é importante regulador da proliferacao celular, mas pode alterar

sua expressdo em muitos canceres. A hiperexpressao de Ciclina D1 tem sido

associada com tumores de mama com melhor prognéstico e longo intervalo livre de

doenca, provavelmente com significativa implicacdo na terapéutica (96).

Rudas e colaboradores observaram uma expressao de Ciclina D1 que variou

de 55-60% em tumores de mama, com uma sobrevida e intervalo livre de doenga

menor em pacientes que portavam tumores de mama positivos para Ciclina D1 em

relacdo a tumores negativos (97).

Chunder e colaboradores, analisando o a expressdo de Ciclina D1 no

cromossomo 11, observaram delecdo e amplificacdo mais intensa em pacientes

femininas jovens com cancer de mama, grupo que sabidamente tem progndstico

mais reservado (98).

1.8.4 BCL-2

A hiperexpressdo de Bcl-2 foi detectada em inUmeras neoplasias humanas

(99-103).

E um dos seis membros antiapoptoticos da familia BCL-2 que possuem o
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dominio de regulacdo do ciclo celular (104). Sua atividade é demonstrada na Figura
3.

Survival Factors: FasL _ Death Stimuli:
Growth Factors, Survival Factor Withdrawal
Cytokines, etc. >
N , ' Fag/ P 1
oo oo | CDS5 | o I
N 00 - /‘"'\\ ,":‘ i — ~ X .
I, , ,.; j ;n\, *:
\u-“ <« M
\-'\./ & ol Microtubules { (*/ 4 /
// o f !_cs:/Bim "'-.-A\; '
. 2
plsxj l LY “ &« (UNKD
Erk1l2 " p% ; o :
Bid Mcl-1 ) + P
| \ .' Hrk {JNK
PKC Bcl-xL ,BII‘I'VIV ” £ DP5
s l _ e s G4
(PKA)  @90RSK (Akt) 70 S6K 5 BakY 4 // )y e Bax
= A : > ’ .
(camKID)
Caspase-2
A émoof
EPIDD )

Sefxuesuaﬁon Caspas&s

H$P§9‘
Bci-2 Famil T
S Giap) —— G’
Pro-Apoptotic \/( —
Pro-Survival Caspase-3 b

DNA damage
Genotoxic Stress

Apoptosis

Figura 3 — Vias de apoptose
Fonte: Disponivel em: <http://www.cellsignal.com>. Acesso em: 10 maio 2009.

E uma proteina mitocondrial expressa no citoplasma celular. E peca central
em uma das cascatas apoptoéticas mais importante das células humanas (105-107).

A hiperexpresséao de Bcl-2 é identificada em 55% dos carcinomas de mama e
tem sido associada a resisténcia a apoptose. A auséncia de expressdo de Bcl-2 em
carcinomas de mama é associada a maior chance de resposta patologica completa.
Portanto, sua expressdo, sugere associacdo negativa (inversa) com resposta a

terapéutica quimioterdpica (108).


http://www.cellsignal.com/
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Tal expressdo parece ser fator preditivo de resposta a diferentes agentes
quimioterapicos, podendo ser indutor de quimiorresisténcia ou de resposta (106,
109-112).

No contexto atual, onde Bcl-2 e Ciclina D1 estdo claramente associados a
carcinogénese mamadria, o estudo destes marcadores no cenario de neoadjuvancia

se torna iminente.
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2 OBJETIVOS

Verificar se a expressao de Survivina, Bcl-2, Ciclina D1, PDEF e ETs-1 no
tumor primério pode predizer resposta patologica completa ao tratamento
neoadjuvante com protocolo AC-T em pacientes com cancer de mama
localmente avancado.

Verificar se a expressdo dos marcadores se correlaciona com tempo de
progresséo de doenga.
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3 DESENHO DO ESTUDO

Estudo de coorte mista com pacientes com cancer de mama localmente
avancado, estagios clinicos Il e Ill, do ambulatério de Oncologia do HSL- PUCRS
para avaliagdo de marcadores tumorais no tumor primario e posterior correlagdo com
resposta patolégica completa apds tratamento com quimioterapia neoadjuvante

padrao.



34

4 MATERIAL E METODOS

O projeto “Avaliacdo de marcadores moleculares em terapéutica
neoadjuvante e tratamento de doenca metastatica em pacientes com céancer de
mama localmente avancado” obteve aprovagdo pelo Comité de Etica em julho de
2004. A emenda intitulada “Expressao de marcadores moleculares preditivos de
resposta a terapéutica neoadjuvante em cancer de mama em amostras tumorais”, foi
aprovada em novembro de 2009, sob o protocolo de pesquisa registro CEP
04/01972.

4.1 AMOSTRA

Amostra consecutiva de todas as mulheres com cancer de mama localmente
avancado em tratamento quimioterapico neoadjuvante provenientes do ambulatério
de oncologia do HSL-PUCRS que receberam protocolo padréo, conforme literatura
vigente desde 2004.

Foram elegiveis as pacientes com cancer de mama localmente avancado,
estagios clinicos Il e lll conforme descrito abaixo, classificadas conforme TNM.

