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RESUMO

PEREIRA, Cynthia Mara Brito Lins. Expressdo dos genes C-MYC, HER-2 e receptores
hormonais como preditores de resposta a quimioterapia neoadjuvante em cancer
mamario. 2010. 71 f. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal do Para, Instituto de
Ciéncias da Saude, Departamento de Neurociéncias e Biologia Celular, Belém, 2010.

O cancer de mama é um dos tumores de maior incidéncia na mulher, e por isso, muitas
pesquisas vém sendo realizadas, desde a avaliacdo das caracteristicas epidemioldgicas, a
dindmica biocelular e o tratamento desta doenca. Na avaliagdo de respostas ao tratamento, 0s
fatores preditivos sdo marcadores que auxiliam na escolha da melhor droga a ser usada. Esta
dissertacdo teve o objetivo de avaliar os genes de receptores de estrogénio e progesterona,
HER-2 e C-MYC em tumores localmente avancados da mama, como fatores preditivos de
resposta a quimioterapia neoadjuvante. Estudaram-se fragmentos da neoplasia maligna
mamaria de 50 pacientes com carcinoma ductal infiltrativo, com estadiamento clinico E-Ill e
tratadas com quimioterapia neoadjuvante. Utilizaram-se as técnicas de imunohistoquimica e
de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH). A anélise dos receptores hormonais nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa comparando as pacientes com resposta
satisfatoria a quimioterapia, das insatisfatorias; a analise do HER-2 apresentou significancia
apenas para as respostas satisfatorias, onde houve baixa amplificacdo deste gene. Em relacéo
ao C-MYC observou-se uma diferenca estatisticamente significativa comparando a alta
amplificacdo deste gene a uma resposta insatisfatdria a quimioterapia. O estudo concluiu que
0 gene C-MYC pode ser um importante marcador de predicdo nos tratamentos

quimioterapicos neoadjuvantes usados em cancer mamario.

Palavras-chave: Neoplasias da Mama. Neoplasias da Mama/quimioterapia. Genes Myc. Genes
erbB-2. Marcadores Biolégicos.



ABSTRACT

PEREIRA, Cynthia Mara Brito Lins. Expression of C-MYC gene, HER-2 and hormone
receptors as predictors of response to neoadjuvant chemotherapy in breast cancer. 2010.
71 f. Thesis (MA) - University of Pard, Institute of Health Sciences, Department of
Neuroscience and Cell Biology, Belém, 2010.

Breast cancer is a higher incidence of tumors in women, and therefore many studies have
been performed since the assessment of the epidemiological characteristics, the dynamics
biocelular and treatment of this disease. In evaluating responses to treatment, the risk factors
are markers that help in choosing the best drug to use. This work aimed to evaluate the genes
of estrogen and progesterone receptors, HER-2 and C-MYC in locally advanced breast tumors
as predictors of response to neoadjuvant chemotherapy. We studied fragments of mammary
malignancy in 50 patients with infiltrating ductal carcinoma, with clinical stage Il and E-
treated with neoadjuvant chemotherapy. We used the techniques of immunohistochemistry
and fluorescence in situ hybridization (FISH). The analysis of hormone receptors showed no
statistically significant difference comparing patients with satisfactory response to
chemotherapy, the poor and the analysis of HER-2 showed significance only for satisfactory
answers, where there was poor amplification of this gene. Regarding C-MYC was observed a
statistically significant difference comparing the high amplification of this gene to a poor
response to chemotherapy. The study concluded that the C-MYC gene may be an important

marker for predicting the treatments used in neoadjuvant chemotherapy for breast cancer.

Keywords: Breast Neoplasms. Breast Neoplasms / drug therapy. Myc genes. Genes erbB-2.

Biological Markers.
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1 INTRODUCAO

O céancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento celular desordenado, sendo
resultado do acumulo de alteragbes que favorecem a expressdo ou repressdao de genes

vinculados ao controle do ciclo celular (CHIAO et al., 1990).

A transformacédo neoplésica consiste num processo multicausal no qual os controles
normais da proliferacdo celular e da interacdo célula-célula sdo perdidos. A aberracdo dos
proto-oncogenes em conjunto com a inibicdo ndo regulada dos genes supressores tumorais
representam os fundamentos deste processo (FARIA; ROBENHORST, 2006).

O céancer de mama € a neoplasia maligna mais comum entre mulheres em todo mundo,
apresentando consideraveis variagdes em sua ocorréncia entre as diferentes regides geograficas.
E considerado um problema de salde publica, devido sua alta incidéncia, morbidade e
mortalidade e, na América Latina, tem sido observado um aumento consistente nas taxas de
mortalidade (GUERRA et al., 2009). As taxas de incidéncia sdo maiores nos Estados Unidos e
Norte da Europa, intermediarias no Sul e Leste Europeu e também na América do Sul, e de
valores mais baixos na Asia (WILLETT et al., 2002).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) para o ano de 2010, foram
estimados 49.240 casos novos de cancer de mama. Esta incidéncia varia de acordo com as
regides brasileiras, conforme observado na figura a seguir. No estado do Para os casos novos
estimados foram de aproximadamente 640 para cada 100.000 habitantes correspondendo a uma
taxa bruta de 16,77% do total de novos casos do Brasil. O cancer mamaério é a segunda maior
causa de morte em mulheres em todo o mundo (AMARAL et al, 2010).
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Mulheres

45,92 a 88,3

. 31,22 a 45,91

18,12 a 31,21

10,98 a 18,11

FIGURA 1- Estimativa de Cancer de Mama, em Porcentagem, Estabelecida pelo INCA, para o ano de
2010, nas Regibdes do Brasil (por 100.000 habitantes).
Fonte: INCA (2010a).

As diferentes taxas internacionais na incidéncia e mortalidade do cancer de mama
indicam a importancia na diferenca do nivel hormonal enddgeno, estilo de vida, fatores
ambientais, susceptibilidade genética e atividade no rastreamento mamografico através dos
diferentes paises A figura 2 mostra os cinco tumores com maior mortalidade em mulheres
nosso pais, em que se observa uma predominancia das neoplasias mamérias (HULKA,
MOORMAN, 2001).
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FIGURA 2 — Taxas de Mortalidade das 5 Localizagdes Primarias mais Freqiientes em 2007, Ajustadas
pela ldade, pela Populagdo Mundial, por 100.000 Mulheres, Brasil, entre 2000 a 2007.
Fonte: INCA (2010b).

