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RESUMO

Apesar dos avangos decorrentes da caracterizacdo molecular do cancer de mama
que permitiram o0 emprego de alvos terapéuticos mais seletivos, a doenga ainda
ocasiona diferentes desfechos clinicos, com elevadas taxas de recidiva e
mortalidade. Neste contexto de complexidade e heterogeneidade do cancer de
mama, sao importantes as investigacbes de novos marcadores biomoleculares
relacionados a oncogénese mamaria que possam contribuir para conhecer o
progndstico e aprimorar o manejo clinico das pacientes. A Sirtuina-1 (SIRT-1) € uma
histona desacetilase implicada em diversas funcdes epigenéticas criticas para as
células, dentre estas, a manutencdo da estabilidade genémica, a proliferacdo e o
envelhecimento celular. O objetivo deste estudo foi investigar o grau de expressao
da Sirtuina-1 (SIRT-1) em uma coorte de 457 mulheres portadoras de céancer de
mama e verificar o seu efeito, independente ou em associagéo a outras variaveis, no
prognostico destas pacientes. Trata-se de um estudo de anélise de sobrevida com
base em registros de mulheres portadoras de cancer de mama submetidas a
tratamento em Erechim-RS no periodo de 2003 a 2013 com seguimento até 31 de
julho de 2015. A analise do grau de expressao de SIRT-1 foi realizada por técnica de
imuno-histoquimica em 123 pacientes (26,9%) do total da coorte. A sobrevida global
doenca especifica foi estimada pelo método de Kaplan-Meier e, o risco de morte, por
cancer de mama, pelo método de riscos proporcionais de Cox. A pesquisa foi
aprovada no Comité de Etica e Pesquisa da PUC-RS, sob n? 465.362. A idade
mediana foi de 57,4 anos e a estimativa mediana de sobrevida por cancer de mama
foi de 79,6% em 5 anos e 69,1% em 10 anos, com tempo mediano de seguimento
de 61,9 meses. Os fatores de risco associados a pior progndstico foram: faixa etaria
entre 60 e 69 anos (HR=1,88; IC95% 1,02-3,44; p=0,042); faixa etaria maior que 70
anos (HR=2,92; 1C95% 1,70-5,01; p=0,000); tamanho tumoral acima de 2 cm
(HR=1,86; 1C95% 1,04-3,36; p=0,038); presenca de metastase em 4 linfonodos
axilares ou mais (HR=2,37; 1C95% 1,38-4,08; p=0,002); estadiamento clinico
localizado (EC II,TNM) (HR=3,39; IC95% 1,35-8,51; p=0,009); estadiamento clinico
avancado (EC IlI,TNM) (HR=6,32; IC95% 2,49-16,08; p=0,000); grau histolégico alto
(HR=6,32; 1C95% 1,63-29,99; p=0,008); perfil molecular triplo negativo (HR=2,33;
IC95% 1,19-4,58; p=0,014) e a cirurgia radical (HR=2,10; 1C95% 1,31-3,36;



p=0,002). A expressao positiva do receptor de progesterona (HR=0,52; IC95% 0,34-
0,79; p=0,002) foi um fator de melhor prognéstico para as pacientes. O grau de
hiperexpressao da SIRT-1, definida como expressao nuclear da SIRT-1 maior que
80%, foi verificada em 6,5% dos casos. A hiperexpressao da SIRT-1 caracterizou um
subgrupo de mulheres que apresentaram pior prognéstico, com menor sobrevida e
maior risco de morte por cancer de mama (HR=2,66; IC95% 1,03-6,86; p=0,043).
Foram elaborados modelos regressivos multivariados (Cox) e a hiperexpressao de
SIRT-1 manteve significancia estatistica demonstrando fator independente
associado a pior progndstico no cancer de mama. Portanto, a avaliagdo do grau de
expressao da SIRT-1, na coorte de Erechim-RS, demonstrou ser um marcador

independente para determinar o prognéstico no cancer de mama.

Palavras-chaves: Medicina. Neoplasias da Mama.  Sirtuina 1. Sobrevida.

Carcinogénese. Repressao Epigenética. Prognéstico. Imuno-Histoquimica



ABSTRACT

Despite the advances resulting from the molecular characterization of breast cancer
that allowed the use of more selective therapeutic targets, the disease still causes
different clinical outcomes with high rates of recurrence and mortality. In this context
of complexity and heterogeneity of breast cancer, are important the investigations
of new biomolecular markers related to breast oncogenesis that may contribute to
know the prognosis and improve the clinical management of patients. The sirtuin-1
(SIRT-1) is a histone deacetylase implicated in various epigenetic critical functions
into cells, among these, the maintenance of genomic stability, proliferation and cell
aging. The aim of this study was to investigate the grade of expression of the sirtuin-
1 (SIRT-1) in a cohort of 457 women with breast cancer and verify the effect,
independent or in combination with other variables in the prognosis of these patients.
It is a survival analysis study based on hospital medical records of women with breast
cancer undergoing treatment in Erechim-RS from 2003 to 2013 and followed until 31
July 2015. The analysis of the grade of SIRT-1 expression was performed by
immunohistochemistry in 123 patients (26.9%) of the total cohort. Overall survival
specific disease (OS) was estimated by the Kaplan-Meier method and the risk of
death from breast cancer by the method of Cox proportional hazards. The research
was approved by the Research Ethics Committee of PUC-RS as reported number
465.362. The median age was 57.4 years and the median estimate of breast cancer
survival was 79.6% at 5 years and 69.1% at 10 years, with median follow-up time of
61.9 months. Risk factors associated with worse prognosis were: age between 60
and 69 years (HR = 1.88; 95% CI 1.02 - 3.44; p = 0.042); older than 70 years (HR =
2.92; Cl 95% 1.70 - 5.01; p = 0.000); tumor size greater than 2 cm (HR = 1.86; ClI
95% 1.04 -3.36; p = 0.038); metastasis in 4 or more axillary lymph nodes (HR = 2.37;
Cl 95% 1.38 - 4.08; p = 0.002); located clinical staging (CS II, TNM) (HR = 3.39; ClI
95% 1.35 - 8.51; p = 0.009); advanced clinical staging (CS Ill, TNM) (HR = 6.32; Cl
95% 2.49-16.08; p = 0.000); high histologic grade (HR = 6.32; Cl 95% 1.63 - 29.99; p
= 0.008); triple negative molecular profile (HR = 2.33; Cl 95% 1.19 - 4.58; p = 0.014)
and radical surgery (HR = 2.10; Cl 95% 1.31 - 3.36; p = 0.002). The positive
expression of progesterone receptor (HR = 0.52, Cl 95% 0.34 - 0.79; p = 0.002) was
a better prognostic factor for patients. The grade of overexpression of SIRT-1,



defined as nuclear expression of SIRT-1 greater than 80% was observed in 6.5% of
cases. The SIRT-1 overexpression characterized a subgroup of women who had a
worse prognosis with shorter survival and increased risk of death from breast cancer
(HR = 2.66; Cl 95% 1.03 - 6.86; p = 0.043). Multivariate regressive models (Cox)
were constructed and the overexpression of SIRT-1 remained significant statistic
demonstrating independent factor associated with worse prognostic in breast cancer.
Therefore, the evaluation of the grade of expression of the SIRT-1, in the cohort of
Erechim-RS, proved to be an independent prognostic marker for analysis of the risk
of death from breast cancer.

Keywords: Breast cancer. Sirtuin 1. Survival. Carcinogenesis. Repression
epigenetics. Prognosis. Immunohistochemistry.
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1 INTRODUCAO

O céncer é uma doencga progressiva com caracteristicas clinicas e biolégicas
heterogéneas que se constitui em um relevante problema de salude publica mundial,
pois apresenta taxas elevadas de incidéncia, morbidade e mortalidade (SHIOVITZ,
KORDE, 2015; HORTOBAGYI et al., 2016). O envelhecimento humano, o
crescimento demografico populacional e a exposicdo aos fatores de risco estédo
associados com o aumento de novos casos de cancer implicados em um processo
de oncogénese complexo que é mediado por diversos fatores bioldgicos, e dentre
eles, os fatores genéticos e epigenéticos (POLYAK, 2007; SHIOVITZ, KORDE,
2015).

Neste cenario, o cancer de mama assume real importancia, pois além de ser
a neoplasia maligna mais frequente nas mulheres e, com, elevadas taxas de
mortalidade no Brasil e no Mundo, apresenta uma complexidade de fatores génicos
e moleculares relacionados a sua patogénese (BRASIL, 2016; SIEGEL, MILLER,
JEMAL, 2016; TAN, MOK, REBBECK, 2016). O céncer de mama tem seu
prognostico e tratamento baseados em diversos fatores bioldgicos: idade, tamanho
do tumor, acometimento de linfonodos axilares, presenca de metastases, grau
histolégico, perfil de expressdo dos receptores hormonais, perfil de expressao do
receptor do fator de crescimento epidérmico humano (Her-2) e do indice de
proliferacao (Ki-67), que conferem assinaturas génicas, préprias a esta doenca
(SOTIRIOU, PHIL, PUZSTAI, 2009; KOBOLDT et al., 2012; CARVALHO, 2007;
SENKUS et al., 2015).

Apesar dos avancgos nas estratégias utilizadas no tratamento do cancer de
mama, a etiologia molecular da iniciagdo do tumor, a progressdao tumoral e 0s
mecanismos de resisténcia as drogas, ainda requerem melhor compreensao para
otimizar as intervencdes e, consequentemente, reduzir a mortalidade (WILTING,
DANNENBERG, 2012; HARTWIG et al., 2014; SHIOVITZ, KORDE, 2015).

Neste complexo cenario da oncogénese mamaria, os fatores epigenéticos,
desempenham papel importante pois, sdao eventos moleculares envolvidos em

diversas atividades fisioldgicas das células, sendo fundamentais para a regulacao da
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expressao génica (LOCKE, CLARK, 2012). Dentre as principais funcdes celulares
envolvidas na programacao epigenética estdo o crescimento, a diferenciacdo, o
envelhecimento e a apoptose (HALL et al., 2013). Estas funcbes sao etapas vitais
para a organizacdo e metabolismo das células e, consequentemente, para a
configuracao da propria identidade celular (HARTWIG et al., 2014).

Os processos genéticos e epigenéticos, quando alterados ou desregulados,
podem estar relacionados com a etiologia e patogenia de multiplas doencas cronicas
relacionadas ao envelhecimento e dentre estas, o cancer (HAIGIS, GUARENTE,
2006; LOCKE, CLARK, 2012; SHIOVITZ, KORDE, 2015).

Muitos mecanismos moleculares envolvidos na oncogénese ainda sao
desconhecidos, porém as alteracdes na acetilacido e desacetilacdo das histonas,
especificamente, em moléculas da familia das sirtuinas (Sir2), tém sido estudados e
relacionados com a carcinogénese (BLANDER, GUARENTE, 2012; PRESEGUE-
BOSCH, VAQUERO, 2011; HALL et al., 2013).

As sirtuinas sdo moléculas protéicas intracelulares, da classe lll das histonas
desacetilases, e foram identificadas, inicialmente, em leveduras Saccharomyces
cerevisiae (DALI-YOUCEF et al.,, 2007; BLANDER, GUARENTE, 2012). Em
humanos, representam um grupo de proteinas compostos por sete membros com
fungcdes metabdlicas distintas, sendo fundamentais para a manutencdo da
homeostase celular e relacionadas diretamente com o processo de silenciamento
celular (CHACKRABARTY, BALARAM, CHANDRASEKARAN, 2011; PRESEGUE-
BOSCH, VAQUERO, 2011; MELLINI, VALENTE, MAI, 2015).

As alteracdes na expressao celular destas moléculas e, especificamente, da
sirtuina-1  (SIRT-1), tém sido correlacionadas com alguns processos da
carcinogénese mamaria, nos mecanismos reguladores da expressao dos receptores
hormonais e associados a maior agressividade bioldégica tumoral (HAIGIS,
GUARENTE, 2006; CHACKRABARTY, BALARAM, CHANDRASEKARAN, 2011).

Neste contexto, pesquisas que procuram identificar alteracbes moleculares
relacionadas a oncogénese mamaria, em associacdo com os fatores
epidemioldgicos, clinicos e patolégicos classicos, possibilitardo compreender melhor
as interacdes e as implicagdes na evolucdo da doenca e, consequentemente, no
impacto da sobrevida das pacientes (MAROUS et al., 2015). A descoberta de novos

marcadores biolégicos, progndsticos ou preditivos, poderao contribuir para
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identificacdo de grupos especificos de pacientes que poderao ter beneficios no seu
manejo clinico oncologico (HWANG et al., 2014).

Além disto, novos estudos poderao ser uteis para embasar um modelo te6rico
racional para o desenvolvimento de novos agentes moleculares que, isolados ou
associados, serdo capazes de reverter os processos relacionados a iniciacao,
progressao e resisténcia das neoplasias malignas, dentre estas, do cancer de mama
(CHACKRABARTY, BALARAM, CHANDRASEKARAN, 2011; BALLMAN, 2015; TAN,
MOK, REBBECK, 2016).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O CANCER DE MAMA

O cancer de mama constitui-se numa doenca heterogénea, com retratos
moleculares distintos, que segue despertando muito interesse mundial em pesquisas
biomédicas que buscam a compreensdo sobre 0s processos bioldgicos e
moleculares envolvidos na oncogénese, evolucdo e mecanismos de resisténcia das
células tumorais (POLYAK, 2007; SHIOVITZ, KORDE, 2015; TAN, MOK, REBBECK,
2016). A compreensdo destes processos permitirdo reconhecer as melhores
estratégias preventivas e a descoberta de novas terapéuticas alvo para a doencga. As
pesquisas epidemiolégicas sao essenciais para fornecer informacoes relevantes que
possam gerar agdes visando uma mudanca no cenario do cancer de mama e,
consequentemente, reduzindo a mortalidade e o impacto socioeconémico que a

doenca ocasiona as pacientes e a sociedade (MAROUS et al., 2015).

Dados epidemiolégicos revelam que o cancer de mama é a neoplasia maligna
mais frequente na Europa e nos Estados Unidos, sendo a segunda causa de morte
por cancer nas mulheres (SIEGEL, MILLER, JEMAL, 2016). Esta relacionada com o
processo de envelhecimento e representa 30% de todos os canceres mundiais
(HURRIA et al., 2015). Na Europa foram estimados 464.000 novos casos de cancer
de mama com 131.000 ébitos em decorréncia da doenca no ano de 2012 e nos
Estados Unidos, no ano de 2016, estima-se aproximadamente 246.660 novos casos
de cancer de mama em mulheres e 40.450 mortes decorrentes da doenca
(SHIOVITZ, KORDE, 2015; SIEGEL, MILLER, JEMAL, 2016). O custo social e o
impacto econémico que a doenga representa aos orcamentos publicos e privados de
saude sao muito elevados. Nos Estados Unidos, para o periodo de 2010 a 2020,
foram estimados 13,8 e 18,1 milhdes de casos de cancer, sendo que para o periodo
estimou-se 3,46 milhGes de novos casos de cancer de mama. Assumindo que a

incidéncia, a sobrevida e os custos sejam constantes, foi projetado um custo de
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saude de U$ 124,57 bilhdes e U$ 157,77 bilhdes, respectivamente, para os periodos
acima mencionados (MARIOTTO et al., 2011).

No Brasil, para o ano de 2016, foram estimados 596 mil novos casos de
cancer, sendo esperados para este ano 57.960 casos de cancer de mama conforme
relatério publicado pelo Instituto Nacional do Cancer (BRASIL, 2016). Para a regiao
Sul do Brasil, foram estimados 10.970 novos casos de cancer de mama para 0 ano
de 2016, que representam 25% de todos os casos de cancer estimados para as
mulheres desta regido (BRASIL, 2016).

As estimativas de sobrevida do cancer de mama apresentam divergéncias e
variagbes mundiais, pois elas estdo relacionadas a diversos aspectos como a
localizagdo geografica da populacdao estudada, condicado socioeconémica do pais,
idade, estadiamento clinico e perfil molecular da doenca no momento do diagnéstico
(JUSTO et al., 2013; DORNELLAS DE BARROS, MOREIRA LEITE, 2015; DEBIASI
et al.,2016). Em paises desenvolvidos, onde o diagndstico é realizado em estagios
iniciais, a estimativa de sobrevida média mundial em 5 anos é superior a 85%, sendo
que no Brasil as taxas de mortalidade e sobrevida sdo menores (LEE et al., 2012).
Demonstrando a importancia da classificagcdo dos tumores de mama de acordo com
o perfil molecular do tumor e a idade, um estudo norte-americano que investigou as
caracteristicas da populacdao portadoras de cancer de mama, submetidas a
tratamento em um centro de referéncia entre 1982 e 2008, estimou, para as
mulheres com perfil molecular triplo negativo, uma probabilidade de sobrevida em 6
anos de 64% para mulheres maiores de 65 anos e, de 59% para menores de 30
anos (LIEDTKE et al., 2013). Na América Latina, foram verificados 114.900 casos de
cancer de mama em 2012 e ocorreram 37.000 mortes pela doenca, sendo que 30 a
40% dos diagndsticos foram realizados em estagios avancados (JUSTO et al.,
2013). No Brasil, o estudo Amazona relatou que somente 20,2% das mulheres sé&o
diagnosticadas em estagios iniciais da doenca e, a maior parte dos casos, sado
diagnosticados em estagios mais avancados, com estimativas de sobrevida em 5
anos de 55 a 60% (LEE et al., 2012; SIMON,2016).
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2.1.1 A heterogeneidade do cancer de mama

O céancer de mama nao deve ser visto como uma unica entidade biol6gica
pois, apresenta um amplo espectro morfolégico, biolégico, clinico e evolutivo com
comportamento e desfechos distintos (POLYAK, 2007; KRAVCHENKO et al., 2011).
Estas caracteristicas heterogéneas do céancer de mama sao complexas e
decorrentes de inumeros fatores relacionados a idade, expressdo génica, atividade
proliferativa, diferenciacao celular e pela atuagdo de inimeros genes supressores e
promotores (KRAVCHENKO et al., 2011; LIEDTKE et al., 2015). Assim, para explicar
a heterogeneidade da doenca foram propostos algumas hipéteses com base na
fisiologia normal do epitélio da mama, na histologia celular e aspectos moleculares

do clone tumoral.

A glandula mamaria feminina € um d&érgao Unico que sofre uma extensa
remodelacéo e diferenciacdo mesmo na idade adulta. As alteragcdes hormonais que
ocorrem, mensalmente, nas mulheres levam a proliferacdo em “ondas” das células
do epitélio glandular mamario. Neste contexto, alguns estudos sugerem a existéncia
de células tronco epiteliais adultas. Estas células teriam a capacidade de auto-
renovacao e condicoes de gerar outros tipos de células diferenciadas. As células
geradas poderiam ser de origem luminal, com expressdo de receptores hormonais,
ou mioepiteliais. Infelizmente, os mecanismos de regulacdo das vias moleculares de
sinalizacao, responsaveis pela diferenciacdo das células tronco epiteliais, ainda séao
desconhecidos (POLYAK, 2007).

As razbes desta heterogeneidade intratumoral ndo estdo totalmente
esclarecidas, porém dois modelos foram propostos para entender essa evolugcéao
(Figura 1). O primeiro modelo (A), denominado “a hipdtese da célula tronco
cancerigena”, postula que as células neoplasicas sao diferenciadas a partir de
células tronco epiteliais cancerigenas. As células neoplasicas diferenciadas néo
teriam a capacidade de divisdo e auto-renovagao, sendo que, somente as células
tronco epiteliais cancerigenas poderiam acumular as alteracbes genéticas e
epigenéticas adicionais gerando progressao da neoplasia e resisténcia tumoral. O
segundo modelo (B), denominado “a hipétese da evolucao clonal”’, postula que os
fendtipos das células tumorais sdo determinados com base na combinagédo a partir

do tipo de célula de origem e da célula que iniciou a neoplasia, adquirindo as
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alteracdes genéticas e epigenéticas e sinais paracrinos de células vizinhas ao clone
tumoral. Neste modelo, todas as células neoplasicas tém a capacidade de divisao e
auto-renovacao. Os fenoétipos celulares ndo sao estaveis podendo se modificar na
medida que o carcinoma de mama se desenvolve. Neste caso, todas as células,
poderiam contribuir para a progressdao tumoral e para o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia tumoral. Os dois modelos propostos nao ocorreriam
isoladamente e poderia existir a combinacdo do modelo da célula tronco epitelial e
da evolugéo clonal (POLYAK, 2007).
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Figura 1 - Modelos hipotéticos que explicam a heterogeneidade intratumoral e evolugao do tumor.
Fonte: Polyak (2007).

No passado, as variaveis classicas, de maior impacto no progndstico e
fundamental para a tomada de decisdo no manejo das pacientes, foram o tamanho
tumoral, o status do comprometimento dos linfonodos axilares e o perfil de
expressao dos receptores hormonais (McHALE et al., 2008; TANEJA et al., 2010).
Atualmente, consolidaram-se, definitivamente, como marcadores biol6gicos e
clinicos fundamentais para o tratamento oncoldgico, a expressao do receptor de
estrogénio (RE) e do receptor de progesterona (RP), a expressdo do receptor do
fator de crescimento epidérmico (Her-2) e o indice de proliferagdo celular (ki-67)
(SOTIRIOU, PHIL, PUZSTAI, 2009; LIEDTKE et al., 2015; SENKUS et al., 2015;
HARRIS et al., 2016).
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2.1.2 Os subtipos moleculares no cancer de mama

Com o desenvolvimento de técnicas de microarray de DNA, que é uma
técnica que permite que todo o DNA genbmico seja fixado em filtro e hibridizado com
uma sonda possibilitando o reconhecendo de regides especificas de cada gene,
foram identificados milhares de genes envolvidos nas células tumorais mamarias e
que exercem funcdes distintas (PEROU et al.,, 2000). A partir deste estudo de
referéncia, no cancer de mama, foram classificados quatro subtipos moleculares que
apresentavam caracteristicas ou assinaturas génicas préprias. Os critérios utilizados
levaram em consideracdo a expressao de receptores hormonais, estrogénio e
progesterona, a expressado do ki-67 e a expressao do Her-2. Os carcinomas de
mama foram inicialmente classificados de acordo com a expressao génica em

luminal-like, basal-like, Her-2 positivo e tipo mama normal (PEROU et al., 2000).

As alteracbes genéticas e epigenéticas que ocorrem nas células e as
mudan¢as no microambiente ocasionam uma diversidade intra e intertumoral que
determinam a formacao dos subtipos moleculares do tumor de mama. A Figura 2,
demonstra estes modelos hipotéticos propostos. O modelo A, propde que 0s
subtipos moleculares de cancer poderiam ser originados a partir de células tronco
epiteliais diferentes. O modelo B, propde que a origem ocorreria a partir da mesma
célula epitelial progenitora. Neste modelo, pode-se presumir que o0s subtipos
moleculares do cancer ocorreriam de acordo com o tipo de eventos genéticos e
epigenéticos que acometessem as células nos processos de diferenciagdo celulares
(POLYAK, 2007).
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Figura 2 - Modelos hipotéticos explicando subtipos de tumor de mama.
Fonte: Polyak (2007).

Em 2009, uma nova classificacao foi proposta tendo analisado o perfil génico
e os desfechos clinicos para cada subgrupo molecular conforme demonstrado na
Figura 3 (PARKER et al., 2009; SOTIRIOU, PHIL, PUZSTAI, 2009). As técnicas de
classificacao a partir de microarray de DNA sdo complexas e ndo estdo disponiveis
na maioria dos centros de tratamento de cancer de mama. Assim, as classificacoes
foram sendo realizadas a partir da andlise de expressées g@énicas dos
biomarcadores através da técnica de imuno-histoquimica, que esta disponivel na
maioria dos locais de tratamento e com um custo mais acessivel (GOLDHIRSCH et
al., 2011; DORNELLAS DE BARROS, MOREIRA LEITE, 2015). Em 2013 e 2015,
nos Consensos de St. Gallen, um importante e reconhecido encontro de
especialistas, recomendou a nova classificagcdo molecular do cancer de mama que,
atualmente, tem sido adotada pela maioria dos especialistas na area (GOLDHIRSCH
et al.,, 2013; COATES et al., 2015).

A Classificacdo molecular de acordo com o perfil de expressado génica é a
seguinte:

- Luminal A: expressdao do receptor de estrogeno (RE) positivo, Her-2
negativo, Ki-67 < 14% e receptor de progesterona positivo > 20%;

- Luminal B Her-2 negativo: expressdao do receptor de estrogeno (RE)
positivo, Her-2 negativo, Ki-67 < 14% e/ou receptor de progesterona negativo ou
positivo < 20%;



27

- Luminal B Her-2 positivo: expressao do receptor de estrogeno (RE)
positiva, Her-2 positivo, Ki-67 < 14% e/ou receptor de progesterona negativo ou
positivo < 20%;

- Her-2 superexpresso (nao luminal): expressdao dos receptores de
estrogénio e progesterona negativos, Her-2 positivo;

- Triplo negativo: auséncia de expressdao dos receptores de estrogénio,

progesterona e Her-2.

ER-Positive
or ER-Negative

Pathological

Variables Baszallike (3¢) Luminal A [%6) Luminal B (%6) HER2 ke (36)
HER2 positive (1HC) 10 12 20 100
ER-positive (1HC) 12 o6 o7 45
Grade 1l se 19 53 74
Tumor size>2 an 75 53 &9 74
Node positive &0 52 &5 &5

Figura 3 - Classificagdo do carcinoma de mama segundo perfil génico e diferenciagao celular.
Fonte: Sotiriou, Phil, Puzstai (2009).

O arsenal terapéutico disponivel para o manejo clinico e cirurgico das
pacientes portadoras de cancer de mama ampliou a partir destes conhecimentos. O
tratamento cirargico, a radioterapia adjuvante e os tratamentos sistémicos com
quimioterapia, hormonioterapia ou com farmacos alvo-especificos tornaram mais
seletivos e personalizados (PARK et al.,, 2012; HARRIS et al., 2016). Apesar da
melhor abordagem e classificacdo das pacientes avaliando a necessidade de
tratamentos adjuvantes de acordo com riscos especificos para cada subtipo de
cancer permitindo tratamentos mais efetivos, muitos casos de cancer localizados
tem evolucdo desfavoravel com formacdo de metastases (SENKUS et al., 2015;
COATES et al.,, 2015). O entendimento destes tumores com comportamentos
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biol6gicos agressivos sdo desafiadores e tém sido atribuidos a complexidade e
heterogeneidade de alguns subtipos da doenca que apresentam mutacoes criticas e
mecanismos de resisténcia tumoral (KRAVCHENKO et al., 2011; WOLFF et al.,
2014; PARK et al., 2012). Em 2012, um estudo demonstrou a complexidade e o
espectro abrangente das mutacbes que ocorrem nos carcinomas de mama e
correlacionou com o perfil clinico molecular da doencga, conforme demonstrado na
Figura 4 (KOBOLDT et al., 2012).
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Figura 4 - Correlacdo das caracteristicas genémicas e clinicas com as mutagdes génicas.
Fonte: Koboldt et al. Nature 000, 1-10 (2012).

Neste contexto, estudos que buscam pesquisar alvos especificos no cancer
de mama, para personalizar o tratamento oncolégico, sdo de fundamental
importancia, pois, sdo mais seletivos e eficazes, com menor ocorréncia de toxicidade
secundaria (POZNAK et al., 2015). Assim, torna-se imprescindivel e desafiador, para
0 manejo das pacientes com céancer de mama, aprimorar o conhecimento da
expressao tecidual de genes, dos marcadores de apoptose e proliferacao celular e
de novos biomarcadores moleculares que possam estar envolvidos na oncogénese
mamaria (LOCKE, CLARK, 2012). Somente com avangos nos estudos sobre
alteracbes gendmicas e epigendbmicas da oncogénese mamaria sera possivel
entender os diferentes desfechos clinicos que a doenca apresenta nas mais diversas
populacdes portadoras de cancer de mama (BYLER et al., 2014).
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2.1.3 O envelhecimento e o cancer de mama

O envelhecimento € uma fase do desenvolvimento humano, complexa e
heterogénea, em que ocorrem uma série de mudancas em 6érgaos e sistemas ao
longo da vida. Tais alteragbes podem ocasionar uma reducgao fisiolégica na
capacidade de enfrentamento a exposicao aos agentes internos ou externos, sejam
bioldgicos ou ambientais (HURRIA et al., 2015). Diante disto, o processo natural de
envelhecimento favorece o aparecimento de diversas doengas agudas ou cronicas,
dentre elas, o cancer (DECOSTER et al., 2015).

O céncer afeta, principalmente, as pessoas mais velhas, sendo que um terco
dos casos sao encontrados em individuos acima de 70 anos (O'CONNOR et al.,
2013; HURRIA et al., 2015). Estimativas para 2030, no Reino Unido, indicam que
76% dos homens e 70% das mulheres com cancer terao idade média superior a 65
anos (HANDFORTH et al., 2015). No Brasil, o envelhecimento da populagdo tem
sido apontado como um fator determinante para o0 aumento no niumero de casos
novos de céancer, dentre estes, o cancer de mama (BRASIL, 2016). Dados revelam
que pacientes idosos com cancer sao subtratados e sub-representados nos estudos
clinicos, quando comparados a pacientes mais jovens (O'CONNOR et al., 2013;
HURRIA et al.,, 2015). A idade cronoldgica tem sido um fator preditivo de menor
tolerancia aos tratamentos oncolégicos (KUNKLER et al., 2014; HANDFORTH et al.,
2015). Desta forma, sdao necessarias a adogao de estratégias adequadas de acordo
com a heterogeneidade e fragilidades da populacdo idosa com cancer, para que 0s
desfechos, pds tratamento, tenham melhores resultados, sem redugdo nas
estimativas de sobrevida.

O cancer de mama nos idosos apresenta caracteristicas clinicas e biolégicas,
usualmente, diferentes da populacdo mais jovem que apresentam tipos moleculares
com comportamento mais agressivos. A idade avangada, no momento do
diagnoéstico de cancer de mama, esta associado com uma biologia tumoral mais
favoravel (HURRIA et al., 2015). Os tumores em idosos apresentam maior
expressao de receptores hormonais e, consequentemente, melhor sensibilidade aos
tratamentos com hormonioterapia antineoplasica. Além disto, apresentam menor
grau de expressao do Her-2 e no indice de proliferacdo celular (ki-67) nas células
tumorais (LIEDTKE et al., 2013; O’'CONNOR et al., 2013). No entanto, os idosos séo
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mais propensos a apresentar tumores maiores e mais avang¢ados localmente,
sugerindo que o comprometimento de linfonodos axilares aumenta com a idade
(WILDIERS et al., 2007; LIEDTKE et al., 2013).

Apesar dos inumeros avancos, em diversas areas do conhecimento médico e
biolégico, seguem elevadas as taxas de mortalidade por cancer na populagdo em
geral e, especialmente nos idosos (HORTOBAGYI et al., 2016). Portanto, os estudos
epidemiol6ogicos em oncologia que incluem toda a populacdo adulta, independente
da faixa etaria, tornam-se fundamentais para entender os desfechos clinicos e

prognosticos de cada grupo populacional.

2.2 EPIGENETICA - AS SIRTUINAS

A epigenética pode ser definida como as alteracbes fenotipicas que ocorrem
na estrutura do DNA e da cromatina sem alterar a sequéncia de nucleotideos. Os
mecanismos epigenéticos sdo importantes na regulacao da estrutura genémica e por
isso pode modular a expressao do gene (LOCKE, CLARK, 2012). Na carcinogénese
varias sdo as alteracdes que podem ocasionar instabilidade no genoma e, dentre
estas, estdo as alteragdes epigenéticas que podem estar envolvidas, também, em
processos de heterogeneidade tumoral (TAN, MOK, REBBECK, 2016).

A expressao génica é controlada por varios mecanismos e a metilagdo do
DNA e a modificacdo das histonas sao essenciais no processo de regulacdo da
transcricdo génica (JENUWEIN, ALLIS, 2001; BYLER et al., 2014). Nos nucleos de
todas as células eucaridticas localiza-se a estrutura genémica do DNA, acido
desoxirribonucleico, que esta dobrado, restringido e compactado por histonas e
proteinas nao histonas formando um polimero chamado de cromatina. A cromatina
se organiza em diferentes niveis e sua estruturacdo depende dos nucleossomos que
representam a unidade basica da cromatina. O nucleossomo é formado pela dupla
hélice de DNA envolto em um octdmero de histonas - H2A, H2B, H3 e H4. As
Histonas sdo pequenas proteinas basicas formadas por um dominio globular, um
dominio flexivel e uma cauda terminal NH2 (histona de cauda) (JENUWEIN, ALLIS,
2001).



31

As histonas desempenham um importante papel na regulacéo da estrutura da
cromatina. As modificagdes nas histonas, tém sido muito estudadas, e postula-se a
existéncia do “cédigo das histonas”, referindo-se a um estado de “memaria bioldgica”
em que as alteracbes genéticas ou epigenéticas sdo reconhecidas e podem ser
mantidas as altera¢cdes nas histonas ativando ou inibindo vias de sinalizagao
importantes para a proliferacdo e diferenciacdo celular e para o silenciamento dos
genes (JENUWEIN, ALLIS, 2001). Dentre os mecanismos de modificagdo das
histonas, os processos mais estudados sdo, a fosforilacdo, a acetilagdo, reacdes
catalisadas por histonas acetil transferases, e a reacao inversa, a desacetilacédo, que
sao realizadas por histonas desacetilases (DALI-YOUCEF et al., 2007; BYLER et al.,
2014). As histonas desacetilases (HDACS) sao divididas em trés classes, as
histonas da classe |, sdo geralmente nucleares e se associam com repressores da
transcricdo génica e co-fatores, as histonas da classe Il sdo proteinas maiores e de
transporte entre o citoplasma e o nucleo, as histonas da classe llll ou sirtuinas séo
proteinas que exigem como substrato um co-fator, a nicotinamida adenina, e as
histonas da classe IV, sdo compostas apenas pela HDACS 11 (JOHNSTONE,
LICHT, 2003; DELCUVE et al., 2012). As Histonas das classes I, Il e IV necessitam
do Zinco (Zn2+), como co-fator para suas reacdes enzimaticas (DELCUVE et al.,
2012).

A acetilacao do grupo amina do aminoacido lisina foi descoberto pela primeira
vez nas histonas e, € uma modificacdo pds-tradugdo dindmica regulado pelas
atividades opostas das lisinas acetiltransferases (KATs) e das histonas
desacetilases (HDACs). A acetilacdo das histonas modula a estrutura da cromatina
que esta envolvida na replicacdo do DNA, reparo do DNA, silenciamento da
heterocromatina e a transcricdo de genes. Ja, a hiperacetilacdo atua, geralmente,
em genes transcritos ativos, uma vez que contribui para o estado de
descondensacdo da cromatina e mantém a estrutura desdobrada do nucleossomo
transcrito. As histonas desacetilases (HDACs) sao encontradas em complexos de
genes co-repressores e, por remogao de grupos acetilo, induzem a formacao de
uma estrutura de cromatina compactada e transcricionalmente reprimida. Desta

forma, as HDACs atuam na regulagao da transcrigcao génica.

As Sirtuinas sao proteinas, histonas desacetilases da classe lll, que catalisam
a remocao de grupos acetila, levando a condensacao da cromatina e repressao
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transcricional, mantendo a regulacdo da expressdo génica (DALI-YOUCEF et al.,
2007; PRESEGUE-BOSCH, VAQUERO, 2011; MELLINI, VALENTE, MAI, 2015). As
sirtuinas, dos mamiferos, sdo uma familia de moléculas altamente conservadas com
dominio catalitico e dependentes da nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+).
Foram identificadas sete sirtuinas, de acordo com sua localizacdo e funcdes
metabdlicas, sendo que as SIRT-1, SIRT-6 e SIRT-7 localizam-se
predominantemente no nucleo celular, a SIRT-2 no citosol citoplasmatico e, as SIRT-
3, SIRT-4 e SIRT-5 localizam-se em compartimentos mitocondriais (HALL et al.,
2013).