[IB — T2N1MO ou T3NOMO

A — TON2MO ou T1-2N2MO ou T3 (> ou = 5cm) N1-2M0

[lIB — T4 (invasao de pele, parede toracica ou cancer inflamatério)  N0O-2MO

[IC — qualquer T N3MO

Apos verificagédo dos critérios de elegibilidade foram submetidas a tratamento
quimioterapico, conforme rotina do servico de oncologia do HSL-PUCRS, com 4
ciclos de AC (Adriamicina 60 mg/m?2 e ciclofosfamida 600mg/ m2) a cada 21 dias e a
seguir 4 ciclos de T (Docetaxel 75 mg/ m? a cada 21 dias). As pacientes foram
submetidas a cirurgia aproximadamente 30 dias apés o término do ultimo ciclo de
quimioterapia.

O acompanhamento das pacientes fez parte da rotina de atendimento do
ambulatério de oncologia do HSL-PUCRS.

Foram recuperados os blocos de parafina que contém a bidpsia do
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diagndstico do tumor a ser tratado.
Niveis de expressdo de Survivina, Ciclina D1, Bcl-2, ETs-1 e PDEF foram
avaliados pela técnica de imunoistoquimica em amostras de tumor obtidas da

bidpsia do diagndstico das pacientes consideradas para terapia neoadjuvante.

4.1.2 Critérios de Incluséao

a) Carcinoma invasor de mama T2, T3 ou T4;
b) Auséncia de metastases a distancia nos exames de estagiamento;
c) ldade Minima 18 anos e maxima 70 anos e

d) Assinatura do Termo de consentimento.

4.1.3 Critérios de Exclusao

a) Doenca metastatica ou recidivada;

b) Co-morbidades sistémicas graves que impecam o uso de antraciclina e/ou
taxanos, como insuficiéncia cardiaca (a partir do historico clinico da
paciente, medicacdes em uso continuo e exame clinico atual), renal ou
hepética (a partir do histérico da paciente e analise laboratorial com
transaminases, bilirrubinas, uréia e creatinina) e

c) Historico de outras neoplasias que nao carcinoma basocelular de pele.

4.2 TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

Para o preparo das laminas e posterior analise imunoistoquimica, foram feitas

seccOes de 3um de espessura, obtidas com o auxilio de um micrétomo (Leica, SM
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2000R, Alemanha). Os cortes foram colocados em laminas pré-tratadas com
Histogrip(Zymed, USA) e levados a estufa a 60°C por 24h.

Os cortes foram desparafinizados por incubacédo em xileno por 10 minutos por
trés vezes, seguido da re-hidratacdo dos cortes em seqUéncia de etanol em
concentracdes decrescentes, comeg¢ando com etanol absoluto 90%, 80% e 70% por
3 minutos em cada diluicdo. A seguir, os cortes foram lavados trés vezes em agua
destilada.

A exposicado do antigeno, através da metodologia de recuperacdo antigénica
induzida por calor a alta temperatura sob presséo, foi realizada pela incubacédo das
laminas em cubas de Coplin, com tampdo de recuperacdo Dako Target retrieval
Solution, pH 9 ( Dako, USA), colocados dentro de panela de pressdao para
microondas (NordicWare Microwave Tender Cooker/Biogenex, USA), em poténcia
maxima até atingir a pressao do recipiente e , a partir desse ponto, as laminas foram
ai mantidas por 5 minuntos para recuperagao antigénica.

ApoOs este periodo, foi realizada a lavagem das laminas em tampéao PBS, pH
7.2. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizado com solugcéo de 3% de H202
em alcool metilico em duas incubacdes de 15 minutos seguido de trés ciclos de
lavagem com tampéao PBS, pH7.2.

O bloqueio das ligacdes inespecificas foi realizado com a solugdo comercial
Protein Block Serum-Free (Dako, USA) por 30 minutos em temperatura ambiente.

Os cortes foram incubados pela metodologia de capilaridade através da
estacdo de imuno-coloracdo Sequenza (Thermo Shandon, USA) overnight em
temperatura entre 2°C e 6°C e diluidos em solugéo de diluicdo (Antibody Diluent with
background reducing componentes, Dako, USA) para os seguintes anticorpos: Bcl2
(Zymed) 1:200, Ciclina D1(Dako) 1:50, ETs1 (Novocastra) 1:50, PDEF (Santa Cruz)
1:25 e Survivina (Dako) 1:50. Cada marcador teve testagem para controles externos.
AplOs a incubacdo com o anticorpo primario, os cortes foram lavados por 3
passagens de tampdo PBS, pH7.2. Para amplificacdo da reacdo antigeno-anticorpo
utilizou o sistema Picture Max, HRP Polymer Comjugate Broad Spectrum (Invitrogen,
USA) de acordo com as recomendacfes do fabricante. A seguir, as laminas foram
lavadas com tampéo PBS, pH7.2 e incubadas com solucdo de diaminobenzidina
(Dako Liquid DAB Substrate Chromogen System, USA) por 5 minutos. Apés lavagem
em agua destilada, as laminas foram contra coradas com Hematoxilina de Harris por

1 minuto seguido de lavagem em agua corrente até remocao completa do corante e



37

incubadas em um solugcdo de amodnia 37mM por 15 segundos. Para finalizar, as
laminas foram desidratadas em alcool etilico absoluto (quatro incubacdes de 2
minutos) e apos dois tratamentos com xileno por 5 minutos. As laminas foram

montadas com meio sintético Entellan (Merck, Alemanha).