As taxas para 0 aparecimento do cancer mamario sdo similares em alguns paises até os
35 a 40 anos, depois comecam a divergir. Estas diferentes formas das curvas de incidéncia
especificas em cada pais sdo consistentes com diferentes interpretacdes. Diferentes niveis de
hormdnios endégenos podem ser mais pronunciados ap0s a menopausa devido as diferencas da
média do peso corporal. Quando a producdo ovariana hormonal acaba, as células adiposas sao
importantes sitios de conversdo de percussores androgénicos em estrona. Mulheres americanas
apresentam niveis muito maiores de estrogénios do que as japonesas, na pos-menopausa; € a
idade natural das americanas iniciarem o periodo de menopausa também é mais elevada quando
comparadas com as japonesas, devido a isso, ficam por mais tempo expostas a acdo hormonal
(HULKA; MOORMAN, 2001).

Muitos estudos epidemioldgicos vém demonstrando a associacdo entre 0 consumo
excessivo de alcool e um risco maior para o cancer de mama (NAGATA et al., 2007). Esta
associacao aparece ser a mais consistente quando se compara com os fatores dietéticos e o risco
de cancer de mama. Em estudos de intervengédo, o consumo de aproximadamente dois drinques
por dia demonstrou um aumento nos niveis de estrogénio total e biodisponivel, e que doses
Unicas aumentavam fortemente os niveis de estradiol no plasma. A reducdo do consumo
alcodlico diario parece ser um dos poucos métodos de reducdo ativa do risco de cancer
mamario (FUNCHS et al., 1995).
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O papel da dieta na etiologia do cancer tem sido sugerido, em parte, devido as altas
variacdes internacionais nas taxas de incidéncia de cancer, e podem ser atribuida as
propriedades antioxidantes de alguns nutrientes selecionados, influenciando no reparo e
mutacdo de DNA, estimulacdo de fatores de crescimento, e no potencial antiestrogénico de
alguns nutrientes. Evidéncias epidemioldgicas consistentemente demonstram que 0 aumento
dos niveis de peso e indice de massa corpérea (IMC) e o aumento da circunferéncia abdominal
estdo relacionados ao aumento de risco para cancer mamario. Alguns resultados de estudos
sugerem que o risco de desenvolvimento de cancer mamario € 30% maior em mulheres na pds
menopausa e que apresentam um IMC> 31 kg/m? (AMARAL, 2010; MICHELS et al., 2007;).

Em 1997, uma reviséo realizada pelo World Cancer Research Fund (WCRF) concluiu
que a alta ingestdo de frutas e verduras tem a probabilidade de diminuir o risco de cancer de
laringe, pancreas, mama e bexiga (RIBOLI; NORAT, 2003). Esta protecdo conferida pela
ingestdo de frutas e vegetais € realizada através da acdo de seus antioxidantes, fibras e outros
nutrientes (MICHELS et al., 2007).

Um dos fatores ambientais com ampla relevancia no cancer mamario tem sido o
cigarro; o habito de fumar estd relacionado com aumento de risco de canceres em varios
Orgdos, mesmos naqueles que ndo apresentam contato direto com o cigarro. As substancias
carcinogénicas passam através da membrana alveolar para a corrente sanguinea e podem ser
transportadas para a mama por via de lipoproteinas no plasma. Estudos experimentais indicam
que o cigarro contém potentes substancias carcinogénicas como: hidrocarbono aromatico
plinuclear (PAHSs), N-nitrosaminas, aminas aromaticas e alta prevaléncia de mutacdes do gene
p53 em tabagistas quando comparadas a ndo tabagistas (TERRY; ROHAN, 2002).

A glandula maméria é muito sensivel a radiacBes tendo associacdo com o
desenvolvimento da carcinogénese, principalmente quando exposta em idade jovem. O
acimulo no conhecimento sobre radiacdo levando ao risco de cancer mamario se deve
principalmente a estudos epidemioldgicos de pacientes expostas a radiacdo diagndstica ou
terapéutica em sobreviventes do ataque de bombas atémicas. As exposi¢des a radiacdo, seja no
monitoramento ou tratamento de doencas, € na atualidade, a maior causa de inducdo a
carcinogénese radio-induzida (SINGLETARY, 2003). Estas exposices ocorrem em
monitoramentos com Raios-X em escoliose ou tuberculose; criangas submetidas a radioterapia
para desordens benignas; sobreviventes de cancer na infancia expostas a altas doses de radiagéo
no torax; adultas tratadas com radioterapia. O risco de cancer mamario é proporcional a dose da
radiacdo recebida e também a idade em que o individuo é exposto; quanto mais jovem, maior
sera o risco (RONCKERS et al., 2005).
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Familias com duas ou mais pessoas diagnosticadas com cancer mamario ou outras
neoplasias relatadas, como de ovario, tém risco aumentado para o desenvolvimento da
neoplasia maligna mamaria. Recentes avancos em técnicas de biologia molecular tém
contribuido bastante para o entendimento da susceptibilidade da heranga para o céncer de
mama. Estima-se que aproximadamente 7% de todas estas neoplasias sejam de causas
hereditarias, podendo chegar até 27% quando associadas a fatores ambientais. Mutagdes
envolvendo os genes supressores de tumor, BRCA-1 e BRCA-2, sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de neoplasias mamarias principalmente em idade precoce, abaixo dos 50
anos, podendo também induzir a tumorigénese mamaria em idades mais tardias. Mulheres com
mutacOes nesses genes tém 80 a 85% de probabilidade de adquirir neoplasia. (HULKA,;
JAMES et al., 2007; MOORMAN, 2001).

A densidade mamogréafica ¢ uma expressdo usada na avaliacdo da quantidade dos
componentes teciduais: epiteliais e conjuntivos mamarios. Apresenta uma associa¢do positiva
entre 0 aumento na densidade e o risco de cancer mamario (ATTAM et al., 2008) Estudos vém
repetidamente demonstrando que com tecido mamario denso em mais de 75% da mama
apresentam 4 a 6 vezes um aumento no risco de desenvolver cancer de mama, quando
comparadas com mulheres com pouca densidade mamaria. Outros estudos sugerem que 0
cancer mamario esta diretamente associado com a densidade e que este achado pode ser um
fator preditivo para o cancer (DOUGLAS et al, 2008). Os critérios de avaliacdo da densidade
mamogréafica podem ser realizados através do BI-RADS (Breast Imaging Reporting and Data
System), método visual e categoria de Wolfe (HOWELL; CUZICK, 2009).