Estas moléculas estdo relacionadas com a regulagdo do processo de
silenciamento celular e implicados em diversos mecanismos vitais da célula, como
apoptose, inflamacao, diferenciacédo e crescimento, envelhecimento, angiogénese,
reparo do DNA, stress e balango energético (ASHRAF et al., 2006; PRESEGUE-
BOSCH, VAQUERO, 2011). A alteracdo na expressao das sirtuinas provoca perda
da regulacao epigenética, podendo estar relacionada a etiologia e patogenia de
diversos processos inflamatorios crénicos nos sistemas cardiovascular, neurolégico
e articular (HAIGIS, GUARENTE, 2006; HARJES, BENSAAD, HARRIS, 2012;
MELLINI, VALENTE, MAI, 2015). Além disto, a alteracao na expressao das sirtuinas,
tém sido implicados em diversos mecanismos de iniciagdo e proliferacdo celulares
na carcinogénese humana (LIM, 2007; MOORE, DAI, FALLER, 2012).

As sirtuinas atuam como enzimas importantes para auxiliar as células em
mecanismos de defesa contra agentes estressores crdnicos do meio interno ou
externo (DALI-YOUCEF et al., 2007). Desta forma, a alteracdo na expressao das
sirtuinas podem ocasionar fragilidade nos mecanismos de defesas celulares e,
consequentemente, precipitar o aparecimento de doencas relacionadas ao
envelhecimento como, as doencas neurodegenerativas e o cancer (LOCKE, CLARK,
2012; HALL et al., 2013).

Os inibidores das HDACs, dependentes do Zn2+, foram originalmente
descobertos como indutores, da inibicao do crescimento de células proliferadas e da
morte celular, porém sé mais tarde, foram identificados como inibidores da atividade
das HDACs (DELCUVE et al., 2012). A especificidade dos inibidores das HDACs,
em relacdo a células tumorais, embora pouco compreendida, levou ao seu

desenvolvimento de medicamentos anticancerigenos (ZARDAVAS, BASELGA,
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PICCART, 2013). Mais recentemente, estudos clinicos usando os inibidores de
HDAC foram estendidos para uma variedade de doengas ndo tumorais, tais como
anemia de células falciformes, a infeccao pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), a fibrose cistica, a distrofia muscular, doengas neurodegenerativas e
desordens inflamatérias inespecificas (DELCUVE et al., 2012). Assim, os estudos
com inibidores de HDAC sédo emergentes na literatura, e 0s principais mecanismos
propostos nas diferentes etapas da oncogénese, estdo descritas no Quadro 1
(JOHNSTONE, LICHT, 2003; WILTING, DANNENBERG, 2012).

Inibicao da proliferagéao celular

Aumento do receptor nuclear responsavel pela diferenciagao celular

Reversao da repressao por fusdo de fatores de transcricao ou hiperexpresséo de repressores
Inducéo de p21 e diferenciagao celular

Reativacao do silenciamento de genes de supressdo tumoral em combinagdo com a inibicao da
metilacao do DNA transferase

Supressao do gene da expressao da telomerase

Inducéo de apoptose

Ativacao da apoptose

Ativacao e /ou sensibilizagdo da disfuncéao mitética

Segregacgao cromossémica aberrante e dano ao DNA

Inducdo da topoisomerase Il apds sensibilizagao por agentes toxicos ao DNA

Outros mecanismos

Alteracédo da sinalizagdo angiogénica

Alteracao da funcao dos microtubulos

Inducéo de Antigenos MHC de superficie celular para aumentar a resposta imune
Supressao de gene mediador da Interleucina-2

Quadro 1 - Inibigdo da descacetilagdo das histonas: mecanismos de agéo na terapia do cancer
Fonte: Johnstone, Licht. (2003)

Alguns farmacos, alvos para inibicdo das HDACS, foram desenvolvidos e ja
estdo em testes clinicos. O vorinostat®, esta em fase Il, registro NCT01118975,
avaliado para seguranca e eficacia em combinagdo com lapatinib, no céncer de
mama HER-2 + metastatico. O entinostat®, esta em fase Il, registro NCT01349959,
avaliado para eficacia em combinagcdo com 5-azacitidina, para cancer de mama
metastatico triplo negativo, fase Il, registro NCT00676663, avaliado para seguranca
e eficacia em combinagdo com examestano, em cancer de mama metastatico
Luminal B Her-2 +. O Panobinostat®, estd em fase | e Il, registro NCT01194908,
avaliado para eficacia em combinagdo com decitabina e tamoxifeno, para cancer de
mama triplo negativo, localmente avangado ou metastatico (ZARDAVAS, BASELGA,
PICCART, 2013).
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2.2.1 A Sirtuina-1 (SIRT-1)

A Sirtuina-1 (SIRT-1) € a principal molécula descrita da familia das sirtuinas
(BLANDER, GUARENTE, 2012; MELLINI, VALENTE, MAI, 2015). A SIRT-1 tém sido
associada com o silenciamento dos genes, o controle do ciclo celular, a apoptose, a
homeostase de energia, e o envelhecimento (HWANG et al., 2014). Ela atua em
diversos processos bioldgicos celulares vitais para a expressao génica e,
consequentemente, a sua hiperexpressdo pode estar relacionada com o
comportamento biolégico do cancer de mama por desestabilizacdo da regulagdo dos
receptores de estrogénio ou através de outros substratos como p53 (ELANGOVAN
et al, 2011).

A sirtuina-1 (SIRT-1) tém sido relacionada aos processos carcinogénicos de
forma ambigua, sendo relatados atuacdes na supressdo tumoral e acdes na
promogdo da proliferacdo celular neoplasica (PRESEGUE-BOSCH, VAQUERO,
2011; MELLINI, VALENTE, MAI, 2015).

A Figura 5 demonstra essas associagoes.

Aumento da Estabilidade Senescéncia e inibicdo da apoptose

genbmica:

Bloqueio da diferenciacao celular
Reparo DNA/Cromatina . ,

Promocéo do crescimento celular
Limitagdo da replicagao livre

- Angiogénese e vasodilatacdo
Programa de resposta ao estresse

Quimioresisténcia

Figura 5 - Papel da SIRT-1 na Oncogénese celular.
Fonte: Adaptado, Presegué-Bosch, Vaquero (2011); Mellini, Valente, Mai (2015).

A sirtuina-1 (SIRT-1), além de desacetilar histonas, silenciando deste modo a
transcricdo do gene, tem atuagdes na desacetilagdo de muitas proteinas nao-
histonas, incluindo muitas enzimas de reparo do DNA, como a DNA metiltransferase
1 (DNMT1) e o gene supressor de tumor p53. Tais evidéncias demonstram efetiva
atuacao na expressao génica (HWANG et al., 2014). No cancer de mama, a SIRT-1
e SIRT-2 demonstraram uma possivel regulacdo da aromatase, uma enzima que

vem sendo inibida como estratégia terapéutica no cancer de mama, que expressa
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receptores hormonais (KIMBERLY et al., 2013). Algumas evidéncias demonstram
que a inibicdo da SIRT-1 em tumores resistentes a terapia hormonal poderia ser
uma opc¢ao terapéutica para as pacientes com resisténcia hormonal (MOORE, DAI,
FALLER, 2012).

Os estudos pré-clinicos, com a identificacdo de novas moléculas, tém sido
fundamentais para estabelecer novos caminhos para a compreensdo das vias de
sinalizagao intracelular das células tumorais no cancer de mama (MOORE, DAI,
FALLER, 2012). Desta forma, novos agentes medicamentosos, alvo moleculares
mais seletivos, inibidores da SIRT-1, poderiam ser utilizados, isolados ou em
combinag&o com outros farmacos, no tratamento do cancer de mama (ZARDAVAS,
BASELGA, PICCART, 2013; HWANG et al., 2014). A inibicdo da SIRT-1 poderia
bloquear a proliferacao celular e induzir a apoptose nas células tumorais (HALL et
al., 2013).

Os mecanismos pelos quais ocorrem a regulagao da expressao da SIRT-1 e a
sua relacdo com o cancer ainda sdo desconhecidas, porém suas interacdes e de
outras sirtuinas, com fatores relevantes para o cancer, sdo inegaveis (Figura 6). As
razGes para a hiperexpressdo da SIRT-1, também sdo desconhecidas, e se esta
expressao, realmente causa tumorigénese ou se €&, simplesmente, uma
consequéncia do mesmo ainda ndo foi esclarecido (PRESEGUE-BOSCH,
VAQUERO, 2011).

Oxidative / Genotoxic Stress

W4

APOPTOSIS

(— Transcript. depend

Figura 6 - Sirtuinas e sobrevivéncia celular.
Fonte: Presegué-Bosch, Vaquero (2011)
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Assim, sdo fundamentais as pesquisas em diferentes grupos populacionais
com a finalidade de identificar novos marcadores biomoleculares, prognosticos ou
preditivos, como a SIRT-1, que, isoladamente ou em combinacao aos ja existentes,
possam contribuir para melhorar as estratégias de tratamento do cancer de mama
(HWANG et al., 2014).
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3 JUSTIFICATIVA E PROBLEMAS DA PESQUISA

As diversas formas de apresentacao do cancer de mama, quanto aos seus
aspectos clinicos, morfoloégicos, imuno-histoquimicos e moleculares, conferem
assinaturas génicas proprias a doenca e, consequentemente, diferentes

progndsticos e respostas terapéuticas anti-tumorais sao obtidos.

Neste cenario, sdo fundamentais os estudos epidemioldgicos regionais que
avaliam os fatores preditivos e prognosticos classicos e o impacto de “novos” fatores
moleculares (biomarcadores), independentes ou em associacdo, que possam, desta
forma, contribuir para a compreensdo da oncogénese e proporcionar beneficios no

amplo manejo clinico e terapéutico das pacientes portadoras de cancer de mama.

Dentro deste contexto, podemos levantar os seguintes problemas de
pesquisa:
Existe hiperexpressao da sirtuina-1 (SIRT-1) em tecido mamario neoplasico?

Quais sao os efeitos das alteracées na expressao da sirtuina-1 (SIRT-1) e
suas associacbes com a idade e outros marcadores prognésticos clinicos,

histopatoldgicos e imuno-histoquimicos na sobrevida do cancer de mama?

Ha evidéncias que a expressao da sirtuina-1 (SIRT-1) possa ser um marcador
prognoéstico de maior agressividade biolégica e, consequentemente, relacionada

com menor sobrevida e maior risco de morte?
Estes achados podem ter implicagdo na abordagem oncoldgica das pacientes
com cancer de mama, desde a prevencao, diagndstico, tratamento e progndstico da

doenca?
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4 HIPOTESES

Considerando as evidéncias na literatura, que relacionam o grau de
expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1) com a oncogénese e proliferagcdo do cancer de

mama, formulamos as seguintes hipdteses para a pesquisa:

HO — A hiperexpressdo de expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1), em tecido
neoplasico, independente ou associada a outras variaveis clinicas, histopatolégicas
ou imuno-histoquimicas, nao interfere no prognéstico de mulheres portadoras de

cancer de mama.

H1 — A hiperexpressdao da Sirtuina-1 (SIRT-1), em tecido neoplasico,
independente ou associada a outras variaveis clinicas, histopatolégicas ou imuno-
histoquimicas piora o prognéstico de mulheres portadoras de cancer de mama.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o grau de expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1) em biépsias de tecidos
tumorais de mulheres com cancer de mama e o seu valor prognéstico, independente
ou associado a variaveis clinicas, histopatolégicas e imuno-histoquimicas, na
sobrevida global doenca especifica de uma coorte de mulheres portadoras de

cancer de mama.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Na coorte de pacientes portadoras de cancer de mama:

Descrever o grau de expressado da Sirtuina-1 (SIRT-1) em amostras de

bidpsias de tecidos tumorais.

Descrever as caracteristicas relacionadas a variaveis clinicas: idade,

estadiamento de acordo com a classificacdo TNM (AJCC) e os tipos de

tratamentos empreg ados.

Descrever as variaveis prognédsticas histopatolégicas classicas: tamanho
do tumor, grau histolégico e o envolvimento metastatico dos linfonodos

axilares.

- Descrever as variaveis progndésticas imuno-histoquimicas: expressdo dos
receptores hormonais (estrogénio e progesterona), expressao do receptor
do fator de crescimento epidérmico humano (Her-2) e expressao do indice
de proliferagéo celular (Ki-67).

- Verificar o efeito independente da expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1) e, em
associagao com as demais variaveis progndésticas, no tempo de sobrevida

global doenca especifica.
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- Verificar o efeito das variaveis clinicas, histopatolégicas e imuno-
histoquimicas no tempo de sobrevida doenca global especifica.

- Estimar a sobrevida global doenca-especifica em 5 e 10 anos.
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6 METODOS

6.1 DELINEAMENTO

Estudo de coorte retrospectiva.

6.2 POPULACAO E AMOSTRA

A amostra, com base em registros médicos hospitalares, foi composta por
uma coorte de 457 pacientes femininas portadoras de cancer de mama,
diagnosticadas pelo Laboratério de Anatomia Patolégica (Laboratério Medicina
Diagnostica) de Erechim-RS e submetidas a tratamento oncoldgico, no periodo de
2003 a 2013, nas seguintes instituicdes de Erechim: Centro de Oncologia Clinica
Erechim (COC), Fundacao Hospitalar Santa Terezinha Erechim (FHSTE) e Hospital
de Caridade Erechim (HCE). A partir da composicao completa da coorte, foram
selecionados 123 casos para pesquisa, em blocos de parafina, do grau de
expressao tecidual da Sirtuina-1 (SIRT-1) através da técnica de imuno-histoquimica.

O periodo de recrutamento para composi¢do da coorte foi o primeiro dia do
ano de 2003 (data inicial de ingresso na coorte) € o dia 31 de dezembro de 2013

(data final de ingresso na coorte).

Para a pesquisa da Sirtuina-1 (SIRT-1) foram selecionados os primeiros 123
casos sucessivos que ingressaram na coorte, a partir do dia primeiro de janeiro de
2003.

As informacdes sobre a exposicdo inicial (data do diagnédstico
anatomopatoldgico) e do desfecho (6bito) foram obtidas por meio da analise dos
registros dos prontuarios médico-hospitalares de cada paciente que ingressou na
coorte. As demais variaveis de interesse pesquisadas também foram obtidas através
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da anadlise dos registros dos prontuarios médicos hospitalares e do Laboratério de
Anatomia Patol6gica.

Os dados referentes a varidvel definida como Sirtuina-1 (SIRT-1) foram
obtidos através da pesquisa do grau de expressao da SIRT-1, através da técnica de
imuno-histoquimica, em tecido tumoral de bidpsia das 123 pacientes portadoras de
cancer de mama selecionadas na coorte. As pacientes selecionadas estavam com o
material, referente as biodpsias tumorais, armazenados em blocos de parafina no

laboratério de Anatomia Patoldgica (Laboratério Medicina Diagnéstica).

A data final de seguimento das pacientes na coorte, para andlise do desfecho
(6bito), foi o dia 31 de julho de 2015. Nesta data, todas as pacientes que estavam

vivas foram censuradas.

6.2.1 Descricao dos locais da pesquisa

A cidade de Erechim situa-se na regiao Alto-Uruguai ao Norte do Estado do
Rio Grande do Sul com uma populagdo estimada de 100.000 habitantes (IBGE,
Censo 2010). E a cidade sede da 112 Coordenadoria Regional de Satde do Estado
do Rio Grande do Sul, e referéncia para o atendimento de alta complexidade em
oncologia do Sistema Unico de Satide (SUS) para toda regido Alto Uruguai gaticho
composta por 32 municipios e uma populacédo aproximada de 250.000 habitantes.

O Laboratério Medicina Diagnéstica é o laboratério de anatomia patolégica de
referéncia para diagnostico histopatolégico do cancer em Erechim-RS e para a
Regido do Alto Uruguai-RS. A unidade dispde de um banco de dados com os
registros dos pacientes que foram submetidos a procedimentos de bidpsias e seus
respectivos resultados das andlises histopatolégicas. No banco de dados do
Laboratério foi possivel encontrar as seguintes informacdes de cada paciente: o
registro da data do diagnéstico, as fichas técnicas, os laudos histopatolégicos e o
local (InstituicAo Hospitalar) em que cada paciente realizou o procedimento da
biépsia.

O Centro de Oncologia Clinica Erechim é uma clinica de tratamento oncolégico
para pacientes portadores de cancer que atua desde 1994 na cidade de Erechim-RS
proporcionando tratamento de quimioterapia, radioterapia, imunoterapia e
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hormonioterapia antineoplésicos. A Clinica dispée de um banco de dados com
registro de todos os pacientes atendidos e um arquivo médico para armazenamento

dos prontuarios médicos.

A Fundacdo Hospitalar Santa Terezinha Erechim (FHSTE) € um Hospital
publico, também localizado na cidade, vinculado ao Sistema Unico de Satide (SUS).
Tem abrangéncia regional sendo referéncia na area de alta complexidade em
oncologia para uma populacao advinda da 112, 152 e 192 Coordenadorias Regionais
de Saude do Estado do Rio Grande do Sul, tendo iniciado as suas atividades na

area de oncologia clinica em 1995 e em radioterapia no ano de 1999.

O Hospital de Caridade de Erechim (HCE) € uma instituicao filantrépica
fundada em 1930, de abrangéncia regional, que atende a diversas areas da saude
caracterizando-se por ser hospital geral. Dispde de uma unidade de internacéo
clinica e cirurgica especifica para atendimento de pacientes oncoldgicos.

6.2.2 Calculo amostral

a) Para a composicao da Coorte Historica:

Considerando as informacdes de estimativa de novos casos de cancer de
mama para a regiao do Sul do Brasil, publicadas pelo Instituto Nacional do Cancer
(INCA), para o biénio 2012-2013, quando realizamos o0 projeto desta pesquisa, que
estimou a ocorréncia de 65 novos casos de cancer de mama feminino a cada 100
mil habitantes por ano (BRASIL, 2012) e uma populacdo de 96.087 mulheres de
Erechim-RS e regidao Alto Uruguai, do mesmo estado, (IBGE, Censo 2010), foi

estimado para ingresso na coorte uma populacdo de 360 mulheres.

b) Para investigacdo da Sirtuina-1 (SIRT-1) através da técnica de imuno-

histoquimica em blocos de parafina:

Através do programa estatistico, Power and Sample Size Program v 3.0.14, e
assumindo um nivel de significancia de a=0,05, poder estatistico de 80%, sobrevida
mediana no grupo exposto (SIRT-1 positiva) de 45 meses, sobrevida mediana no
grupo controle de 90 meses (SIRT-1 negativa), hazard ratio (HR) de 2,0 com 72

meses para recrutamento e 60 meses de seguimento apds a inclusdo da ultima
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paciente, foi estimado a necessidade de investigacdo em 120 pacientes, para
obtencdo de significancia estatistica, de acordo com o desfecho proposto na

pesquisa.

6.2.3 Critérios de inclusao

a) Para composicao da Coorte Histérica:

Todas as pacientes femininas com diagnéstico de cancer de mama,
codificados pelo CID C50 no Laboratério de Medicina Diagndstica, confirmados
através de bidpsias histopatoldgicas e submetidas a tratamento oncol6gico nas
instituicoes de Erechim: Centro de Oncologia Clinica Erechim (COC), Fundacgao
Hospitalar Santa Terezinha Erechim (FHSTE) e Hospital de Caridade Erechim (HCE)
no periodo de recrutamento da coorte, 2003 a 2013.

b) Para a investigacdo de Sirtuina-1 (SIRT-1) através da técnica de imuno-
histoquimica em blocos de parafina:

Foram selecionados os primeiros 123 casos registrados no Laboratério de
Medicina Diagndéstica Erechim, a partir de 2003, que tinham blocos de parafinas que
preencheram os critérios para realizacdo da técnica. Além disto, apresentavam

registros completos para aplicacéo do instrumento de coleta de dados.

6.2.4 Critérios de exclusao

a) Para composicao da Coorte Histoérica:
Homens com Cancer de Mama,

Pacientes que tinham registro no Laboratério, porém o prontuario médico nao
estava armazenado no Servico de Arquivo Médico Hospitalar das Instituicbes em

virtude do tratamento oncoldgico ter sido realizado fora da cidade de Erechim.

b) Para a investigacdo de Sirtuina-1 (SIRT-1) através da técnica de imuno-
histoquimica em blocos de parafina:
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Pacientes que tinham registro no laboratério, porém o bloco de parafina
referente ao diagndstico histopatolégico ndo encontrava-se armazenado no

laboratério;

Pacientes que tinham registro e o bloco de parafina armazenados no
laboratério, porém o bloco de parafina ndo apresentava condigcdes para ser
submetido a analise de acordo com os critérios para realizagao da técnica de imuno-
histoquimica.

6.3 LOGISTICA DO ESTUDO

As atividades propostas na pesquisa foram desenvolvidas de acordo com as

seguintes etapas:

a) Acesso ao banco de dados do Laboratério de Medicina Diagndstica, em
Erechim.RS, para selecionar todos os registros de pacientes cadastradas com o
diagndéstico de carcinoma de mama, codificados com CID C50, no periodo de 2003 a
2013.

b) A partir dos registros selecionados, foram revisadas todas as fichas
técnicas/laudos anatomopatolégicos de pacientes com diagnéstico de cancer de
mama. Aplicacao dos critérios de inclusao e exclusao.

c) Foram obtidos os nomes das pacientes e os respectivos nimeros de
registros do prontuario médico para busca no Setor de Arquivos Médicos
Hospitalares (SAME) das Instituicoes de Erechim: Centro de Oncologia Clinica
Erechim (COC), Fundacao Hospitalar Santa Terezinha Erechim (FHSTE) e Hospital
de Caridade Erechim (HCE).

d) Foram realizados os procedimentos para a investigacdo da expressao da
Sirtuina-1 (SIRT-1) através da técnica de imuno-histoquimica nos 123 blocos de
parafina selecionados no Laboratério de Medicina Diagnoéstica.
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e) Com base nos registros dos prontuarios médicos hospitalares, o
instrumento elaborado para coleta de dados com as informagdes clinicas,
anatomopatoldgicas e imuno-histoquimicas de interesse a pesquisa foi aplicado
(APENDICE A). Os dados obtidos foram descritos e operacionalizadas as variaveis
de interesse para criagdo de um banco de dados (QUADRO 2).

f) Para armazenamento das informacdes coletadas e adequacdo para a
andlise estatistica foi criado um banco de dados em planilha Excel.

O desenho da pesquisa encontra-se esquematizado na Figura 7.

O pesquisador entrou em contato com o Responsavel Técnico pelo
Laboratério de Anatomia Patolégica (Laboratério de Medicina Diagnéstica) a fim de
informar os objetivos da pesquisa e solicitou autorizacdo para a realizacdo da

mesma.

6.3.1 Descricao da técnica para realizacao da pesquisa de Sirtuina-1 (SIRT-1)
nos blocos de parafina selecionados:

As etapas para realizacao da pesquisa da SIRT-1, através da técnica imuno-
histoquimica, estao descritas a seguir:

— Fixacao e obtencao de seccgdes histolégicas a partir do bloco de parafina
com lamina silanizada Dako, submetidas a técnica da imunoperoxidase,
recuperacdo antigénica realizada em instrumento Dako, PT Link, com
processamento trés em um integrado, compreendendo a desparafinizacao,
rehidratagédo e recuperagao antigénica com tampdées FLEX (DAKO) de baixo ou alto
pH.

— Incubagcdo com anticorpos primarios por 20 minutos em temperatura

ambiente.
— O anticorpo utilizado foi o SIRT-1 human recombinant enzyme.

— O kit de ensaio utilizado para a realizacdo do exame imuno-histoquimico,
através da reacao de imunofluorescéncia, foi importado do laboratério Bioscience
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(BPS). O kit é catalogado com a seguinte especificacdo: n® 50081 - Fluorogenic
SIRT1 (Sirtuin1) - human recombinant enzyme.

— A amplificagao foi realizada com sistemas EnVision FLEX (DAKO), com
anticorpos secundarios conjugados ao polimero EnVision e revelados com o sistema
cromogénico DAB+liquido FLEX (DAKO).

— O Processamento foi realizado em plataforma automatizada Dako
Autostainer Link 48.

— Os Controles positivos internos e externos atestaram a fidelidade das
reacdes. As laminas sao montadas em Coversliper Dako, com meio de montagem e

laminulas Dako.
— Todos os reagentes e equipamentos tinham aprovacao do FDA e ANVISA.

— Toda a operacdo dos equipamentos foi realizada por Bidlogos treinados
pela empresa Dako, e o treinamento realizado no Hospital AC Camargo/SP.

— Todos os casos foram analisados pelo médico patologista, chefe do Setor
de Imuno-histoquimica do Laboratério de Medicina Diagnéstica, através da

microscopia dptica com leitor de fluorescéncia.

— Apo6s andlise de cada caso, o0 médico patologista, registrou em planilha o
resultado obtido da reacdo de imuno-histoquimica, seguindo os critérios adotados

nesta pesquisa, para avaliacao do grau de expressao da SIRT-1.

6.3.2 Locais e inicio das atividades

O inicio das atividades de coleta dos dados foi no més de Janeiro de 2014,
nos seguintes locais: ambulatério de oncologia do Centro de Oncologia Clinica de
Erechim.RS; Servico de Arquivo Médico (SAME) da Fundacdo Hospitalar Santa
Terezinha de Erechim-RS e Servico de Arquivo Médico (SAME) do Hospital de
Caridade de Erechim-RS, onde estavam armazenados os prontuarios médicos das

pacientes incluidas na coorte.

A pesquisa da Sirtuina-1 (SIRT-1), através da técnica de imuno-histoquimica,
foi realizada na sede do Laboratorio de Medicina Diagnoéstica, localizado na Rua



48

Pedro Alvares Cabral, nimero 37, na cidade de Erechim.RS tendo inicio no més de
agosto de 2015.

6.3.3 Desenho da pesquisa

A Figura 7, esquematiza o desenho da pesquisa.

Laboratério de Patologia
Banco de dados \
— Arquivo - Fichas Técnicas

Registro de pacientes portadores Selecédo de
de Cancer de Mama (2003-2013) 123 amostras:
. pesquisa SIRT-1
v (técnica imuno-
histoquimica)

COC - FHSTE - HCE
Arquivo Médico — SAME
Prontuarios Médicos

’

Instrumento — Roteiro p/
> Coleta de dados

/

Banco de dados
definitivo — SPSS

Banco de dados
- Excel

Modelagem epidemioldgica
(analise de sobrevida)

Analises descritivas e
analiticas

Figura 7 - Desenho Esquematico da Pesquisa
Fonte: O autor (2016)

6.4 ANALISE ESTATISTICA

As informagbdes pesquisadas e armazenadas no banco de dados serdo
analisadas através de estatistica descritiva e analitica com base no modelo

epidemiologico de analise de sobrevida proposto. O banco de dados sera digitado
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em planilha eletrénica Microsoft Excel e analisado pelo Software estatistico SPSS —
versdo 21.0 for Windows.

6.4.1 Banco de dados e descricao das variaveis

Para criacdo do banco de dados foi necessario descrever e realizar a
operacionalizacdo das variaveis de interesse pesquisadas no estudo. O Quadro 2,

logo abaixo, apresenta o nome da variavel, sua descricdo e operacionalizacdo no

banco de dados.

Nome da variavel
(cédigo)

Descricéo

Operacionalizagao

NRLp
(Numero do registro
Lab Patologia)

Variavel de identificacdo da
paciente no Laboratério de
Patologia Medicina Diagndéstica.

Variavel categorica obtida por
ndmeros gerados pelo registro no
Laboratorio de Patologia

NRg
(Numero de registro
geral)

Variavel de identificagcdo do
paciente no registro hospitalar
geral — SAME (COC ou FHSTE
ou HCE).

Variavel categorica obtida por
numeros do registro hospitalar geral

AR
(Ano de registro)

Ano de registro da paciente no
Laboratério de Patologia.

Variavel categoérica obtida a partir do
ano de registro da paciente no
Laboratério de Patologia

DtN
(Data de
nascimento)

Data de nascimento da paciente

Variavel tipo data pré-definida

Idade da paciente no momento do

Varidvel numérica calculada como:

(Idade) primeiro atendimento e registro | Idade = (data do registro do exame
no Laboratério de Patologia. de anatomia patolégica - data de
nascimento)
DD Data do diagnéstico anatomo | Variavel pré-definida de data

(Data do diagnostico)

patolégico registrada no laudo de
exame médico.

DPC
(Data da 12consulta)

Data da 12 consulta realizada e
registrado no prontuario médico

Variavel pré-definida de data

DIT

Data de inicio do 12 tratamento

Variavel pré-definida de data

(Data de inicio de | oncolégico realizado

tratamento)

DUC Data da dltima consulta realizada. | Variavel pré-definida de data
(Data da dltima

consulta realizada)

\'%

Variavel que define a condigéo de

Variavel categorica:

(Vivo) “estar vivo” na data de coleta dos 1. Sim
dados 2. Nao
3. Sem registro
DO Data em que ocorreu o Obito do | Variavel predefinida de data
(Data do ébito) paciente — registro no prontuario.
CO Variavel que indica a causa do | Variavel categorica:

(Causa do 6bito)

Obito — registro no prontuario.

1. Relacionada ao cancer
2. Nao relacionada ao cancer
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Nom(ecggigs)navel Descrigao Operacionalizagio
EC Varidvel que define o grupo de | Variavel categorica:
(Estadiamento estadiamento clinico da paciente 1. Estagio |l
clinico) na data do diagnéstico do cancer 2. Estagio ll

de mama — registro no prontuario 3. Estagio lll
de acordo com acordo com 4. Estagio IV

classificacdo TNM (AJCC).

Dados do exame Anatomo-Patologico

TH
(Tipo histolégico)

Tipo histolégico descrito no
exame anatomopatolégico que
confirma o diagnostico.

Variavel categorica:
1. Carcinoma ductal invasivo;
2. Carcinoma lobular invasivo;
3. Carcinoma mucinoso;

T
(tamanho do tumor)

Variavel que define o tamanho do
tumor — registro no laudo do
exame anatomopatoldgico

Variavel categorica:
1. Tumor <2 cm

2. Tumor 2a4,9cm
3. Tumor >5cm

4. Tumor inflamatério

GH
(grau histoldgico)

Varidvel que define o grau
histolégico tumoral — registro no
laudo do exame
anatomopatoloégico.

Variavel categorica:
1. Baixo grau
2. Médio grau
3. Alto grau
4. Sem registro

Ln
(status dos
linfonodos axilares)

Varidvel que expressa 0
envolvimento metastatico dos
linfonodos axilares no diagnostico
- expresso no laudo
anatomopatoldgico.

Variavel categorica:
1. Sem metastases
2. Metastases em1 a3 Ln
3. Metastases em 4 ou mais Ln
4. Metastases em Ln
fusionados

HER-2

(receptor do fator de
crescimento
epidérmico humano
Her-2)

Variavel que indica a expressao
imuno-histoquimica do Her-2

Variavel categorica:
1. Her-2 : score 3+
2. Her-2 : score 2+
3. Her-2 : score 1+
4. Her-2: score 0
5. Sem registro

RE
(receptor de
estrogénio)

Variavel que indica a expressao
imuno-histoquimica do receptor
de estrogénio

Variavel categorica:
1. Positivo
2. Negativo
3. Sem registro

RP Variadvel que indica a expressdo | Variavel categorica:
(receptor de | imuno-histoquimica do receptor 1. positivo
progesterona) de progesterona 2. negativo

3. Sem registro
Kle7 Varidvel que indica o grau | Varidvel nUmerica:
(indice de | percentual da expressdo imuno-

proliferagéo celular)

histoquimica do indice de
proliferacédo celular (Ki- 67)

CIR Variavel que identifica o tipo de | Variavel categorica:
(tratamento cirdrgico | tratamento cirirgico empregado. 1. Mastectomia radical + esv
empregado) axilar
2. Setorectomia + esv axilar
3. Nao realizado
QtX Variavel que expressa a | Varidvel categorica:
(quimioterapia) realizacao ou nao de 1. Sim
quimioterapia anti-neoplasica 2. Nao
Rix Varidvel que  expressa a | Variavel categorica:
(radioterapia) realizagdo ou nao de radioterapia 1. Sim

2. Nao
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Nome da variavel

Descricao

Operacionalizagao

(cédigo)
Mtx Variavel que expressa a presenca | Variavel categorica:
(presenga ou nao de | ou ndo de metastase no momento 1. Sim
metastase) do diagndstico 2. Nao

Dados da Pesquisa de

SIRT-1 por imuno-histoquimica

SIRT-1

Variadvel que indica a expressao

Variavel categorica:

(Sirtuina-1) imuno-histoquimica da SIRT-1 1. Expresséao alta: escore 3+
2. Expresséo baixa: escores
1+ e 2+
3. Sem Expressao: escore nulo
Grau SIRT-1 Varidvel que indica o grau | Variavel numérica

(Grau da expresséao
da Sirtuina-1)

percentual de expressdo imuno-
histoquimica da SIRT-1

Quadro 2 - Descrigcdo esquematica das variaveis para o banco de dados
Fonte: O autor (2016)

6.4.2 Modelo epidemiolégico — analise de sobrevida

Para a Analise de Sobrevida, foi proposto um modelo tedrico epidemioldgico a

partir dos seguintes pressupostos:

a)

Os sujeitos (pacientes) observam diferentes experiéncias de tempo de
evento (recidiva, metastases ou 6bito) durante o curso de sua doenca;

E possivel calcular uma fungdo de risco expressa pela probabilidade de
um sujeito (paciente) experimentar um evento (metastases ou 6bito) em
um intervalo de tempo, dado que o individuo tenha “sobrevivido” desde o
inicio do intervalo. A funcao de risco é, usualmente, descrita como h(t)
(CARVALHO et al., 2005).

A funcao de riscos pode ser expressa em termos da probabilidade de
sobrevida f(t), e a funcdo de sobrevida S(t), como h(t)=f(t)/S(t). Esta
funcdo pode ser calculada como a proporcdao de individuos ou sujeitos
que experimentam um evento em um intervalo por unidade de tempo,
desde que eles sobreviveram ao comeco do intervalo (CARVALHO et al.,
2005).

Assim, nesta pesquisa, foram considerados o0s seguintes critérios para a

analise da sobrevida:
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O inicio da observacao ou exposicao para cada paciente (t0) foi a data do
diagnéstico de cancer de mama comprovado pelo exame

anatomopatolégico.

A data limite para ingresso na coorte foi o ultimo dia do ano de 2013 e 0

seguimento foi até 31 de julho de 2015.

Para a analise do tempo de sobrevida global doenga-especifica, o
desfecho considerado foi a data do 6bito decorrente do cancer de mama

ou relacionado diretamente ao tratamento.

As pacientes que foram a Obito por outras causas que nao o cancer de
mama ou decorrente diretamente do tratamento foram censuradas na
data do obito.

Todas as pacientes vivas até a data final do seguimento, que foi em 31 de
julho de 2015, foram censuradas na data do ultimo registro no prontuario
médico.

As pacientes perdidas durante o seguimento contribuiram para o calculo
da sobrevida até a ultima data registrada no prontuario médico.

Para estimar a probabilidade de sobrevida global doenca especifica foi

utilizado,

como tempo inicial, a data do diagnostico de carcinoma de mama

verificado no exame de anatomia patolégica e, para o desfecho final, sera a data do

Obito por cancer, ou para as pacientes vivas, a data do ultima consulta médica

registrada no prontuario médico.

6.4.3 Variaveis bioldgicas

As variaveis ou fatores prognosticos pesquisados foram os seguintes:

idade no momento do diagnéstico;
- tipo histologico;
- grau histoldgico (nuclear): baixo, intermediario e alto;

- status dos linfonodos axilares: perfil do comprometimento metastatico

dos linfonodos axilares;
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- receptores hormonais: expressdao dos receptores de estrogénio e

progesterona;
- indice de proliferacéo celular (ki-67): baixo e alto grau;

- receptor do fator de crescimento epidérmico humano (Her-2): grau de

expressao;
- estadiamento TNM (AJCC): | a IV;

- tipo de tratamento empregado: cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
hormonioterapia, tratamento alvo anti-Her-2 (Herceptin®)

- grau de Expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1).

6.4.4 Analise do grau de expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1)

Todos os casos selecionados para investigacdo da expressao da Sirtuina-1
(SIRT-1), através da técnica de imuno-histoquimica, obtiveram um grau de

expressao tecidual de acordo com a analise do médico patologista.

O grau percentual de expressdo da SIRT-1 foi determinado pelo médico
patologista e registrado como uma variavel numérica, de zero a 100%, de acordo
com a reagao imunofluorescente da SIRT-1 no nucleo das células tumorais por

campo de microscopia optica.