4.3 ANALISE IMUNOISTOQUIMICA

Foram capturadas imagens de cada secdo das laminas com aumento de
400X, obtida com adaptacdo de camara digital (Sony Corp, Tokyo, Japan) ao
microscopio Leica/CME microscopic (Leica, Wetzlar, Germany).

Nas Figuras 4 a 9 sdo apresentadas algumas imagens capturadas das

laminas estudadas com seu respectivo escore final.

Figura 4 — Ciclina D1 — escore final 6
Fonte: A autora (2009)



Figura 5 — Ciclina D1 — escore final 5,33
Fonte: A autora (2009)

Figura 6 — BCL2 — escore finall5
Fonte: A autora (2009)

Figura 7 — ETS1 — escore final 15
Fonte: A autora (2009)

38
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Figura 8 — Survivina — escore final 11,67
Fonte: A autora (2009)

Figura 9 — Survivina — escore final 10
Fonte: A autora (2009)

As imagens foram salvas no formato TIFF e transferidas para programa de
analise da imagem para avaliacéo futura.

A analise imunoistoquimica foi realizada por visualizacdo direta. Trés
patologistas, em momentos distintos e independentes, efetuaram a analise das
laminas pontuando cada uma delas com o escore final.

O escore foi realizado conforme o descrito por Schmidt et. al. (113).

Tal escore pontua em porcentagem a positividade de cada marcador e sua
intensidade.

Quanto a positividade de apresentacdo do marcador, pontua-se a

porcentagem de células tumorais positivas da seguinte forma: 0%, escore = 0; <5%,
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escore = 1; 5-20%, escore = 2; 21-50%, escore = 3; 51-75%, escore = 4, >75%,
escore 5.

Quanto a intensidade do marcador pontua-se da seguinte forma: auséncia,
escore = 0; fraca, escore = 1; moderada, escore = 2; forte, escore = 3.

Ambos escores sdo multiplicados e compdem o escore final que varia de zero
a quinze para cada cultura de célula tumoral.

Apoés ser obtida a nota (escore) final indicada por cada patologista (total de
trés) é feita uma média para cada escore de cada marcador considerado como

escore final, conforme demonstrado na Tabela 1 e Figura 10.
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Tabela 1 — Demonstracdo da avaliacdo imunoistoquimica por escore de
positividade e intensidade do marcador Bcl2

Patologista 1

Patologista 2

Patologista 3

gem % Int escore % Int escore % Int escore Média % | MédiaInt | Escore DP
1 4 3 12 5 3 15 5 2 10 4,67 2,67 12,33 2,52
2 5 2 10 5 3 15 5 2 10 5,00 2,33 11,67 2,89
3 4 3 12 5 3 15 5 2 10 4,67 2,67 12,33 2,52
4 5 3 15 5 3 15 5 2 10 5,00 2,67 13,33 2,89
5 4 2 8 5 3 15 4 1 4 4,33 2,00 9,00 5,57
6 4 3 12 5 3 15 4 3 12 4,33 3,00 13,00 1,73
7 5 3 15 5 3 15 5 3 15 5,00 3,00 15,00 0,00
8 3 2 6 4 2 4 1 4 3,67 1,67 6,00 2,00
10 4 1 4 4 1 3 1 3 3,67 1,00 3,67 0,58
11 3 2 6 4 2 5 1 5 4,00 1,67 6,33 1,53
13 4 2 8 4 2 5 1 5 4,33 1,67 7,00 1,73
14 4 2 8 5 3 15 5 1 5 4,67 2,00 9,33 5,13
15 4 1 4 4 2 8 3 1 3 3,67 1,33 500 2,65
16 5 2 10 5 3 15 5 3 15 5,00 2,67 13,33 2,89
17 5 3 15 5 3 15 5 3 15 5,00 3,00 15,00 0,00
18 5 3 15 5 3 15 5 2 10 5,00 2,67 13,33 2,89
19 5 2 10 5 3 15 3 2 4,33 2,33 10,33 4,51
20 5 2 10 5 3 15 3 2 4,33 2,33 10,33 4,51
21 5 2 10 5 3 15 4 2 8 4,67 2,33 11,00 3,61
22 5 2 10 5 3 15 4 3 12 4,67 2,67 12,33 2,52
23 4 2 5 3 15 4 2 4,33 2,33 10,33 4,04
24 3 2 6 4 3 12 2 2 4 3,00 2,33 7,33 4,16
25 5 2 10 5 3 15 4 3 12 4,67 2,67 12,33 2,52
26 3 3 9 4 3 12 2 3 6 3,00 3,00 9,00 3,00
28 4 3 12 5 3 15 5 2 10 4,67 2,67 12,33 2,52
29 5 3 15 5 3 15 5 2 10 5,00 2,67 13,33 2,89
30 5 3 15 5 3 15 4 2 8 4,67 2,67 12,67 4,04
32 4 3 12 4 3 12 4 3 12 4,00 3,00 12,00 0,00
33 5 3 15 5 3 15 4 3 12 4,67 3,00 14,00 1,73
34 4 3 12 4 3 12 3 3 9 3,67 3,00 11,00 1,73
35 4 3 12 4 3 12 3 3 3,67 3,00 11,00 1,73

Continua...
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Continuagéo da Tabela 1:

Tabela 1 - Demonstracédo da avaliacdo imunoistoquimica por escore de
positividade e intensidade do marcador Bcl2

Patologista 1 Patologista 2 Patologista 3

Ima-

gem % Int escore % Int escore % Int escore Média % | MédiaInt | Escore DP
36 5 2 10 5 2 10 4 2 8 4,67 2,00 933 1,15
37 5 2 10 4 2 5 2 10 4,67 2,00 933 1,15
38 3 2 6 3 3 3 2 6 3,00 2,33 700 1,73
39 4 3 12 5 3 15 5 2 10 4,67 2,67 12,33 2,52
40 2 1 5 1 5 2 1 3,00 1,00 3,00 1,73
41 4 2 8 4 3 12 3 2 6 3,67 2,33 8,67 3,06
42 5 2 10 5 3 15 5 2 10 5,00 2,33 11,67 2,89
43 4 1 5 1 5 5 1 4,67 1,00 4,67 0,58
44 3 1 3 2 6 2 1 2,67 1,33 3,67 2,08
45 3 1 3 3 9 2 2 4 2,67 2,00 533 3,21

Score (% ¥ Intensidade)

Fonte: A autora (2009)

Scores BCLZ
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14 1C 24 BA 6C 7 5 9 10 11 13 14 15 16 17 15 19 20 21 22 23 24 25 26 25 20 30 32 33 34 35 36 37 35 39 40 41 42 43 44 45
Irmagens

Figura 10 — Padrdo da apresentacao do marcador Bcl2 por escore final
Fonte: A autora (2009)
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4.4 ASPECTOS ESTATISTICOS

4.4.1 Calculo da Amostra

Com base nos dados encontrados na literatura, assumimos a prevaléncia de
Bcl-2 de 55%, Ciclina D1 de 55 a 60% e Survivina de 17% em canceres de mama.

O calculo da amostra previa um poder de 80% e um nivel de confianca de
95%.

Assumimos uma taxa de resposta patoldgica de 30%.

Tomando o marcador Survivina como preditor de resposta patologica
completa e Bcl-2 e Ciclina D1 com associacao inversa. A amostra necessaria para
identificar uma diferenca relativa de quatro vezes entre aquelas com e sem tais
marcadores variou de 42 pacientes para Survivina a 57 pacientes para Bcl-2.

ETs-1 e PDEF nao participaram do célculo amostral tendo em vista os
restritos dados da literatura vigente quanto a sua prevaléncia e quanto ao tipo de

associacao com resposta.

4.4.2 Andlise estatistica

Foram associados os niveis de cada marcador molecular com a resposta
patolégica completa ao tratamento quimioterdpico, para tal utilizamos o Teste Exato
de Fisher.

Para a comparacdo do escore médio de cada marcador de acordo com a
resposta ao tratamento, utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

A andlise do status vital ao final do seguimento foi feita através da regressao
de Cox.

Os dados foram processados no programa Stata 10.0, a um nivel de

significancia de 5% para testes bicaudais.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL DAS PACIENTES ESTUDADAS

Foram incluidas no estudo 45 pacientes com doenca localmente avancada as
quais realizaram terapia neoadjuvante conforme protocolo.

A média de tempo de seguimento das pacientes, data do diagndstico,
considerada como a data da bidpsia do tumor primario, e final do seguimento
(01/09/2009) ou 6bito, foi de 3,6 anos, o tempo minimo de seguimento foi de 0,8 ano
e maximo de 5,7 anos.

A faixa etéria das pacientes variou de 25 a 70 anos, média de 47,2 e desvio-
padrao de 10,48. Conforme apresentado na Figura 11.

14%

m24-39 m40-49 m50-59 =60

Figura 11 — Distribuicdo da amostra por idade
Fonte: A autora (2009)

O perfil da populacdo em estudo esta descrito na tabela 2.
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Tabela 2 — Perfil das pacientes submetidas ao tratamento neoadjuvante

Variavel N %
Tamanho do tumor
T1 0 0
T2 22 50,0
T3 19 43,2
T4 3 6,8
Comprometimento Linfonodal
NO 16 39,0
N1 13 31,7
N2 10 24,4
N3 2 49
Estagiamento Clinico (TNM)
I 0 0,0
A 13 28,9
B 0 0,0
1B 11 24,4
lc 0 0,0
A 13 28,9
1B 8,9
nc 8,9
\Y) 0
Receptor de Progesterona
ignorado 1 2,2
positivo 24 53,3
negativo 20 44,4
Receptor de Estrogénio
ignorado 1 2,2
positivo 29 64,4
negativo 15 33,3

Continua...
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Continuagéo da Tabela 2:
Tabela 2 — Perfil das pacientes submetidas ao tratamento neoadjuvante

Variavel N %
Cerb B2

ignorado 7 15,6
1+ 14 31,1
2+ 7 15,6
3+ 17 37,7

Tipo de cirurgia

Doenca irressecavel 2 4,4
Mastectomia + EA /BLS 19 42,2
Setorectomia + EA/BLS 24 53,3
Total 45 100

Fonte: A autora (2009)

O tempo médio de seguimento conforme status de sobrevida esta descrito na
tabela 3.