A terapia de reposicdo hormonal (TRH), atualmente chamada de terapia hormonal
(TH), comegou a ser utilizada no inicio da década de 1970, para controle de sintomas e
prevencdo da osteoporose, nas mulheres na poés-menopausa (SINGLETARY, 2003). O objetivo
da terapia hormonal é obter um novo equilibrio no organismo, procurando evitar as
consequéncias da privagdo dos hormonios enddgenos (LIMA; BOTOGOSKI, 2009). A
estrogenioterapia, terapia hormonal apenas com reposi¢do estrogénica, é considerada a terapia
mais efetiva no manejo dos sintomas da menopausa. Nas mulheres que ndo foram submetidas a
exéreses cirargicas do Utero, a TH é associada a progesterona natural ou aos progestagenos
(LIMA; BOTOGOSKI, 2009). Evidéncias sugerem que uso de estrogénios na menopausa esta
associado a um aumento de 30 a 50% no risco de desenvolvimento do cAncer mamario, quando
usado por um longo periodo de tempo (05 anos ou mais). Outros estudos sugerem que este
aumento do risco seria um tanto maior em certos subgrupos, como nas mulheres com historia
familiar de cancer mamario (HULKA; MOORMAN, 2001). O estrogénio tem efeito na
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progressao de alteracGes celulares nas glandulas mamarias que evoluirdo para neoplasias. Este
conceito € comprovado nas observacdes epidemiologicas em que, menarca tardia e menopausa

precoce tém efeito contrario ao cancer mamario (RONCKERS et al., 2005).

1.1 FATORES PROGNOSTICOS E PREDITIVOS

O tratamento do cancer mamario, na atualidade, estd baseado em um conjunto de
caracteristicas do paciente e do tumor, os chamados fatores prognosticos e preditivos do cancer
de mama. Conceitua-se como fator prognostico qualquer marcador, a época do diagnéstico ou
do tratamento cirurgico, que possa ser associado ao tempo livre de doenca ou sobrevida global
na auséncia de terapia sistémica adjuvante. Esses fatores podem ser usados para prever a
historia natural da doenca (BOFF; WISINTAINER, 2006). Os fatores preditivos, por outro
lado, sdo parametros que auxiliam na previsdo da obtencdo de sucesso, ou ndo, com
determinada modalidade terapéutica. Muitos dos fatores progndsticos sdo preditivos de resposta
e vice-versa (BARROS; BUZAID, 2007).

1.1.1 Tipo Histologico

Os fatores de risco melhor estabelecidos para cancer de mama, associados a lesdes
benignas, sdo histopatoldgicos. A categorizacdo correta dessas lesfes € ferramenta importante
na pratica clinica e se aplica na identificacdo de subgrupos de pacientes com riscos
diferenciados para o desenvolvimento subsequente de cancer de mama. (BOFF;
WISINTAINER, 2006). Individuos que tem histdria pregressa de carcinoma invasor, carcinoma
in situ ou hiperplsia atipica na mama tem aumento significativo no risco de um futuro
desenvolvimento de carcinoma invasivo mamario. A incidéncia de um segundo cancer
invasivo, para um individuo que apresentou uma lesdo invasora anteriormente, aumenta
préximo de 1% ao ano. Nas lesGes lobulares in situ ou hiperplasias atipicas, este risco aumenta
em toda a mama, ndo somente na regido anteriormente afetada. As hiperplasias tipicas e
atipicas sdo associadas com o0 aumento de cancer mamario invasivo (SINGLETARY, 2003).

Pacientes com diagndstico de carcinoma ductal in situ (CDIS) tém risco aumentado para
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recorréncias de nova lesdo de CDIS, carcinoma invasor e até metastase a distancia.
Anteriormente, os CDIS, apresentavam uma porcentagem pequena de lesGes com este
diagnostico, porém nos ultimos 20 anos, houve aumento no seu diagnostico baseada em uma
melhor prevencdo (PARTRIDGE et al., 2008).

Existe um grupo de tumores invasivos que tem um comportamento peculiar e por isso
sdo considerados como tumores especiais, pois estdo associados com um menor potencial de
malignidade. Estes correspondem a uma incidéncia de 10% dos tumores invasivos, porém
apesar da baixa incidéncia, o estudo destes tipos histoldgicos tem importancia por serem
tumores com caracteristicas clinicas bem especificas. Normalmente sdo tumores bem
diferenciados, expressando receptores hormonais, com reduzida taxa de comprometimento
axilar, e com acometimento de mulheres em idades mais avangadas (BLAND; COPELAND,
2000).

O carcinoma lobular invasivo (CLI) constitui aproximadamente 10% de todos os
carcinomas invasivos da mama, sendo o segundo tipo mais comum desta doenca maligna.
Apresenta caracteristicas bem distintas e que diferem dos carcinomas ductais. Normalmente
inicia-se em mulheres com idades mais avancadas, é diagnosticado mais tardiamente,
associando com tumores de grandes tamanhos e sdo mais propensos a multifocalidade e
multicentricidade, com risco maior de bilateralidade (LEE et al., 2010; LOPEZ; BASSETT,
2009). No carcinoma lobular invasivo, o tamanho tumoral e consequentemente o estadiamento
clinico no momento do diagndstico, apresentam taxas ligeiramente maiores que o principal tipo
histologico dos tumores mamarios, o carcinoma ductal (LOPEZ; BASSETT, 2009).

Normalmente as células destes tumores lobulares sdo associadas com a presenca de
receptores de estrogénio e progesterona e auséncia de super-expressdo ou amplificacdo do gene
HER-2. O prognoéstico é ainda controverso, com muitos estudos mostrando prognastico
semelhante comparado com o carcinoma ductal, no mesmo estagio e com 0 mesmo grau
histoldgico, porém alguns autores apresentam opinides divergentes considerando o prognostico
melhor ou pior que o CDI (ORNIVETO et al., 2008).