Para modelagem epidemiolégica e analise estatistica e de acordo com o
desfecho de interesse, proposto nesta pesquisa, foram adotados os seguintes
critérios de classificacdo das pacientes. De acordo com o grau de expressao da
SIRT-1, obtidos na investigacao, as pacientes foram classificadas em:

- Expressao negativa(0): grau de expressao nuclear de SIRT-1 ausente ou
em até 1% das células tumorais;

- Expressao fraca (1+): grau de expressao nuclear de SIRT-1 entre 1 € 49%
das células tumorais;

- Expressao Moderada (2+): grau de expressao nuclear de SIRT-1 entre 50

e 79% das células tumorais;

- Expressao Forte (3+): grau de expressao nuclear de SIRT-1 acima de
80% das células tumorais.
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6.4.5 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada utilizando-se o
programa estatistico SPSS verséo 21.0.

Foi apresentada uma analise descritiva de todas as variaveis progndsticas ou
preditivas pesquisadas em tabela com a discriminacdo dos seus estratos e as
frequéncias encontradas.

Para estimar a probabilidade de sobrevida a cada tempo, foi utilizado o
estimador de Kaplan-Meier e para a comparacao entre as curvas, foi realizado o
teste de log-rank. Com o objetivo de estimar os efeitos de cada variavel na sobrevida
das pacientes, foram criados modelos de risco proporcionais de Cox (MITCHELI,
2003).

As curvas de sobrevida foram decompostas em fungdo das variaveis
estudadas, analise univariada, e foram apresentados os riscos relativos (Hazard
Ratio-HR) estimados. Os intervalos de confianga foram de 95%.

As variaveis que apresentaram significancia estatistica na analise univariada
foram testadas num modelo multivariado, por meio do método de riscos
proporcionais de Cox. Na analise multivariada final foram calculados os Hazard
Ratio (HR) para cada modelo proposto para investigar as possiveis associacoes
preditivas prognosticas de acordo com o objetivo do estudo (MITCHELI, 2003).

6.4.6 Metodologia da analise

O plano de analise da pesquisa, orientado pelo objetivo principal e os
objetivos especificos do estudo, foi realizado de acordo com os critérios adotados
pelos pesquisadores e apresentado na forma descritiva dos dados e na modelagem

epidemioldgica proposta para a tese.
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6.5 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi realizado apds apreciacao e aprovagao pela Comissao Cientifica
do IGG, em 24 de setembro de 2013 e, pelo Comité de Etica em Pesquisa da
PUCRS, conforme parecer numero 465.362, de 22 de novembro de 2013. O
presente estudo utilizou um termo de confidencialidade dos dados obtidos
(APENDICE B).

Os pesquisadores adotaram as recomendacbes éticas de pesquisa da
Resolugédo 466/12, do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Saude
(BRASIL, 2012).
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7 RESULTADOS

Os resultados obtidos nesta pesquisa sao provenientes do estudo de coorte
composto por 457 casos de pacientes portadores de cancer de mama. Para a
investigagcdo da expressdo da Sirtuina-1(SIRT-1) em tecido tumoral mamario,
através da técnica de imuno-histoquimica, foram selecionados 123 casos. O
fluxograma da pesquisa esta esquematizado na Figura 8.

Laboratério de Patologia
Diagnostico de cancer de mama
(n=459)

Arquivo Médico
Aplicagéo do instrumento para coleta

dos dados
Critérios exclusao: Selegéo de blocos _de
cancer de mama em < » | parafina para pesquisa
homens (n=2) SIRT-1 (n=123)
v
Composicao final da coorte v
(n=457) Laboratério de Patologia
Andlise da expressao de
/ SIRT-1 (n=123)
Banco de dados Andlises descritivas e
EXCEL — SPSS analiticas

v

Modelagem epidemioldgica
(Analise de sobrevida)

I

RESULTADOS FINAIS

Figura 8 - Fluxograma da pesquisa para composicao da coorte de pacientes portadoras de cancer de
mama e investigacdo das variaveis de interesse.
Fonte: O autor (2016).
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O tempo mediano de seguimento da coorte, para analise do desfecho
pesquisado, foi de 61,93 meses, sendo que o tempo minimo de seguimento foi de
1,37 meses (42 dias) e o tempo maximo de seguimento foi de 153,03 meses (12,75
anos). O histograma do tempo em meses, de seguimento da coorte, esta
demonstrado na Figura 9.

40—

30

Frequéncia

10+

1 Ll
50 100 150

[T

Tempo de seguimento

Figura 9 - Histograma do tempo de seguimento em meses da coorte de pacientes portadoras de
cancer de mama.
Fonte: O autor (2016).

A Tabela 1, apresenta todas as variaveis pesquisadas com suas
categorizagcdes e as frequéncias relativas, no momento do ingresso na coorte, e 0
namero de eventos ocorridos para cada variavel e categorizagcdes, durante o periodo
de seguimento na coorte composta por pacientes portadoras de cancer de mama. A

seguir serao descritos os resultados obtidos para cada variavel pesquisada.

A idade mediana da populagédo estudada foi de 57,48 (desvio padrao + 27,76
anos), sendo que a idade minima foi de 25 anos e a maxima de 92 anos. O
histograma de distribuicdo das idades da coorte esta demonstrado na Figura 10. De
acordo com a distribuicdo das pacientes nas faixas etarias categorizadas para o
estudo, foram encontrados 149 pacientes (32,6%) com menos de 50 anos; 115
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pacientes (25,2%) com idades entre 50 e 59 anos; 90 pacientes (19,7%) com idades
entre 60 e 69 anos e 103 pacientes (22,5%) com idade igual ou superior a 70 anos.
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Figura 10 - Histograma da distribuicdo das idades em anos da coorte de pacientes portadoras de
cancer de mama
Fonte: O autor (2016).

De acordo com os registros dos tipos histolégicos de cancer de mama,
encontrados nas pacientes da coorte estudada, observamos um amplo predominio
do carcinoma ductal invasor em 396 pacientes (86,9); 48 pacientes (10,5%) com

carcinoma lobular invasor e 12 pacientes (2,6%) com carcinoma mucinoso.

O tamanho do tumor da mama foi distribuido em intervalos de medidas de
acordo com os critérios internacionais adotados pela classificacdo de tumores
malignos, o TNM, do American Joint Commitee on Cancer (AJCC) designados para
o cancer de mama. Conforme os registros analisados, encontramos 131 pacientes
(28,7%) com tumores T1 (< 2cm); 265 pacientes (58%) com tumores T2 (2 a 4,9cm);
34 pacientes (7,4%) com tumores T3 (= 5 cm) e 27 pacientes (5,9%) com tumores
T4 (inflamatdrios).

Conforme o envolvimento metastatico dos linfonodos axilares avaliados, de

acordo com os registros analisados, foram encontrados 225 pacientes (49,2%) sem
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comprometimento metastatico axilar (NO); 146 pacientes (31,9%) com
comprometimento de até 4 linfonodos axilares (N1); 71 pacientes (15,6%) com
comprometimento de 4 ou mais linfonodos axilares (N2); e 15 pacientes (3,3%) com
linfonodos fusionados comprometidos(N3).

A presenca de metastases sistémicas foi investigada e observamos nos
registros da coorte estudada que a ampla maioria dos casos, 452 pacientes (98,9%),
ndo apresentavam metastases no momento do diagnéstico. De acordo com os

registros, apenas 5 pacientes (1,1%) apresentavam metastases a distancia.

O estadiamento tumoral, no momento do diagndéstico, foi agrupado de acordo
com a Classificacdo de Tumores Malignos (TNM) da American Joint Commitee on
Cancer (AJCC). O estadiamento TNM (AJCC) para cancer de mama, em sintese, €
assim classificado: Estagio I, tumores menores a 2 cm de didmetro maximo, axila
negativa e sem metastases; Estagio Il, tumores entre 2 e 4,9 cm, axila negativa e
sem metastases, ou qualquer tamanho de tumor, axila positiva com até 3 linfonodos
comprometidos, sem linfonodos fusionados e sem metastases; Estagio lll, qualquer
tamanho tumoral desde que a axila seja positiva com 4 ou mais linfonodos
comprometidos ou fusionados, tumores inflamatérios, tumores maiores que 5 cm e
axila positiva independente no numero de linfonodos envolvidos, e sem metastases;
e Estagio IV, qualquer tamanho do tumoral ou status axilar, tendo evidéncias de
metastases sistémicas. Assim, de acordo como 0s registros na coorte pesquisada,
observamos 91 casos (19,9%) estagios |, 249 casos (54,5%) estagios I, 112 casos
(24,5%) estagios lll e 5 casos (1,1%) estagios IV.

O grau histolégico tumoral é uma variavel que expressa o grau de
diferenciacdo das células tumorais determinado pelo Sistema de Classificacao
Nottingham (NGS). Os tumores com caracteristicas bem diferenciadas sé&o
classificados em baixo grau, os tumores moderadamente diferenciados sao
classificados em grau intermediario e os tumores pouco diferenciados ou
indiferenciados sao classificados como alto grau. De acordo com a investigacao
na coorte estudada observamos a seguinte distribuicao dos casos: 41 pacientes
(9,0%) classificadas como grau histolégico baixo, 301 pacientes (65,8%)
classificadas como grau histoldégico intermediario e 115 pacientes (25,2%)
classificadas como grau histolégico alto. De acordo com os registros imuno-
histoquimicos do perfil da expresséao dos receptores de estrogénio (RE) na coorte
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estudada, observamos 365 casos (79,9%) de expressao positiva para receptores
de estrogénio (RE) e 92 casos (20,1%) com expressao negativa. Quanto ao perfil
da expressdo de receptores de progesterona (RP), observamos 339 casos
(74,2%) de expressao positiva e de 118 casos (25,8%) de expressdao negativa

para receptores de progesterona (RP).

A investigacdo dos receptores hormonais (RH) foi realizada a partir das
informacgdes obtidas da expressao dos receptores de estrogénio e de progesterona.
As pacientes foram classificadas em receptores hormonais (RH) positivas quando
apresentaram expressao positiva para o receptor de estrogénio ou de progesterona;
e foram classificadas em receptores hormonais (RH) negativas quando
apresentaram ambos os receptores de estrogénio e progesterona negativos. A partir
destes critérios, na coorte estudada, observamos que 81 pacientes (17,7%) foram
classificadas em receptores hormonais (RH) negativas e 376 pacientes (82,3%)
foram classificadas em receptores hormonais (RH) positivas.

Quanto aos registros da expressao tecidual por imuno-histoquimica do gene
Her-2 (C-erb2), nos casos da coorte estudada, e considerando os critérios
internacionais para categorizacdo e analise da expressao tecidual do gene Her-2,
identificamos que 90 casos (19,7%) apresentaram hiperexpressao do Her-2 e 367
casos (80,3%) apresentaram expressao negativa para o gene Her-2. Para analise da
expressdao do Her-2, foram adotados o0s seguintes critérios: 0s casos que
apresentaram, por imuno-histoquimica, expressao forte (3+) foram classificados
como Her-2 hiperexpressos; 0s casos que apresentaram expressao intermediaria
(2+) foram testados pelo método de fluorescence in situ hibridization (FISH) para
confirmacgdo ou nao desta expressao; os casos com auséncia de expressao (nulos),
expressao intermediaria (2+), ap6s FISH, ou expressao fraca (1+) foram
considerados Her-2 negativos.

Os indices de proliferacao celular (Ki-67) sao determinados por técnica de
imuno-histoquimica e sua expressao registrada em percentual. Para determinar o
grau de expressao do Ki-67 foram classificados: Ki-67 de baixo grau os casos que
expressaram valores menores ou iguais a 14% e, Ki-67 de alto grau, os casos que
expressaram valores maiores que 15%. Assim, de acordo com 0s registros,
identificamos Ki-67, de baixo grau, em 132 pacientes (28,9%) e, Ki-67, de alto grau,
em 325 pacientes, representado 71,1% dos casos.
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A partir dos registros histopatoldégicos e imuno-histoquimicos da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama, foram agrupados os casos de acordo com
a expressao dos marcadores biolégicos, obtendo assim, o perfil molecular para cada
caso. Os critérios adotados para classificar os marcadores e determinar o perfil
molecular de cada paciente foram de acordo com os preconizados e recomendados
pelo Consenso de St Gallen de 2015. Os critérios adotados para a classificacao

molecular foram os seguintes:

- Luminal A: expressao do receptor de estrogeno (RE) positivo, Her-2
negativo, indice de proliferagdo Ki-67 com grau menor que 15% e receptor de
progesterona positivo com expressao maior que 20%;

- Luminal B Her-2 negativo: expressao do receptor de estrogeno (RE) positivo,
Her-2 negativo, indice de proliferacdo Ki-67 com grau 215% e receptor de

progesterona negativo ou positivo com expressdo menor que 20%;

- Luminal B Her-2 positivo: expressao do receptor de estrogeno (RE) positivo,
Her-2 positivo, indice de proliferacdo celular Ki-67 com grau = 15% e receptor de

progesterona negativo ou positivo com expressdo menor que 20%;

- Her-2 hiperexpresso: expressao dos receptores de estrogénio e
progesterona negativos, Her-2 positivo; e

- Triplo negativo: auséncia de expressao dos receptores de estrogénio,
progesterona e Her-2.

Assim, na coorte estudada, de acordo com os critérios acima descritos foram
classificados 111 casos (24,3%) em perfil Luminal A; 216 casos (47,3%)
classificados em perfil Luminal B Her-2 negativo; 64 casos (14%) classificados em
perfil Luminal B Her-2 positivo; 26 casos (5,7%) classificados em perfil Her-2
hiperexpresso e 40 casos (8,8%) classificados em perfil Triplo negativo.

A partir dos registros nos prontuarios médicos, pesquisamos os tipos de
tratamentos oncolégicos que foram realizados, nas pacientes portadoras de cancer
de mama, logo apds o diagndstico. Foram investigados os seguintes procedimentos
terapéuticos: cirurgia, quimioterapia anti-neoplasica, radioterapia, hormonioterapia
anti-neoplasica e tratamento alvo anti-Her-2 com herceptin®.

Quanto ao procedimento cirurgico realizado para as pacientes da coorte

estudada, identificamos que 275 pacientes (60,2%) foram submetidos a cirurgia
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radical (mastectomia), 181 pacientes (39,6%) foram submetidos a cirurgia
conservadora e uma paciente (0,2%) nao foi submetido a procedimento cirurgico.

De acordo com os registros, a quimioterapia anti-neoplasica foi realizada em
340 pacientes (74,4%) e 117 casos (25,6%) nao realizaram tratamento com
quimioterapia. Quanto a realizacao de radioterapia, observamos que 289 pacientes
(63,2%) realizaram o tratamento radioterapico e 168 pacientes (36,8%) nao
realizaram o tratamento. A hormonioterapia anti-neoplasica foi realizada em 368
pacientes (80,5%) e nao foi realizada por 89 pacientes (19,5%). O tratamento alvo
especifico anti-Her-2 com Herceptin® é recomendado para pacientes com
Hiperexpressao do receptor Her-2. Na coorte pesquisada identificamos 90 pacientes
(19,7%) com hiperexpressdo de Her-2, sendo que o tratamento anti-her-2 com
herceptin® foi realizado em 49 pacientes (54,4%). O tratamento anti-her-2 com

herceptin® nao foi realizado em 41 pacientes (45,6%).

Tabela 1 - Descricao e frequéncia das variaveis pesquisadas no ingresso na coorte e

eventos (mortes) ocorridos durante o tempo de seguimento das pacientes.

Varidveis Total Eventos (mortes)
n=457 % n=93 %
Faixa etaria
<50 149 32,6 21 14,9
50-59 115 25,2 16 13,9
60-69 90 19,7 21 23,3
270 103 22,5 35 34,0
Histologia
Ductal invasor 396 86,9 79 19,9
Lobular invasor 48 10,5 13 27,1
Mucinoso 12 2,6 1 8,3
Tamanho do Tumor
T1(<2cm) 131 28,7 14 10,7
T2 (2a4,9cm) 265 58,0 54 20,4
T3 (=5cm) 34 7,4 14 41,2
T4 (Inflamatério) 27 5,9 11 40,7
Linfonodos axilares
NO (negativos) 225 49,2 30 13,3
N1 (<4 linfonodos positivos) 146 31,9 35 24
N2(24 linfonodos positivos) 71 15,6 23 32,4
N3 (Linfonodos fusionados positivos) 15 3,3 5 33,3
Metastases
Sem 452 98,9 88 19,5

Com 5 1,1 5 100
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Variaveis Total Eventos (mortes)
n=457 % n=93 %

Estagiamento (TNM)

I 91 19,9 5 55

Il 249 54,5 50 20,1

I 112 24,5 38 32,5

v 5 1,1 5 100

Grau Histolégico

Baixo 41 9,0 2 4,9

Intermediario 301 65,8 52 17,3

Alto 115 25,2 39 33,9

Receptor Estrogénio(RE)

Negativo 92 20,1 26 28,3

Positivo 365 79,9 67 18,4

Receptor Progesterona(RP)

Negativo 118 25,8 37 31,4

Positivo 339 74,2 56 16,5

HER-2

Negativo 367 80,3 75 20,4

Hiperexpresso 90 19,7 18 20

Ki-67 (indice de proliferacao)

Baixo 132 28,9 21 15,9

Alto 325 71,1 72 22,2

Perfil Molecular

Luminal A 111 24,3 18 16,2

Luminal B HER-2 negativo 216 47,3 41 19

Luminal B HER-2 positivo 64 14,0 11 17,2

HER-2 hiperexpresso 26 5,7 7 26,9

Triplo negativo 40 8,8 16 40

Cirurgia

Conservadora 181 39,6 23 12,7

Radical 275 60,2 70 25,5

Nao realizada 1 0,2 1 100

Quimioterapia

N&o realizada 117 25,6 23 19,7

Realizada 340 74,4 70 20,6

Radioterapia

N&o realizada 168 36,8 34 20,2

Realizada 289 63,2 59 20,4

Hormonioterapia

Nao realizada 89 19,5 26 29,2

Realizada 368 80,5 67 18,2

Herceptin® (alvo anti-Her-2)

N&o realizado 441 45,6 13 31,7

Realizado 49 54,4 5 10,2

Censuras

Vivos 364 79,6

Eventos

Obitos 93 20,4

Fonte: O autor (2016).
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Para a analise do desfecho de interesse no estudo, no caso a ocorréncia de
mortes por cancer de mama, foi observado que ao final do tempo de seguimento
proposto para a coorte estudada, 364 pacientes (79,6%) estavam vivas e foram
censuradas em 31 de julho de 2015. Neste periodo de seguimento, 93 pacientes

(20,4%) foram a Obito em decorréncia do cancer de mama (Tabela 1).

A estimativa mediana de sobrevida global doenca especifica obtida ao final do
estudo, pelo método de Kaplan-Meier, foi de 120,243 meses (10,02 anos) com
desvio padrao de 2,928 (IC 95% 114,504 a 125,982) meses. As estimativas
medianas de sobrevida calculadas para o desfecho morte, por cancer de mama,
foram de 96,9% em 12 meses; 92,1% em 24 meses; 88,3% em 36 meses; 83,6% em
48 meses; 79,6% em 60 meses e 69,1% em 10 anos. A curva de sobrevida esta

demonstrada na Figura 11.
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Figura 11 - Curva de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses das pacientes
portadoras de cancer de mama durante o tempo de seguimento da coorte estudada.
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianca
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De acordo com os objetivos propostos na pesquisa, foram calculadas as
estimativas de sobrevida global doenca especifica pelo método de Kaplan-Meier
com testes de significancia estatisticos especificados na metodologia da pesquisa.
As curvas de estimativas de sobrevida (Kaplan-Meier) foram apresentadas em
figuras de acordo com cada variavel de interesse. Para avaliagdo da ocorréncia do
desfecho morte por céncer de mama, para cada variavel pesquisada, foram
calculados os hazard Ratio (HR) pelo método de Cox e apresentados com intervalos
de confiancga (IC) de 95% com o grau de significancia estatistica para cada analise.
A Tabela 2 apresenta todas as variaveis prognosticas pesquisadas com os hazard
ratio (HR) para a ocorréncia do desfecho morte por cancer de mama, calculados
pelo modelo univariado de Cox, para cada variavel de interesse e suas categorias.
Para calculo do harzad ratio (HR) de cada variavel pesquisada e categorizada,

utilizamos o estrato inicial como base ou referéncia.

A Figura 12, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo a faixa etdria das pacientes portadoras de céncer de mama da coorte
estudada. As pacientes com idades inferior a 50 anos representaram 149 casos
(32,6%) do total da amostra, tendo ocorrido 21 mortes neste grupo representando
14,9% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para
esta faixa etaria, foi de 121,074 meses (IC 95% 113,440 a 128,709). As pacientes
com idades entre 50 e 59 anos representaram 115 pacientes (25,2%) do total da
amostra, tendo ocorrido 16 mortes (13,9%) neste grupo. A mediana da sobrevida
global doenca especifica, estimada para esta faixa etaria, foi de 109,792 meses (IC
95% 102,341 a 117,243). As pacientes com idades entre 60 e 69 anos
representaram 90 pacientes (19,7%) do total da amostra, tendo ocorrido 21 mortes
(23,3%) neste grupo. A mediana da sobrevida global doenga especifica, estimada
para esta faixa etaria, foi de 109,784 meses (IC 95% 97,665 a 121,903). As
pacientes com idade igual ou superior a 70 anos representaram 103 pacientes
(22,5%) do total da amostra, tendo ocorrido 35 mortes (34%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica estimada, para esta faixa etaria, foi
de 98,721 meses (IC 95% 84,878 a 112,564). O teste de log-rank global rejeitou a
hipétese de semelhanga (paralelismos) entre as curvas de sobrevida (X?:21,896;
p=0,000). Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de acordo com a faixa etaria,
demonstraram que ha diferenca significativa entre elas em todas as fases das
curvas (p<0,05).
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Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para cada
categoria da variavel idade, tendo como referéncia a faixa etaria menor que 50 anos
(HR=1; p=0,000). As pacientes com faixa etaria de 50 a 59 anos apresentaram HR
de 1,03 (IC 95% 0,54-1,96; p=0,942); as pacientes com faixa etaria de 60 a 69 anos
apresentaram HR de 1,88 (IC 95% 1,02-3,44; p=0,042) e as pacientes com faixa
etaria = 70 anos apresentaram HR de 2,92 (IC 95% 1,70-5,01; p=0,000) (Tabela 2).
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Figura 12 - Curvas de sobrevida global doenga especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama estratificadas de acordo com a faixa etaria
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.
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A Figura 13, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relagdo aos tipos histolégicos de cancer de mama encontrados nas pacientes da
coorte estudada. O tipo histolégico carcinoma ducal invasor (CDI) foi identificado em
396 pacientes (86,9%) do total da amostra, tendo ocorrido 79 mortes neste grupo
representando 19,9% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
estimada para as pacientes com a histologia carcinoma ductal invasor, foi de
121,007 meses (IC 95% 114,870 a 127,143). O tipo histoldgico carcinoma lobular foi
identificado em 48 pacientes (10,5%) do total da amostra, tendo ocorrido 13 mortes
(27,1%) neste grupo. A mediana da sobrevida global doenga especifica estimada,
para as pacientes com a histologia carcinoma lobular, foi de 101,475 meses (IC 95%
83,872 a 119,077). O tipo histoldégico carcinoma mucinoso foi identificado em 12
pacientes (2,6%) do total da amostra, tendo ocorrido um 6bito (8,3%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as pacientes com a
histologia carcinoma mucinoso, foi de 136,492 meses (IC 95% 115,771 a 157,212).
O teste de log-rank global ndo rejeitou a hipotese de semelhancga (paralelismos)
entre as trés curvas de distribuicdes de sobrevida (X?:3,194; p=0,203). Assim, as
curvas de sobrevida estratificadas de acordo com o tipo histolégico de cancer de
mama demonstraram que nao ha diferenca significativa entre elas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para cada
categoria da histologia, tendo como referéncia a histologia carcinoma ductal invasor
(HR=1; p=0,177). As pacientes com histologia carcinoma lobular apresentaram HR
de 1,48(IC 95% 0,83-2,66; p=0,199) e, as pacientes com histologia carcinoma
mucinoso, apresentaram HR de 0,34 (IC 95% 0,05-2,43; p=0,280) (Tabela 2).
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Figura 13 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com a Histologia
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

A Figura 14, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo ao tamanho do tumor das pacientes portadoras de cancer de mama da
coorte estudada. A categorizacdo para definir os intervalos de tamanho do tumor
foram realizadas de acordo com os critérios internacionais da classificagdo TNM
(AJCC). As pacientes com tumor menor que 2 cm, classificados como T1,
representaram 131 casos (28,7%) do total da amostra, tendo ocorrido 14 mortes
neste grupo, representando 10,7% dos casos. A mediana da sobrevida global
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doenca especifica, estimada para pacientes com tumores classificados como T1, foi
de 111,396 meses (IC 95% 103,582 a 119,270). As pacientes com tumores entre 2 e
4,9 cm, classificados como T2, representaram 265 pacientes (58,0%) do total da
amostra, tendo ocorrido 54 mortes (20,4%) neste grupo. A mediana da sobrevida
global doenga especifica, estimada para pacientes com tumores classificados como
T2, foi de 120,917 meses (IC 95% 113,637 a 128,197). As pacientes com tumores =
5 cm, classificados como T3, representaram 34 pacientes (20,5%) do total da
amostra, tendo ocorrido 14 mortes (41,2%) neste grupo. A mediana da sobrevida
global doenga especifica, estimada para pacientes com tumores classificados como
T3, foi de 80.904 meses (IC 95% 65,195 a 96,614). As pacientes com tumores
inflamatérios, classificados como T4, representaram 27 pacientes (5,9%) do total da
amostra, tendo ocorrido 11 mortes (40,7%) neste grupo. A mediana da sobrevida
global doenga especifica, estimada para pacientes com tumores classificados como
T4, foi de 91,154 meses (IC 95% 65,918 a 116,380). O teste de log-rank global
rejeitou a hipétese de semelhanca (paralelismos) entre as quatro curvas de
distribuicdes de sobrevida (X% 24,689; p=0,000). Assim, as curvas de sobrevida
estratificadas de acordo com o tamanho tumoral (T), segundo a classificacao TNM,
demonstraram que ha diferenca significativa entre elas em todas as fases das
curvas (p<0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para cada
categoria do tamanho do tumor (T), tendo como referéncia os tumores T1(<2cm)
(HR=1; p=0,000). As pacientes classificadas com tumores T2 (2 a 4,9cm),
apresentaram HR de 1,86 (IC 95% 1,04-3,36; p=0,038); as pacientes classificadas
com tumores T3 (= 5¢cm), apresentaram HR de 3,84 (IC 95% 1,83-8,08; p=0,000) e
as pacientes classificadas com tumores T4 (inflamatérios) apresentaram HR de 5,12
(IC 95% 2,32-11,29; p=0,000) (Tabela 2).
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Figura 14 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama segundo tamanho do tumor
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**IC: intervalo de confianga.

A Figura 15, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relagdo ao envolvimento metastatico dos linfonodos axilares das pacientes
portadoras de cancer de mama da coorte estudada. A categorizacdo da variavel que
expressa o comprometimento dos linfonodos axilares foi realizada de acordo com os
critérios internacionais da classificagcao patolégica TNM (AJCC). As pacientes sem
envolvimento metastatico axilar, classificadas como NO (TNM), representaram 225
casos (49,2%) do total da amostra, tendo ocorrido 30 mortes neste grupo,
representando 13,3% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
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estimada para pacientes sem comprometimento axilar, classificadas como NO
(TNM), foi de 123,164 meses (IC 95% 116,810 a 129,519). As pacientes com
envolvimento metastatico axilar de até 4 (quatro) linfonodos, classificadas como N1
(TNM), representaram 146 pacientes (31,9%) do total da amostra, tendo ocorrido 35
mortes (24%) neste grupo. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
estimada para pacientes classificadas como N1 (TNM), foi de 117,479 meses (IC
95% 107,693 a 127,265). As pacientes com envolvimento metastatico axilar maior
que 4 linfonodos e menor que 10 linfonodos, classificados como N2 (TNM),
representaram 71 pacientes (15,5%) do total da amostra, tendo ocorrido 23 mortes
(32,4%) neste grupo. A mediana da sobrevida global doenga especifica, estimada
para pacientes classificadas como N2 (TNM), foi de 101,890 meses (IC 95% 87,334
a 116,446). As pacientes com envolvimento metastatico axilar maior que 10
linfonodos ou devido a presencga de linfonodos fusionados, classificados como N3
(TNM), representaram 15 pacientes (3,3%) do total da amostra, tendo ocorrido 5
mortes (33,3%) neste grupo. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
estimada para pacientes classificados como N3 (TNM), foi de 88,359 meses (IC 95%
61,814 a 114,905). O teste de log-rank global rejeitou a hip6tese de semelhanca
(paralelismos) entre as quatro curvas de distribuicdes de sobrevida (X% 12,729;
p=0,005). Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de acordo com o
comprometimento metastatico axilar do cancer de mama, segundo a classificacdo
TNM (AJCC), demonstraram que ha diferenga significativa entre elas em todas as

fases das curvas (p<0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para cada
categoria da varidvel que analisa o status de comprometimento dos linfonodos
axilares (N), tendo como referéncia a categoria auséncia de metastases axilares
(NO) (HR=1; p=0,007). As pacientes que apresentaram comprometimento axilar
classificadas como N1, apresentaram HR de 1,58 (IC 95% 0,97-2,57; p=0,067); as
pacientes classificadas como N2, apresentaram HR de 2,37 (IC 95% 1,38-4,08;
p=0,002) e as pacientes classificadas como N3, apresentaram HR de 3,0 (IC 95%
1,16-7,74; p=0,023) (Tabela 2).



72

c 1.07
=
>
1
S
o
=]
» 0,87
@
T
©
'2 s W+ 4
E . T
S 06
=
=
o
=)
*S
O 0.4
o
&
i Linfonodos axilares
o.
S NO (—|
@27 NT s
N2
N3 e
L] T ] it L
i 5000 00,00 80,00 0600
Seguimento (meses)
Linfonodos axilares Casos Mortes Mortes SGM* IC 95%** Log Rank
(LN) (n) (n) (%) (meses) X?:12,729
p=0,005
NO (axila negativa) 225 30 13,3 123,164 116,810 a 129,519
N1 (< 4 LN+) 146 35 24 117,479 107,693 a 127,265
N2 (= 4 Ln+) 71 23 32,4 101,890 87,334 a 116,446
N3 (Ln fusionados) 15 5 33,3 88,359 61,814 a 114,905

Figura 15 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama segundo o comprometimento metastatico dos linfonodos
axilares

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

A Figura 16, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo ao estagiamento tumoral, conforme a Classificacdo de Tumores Malignos
(TNM) da American Joint Commitee on Cancer (AJCC), verificados nos registros das
pacientes portadoras de cancer de mama da coorte estudada. As pacientes com
classificadas como Estagio | (TNM) representaram 91 casos (19,9%) do total da
amostra, tendo ocorrido 5 mortes neste grupo, representando 5,5% dos casos. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para pacientes
classificadas em Estagio | (TNM), foi de 112,490 meses (IC 95% 107,244 a
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117,736). As pacientes classificadas como Estagio Il (TNM) representaram 249
pacientes (54,5%) do total da amostra, tendo ocorrido 50 mortes (20,1%) neste
grupo. A mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para pacientes
classificadas em Estagio Il (TNM), foi de 121,781 meses (IC 95% 114,400 a
129,162). As pacientes classificadas como Estagio Ill (TNM) representaram 112
pacientes (24,5%) do total da amostra, tendo ocorrido 37 mortes (33,0%) neste
grupo. A mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para pacientes
classificadas como Estagio Il (TNM), foi de 98,652 meses (IC 95% 86,821 a
110,483). As pacientes classificadas como Estagio IV (TNM) representaram 5
pacientes (1,1%) do total da amostra, tendo ocorrido 1 morte (20,0%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para pacientes
classificadas como Estagio IV (TNM), foi de 96,250 meses (IC 95% 55,937 a
136,563). O teste de log-rank global rejeitou a hipdétese de semelhanca
(paralelismos) entre as trés curvas de distribuicdes de sobrevida (X% 21,809;
p=0,000). Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de acordo com o
estagiamento tumoral, segundo a classificacdo TNM (AJCC), demonstraram que ha
diferencga significativa entre elas em todas as fases das curvas (p<0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para cada
categoria do estagiamento clinico, segundo os critérios TNM, tendo como referéncia
as pacientes classificadas como Estagio Clinico | (HR=1; p=0,000). As pacientes
classificadas como Estagio Clinico Il apresentaram HR de 3,39 (IC 95% 1,35-8,51;
p=0,009); as pacientes classificadas como Estagio Clinico Ill, apresentaram HR de
6,32 (IC 95% 2,49-16,08; p=0,000). As pacientes classificadas com Estagio IV nao

foram incluidas no gréfico das curvas de sobrevida (Tabela 2).
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Figura 16 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama classificadas de acordo com o Estadiamento Clinico (TNM)
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

A Figura 17, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relagdo a varidvel que expressa o grau histolégico da diferenciagdo tumoral das
pacientes portadoras de cancer de mama. O grau histolégico baixo foi identificado
em 41 pacientes (9,0%) do total da amostra, tendo ocorrido 2 mortes neste grupo,
representando 4,9% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
estimada para as pacientes com grau histologico baixo, foi de 133,948 meses (IC
95% 122,863 a 145,039). O grau histologico intermediario foi identificado em 301
pacientes (65,8%) do total da amostra, tendo ocorrido 52 mortes neste grupo,
representando 17,3% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
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estimada para as pacientes com grau histolégico intermediario, foi de 122,014
meses (IC 95% 115,740 a 128,288). O grau histolégico alto foi identificado em 115
pacientes (25,2%) do total da amostra, tendo ocorrido 39 mortes neste grupo,
representando 33,9% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
estimada para as pacientes com grau histolégico alto, foi de 100,489 meses (IC 95%
87,641 a 113,337). O teste de log-rank global rejeitou a hipétese de semelhanca
(paralelismos) entre as curvas de distribuicdes de sobrevida (X?: 22,346; p=0,000).
Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de acordo com o grau histolégico do
cancer de mama demonstraram que ha diferenca significativa entre elas em todas as

fases das curvas (p<0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para cada
categoria da variavel grau histoldégico, tendo como referéncia as pacientes
classificadas com baixo grau (HR=1; p=0,000). As pacientes classificadas com grau
intermediario apresentaram HR de 2,88 (IC 95% 0,70-11,82; p=0,143); e as
pacientes classificadas com alto grau apresentaram HR de 6,76 (IC 95% 1,63-29,99;
p=0,008) (Tabela 2).
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Figura 17 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com o grau histolégico do tumor
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianga.