Tabela 3 — Tempo médio de seguimento conforme status de sobrevida (em
anos) — inicio seguimento data da biépsia

Obito N Média DP
N&o 30 4,1 0,9
Sim 15 2,6 1,3
Total 45 3.6 1,3

Fonte: A autora (2009)

A faixa etaria das pacientes ficou entre 25 e 70 anos idade sendo 47,24 a
idade média. Considerando o estagiamento clinico, conforme classificacdo TNM, as
pacientes incluidas apresentaram a seguinte distribuicdo: estadio 11A n=13 (29%) IIB
n=10 (22%), estadio IlIA n=13 (29%), estadio IlIB n=4 (9%) e estadio IlIC n=4 (9%).

Conforme demonstrado nas figuras 12 -14.
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Figura 12 — Tamanho do Tumor primario conforme TNM
Fonte: A autora (2009)
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Figura 13 — Status Linfonodal das pacientes em estudo
Fonte: A autora (2009)
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Figura 14 — Estagiamento conforme TNM
Fonte: A autora (2009)

Os tipos histologicos identificados na bidpsia do diagndéstico foram: 33
(73,33%) carcinoma ductal invasor, 3 (6,67%) carcinoma lobular invasor, 5 (11,11%)
outros tipos histologicos (tubulo-lobular, mucinoso e intraductal) e 4 (8,89%) nao
tiveram seu tipo histologico definido ao diagnostico.

Todas as pacientes foram submetidas a avaliacao cirargica apos o término do
estudo; sendo que duas pacientes (4,44%) apresentaram doenca irressecavel. Das
43 pacientes elegiveis a cirurgia, 42,22% (19) realizaram mastectomia radical
modificada com esvaziamento axilar e 53,34% (24) realizaram setorectomia e
esvaziamento axilar ou biopsia de linfonodo sentinela. Conforme descrito na Figura
15.



49

50 A
42

40

%

30 A

20 ~

Doenca irressecavel Mastectomia + EA /BLS  Setorectomia + EA/BLS
Tipo de cirurgia

Figura 15 — Tipo de cirurgia realizada apés tratamento neoadjuvante
Fonte: A autora (2009)

5.2 EXPRESSAO DE BIOMARCADORES

Das 45 pacientes incluidas no estudo, 29 (64,44%) apresentavam resultado
positivo para receptor de estrogénio (RE), 24 (53,33%) para receptor de
progesterona (RP) descritos nas figuras 16 e 17. A expressao Cerb B2 foi de 37,7%
(17) 3+, 155% (7) 2+, 31,1% (14) 1+ e 15,5% (7) ignorado na bidpsia do
diagndstico.
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Figura 16 — Expressao de Estrogénio
Fonte: A autora (2009)
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Figura 17 — Expressao de Progesterona
Fonte: A autora (2009)

Trés (7,14%) das pacientes que foram a cirurgia obtiveram resposta
patoldgica completa ap6s o tratamento neoadjuvante. Conforme descrito na figuras
18. As pacientes tinham respectivamente: 53, 29 e 63 anos ao diagndstico,
estagiamento IIB, IlIA e IlIB e Status Her-2 negativo, positivo e ignorado. Destas 3
pacientes, a primeira apresentava expressdao para RE e RP enquanto as duas
tltimas ndo apresentavam expressao para tais receptores.
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Resposta ao tratamento

7%

93%

Resposta nao-completa Resposta completa

Figura 18 — Resposta patolégica ao tratamento
Fonte: A autora (2009)

A média da expressao de Survivina foi de 3,99 (0 a 11). A média dos demais
marcadores foi de 7,67 (0 a 15) para ETs 1, de 8,72 (2,33 a 15) para Bcl2, de 2,24 (0
a 15) para PDEF e de 2,35 (0 a 9) para Ciclina D1. Conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Média da expressdo dos marcadores

Variavel N Média DP Minimo Méximo
Survivina 42 4.00 3.21 0 11
Ciclina 41 2.35 1.78 0 9
PDEF 41 2.24 2.55 0 15
BCL2 39 8.73 3.39 2.3 15
ETS1 42 7.67 4.00 0 15

Fonte: A autora (2009)

A distribuicdo dos marcadores ap0s serem agrupados esta descrita ha Tabela



Tabela 5 — Distribuicdo dos marcadores versus resposta completa
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Variavel N % resposta completa Valor p*

Survivina 0.02
0-5 30 0.0
6-15 12 27.3

Ciclina 1.00
0-5 38 8.3
6-15 3 0.0

PEDF 0.22
0-5 38 5.6
6-15 3 33.3

BCL2 1.00
0-5 7 0.0
6-15 32 9.7

ETS1 0.28
0-5 15 0.0
6-15 27 12.0

* Teste exato de Fisher
Fonte: A autora (2009)

O nivel médio de Survivina foi significativamente maior (P=0,01) naquelas

pacientes com resposta completa (9,33) do que naquelas sem resposta completa

(3,42), conforme Figura 19. A distribuicdo da expresséo de Survivina por idade esta

evidenciada na Figura 20.

Média de survivina {(1C95%)

14

12

10

[ 2

9.3

Ndo-completa

Resposta ao tratamento

Completa

Figura 19 — Nivel de expressao de Survivina versus resposta patolégica ao tratamento quimioterapico

Fonte: A autora (2009)
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Figura 20 — Expressao de Survivina conforme faixa etéria
Fonte: A autora (2009)

Os demais marcadores néo tiveram significancia estatistica apesar de

evidenciarem uma possivel tendéncia, conforme descrito na Figura 21 e tabela 5.