Os achados mamogréaficos no CLI apresentam altas taxas de falso negativo (maiores
que 19%), em relacdo a outros tipos de tumores malignos mamarios por oferecer dificuldade no
diagnostico mamogréafico; os achados mais comuns encontrados sdo presenca de massa
usualmente com espiculas ou com margens mal definidas, distor¢cbes da arquitetura do
parénquima mamario, densidades assimétricas e microcalcificacbes (LOPEZ; BASSETT,
2009).
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O carcinoma adendide cistico da mama é uma neoplasia rara constituindo 0,1% dos
tumores mamarios e é mais comumente encontrado nas glandulas salivares, sendo uma doenca
com curso agressivo, contrastando com a doenga mamaria que apresenta excelente prognostico.
Ocorrem predominantemente em mulheres com média de idade entre 50 e 64 anos, raramente
sdo bilaterais e ndo tem predilecdo por um determinado lado da mama. A incidéncia de
metastases linfonodais € rara, e as metastases a distancia incomuns. Normalmente apresentam
receptores de estrogénio e progesterona negativos (LAW et al., 2009).

O carcinoma tubular é um tipo especial de tumor mamario composto de estruturas
tubulares bem distintas e por células bem diferenciadas que compreendem ao menos 90% do
carcinoma. Constituem menos de 2% de todos os carcinomas e tendem a ser diagnosticados em
estagios inicias, em torno de 7% ainda em Estadiamento T1, tumores menores que 1 cm. O seu
prognostico depende da pureza do padrdo histologico (SHING et al., 2007).

O carcinoma mucinoso mamario € uma doenca incomum ocorrendo entre 1 a 6% nos
canceres mamarios, caracteriza-se pela grande producdo de mucina que formam aglomerados
extracelulares e em geral apresenta 50% ou mais de componente de mucina. Ocorrem
principalmente em mulheres na pés-menopausa, com media de idade de 60 anos. Apresenta
caracteristicas clinicopatologicas bem favoraveis, como: baixo grau histoldgico, pouca
incidéncia de comprometimento axilar, alta expressdo de receptores de estrogénio e
progesterona e grau bem diferenciado. As taxas de sobrevida em 10 anos ultrapassam 80%
(PARK et al., 2010).

O carcinoma medular corresponde a 5% das neoplasias malignas da mama, incidindo
principalmente em mulheres mais jovens, principalmente se pertencerem a familias com
alteracGes genéticas nos genes BRCA-1 e BRCA-2. Podem estar associados com a presenca do
carcinoma ductal in situ em 50% dos casos. Normalmente sdo associados com receptores
negativos tanto para estrogénio como para progesterona. Apresentam bom prognostico com
80% de sobrevida em 5 anos (BLAND; COPELAND, 2000).

1.1.2 Grau Histologico

Entre os fatores aceitos como indicadores de progndstico, a determinagdo do grau
histologico € um dos principais e mais faceis a serem acessados na rotina diagnéstica. Bloom e

Richardson (1957) contribuiram para a melhora no sistema de graduacdo em carcinoma de
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mama, adicionando uma escala numérica aos critérios histologicos inicialmente descritos por
Patey e Scarff (1928). Estes criaram uma nova classificacdo denominada Scarff, Bloom e
Richardson (SBR), adotada oficialmente pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1968
(SCARFF; TORLONI, 1968). Recentemente, o grupo de Nottingham introduziu algumas
modificacbes no método de SBR, na tentativa de tornar ainda mais objetivos os padrGes de
avaliacdo histologica (ELSTON; ELLIS, 1991).

O sistema SBR considera trés variaveis: grau de diferenciacdo (mede a capacidade do
tumor em originar formacg0es tubulares, glandulares e papilares), pleomorfismo nuclear e indice
mitotico (numero de mitoses). Cada variavel € pontuada numa escala de 1 a 3, e 0s tumores
classificados como bem diferenciados (escores de 3 a 5), moderadamente diferenciados
(escores 6 e 7) e fracamente diferenciados (escores de 8 e 9). De acordo com os dados da
literatura para pacientes com tumores menores de 1 cm e axila negativa, o alto grau histologico
pode ser considerado o fator mais consistente na associagdo com pior prognostico,
principalmente se estiver associagdo a invasao linfovascular (BOFF; WISINTAINER, 2006).

A correlacdo entre o grau histolégico determinado pela SBR e tempo livre de doenca
em cinco anos foi demonstrada num estudo envolvendo 1.262 mulheres. Pacientes com um
escore de 3 tém um risco relativo de recorréncia de 4,4 vezes maior quando comparadas com
aquelas com um SBR de 1 (CIANFROCCA,; GOLDSTEIN, 2004).

1.1.3 Tamanho do Tumor

O tamanho tumoral € considerado um importante fator progndstico, de maior
importancia apés o status dos linfonodos. As chances de recorréncia aumentam quanto maior
for o tamanho do tumor e sua repercussdo clinica é maior nos casos de axila negativa, onde
nestes casos passa a ser o fator progndstico de maior relevancia, e rotineiramente usado nas
decisbes da terapia adjuvante (BARROS; BUZAID, 2007, CIANFROCCA; GOLDSTEIN,
2004).

Um estudo realizado por Rosen e col. (1993), que correlacionou o tamanho do tumor
com a sobrevida livre de doenga num periodo de 20 anos, verificou-se que a sobrevida de
pacientes foi de 88% para aqueles com tumores menores ou iguais a 1,0 cm; 72% para aqueles

com tumores entre 1,1 cm e 3,0 cm, e 59% para 0s que apresentavam tumores entre 3,1 cm e
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5,0 cm. A média de tempo para o desenvolvimento de metastases a distancia foi menor, quanto
maior o tamanho tumoral (CIANFROCCA,; GOLDSTEIN, 2004).

Atualmente, estd estabelecido que no geral, toda paciente portadora de tumores
maiores de 1 cm a 2 cm e com risco de recorréncia a distancia maior de 20%,
independentemente de outros fatores, merece ser submetida a alguma forma de tratamento
sisttmico, porque os tumores maiores de 1 cm tém maior chance de apresentar células
metastaticas circulantes e metastases ndo detectadas clinicamente (BOFF; WISINTAINER,
2006).