A Figura 18, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacao ao perfil da expressédo dos receptores de estrogénio (RE), verificados por
imuno-histoquimica, nas pacientes portadoras de cancer de mama da coorte
estudada. De acordo com os registros, observamos 92 casos (20,1%) com
expressao negativa para receptores estrogénicos, tendo ocorrido 26 mortes neste
grupo, representando 28,3% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca
especifica, estimada para as pacientes com a expressao negativa dos receptores
estrogénicos, foi de 112,655 meses (IC 95% 100,017 a 125,293). A expressao

positiva dos receptores de estrogénio foi observada em 365 casos (79,9%), tendo
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ocorrido 67 mortes neste grupo, representando 18,4% dos casos. A mediana da
sobrevida global doenca especifica, estimada para as pacientes com a expressao
positiva dos receptores estrogénicos, foi de 118,906 meses (IC 95% 112,722 a
125,090). O teste de log-rank global ndo rejeitou a hipdtese de semelhanca
(paralelismos) entre as curvas de distribuicdes de sobrevida (X?%: 2,525; p=0,112).
Assim, as curvas de sobrevida estratificadas, de acordo com o perfil de expressao
dos receptores estrogénicos no cancer de mama, demonstraram que nao ha

diferenca significativa entre elas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel expressao de receptores de estrogénio, tendo como referéncia as pacientes
gue sao negativas para a expressao dos receptores estrogénicos. As pacientes que
apresentaram expressao positiva para receptores estrogénicos apresentaram HR de
0,69 (IC 95% 0,44-1,09; p=0,149) (Tabela 2).
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Figura 18 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com o perfil da expressao dos receptores de
estrogénio (RE)

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

A Figura 19, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo ao perfil da expressao dos receptores de progesterona (RP), verificados por
imuno-histoquimica, nas pacientes portadoras de cancer de mama da coorte
estudada. De acordo com os registros, observamos 118 casos (25,8%) com
expressdo negativa para receptores de progesterona, tendo ocorrido 37 mortes
neste grupo, representando 31,4% dos casos. A mediana da sobrevida global
doenca especifica, estimada para as pacientes com a expressdo negativa para
receptores de progesterona, foi de 107,449 meses (IC 95% 95,773 a 119,125). A
expressao positiva para receptores de progesterona foi observada em 339 casos
(74,2%), tendo ocorrido 56 mortes neste grupo, representando 16,5% dos casos. A
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mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as pacientes com a
expressao positiva para receptores de progesterona, foi de 121,531 meses (IC 95%
115,291 a 127,771). O teste de log-rank global rejeitou a hipétese de semelhanca
(paralelismos) entre as curvas de distribuicdes de sobrevida (X3 9,891; p=0,002).
Assim, as curvas de sobrevida estratificadas, de acordo com o perfil de expressao
dos receptores de progesterona no cancer de mama, demonstraram que ha
diferenca significativa entre elas em todas as fases das curvas (p<0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel expressao de receptores de progesterona, tendo como referéncia as
pacientes que sdo negativas para a expressao dos receptores de progesterona. As
pacientes que apresentaram expressdo positiva para receptores de progesterona
apresentaram HR de 0,52 (IC 95% 0,34-0,79; p=0,002) (Tabela 2).
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Figura 19 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com o perfil da expressao dos receptores de
progesterona (RP)

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianga.
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A Figura 20, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo ao perfil da expressao celular dos receptores hormonais (RH), agrupados
conforme a expressao dos receptores de estrogénio e progesterona, nas pacientes
portadoras de cancer de mama da coorte estudada. Foram considerados expressao
positiva para receptores hormonais as pacientes que apresentaram expressao
positiva para receptor de estrogénio ou de progesterona e, foram considerados
expressdo hormonal negativos, 0s casos que apresentaram negatividade para
ambos os receptores. De acordo com os registros, observamos 81 casos (17,7%)
com expressao negativa para receptores hormonais, tendo ocorrido 23 mortes neste
grupo, representando 28,4% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca
especifica, estimada para as pacientes com a expressao negativa para receptores
hormonais, foi de 112,840 meses (IC 95% 99,479 a 126,202). A expressao positiva
para receptores hormonais foi observada em 376 casos (82,3%), tendo ocorrido 70
mortes neste grupo, representando 18,6% dos casos. A mediana da sobrevida
global doenca especifica, estimada para as pacientes com a expressao positiva para
receptores hormonais, foi de 118,495 meses (IC 95% 112,368 a 124,621). O teste
de log-rank global ndo rejeitou a hipotese de semelhanca (paralelismos) entre as
curvas de distribuicdes de sobrevida (X% 2,105; p=0,147). Assim, as curvas de
sobrevida estratificadas de acordo com o perfil de expressdao dos receptores
hormonais (estrogénio e/ou progesterona) no cancer de mama, demonstraram que

nao ha diferenca significativa entre elas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel expressao de receptores hormonais, tendo como referéncia as pacientes
que sao negativas para a expressao dos receptores. As pacientes que apresentaram
expressao positiva para receptores hormonais apresentaram HR de 0,71 (IC 95%
0,44-1,13; p=0,149) (Tabela 2).
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Figura 20 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com o perfil de expressdo dos receptores
hormonais (RH)

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** IC: intervalo de confianga.

A Figura 21, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo ao perfil da expressdao dos receptores Her-2, verificado por imuno-
histoquimica, nas pacientes portadoras de cancer de mama da coorte estudada. De
acordo com 0s registros, observamos 367 casos (80,3%) com expressao negativa
para receptores Her-2, tendo ocorrido 75 mortes nesse grupo, representando 20,4%
dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as
pacientes com a expressdo negativa para receptores Her-2, foi de 120,033 meses
(IC 95% 112,770 a 127,296). A hiperexpressao de receptores Her-2 foi observada
em 90 casos (19,7%), tendo ocorrido 18 mortes nesse grupo, representando 20%
dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as
pacientes com a hiperexpressao de receptores Her-2, foi de 113,332 meses (IC 95%
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104,644 a 122,020). O teste de log-rank global nao rejeitou a hipbdtese de
semelhanca (paralelismos) entre as curvas de distribuicées de sobrevida (X?: 0,032;
p=0,858). Assim, as curvas de sobrevida estratificadas, de acordo com o perfil de
expressao dos receptores Her-2 no cancer de mama, demonstraram que nao ha

diferenca significativa entre elas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para o perfil
da expressdo do Her-2, tendo como referéncia as pacientes classificadas como
baixo grau de expressao ou auséncia de expressao. As pacientes classificadas com
hiperexpressdo de Her-2 apresentaram HR de 1,04 (IC 95% 0,68-1,60; p=0,858)
(Tabela 2).
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Figura 21 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com o perfil de expressao do Her-2
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianga.
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A Figura 22, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacao ao perfil de expressao do indice de proliferacdo celular Ki-67, verificado por
imuno-histoquimica, nas pacientes portadoras de cancer de mama da coorte
estudada. De acordo com os registros, observamos 132 casos (28,9%) de baixo
grau de expressao do Ki-67 (score patologico < 14%), tendo ocorrido 21 mortes
neste grupo, representando 15,9% dos casos. A mediana da sobrevida global
doenca especifica, estimada para as pacientes classificadas com baixo grau de
expressdao do Ki-67, foi de 124,810 meses (IC 95% 115,991 a 133,630). As
pacientes com alto grau de expressao do Ki-67 (score patoldgico = 14%) foi
observada em 325 casos (71,1%), tendo ocorrido 72 mortes neste grupo,
representando 22,2% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
estimada para as pacientes classificadas com alto grau de expressao do Ki-67, foi
de 116,320 meses (IC 95% 109,043 a 123,598). O teste de log-rank global nao
rejeitou a hipétese de semelhanca (paralelismos) entre as curvas de distribuicées de
sobrevida (X% 3,142; p=0,076). Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de
acordo com o grau de expressdo do indice de proliferacdo Ki-67 no cancer de
mama, demonstraram que nao ha diferenca significativa entre elas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para a
variavel expressao imuno-histoquimica do indice de proliferacao celular ki-67, tendo
como referéncia as pacientes classificadas com baixo grau de expressdo. As
pacientes classificadas com alto grau de expressao do ki-67 apresentaram HR de
1,55 (IC 95% 0,95-2,52; p=0,079) (Tabela 2).
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proliferacéo celular (Ki-67)

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

A Figura 23, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacao ao perfil molecular que foram obtidos a partir dos registros histopatologicos e
imuno-histoquimicos da coorte de pacientes portadoras de cancer de mama. Para
obtengéo do perfil molecular, os casos foram agrupados de acordo com 0s critérios
preconizados pelo Consenso de St Gallen de 2013. As pacientes categorizadas
como perfil molecular Luminal A representaram 111 casos (24,3%) do total da
amostra, tendo ocorrido 20 mortes neste grupo, representando 16,2% dos casos. A
mediana da sobrevida global doenca especifica estimada, para pacientes com perfil
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molecular Luminal A, foi de 123,844 meses (IC 95% 113,938 a 133,749). As
pacientes categorizadas como perfil Luminal B Her-2(-) representaram 216 pacientes
(47,3%) do total da amostra, tendo ocorrido 41 mortes (19,2%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica estimada, para pacientes com perfil
molecular Luminal B Her-2(-), foi de 111,361 meses (IC 95% 102,714 a 119,720). As
pacientes categorizadas como perfil Luminal B Her-2(+) representaram 64 pacientes
(14%) do total da amostra, tendo ocorrido 11 mortes (17,2%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para pacientes
classificadas com perfil Luminal B Her-2(+), foi de 107,149 meses (IC 95% 97,050 a
117,247). As pacientes classificadas como perfil Her-2 hiperexpresso representaram
26 pacientes (5,6%) do total da amostra, tendo ocorrido 7 mortes (26,9%) neste
grupo. A mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para pacientes
classificadas com o perfil Her-2 hiperexpresso, foi de 98,006 meses (IC 95% 79,876
a 116,135). As pacientes classificadas como perfil Triplo negativo representaram 40
pacientes (8,8%) do total da amostra, tendo ocorrido 16 mortes (40%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para pacientes
classificadas com o perfil Triplo negativo, foi de 99,413 meses (IC 95% 79,606 a
119,220). O teste de log-rank global nao rejeitou a hipdétese de semelhanca
(paralelismos) entre as curvas de distribuicdes de sobrevida (X?: 8,451; p=0,076).
Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de acordo com o perfil molecular do
cancer de mama demonstraram que nao ha diferenca significativa entre elas em

todas as fases das curvas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados pelo modelo univariado para cada
categoria do perfil molecular do cancer de mama, tendo como referéncia os tumores
com perfil molecular Luminal A (HR=1; p=0,083). As pacientes classificadas com
perfil molecular Luminal B (her-2 negativo) apresentaram HR de 1,20 (IC 95% 0,69-
2,10; p=0,513); as pacientes classificadas com perfil molecular Luminal B (Her-2
positivo) apresentaram HR de 0,96 (IC 95% 0,45-2,03; p=0,915); as pacientes
classificadas com perfil molecular Her-2 Hiperexpresso apresentaram HR de 1,49 (IC
95% 0,62-3,58; p=0,368) e as pacientes classificadas com perfil molecular Triplo
negativo apresentaram HR de 2,33 (IC 95% 1,19-4,58; p=0,014) (Tabela 2).
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Figura 23 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com o perfil molecular
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

A Figura 24, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relagdo ao tipo de procedimento cirurgico realizado nas pacientes portadoras de
cancer de mama da coorte estudada. De acordo com os registros, observamos que
181 pacientes realizaram cirurgia conservadora (setorectomia) representando 39,6%
dos casos, tendo ocorrido 23 mortes (12,7%) neste grupo. A mediana da sobrevida
global doenca especifica, estimada para as pacientes que realizaram cirurgia
conservadora (setorectomia), foi de 129,845 meses (IC 95% 121,464 a 138,222). As
pacientes que realizaram cirurgia radical (mastectomia) representaram 275 casos
(60,2%), tendo ocorrido 70 mortes (25,4%) neste grupo. A mediana da sobrevida
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global doenca especifica, estimada para as pacientes submetidas a cirurgia radical
(mastectomia), foi de 111,404 meses (IC 95% 104,141 a 118,667). Observamos nos
registros que 1 paciente nao foi submetida a procedimentos cirdrgicos
representando 0,2% dos casos. O teste de log-rank global rejeitou a hipétese de
semelhanca (paralelismos) entre as curvas de distribuicdes de sobrevida (X?: 9,943;
p=0,002). Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de acordo com o tipo de
procedimento cirdrgico realizado nas pacientes portadoras de cancer de mama,
demonstraram que ha diferenca significativa entre elas em todas as fases das
curvas (p<0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel tipo de procedimento cirargico realizado, tendo como referéncia as
pacientes que foram submetidas a cirurgia conservadora. As pacientes que foram
submetias a cirurgia radical (mastectomia) apresentaram HR de 2,10 (IC 95% 1,31-
3,36; p=0,002) (Tabela 2).



88

/
£
- f}

©
=
>
o
f—
e
=]
»
D i TP
= +—aH H
©
= 0.6
s
=
=
S 0.4
=)
*S
o
—
o
& o2 | Cirurgia
o Conservadora s
Radical —
=
L} LY o gl o
.00 50,00 100,00 150,00 200,00
Seguimento (meses)
Cirurgia Casos Mortes Mortes SGM* IC 95%** Log Rank
(n) (n) (%) (meses) X?: 9,943
p= 0,002
Conservadora 181 23 12,7 129,845 121,464 a 138,222
Radical 275 70 25,5 111,404 104,141 a 118,667
N&o realizada 1 1 100
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pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com o tipo de cirurgia realizada
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianga.

A Figura 25, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica, em
relacdo a realizacdo ou ndo de quimioterapia anti-neoplasica adjuvante nas
pacientes portadoras de cancer de mama, da coorte estudada. De acordo com os
registros, observamos que 117 pacientes ndo realizaram tratamento quimioterapico
representando 25,6% dos casos, tendo ocorrido 23 mortes (19,7%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as pacientes que
nao realizaram quimioterapia adjuvante, foi de 97,009 meses (IC 95% 89,170 a
104,847). As pacientes que realizaram tratamento quimioterapico adjuvante
representaram 340 casos (74,4%), tendo ocorrido 70 mortes (20,6%) neste grupo. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as pacientes que
realizaram quimioterapia adjuvante, foi de 120,459 meses (IC 95% 113,393 a
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127,524). O teste de log-rank global ndo rejeitou a hipdtese de semelhanca
(paralelismos) entre as curvas de distribuicdes de sobrevida (X% 0,235; p=0,628).
Assim, as curvas de sobrevida estratificadas de acordo com a realizacdo ou ndo de
tratamento quimioterapico adjuvante nas pacientes portadoras de cancer de mama,

demonstraram que ndo ha diferenca significativa entre elas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel realizacdo ou nao de quimioterapia anti-neoplasica adjuvante, tendo como
referéncia as pacientes que nao realizaram a quimioterapia. As pacientes que
realizaram quimioterapia anti-neoplasica adjuvante apresentaram HR de 0,89 (IC
95% 0,55-1,43; p=0,628) (Tabela 2).

1.0
©
=
E 0.8
o
o
w
L
T 0,67
©
=
s
=
E o4
(&
=)
S
=
=] - .
2 0.2 Quimioterapia
& Nao realizada s
Realizada —
iﬂﬁ“"i‘
- i ] | ¥
.00 50,00 100,00 150,00 200,00
Seguimento (meses)
Quimioterapia Casos Mortes Mortes SGM* IC 95%** Log Rank
(n) (n) (%) (meses) X?: 0,235
p= 0,628
Néo realizada 117 23 19,7 97,009 89,170 a 104,847
Realizada 340 70 20,6 120,459 113,393 a 127,524

Figura 25 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com a realizagcdo ou ndo de quimioterapia
adjuvante

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianga.
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A Figura 26, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo a realizagdo ou ndo de radioterapia adjuvante nas pacientes portadoras de
cancer de mama, da coorte estudada. De acordo com 0s registros, observamos que
168 pacientes nao realizaram tratamento radioterapico representando 36,8% dos
casos, tendo ocorrido 34 mortes (20,2%) neste grupo. A mediana da sobrevida
global doenca especifica, estimada para as pacientes que nao realizaram
radioterapia adjuvante foi de 99,673 meses (IC 95% 92,941 a 106,405). As pacientes
que realizaram tratamento radioterapico adjuvante representaram 289 casos
(63,2%), tendo ocorrido 59 mortes (20,4%) neste grupo. A mediana da sobrevida
global doencga especifica, estimada para as pacientes que realizaram radioterapia
adjuvante, foi de 120,459 meses (IC 95% 113,393 a 127,524). O teste de log-rank
global ndo rejeitou a hipotese de semelhanca (paralelismos) entre as curvas de
distribuicées de sobrevida (X?: 0,014; p=0,905). Assim, as curvas de sobrevida
estratificadas de acordo com a realizagdo ou nao de tratamento radioterapico
adjuvante, nas pacientes portadoras de cancer de mama, demonstraram que nao ha

diferenga significativa entre elas (p>0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel realizacdo ou nao de radioterapia adjuvante, tendo como referéncia as
pacientes que nao realizaram a radioterapia. As pacientes que realizaram
radioterapia adjuvante apresentaram HR de 0,98 (IC 95% 0,64-1,49; p=0,905)
(Tabela 2).
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adjuvante

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianga.

A Figura 27, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo a realizacdo ou nado de hormonioterapia anti-neoplasica adjuvante nas
pacientes portadoras de cancer de mama, da coorte estudada. De acordo com os
registros, observamos que 89 pacientes nao realizaram tratamento
hormonioterapico, representando 19,5% dos casos, tendo ocorrido 26 mortes
(29,2%) neste grupo. A mediana da sobrevida global doenga especifica, estimada
para as pacientes que nao realizaram hormonioterapia adjuvante, foi de 111,929
meses (IC 95% 99,152 a 124,706). As pacientes que realizaram tratamento
hormonioterapico adjuvante representaram 368 casos (80,5%), tendo ocorrido 67
mortes (18,2%) neste grupo. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
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estimada para as pacientes que realizaram hormonioterapia adjuvante, foi de
118,912 meses (IC 95% 112,711 a 125,113). O teste de log-rank global ndo rejeitou
a hipétese de semelhanca (paralelismos) entre as curvas de distribuicbes de
sobrevida (X?: 3,078; p=0,079). Assim, as curvas de sobrevida, estratificadas de
acordo com a realizacdo ou nao de tratamento hormonioterdpico adjuvante nas
pacientes portadoras de cancer de mama, demonstraram que nao ha diferenca
significativa entre elas (p>0,05), porém com tendéncia a significancia no meio e final

das curvas.

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel realizacdo ou ndo de hormonioterapia anti-neoplasica adjuvante, tendo
como referéncia as pacientes que nao realizaram a hormonioterapia. As pacientes
que realizaram hormonioterapia anti-neoplasica adjuvante apresentaram HR de 0,67
(IC 95% 0,42-1,05; p=0,081) (Tabela 2).
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Figura 27 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com a realizagdo ou ndo de hormonioterapia
adjuvante

Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
** |C: intervalo de confianga.
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A Figura 28, apresenta as curvas de sobrevida global doenca especifica em
relacdo a realizagdo ou nao da terapia alvo anti-Her-2 com Herceptin® nas pacientes
portadoras de cancer de mama, que apresentaram perfil Her-2 hiperexpresso na
coorte estudada. De acordo com os registros, observamos que 90 pacientes
apresentavam hiperexpressao, representando 19,7% dos casos. Deste grupo de
pacientes com perfil Her-2 hiperexpresso, 41 pacientes (45,6%) nao receberam
terapia alvo anti-Her-2 com Herceptin®. Neste grupo observamos 13 mortes,
representando 31,7% dos casos. A mediana da sobrevida global doenca especifica,
estimada para as pacientes que nao realizaram terapia alvo anti-her-2 com
Herceptin® foi, de 113,604 meses (IC 95% 102,267 a 124,942). O tratamento alvo
anti-her-2 com Herceptin® foi realizada em 49 pacientes (54,4%), tendo ocorrido 5
mortes (10,2%) neste grupo de pacientes. A mediana da sobrevida global doenca
especifica, estimada para as pacientes que realizaram terapia alvo com Herceptin®
adjuvante, foi de 119,017 meses (IC 95% 112,958 a 125,075). O teste de log-rank
global nao rejeitou a hipotese de semelhanca (paralelismos) entre as curvas de
distribuicdes de sobrevida (X?: 1,825; p=0,177). Assim, as curvas de sobrevida
estratificadas de acordo com a realizagdo ou ndo da terapia alvo anti-Her-2 com
Herceptin® nas pacientes portadoras de cancer de mama, Her-2 Hiperexpresso,
demonstraram que nao ha diferenga significativa entre elas (p>0,05), porém com

tendéncia a significancia no meio e final das curvas.

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para a
variavel realizacdo ou nao de terapia alvo anti-Her-2 com Herceptin®, tendo como
referéncia as pacientes que nao realizaram a terapia alvo anti-Her-2. As pacientes
que realizaram a terapia alvo anti-Her-2 com Herceptin® apresentaram HR de 0,54
(IC 95% 0,22-1,34; p=0,184) (Tabela 2).
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Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

Tabela 2 - Andlise Univariada das variaveis progndsticas para a ocorréncia de morte

na coorte de pacientes femininas portadoras de cancer de mama

Variaveis HR* IC 95%*** P
Faixa etaria (anos)

<50 ) Rl 0,000
50-59 1,03 (0,54 — 1,96) 0,942
60-69 1,88 (1,02 — 3,44) 0,042
>70 2,92 (1,70 - 5,01) 0,000
Histologia

Ductal invasor 1 R 0,177
Lobular invasor 1,48 (0,83 — 2,66) 0,199
Mucinoso 0,34 (0,05 — 2,43) 0,280
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Variaveis HR* IC 95%*** pr
Tumor —tamanho

T1(<2cm) ) 0,000
T2 (2a4,9cm) 1,86 (1,04 — 3,36) 0,038
T3 (=5cm) 3,84 (1,83 —8,08) 0,000
T4 (Inflamatério) 5,12 (2,32—11,29) 0,00
Linfonodos axilares

NO (negativos) i R 0,007
N1 (<4 linfonodos positivos) 1,58 (0,97 — 2,57) 0,067
N2(=4 linfonodos positivos) 2,37 (1,38 - 4,08) 0,002
N3 (Linfonodos fusionados positivos) 3,00 (1,16 - 7,74) 0,023
Estagiamento (TNM)

I L R 0,000
Il 3,39 (1,35-8,51) 0,009
1l 6,32 (2,49-16,08) 0,00
Grau Histoldgico

Baixo ) R 0,000
Intermediario 2,88 (0,70-11,82) 0,143
Alto 6,32 (1,63—29,99) 0,008
Receptor Estrogénio (RE)

Negativo 1 R

Positivo 0,69 (0,44 —1,09) 0,114
Receptor Progesterona (RP)

Negativo 1

Positivo 0,52 (0,34 - 0,79) 0,002
Receptor Hormonal (RH)

Negativo ) R

Positivo 0,71 (0,44 -1,13) 0,149
HER- 2

Negativo ) R

Hiperexpresso 1,04 (0,68 — 1,60) 0,858
Ki-67 (indice de proliferagao)

Baixo ) B

Alto 1,55 (0,95 -2,52) 0,079
Perfil Molecular

Luminal A ) R 0,083
Luminal B HER-2 negativo 1,20 (0,69 —2,10) 0,513
Luminal B HER-2 positivo 0,96 (0,45 —2,03) 0,915
HER-2 superexpresso 1,49 (0,62 — 3,58) 0,368
Triplo negativo 2,33 (1,19 — 4,58) 0,014
Cirurgia

Conservadora 1 R

Radical 2,10 (1,31 —3,36) 0,002
Quimioterapia

Nao realizada 17

Realizada 0,89 (0,55 -1,43) 0,628
Radioterapia

Nao realizada 1

Realizada 0,98 (0,64 —1,49) 0,905
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Variaveis HR* IC 95%*** pr
Hormonioterapia

N&o realizada ) R

Realizada 0,67 (0,42 — 1,05) 0,081
Herceptin® (alvo anti-Her-2)

N&o realizado ) R

Realizado 0,54 (0,22 - 1,34) 0,184
SIRT-1

Negativo ) R

Hiperexpresso 2,66 (1,03 —6,86) 0,043

Fonte: O autor (2016)

* Hazard Ratio (HR) obtido pelo modelo de riscos proporcionais de Cox
** Intervalo de confianca

*** Significancia estatistica

**** Categoria de base ou referéncia

De acordo com o objetivo principal da pesquisa foi realizada a anélise da
expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1) em tecido tumoral de blocos de parafina através da
técnica de imuno-histoquimica. Foram selecionados 123 blocos de parafina de
pacientes portadoras de cancer de mama, conforme critérios apresentados na
metodologia da pesquisa. As andlises foram realizadas pela equipe de Patologistas

do Laboratério Medicina Diagnéstica em Erechim-RS.

Os 123 casos selecionados para investigacdo da SIRT-1 representaram
26,9% do total da coorte de pacientes femininas portadoras de cancer de mama
(n=457). A Tabela 3 apresenta a descricio das variaveis pesquisadas que
compuseram a coorte total (n=457) e a coorte de SIRT-1 (n=123).

Tabela 3 - Descricao e frequéncia das variaveis pesquisadas para composicao da
coorte total e coorte da SIRT-1

Coorte total Coorte SIRT-1 P*
n=457 % n=123 %
Idade (anos)
<50 149 32,6 48 39,0 0,045
50 - 59 115 25,2 28 22,8
60 — 69 90 19,7 26 21,1
270 103 225 21 17,1
Histologia
Ductal invasor 396 86,9 105 85,4 0,609
Lobular invasor 48 10,5 16 13,0
Mucinoso 12 2,6 2 1,6
Tamanho do tumor
T1(<2cm) 131 28,7 30 24,4 0,103
T2 (2a4,9cm) 265 58,0 71 57,7
T3 (25cm) 34 7,4 17 13,8
T4 (Inflamatorio) 27 59 5 4.1
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Coorte total Coorte SIRT-1 P*
n=457 % n=123 %
Linfonodos axilares
NO (negativos) 225 49,2 48 39,0 0,008
N1 (< 4 linfonodos 146 31,9 45 36,6
positivos)
N2 (= 4 linfonodos 71 15,5 27 22,0
positivos)
N3 (Linfonodos 15 3,3 3 2,4
fusionados positivos)
Metastase
Sem 452 98,9 122 88 0,569
Com 5 1,1 1 5
Estagiamento (TNM)
I 91 19,9 17 13,8 0,032
Il 249 54,5 68 55,3
Il 112 245 37 30,1
v 5 1,1 1 0,8
Grau
Baixo 41 9,0 5 41 0,111
Intermediario 301 65,8 84 68,3
Alto 115 25,2 34 27,6
Receptor estrogénio (RE)
Negativo 92 20,1 27 22,0 0,556
Positivo 365 79,9 96 78,0
Receptor progesterona(RP)
Negativo 118 25,8 30 24,4 0,672
Positivo 339 74,2 93 75,6
HER-2
Negativo 367 80,3 93 75,6 0,108
Hiperexpresso 90 19,7 30 24,4
Ki-67 (indice de proliferacao)
Baixo grau 132 28,9 60 48,8 0,001
Alto grau 325 71,1 63 51,2
Molecular
Luminal A 111 24,3 33 26,8 0,758
Luminal B HER-2 216 47,3 49 39,8
negativo
Luminal B HER- 2 64 14,0 22 17,9
positivo
HER-2 hiperexpresso 26 5,6 9 7,3
Triplo negativo 40 8,8 10 8,1
Cirurgia
Nao realizada 1 0,2 1 0,8 0,478
Setorectomia 181 39,6 51 41,5
Mastectomia 275 60,2 71 57,7
Quimoterapia
Nao realizada 117 25,6 16 13,0 0,000
Realizada 340 74,4 107 87,0
Radioterapia
Nao realizada 168 36,8 29 23,6 0,000
Realizada 289 63,2 94 76,4
Hormonioterapia
N&ao realizada 89 19,5 23 18,7 0,800
Realizada 368 80,5 100 81,3
Herceptin® (alvo anti-HER-2)
N&o realizado 41 45,6 21 70,0 0,154
Realizado 49 54,4 9 30,0
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Coorte total Coorte SIRT-1 P*
n=457 % n=123 %
Censuras
\[ivos 364 79,6 87 70,7 0,004
Obitos 93 20,4 36 29,3

Fonte: O autor (2016)
* Significancia estatistica

Para analise e quantificacdo do grau da expressao nuclear da SIRT-1, através
da técnica de imuno-histoquimica e por reacdao de imunofluorescéncia, foram
adotados os seguintes critérios de classificacao:

Expressao negativa (0): grau de expressdo nuclear da SIRT-1 ausente ou

reacgao imunofluorescente positiva ao anticorpo anti-SIRT-1 em até 1% das células

tumorais;

Expressao fraca (1+): grau de expressao nuclear da SIRT-1 positiva entre 1a
49% das células tumorais (Figura 29);
Expressdo moderada (2+): grau de expressao nuclear da SIRT-1 positiva

entre 50 a 79% das células tumorais (Figura 30);

Expresséo forte (3+): grau de expressao nuclear da SIRT-1 positiva acima de
80% das células tumorais (Figuras 31 e 32).

Figura 29 — Imagem microscopica de tecido tumoral de carcinoma mamario em paciente feminina
com expressao fraca da SIRT-1 (grau de expressao de 40%). Técnica imuno-histoquimica. Aumento
100x.

Fonte: O autor (2016)
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Figura 30 - Imagem microscépica de tecido tumoral de carcinoma mamario em paciente feminina
com expressdao moderada da SIRT-1 (grau de expressdo de 70%). Técnica imuno-histoquimica.
Aumento 100x.

Fonte: O autor (2016)

Figura 31 - Imagem microscépica de tecido tumoral de carcinoma mamario em paciente feminina
com expressao forte da SIRT-1 (grau de expressao de 80%). Técnica imuno-histoquimica. Aumento
100x.

Fonte: O autor (2016)
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Figura 32 - Imagem microscépica de tecido tumoral de carcinoma mamario em paciente feminina
com expressao forte da SIRT-1 (grau de expressao de 90%). Técnica imuno-histoquimica. Aumento
100x.

Fonte: O autor (2016)

A Tabela 4 apresenta a descricdo dos casos classificados de acordo com o
grau de expressao da SIRT-1, encontrada a partir da investigacdo imuno-
histoquimica e conforme critérios adotados para classificacdo. Nas analises do grau
de expressdao da SIRT-1, observamos 9 casos (7,3%) que ndo apresentaram
expressao; 71 casos (57,7%) classificados como expressao fraca; 35 casos (28,5%)
classificados como expressdo moderada e 8 casos (6,5%) classificados como
expressao forte.

Tabela 4 - Descricdo do grau de expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1) em pacientes

portadoras de cancer de mama e numero de eventos (mortes) ocorridos durante o

seguimento

Grau de expressao Total Eventos (mortes)

SIRT-1 N=123 % N=35 %
Expressao negativa (0) 9 7,3 3 33,3
Expressao fraca (1+) 71 57,7 18 25,4
Expressao moderada (2+) 35 28,5 9 25,7
Expressao forte (3+) 8 6,5 5 62,5

Fonte: O autor (2016)

De acordo com o objetivo principal proposto nesta pesquisa foram calculadas
as estimativas medianas de sobrevida e risco de morte, nos modelos univariado e
multivariado de Cox, para verificar o impacto do perfil hiperexpressao de SIRT-1 no
prognéstico das pacientes investigadas. Para modelagem destas andlises, as
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pacientes foram agrupadas e classificadas em dois grupos, de acordo com a
hiperexpressao ou nao da SIRT-1.

Desta forma, os grupos foram classificados em:

- Grupo Sirtuina-1 (SIRT-1) negativa: foram considerados os casos das
pacientes que apresentaram expressdo negativa(0), expressdo fraca(1+) e
expressdao moderada (2+) de SIRT-1;

- Grupo Sirtuina-1 (SIRT-1) hiperexpressa: foram consideradas as pacientes
que apresentaram expressao forte(3+).

As curvas de sobrevida global doencga especifica, estimadas para as 123
pacientes portadoras de cancer de mama, em relacdo ao perfil da expressao da
Sirtuina-1 (SIRT-1) investigados por imuno-histoquimica, estdo apresentadas na
Figura 33. De acordo com as analises e critérios adotados nesta pesquisa,
observamos 115 casos (93,5%) que apresentaram expressao negativa da Sirtuina-1
(SIRT-1), tendo ocorrido 30 mortes neste grupo, representando 26,1% dos casos. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as pacientes com a
expressao negativa da Sirtuina-1 (SIRT-1), foi de 115,541 meses (IC 95% 107,324 a
123,758). A hiperexpressdo da Sirtuina-1 (SIRT-1) foi observada em 8 casos
(6,50%), tendo ocorrido 5 mortes neste grupo, representando 62,5% dos casos. A
mediana da sobrevida global doenca especifica, estimada para as pacientes com a
hiperexpressao da Sirtuina-1 (SIRT-1), foi de 74,221 meses (IC 95% 47,735 a
100,707). O teste de log-rank global rejeitou a hipdtese de semelhanca
(paralelismos) entre as curvas de distribuicbes de sobrevida (X?: 4,452; p=0,035).
Assim, as curvas de sobrevida, estratificadas de acordo com o perfil de expressao
da Sirtuina-1 (SIRT-1) nas pacientes portadoras de cancer de mama, demonstraram
que ha diferenga significativa entre elas (p<0,05).

Os Hazard Ratio (HR) foram calculados, pelo modelo univariado, para o perfil
imuno-histoquimico da expressao da Sirtuina-1 (SIRT-1), tendo como referéncia as
pacientes classificadas com expressao negativa da Sirtuina-1 (SIRT-1). As pacientes
classificadas com hiperexpressado da Sirtuina-1 (SIRT-1) apresentaram HR de 2,66
(IC 95% 1,03-6,86; p=0,043) (Tabela 2).
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Figura 33 - Curvas de sobrevida global doenca especifica (Kaplan-Meier) em meses da coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama de acordo com expressao de Sirtuina-1 (SIRT-1)
Fonte: O autor (2016)

* SGM: estimativa de sobrevida mediana a cada tempo.
**|C: intervalo de confianga.

As pacientes que apresentaram hiperexpressdo de SIRT-1 representaram
6,5% da amostra investigada. As caracteristicas gerais desta amostra de acordo

com as variaveis pesquisadas estao descritas, a seguir:

- A idade mediana foi de 58 anos, sendo que a mais jovem tinha 35 anos e a

mais velha 77 anos.

- O tipo histologico identificado em todos os casos foi o carcinoma ductal

invasor.
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- O tamanho do tumor foi classificado como T2 (2cm a 4,9cm) em quatro
casos (50%) e T3 (> 5,0cm) em 4 casos (50%).

- O comprometimento metastatico em linfonodos axilares foi evidenciado em
quatro casos (50%) e quatro casos (50%) apresentaram a axila livre de

comprometimento.

- Quanto ao estadiamento clinico (TNM), identificamos trés pacientes (37,5%)
com estagio Il (doenca limitada) e cinco pacientes (62,5%) com estagio Il
(avancado).

- O grau histolégico foi classificado como alto em cinco casos (62,5%) e
intermediario em trés casos (37,5%).

- O perfil de expressao dos receptores hormonais (estrogénio e progesterona)
foi negativo em quatro casos (50%) e positivo em quatro pacientes (50%). Nao
houve diferenga especifica na analise individual dos receptores de estrogénio e

progesterona.

- O indice de proliferacao celular (ki-67) foi de alto grau em sete pacientes
(87,5%) e identificamos um caso (12,5%) de baixo grau.

- O perfil Her-2 foi negativo em cinco casos (62,5%) e hiperexpresso em trés
casos (37,5%).

- Quanto a classificacdo de acordo com o perfil molecular, identificamos um
caso (12,5%) categorizado como Luminal A, trés casos (37,5%) categorizados como
Luminal B Her-2 negativo, dois casos (25%) categorizados como Her-2

Hiperexpresso e dois casos (25%) categorizados como Triplo negativo.

- Quanto ao tipo de tratamento cirdrgico empregado, observamos que cinco
pacientes (62,5%) realizaram mastectomia e trés pacientes (37,5%) foram
submetidas a cirurgia conservadora.

- A quimioterapia e radioterapia foram empregadas em todos 0s casos.

- A hormonioterapia foi realizada em cinco pacientes (50%).

- A terapia alvo anti-Her-2 com Herceptin® foi realizada em um caso (50%).

Com o objetivo de verificar o efeito prognostico do grau de expressao da
Sirtuina-1 (SIRT-1), de acordo com o risco de morte por cancer de mama, foram
calculados os Hazard ratio (HR) para a SIRT-1 ajustadas pelas variaveis

selecionadas. A Tabela 5 apresenta a descricdo das variaveis e 0s respectivos
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hazard ratios (HR) obtido em cada analise pelo método univariado da regressao de
Cox.