12

10

Média (1C95%)

o]

5 [ 24 I 29

Survivina Ciclina PDEF BCL2 ETS1

Marcador

Figura 21 — Média do escore de cada marcador
Fonte: A autora (2009)
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Tabela 6 — Média da expressdo dos marcadores conforme resposta completa

Variavel Resposta completa ao tratamento Valor p*
Nao Sim
Média (DP) Média (DP)
Survivina 3.42 (0.47) 9.33 (0.88) 0.01
Ciclina 2.26 (0.30) 2.78 (1.16) 0.48
PEDF 2.16 (0.44) 3.66 (1.20) 0.14
BCL2 8.56 (0.55) 10.67 (0.33) 0.24
ETS1 7.55 (0.69) 7.89 (1.06) 0.82

* Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney
Fonte: A autora (2009)

A taxa de mortalidade ao longo do estudo néo foi estatisticamente diferente
conforme a expressao de cada marcador, conforme aponta a Tabela 7.

Tabela 7 — Prevaléncia de 6bito e analise de sobrevida conforme o escore dos

marcadores
Variavel Prevaléncia de HR (95%Cl) Valor p*
6bito (%)

Survivina 0.85
0-5 33.3 1.00
10-15 33.3 0.90 (0.28; 2.87)

Ciclina 0.78
0-5 31.6 1.00
10-15 33.3 0.74 (0.10; 5.78)

PEDF 0.76
0-5 34.2 1.00
10-15 33.3 0.72 (0.10; 5.60)

BCL2 0.15
0-5 57.1 1.00
10-15 28.1 0.42 (0.13; 1.36)

ETS1 0.65
0-5 40.0 1.00
10-15 29.6 0.78 (0.27; 2.25)

HR: Hazard ratio
* Regressao de Cox
Fonte: A autora (2009)
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Da mesma forma a curva de sobrevida ndo apresentou diferenca estatistica
significativa quanto a expressao ou ndo dos marcadores estudados. Nas Figuras 22

a 26 esta representada a expressédo dos marcadores estudados versus sobrevida.

Kaplan-Meier survival estimates

1.00
L

0.75
L

analysis time

surv3=0/5 ————- surv3 = 6/15 l

Figura 22 — Estimativa de sobrevida versus expressdo do marcador Survivina
Fonte: A autora (2009)

Kaplan-Meier survival estimates

1.00
L

0.75
L

T T T T
0 2 4 6
analysis time

pdef3=0/5 ————- pdef3 = 6/15 |

Figura 23 — Estimativa de sobrevida versus expressao do marcador PDEF
Fonte: A autora (2009)



56

Kaplan-Meier survival estimates
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Figura 24 — Estimativa de sobrevida versus expressdo do marcador ETS1
Fonte: A autora (2009)
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Figura 25 — Estimativa de sobrevida versus expressdo do marcador Ciclina D1
Fonte: A autora (2009)
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Figura 26 — Estimativa de sobrevida versus expressdo do marcador Bcl2
Fonte: A autora (2009)

Idade, tamanho tumoral ao diagndstico, presenca de comprometimento

linfonodal, estagiamento clinico conforme TNM, expressdo de receptores hormonais



57

e resposta ao tratamento quimioterdpico ndo foram preditivas de ébito no presente

estudo. Conforme evidenciado nas tabelas 8 - 14.

Tabela 8 — Prevaléncia de 6bito conforme idade

Idade Obito Total
Nao Sim
Porcentagem (%) Porcentagem (%)
25/44 10 (71,4) 4 (28,6) 14
45/70 20 (64,5) 11 (35,5) 31
Total 30 (66,7) 15 (33,3) 45 (100)

Teste Exato de Fisher = 0,74
Fonte: A autora (2009)

Tabela 9 — Prevaléncia de 6bito conforme tamanho tumoral
Tamanho tumor (TNM) Obito Total
N&o Sim

Porcentagem (%) Porcentagem (%)
Tl 0 (0) 0 (0) 0
T2 18 (81,8) 4 (18,2) 22
T3 11 (57,9) 8 (42,1) 19
T4 1(33,3) 2 (66,7) 3
Total 44 (100)

Teste Exato de Fisher=0,08

Fonte: A autora (2009)
Tabela 10 — Prevaléncia de ébito conforme comprometimento linfonodal
Metastase linfonodal (TNM) Obito Total
N&o Sim

Porcentagem (%) Porcentagem (%)
Nx
NO 14 (82,4) 3(17,7) 17
N1 8 (61,5) 5 (38,5) 13
N2 7 (63,6) 4 (36,4) 11
N3 1 (25,0) 3(75,0) 4
Total 45 (100)

Teste Exato de Fisher=0,14
Fonte: A autora (2009)

Tabela 11 — Prevaléncia de 6bito conforme expressao de receptores de

progesterona
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Receptor Progesterona Obito Total
Nao Sim
Porcentagem (%) Porcentagem (%)
ignorado 1 (100) 0 1
positivo 18 (75,0) 6 (25,0) 24
negativo 11 (55,0) 9 (45,0) 20
Total 30 (66,7) 15 (33,3) 45 (100)