1.1.4 Comprometimento dos linfonodos regionais

A presenca de metastases para os linfonodos axilares ainda é considerada o maior
indicador progndstico de pacientes com cancer mamario invasivo. Quanto maior for o nimero
de linfonodos comprometidos maior serd a chance do surgimento de metastases, por isso, se faz
necessario a avaliacdo do status axilar. E bem conhecido que a avaliagdo clinica realizada
manualmente apresenta uma sensibilidade e especificidade pobres. A disseccdo dos ganglios
axilares se faz necessaria para determinar o comprometimento axilar (BARROS; BUZAID,
2007; LEE et al., 2010).

Estudos clinicos a respeito do comprometimento linfonodal axilar tém estratificado os
pacientes em trés grupos quanto aos linfonodos: os com linfonodos negativos, os com um a trés
linfonodos positivos e os com quatro ou mais linfonodos positivos. Varios estudos demonstram
uma relacdo direta entre o nimero de linfonodos acometidos e o progndstico clinico e também
com o tamanho tumoral, onde tumores maiores de dois centimetros tém chance maior de
estarem comprometidos no momento do diagnostico (WILLETT et al., 2002; MARINHO et al.,
2008). A sobrevida em cinco anos de pacientes com auséncia de comprometimento dos
linfonodos é de 82,8% comparada com 73% dos que apresentam um a trés linfonodos positivos,
45,7% dos com quatro a doze linfonodos e 28,4% com mais de 13 linfonodos acometidos
(CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).

O estudo do linfonodo sentinela (LS) foi introduzido na pratica clinica em 1990 e é
considerado um método extremamente sensivel e especifico na predicdo de algumas neoplasias

malignas, tais como a mamaria. De acordo com Sociedade Americana de Oncologia Clinica
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(ASCO) a bidpsia do linfonodo sentinela € um método seguro na identificacdo nos casos de
tumores mamarios precoces e sem comprometimento axilar clinico (CARVALHO et al., 2010).

Os métodos de andlise para avaliacdo do LS vém sendo aperfei¢coados, no intuito de
aumentar a acurécia e reduzir as taxas de falso-negativos; os estudos do LS consistem na sua
multisseccdo e coloragdo com a hematoxilina e eosina (HE) e também o uso da
imunohistoquimica nos casos onde o resultado com o HE for negativo e se queira afastar a
presenca de pequenos depdsitos. A maioria dos casos é classificada como positivos ou
negativos, de acordo com a presenca ou auséncia de macrometastases. A edicdo de 2003 da
classificagdo TNM (tumor, linfonodo e metéstase) usou o tamanho de dois milimetros como

corte para distinguir entre a presenca de micro ou macrometastase (CARVALHO et al., 2010).

1.1.5 Gene p53

O p53 € um gene de supressao tumoral que codifica uma proteina nuclear que inibe a
progressdo das células da fase G1 até a fase S do ciclo celular. As mutacdes deste gene estéo
entre as mais comumente observadas nos tumores humanos, principalmente nos carcinomas
mamarios onde se evidencia um percentual variavel entre 30 a 55% destas mutacdes
(AMADORI et al., 2002). A transcricdo deste gene é ativada geneticamente pelo meio
ambiente e também por estimulos metabdlicos, nas quais as células podem seguir diferentes
vias, como: parada no ciclo celular, reparo do DNA e apoptose (TANEJA et al., 2010).

As mutacdes moleculares no gene p53 levam a um aumento na expressao da proteina
p53 que pode ser detectada através do estudo imunohistoquimico. A proteina p53 supressora de
tumor é uma proteina multifuncional que regula o crescimento celular e morte, respondendo a
Varios estresses genotdxicos e oncogenénicos. A rigorosa regulacdo do p53 é essencial na
manutengdo do crescimento celular normal e na prevengéo da tumorigenese (KUO et al., 2010).
A amplificacdo do p53 esta associada a um menor tempo livre de doenca e sobrevida global,
principalmente para tumores com comprometimento axilar; porém sua utilizacdo clinica como
fator prognostico é questiondvel (BOFF; WISINTAINER, 2006). Entretanto, grandes estudos
retrospectivos em pacientes com cancer de mama que apresentaram ou ndo, comprometimento
axilar com a presenca da amplificagcdo do p53, sugerem que este gene pode ser considerado um

marcador de pior progndstico, isoladamente (RAVIOLI et al., 1998).
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1.1.6 Anticorpo Ki-67

O Ki-67 é um anticorpo monoclonal, identificado por Gerdes e col. (1983) apds
imunizacdo de ratos com linfoma de Hodgkin e expresso apenas em células nas fases de
proliferacdo do ciclo celular (G1, S, G2 e mitose), seja em células normais ou tumorais. O Ki-
67 é vital na proliferacdo celular. Bridger e col. (1998) sugeriram que o papel do Ki-67 na
organizacdo do DNA baseia-se em sua localizacdo em sitios extranucleares durante a fase G1
inicial, estes sitios contém centrébmeros e DNA satélite, é também um ligante para DNA.
MacCallum e Hall (2000) sugerem um papel estrutural para o Ki-67 com os nucléolos baseado
em sua habilidade para interagir com outras proteinas e ligar-se com o0 RNA e DNA. Ambos 0s
autores sugerem que Ki-67 é um fator essencial na sintese de ribossomos durante a diviséo
celular (TANEJA et al., 2010).

A expressdo do Ki-67 tem relacdo direta com o tamanho tumoral, grau histoldgico,
invasdo vascular e status axilar. Por outro lado, tem relacdo inversa com os niveis de receptores
hormonais. Varios estudos tentam determinar o poder progndstico do Ki-67, porém a falta da
metodologia nos ensaios e na padronizacdo das técnicas impede a comparacdo adequada e,
consequentemente, sua utilizagdo rotineira na pratica clinica (BOFF; WISINTAINER, 2006).
Entretanto, em um estudo realizado no Hospital Universitario de Modena, Italia, onde se
avaliou a expressdo do Ki-67, status axilar e doenca residual, em pacientes que receberam
qguimioterapia neoadjuvante para tratamento de neoplasia maligna mamaria, demonstraram que
pacientes com alta expressdo do Ki-67 ap0s tratamento quimioterapico apresentam tempo livre
de doenca e sobrevida global diminuidos, e que niveis de Ki-67 ap0s tratamento sistémico pode
ser usado como um marcador substituto para avaliacdo de eficacia de tratamento (GUARNERI
et al., 2009).