Tabela 5 - Andlise Univariada da SIRT-1 ajustada para ocorréncia de morte de
acordo com a descricdo de cada variavel prognéstica na coorte de pacientes

femininas portadoras de cancer de mama

Variaveis ajustadas HR* IC 95%*** P
SIRT-1 nao ajustada 2,66 (1,03 - 6,86) 0,043
Idade 2,86 (1,11 —7,38) 0,030
Histologia 2,79 (1,07 — 7,28) 0,036
Tamanho do tumor 1,92 (0,71 = 5,20 0,198
Linfonodos 2,73 (1,06 — 7,04) 0,037
TNM 2,25 (0,87 - 5,81) 0,096
Grau 1,87 (0,71 -4,92) 0,206
Her-2 2,82 (1,07 -7,44) 0,036
Ki—67 2,48 (0,95-6,42) 0,062
Receptor estrogénio 2,42 (0,89 - 6,60) 0,085
Receptor progesterona 2,13 (0,79 — 5,73) 0,135
Perfil Molecular 2,47 (0,93 — 6,59) 0,071
Cirurgia 2,57 (1,00 - 6,62) 0,051
Quimioterapia 2,90 (1,11 —-7,60) 0,030
Radioterapia 2,71 (1,05 -7,01) 0,040
Hormonioterapia 2,18 (0,79 — 6,04) 0,134
Herceptin® 2,53 (0,98 — 6,54) 0,055

Fonte: O autor (2016)

* Hazard Ratio (HR) obtido pelo modelo de riscos proporcionais de Cox ajustados para cada variavel
** Intervalo de confianca
*** Significancia estatistica

As variaveis prognésticas que apresentaram significAncia no modelo
univariado e, que apresentam relevancia na patogenia da SIRT-1, foram
selecionadas para elaboracdo dos modelos regressivos multivariados, pelo método
de Cox. As variaveis selecionadas foram a idade, os linfonodos axilares, a
classificacdo TNM, o grau histol6gico, o perfil Her-2, o indice de proliferacao celular
ki-67, o perfil dos receptores hormonais e o perfil de acordo com a classificagcao
molecular. A Tabela 6 apresenta a descricdo dos modelos submetidos a andlise
multivariada da expressdo de SIRT-1, ajustados de acordo com cada grupo de

variaveis selecionadas.
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Tabela 6 - Analise Multivariada da SIRT-1 ajustada para ocorréncia de morte de
acordo com as variaveis prognédsticas agrupadas em modelos especificos na coorte

de pacientes femininas portadoras de cancer de mama

Modelos HR* IC 95%*** P
SIRT-1 ndo ajustada 2,66 (1,03 — 6,86) 0,043
SIRT-1, Idade 2,86 (1,11 -7,38) 0,030
SIRT-1, Idade, Linfonodos 3,58 (1,35-9,52) 0,011
SIRT-1, Idade, TNM, Grau histoloégico 2,27 (0,84 -6,15) 0,108
SIRT-1, Idade, Linfonodos, Her-2, ki-67 3,82 (1,37-10,64) 0,010
SIRT-1, Idade, Linfonodos, Receptor hormonal 2,87 (0,97 — 8,48) 0,056
SIRT-1, Idade, Linfonodos, Perfil molecular 3,44 (1,21 —9,79) 0,021

Fonte: O autor (2016)

* Hazard Ratio (HR) obtido pelo modelo de riscos proporcionais de Cox ajustados para cada modelo
proposto

** Intervalo de confianca

*** Significancia estatistica

A SIRT-1 apresentou associacao prognostica com maior risco de morte por
cancer de mama, significativa e independente, em quase todos os modelos
multivariados propostos. Somente nao houve associagdo com pior prognéstico, no
modelo que testou a SIRT-1, a idade, a classificacdo TNM e o grau histolégico
tumoral, e no modelo que testou a SIRT-1, a idade, os linfonodos axilares e os

receptores hormonais.
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8 DISCUSSAO

O cancer de mama caracteriza-se por ser uma doenga complexa e
heterogénea com diversos fatores envolvidos na sua etiologia e no seu prognéstico
(POLYAK, 2007). Os fatores progndésticos podem ter variacdes, de acordo com a
populacdo estudada, devido as diferencas da regidao demogréfica investigada, das
condicbes de acesso aos programas de rastreamento e da qualidade do tratamento
oferecido, acarretando, portanto, desfechos progndsticos distintos para cada grupo
populacional. Neste cenario, ha diferencas em relacao a sobrevida e progndéstico, no
cancer de mama, que sao observados em diversos paises e atribuidas as diferencas
na qualidade de tratamento oncolégico oferecido as pacientes, sendo que menores
sobrevidas sao verificadas para as pacientes de paises com menores indices de
desenvolvimento socioeconémico (ALLEMANI et al., 2015).

Nos Estados Unidos, o cancer de mama € o segundo cancer mais letal, sendo
responsavel por 40.000 mortes por ano (SIU, 2016) e, apesar dos avangos obtidos
no diagndstico precoce e na terapéutica do cancer, a qualidade e o resultado dos
tratamentos também apresentam diferencas, com muitas disparidades dependentes
de fatores como a idade, raca, local geografico e o Centro Hospitalar em que o
tratamento foi realizado (PETKQV et al., 2016).

Os estudos populacionais de coorte em cancer de mama sao fundamentais
para conhecer os dados epidemiolégicos regionais e entender o comportamento e
desfechos destas populacbes diante da doenca. A pesquisa de um marcador
bioldégico molecular com relevancia no prognéstico do cancer de mama € importante
para contribuir para a adogao de estratégias adequadas, visando ao enfrentamento
desta doenca. Este foi o primeiro estudo de sobrevida em cancer de mama realizado
na cidade de Erechim e regiao Alto Uruguai, no Estado do Rio Grande do Sul e com
objetivo de investigar o impacto de um novo marcador biolégico molecular no

progndstico desta doenca.

O tempo de seguimento mediano da coorte estudada representa o tempo em
que 50% das pacientes que compuseram a coorte foram acompanhadas. O tempo
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mediano de seguimento encontrado na coorte estudada foi de 61,93 meses, que
representa um tempo adequado de acompanhamento para analise do desfecho de

interesse, no caso 6bito por cancer de mama.

A estimativa mediana de sobrevida geral cancer especifica encontrada na
coorte foi de 120,2 meses sendo que as estimativas de sobrevida medianas em 5
anos e 10 anos foram estimadas em 79,6% e 69,1%, respectivamente. Ja, o tempo
de sobrevida mediano da coorte foi indeterminado, pois até o final do seguimento
nao ocorreram 50% de eventos (mortes) nas pacientes acompanhadas. Estes dados
encontrados na coorte estudada sao relevantes, pois, independente da analise de
subgrupos, estagios ou variaveis especificas, eles demonstraram estimativas de
sobrevida de uma populacdo especifica do interior do Rio Grande do Sul. Estes
resultados podem ser comparados as taxas de sobrevida encontradas em outras
regides do Brasil e em outros paises, avaliando, desta forma, a qualidade de saude
prestada nesta regido. No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer
(INCA), as estimativas de sobrevida em 5 anos para cancer de mama avangados
sdo de 55 a 60% (BRASIL, 2016). Nos Estados Unidos, o cancer de mama, em
estagio inicial, apresentava estimativas de sobrevida em 5 anos, entre 65 e 92%, e
em estagio avangado, entre 14 e 47% (TANEJA et al., 2010). Um recente estudo de
base populacional de duas coortes holandesas, entre 1999-2005 e 2006-2012, com
tempo mediano de seguimento de 9,8 anos, estimou sobrevida em 5 anos de 91% e
96%, respectivamente em cada periodo, para as mulheres portadoras de cancer de

mama.

Anualmente, a American Cancer Society, estima o nUmero de novos casos de
cancer e de mortes que ocorrerdao nos Estados Unidos e, compila o dados mais
recentes sobre incidéncia, mortalidade e sobrevida. Em 2016, publicou que, a
sobrevida global para o cancer de mama, em 5 anos, nos periodos de 1975-1977,
1987-1989 e 2005-2011, foram 75%, 84% e 91%, respectivamente. Nas Ultimas
duas décadas, verificou-se uma redugédo de 36% no numero de mortes por cancer
de mama nos Estados Unidos (SEIGEL, MILLER, JEMAL, 2016). O estudo
CONCORD-2, publicado em marco de 2015, analisou registros populacionais de
cancer em 67 paises, no periodo de 2005-2009, e verificou grande disparidade de
sobrevida em 5 anos para os mais diversos tipos de cancer, dentre eles, o cancer de

mama. Os paises desenvolvidos estimaram sobrevida em 5 anos para o cancer de
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mama de, aproximadamente, 80% ou mais, sendo que em paises como Mongdlia,
india, Maléasia e Africa do Sul, as estimativas foram de 68%, 60%, 57% e 53%,
respectivamente. Na América Central e do Sul, observou-se uma elevacdo de
sobrevida no periodo de 2005-2009 quando comparados ao periodo de 1995-1999,
principalmente no Brasil (de 78% para 87%), Coldémbia (de 66% para 76%) e
Equador (de 69% para 83%) (ALLEMANI et al., 2015). Desta forma, os resultados
encontrados nesta pesquisa, realizada em Erechim-RS, demonstram taxas
alinhadas para o Brasil, de acordo com o estudo CONCORD-2, porém, com
necessidade de interpretar criticamente os resultados obtidos para avaliar a
qualidade do diagnostico e o atendimento oferecido as pacientes portadoras de
cancer de mama. Assim, sera possivel identificar possiveis deficiéncias, propor
alternativas e reconhecer a necessidade de mudancas para melhorar a qualidade da
assisténcia em saude e, consequentemente, melhorar as estimativas de sobrevida

para 0s proOximos anos.

A idade mediana, do diagnéstico de cancer de mama na coorte estudada, foi
de 57,4 anos sendo que a idade minima foi de 25 anos e a maxima de 92 anos.
Analisando o histograma da distribuicdo das idades e a distribuicdo dos casos nas
diferentes faixas etarias, observamos uma caracteristica do cancer de mama, que é
o de acometer em todas as faixas etarias. O diagnéstico de cancer de mama em
mulheres abaixo de 50 anos representou 32,6% do total de casos e, em mulheres,
acima dos 60 anos foram 42,2% do total de casos da coorte pesquisada.
Classicamente, o cancer de mama esta relacionado ao envelhecimento e apresenta
um risco de incidéncia de trés vezes maior nas mulheres acima dos 70 anos
(SPARANO, MUSS, 2016). A distribuicdo dos casos encontrados nesta pesquisa
apresentaram uma frequéncia de diagnosticos equivalentes para todas as faixas
etarias. Estes dados demonstram a importancia e necessidade de discutir as acdes
relativas ao rastreamento e diagndstico precoce do cancer de mama as mulheres
jovens, abaixo de 50 anos, e para as mulheres pdés menopausa e longevas, acima

dos 70 anos.

Apesar do incentivo em campanhas publicas para a realizagdo do diagnéstico
precoce através do exame de mamografia, com finalidade de rastreamento
(screening) e da reducdo das taxas de mortalidade por cancer de mama em até 20%

com esta agcdo, esse tema ainda é motivo de discordancias na literatura e em
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organizacdes que estudam as acdes preventivas no cancer (MYERS et al., 2015).
Esse fato corrobora com a necessidade e importancia da realizagdo de estudos e
pesquisas em populagdes regionais e especificas para que seja possivel identificar o
perfil epidemiologico e entender a forma de apresentacdo da doenga. Assim, sera
possivel adotar as melhores estratégias para o seu enfrentamento, adequando as

acOes conforme a faixa etaria envolvida.

Nos Estados Unidos, o cancer de mama €& mais frequentemente
diagnosticado em mulheres entre 55 e 64 anos, com idade mediana de 62 anos para
o diagnéstico do cancer de mama (SIU, 2016). Nesse contexto, nos Estados Unidos,
a recomendacdo para realizacdo de mamografia para rastreamento precoce de
cancer de mama (screening) na populacao feminina, vem sendo modificada nos
ultimos anos, e esta sendo recomendada para as mulheres em idades entre 50 e 74
anos. A recomendacdo de mamografia de rastreamento para mulheres
assintomaticas entre os 40 anos e 50 anos, que vigorava no passado, agora
segundo as novas recomendacdes, deverdo ser realizadas analisando
individualmente cada caso e, também, de acordo com o0s riscos especificos
envolvidos (SIU, 2016). Com base na coorte de Erechim.RS, observamos que a
idade mediana do diagnéstico foi de 10 anos a menos em relagdo a mediana de
idade encontrada no estudo realizado na populacdo norte americana. Este dado tem
relevancia e nos remete a discutir a viabilidade de iniciar o rastreamento com
mamografia na populacdo feminina assintomatica do Rio Grande do Sul, em um
periodo de pelo menos 10 anos antes do que a recomendada nos Estados Unidos,
ou seja, iniciar o rastreamento (screening) aos 40 anos de idade. Além disto, na
coorte pesquisada foram encontradas 22,5% dos casos de cancer de mama com
idade igual ou superior a 70 anos, caracterizando um grupo importante de pacientes
que requerem atencao, ja que no Rio Grande do Sul temos uma populacao idosa e
longeva. Um estudo populacional recentemente publicado, com dados relevantes
dos Estados Unidos, também demonstraram uma maior frequéncia de novos
diagnésticos de cancer de mama em faixas etarias mais velhas, requerendo atencao
especifica neste aspecto (ROSENSTOCK et al., 2016). No Brasil, estima-se que
aproximadamente 10% das mulheres alvo para programas de rastreamento estejam
sendo submetidas ao exame de mamografia (LEE et al.,, 2012). Estudo recente,
publicado no New England Journal, que avaliou dados epidemioldgicos de 1975 a

2012 de mulheres norte americanas acima de 40 anos com cancer de mama,
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revelou um aumento na deteccao de tumores menores que 2 cm de 36% para 60% e
reducédo de diagnésticos de tumores maiores que 2 cm, de 64% para 32%. Porém,
apesar da eficiéncia da mamografia de rastreamento, os pesquisadores
consideraram que, ocorreu um sobrediagndstico estimado em 132 casos por 100 mil
mulheres, ou seja, casos diagnosticados por rastreamento que nunca teriam

evoluido com sintomatologia clinica (WELCH et al., 2016).

Verificando as curvas de estimativas de sobrevida, relacionadas a variavel
idade, na coorte de Erechim-RS, observamos uma associacdo progndstica
estatisticamente significativa de pior sobrevida as pacientes mais velhas. De acordo
com as faixas etarias analisadas, observamos que as pacientes, com idades entre
60 e 69 anos e, as pacientes, com idade acima de 70 anos, apresentaram um maior
namero de mortes por cancer de mama, 23,3% e 34,0%, respectivamente. A
estimativa mediana de sobrevida doenca global especifica deste grupo de pacientes,
foi, estatisticamente, inferior a sobrevida das pacientes com idades inferiores a 50
anos. As pacientes com idades inferiores a 50 anos, apresentaram um menor
namero de mortes, que representou, 14,9% dos casos. Essa caracteristica, de
menor sobrevida para as faixas etarias mais velhas, foi demonstrada, nas
estimativas e curvas de sobrevidas, investigadas neste estudo. No Brasil, as mortes
por cancer de mama apresentaram um crescimento anual, sendo que em 2012
foram identificadas 13.746 mortes. Uma andlise brasileira referente ao ano de 2010,
em que ocorreram 12.853 mortes, foram observadas 25,7% das mortes na faixa
etaria abaixo de 49 anos, 24,5 % das mortes entre 50 e 59 anos, 21 % entre 60 e 69
anos e 28,1% na faixa etéria acima de 70 anos (CECILIO et al., 2015).

Analisando os resultados apresentados, no modelo univariado, observamos
um risco proporcional de mortes significativamente mais elevado para as mulheres
com faixas etarias superiores a 60 anos. As mulheres com idades entre 60 e 69
anos apresentaram um risco de morte 1,88 vezes maior que as pacientes com
idades inferiores a 50 anos e as mulheres com idade igual ou superior a 70 anos
apresentaram um risco de 2,92 vezes maior em relagdo as mulheres com idades
inferiores a 50 anos. Estes dados, obtidos na pesquisa, revelam uma diferenca
estatisticamente significativa e desfavoravel no prognéstico das mulheres com
idades superiores a 60 anos, quando comparadas a faixas etarias menores. Assim,
algumas observacodes, sdo importantes para justificar esses achados:
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- As mulheres idosas tem diagnosticado o cancer de mama em estagios mais
avancados;

- Ocorre retardo no acesso para rastreamento (screening) das mulheres
assintomaticas nestas idades. Apesar, de alguns estudos, demonstrar evidéncias de
beneficio na reducdao da mortalidade, por cancer de mama, pelo rastreamento
mamografico em pacientes com 74 anos, a maioria dos estudos, ainda, sao
inconclusivos (SANDERSON et al., 2015). O beneficio da recomendacédo para
realizacdo ou ndo, da mamografia, para pacientes acima dos 70 anos, e,
especialmente, em pacientes longevas, com idades superiores a 80 anos, ainda néao
esta definido (MASSIMINO et al., 2016).

- As estratégias de tratamentos menos eficazes, para o cancer de mama,
estdo sendo oferecidas e utilizadas para este grupo etario de pacientes.
Corroborando com esta observacao, um estudo também retrospectivo, realizado em
um Hospital Universitario da Alemanha, evidenciou menor estimativa de sobrevida
em pacientes portadoras de cancer de mama, acima de 65 anos, quando
comparados a estimativa de sobrevida de pacientes mais jovens tratadas no mesmo
Hospital. As analises sugerem menor realizagdo de quimioterapia para o grupo de
pacientes acima de 65 anos (WALLWIENER et al., 2016).

- As doencas cronicas nao infecciosas (comorbidades), que sao mais
prevalentes em faixas etarias mais velhas, contribuem para a diminuicdo da
capacidade e performance global das pacientes, e concorrem para o aumento dos
riscos de complicagdes clinicas. Desta forma, as comorbidades, tornam-se
importantes para a selecao de estratégias terapéuticas e, podem ser a justificativa
para a reducao da utilizacao de tratamentos oncoldgicos, como a quimioterapia ou
terapias alvo especificas, alterando assim, o desfecho e o prognédstico para esse
grupo de pacientes (ROSENSTOCK et al., 2016). As comorbidades clinicas séo,
potencialmente, um viés de dificil controle e que podem contribuir no perfil dos
achados para essas analises estatisticas retrospectivas.

De acordo com o comportamento bioldégico do tumor em relacdo a idade,
classicamente observamos uma evolugdo menos agressiva para tumores em idades
mais avang¢adas quando comparados aos que ocorrem em pacientes jovens. Um
recente estudo gendmico demonstrou que o cancer de mama, em pacientes jovens,
estd associado com uma maior expressdo de genes relacionados a proliferacéo,

células tronco e resisténcia enddcrina, enquanto que o cancer de mama em idosos,
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especialmente, o carcinoma ductal, apresentaria mais expressdao de mutacdes
somaticas (AZIM Jr et al., 2015). Alguns estudos demonstraram a associacao de
menor sobrevida e pior prognéstico, nas pacientes jovens, devido a ocorréncia de
tumores com perfil molecular mais agressivo, nesta faixa etaria, como o cancer de
mama com perfil Triplo negativo (LIEDTKE et al., 2015). As evidéncias, com base
em estudos retrospectivos, sugerem que o fenotipo molecular e patolégico dos
tumores sao diferentes nas mulheres jovens em relacdo as mais idosas, com
comportamentos prognosticos diferentes, requerendo abordagens distintas
(SABIANI et al., 2016). Ficou demonstrado, na coorte estudada em Erechim, que ha
necessidade de atencado e cuidados especificos as faixas etarias mais elevadas,
pois apresentaram, significativamente, menor estimativa de sobrevida e maior risco
de morte, por cancer de mama, em relacdo as pacientes mais jovens. As razdes
destas evidéncias, identificadas na pesquisa, podem estar relacionadas a pior
qualidade no cuidado oferecido para este grupo de pacientes ou, a um
comportamento biolégico mais agressivo, o que contrapde muitas evidéncias da
literatura. Assim, evidencia-se que a populacao idosa portadora de cancer de mama
€ heterogénea e, portanto, o cuidado ndo deve ser centrado apenas na idade
cronolégica (BIGANZOLI et al., 2012). O Consenso de St Gallen recomenda que néo
se deve estabelecer um limite absoluto de idade para a utilizagdo da quimioterapia

no tratamento oncolégico das pacientes idosas (COATES et al., 2015).

Na coorte estudada em Erechim, quanto a histologia tumoral, houve amplo
predominio do carcinoma ductal invasor, que representou 86,9% dos casos. Além
desta histologia, foi identificado nas pacientes, 10,5% de casos com histologia
carcinoma lobular invasor e 2,6% de casos de carcinomas mucinosos. As histologias
encontradas no estudo sdo as mais frequentemente citadas na literatura e suas
descricoes estdo de acordo com critérios de classificacao histolégicas do cancer de
mama (HANS-PETER, HANS K., 2013). As anadlises de estimativa de sobrevida e os
calculos de risco de morte, no modelo univariado, relacionadas aos tipos histol6gicos
de cancer de mama encontrados na coorte estudada, ndo demonstraram diferencas
estatisticamente significativas entre as histologias encontradas. Observamos, nesta
pesquisa, que nao houve correlacdo significativa entre as histologias do tipo
carcinoma ductal invasor e carcinoma lobular invasor, apesar de uma tendéncia de
risco de morte maior para o carcinoma lobular. Corroborando, com os achados desta

pesquisa, um estudo Espanhol publicado em 2015, analisou as caracteristicas
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histopatoldgicas e imuno-histoquimicas de 1745 pacientes submetidas a tratamento
cirurgico por cancer de mama, com seguimento de 76 meses, também nao
demonstrou diferenca entre os tipos histolégicos quanto a recorréncia local,
ocorréncia de metastases a distdncia ou mortalidade. Neste estudo espanhol, o
carcinoma lobular invasor representou, 9% dos casos, e o carcinoma ductal invasor,
91% dos casos (GARCIA-FERNANDEZ et al., 2015).

O carcinoma tipo mucinoso da mama é menos frequente, em geral representa
4% do total de casos de canceres invasivos, e tem sido relacionado com melhor
prognéstico (LElI et al, 2016). Na coorte estudada, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao prognoéstico quando comparado as
histologias carcinoma do tipo ductal invasor e carcinoma lobular invasor e, apesar de
apresentar uma tendéncia de risco protetor (HR=0,54) em relacdao a histologia

carcinoma do tipo ductal invasor, ndo houve significancia estatistica.

Classicamente, o tratamento e prognostico do cancer de mama é baseado em
fatores histolégicos relacionados ao tamanho do tumor, comprometimento
metastatico dos linfonodos axilares e a presenca ou ndo de metastases a distancia
(TANEJA et al., 2010; CHEN et al, 2014). O agrupamento destes fatores histolégicos
permite classificar os tumores em estagio inicial, intermediario ou avangado,
contribuindo para a determinacéo do tipo de tratamento oncolégico que devera ser
empregado, e estimar a sobrevida para os pacientes de acordo com o estagio
verificado no momento do diagnéstico. A classificacdo padronizada, que melhor
prediz o prognédstico, adotada internacionalmente, € a classificacdo dos tumores
malignos estratificada pelo sistema TNM (AJCC) (GREENE et al., 2002), que agrupa
os tumores em Estagios I, I, lll e IV de acordo com a sua extensao (SENKUS et al.,
2015). As estimativas de sobrevida em 5 anos, para pacientes com céancer de
mama, no estagio | é de 92%, no estagio Il, de 65 a 82%, no estagio Ill de 44 a 47%
e no estagio IV (metastatico) é de 14% (TANEJA et al., 2010).

No nosso estudo, verificando os resultados obtidos, podemos observar que a
analise da variavel, tamanho do tumor (T), foi um fator prognéstico, estatisticamente
significativo para estimar a sobrevida e o risco de morte das pacientes portadoras de
cancer de mama. Observamos que, somente 28,7% dos casos tinham tumores
pequenos, menores que 2cm (T1), e os demais casos, que corresponde a 71,3%,

apresentavam-se ao diagnéstico com tumores maiores (T2 e T3) e inflamatérios
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(T4). O numero de mortes ocorridas em pacientes com tumores maiores que 5 cm
(T3) ou tumores inflamatérios (T4), durante o tempo de seguimento da coorte, foi de
41,2% e 40,7% dos casos, respectivamente. A estimativa de sobrevida de acordo
com o tamanho tumoral verificada na coorte foi inversamente proporcional ao seu
tamanho. Quanto ao risco de morte das pacientes, de acordo com o tamanho
tumoral, e assumindo como referéncia, os tumores pequenos (T1), o risco foi
significativamente maior para os tumores classificados em T2, T3 e T4. As pacientes
classificadas com tumores T2 (2-4,9cm), apresentaram um risco de morte quase
duas vezes maior; os tumores T3 (= 5¢cm), apresentaram um risco de morte quase 4
vezes maior e, os tumores T4 (inflamatorios), apresentaram um risco de morte 5
vezes maior em relacdo aos tumores iniciais. Estes dados obtidos na pesquisa
demonstram que, para a maioria das pacientes, o diagndstico inicial foi realizado
quando o tumor apresentava-se com tamanho maior que 2 cm, portanto, mais
avancado, e possivelmente, palpavel ao toque digital. Nestes casos, a possibilidade
de ter uma sobrevida menor € esperada e, consequentemente, com risco maior de
morte. Ja, quando o diagnéstico é realizado por mamografia de rastreamento, os
tumores poderdo estar impalpaveis ao exame clinico das mamas e, portanto,
diagnosticados com tamanhos menores, podendo obter uma sobrevida, apds
tratamento, significativamente maior. Estes achados investigados e descritos na
coorte de Erechim-RS, demonstram a necessidade de diagnosticar precocemente o
cancer de mama, além do fato de identificar possiveis fragilidades nos programas de

rastreamento feminino relacionadas ao cancer de mama, na regiao.

Da mesma forma, que a analise do tamanho tumoral foi significante,
estatisticamente, para estimar a sobrevida das pacientes portadoras de cancer, o
perfil de comprometimento dos linfonodos axilares demonstrou relevancia na coorte
estudada. Corroborando com dados da literatura, o status de comprometimento
metastatico axilar, além de determinar um estagio mais avancado do cancer de
mama, prediz uma menor sobrevida (COATES et al., 2015; SENKUS et al., 2015).
Na coorte pesquisada, verificamos que 50,8% das pacientes apresentavam, no
momento do diagnédstico, comprometimento metastatico axilar, tendo ocorrido mais
de 30% de mortes neste grupo de pacientes durante o seguimento da coorte. Neste
grupo de pacientes a sobrevida mediana estimada foi significativamente menor em
relagdo ao grupo das pacientes que ndo apresentaram envolvimento metastatico

axilar no momento do diagnéstico de cancer de mama. As pacientes que nao
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apresentaram comprometimento axilar, ou seja, auséncia de envolvimento
metastatico no momento do diagnédstico, evoluiram para uma estimativa de
sobrevida maior. Neste grupo de pacientes com axila negativa (NO), o nimero de
mortes foram significativamente menor durante o tempo de seguimento da coorte, e
o risco de morte, para as pacientes com axila positiva, foi de 1,6 vezes maior para as
pacientes que apresentaram comprometimento de até 4 linfonodos (N1) e de 2,4
vezes maior para as pacientes com mais de 4 linfonodos comprometidos na axila
(N2). As pacientes com comprometimento metastatico mais extenso na axila, isto é,
mais de 10 linfonodos ou linfonodos fusionados, apresentaram um risco de morte
trés vezes maior quando comparadas as pacientes que nao apresentaram

metastases na axila.

As informacdes obtidas nesta pesquisa, quanto a analise do tamanho tumoral
e do status de comprometimento dos linfonodos axilares, demonstraram que
aproximadamente metade das pacientes portadoras de cancer de mama foram
diagnosticadas em estagios avancados, decorrentes de tumores maiores que 2 cm e
também por envolvimento metastatico nos linfonodos axilares. Estes achados, da
pesquisa, indicaram um pior prognostico para este grupo de pacientes e sinalizam a
necessidade de diagnésticos em estagios mais precoces, através de programas
organizados de rastreamento populacional. Neste contexto, confirma-se a estimativa
de reducdo de mortalidade preconizada por alguns, autores e programas
internacionais, que recomendam o rastreamento com mamografia para grupos
especificos de mulheres visando ao diagnéstico do cancer de mama em estagios
iniciais (MYERS et al., 2015).

O agrupamento das variaveis tamanho tumoral, status do comprometimento
dos linfonodos axilares e a presenca de metastases, através da classificacao TNM
(AJCC), em quatro estagios, demonstraram diferencgas significativas entre eles, na
estimativa de sobrevida e risco de morte das pacientes na coorte estudada. As
pacientes que foram classificadas em Estagio | (doenca inicial), pois tinham tumores
menores que 2 cm e axila negativa, representaram 19,9% da amostra e
apresentaram estimativa de sobrevida significativamente maior e um menor risco de
morte do que as pacientes com estagios mais avangados. As pacientes com Estagio
Il (doenga limitada) representaram 54,5% da amostra e apresentaram um risco de
morte de 6,7 vezes maiores do que as pacientes em estagio I, e as pacientes
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classificadas em Estagio Il (doenca avancada) que representaram 24,5% da
amostra, apresentaram um risco maior de morte, de 15 vezes em relagcao ao Estagio
I. Ja, o Estagio IV (doenga metastatica) representou 1,1% da coorte, tendo todas as
pacientes evoluido para o 6bito durante o seguimento. O estudo epidemiol6gico
Amazona, do Grupo Brasieliro de Estudos do Cancer de Mama (GBECAN),
investigou o cancer de mama no Brasil, identificou em torno de 20,2% das pacientes
dignosticadas em Estagio |, 46,8% em Estagio Il, 24,6% em estagio Ill e 5,5% em
Estagio IV (SIMON et al.,, 2009; LEE et al.,, 2012). O Brasil caracteriza-se por
apresentar disparidades entre suas condicées socioeconbémicas e cuidados de
saude oferecidos a populacao, proporcionando, desta forma, diferencas importantes
na apresentagcdo do cancer de mama quanto ao estagio do diagnéstico. Neste
estudo epidemiolégico, anteriormente citado, verificou-se que, no norte do Brasil,
8,4% das mulheres foram diagnosticados com doenca em estagio | e 46,2% foram
diagnosticadas em estagios lll e IV. Na regido centro-oeste, foi verificado 12,3% de
casos em estagio |, e 31,9% dos casos foram diagnosticdos nos estagios Ill e IV. Na
regiao Sul, foram identificados 24,7% de diagndsticos em estagio | e 25,1% em
estagios Illl e IV (SIMON et al., 2009; LEE et al., 2012).

Os resultados obtidos no nosso estudo, em relagdo a classificagdo TNM
(AJCC), identificou menor sobrevida e maior risco de morte por cancer de mama,
para as pacientes que apresentaram, no momento do diagnéstico, estagios mais
avancados da doenca. Estes achados, sdo concordantes com resultados obtidos em
diversos estudos da literatura (COATES et al., 2015; SENKUS et al., 2015). A
avaliagdo progndstica do cancer de mama, através da classificagdo TNM (AJCC),
demonstra uma correlacdo significativa de pior progndstico as pacientes com
estagios avancados, porém, apesar de ser um sistema consagrado, é insuficiente
para contemplar todos os fatores bioldgicos envolvidos na evolucao desta doenca,
principalmente, para determinar o prognostico aos estagios iniciais (SAADATMAND
et al., 2015).

O grau histolégico do cancer de mama € um parametro que avalia a
diferenciacao das células tumorais indicando o comportamento biolégico do tumor e,
consequentemente, a sua relacdo com os desfechos clinicos. O grau histoldgico de
cancer de mama € determinado pelo Sistema de Classificacdo Nottingham (NGS),

que é uma modificacdo do sistema de classificacdo Scarff-Bloom-Richardson
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(ELSTON, ELLIS, 1991). Neste sistema de classificacao, os tumores de baixo grau
(Grau 1) representam um tumor bem diferenciado, que apresentam um padrdo
homologo com a unidade lobular da mama normal, formacéao de tabulos (> 75%), um
leve grau de pleomorfismo nuclear e baixa contagem mitética. Os tumores de grau
intermediario (Grau 2), representam um tumor moderadamente diferenciado e, os
tumores de grau alto (Grau 3), indicam um tumor pouco diferenciado com um
acentuado pleomorfismo celular e mitoses frequentes e nenhuma formacédo de
tubulos (<10%) (RAKHA et al., 2010). O grau histolégico foi investigado na coorte
estudada e observamos um predominio de pacientes classificadas com tumores de
grau intermediario (65,8%) e tumores de alto grau (25,2%). Estes achados
correlacionaram—se com pior prognéstico para as pacientes quando comparados
aos tumores de baixo grau. As estimativas de sobrevida foram estatisticamente
significativas e demonstraram que, quanto maior o grau tumoral identificado nas
pacientes, menor a sobrevida estimada. O risco de morte verificados, de acordo com
a variavel grau histoldgico tumoral, demonstrou que, as pacientes com tumores de
alto grau apresentaram um risco de morte de 6,7 vezes maior do que as pacientes
com tumores de baixo grau. Estes dados estdo de acordo com informagdes obtidas
em grandes séries da literatura que confirmaram o grau histolégico tumoral como
uma ferramenta importante para predizer o comportamento biolégico e a sua relagao
com o progndstico nas pacientes com cancer de mama (RAKHA et al., 2010). Assim,
0 grau histolégico se mantém como um importante fator biolégico prognéstico na

avaliacao de risco do cancer de mama.

A andlise da expressao dos receptores hormonais no cancer de mama e, o
potencial bloqueio terapéutico desta via, foi um grande marco na histéria da
oncologia mamaria (COLE, JONES, TODD, 1971). A consolidagcédo desta pratica e o
beneficio da terapia enddcrina, no desfecho das pacientes, tornaram mais seletivos
os tratamentos para o cancer de mama (REINERT, BARRIOS, 2015; SESTAK et al.,
2013; GOLDHIRSCH et al, 2013; COATES et al, 2015). Na coorte pesquisada,
investigamos a expressdao dos receptores hormonais e a realizacdo da terapia
endocrina antineoplasica para avaliar o impacto prognostico, na sobrevida e risco de
morte, para as pacientes portadoras de cancer de mama. ldentificamos 376 casos
(82,3%) de pacientes que expressaram positividade para receptores hormonais
(RH), independente do subtipo de receptor, estrogénio (RE) ou progesterona (RP), e
81 pacientes (17,7%) nao expressaram positividade para qualquer um dos
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receptores de estrogénio ou progesterona. Durante o seguimento, ocorreram 70
mortes (18,6%) no grupo que expressou positividade para os receptores hormonais
e 23 mortes (28,4%) no grupo com expressao negativa de receptores hormonais. As
estimativas de sobrevida (Kaplan-Meier) demonstraram uma tendéncia de maior
sobrevida e um menor risco de morte, na andlise univariada (Cox), para as pacientes
que expressaram receptores hormonais (RH) positivos. Alguns estudos investigaram
a frequéncia de positividade da expressao dos receptores hormonais em pacientes
portadoras de cancer de mama. Em uma investigacado de 7.016 casos de cancer de
mama, através de imuno-histoquimica em 71 laboratérios distintos, foram
identificados 74 a 80% dos casos expressando positividade para receptores de
estrogénio (RE) e 57 a 69% de expressao positiva para receptores de progesterona
(RP). A variagdo nas taxas de frequéncia foram atribuidas as diferengas
relacionadas com a técnica de execucao dos exames, nos diferentes laboratérios
testados (RHODES et al., 2000). Um estudo menor, analisou as caracteristicas de
1362 mulheres operadas por cancer de mama, identificando 81,1% de expressao
positiva para receptores de estrogénio (RE) e 64,2% para receptores de
progesterona (RP) (HUANG et al., 2005). Os achados da nossa pesquisa estao
concordantes com a literatura que estima, na populagdo feminina com cancer de
mama dos paises Ocidentais, 60 a 80% de expressado positiva para os receptores
hormonais (RH) (HUANG et al., 2005; REINERT,BARRIOS, 2015). Na nossa
pesquisa, investigamos o0s registros imunohistoquimicos da expressdao dos
receptores de estrogénio (RE) e receptores de progesterona (RP), tendo observado
positividade em 365 casos (79,9%) para receptores de estrogénio (RE) e 339 casos
(74,2%) para receptores de progesterona (RP). As analises de estimativas de
sobrevida e risco de morte por cancer de mama, de acordo com a expressao dos
receptores hormonnais, demonstraram uma maior sobrevida para as pacientes que
expressaram positividade para os receptores de progesterona (RP) e uma
associagao preditiva protetora em relacdo ao prognéstico do cancer de mama. As
pacientes que expressaram positividade para receptores de estrogénio (RE)
demonstraram uma tendéncia a maior sobrevida e menor risco de morte, porém,
estatisticamente, ndo apresentaram a significancia esperada. O beneficio clinico, da
investigacao dos receptores de progesterona (RP), ainda é controversa na literatura,
porém existem evidéncias que sugerem a existéncia de um subgrupo de pacientes,
com expressao positiva do RP, que possam ter maior beneficio na terapia enddcrina
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adjuvante (OLIVOTTO et al.,, 2004; HUANG et al., 2005). Na nossa pesquisa,
considerando um numero de casos semelhantes para investigacdo da expressao
dos dois receptores, evidenciamos que, a positividade ao receptor de progesterona
(RP), foi um marcador preditivo mais adequado para estimar a sobrevida e o risco de
morte para as pacientes portadoras de cancer de mama.