Teste Exato de Fisher=0,31
Fonte: A autora (2009)

Tabela 12 — Prevaléncia de 6bito conforme expressao de receptor de

estrogénio
Receptor Estrogénio Obito Total

N&o Sim

Porcentagem (%) Porcentagem (%)

Ignorado 1 (100) 0 1
Positivo 21 (72,4) 8 (27,6) 29
Negativo 8 (53,3) 7 (46,7) 15
Total 30 (66,7) 15 (33,3) 45 (100)

Teste Exato de Fisher=0,46
Fonte: A autora (2009)

Tabela 13 — Prevaléncia de 6bito conforme expressédo de Cerb B2

Expresséo de Cerb B2 obito Total
N&o Sim
Porcentagem (%) Porcentagem (%)

ignorado 5(71,4) 2 (28.6) 7

1+ 11 (78,6) 3(21.4) 14
2+ 6 (85,7) 1(14.3) 7

3+ 8 (47,1) 9 (52,9) 17
Total 45 (100)

Teste Exato de Fisher=0,22
Fonte: A autora (2009)
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Tabela 14 — Prevaléncia de 6bito versus resposta ao tratamento, conforme
critério Recist

Resposta ao tratamento Obito Total
Nao Sim
Porcentagem (%) Porcentagem (%)
Completa 3 (100) 0(0) 3
Parcial 23 (67,7) 11 (32,4) 34
Doenca estavel 3(60,0) 2 (40,0) 5
Total 42 (100)

Teste Exato de Fisher=0,68
Fonte: A autora (2009)
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6 DISCUSSAO

Muitas evidéncias apontam que o cancer é uma doenca multifatorial. O
processo de multiplas alteracfes genéticas em sequiéncia causa perda do controle e
da regulacdo da sinalizacdo molecular e da proliferacdo celular. Estas alteracbes
incluem a ativacdo de oncogenes e a perda de genes de supressdo, perda do
controle da apoptose, ativacéo de fatores de crescimento e fatores transcripcionais.
Alguns tumores podem produzir imunossupressao promovendo maior progressao da
doenca. Estas alteracdes citogenéticas vdo se somando enquanto a célula se
mantém viva pela perda do controle de apoptose. Esta heterogeneidade contribui
para diferentes evolugcdes e respostas aos tratamentos de tumores do mesmo tipo
histoldgico, como é o caso da mama (4, 5).

Da mesma forma que a identificagdo de HER-2 e de receptores de estrogénio
no tumor proporcionou o desenvolvimento do Trastuzumab e Tamoxifeno,
modificando a histéria natural das pacientes com positividade para estes
biomarcadores, a identificacdo de outras vias para origem e progresséo do cancer é
de relevancia clinica para o desenvolvimento de tratamentos mais individualizados
(26, 36, 42).

Como ja discutido, é provavel que a predicdo de resposta terapéutica seja
avaliada no futuro por meio da combinacéo de biomarcadores, como ja se faz com o
Oncotype DX e Mamaprint. Estes testes sdo indicados para pacientes com risco
intermediario, com positividade para receptores de estrogénio e sem
comprometimento de linfonodos axilares (22, 23, 51-53).

A descoberta de preditores de resposta mais sensiveis € especialmente
relevante ndo so6 pelo aspecto farmacoecondmico, ja que medicamentos caros
podem ser reservados exclusivamente para casos com alta probabilidade de
resposta, mas especialmente pela possibilidade de se poupar o paciente da
toxicidade de um tratamento que sera ineficiente.

A mamografia como exame de rastreamento tem sido indicada no Brasil para
mulheres acima dos 50 anos (9). A presente amostra apresenta faixa etaria mais
jovem, com 41% das pacientes com menos de 50 anos de idade.

A promogdo de resposta patoldgica completa apds quimioterapia

neoadjuvante varia de 6% a 19% (11, 19, 20) e é reconhecida como marcador de
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intervalo livre de doenca e sobrevida global (12, 13). Identificamos 7% de pacientes
com resposta patoldégica completa. Das pacientes elegiveis para cirurgia 53%
realizaram cirurgia conservadora da mama.

A maior prevaléncia de expressdo de RE na presente amostra pode ter
contribuido para uma menor chance de resposta completa ao tratamento
quimioterapico (1).

A frequiéncia de positividade de HER-2 em pacientes com cancer de mama na
literatura varia de 19% a 37%. Recente estudo sugere uma possivel interacdo entre
expressdo de Survivina e resposta ao tratamento com Trastuzumab (51). A
avaliacao da expressao de HER-2 por IHQ tem pouca validade no presente estudo.
Primeiro pela reconhecida positividade laboratério-dependente e a avaliacédo por IHQ
ser inferior a avaliacdo por FISH (114). Além deste fato identificamos neste grupo
uma positividade acima da esperada pela literatura vigente, 37,7% paciente 3+
consideradas como positivo mais 15,3% de pacientes com 2+ consideradas como
possivelmente positivas. A positividade para HER-2 nesta amostra ndo foi
confirmada por FISH. Portanto a ndo associacdo desta variavel com resposta
completa ou com sobrevida tem valor extremamente limitado.