1.1.7 Receptores Hormonais

Os dois fatores preditivos mais amplamente usados em cancer sdo 0s receptores de
estrogénio (RE) e receptores de progesterona (RP). Ambos RE e RP sdo fatores de transcri¢éo
ligante-acionada pertencente a familia de receptores nucleares hormonais (DUFFY, 2005). A

acao de estrogénio tem sido implicada no desenvolvimento e progressdo do cancer mamario
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desde o inicio do século XIX. O receptor de estrogénio foi identificado no inicio de 1950 e
purificado alguns anos mais tarde. Entretanto, s6 em 1980, a primeira molécula de RE foi
clonada, e em meados de 1990 clonaram a segunda molécula. Estes dois receptores relatados
anteriormente sdo agora chamados de REa e REP, respectivamente. (HERYNK; FUQUA,
2004).

Nas atividades fisiologicas na reproducéo, do sistema esquelético e nervoso central, 0s
estrogénios fazem parte de um importante papel na proliferacdo celular aberrante, como
aquelas observadas no céncer de mama e no trato reprodutivo (MCDONNELL, 2005).
Receptores de estrogénio a e B, sdo codificados por genes independentes, e séo localizados nos
bracos cromossdémicos 6q e 14q, respectivamente. Os REs apresentam estruturas com alta
homologia entre si (95%): um dominio central responsavel pela ligacdo do receptor com
sequéncias de DNA em regides reguladoras de genes alvos, e um dominio para a ligacdo com o
hormdnio (BARROS; BUZIAD, 2007).

A determinacdo de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) € uma estratégia
fundamental para estabelecer um tratamento adequado para pacientes com cancer mamario,
estando estes receptores presentes em 75 a 80% nos tumores mamarios (BOFF;
WISINTAINER, 2006). Analises multivariadas demonstram que os receptores de estrogénio e
progesterona sao fortes fatores progndsticos em cancer mamario, principalmente em pacientes
com linfonodos axilares negativos (RAVIOLI et al., 1998). Nas amostragens em que estes
receptores encontram-se positivos, observa-se um grande beneficio ao uso de hormonioterapia,
em relacdo as amostras com status negativo. (CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).

A super-expressdao do REa ¢ um fator progndstico bem estabelecido em pacientes com
cancer mamario, estes receptores normalmente sdo associados com tamanhos tumorais
pequenos, baixo grau tumoral, diploidia do DNA e um melhor progndstico total, porém o
significado prognostico do REP ainda nao estd bem definido (TANEJA et al., 2010).

A andlise do status dos receptores hormonais orienta o melhor regime terapéutico
quimioterapico e hormonioterapico, avaliando também a sobrevida global, onde se observa
uma associacao entre status de receptores negativos com maior grau histolégico tumoral (G3
ou tumores indiferenciados) e também com a presenca de linfonodos positivos (BARNES et al.,
2004). O metodo imunohistoquimico, principalmente ap6s o desenvolvimento de anticorpos
capazes de reconhecer epitopos que ndo se degradam durante o processamento histolégico, tem,
na préatica, gradativamente, substituido o método bioquimico, antes tido como o padrdo-ouro,

para a avaliacdo dos receptores hormonais (ARIAS et al., 2003).
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1.1.8 HER-2 / c-erbB2

O gene HER-2, localizado no cromossomo 17921, codifica um receptor
transmembrana tirosina-quinase, membro da familia dos receptores de crescimento epidérmico
(EGFR) ou familia HER (ROSS et al., 2003).

Esta familia de receptores esta envolvida na inter-relacdo célula-célula e célula-
estroma, primariamente através da transducdo de sinal, no qual fatores de crescimento
epiteliais, ou ligantes, afetam a transcricdo de varios genes pela fosforilacdo ou desfosforilagéo
de uma série das proteinas transmembranas, e intermediarios de sinalizacdo intra-celula, onde
por diversas vias culminara em alteracGes nos processos de proliferacdo, sobrevida, motilidade
e aderéncia celular (ZHOU; HUNG, 2003) (Figura 3). Outros membros desta familia incluem:
receptor de fator de crescimento epidérmico HER-1, HER-3 e HER-4 (DUFFY, 2005).

A Familia HER (erbB)
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FIGURA 3 - A familia do Gene HER (erb).

Nota: HER-2/neu ndo tem ligantes conhecidos e que o0 HER-3 ndo tem atividade intrinseca tirosina-
quinase. Abreviagdes: TGF-a= fator de crescimento alfa transformante; AR= anfiregulina; EGF=
fator de crescimento epidérmico; HB-EGF= ligante de heparina EGF; B-CEL= beta celuling;
EPI= epinefrina; NRG1= neuregulina; NRG2= nereugulina 2.

Fonte: Adaptado de Ross et al., 2003.

Alteracbes no gene HER-2 sdo responsaveis pela transformacéo celular in vitro, pelo
desenvolvimento de neoplasias experimentais, assim como 0 surgimento de tumores em
humanos (TEWARI et al., 2008). Amplificacdo de HER-2 pode ser observada em muitos tipos
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de tumores, ocorrendo com maior frequéncia nas neoplasias malignas da mama, observando-se
uma amplificacdo entre 25 a 30% dos canceres mamarios na populacdo em geral,
principalmente nos carcinomas ductais invasivos (PRESS et al., 2005).

A super-expressdo do gene HER-2 é associada com aumento no nimero de mitoses,
transformacdo maligna, aumento da motilidade celular, invasdo e metastases em linhagens de
células mamarias e sistemas de modelos tumorais (OLAYIOYE et al., 2000).

Os tumores malignos da mama que apresentam a amplificacdo do HER-2 sdo
associados com fendtipo mais agressivo, alto grau histolégico, maior tamanho tumoral,
aumento da atividade mitética, niveis baixos de receptores hormonais e um pior prognostico.
Nestes pacientes observa-se uma diminui¢do nas taxas de sobrevida global (CIANFROCCA,
GOLDSTEIN, 2004; SLAMON et al., 1987). Estudos revelam que o efeito prognéstico do
HER-2 é forte tanto para a sobrevida global como para a recorréncia local (ROSS et al., 2003;
SCHLOTTER et al., 2003, TEWARI et al., 2008).