O emprego da terapia enddcrina antineoplasica foi avaliada e identificamos
que 368 pacientes (80,5%) receberam algum tipo de tratamento hormonal,
representando 97,87% do total das pacientes que apresentaram expressado postiva
dos receptores hormonais (RH). As estimativas de sobrevida e o risco de morte
foram avaliados e demonstraram tendéncia favoravel de beneficio, com redug¢édo no
namero de mortes e maior sobrevida, as pacientes que receberam a terapia. O
tratamento hormonal antineoplasico, com base na andlise da expressdo dos
receptores hormonais, principalmente, do receptor de estrogénio, esta consagrado
na Literatura. O tratamento hormonal, com tamoxifeno durante 5 anos apés cirurgia
primaria na doenca localizada, pode promover redugdo no risco de morte e na
recorréncia do cancer a longo prazo para as pacientes submetidas ao tratamento
(DAVIES et al., 2011). Dados consistentes na literatura estimam reducéo na taxa de
recorréncia e mortalidade por cancer de mama para as pacientes submetidas a
terapia hormonal adjuvante, porém, estima-se que 30% das pacientes, ainda,
poderdo apresentar recidivas e evoluir para doenca metastatica (BARRIOS et al,
2012; GOLDHIRSCH et al., 2013; REINERT, BARRIOS, 2015).

O receptor do fator de crescimento epidérmico humano, Her-2, esta
amplificado, ou seja, hiperexpresso em aproximadamente 25 a 30% das pacientes
portadoras de céancer de mama, correlacionando-se com a patogénese e
acarretando uma proliferagdo maior de células tumorais e, consequentemente, com
pior prognoéstico (SLAMON et al., 2001; WOLFF et al.,, 2014 ). Com base nas
conclusdes do estudo epidemiolégico Amazona, estimou-se para o Brasil que, cerca
de 20% das pacientes portadoras de cancer de mama, apresentam a doenca Her-2
positiva (SIMON et al., 2009). Em nosso estudo, identificamos 90 pacientes com
Her-2 hiperexpresso e que representaram 19,7% dos casos. As estimativas de
sobrevida, embora menor para esse grupo, nao apresentaram significancia

estatistica.
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As pacientes com cancer de mama Her-2 hiperexpresso representam um
subgrupo especial, pois apresentam um comportamento clinico e biolégico mais
agressivo na evolucado do cancer. Estas evidéncias estimularam o desenvolvimento
de terapia alvo anti-Her-2, cujo primeiro agente bioldégico desenvolvido foi o
Trastuzumab (Herceptin®) que demonstrou beneficios clinicos significativos no
tratamento da doenca metastatica e no tratamento adjuvante do cancer de mama
Her-2 hiperexpresso (SLAMON et al., 2001; PICCART-GEBHART et al., 2005;
COATES et al., 2015). Evidéncias recentemente publicadas, demonstraram que ha
dificuldade de acesso aos servi¢cos publicos de saude para a utilizacdo de terapia
alvo anti-Her-2 em pacientes com cancer de mama avancado e,
consequentemente, maior numero de mortes prematuras (DEBIASI et al., 2016).
Investigamos, também, a utilizacdo de terapia alvo anti-Her-2, e observamos que
49 pacientes (54,4%) portadoras de hiperexpressao de Her-2 receberam a terapia
alvo com Herceptin®. As estimativas de sobrevida para as pacientes que
receberam terapia alvo anti-Her-2 e para as pacientes que nao receberam a terapia
nao foram, estatisticamente, diferentes e, na andlise univarida, o risco relativo (HR)
foi favoravel ao grupo de pacientes que receberam a terapia. Estes dados
investigados demonstraram que quase 50% das pacientes nao receberam a terapia
alvo anti-Her-2, embora sem diferenca estatistica significativa nas estimativas de
sobrevida, o risco relativo (HR) revelou uma tendéncia de beneficio protetor as
pacientes que receberam terapia alvo anti-Her-2 com Herceptin®. A significancia
estatistica estimada pode nao ter sido obtida devido ao pequeno niumero de casos
analisados ou pelo tempo de seguimento ainda insuficiente para avaliar o desfecho

morte por esta variavel.

O indice de proliferacdo (Ki-67) é considerado um dos mais importantes
biomarcadores para selecionar o tratamento e determinar o prognéstico de pacientes
portadoras de cancer de mama que expressam receptores hormonais positivos
(BUSTREO et al., 2016). Embora ainda ndo haja reprodutibilidade e consenso nas
séries estudadas para determinagédo do ponto de corte que classifica os tumores em
baixo grau e, consequentemente, melhor prognéstico, e os tumores de alto grau que
conferem um pior prognéstico as pacientes, ha evidéncias para classificar os
tumores em baixo grau, os tumores que expressam ki-67 entre 14 e 20% e os de
alto grau, os tumores que expressam grau maior que 20% (DENKERT et al., 2013;
COATES et al., 2015; DOWSETT et al., 2015). Na nossa pesquisa, investigamos a
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expressao imuno-histoquimica do Ki-67 e, assumindo os critérios estabelecidos
através do Consenso de St Gallen, 2015, consideramos tumores de baixo grau os
indices de proliferacdo menores que 14% e de alto grau, os tumores que
expressaram um grau maior ou igual a 14% (COATES et al.,, 2015). Assim,
identificamos 132 casos (28,9%) de baixo grau e 325 casos (71,1%) de alto grau,
sendo que ocorreram 21 mortes (15,9%) no grupo de baixo grau e 72 mortes
(22,2%) no grupo de pacientes classificadas como de alto grau. As curvas de
estimativas de sobrevida demonstraram uma tendéncia de menor sobrevida as
pacientes classificadas com Ki-67 de alto grau. Na analise univariada, o risco relativo
de morte por cancer de mama foi 1,55 vezes maior para as pacientes que
expressaram um Ki-67 de alto grau. Em recente estudo Italiano, que incluiu 1.688
mulheres com cancer de mama, foi identificado um risco significativamente maior as
pacientes classificadas com Ki-67 de alto grau e sugere uma mudanga na
estratificacdo do grau de risco de 14% para 20% na expressao do Ki-67 (BUSTREO
et al., 2016).

Os estudos de expressao de genes tém sido extremamente relevantes para a
compreensao da biologia do cancer de mama que apresentam comportamento e
desfechos clinicos distintos (PARKER et al., 2009; SOTIRIOU, PHIL, PUZSTAI,
2009). A descoberta biologica dos quatro principais subtipos de cancer de mama
causados por diferentes subconjuntos de anormalidades genéticas e epigenéticas
permitem uma compreensdo melhor da heterogeneidade dos tumores e suas
diferencas no comportamento clinico (KOBOLDT et al., 2012). Estes avangos foram
fundamentais para aprimorar a classificacao de sub-tipos de tumores e optimizar os
tratamentos para o cancer de mama (COATES et al., 2015; PRAT et al., 2015). O
ultimo consenso de atualizagdo, em St Gallen, recomendou a classificacdo
molecular na abordagem terapéutica das pacientes, com cancer de mama, e
apontou uma preocupag¢ao com a qualidade e acesso aos testes moleculares para
determinar desta classificacdo (COATES et al., 2015). Na coorte de Erechim,
investigamos o0s registros imuno-histoquimicos da expressao dos receptores
hormonais, do receptor do fator de crescimento epidérmico (Her-2) e do indiece de
proliferacao (ki-67) para avaliar a frequéncia dos casos, de acordo com a
classificacdo molecular proposta pelo Consenso de St Gallen. De acordo com a
classificacao, foram calculadas as suas respectivas estimativas de sobrevida e risco
para o desfecho morte por cancer de mama. Identificamos 111 pacientes (24,3%)
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classificadas com perfil luminal A, 216 pacientes (47,3%) com perfil Luminal B Her-2
negativo, 64 pacientes (14%) com perfil Luminal B Her-2 positivo, 26 pacientes
(5,7%) com perfil Her-2 Hiperexpresso e 40 pacientes (8,8%) com perfil Triplo
negativo. Analisando o numero de eventos ocorridos durante o periodo de
seguimento, observamos um numero maior de mortes nos subgrupos Her-2
Hiperexpresso e Triplo-negativos, com taxas de 26,% e 40%, respectivamente. Os
subgrupos Luminal A, Luminal B Her-2 negativo e Luminal Her-2 positivo
apresentaram taxas de 16%, 19,2% e 17%, respectivamente. As curvas de
estimativas de sobrevida demonstraram uma tendéncia de significaAncia de menor
sobrevida para as pacientes com perfil molecular Triplo negativo, Luminal B Her-2
negativo, Luminal B Her-2 positivo, Her-2 Hiperexpresso, Triplo negativo,
respectivamente (p=0,076). Na andlise univariada, as pacientes com perfil Triplo
negativo apresentaram um risco estatisticamente significativo de morte, que
corresponde a 2,33 vezes maior em relacdo as pacientes classificadas com perfil
Luminal A. Foram identificados apenas 24,3% dos casos com perfil Luminal A, tendo
predominado, na coorte pesquisada, as pacientes classificadas com perfil molecular,
biologicamente, mais agressivos. O predominio do perfil Luminal B pode estar
relacionado aos critérios adotados para estabelecer este perfil que considerou o
ponto de corte do indice de proliferacao (ki-67) em maior ou igual a 14%. Como ja
referido anteriormente, encontramos discordancias na literatura para definir o valor
ideal do Ki-67 que determinaria o alto grau tumoral (POLLEY et al., 2013; SERRA et
al., 2014). Quanto a menor sobrevida e maior risco de morte para o perfil triplo
negativo, confirma-se evidéncias encontradas em grandes séries da literatura.
Novamente, a significancia estatistica, da avaliacdo do perfil molecular no
prognéstico das pacientes da coorte pesquisada pode ter sido afetada pelo
insuficiente niumero de casos pesquisados ou pouco tempo de seguimento para

ocorréncia do desfecho de interesse.

Um estudo de coorte Alem&o, que incluiu 4102 pacientes femininas com
cancer de mama nao metastatico, com seguimento de 2003 a 2012, identificou o
subgrupo Luminal A em 44% dos casos, Luminal B Her-2 negativo em 31,8%,
Luminal B Her-2 positivo em 6,2%, Her-2 Hiperexpresso em 5% e Triplo negativo
em 12,3 % dos casos. As estimativas de sobrevida global, em 5 anos, para as
pacientes com perfil Luminal A, foram de 95,1% (IC95%: 93,7-96,5); para as
pacientes Luminal B Her-2 negativo, foram de 88,7% (IC 95%: 86,2-91,2); para as
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pacientes Luminal B Her-2 positivo, foram de 92.5% (IC 95%: 87,9-97,1); para as
pacientes com perfil Her-2 Hiperexpresso, foram de 85,6% (IC95%: 78,6-92,6) e
para as pacientes com perfil Triplo negativo, foi de 78,5% (IC 95%: 73,8-83,2)
(HENNIGS et al., 2016). Um estudo espanhol, que avaliou a distribuicdo dos casos
de cancer de mama de acordo com os subtipos moleculares e analisou o desfecho
morte, encontrou resultados semelhantes quanto a frequéncia de casos
estratificados pelos subtipos. Na analise do risco relativo de morte, ajustada pelos
subgrupos, verificou um risco de morte para o perfil Her-2 Hiperexpresso e Triplo
negativo de 3,16 (IC 95%: 2,26-4,41) e 2,55 (IC 95%: 1,96-3,32), respectivamente
(PUIG-VIVES et al.,2013). No estudo de base populacional italiano, de 3.381 casos
investigados, foi encontrado a seguinte frequéncia de distribuicao de acordo com o
perfil molecular: Luminal A (42%), Luminal B Her-2 negativo (27%), Luminal B Her-
2 positivo (14%), Her-2 Hiperexpresso (7%) e Triplo negativo (11%). O risco
relativo de morte também foi significativamente maior para as pacientes com perfil
molecular Her-2 hiperexpresso e Triplo negativo (MINICOZZI et al., 2013). Um
estudo brasileiro, realizado na regido nordeste, investigou uma coorte de 633
pacientes, sendo validados 269 casos para a classificacdo molecular, encontrou a
seguinte frequéncia dos subtipos moleculares: Luminal A foram 64 casos (23,79%),
Luminal B 120 casos (44,61%), Her-2 Hiperexpresso 39 casos (14,5%) e Triplo
negativos foram 46 casos (17,1%). As estimativas de sobrevida em 5 anos, de
acordo com os subgrupos moleculares, Luminal A, Luminal B, Her-2 Hiperexpresso
e Triplo negativo, encontradas no estudo, foram respectivamente de 92,86%,
84,76% e 75,0% (ANDRADE et al.,, 2014). No estudo citado anteriormente, as
frequéncias encontradas do subtipo Luminal B foram semelhantes as investigadas
no nosso estudo de Erechim.

Assim, conforme investigado na coorte de Erechim e, em conformidade com a
literatura, as analises prognésticas do cancer de mama de acordo com o perfil
molecular da doenca representam uma ferramenta importante para prever o
desfecho clinico, sendo que as pacientes que apresentam positividade para
receptores hormonais, classificadas nos subtipos Luminais, obtém uma estimativa
de sobrevida maior e, menor risco de morte, em comparagdo as pacientes

classificadas com perfil Her-2 Hiperexpresso ou Triplo negativo.
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A abordagem terapéutica do cancer de mama estd cada vez mais alvo-
especifica de acordo com as caracteristicas biolégicas investigadas no tumor. As
evidéncias demonstram que o emprego de tratamentos personalizados
proporcionam maior beneficio clinico para as pacientes portadoras de cancer de
mama (GOLDHIRSCH et al., 2013; COATES et al., 2015). Nesta pesquisa,
investigamos o impacto na sobrevida e risco de morte do cancer de mama, de
acordo com os tipos de tratamentos mais comumentes utilizados na coorte de
pacientes portadoras de cancer de mama, sem no entanto, analisar
especificamente cada subgrupo de pacientes. A quimioterapia foi realizada em 340
pacientes (74,4%) e a radioterapia foi realizada por 289 pacientes (63,2%) da
coorte pesquisada. Nas analises de estimativas de sobrevida e risco de morte por
cancer de mama, durante o periodo de seguimento, ndo houve diferengas
estatisticas significativas entre a realizagdo ou ndo dos tratamentos investigado.
Dados epidemiolégicos produzidos pelo estudo Amazona, que investigou 4722
mulheres, demonstrou que 88,2% das pacientes receberam quimioterapia e 76%
receberam radioterapia complementar (SIMON, 2009). Existem evidéncias,
consistentes na literatura, que comprovam o beneficio clinico da quimioterapia,
hormonioterapia e radioterapia antineoplasicas, com reducéo das taxas de recidiva
e morte para grupos selecionados de pacientes portadoras de cancer de mama
submetidas aos tratamentos adjuvantes (DARBY et al., 2011; BOUGANIM et al.,
2013; KUNKLER et al., 2014). Apesar destas evidéncias, na nossa pesquisa, nao
observamos diferencas prognésticas significativas entre a realizacao ou ndo dos
tratamentos adjuvantes com quimioterapia ou radioterapia, possivelmente, por nao
realizarmos as analises de acordo com subgrupos especificos categorizados pela
idade, grau histolégico, estagiamento ou perfil molecular. O tipo de cirurgia
realizado foi investigado em 456 pacientes e identificamos 181 pacientes (39,6%)
submetidas a cirurgia conservadora, com 23 mortes (12,7%) durante o seguimento,
e 275 pacientes (60,2%) submetidas a cirurgia radical (mastectomia), com 70
mortes (25,5%) durante o periodo de acompanhamento. As estimativas de
sobrevida e andlise do risco de morte, demonstraram diferengas significativas
favoraveis as pacientes submetidas a cirurgia conservadora pois, as pacientes
submetidas a cirurgia radical, apresentaram um risco de morte de 2,1 vezes maior.
Estas informacbes obtidas, na pesquisa, demonstram que a radicalidade da

cirurgia ndo proporciona maior beneficio em relagdo a sobrevida, e pelo contrario,
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proporcionou um maior risco de morte as pacientes. As analises de subgrupos
especificos e a associacdo com outras varidveis poderiam ser investigadas para
esclarecer se ha algum perfil biolégico mais agressivo que caracterizou as
pacientes submetidas a cirurgia radical. Além disto, investigar a existéncia de
comorbidades as pacientes que foram submetidas a cirurgia radical no momento
do diagnédstico, que poderia ter contribuido para este pior desfecho, na coorte
pesquisada. Na literatura, é histérica a mudanca de paradigmas que envolvem a
abordagem cirurgica das pacientes portadoras de cancer de mama localizado. Ao
longo dos anos, observamos uma transicdo da radicalidade cirdrgica para
procedimentos conservadores sobre a mama e axila, com complementacdo da
radioterapia adjuvante, sem comprometer a eficiéncia no controle da doenca
(DARBY et al., 2011). Atualmente, ja consolidadas as evidéncias do beneficio da
cirurgia conservadora na abordagem da doenca limitada, surgem questionamentos
sobre qual seriam os limites ideais de margens cirurgicas e qual a melhor

abordagem dos linfonodos comprometidos na axila (COATES et al., 2015).

No manejo clinico, das pacientes com cancer de mama, € fundamental
conhecer os grupos especificos de pacientes que se beneficiam de terapias
sistémicas com quimioterapia, estimando o seu real beneficio na sobrevida das
pacientes, sendo este, um desafio constante. Um reconhecido programa, on line, da
web, conhecido como Adjuvant!, realiza um calculo de probabilidades de sobrevida
em 10 anos e o possivel beneficio da quimioterapia para as pacientes. E um
programa consagrado para a tomada de decisdo na terapéutica, que foi validado em
grandes séries mundiais, porém insuficiente para incluir toda a complexidade das

variaveis relacionadas ao cancer de mama (MOOK et al., 2009).

As neoplasias de mama sao diferentes na sua historia natural e nas diferentes
respostas aos tratamentos entre si (PEROU et al., 2000). Existem varios fenotipos
de tumores que determinam um retrato molecular préprio para cada neoplasia. Estas
alteracoes fenotipicas sao decorrentes de diversos sinais de transcricdo que estao
envolvidos na oncogénses ocasionando uma diversidade bioldégica de tumores
(PEROU et al., 2000; NIK-ZAINAL et al., 2016). O entendimento da complexidade

génica do cancer de mama é um desafio continuo aos pesquisadores.

A descoberta de novos marcadores moleculares envolvidos na patogenia do

cancer de mama sao fundamentais para otimizar o tratamento e determinar com
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maior seguranga o prognostico das pacientes portadoras da doenca. Além dos
marcadores ja consolidados na pratica clinica, como a expressao dos receptores de
estrogénio, receptores progesterona, Her-2 e ki-67, ha necessidade de
subcategorizar algumas neoplasias que apresentam negatividade de expressao para
0s biomarcadores conhecidos e, desta forma, evoluem com comportamentos

bioldgicos e desfechos clinicos mais agressivos (INOUE, FRY, 2016).

Neste sentido, varios estudos buscam identificar marcadores moleculares que
independentes ou associados, aos marcadores existentes, possam identificar
subgrupos de pacientes para tratamentos mais eficazes e seletivos. Alguns
marcadores pesquisados, como cyclin D1, cyclin E, DBC1, p53, INK4a/ARF, TBX2/3
e VEGF, expressam diferencas prognosticas em alguns subgrupos de tumores,
porém ndo se consolidaram na pratica clinica (TANEJA et al., 2010; LEE et
al.,2011).

Diante da complexidade e heterogeneidade da biologia do cancer de
mama, surge a necessidade de investigar o efeito progndstico de novas
moléculas, como a Sirtuina-1 (SIRT-1), em que ha evidéncias de que as
alteracbes da sua expressao, independente ou associada a outras variaveis
pesquisadas, podem ter influéncia na histéria natural da doenca.

Sirtuinas sdo uma familia de sete proteinas (SIRT-1-7) identificadas em
mamiferos, classificadas como histonas da Classe Ill, pois dependem da
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+) para exercer suas atividades na
desacetilacdo e mediacdo de diversas funcdes metabolicas celulares (CANTO et al.,
2009; FINKEL, DENG, MOSTOSLAVSKY, 2009; WIERMAN, SMITH, 2014; LI et al.,
2016). As Sirtuinas-1 (SIRT-1) sdo moléculas ldbeis que circulam no ambiente
nuclear, citoplasméatico e das membranas exercendo acdes de sinalizacao sob agéao
positiva ou negativa com diversas moléculas e substratos importantes na regulacao
epigenética (CANTO et al, 2009; LEE et al.,2011; LI et al, 2016). Biologicamente, em
humanos, a SIRT-1 esta relacionada com diversos processos criticos das células,
dentre estes, a estabilidade gen6mica, a proliferacdo, a resisténcia, a resposta ao
stress e o envelhecimento das células (CAO, SHI, WANG, 2015; FINKEL, DENG,
MOSTOSLAVSKY, 2009; LI et al., 2016). Neste contexto, varios estudos
correlacionaram a SIRT-1 com etapas da iniciagdo e proliferagdo celular na

oncogénese, porém, em alguns modelos a SIRT-1 atua com funcéo supressora e em
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outros com funcdo promotora do cancer. Diante da complexidade de fatores
envolvidos na tumorigénese, ainda permanece controversa a funcao da SIRT-1
nestes modelos (LI, LUO, 2011).

As alteragdes epigenéticas, incluindo modificagbes de histonas, sdo criticas
para a carcinogénese mamaria, porém a associag¢ao da expressao da SIRT1 com as
caracteristicas clinicas e o prognostico do cancer de mama nao foram totalmente
esclarecidas (RIZK, SHAHIN, SHAKER, 2016). As alteracbes no grau de expressao
da Sirtuina-1 (SIRT-1) e de outras moléculas, relacionadas com as vias de
sinalizacdo das células tumorais, tém sido investigadas em diversos tipos de
tumores, inclusive no cancer de mama, porém a associacdo do grau destas
expressdes com o progndstico clinico das pacientes ainda nao foram definitivamente
determinados (LEE et al.,2011; CAO et al., 2014; CAO et al., 2015).

Nesta pesquisa, investigamos a expressao da SIRT-1 por imuno-histoquimica
em 123 casos de pacientes portadoras de cancer de mama, que representaram
26,9% dos casos da coorte de Erechim-RS. De acordo com os critérios
metodoldgicos estabelecidos para a investigagdo, identificamos alteracdo na
expressdao da SIRT-1 em 114 pacientes (92,7%), sendo que 9 pacientes (7,3%)
apresentaram auséncia da expressdo. As pacientes com alteragdo no grau da
expressao nuclear da SIRT-1 foram investigadas e observamos, 71 (57,7%) casos
com expressao fraca, 35 casos (28,5%) com expressao moderada e 8 casos (6,5%)
com expressao forte da SIRT-1.

Estes achados confirmam a hipétese de que ha alteracdo na expressao da
SIRT-1 nas pacientes portadoras de cancer de mama, porém em graus de
expressao variados. Mesmo considerando que as técnicas laboratoriais para a
investigagdo da expressao da SIRT-1 ndo s&o uniformizadas e ha escassez de
pesquisas, nesta area, os dados encontrados na pesquisa de Erechim-RS sao
concordantes com as informacdes da literatura as quais sugerem que a alteracao na
expressdao da SIRT-1 tem associacdo com o cancer de mama. (RIZK, SHAHIN,
SHAKER, 2016).

Com o objetivo de investigar as estimativas de sobrevida e o risco de morte
pelo cancer de mama, de acordo com o grau da expressdao da SIRT-1 e sua
associacdo com as demais variaveis pesquisadas na coorte de Erechim, as
pacientes foram classificadas em dois grupos. O grupo classificado como SIRT-1
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negativa foi composto pelas pacientes portadoras de cancer de mama que nao
expressaram alteracdo da SIRT-1 e pacientes que apresentaram expressdo da
SIRT-1 fraca ou moderada, totalizando 115 pacientes (93,5%). O Grupo
classificado como SIRT-1 hiperexpressa foi composto pelas 8 pacientes que
expressaram grau forte da SIRT-1 (6,50%). Para analise do desfecho de interesse,
durante o periodo de seguimento da coorte, foram observadas 30 mortes (26,1%)
no grupo SIRT-1 negativa e 5 mortes (62,5%) no grupo SIRT-1 hiperexpressa. As
estimativas medianas de sobrevida, calculadas para o desfecho morte por cancer
de mama durante o seguimento da coorte de Erechim, revelaram menor sobrevida
global estatisticamente significativas para as pacientes do grupo SIRT-1
hiperexpressa. Foram calculados os riscos relativos para o desfecho de interesse
na pesquisa pelo modelo univariado (Cox). Na analise nao ajustada, encontramos
um risco relativo (HR) de 2,66 vezes maior de morte para as pacientes que
apresentaram hiperexpressdo da SIRT-1 em relacdo ao grupo de pacientes que
nao apresentaram hiperexpressao da SIRT-1. No modelo univariado, que calculou
o efeito da SIRT-1 no risco de morte por cancer de mama, ajustado pelas demais
variaveis pesquisadas, observamos que a SIRT-1 manteve a associagdo de maior
risco de morte quando ajustada pela idade (HR 2,86; IC95% 1,11-7,38; p=0,030);
histologia (HR 2,79; IC95% 1,07-7,28; p=0,036); status dos linfonodos axilares (HR
2,73; 1C95% 1,06-7,04; p=0,037); expressao de Her-2 (HR 2,82; IC95% 1,07-7,44;
p=0,036); realizacdo de tratamento quimioterapico (HR 2,90; 1C95% 1,11-7,60;
p=0,030) e realizacao de tratamento radioterapico (HR 2,71; 1C95% 1,05-7,01;
p=0,040). Os dados revelaram forte associacdo com pior progndstico e maior risco
de morte para as pacientes que apresentaram hiperexpressao da SIRT-1 e idade
mais elevada, hiperexpressdao da SIRT-1 e comprometimento metastatico dos
linfonodos axilares e hiperexpressao da SIRT-1 e hiperexpressao do Her-2.

Os resultados obtidos, na analise univariada, que indicam maior risco de
morte para a associacao entre, a expressdo da SIRT-1 e a realizacdao da
quimioterapia ou radioterapia, deve ser interpretada com cautela, porém pode
sugerir que as pacientes com hiperexpressdo da SIRT-1 apresentam mecanismos
de resisténcias tumorais a quimioterapia sistémica, conforme sugerido em alguns
estudos (LI, LUO, 2011;CHEN et al., 2012; CAO, SHI, WANG, 2015).
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O modelo de Cox multivariado foi construido com objetivo de testar e verificar
a significancia estatistica das informacdes prognosticas obtidas no modelo
univariado. Neste cenario de regressdo multivariada, a variavel grau da expressao
da SIRT-1 foi ajustada e controlada de acordo com variaveis progndésticas
tradicionais no cancer de mama, e que haviam apresentado significancia no modelo
univariado, como a ldade, o status dos linfonodos, a classificacdo TNM, o grau
histoldgico do tumor, a expressao dos receptores hormonais, o Her-2, o indice ki-67
e o perfil molecular. De forma consistente e significativa observamos que, as
pacientes classificadas com hiperexpressdao da SIRT-1 apresentaram menor
sobrevida e maior risco de morte do que as pacientes classificadas com auséncia da
hiperexpressdo, em diversos cenarios de modelo multivariados criados para
controlar o efeito do grau de expressado da SIRT-1, no prognéstico das pacientes
portadoras de cancer de mama.

A partir das informagbes obtidas nestas analises, evidenciou-se uma
estimativa de pior progndstico e maior risco de morte para as pacientes que
apresentaram hiperexpressao da SIRT-1, independentes da idade do diagndstico, do
envolvimento metastatico dos linfonodos axilares e do perfil molecular do cancer de

mama.

Os resultados obtidos nesta pesquisa sdo relevantes e sugerem que as
pacientes portadoras de cancer de mama com hiperexpressao da SIRT-1 possam
apresentar um perfil biolégico mais agressivo, independente da analise de outros
fatores ou varidaveis prognosticas classicas. Algumas evidéncias na literatura
sugerem que um fator importante na regulacdo da SIRT-1 é a proteina p53. Estas
proteinas poderiam apresentar interagdes e estar implicadas num ciclo de feedback
préprio e que, por desequilibrio, ocasionaria a alteracao da expressdao de uma ou
ambas (PRESEGUE-BOSCH, VAQUERO, 2011).

Um estudo recente que, investigou uma populacdo especifica, avaliou os
niveis séricos de SIRT-1 e as alteracbes no polimorfismo do gene que codifica a
SIRT-1 em pacientes portadoras de cancer de mama e encontrou uma associagao
significativa entre o maior nivel sérico de SIRT-1, polimorfismo do gene e o
prognéstico no cancer de mama (RIZK, SHAHIN, SHAKER, 2016).

A meta-analise asiatica, publicada em 2015, foi o primeiro estudo que
investigou a correlacdo da expressao da SIRT-1 com fatores progndsticos
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classicos, como o estadiamento TNM (AJCC) e status dos linfonodos axilares na
sobrevida de pacientes com cancer de mama. Neste estudo, foram incluidas seis
pesquisas totalizando 604 pacientes e foi verificado uma associacao significativa
entre alteracoes na expressao de SIRT-1 e menor sobrevida por cancer de mama.
Nas andlises realizadas foram investigadas, a expressao de SIRT-1, o
estadiamento TNM (AJCC) e o status dos linfonodos axilares, tendo sido verificado
uma associacao significativa entre a maior expressao de SIRT-1, estagios clinicos
mais avangados e envolvimento metastatico dos linfonodos axilares (CAO et al.,
2015).

Algumas pesquisas recentes, na carcinogénese mamaria, sugerem modelos
tedricos considerando uma interacdo de complexos mecanismos genéticos e
epigenéticos envolvidos nos processos de iniciacdo e desenvolvimento do cancer.
As investigacdes pressupde que as alteracdes epigenéticas poderiam ser reversiveis
e estariam relacionadas a alteragcdes na expressao de proteinas e moléculas que
regulam o metabolismo das histonas, metilacdo do DNA e niveis de expressdo do
RNA mensageiro (BYLER et al., 2014). Estas evidéncias demonstram a
complexidade da oncogénese mamaria e a possibilidade de que as alteracbes na
expressao da SIRT-1 possam estar implicadas na caracterizacao de algum subgrupo

especial de cancer de mama.

Para entender o efeito da hiperexpressao da SIRT-1, no cancer de mama, e
explicar o desfecho clinico de pior prognéstico, com base na revisao da literatura e
evidéncias encontradas, estamos propondo uma sintese do modelo tebrico
hipotético. O tecido tumoral é caracterizado pela flutuagdo nas concentracdes de
oxigénio, diminuicdo da oferta de nutrientes e pH acido, ocorrendo aumento de
consumo de glicose e secrecao do lactato aumenta (HARJES, BENSAAD, HARRIS,
2012). A hiperexpressado da SIRT-1 no nucleo celular ocasionaria um desequilibrio
metabdlico, stress celular, ativacdo de vias sinalizadores da angiogénese e
alteracoes na expressao da via PI3K (proteina fosfatidilinositol 3-quinase), que estao
relacionadas aos receptores de tirosina-quinase, provocando assim um aumento de
proliferacao celular e perda da capacidade de apoptose celular (BYLES et al., 2010).
A hiperativacdo de moléculas SIRT-1 alteraria a expressao da proteina p53 (fator de
transcricdo que regula o ciclo celular) ocasionando desregulacdo das vias de
sinalizacao dos receptores esteroidais (ELANGOVAN et al. 2011; MOORE, DAI,
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FALLER, 2012). Este desequilibrio homeostatico intracelular acarretaria uma inibigao
de ligantes relacionados a transcricdo dos receptores hormonais, capaz de mudanca
de fendétipos no cancer de mama. (MOORE, DAI, FALLER, 2012). Este ambiente
celular alterado, se tornaria favoravel a ocorréncia de resisténcia dos tumores as
terapias empregadas e a progressao das células tumorais e, consequentemente,
expressando um perfil molecular tumoral com comportamento biolégico mais

agressivo e piores desfechos clinicos para as pacientes.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

E importante ressaltar que a maior parte desta pesquisa foi temporalmente
retrospectiva e, portanto, as informacdes investigadas para a composi¢cao da
base de dados tem sua origem em registros de prontuarios médicos, hospitalares
e laboratoriais. Ocorreram dificuldades para obtencdo de algumas variaveis de
interesse para composicao da coorte de 457 pacientes femininas, portadoras de
cancer de mama, pois havia documentos incompletos nos registros dos
prontuarios médicos hospitalares. Desta forma, reiteramos que para 0 sucesso e
confiabilidade das informacdes utilizadas nas pesquisas clinicas retrospectivas,
que tém como base os registros médicos hospitalares, € fundamental que os
dados relativos a cada paciente estejam preenchidos de forma correta e
completa.

As informagdes resultantes da pesquisa documental deste estudo devem ser
interpretadas com a devida dimensao de um estudo epidemiolégico que caracteriza
uma populacdo regional com cancer de mama, levando em consideracdo as
limitagbes de uma série retrospectiva. Contudo, os resultados obtidos na
investigacao da expressao da SIRT-1 que evidenciaram impacto no prognéstico das
pacientes com cancer de mama, apesar da limitacdo da pesquisa em 123 casos,
requer o rigor cientifico e os questionamentos necessarios para interpreta-los e
servir de estimulo para novos estudos com finalidade de investigar estes achados e

outras, possiveis, associagoes.

Apesar das limitacbes acima mencionadas, a pesquisa gerou resultados
importantes que revelaram algumas caracteristicas clinicas, bioldgicas,
moleculares e do tratamento de uma populacdo especifica de mulheres com
cancer de mama. As informacdes foram Uteis para comparar os resultados com
populacdes de outros paises e do Brasil, avaliando, desta forma, as
caracteristicas de cada regidao e a qualidade de saude prestada as pacientes com

cancer de mama.
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Os dados epidemioldgicos gerados, nesta pesquisa, serdo uteis e estarao
a disposicao de pacientes, médicos, profissionais da area da saude e aos
gestores para que, a interpretacao dos resultados, possam gerar acoes benéficas
a saude da mulher. Importante relatar que, identificamos nesta pesquisa, um
contingente excessivo de mulheres diagnosticadas em estagios avancados da
doencga e, consequentemente, com menor estimativa de sobrevida. Além disto, as
mulheres diagnosticadas com cancer de mama, em faixas etarias acima dos 60
anos, representaram um subrupo significativo da populagcdo estudada que
apresentaram menor estimativa de vida e maior risco de morte por cancer de
mama. Estas informacées sdo valiosas para promover agées que possam
melhorar a atencdo a saude, em subgrupos especificos de mulheres, com
objetivo de melhorar a qualidade do cuidado, evitando mortes precoces por

cancer de mama.

A avaliagdo da expressdo de SIRT-1, através da técnica de imuno-
histoquimica em tecido tumoral, a partir de blocos de parafinas, demonstrou ser
viavel, porém requer uma uniformizacédo da técnica com o objetivo de padronizacao
das informacdes e possibilidade de reprodutibilidade e comparagdo destas
informagcdes por outros centros de pesquisa. Os achados encontrados nesta
investigagdo demonstraram que a SIRT-1 foi um marcador prognostico
independente de risco de morte as pacientes portadoras de cancer de mama. As
pacientes com hiperexpressdo de SIRT-1 caracterizaram um subgrupo especial de
cancer de mama que apresentaram pior prognéstico. Nesta pesquisa, a SIRT-1
demonstrou evidéncias que a credenciam como um “novo biomarcador” relevante no
cenario do cancer de mama. Assim, serdo necessarios novos estudos e futuras
investigagbes prospectivas e em séries maiores para confirmacao destes achados e
para entender o verdadeiro impacto da hiperexpressao de SIRT-1 no prognéstico do
cancer de mama. Além disto, novos estudos permitirdo a elaboracdo de um modelo
racional da acao bio-molecular da SIRT-1 permitindo no futuro, o desenvolvimento
de farmacos alvo especificos anti-SIRT-1.

Neste contexto de complexidade e heterogeneidade do cancer de mama, os
estudos epidemiolégicos regionais, que avaliam o impacto de diversos fatores
progndésticos na sobrevida e no risco de morte das pacientes, contribuirdo para
melhor compreeensdo da histéria natural desta doenca. A interpretacdo dos
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resultados obtidos nesta pesquisa sera util na elaboracdo de um diagnéstico do
cenario do cancer de mama na regido e, consequentemente, proporcionar
conhecimento para efetivar acbes no rastreamento, diagnéstico precoce e
tratamento oncoldgico, bem como, na alocacédo de recursos necessarios para estas

acoes.