Ha reconhecida limitagdo em comparar analise de biomarcadores. Seja pelas
diferentes técnicas utilizadas (imunoistoquimica, imunofluorescéncia, Western Blot,
RT-PCR, Elisa entre outros), pela capacidade de cada laboratorio em reproduzir a
técnica proposta, a heterogeneidade da leitura do material ou pela forma em analisar
a expressao do biomarcador em razdo da resposta ao tratamento (115). A técnica
imunoistoquimica foi realizada dentro dos padrdes atuais e a andlise feita por
visualizagéo direta com escores de positividade e intensidade (113) realizada por 3
patologistas em momentos diferentes. O resultado final em escore é a média destes
valores. Tal cuidado infere maior confiabilidade no resultado obtido.

Knutsen e colaboradores estudaram a Survivina em pacientes com cancer de
reto e identificaram associagédo da expressao deste marcador como fator prognéstico
em pacientes submetidos a radioterapia pré-operatoria (70).

A chance de resposta patolégica completa varia de 6% a 19% (11, 19, 20). Na
presente amostra identificamos 6% de resposta patolégica completa nas pacientes

que foram submetidas a cirurgia.
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Nas pacientes estudadas a expressdo de Survivina apresentou forte
associacdo com resposta patolégica completa, mesmo em uma amostra restrita de
pacientes com cancer de mama e com baixo indice de resposta patologica completa.

A anadlise da expressdo de Survivina versus resposta patolégica completa
pelo Teste exato de Fisher com associagdo confirmada pelo Teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney demonstra o poder desta associacao.

Possivelmente, a expressdo deste marcador esteja associado ao
desenvolvimento tumoral em fases mais precoces da doenca, ja que a alta
expressdo se associou fortemente com resposta no contexto de neoadjuvancia,
quando as pacientes eram recém diagnosticadas e apresentadas a um primeiro
tratamento antineoplasico.

Endo e colaboradores demonstraram em portadores de cancer colorretal que
as taxas expressao de Survivina foram maiores nos pacientes com mais de 70 anos
do que nos pacientes abaixo desta faixa etaria (116).

O escore da expressao de Survivina foi maior no grupo de pacientes com
mais de 50 anos, aumentando proporcionalmente a progressao da idade.
Possivelmente a Survivina seja um preditor de resposta a quimioterapia
neoadjuvante em pacientes pos-menopausicas, possivelmente com maior expressao
estrogénica. Este dado concorda com o fato de que alguns genes oncogénicos,
como a Survivina, possam estar associados com a senescéncia.

No entanto, Ranade KJ e colaboradores identificaram, em um grupo de
pacientes com cancer de mama, que a expressao de Survivina se correlacionou com
a expressao de progesterona, mas nao apresentou associacdo com a expressao de
estrogénio (117). Este dado sugere interacdo entre a expressdo de progesterona e
de Survivina como promotores da resisténcia a apoptose. Acrescentando uma
possivel nova linha de raciocinio no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas.

O calculo amostral previa a inclusdo de 57 pacientes para identificar uma
diferenca relativa de quatro vezes entre aguelas pacientes com e sem a expressao
de Bcl-2 e Ciclina D1 prevendo um poder de 80%, nivel de confianca de 95% e 30%
de resposta patoldgica completa.

A resposta patologica completa ficou aquém do esperado, bem como o

namero de pacientes incluidas.
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A associagao esperada para Bcl-2 era inversa, sendo fator de resisténcia a
resposta patolégica completa (106).

Ciclina D1 tem associacdes ambiguas na literatura, sendo associada com
maior ou menor sobrevida. Assumimos a Ciclina D1 como fator de resisténcia a
resposta patolégica completa.

Ciclina D1 e Bcl-2 mostraram uma tendéncia de associacdo com resposta na
direcdo esperada, mas sem significancia estatistica. Talvez em uma amostra maior
de pacientes esta associacdo possa ser demonstrada ou estes marcadores possam
estar associados com mutacfes genéticas em fases mais avancadas e tardias da
doenca, este ndo era contexto deste estudo.

PDEF e ETs-1 nado participaram do célculo amostral tendo em vista os
restritos dados na literatura vigente quanto a sua prevaléncia em tumores de mama
e a ambigua associacdo com resposta.

N&o encontramos associacdo da expressao de PDEF e ETs-1 com resposta
patolégica completa. Provavelmente porque ndo séo relevantes para este grupo de
pacientes. No entanto, € possivelmente a primeira vez que estes marcadores Sao
estudados neste novo cenério em cancer de mama.

A taxa de mortalidade ao longo do estudo néo foi estatisticamente diferente
conforme a expressao de cada marcador, nem mesmo para a Survivina. Talvez a
associacdo possa ser diferente no acompanhamento de um grupo maior de
pacientes por um intervalo mais prolongado.

Seria interessante a confirmacgao da expresséo do marcador Survivina com a
técnica de RT-PCR por ser o padrédo-ouro na analise de marcadores.

A andlise da taxa de mortalidade destas pacientes necessita um seguimento
mais longo. Este ndo era o end-poit primario deste estudo.

A possibilidade de pesquisar Survivina em sangue periférico buscando a

mesma associacao com resposta tem potencial de utilizagéo clinica.
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7 CONCLUSAO

A Survivina é potencial marcador de resposta a terapéutica neoadjuvante em
cancer de mama e consequentemente de sobrevida global e intervalo livre de

doenca.
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