Relatos na literatura demonstram a associa¢do da positividade do gene HER-2 em
tumores mamarios com a resposta ao esquema quimioterapico CMF (ciclofosfamida,
metotrexate e 5-fluoracil) e aos regimes de quimioterapia contendo antraciclicos, nestes, a
resposta ao tratamento foi mais eficaz em relacdo ao uso do esquema de CMF
(CIANFROCCA; GOLDDSTEIN, 2004; PUSZTALI, 2008). Dois amplos estudos randomizados
para adjuvancia associou o achado de amplificacdo do HER-2 com maior resisténcia aos
regimes quimioterapicos baseados no CMF (RAVIOLI et al., 1998).

Com base nas evidéncias avaliadas a respeito dos esquemas quimioterapicos, a
Sociedade Americana de Oncologia Clinica concluiu que altos niveis de expressdo do gene
HER-2 pode individualizar aqueles pacientes que irdo se beneficiar do regime terapéutico
contendo antraciclicos; porém que a expressdo normal de HER-2 ndo poderia ser usada
isoladamente na excluséo do tratamento com os antraciclicos (HARRIS et al., 2007, PUSZTAI,
2008).

Técnicas baseadas na morfologia celulares e analises moleculares tém sido usadas para
avaliacdo do status do HER-2 em amostras de cancer de mama. A analise imunohistoquimica
(IHC) do gene é o método predominantemente utilizado. Na interpretacdo do HER-2, pelo
método imunohistoquimico, se faz necessario estabelecer a relagdo entre o numero de
receptores de HER-2 na superficie das células, e a distribuicdo e intensidade da coloragdo na
amostra de tecido examinada. Este procedimento foi normatizado, e de acordo com a

percentagem de células coradas (ou marcadas) se classifica o material examinado em zero
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(auséncia de marcacgéo) 1+ (marcagéo fraca), 2+ (marcagdo moderada), ou 3+ (marcacao forte)
(ANDRE et al. 2005; ROSS et al., 2003).

Exames patologicos para estabelecer o status do gene HER-2 podem ser realizados no
inicio do tratamento e assim determinar o protocolo a ser usado. Nos casos da presenca de
HER-2 (3+), ou FISH (Hibridizacdo in situ por Fluorescéncia) positivo para os resultados HER-
2 (2+), o uso do anticorpo anti-monoclonal Transtuzamab tem indicagdo como uma
combinacéo de quimioterapia (HATAKE et al., 2007).

Outra forma de avaliacdo é a hibridizacdo in situ ou FISH, é um método superior a
IHC, sendo mais fiel para a marcacdo da amplificacdo do gene, tem vantagem de ser
quantitativa, porém € uma técnica mais sofisticada. A concordancia entre os testes de FISH ou
reacdo de IHC é de 90%, quando a IHC mostrar aumento da expressdo 3+. Apenas em reacoes
por IHC em que os resultados forem 2+, recomenda-se 0 metodo de FISH (BARROS;
BUZAID, 2007).

1.1.9 Gene C-MYC

O gene C-MYC localiza-se na regido cromossémica 8g24, atualmente muito estudado
em diversos tipos de canceres humanos, devido sua amplificacdo ser uma alteracéo
freqlientemente encontrada. Este gene estd implicado em 80% de neoplasias malignas em
humanos e animais (GRISHAM, 1996). A elevacdo ou desrregulacdo da expressdo do C-MYC
tem sido detectada em uma larga série de canceres humanos, e esta frequentemente associada
com agressividade e indiferenciacdo tumoral. Cancer de mama, cdélon, colo uterino, de
pequenas células do pulmao, carcinomas, osteossarcomas, gliobastomas, melanomas e
leucemias miel6ides estdo incluidos. (DANG, 1999; HENRIKSSON, 1996).

O gene C-MYC foi originalmente identificado como um homdlogo celular do
oncogene viral V-MYC (PELENGARIS et al., 2002), descoberto ap6s sua atividade oncogénica
ser um instrumental para a progressao de Linfoma de Burkitt. Apos sua descoberta, outros dois
genes foram identificados em canceres humanos: o N-MYC, amplificado em neuroblastomas; e
0 L-MYC, em carcinoma pulmonar de pequenas células. (RYAN; BIRNIE, 1996).

Em adicédo a estes genes, outros dois tipos, 0 B-MYC e o S-MYC, foram identificados
em roedores. Este conjunto de genes forma a familia de oncogenes MYC e estdo envolvidos em

uma variedade de processos celulares, incluindo crescimento e proliferacdo celular, progresséo
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do ciclo celular, transcritagdo, diferenciacdo e apoptose de células normais e malignas,
conforme observado na Figura 4. (HENRIKSSON, 1996; KOHL et al., 1983; MELKOUMIAN
etal., 2002).
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FIGURA 4 - Processo Celular Controlado pelo MY C Durante CondicGes Normais e Durante a Génese
Tumoral.

Nota: MYC é um regulador de muitas atividades bioldgicas incluindo crescimento celular e divisao;
progressdo do ciclo celular; apoptose; diferenciacdo celular; metabolismo celular; angiogénese;
adesdo celular e motilidade. Desajuste do MYC pode resultar em apoptose, instabilidade
genbmica, proliferacdo celular incontrolada, fuga da vigilancia imunoldgica, independéncia do
fator de crescimento, e imortalidade.

Fonte: Adaptado de Henriksson; Vita, 2006.

Os promotores do gene MYC codificam trés isoformas, MYC 1, MYC-2 E MYC-3 que
sdo também chamadas MYC-S, que apresentam expressdes em quantidades variaveis de acordo
com o tecido examinado (SPOTTS et al., 1997).

A estrutura do C-MYC contém duas sequéncias de localizagdo nuclear (NLS) e
dominios estruturais que caracterizam a proteina como um fator de transcricdo. Os primeiros
143 aminodcidos da porcdo N-terminal da proteina MYC compreendem o dominio de
transativagdo (TAD), e contém regides chamadas MYC boxes (MB) | e Il. A porgéo terminal
contempla trés importantes dominios: a regido basica, que estd implicada no reconhecimento
especifico da sequéncia do DNA; hélice-alca-hélice; e o zipper de leucina, estas duas ultimas
responsaveis pela formacdo de heterodimeros especificos entre a proteina C-MYC e seus
ligantes. Esta estrutura é comum as trés isoformas, observadas na Figura 5 (PELENGARIS et
al., 2002).
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FIGURA 5 - Estrutura, Funcbes e Ligantes da Proteina MYC.