135

10 CONCLUSOES

O presente estudo permite concluir que, na coorte estudada:

- as estimativas medianas de sobrevida por cancer de mama em 5 e 10 anos

foram de 79,6% e 69,1%, respectivamente.

- 0s estratos etarios acima de 60 anos, o tamanho tumoral acima de 2 cm, a
presenca de metastase em linfonodos axilares, o estadiamento clinico avancado
(TNM), o grau histolégico alto, o perfil molecular Triplo negativo e a cirurgia radical
foram fatores de risco associados a pior progndstico no cancer de mama.

- o0 perfil de expressao positiva do receptor de progesterona foi uma variavel

qgue apresentou associacdo com melhor prognéstico no cancer de mama.

- as pacientes classificadas com hiperexpressdao da Sirtuina-1 (SIRT-1)
caracterizaram um subgrupo de mulheres que apresentaram forte associagdo com
pior progndéstico, menor sobrevida e maior risco de morte, no cancer de mama,
independente, do ajuste pelas variaveis idade, status dos linfonodos axilares,
expressao do Her-2 e indice de proliferacéao (Ki-67).

- 0 grau de expressdao da SIRT-1 em tecido tumoral demonstrou ser um
marcador progndstico importante na avaliacdo de risco para mulheres com cancer

de mama.
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relevante para o progndstico do cAncar de mama.

Comentirios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

0 cAncer de mama constiui-se numa doenga helerogénea que segue despertando muito inleresse mundial
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carcinogéneas para desta forma reconhecar as melhores estralégias preventivas e lerapéulicas para a
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impacio social @ econdmicn negalivos que 8 doenga pode gerar, Epigenejtica sio alleraghes fenolipicas
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ancngénese e praparcionar beneficios no ampla mansjo dinicn & terapéutico das pacientes paradaoras de
caAncar de mama. O aobjetivo desie estudo serd investigar A expressan de sifuing 1 (SIRT-1) em hiopsias de
tecidos tumaorais e o seu valar prognostico (preditiva) independente ou assaciado as demais varidveis
dlinicas, histopaioldgicas & imunohistoquimicas cassicas na sohrevida doang a-especifica de uma coore de
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analise da expresséo por imunohistoquimica &m blocos de parafing. O perioda de seguimento da coorle

sard alé derembro de 2014,
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ANEXO D - ARTIGO PUBLICADO REVISTA PERSPECTIVA (ERECHIM)

MECANISMOS EPIGEI:JETICOS NA
CARCINOGENESE MAMARIA - O PAPEL

DAS SIRTUINAS
Epigenetic mechanisms in breast carcinogenesis - the role of sirtuins

Julisno Sartori’ - Antomio Luiz Frasson®

! Medico, Especializacio am Medicina Interna e Oncologia Clinica, Mestre em Sanide e Gestio do Trabalho
(Sande da Familis) UNIVALI-SC, Doutorandn em Geronsolosia Biomédica pels Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul, Professor da URT Cimpus de Erechim E-mail: jsartori@ricer edu br

2 Meédico, Especializacic em Mastwologia, Pos-Graduacio em Mastolopgis mo Instimto Nacional de
Tumores de Milao, Iralia Doutorado em Medicing (Radiologia) pela UFRT, Coordensdor do Ceantro
de Mama da PUCES, Professor Titalar no Institato de Geriatria & Gerontologia da PUCES, Pontifica
Universidade Catolica do Fio Grands do Sul

Data do recebimenda: 18102014 - Data do acerte 20012015

RESUMO: O cancer de mama € uma doenga heterogénea e molecular com-
plexa com diferentes desfechos clinicos sendo um desafio a compreensio dos
mecanismos eplgenetcss envolvidos na carcinogénese & sua nteracio com
novas moléculas. 0 objetivo deste arhgo @ apresentar uma revisaoc sobre o
papel das sirhuinas na carcinogénese manaria. For nhlizado o método analifico
descnfvo atraves da técmica de pesqunsa bablhioprafica de artizpos onginais e de
revisdo, publicados no periodo de 2003 a2 2014, Swrhuinas (SIRT1-T) sio wma
famihia de proteinas infracelulares que, atraves da desacetilacio das histonas
exercem diversas funetes enmmaticas para a fransercdo gémea e mamitencio
da intepridade do genoma A perda da regulacio epigenéhea por alteragtes
na expressao destas proteinas tem mmplicacdo na carcinogénese mamaria_ fAs
alteractes na expressio da SIET] estio relacionados com a carcinogénese
deﬁu:maamhguarmdneﬁuiu&esnpﬁsmhmlmal@msmea
h.q:ermsaﬂ de SIET] relacionz-se a mayor probferacio celular por da-
TErsos MECATISIGS €, consequentemente, malor agressividade biologica. A
ocompreensio das vias epigensticas moduladas pelas sirfuinas envolvidas na
oncogénese contribm para a correlacio de fenotpos moleculares do cancer de
mama com seus prognesticoes especiicos e, o bloqueio farmacologico dessas
moléculas, podera se constituir em potencials ahvo terapéuhcos.
Palavras-chave: Sirtuinas. Epigenética. Carcinogénese. Cincer de Mama
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ABSTRALT: Brvest canwer is 8 complea helerogrmeous disease with difforeat
moleonlar and clinical outcomes remainmg a challenge (o the mdarstanding
of the epigenetic mechaninms invelved in carcinogenesin and s fmteraction
with new molecnles. The sim of this article was to present & review on the
role of eirmine in mammary earcinagenexis. A deseriptive anabytical imethod
waa uted drongh techideal Hitvrstnrs ressarch of original and revised atickes
publichad fiom 2003 to 2014, Sirhdne {IRT1-7) arwa family of intracellnlar
prciieing which throogh hisione descatylatiom perfortn varions snryrmsdic
ks of spigensiic rogulstion by changes in the mxpression of theye protzing
bas implicetion o mammery cavnoganesis, Changes in the expresmion of
SIRT1 are ambigucasly related to carcinogenesis with tumor suppression cf-
ﬁctmmummdhypummufﬁﬂl i related to mcreaned =il

Introducag

Non fillimos mnod, a3 alierapden cpipe-
mitiony ganbaram espago o maior interoass
don pexquissdores pars a comprecnalo da
contplexidade doa processos de inicinglio,
perpetuacho < progreanSo das diversas ne-
oplasiax nalignas, demre las do cincer de

matra. Bpigendtice sie evetitas figlolSgleos
g oot it triiclen & chtoplasime ado
g sh & Eometine gus, sem alterar 5
sequincin do DNA, mpulem & trenscrigio
glnicw, A programaclls srigemétics & vital
pare o desemvol vimentn ¢ croscimentn nor-
mal das célules ¢ eatd relacionads com &i-
verzon processca embriogfnicos, expressio
de penes tecido-eapecificoa ¢ pilenciamento
glnsive (FRESEGUE-BOSCH; VAQUERO,
2011; WILTING; DANNENBER(, 2012).
Virloa siio o8 mevardomes de regulacio opd-

da histone o 3 medlepio do DN A ma. ropifo
promotoms dos genes slo 83 qoe tem sido

1]

relacionadas com diversas doencas criinicas
cm humanos {HALL et al., 2013). As alie-
raghes cpigendticax nfio altcram a sequéncia
de vmelectidecs e get, o qoe 48 diferen-
cla daw rmtapies gendticas (WILTING;
DANNEMPER(G, 2011).

Negtz complexo cendric ds oncoginese
¢ pued vins d¢ sinaltraglin, ¢ sob o olbar da
carcinoginese mamibrin, wm grupo de molé-
cnles protlican, conbhecidas como sirhafnas,
eplgenétcas nos pracessos oncaadiulcos
(HATIGIS; (TUARENTE, 204, POLYAE,
2007 I‘REEEGUE—BDECH; VAQUERD,
2011; LOCKE; CLARK, 2012). O Céncer
de mems m 3o presmnimin como mme do-
enos heternpénes ¢ complexs com clevadas
inxan do morbidede o morinlidade. Apeant de
imimeros nvangoa o cxtetéging tempéntican,
aindn £ a principal censa de mortalidnde
par clnoer em mulheres, ¢m diversos paiscs
(MALVEZZT vt al, 2014).

No Brasil, estimmtives do INCA {Ingti-
o Nuvdonal de Cinger), indicgm que &

FEREFEITRE, Bkl = 30, vL{8E, b 1020, sl HE

152



EFCENETICON WA CARHOSHERE WAL - O PAPE] AR ARTUIAR

doenge serd reeponedvel por 57.120 novos
carok ath o firn de 2014, reprecentands 156

dingnbaticos por da A taxs de incidbneia
pore & regids Bol é de 71 capos para 100 mil
mulheres. Em relagio a0 ano de 2012, séio
4,444 ocorrénoisd a mais de doenga. O so-
mento da incidéncin £ joatificado pela ado-
¢lo de um extile de vida que compreends:
maternidade tardia (depoin doa 30 anos),
muliparidade, conenmo de bebida aleodlica,
sedenterlemo ¢ mé alimentaglo que po-
dem acscicrut o Sobrepeda & a obstideds.
Além deeses fatores de risco, as mulheres
gom higthria fymilisr do chncer de mama,
cgpecialmento so ume ou mais pRrenies
de primeire greu (mis ou Tmiks), foram
acometidag antes doa 50 anos, apresentam
mais chances de desenvolver a docngn. Sc
detectndo na fase inicial, an chances de
cnra sio de 90% a 99%. Nas eetigios mais
avangados da dosnca, slas ceem para 40%
a 50%. De acords com o INCA, & txa de
et Heltd e conitbiings lervmda, frmdto perv-
velmemin porgue B domes § dingnosticada
om fases avengadag, A OMS {Orgenizagic
Mundiel ds SeGds) pojeta 27 milhden de
novod cascd de oknoer para o eno de 2030
em todo o mondo ¢ 17 milhbes de mortes
pela doeenga, sendo que oz paises em desen-
volvimento serfo on maie afetadon, entre
elac o Brasll (INCA, 2014).

Minitos futrey sovolvidos na génose do
cgrvinoms de myms ginde sko desponhesi-
dog, Porisato, coiender & heterogeneidade
nmm]apuh:dumtuuﬂumnﬁ—ﬂlm-

da munve (POLYAK, 2007 KRAVCHENKED
stal, 2011}

0 ohjetive derte artigo foi spresentrrnma
revisbo descritiva sobre o pape] das sirtninas
na carcitoginess maméria

MERAFROTTR, Baebibie . BN, o, 2. 1, Mool

Material o Métodos

Artige de rovislo doseritiva, sytnytorado
alrevéa de pesguiss bibliogrifics realizada
em extigoe cicnifflcos (Jocalizador nes bascs
de dedon BeiELO ¢ MedlinePob Med), em
dizsertaclics o tesca {localizadan ne portal dn
Caped) & cm livros. Pera a busca do material
bibllogrifico, foram wilizadae s scgnintes
palaviag-chaves: clncer de mama, carito-
gfnexs, oncagiines, epigmnétice o xirininas
B R porelatas mminglls, breast cancer,
carringpenariy, oneopenesdis, oplpensticy and
sirtuing, Forem eoosidemdes publicages
origimein & de revisde, do pafodo de 2003
» sgoete de 2014, emvolvendo o papel das
pirtuinea ns carcinogéncss mamdria

Carcinogbnese Mamdria

O clincer de mama tem ma origem a par-
tir da nme alteragio nmtacional ganétca #
eplgandtiva pmuma findca céinla da onldads
dhatto-tobuler da i, Pega célola trodeso
embrionfria on samitica desenvolve um
dlooe celylar aliormdsn que se desarlve 2
prolifera de acordo com s caracteriztioss
Iemotipicss que sdquire 8 partir de exposigio
& novod danon 20 DINA, ingisbilidads do ge-
noma ¢ pends da integridade dos mecanismos
de reparo dessas modificaches (POLYAK,
2007; HARTWIG et al., 2014).

A teaprin g modeln bisrfxmico de carci-
nn:huahnnmmimnupuhrduaﬂulm

oncopinese ocorre devido & desregulagiic na
moa fonglo de mrtorenoracho, & assim o tamor
prescrvaria nm nicho de cfhilax com as pro-
prisdades dee célnlas troneo {CARVALHO,
2007; HARTWIG ot al., 2014).

Nente moedelo, B ofinls trence genctica-
meme modificada pode evolnir pars nma
dag duas linhagens de cfhilas neoplisicas

¥4
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ram nesie clome oeluler alizredo, o tumer
ac diferencin cm mbfipos de fendtipos de
acordo com a expressio de genes e perfis
modecularas detinbes, Asatten des aeordo som

nas celulas tumorais, sfo classificados em
cined subtipesd molooulares de odncer de
mamp: basal-like, Inminal A, lInminel B,
HERZ + { ER, o normal breast-like (SOTI-
RIOLY, FHIT; FITZRTAL 2009}

Ertan caracteristicas molecularen re-

de mamseio terapéutico especifico (SOTI-
RIOU; PHIL; FUZSTAI, 2009). Fm geral, o
tymeres boais, triplos negativos {expressio
negetiva de: RE, RP-, HER-2-) tom pics
progndmtico enquanto que os lnminsis A,
melhor progadetico {LIEDTER &t al., 201 3%

E impaortante salientar que o modele

uma modificacdo genética em qualgquer tipo
de ofluls adnlte, scjs epitelial huninal ou
miopepitelial. De qualquer, forma a aceitagdo
desss mesdelo de seinoghoms memitia
» paciir de cilulwa (moce on progeomitees,
ndo implica qoe todos o8 cineerss Enhem
obrigatorismente casa origem (BARROS,
2010; VERSCHUUR-MAES et al., 2012;
HARTWIG &t al., 2014).

Os eatndox em carcinogloses mamiria
tean eontewt abvs o clhulas e tlialx orreeale
emquente que Riires oflules (ertrome) que

dullano Sarad - Antanlo Lulz Fras son

complen o ticroamblatite nio foram tabves
exploradas o suficiente. como as células mio-
epiteliais, endoteliais fibroblastos miofibro-
blasizis, louciiciios, & ouiras tipoa celulses,
podem modular a especificidade do tecido
normal da meama, bem conte participar da
diferenciagin, creacimento, sobrevivincia,
polaridads & st comportamento invasivo de
céhulas tomewals { VERSCHUUR-MAFS; DR
BRINN: VAN DIEST, 2012; ZARDAVAR:
BARFELGA; PICCART, 2013). Estas evi-
dénrigy ingtigam § perspeciive do dosemvol-
vimemiz do novos modelos experimentnis
de carcinogéness maemiria o pemmitem &
ooncepoiio de alvos terapéulicos anticfnoemr
dirigidos 1 ouirms mbpopulacics cclnlares
¢ moleculares etrvolvidan na proliferacho
teoplixica da mama,

O carcinoma mamarnio pode ser classifica-
do, de sconln com 8 origam do evends e ni-
wingily penétion, em heredibirino {fomilier) oo
agporidion. Todo proosass oneoglmios m
origem genética ¢ pigendticn; cotretamto., so-
mente 5 a 109 o conmiderndos hereditirion
om tranamiselo ¢ heranca de. snscetibilidade
famillar (BARROS, 2018). Algone geties
suprvegeaed herdados quatsdoe roados estio
releclonados con o carcinoma de mama
Dentre £log eetllo ¢ BRCA 1 ¢ 2 (hreast
oencer 1 ,7), TPS3, PTEN, CDHI, 8TK1 «
ATM (POLYAE, X¥)7). As mulheres com
mirtagin nod genes BRCA 1 &2 represcntam
o grupo de maior importiincis epidemicligica
na hereditaricdade poin apresentam fsce de
dessrvolvimento do carcinoma de mama ao
lomge da sma vida ra ovdem da 50 & 8%, além
de o covmlattvo de chicse de arvirla, em
tomo de 15 2 40% (GOMES et al., 2011).

Ap mmlhwed qos sxpreszarm nmoscke ne
pene BRCA 1 apresantam carelnamas carac-
tarlmdos por comportments blaldgico da
alicr gran, exprivinfics tusgativn de eceprioted
de mtropinic  progesEmeoa, & sEprosslis
negative de HER-2 penhecides omme tripls

PERSPECTIVA, Erechim. & 38, 148, p. 18-28, mamga2015
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negativos, 02 parfle fondtlpo bagal-Hie o til-
plo negativis, cormapondeam & Tm graps de
neoplaslas mandirias de plor progidetico com
mgir profhubyilidede de geewem metistages a
distineia maior predomindncin de metistases
viecemaix do que desemy (SOTIRIOAT; PHIL;
PUZSTAT, 2009; LIEDTEKE et al., 2(13). I§
a8 wulbeaea qua expredcain Totagples cot-
juning em HRCA 1 e BRCA 2 descovolvem
neoplasiaz dotHpo careinomea doctal invastvos
on nfilirelivos que speoscntem camctoriniices
clinicas & biokigicas cemelhanom aos chnce-
e espodidicas (BARROS, 20145,
Atgelmentn, identificer grupo de mmThe-
rea ta popalaglo ¢m geral que spresentam
mutagled okt getiet BECA] 0 BRCAL &
nma importants cstratigin pam raxtreaments
da suscetbilidads ademirida do s de
mams. Um zsiudo populacionsl alesifric
realizado no Rlo de Janelno para ldentifl-
car ¢ prevalingis de mmieplies BRCAIL o
BRCAZ em oulheres portadoras de cineer
dr mamg, ohesrva que B moteclies nkin
&lo incommns, < mgere que stjn catimulada
a testagem prnélica para restrearmentn sm
mulheres brasileims (GOMES et al |, 2011).
Anmragin BRCAL além de propoarcionar
um risco ummlattvo elgnificathva de desen-
volvimento de cercinoms mamfrio, eatd re-
Incianado com o fendtipo hasal-lks, qua spl-
as omlheres jorens ¢, 2lém disto, este subtipe
moleculer epresanta maiar dificuldade de ser
dingnosticado precocemente por maniografla,
denvendey ger irwelnddas crmireee sutratigian de
mrircamento come 8 ressondncis maclear

magndtica dae manme (BARROS, 2010).

Epigandtica — Sirtuinas

Q intereges no esindn de epipenftica
¢ ma relacho com a oncoginese mambria
#nvirbn i vepd dinisis thid Gl avaet preda

PERAFROTIS, Beaailie. v 30, B, o 18-, MR-l

pampreeteio de que sz modiflcagSes ta ox-
preasdn 4 genea reguiadores de proliferagdo
ccholar alo também motivades por mecanis-
moe molsculares spipaiticns complexos.
Acteditese que a8 alizmaglion cpigendiions
508 do variacio da hetrmgenesidade trmoral
(LOCRE; CLARE, 2012},

Ag alteraghes fenotpicas que ocotrem
ta eetrohora do DNA o da ernenating gem
plterar 8 sequinois de mucleotidzor po-
dem ocaxionar & itstabilidads do genama
(LOCKE; CLARK, 2011}, A sxpressio
ginica & conirolads por virios mecanismos
epigendticos & dentrs sxtea, 8 metllagTo do
DNA g acetilagio das histonss skl op maig
importantes no processo de regulaghe da
trangeriein gheica (WILTING; DANNEN-
BERG, 2012},

Sirtufnas (SIRT} 180 ume familis de
protelnus que tem como abtw a deeacetilacio
das histney (HDAC) o, pam exercar g
fimghe enzimdlica, requercm um co-fahor
ehrimditicn, ¢ NATDH. Flralagicatente ca-
ializam & remagiio de grupon acedl, levando
8 condensaclc da cromatina & reprensdo
tanacricional, manteslo aregulacin da ex-
pressiio ghmics (PRESBGUE-BOSCH; VA-
CFUERQ, 2011; YIIAN; 8U; CHEN, 2013).
Eatas maléoulas estia relarionsdss com a
regulacio do processe de silencisments ce-
lnlaruimpljmﬁumdi\rmmmmiumu

balango eoergétice (CHACERABARTY:
BALARAM; CHANDRASEKARAN,
2011; PRESEGUR-BOSCH; VAQUERD,
2011; HALL ot al., 2013).

Aun mirtnivas desempenbom nwm importante
papel para & matatengdo da ntegridads do
grmoma, pois fzm b cspecidede de detectar
mudangas ne metabolizmoe ¢ homeoriaze
etiargelitien, whin de cocedetiar tedportag puta

n



a rurartengdo deess squiltbrio. A regnlagia
cpigenética, modnlsda pelas sirtulnes, é
fundegmenial pamn & reguinplo da croma-
ting em regposta &8 agretebes ombisrtain
{PRESEGUE-BOSCH; YAQUERD, 2011;
HALL ot al,, 2013).

Existem 7 sirtufnes idemtificadas noa -
e (SIRT1-7), que 1o difeservieas ta mma
cxinuinra enfre ai ¢ claasificadas de acordo
com #cu3 dominios ligndos o NAD + o an
Zinco (RAJENDRAN ot al., 2011; HALL. ot
al, 2013). Apesar das semelhancas eetits-
min, &z sirtnines (SIRT1-7) catlio localizadna
em pandng difaremics B sairabiipicos oy em-
blente colular Ao evidbncion experinestaie
demonstraram que a8 fanges Anioldgicaa ¢
meiabilicas de cnda prups de sirhuinas, tem-
béin oo diferwites antre o o depeoidern dax
mubsiratos envolvidos {YUAN; SU; CHEN,
2013}

Quunito & lovalizaglo intracelular pre-
dominante dac sirtofras, tan-ge a segubivts
disposiche: SIKT1 no miicleo e citoplasma,
SIRT 2 no citoplazms, STIET 3 no niicles ¢
mitpeindre, SIRT 4 o SIET 5 na mitecfn-
dria, SIRT & no nficleo &, STRT 7 ho nocléalo
(RAJENDRAN ot al., 2011).

No processo Micligico do tmecrigio
ginice, a& pirtpings sfn acetiladss e ego-
tam o fioxo metsbdlico & o repare do DNA.
Foriemto, cains proteinss catnriam cm extado
de dencetilagilo nes céhilas. Estndas de
eetresss colnlar ou jejum podem indeelr
deanoctilnplio seletiva de proteinas, eviden-
cigndo smmentny da adividede des siruine,
EvidBncln: soosttam fort relagio dedsus
moléculas com o exiresse oxidativo e en-
velhecimento (RAJENDRAN et al, 2011;
HALL st al.,, 2013).

A perda da cegnlagio wprigenética na
exprencdo das sirninas, tem zido relacio-
nads com diveasos processon mfamatdrica

infhaseeciadonres s prtopinecs do doacas

M

crimcest dow sleternes cardiowascilar ne-
mljgion, roumataligics o na pinces Jas
malignidades, demtre clas do cineer de mama
(FORTY; MANG; MILNER, 2005; HATGIE;
GUARENTE, 200¢; HELTWEC et al., 2004;
PRESEGUE-BOSCH; VAQUERD, 2011;
HARJES; BENSAAD; HARRI®, 2012,
MOORE; DAT; FALLFR, 2012].

Todax sx xirinineg s mamifeme, axcetna
M.mmmmﬁmﬁ

o comterin celoler o malecalee {YTAN; SLT;
CHEN, 2013).

ASIRT] tem despertado major imercess
hreseti gativo devido 4 mua relagio com a
aovoginese doa tomeres eilidos, dentre
eles do cknorr de mema. Wa maquineria
intracchilar medinda por diversas molécu-
luy, u BIRT1 stya da fitrma ambgpe, temds
ums sisociago com forges suprcasivas
ncE proceszod tamorain ¢ eviddnciae de-
monetram Intive relaglo com a carcine-
gtnese satimulamdy » proliferaghic celule
(PRESECUE-BOSCH; VAQUERD, 2011;
HATLI ot al., 2013},

A fmedny de eoprrecallo tomeal exercida
peln agio da SIRT], rlacione-se b cepeci-
dade de mumenter a estabilidade do genoms,
atravde de teparo do DINA o da coomathia o,
pela infhigho da replicagilo Tivre das catolas.
Ji & oncoginese & estimulads pels nikigllo
da apoptess cehular, renexcincia, blogqueio da
ol fewrertvrcingslin cohulin & dis gasies soptesdored,
ativepdo do oncogemes, promogin do oo~
ciments ¢ cxpamilo clonal, ertimmlacio da
angloginess & vasodilsiagia (PRESEGUE-
-BOSCH; VAQUERQ, 2011; YUUAN; S1I;
CHEN, 2013). A figora 1 apresentn 8 desori-
clio dot mecanismos de aglo & SIRT1 1a
careinog-iruns,

FEREFEOTRE, BT, = 30, vL14E, e I, g E
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Figawi 1 - Dencxiplio dow myoossiamos do splia de STRT] =
ooy,

Oncoglnese

.

- S
2 o .
.__/ Suprnimin _-"'..- 3 Sragrannia -,
5 By wn HAdelo. s d i’ PUHE R s
v Lirdnan rollne wie SIRT  Shraa ocme re y
(Errwhui! ek

Eviddneiss apomtam que & 8IRT1 £ flon-
detiesita] para 4 sinsleeis on trundolesfin
da acdo do errégenc na ligagho com o
receptor do eabdgeno no oince: de mana,

vimento ¢ nea fungdies da glinduls maméria,
A relagBo do catroglnio no procesgo ds ind-
ciagAn o prograasils trmerel 5 bam conhecida
¢ catime-s¢ que cm tomo de 7% dox car-
chumae mardirios exprrestan poeitividads
pere ertea receptores (SELVAKTUMAR et

al, zﬂll}.Dmfu'ma.nhipu-upmin:h

de ertroginic on siravis da mtivagho cm
qutmg spbsiras como o P53 (ASHRAF wi
al,, 2011}

Outzas peaquisas, o0 antxnis, mdicam wm
papel mapreazor de tumor para a SIRT1. O
clnca de are cotn rmbaclio s ARCAT
huixos de expiecsfio de SIRT] o célnle
muindes ¢ o restabelecimento don niveis de
BIRT1 neatas células rewalvn ma inlblgdo de
creaciments;y do tumor, possivelmente por
regulagio epigendtica (YUAN; BUT; CHEN,
2013},

A SIRT] dewssvipentia aie pragpeel g
tmntone rogulscio oeloler o resposia s srose
em célnlas do mamiferas, promovends a

PERAFROTRN, Brabibie. v B, L, o 10, M0

sobrervivinria cenlar atravie da indbiglio da
apopinee @ da semescinoia celulae Tnfmercs
subsiratos de agldo pars a SIRT1 tem eido
idemtificadas, entre eles, P53, Fuiores de
transcriclo FONO0), recoptor gana de peroxis-
scann @ K=, Em ym extude que otil izm ym
inibidor especiiico de SIHT1, o sirtnwl, em
wh merlalo de careinemne mamdrie nmatn,
MCF-7, chaarvou-sc inibipio da proliferagio
& crescimento celnbir mediads por nma via
de rineliznciio Res-MMAPE(OTA ef al., 2005).

Eviddnciar clinisae comaicteniios 1desti-
ﬁwmquo s modificaciie na cxpeeasio da
SIRT1, am pacientss com clneer de mama,
wmﬁnmmhlhpmmmdnﬂﬂfﬂ
foi associads 3 maior proliferacio de cfhiles
neopligices, memor diferancisdo cehuler 2,
conscquenternente, maior taocs de recorrdncin
do tmmar & manor satrevida glohal cincer-

-ogpocifica (DERR o al, 2014).

Parspectivas Futuras- Drogas
Alvo Molecularcs

A oempreetedo do amplo espectro da
alteragies penfmicas ¢ spigendmicas que
atuam na carcinogSness mamdria bem
come do complexidede hierfrquice das
células £ do epiroma envolvidos, mudou
£ muEneira B & ligics de deseovalvimento
de noves droges alvo especificas. K neste
cetdrio gque emedgem ax shitnfnas como
potenciniz slvoa pare o tratamento clinico
do cinosr (HALL #tal, 2013; YIJAN; 51T,
CHEN, 2013).

Hi mproximsdsments 104 anae, sito-
dos t4m demonatrado mlgnmas formas e
mecatlemon ateavis dos quale o hlnquiu



dae higtonae pode ocorrer atravie de tods
trwcamviermon biiene: tnfbiglio da peoli faroecio
ualnltrindnplnduapnpmuaﬂhuﬂnnn

¢io celular, reverabio da epresaio por foallo
defatores de tanscrico ou hiperexpreasiio de
repressorea, indugBo de P21 ¢ diferenciaglo
celnlar, reativacico do dlancinmenne de gatved
de mopressdio tumoral em comhinagSo eom a
fribigEo da tetllacie do DNA transfutace &
rpressd do gane da exprecedio da tehemermme
(JOHNSTONE; LICHT, JH3; YUAN; SUJ;
CHEN, 1013; ZARDAVAS; RASELGA;
PICCART, 2013).

Os inibidorcs da desacetilagio das himto-
tiad (HDAC) atnam paca reatbvar a expresslo
do v FRS1PGR em carcinommos ik
qua 1o expereasam poditividads prara tecep-
toress de sebroginio, A vie de mpar-axprosslio
do CDHI que codifics v E-caderina tamb&m
# gtivada com w indbigia dw desaceiillapio
das histooss (HDAC). O perfll melecular
de carcinoma mamiric com fenbtipo triplo
negativo tem sido alve de experimenton
com inibideres de HDAC. Onira atnagio

dewtas moléenlas indbidoras
de HDAC & melbharar a senaibllidads das
cénlas an trastnznmah, um potests indbldor
da via Her-2 (ZARDAVAS: BARELGA;
PICCART, 2013).

Além dieto, & stoaglio des inibidores
u]:hmdnSMlcmmbmnﬂomqmp

(5-Fu) ¢ ternpoolarmida (TMZ) &, splicadas
mm civles da cincer memirio acasikcmanda
e redhagio de prolifernciia = vinbilidwds des
um oredelo Ligicn que poders ser utilizado nn

texapfutica dovcareinema damems (HWANG
stal, 2014).

Consideragies Finals

Os avangos no cempo bio-molecular
pemititam, nos filtimecs anos, atravis da
incorporacio de noves téenicas biolbgicas, a
Menthicagko & comprasnsio dex vias sspect-
fican de einalixacin celnlane » #ons sohatratng
maleculares implicados oe carcinopénees
mumirin, Exinder dircizmente o prmome o
Fromsbo da petogénese do cdnoer nas suas
diverses dimenelics molooulares. Com cates
couhecimembes £ poasfvel cmbender 8 oome-
IagHo entre o perfll molecnlar do carcinoma
ds mama & sens dmfeches clindcos, propor-
chmando, na pritles clnica, dagnésticos
mala praciaos com pecspecthvoe de tratormetn
alvo-dirlgddoss e diversos pesiios criticos da
carcinogfnees.

A compreensio das interagies mole-
culsrea na oncogdnese, além de parmitir a
idemtificacfo de nowvos biomarcadores ¢ sens
fenditipos malignos coreapondentes, poderd
proplelar o degaiba raclonal de alvos tera-
pluticos tzis aficuzes o poseivio eatratéglan
muig sficient: parn u preyvengdo o diagnde-
tico precoce dessm complexy ¢ botoropfinea
neoplasie, que & o céncer de mema.

Nesse combexto, o sirtuinas sfo moléonlas

umymuqnedﬂpumpmﬂmm

de pezquisadorss para deevendar zeu real
papel na carelnogBiese mamsbrla Além de
axplorar mae fimeies cim objetive pritice
de mellupgr u sobrevide o & qualidads do
vida do pagiemics portadorss de ciinoer de

FEREFEITRE, Bk, w 30, nidF, b H-2D, e E
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ABSTRACT

Breast cancer is a complex and heterogeneous disease with different clinical
outcomes. The investigation of new biomolecular markers are essential to know the
prognosis and improve the clinical management of patients. The sirtuin-1 (SIRT-1) is
a histone deacetylase implicated in various epigenetic critical functions for the cells
and the maintenance of genomic stability. Objective: To investigate the grade of
expression of the sirtuin-1 (SIRT-1) and the prognostic value in overall survival of
women with breast cancer. Methods: Retrospective cohort of 457 women with breast
cancer undergoing treatment in Erechim-RS from 2003 to 2013 and followed until
July 2015. The grade of SIRT-1 expression was investigated by
immunohistochemistry in 123 patients (26, 9%) of the cohort. The overall survival
specific disease (OS) and risk of death from breast cancer were estimated by
Kaplan-Meier and Cox proportional hazards. Results: The median age of 57.4 years
cohort with OS of 79.6% in 5 years and 69.1% at 10 years, with follow-up time of
61.9 months. The SIRT-1 overexpression was found in 6.5% of cases and
characterized a subgroup of women with shorter survival and increased risk of death
from breast cancer (HR = 2.66; 95% CI| 1.03 to 6.86; p = 0.043). In regressive
multivariate models adjusted for age, status of axillary lymph nodes, Her-2
expression and proliferation index (Ki-67), the grade of expression of the SIRT-1
maintained association with poor prognosis. Conclusion: The assessment of the
SIRT-1 expression is an independent prognostic biomarker in breast cancer.

Keywords: Breast cancer. Sirtuin 1. Survival. Carcinogenesis. Repression
epigenetics. Prognosis. Immunohistochemistry.
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INTRODUCTION

Breast cancer is a progressive disease with heterogeneous clinical and
biological characteristics that is relevant problem of global public health, because it
has high rates of incidence, morbidity and mortality (POLYAK, 2007; SHIOVITZ,
KORDE, 2015; HORTOBAGYI et al., 2016). Epidemiologically, breast cancer is the
most common malignancy in Europe and the United States, and the second leading
cause of cancer related death in women (SIEGEL, MILLER, JEMAL, 2016).
In Europe were estimated 464,000 new cases of breast cancer with 131,000 deaths
from the disease in 2012 and in the United States for the year 2016, it is estimated
about 246,660 new cases of breast cancer in women and 40,450 deaths from the
disease (SHIOVITZ, KORDE, 2015; SIEGEL, MILLER, JEMAL, 2016). In Brazil, for
the year 2016, were estimated 596,000 new cases of cancer, from these, 57,960
cases are of breast cancer, according to a report published by the National Cancer
Institute (BRAZIL, 2016). For the Southern region of Brazil, it was estimated 10,970
new cases of breast cancer for the year 2016, accounting for 25% of all cases of
cancer estimated for the women of this region (BRAZIL, 2016).

The prognosis and treatment of breast cancer are based on several biological
factors such as age, tumor size, metastases in the axillary lymph nodes, systemic
staging, histological grade, expression profile of hormone receptors, expression
profile receptor human epidermal growth factor (Her-2) and proliferation index (Ki-67)
that have genetic signatures themselves to this disease (SOTIRIOU, PHIL, PUZSTAI,
2009; KOBOLDT et al., 2012; CARVALHO, 2007; SENKUS et al., 2015). Thus,
breast cancer constitutes a set of disorders with distinct molecular portraits and
needs for its approach, biomedical research to understand the biological and
molecular processes involved in their oncogenesis, evolution and mechanisms of
resistance of tumor cells and relationship with clinical outcomes (POLYAK, 2007;
SHIOVITZ, KORDE, 2015; TAN, MOK, REBBECK, 2016).

The complexity of breast oncogenesis, epigenetic factors, play an important
role because they are molecular events involved in various physiological activities of
cells and is essential for the regulation of gene expression (LOCKE, CLARK, 2012).
Several molecular mechanisms involved in oncogenesis are unknown, but the
changes in the acetylation and deacetylation of histones, particularly in the sirtuin
family of molecules (Sir2), have been studied and related to carcinogenesis
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(BLANDER, GUARENTE, 2012; PRESEGUE-BOSCH, VAQUERO, 2011; HALL et
al., 2013).

Sirtuins are intracellular protein molecules, class Il of histone deacetylases
and they were discovered in Saccharomyces cerevisiae yeast (DALI-YOUCEF et al.,
2007; BLANDER, GUARENTE, 2012). In humans, they are a group of proteins
composed of seven members with different metabolic functions, is essential for the
maintenance of cellular homeostasis and directly related to silencing cellular process
(CHACKRABARTY, BALARAM, CHANDRASEKARAN, 2011; PRESEGUE-BOSCH,
VAQUERO, 2011; MELLINI, VALENTE, MAI, 2015).

The sirtuin-1 (SIRT-1) is the main molecule described the sirtuin family
(BLANDER, GUARENTE, 2012; MELLINI, VALENTE, MAI, 2015) and have been
associated with silencing of genes, cell cycle control, apoptosis, the energy
homeostasis and aging (HWANG et al., 2014). This molecule acts in many vital
biological processes of cell gene expression and consequently its overexpression
may be related to the biological behavior of breast cancer destabilization of the
regulation of estrogen receptors or using other substrates such as p53
(ELANGOVAN et al., 2011).

The objective of this research was to investigate the grade of SIRT-1
expression in biopsies of tumor tissue of women with breast cancer and its

prognostic value in overall survival specific disease.

METHODS

Study design and population

Research with retrospective design, based on hospital medical records, for
composition of a cohort of 457 female patients with breast cancer, diagnosed at the
Pathology Laboratory (Medical Laboratory Diagnostics) Erechim-RS and undergoing
cancer treatment in the period 2003-2013 in the following Erechim-RS institutions:
Erechim Clinical Oncology Center (COC), Erechim Santa Terezinha Hospital
(FHSTE) and Erechim Charity Hospital (HCE). The recruitment period for
composition of the cohort was the first day of 2003 (date of initial entry into the
cohort) and on 31 December 2013 (end date of entry into the cohort). The inclusion
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criteria for the composition of the study cohort were diagnosed with breast cancer in
women, confirmed by pathological examination, and the completion of cancer
treatment from 2003 to 2013. The first 123 consecutive cases which entered the
cohort were selected from the first of January 2003, to research the grade of
expression of the sirtuin-1 (SIRT-1) by immunohistochemical technique.

Information on the initial exposure (date of histological diagnosis) and the
outcome (death) were obtained by analyzing the medical records. The final follow-up
date of patients in the cohort, to analyze the outcome (death) was the 31st of July,
2015. On that date, all patients who were alive were censored.

The variables studied or prognostic factors were: age at diagnosis; histological
type; nuclear histological grade (low, intermediate and high); status of the axillary
lymph nodes (profile of metastatic involvement of axillary lymph nodes); hormone
receptors (expression of estrogen and progesterone receptors); cell proliferation ki-
67 (low and high grade); grade of expression of human epidermal growth factor
receptor (Her-2); TNM staging (AJCC): | to IV; type of treatment used (surgery,
radiotherapy, chemotherapy, hormone therapy, anti-Her-2 targeted therapy with
Herceptin®) and grade of expression of sirtuin-1 (SIRT-1).

Technique for SIRT-1 expression level research

The grade of SIRT-1 expression was investigated by immunohistochemical
technique and the following steps were taken: fixing and obtaining histological
sections from the paraffin block with silanized blade Dako, submitted to the technique
of immunoperoxidase antigen retrieval performed in Dako instrument, PT Link, with
three processing in an integrated, comprising the deparafinization, rehydration and
antigen retrieval with FLEX caps (Dako) low or high pH; Incubation with primary
antibodies for 20 minutes at room temperature; Use of IgG antibody, SIRT-1 human
recombinant enzyme (No. 50081 - Fluorogenic SIRT1) of Bioscience Laboratory
(BPS); Amplification was performed with EnVision FLEX (Dako) systems with
secondary antibodies conjugated to polymer EnVision and developed with
chromogenic system DAB + liquid FLEX (Dako); automated processing platform
Dako Autostainer Link 48; conducting internal and external positive controls to test
the fidelity of reactions; Mounting of blades in Coversliper Dako Dako with Dako
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cover slips; analysis by the pathologist Sector of Immunohistochemistry of Diagnostic
Medicine Laboratory by optical microscopy with fluorescence reader.

The criteria used to analyze the grade of expression of the sirtuin-1 (SIRT-1)
were as follows:

The percentage level of expression of SIRT-1 determined by the pathologist
was recorded as a numeric variable from zero to 100%, according to
immunofluorescence reaction SIRT-1 in the nucleus of tumor cells by light
microscopy field.

According to the level of expression of SIRT1 obtained in the investigation the
patients were classified as:

- Negative expression (0): grade of nuclear expression of SIRT1 absent or up
to 1% of tumor cells;

- Low expression (1+): grade of nuclear expression of SIRT1 between 1 and
49% of the tumor cells (Figure 1);

INSERT FIGURE 1 HERE

- Moderate expression (2+): grade of nuclear expression of SIRT1 between
50 and 79% of the tumor cells (Figure 2);

INSERT FIGURE 2 HERE

- Overexpression (3+): grade of nuclear expression of SIRT1 above 80% of

the tumor cells (Figure 3).

INSERT FIGURE 3 HERE

Statistical analysis

The results were statistically analyzed using SPSS version 21.0. A descriptive
analysis of all prognostic variables surveyed in the table with a breakdown of its
characteristics and frequencies found was presented.

The survival probabilities each time were estimated using the Kaplan-Meier
method and the comparison between the curves was held by the log-rank test. In
order to estimate the effects of each variable on survival of patients were created
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proportional hazards models Cox (MITCHELI, 2003). Survival curves were
decomposed according to the variables in the model of the univariate analysis were
presented and the relative risks (hazard ratio, HR) estimated. The confidence
intervals were 95%.

The variables that were statistically significant in the univariate analysis and
relevance in the pathogenesis of breast cancer were tested in a multivariate model,
by the method of Cox proportional hazards. In the final multivariate analysis were
calculated the hazard ratio (HR) for each proposed model for investigate possible
predictive prognostic associations according to the objective of the study (MITCHELI,
2003).

The study was approved by the Research Ethics Committee of PUCRS as
reported number 465.362 of 22" of November 2013 were adopted ethical research
recommendations of Resolution 466/12 of the National Health Council of the Ministry
of Health of Brazil.

RESULTS

The cohort median follow-up time was 61.93 months, with a minimum follow-
up time was 1.37 months (42 days) and the maximum follow-up time was 153.03
months (12.75 years). At the end of cohort follow-up, 364 patients (79.6%) were alive
and were censored on July 31, 2015, and 93 patients (20.4%) died due to breast
cancer.

The median age of the study population was 57.48 (SD + 27.76 years), and
the minimum age was 25 years and the maximum of 92 years.

The characteristics of the population according to the investigated variables

are shown in Table 1.
INSERT TABLE 1 HERE

The median overall survival specific disease (OS) obtained at the end of the
study, the Kaplan-Meier method was 120.243 months (10.02 years) with a standard
deviation of 2,928 (Cl 95% 114.504 - 125.982) months. The survival median
estimates calculated for the outcome of death from breast cancer were 96.9% in 12
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months; 92.1% at 24 months; 88.3% at 36 months; 83.6% in 48 months; 79.6% in 60
months and 69.1% in 10 years. The survival curve is shown in Figure 4.

INSERT FIGURE 4 HERE

The 123 cases selected for investigation of the grade of expression of the
SIRT-1, represented 26.9% of the total cohort of female patients with breast cancer
(n =457).

The table 2 shows the description of the cases classified according to the level
of expression of SIRT-1 found from the immunohistochemical research and as
criteria used for classification. In the analysis of the degree of expression of the
SIRT-1, we observed 9 cases (7.3%) that showed no expression; 71 cases (57.7%)
classified as low expression; 35 cases (28.5%) classified as moderate expression
and 8 cases (6.5%) classified as overexpression.

INSERT TABLE 2 HERE

According to the primary objective in this research were calculated survival
median estimates and risk of death in univariate and multivariate Cox models, to
check the impact of the grade of SIRT-1 expression in the prognosis of patients
investigated. To model these analyzes, patients were grouped and classified into two
groups according to overexpression or not the SIRT-1.

Thus, the groups were classified as:

- Sirtuin-1 (SIRT-1) negative group: the cases were considered the patients
with negative expression (0) and low expression (1+) and moderate expression (2+)
of SIRT-1;

- Sirtuin-1 (SIRT-1) overexpressed group: we considered the patients with
overexpression (3+).

The curves of overall survival specific disease, estimated for 123 patients with
breast cancer, compared to the profile of the expression of the sirtuin-1 (SIRT-1)
investigated by immunohistochemistry, are shown in Figure 5.

According to the analysis and criteria used in this study, we observed 115
cases (93.5%) with negative expression of sirtuin-1 (SIRT-1), having been 30 deaths

in this group, accounting for 26.1% of cases. The median overall survival specific
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disease (OS), estimated to patients with negative expression of sirtuin-1 (SIRT-1),
was 115.541 months (Cl 95% 107.324 - 123.758). The overexpression of sirtuin-1
(SIRT-1) was observed in eight cases (6.50%) and five deaths ocurred in this group,
accounting for 62.5% of cases. The median overall survival specific disease (OS),
estimated to patients with overexpression sirtuin-1 (SIRT-1), was 74.221 months (Cl
95% 47.735 - 100.707). The global log-rank test rejected the similarity hypothesis
(parallelism) between the survival distributions curves (X2: 4.452; p = 0.035). Thus,
the survival curves stratified according to the expression profile of sirtuin-1 (SIRT-1)
in patients with breast cancer showed a significant difference between them (p
<0.05).

INSERT FIGURE 5 HERE

The group of patients with overexpression of SIRT-1 accounted for 6.5% of the
sample investigated. The general characteristics of this sample according to the
variables studied are described below:

- The median age was 58 years, and the youngest was 35 and the oldest 77
years.

- The histological type identified in all cases was invasive ductal carcinoma.

- The tumor size was reported as T2 (2cm to 4.9 cm) in four cases (50%) and
T3 (> 5.0cm) in four cases (50%).

- The metastatic involvement in axillary lymph nodes was shown in four cases
(50%) and four cases (50%) had no metastases in the axillary lymph nodes.

- In the clinical staging (TNM), we identified three patients (37.5%) with stage
Il (limited disease) and five patients (62.5%) with stage Ill (advanced).

- The histological grade was ranked as high as in five cases (62.5%) and
intermediate in three cases (37.5%).

- The profile of expression of hormone receptors (estrogen and progesterone)
was negative in four cases (50%) and positive in four patients (50%). There was no
specific difference in the individual analysis of estrogen and progesterone receptors.

- The cell proliferation index (Ki-67) was high grade in seven patients (87.5%)
and identified one case (12.5%) low grade.

- The Her-2 profile was negative in five cases (62.5%) and overexpressed in
three cases (37.5%).
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- In the classification according to the molecular profiling, we identified one
case (12.5%) categorized as Luminal A, three cases (37.5%) categorized as Luminal
B Her-2 negative, two (25%) categorized as Her-2 overexpressed and two cases
(25%) categorized as negative Triple.

- In the type of surgical treatment used, we observed that five patients (62.5%)
were subjected to mastectomy and three patients (37.5%) were subjected to
conservative surgery.

- Chemotherapy and radiation were employed in all cases.

- The Hormone therapy was performed in five patients (50%).

- The anti-Her-2 targeted therapy with Herceptin® was done in one case
(50%).

In order to check the prognostic effect of the grade of expression of the sirtuin-
1 (SIRT-1), according to the risk of death from breast cancer, the hazard ratio were
calculated (HR) for the SIRT-1 adjusted for variables selected. The table 3 shows the
description of the variables and the respective hazard ratios (HR) obtained in each
analysis by univariate Cox regression model. The grade of expression of the SIRT-1
had an HR of 2.66 (95% CI 1.03 -6.86, p = 0.043).

INSERT TABLE 3 HERE

The prognostic variables that were significant in the univariate model and
which are relevant to the pathogenesis of SIRT-1 were selected for preparation of
regressive multivariate models, the Cox model. The selected variables were age,
axillary lymph nodes, TNM classification, histologic grade, the Her-2 profile, cell
proliferation index ki-67, the profile of hormone receptors and the profile according to
the molecular classification. The table 4 shows the description of the models
submitted to multivariate analysis of SIRT-1 expression, adjusted according to each
group of selected variables.

INSERT TABLE 4 HERE
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The SIRT1 presented associated prognosis with increased risk of death from
breast cancer, significant and independent, in almost all proposed multivariate
models.

DISCUSSION

Breast cancers are different in their natural history, and in different responses
to the treatments altogether (PEROU et al., 2000). There are several phenotypes of
tumors that determine a specific molecular picture for each cancer. These phenotypic
changes are the result of many signs of transcription that are involved in oncogenesis
causing a biological diversity of tumors (PEROU et al., 2000; NIK-ZAINAL et al.,
2016). Understanding the genetic complexity of breast cancer is an ongoing
challenge to researchers.

The discovery of new molecular markers involved in the pathogenesis of
breast cancer are fundamental to optimize treatment and determine with greater
certainty the prognosis of patients with the disease. In addition to markers already
established in clinical practice, as the expression of estrogen receptor, progesterone
receptor, Her-2 and Ki-67, it is necessary subcategorize some cancers that exhibit
expression of negativity for the known biomarkers and thereby evolve biological
behavior and more aggressive clinical outcomes (INOUE, FRY, 2016).

In this regard, several studies seek to identify molecular markers that
independent or associated with existing markers can identify subgroups of patients
for more effective and selective treatments. Some surveyed markers, such as cyclin
D1, cyclin E, DBC1, p53 INK4a / ARF, TXB2 / 3 and VEGF express prognostic
differences among subgroups of tumors, but are not consolidated in clinical practice
(TANEJA et al, 2010;. LEE et al., 2011).

Given the complexity and heterogeneity of breast cancer biology, there is a
need to investigate the prognostic effect of new molecules, such as sirtuin-1 (SIRT-
1), where there is evidence that changes in their expression, independent or
associated the other surveyed variables may affect the natural history of the disease.

Sirtuins are a family of seven proteins (SIRT-1-7) identified in mammals,
classified as histone Class lll, because they depend on the nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD +) to perform their activities in the deacetylation and mediation of
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various cellular metabolic functions (CANTO et al., 2009; FINKEL, DENG,
MOSTOSLAVSKY, 2009; WIERMAN, SMITH, 2014; LI et al., 2016). Sirtuin-1 (SIRT-
1) are labile molecules circulating in the nuclear environment, cytoplasmic and
membrane exerting positive or negative action in signaling actions with various
molecules and substrates important in epigenetic regulation (CANTO et al, 2009;
LEE et al.,2011; LI et al, 2016). Biologically, in humans, SIRT-1 is related to many
critical processes of cells, among these, the genomic stability, cell proliferation,
resistance, response to stress and cell aging (CAO, SHI, WANG, 2015; FINKEL,
DENG, MOSTOSLAVSKY, 2009; LI et al., 2016). In this context, several studies
correlated with SIRT-1 stages of initiation and cell proliferation in oncogenesis, but in
some models, the SIRT-1 operates with suppressive function and in other as a
cancer promoter function. Given the complexity of factors involved in tumorigenesis,
it remains controversial the function of SIRT-1 in these models (LI LUO, 2011).

Epigenetic changes, including histone modifications are critical for mammary
carcinogenesis, but the association of expression of SIRT1 with the clinical features
and prognosis of breast cancer have not yet been clarified (RIZK, SHAHIN,
SHAKER, 2016). Changes in the level of expression of sirtuin-1 (SIRT-1) and other
molecules related to the signaling pathways of tumor cells have been investigated in
many types of tumors, including breast cancer, but the association grade these
expressions with the clinical prognosis of patients have not been definitively
determined (Lee et al, 2011;. CAO et al, 2014;. CAO et al, 2015.).

In our research, we investigated the expression of SIRT-1 by
immunohistochemistry in 123 cases of patients with breast cancer, which accounted
for 26.9% of cases in the Erechim-RS cohort. According to the methodological
criteria established for the investigation, we identified change in SIRT-1 expression in
114 patients (92.7%), and 9 patients (7.3%) showed no expression. Patients with
changes in the grade of nuclear expression of SIRT-1 were investigated and
observed, 71 (57.7%) patients with low expression, 35 cases (28.5%) with moderate
expression and 8 cases (6.5%) overexpressing the SIRT-1.

These findings confirm the hypothesis that there is a change in the expression
of SIRT-1 in patients with breast cancer, but in varying grades of expression. Even
though the laboratory techniques for the investigation of SIRT-1 expression are not
uniform and there is lack of research in this area, the data found in the Erechim-RS
research are consistent with the information in the literature that suggest that the
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change in SIRT-1 expression is associated with breast cancer (RIZK, SHAHIN,
SHAKER, 2016).

In order to investigate the estimates of survival and the risk of death from
breast cancer, according to the grade of SIRT-1 expression and its association with
other variables studied in the Erechim cohort, patients were classified into two
groups. The group classified as SIRT-1 negative was composed of patients with
breast cancer who did not express change of SIRT-1 and patients with expression of
SIRT-1 low or moderate, totaling 115 patients (93.5%). The group classified as
SIRT-1 overexpressed was composed of eight patients who expressed high grade of
SIRT-1 (6.50%). To analyze the outcome of interest, during cohort follow-up period, it
was observed 30 deaths (26.1%) in negative SIRT-1 group and five deaths (62.5%),
in overexpression SIRT-1 group. The survival median estimates calculated for the
outcome of death from breast cancer during follow-up of the Erechim cohort, showed
lower overall survival statistically significant for the overexpression SIRT-1 group
patients. The risks related to the outcome of interest in the survey were calculated by
univariate model (Cox).

In univariate analysis unadjusted, we found a relative risk (HR) of 2.66 times
greater of death for patients who had SIRT-1 overexpression in relation to the group
of patients without overexpression of SIRT-1. Through the univariate Cox model were
calculated SIRT-1 effect on the risk of death from breast cancer, and adjusted for
other variables studied and observed that the SIRT-1 maintained the association of
increased risk of death when adjusted for age (HR 2.86 ; Cl 95% 1.11 - 7.38; p =
0.030); histology (HR 2.79, Cl 95% 1.07 - 7.28; p = 0.036); status of the axillary
lymph nodes (HR 2.73, Cl 95% 1.06 - 7.04; p = 0.037); Her-2 expression (HR 2.82,
Cl 95% 1.07 - 7.44; p = 0.036); completion of chemotherapy (HR 2.90, Cl 95% 1.11 -
7.60; p = 0.030) and conducting radiation treatment (HR 2.71, Cl 95% 1.05 - 7.01; p
= 0.040). The data demonstrated an association with poor prognosis and a higher
risk of death for patients who had SIRT-1 overexpression and higher age, SIRT-1
overexpression and metastatic involvement of axillary Ilymph nodes and
overexpression of SIRT-1 and overexpression of Her- 2.

The results of the univariate analysis showed increased risk of death for the
association of SIRT-1 expression and the completion of chemotherapy or radiation
therapy should be interpreted with caution. However, it suggests that patients with

SIRT-1 overexpression have mechanisms of tumor resistance to systemic
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chemotherapy, as suggested in some studies (LI LUO, 2011; Chen et al, 2012; CAO,
SHI, WANG, 2015).

The Cox multivariate model was constructed in order to test and verify the
statistical significance of prognostic information obtained in the univariate model. In
multivariate regression scenario, the variable grade of SIRT-1 expression was set
and controlled according to traditional prognostic variables in breast cancer, and
which had presented significance in the univariate model, such as age, the status of
the lymph nodes, classification TNM, the histological grade of the tumor, the
expression of hormone receptors, Her-2, ki-67 index and the molecular profile.
Consistently and significantly, we observed that the patients classified with SIRT-1
overexpression showed lower survival and higher risk of death than patients
classified with the absence of overexpression in several multivariate model scenarios
created to control the effect of the grade of expression the SIRT-1, in the prognosis
of patients with breast cancer.

From the information obtained in these analyzes, it was evident an estimate of
poor prognosis and increased risk of death for patients with overexpression of SIRT-
1, independent of the age of diagnosis of metastatic involvement of axillary lymph
nodes and the molecular cancer profile breast cancer.

The results obtained in this study are relevant and suggest that patients with
breast cancer with SIRT-1 overexpression have a more aggressive biological profile,
independent from analysis of other factors or classical prognostic variables. Some
evidence in the literature suggests that an important factor in SIRT-1 regulation is the
p53 protein. These proteins could present interactions and be involved in its own
feedback loop and, on balance, rise to a change in expression of one or both
(PRESEGUE-BOSCH, VAQUERO, 2011).

A recent study investigated a specific population, evaluated the serum levels
of SIRT-1 and changes in gene polymorphism coding for the SIRT-1 in patients with
breast cancer and found a significant association between higher serum levels of
SIRT-1 gene polymorphism and prognosis in breast cancer (RIZK, SHAHIN,
SHAKER, 2016).

The Asian meta-analysis, published in 2015, was the first study investigating
the correlation of SIRT-1 expression with classical prognostic factors, such as the
TNM staging (AJCC) and status of axillary lymph nodes on survival of patients with
breast cancer. In this study, we included six trials totaling 604 patients and it was
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found a significant association between changes in SIRT-1 expression and lower
survival from breast cancer. In the analyzes we investigated the expression of SIRT-
1, TNM staging (AJCC) and the status of the axillary lymph nodes, having been a
significant association between increased expression of SIRT-1, more advanced
clinical stages and metastatic involvement of lymph nodes axillary (CAQO et al., 2015).

Some recent research in breast carcinogenesis suggest theoretical models
considering a complex interaction of genetic and epigenetic mechanisms involved in
the processes of initiation and development of cancer. Investigations assumes that
epigenetic changes may be reversible and be related to changes in the expression of
proteins and molecules that regulate the metabolism of histones, DNA methylation
and mRNA expression levels (Byler et al., 2014). These evidences indicate the
complexity of the breast oncogenesis and the possibility that changes in the
expression of SIRT-1 may be involved in the characterization of a particular subgroup
of breast cancer.

To understand the effect of overexpression of SIRT-1 in breast cancer, and
explain the clinical outcome of poor prognosis, based on literature review and
findings, we propose a synthesis of the hypothetical theoretical model. Tumor tissue
is characterized by fluctuations in the oxygen concentration, reduced nutrients supply
and acidic pH, with increased glucose consumption and lactate secretion increases
(HARJES, BENSAAD, HARRIS, 2012). Overexpression of SIRT-1 in the cell nucleus
would cause a metabolic imbalance, cellular stress, the activation flags angiogenesis
pathways and changes in pathway expression PI3K (phosphatidylinositol 3 protein
kinase), which are related to tyrosine kinase receptors, thus causing an increase of
cell proliferation and apoptosis loss of capacity (BYLES et al., 2010). The
hyperactivation of SIRT-1 molecules alter the expression of p53 protein (transcription
factor that regulates the cell cycle) resulting in dysregulation of signaling pathways of
steroid receptors (ELANGOVAN et al. 2011; MOORE, DAI, FALLER, 2012). This
intracellular homeostatic imbalance would lead to an inhibition of ligands related to
the transcription of hormone receptors, capable of changing phenotypes in breast
cancer. (MOORE, DAI, FALLER, 2012). This altered cellular environment, become
favorable to the development of resistance of tumors to therapy employed and
progression of tumor cells and thereby expressing a tumor molecular profile with
more aggressive biological behavior and poor clinical outcome for patients.
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Final considerations

The evaluation of SIRT-1 expression by immunohistochemistry technique in
tumor tissue from paraffin blocks proved feasible but requires a standardization of the
technique aiming at standardization of information and the possibility of
reproducibility and comparison of this information by other research centers. The
findings of this research have shown that SIRT-1 was the independent prognostic
marker of risk of death for patients with breast cancer. Patients with SIRT-1
overexpression featured a special subgroup of breast cancer that had a poorer
prognosis.

In this research, SIRT-1 showed evidence that qualify it as a "new biomarker"
relevant in breast cancer setting. Thus, further studies are needed and future
prospective investigations and in larger series to confirm these findings and to
understand the true impact of overexpression of SIRT-1 in the prognosis of breast
cancer. Moreover, new studies will allow the development of a rational model of
biomolecular action of the SIRT-1 allowing in the future, the development of specific
target drugs anti-SIRT-1.

CONCLUSIONS

This study shows us to conclude that, in the cohort studied:

- The median estimates of overall survival for breast cancer in 5 and 10 years
were 79.6% and 69.1%, respectively.

- Patients classified overexpressing sirtuin-1 (SIRT-1) characterized a
subgroup of women who were strongly associated with poor prognosis, shorter
survival and increased risk of death in breast cancer, independent from the
adjustment for age, status axillary lymph nodes, Her-2 expression and proliferation
index (Ki-67).

- The grade of expression of SIRT1 in tumor tissue may be an important

prognostic marker in risk assessment for women with breast cancer.

Disclosure: There is no potential conflict of interest.
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Figure 1 — Microscopic image of tumor tissue in breast cancer female patient with low expression of
SIRT-1 (grade of 40% expression). Immunohistochemical technique. Increased 100x..
Font: The author (2016)

Figure 2 - Microscopic image of tumor tissue from breast carcinoma in female patients with moderate
expression of SIRT-1 (grade of 70% expression). Immunohistochemical technique. Increased 100x.
Font: The author (2016)

Figure 3 - Microscopic image of tumor tissue from breast carcinoma in female patients with moderate
expression of SIRT-1 (grade of 70% expression). Immunohistochemical technique. Increased 100x.
Font: The author (2016)
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Table 7 - Description and frequency of variables studied in entry into cohort and
events (deaths) occurred during the follow-up of patients.

Variables Total Events (deaths)
n=457 % n=93 %
Age range
<50 149 32,6 21 14,9
50-59 115 25,2 16 13,9
60-69 90 19,7 21 23,3
=70 103 22,5 35 34,0
Histology
Invasive ductal 396 86,9 79 19,9
Invasive lobular 48 10,5 13 27,1
Mucinous 12 2,6 1 8,3
Tumor Size
T1(<2cm) 131 28,7 14 10,7
T2 (2a4,9cm) 265 58,0 54 20,4
T3 (=5cm) 34 7,4 14 41,2
T4 (Inflammatory) 27 5,9 11 40,7
Axillary lymph nodes
NO (negatives) 225 49,2 30 13,3
N1 (<4 positive lymph nodes) 146 31,9 35 24
N2(=4 positive lymph nodes) 71 15,6 23 32,4
N3 (positive lymph nodes fused) 15 3,3 5 33,3
Metastasis
Without 452 98,9 88 19,5
With 5 1,1 5 100
Staging (TNM)
I 91 19,9 5 5,5
I 249 54,5 50 20,1
11 112 24,5 38 32,5
v 5 1,1 5 100
Histologic grade
Low 41 9,0 2 4,9
Intermediate 301 65,8 52 17,3
High 115 25,2 39 33,9
Estrogen receptor (ER)
Negative 92 20,1 26 28,3
Positive 365 79,9 67 18,4
Progesterone receptor (PR)
Negative 118 25,8 37 31,4
Positive 339 74,2 56 16,5
HER-2
Negative 367 80,3 75 20,4
Overexpression 90 19,7 18 20
Ki-67 (proliferation index)
Low 132 28,9 21 15,9
High 325 71,1 72 22,2
Molecular profile
Luminal A 11 243 18 16,2

Luminal B HER-2 negative 216 47,3 41 19



Variables Total Events (deaths)
n=457 % n=93 %

Luminal B HER-2 positive 64 14,0 11 17,2

HER-2 Overexpression 26 5,7 7 26,9

Triple negative 40 8,8 16 40

Surgery

Conservative 181 39,6 23 12,7

Radical 275 60,2 70 25,5

Not performed 1 0,2 1 100

Chemotherapy

Not performed 117 25,6 23 19,7

Performed 340 74,4 70 20,6

Radiotherapy

Not performed 168 36,8 34 20,2

Performed 289 63,2 59 20,4

Endocrine therapy

Not performed 89 19,5 26 29,2

Performed 368 80,5 67 18,2

Herceptin® (anti-Her-2 target)

Not performed 41 45,6 13 31,7

Performed 49 54,4 5 10,2

Censored

Live 364 79,6

Events

deaths 93 20,4

Font: The author (2016)

181



182

1,0

©

>

'S 0,84

S

3

()

o

o

g o8-

B

[}

o

o

T

a - Breast Cancer
o 0S* 12 months - 96,9%
'-g OS 24 months — 92,1%
S | OS 36 months — 88,3%
£ 9.2 OS 48 months — 83,6%
3 OS 60 months — 79,6 %

OS 120 months — 69,1%

ot 50,00 150,00 200,00
Follow-up (months)
Full cohort Cases Deaths Deaths os* Cl 95% Kaplan-Meier
(n) (n) (%) (meses) Standard
deviation:
Breast cancer 457 93 20,4 120,243 114,504 - 125,982 2,928

Figure 4 - Global survival curve specific disease (Kaplan-Meier) in months of patients with breast
cancer during the follow-up of the cohort.

Font: The author (2016)

* OS: overall survival specific disease

Table 2 - Description of the grade of expression of the sirtuin-1 (SIRT-1) in patients

with breast cancer and number of events (deaths) occurred during follow-up

Grade of expression Total Events (Deaths)

SIRT-1 n=123 % N=35 %
Negative expression (0) 9 7,3 3 33,3
Low expression (1+) 71 57,7 18 25,4
Moderate expression (2+) 35 28,5 9 25,7
Overexpression (3+) 8 6,5 5 62,5

Font: The author (2016)
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Font: The author (2016)

Table 3 - Univariate analysis of SIRT1 adjusted to occurrence of death according to

the description of each prognostic variable in the cohort of female patients with

breast cancer

Adjusted variables HR* Cl 95%*** P
SIRT-1 unadjusted 2,66 (1,03 — 6,86) 0,043
Age 2,86 (1,11 -7,38) 0,030
Histology 2,79 (1,07 — 7,28) 0,036
Tumor Size 1,92 (0,71 - 5,20 0,198
Lymph nodes 2,73 (1,06 —7,04) 0,037
TNM 2,25 (0,87 —5,81) 0,096
Grade 1,87 (0,71 -4,92) 0,206
Her2 2,82 (1,07 -7,44) 0,036

Ki - 67 2,48 (0,95-6,42) 0,062
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Adjusted variables HR* Cl 95%*** P
Estrogen receptor 2,42 (0,89 - 6,60) 0,085
Progesterone receptor 2,13 (0,79 —5,73) 0,135
Molecular profile 2,47 (0,93 — 6,59) 0,071
Surgery 2,57 (1,00 - 6,62) 0,051
Chemotherapy 2,90 (1,11 —7,60) 0,030
Radiotherapy 2,71 (1,05 -7,01) 0,040
Endocrine therapy 2,18 (0,79 — 6,04) 0,134
Herceptin® 2,53 (0,98 — 6,54) 0,055

Font: The author (2016)
* Hazard Ratio (HR): obtained from the Cox model of proportional hazards adjusted for each variable

** Confidence interval
*** Statistical significance

Table 4 - Multivariate Analysis of SIRT-1 adjusted for the occurrence of death
according to the grouped prognostic variables in specific models in the cohort of

female patients with breast cancer

Models HR* IC 95%™** p*

SIRT-1 unadjusted 2,66 (1,03 - 6,86) 0,043
SIRT-1, age 2,86 (1,11 -7,38) 0,030
SIRT-1, age, lymph nodes 3,58 (1,35 -9,52) 0,011
SIRT-1, age, TNM, histological grade 2,27 (0,84 - 6,15) 0,108
SIRT-1, age, lymph nodes, Her-2, ki-67 3,82 (1,37-10,64) 0,010
SIRT-1, age, lymph nodes, hormone receptor 2,87 (0,97 — 8,48) 0,056
SIRT-1, age, lymph Nodes, molecular profile 3,44 (1,21 -9,79) 0,021

Font: The author (2016)
* Hazard Ratio (HR): obtained from the Cox model of proportional hazards adjusted for each variable

** Confidence interval
*** Statistical significance
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APENDICES



APENDICE A — INSTRUMENTO PARA COLETA DE DADOS

MNome;

HRLP (Nimero do registro Lab Patologia)

HRG (Mimeno de registro geral)

AR [(Ano de registro) ;
DM (Data de nascimento) :

1{ idade) :

P (Procedéncia) -

HFC {Historico ou antecedente familiar de cincer) :

Sim, cancer de mama
Sim, outro tipo de cincer
MNio

Sem registro

(raga) :
Branca
MNegra
Indigena
outra
Sem registro

MAhwp=m Rl

{ vive ) :
Sim
MNio
Sem registro

e

DO (data do dbito ) ;

CO (causa do obito ) :
1. Relacionada ao cancer
2 M3o relacionada ao cincer. Quak

DD (data do diagnéstico) :

DPC (data da 1* consulta ) :

DIT (data de inicio do tratamenta } ;
DUC (data da Oitima consulta ) ;

TH {hp-u Histalogico) :

Carcinoma Ductal Imvasor
Carcinoma Lobular
Carcinoma Mucinoso
Carcinoma in situ

outro

L ol

EC (Estagiamento Clinico) THMT__N__|

Estagio |
Estagio Il
Estagio Il
Estagio IV

[Tamanho do tumaor):
Tumar < 1.0 cm
Tumar »1,0 <2,0 cm
Tumar »>2.,0 <5,0 cm
Tumar »5,0 cm
Tumaor inflamatario

Mbwp= o RwpM=

GRALU [ Escore de Mottinghan] :
1. baixograu(Gl1)

2. medograu (G 11}

3.  alto grau (G LIV}

1AL (inwas3o anficlinfatica):
1. Presente
2. Auseniz

3.  Sem registo

LN { Status linfonodal):
1. Metastases 1a3In
2. Metastases 4 ou +
3.  Sem Meiastases

HER-2 (oncogens C-Erb2):
Her-2 : escomre 3+

1.

2. Her2:escore 2+

3.  Her2:escore 1+

4. Her2:escore NEGATIVD
5. Sem registro

RE (receptor estrogénio):

1. Positivo

2. Megativo

3. Sem Registro

RF (receptor progestenonal:
1. Puositivo

2. Megativo

3. Sem Registro

Ki-67 (indice de proliferagio calular):
Positivo — eccore > 14%

1.

2. Pasitivo — escore < 14%
3. Megativo

4. Sem registro

P53 (proteina p 53):

1. Positivo

2. Megativo

3. Sem Registro

TRi [ Primeiro tratamento realizado ) :
cirurgia

radioterapia

hormmonicterapia neo-adjuvantes
guimicterapia nec-adjuvante
quimio + bickgico nec-adjuvante
outro

Aomawp

PTR (| procedimentio realizados )
Cir

Cir + Rt

Cir+Hx

Cir+Ruct HHbe

Cir+Roct HHbe+Hbe

Cir+Ruct +Hbe+ Ot + Herc
Cir+Ruct +Hbo+Cast+ b
Cir+Rut+Hbe+Cast+lt +Hers
Cir+Hix+0te +Herc

1l] Cir+Hix+Qit

11. OQuira combinagSo de tratamento

L ol
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TApC ( tratamento adjuvante pos cirurgia):

Nao

Sim, Rxt

Sim, Hix

Sim, Grbc

Sim, Rix + Hix

Sim, Rxt + Qiix

Sim, Rxt + Ot + Herz
Sim, Rxt + O + Hix
Sim,Rodt + 0t +Hi+herc

DENE oW

;
e
]

tamoxifeno
megestrol
anastrazol
letrozol
fulvestranto
goserelina

S

Gt | quimicterapia)
CMF

AC

FAC

AC-T

FEC

. @Tx + herceptin
. Dutro esquema

MNEombwn =

DMix | data da metastase) -

SMix | sitio ou local da metastase) :

sem metastase
0550

pulmao

figado

SHC
linfonodos
outro sitio
sam registro

MEeomawph =20

Mix0 (metistases dsseas - ufilizagio de inibidor de
ostedlise):

1. Sim

Z Mio

SIRT-1 (Sirtuina 1)
1. Express3o alta: escore 3+

2.  Express3o baixaescore 1 e 2+
3. Sem Expressio; escore nulo
4 Sem registro
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APENDICE B - TERMO DE CONFIDENCIALIDADE DOS DADOS PESQUISADOS

TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZAGAO DE DADOS E
COLETA DE DADOS DE PRONTUARIOS MEDICOS PARA
PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

Titulo do Projeto: EPIGENETICA — EXPRESSAO DE SIRTUINA 1 (SIRT-1) E

PROGNOSTICO NO CANCER DE MAMA

Declaro que conhego e cumprirei os requisitos da Resolugao CNS 466/2012 no
desenvolvimento do projeto de pesquisa : EPIGENETICA — EXPRESSAO DE
SIRTUINA 1 (SIRT-1) E PROGNOSTICO NO CANCER DE MAMA, assim
como afirmo que os dados descritos no protocolo serdo obtidos em absoluto
sigilo e utilizados apenas para os fins especificados no protocolo aprovado pelo
Comité de Etica /PUC.RS.

Erechim, 14 de outubro de 2013.

Nome do pesquisador orientador ASSINATURA
1- ANTONIO LUIZ FRASSON ‘

Nome do pesquisador aluno ASSINATURA
2- JULIANO SARTORI SviL 4o