Nota: Os maiores dominios funcionais e os sitios de fosforilagdo estdo representados na estrutura
protéica central (cores azuis e amarelas). As regides responsaveis pelas atividades bioldgicas sdo
indicadas acima da estrutura protéica e s envolvidas na ligacdo com outras proteinas sdo
enumeradas logo abaixo. A faixa descontinua (azul) indica os dominios relacionados a repressdo
transcricional, ainda ndo completamente definidos. Exemplos de proteinas ligantes que
promovem e a funcdo da proteina MY C sdo mostrados abaixo (cor verde e vermelha). BR, regido
basica; HLH, hélix-loop-hélix; LZ, zipper de leucina; Mbl, MYC Box I; MYC BOX II, NLS,
sequiéncia de localizagdo nuclear.

Fonte: Adaptado de Faria; Rabenhorst, 2006.

Muitas evidéncias indicam que a proteina MYC funciona como fator de transcricao,
formando complexos com DNA celular em altas concentracdes, porém esta interacdo ndo tem
significancia fisioldgica, requerendo sua interacdo com outra proteina, denominada MAX, que
contém estrutura semelhante a da MYC, com hélice-alca-hélice e ziper de leucina sendo
considerada como um par na dimerizacdo. Os heterodimeros MYC/MAX ligam-se a regides
especificas de DNA que contenham a sequéncia CACGTG, chamado de E-box (RYAN;
BIRNIE, 1996).

MYC regula a transcricdo de seus genes através do recrutamento de acetilases e de
histonas, proteinas modeladoras de proteinas, fatores transcricional basal e DNA
metiltransferase (CALCAGNO et al, 2008).
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O funcionamento altamente regulado do ciclo celular permite reparos a danos ao DNA
antes da replicacdo, resultando na integridade gendmica. A proliferacdo celular desordenada
pode desencadear erros, ocasionando novas mutacGes e aberracBes cromossomicas. O
desequilibrio da expressdo de MYC pode promover a instabilidade genémica, caracterizada por
amplificacdes, aneuploidias e poliploidias (LEVENS, 2002).

O primeiro relato de anormalidades do gene C-MYC no cancer mamario foi de Escot et
al. (1986), que detectou uma pequena a moderada amplificacdo em 32% de 121 tumores que
estavam em estudo (NESBIT et al., 1999).

AlteracBes genéticas complexas e heterogéneas estdo envolvidas na etiologia do
cancer mamario, e acredita-se que o cancer de mama tem origem em uma simples célula, que
através de diferentes eventos pode chegar a transformacao maligna (CORZO et al., 2006).

Polissomia do cromossomo 8 € uma alteracdo freqliente nos tumores mamarios. O
valor progndstico desta alteracdo é ainda incerto (MARK et al., 1997; ROKA et al., 1998;
VISSCHER et al., 2000).

Em uma meta-analise realizada por Deming (2000), observou-se uma ampla variacdo
entre ao achados na incidéncia da amplificacdo do gene MYC no cancer mamario. Nesta
revisao, o gene MYC se encontraria amplificado entre 1 a 94% (média de 15,5%) das bidpsias
de neoplasia maméria. Esta heterogeneidade pode ser atribuida & baixa sensibilidade dos
métodos de pesquisa usados em alguns estudos, ao grau tumoral estudado e/ou ao pequeno
numero de casos avaliados em muitas analises (LIAO; DICKSON, 2000).

No cancer de mama, a amplificacdo da regido cromossdmica onde esta localizado o
gene C-MYC (8qg24) pode estar correlacionada, positivamente ou negativamente, com
alteracGes de outros genes. A regido 8g24, também pode apresentar nas suas sequéncias 0 gene
HER-2, através de um evento de translocacdo, embora a freqiiéncia da co-localizacdo destes
dois genes e sua amplificacdo em comum, ndo seja um evento freqiiente descrito na literatura.
Poucos estudos relatam que a amplificagdo dos genes C-MYC e HER-2 apresentam uma
correlagdo positiva e ocorréncia simultdnea em certas biopsias de cancer mamario (LIAO;
DICKSON, 2000; SCHLOTTER et al., 2003).

A correlacdo do gene C-MYC quando amplificado ou super-expresso, com 0S
receptores de estrogénios com expressdo negativa, em tumores mamarios, € um evento
frequente (PERSONS et al., 1984). Esta associacdo também ocorre quando o status dos
receptores de progesterona encontra-se negativo (BERNS et al., 1992).

O gene MYC tem um papel importante na carcinogénese, e sua amplificacdo pode estar

associada com a progressdo do carcinoma in situ para o estagio invasivo do tumor mamario,
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com biologia tumoral desfavoravel, resultando em carcinomas com pior progndstico. Segundo
estudo realizado por Corzo et al. (2006), a amplificacdo do MYC foi encontrada apenas em
tumores mamarios invasivos, e nao em espécimes benignas ou lesdes pré-invasivas. A
amplificacdo deste gene poderia refletir um avanco na progressdo tumoral, podendo ser um
método citoldgico usado para diferenciar lesGes pré- invasivas das realmente invasivas em
casos de dificil diagnostico (CORZO et al., 2006).

A amplificacdo ou super-expressdo do MYC apresenta correlacdo com o tipo
histolégico ou grupo molecular, estando presente em 70% dos carcinomas ductais, 10% dos
lobulares e 1% dos medulares (EFSTRATIADIS et al., 2007).

Pardmetros bem estabelecidos da doenca mamaria mostram que a amplificacdo do C-
MYC pode ser um forte fator preditivo da progressédo da doenca. Nos casos em que o status
axilar encontra-se negativo e 0s receptores de estrogénio e progesterona, positivos e hd uma
auséncia na amplificacdo do gene C-MYC, estes pacientes podem apresentar até 0% de taxa de
recorréncia. Analises multivariadas indicaram que a amplificacdo do C-MYC é um indicador de
prognostico, independente de recorréncia precoce, mais eficaz que o status de receptor de

estrogénio e o tamanho tumoral (NESBIT et al., 1999).

1.2 ESTADIAMENTO TUMORAL

Na primeira metade do seculo XX, médicos observaram que nem todos os canceres de
mama tinham o mesmo prognostico ou precisavam do mesmo tratamento, e tentaram definir
caracteristicas que poderiam realmente distinguir quais os tumores que necessitariam ou nao de
um tratamento agressivo. Em 1904, Steinthal, meédico alemao, propds a divisdo do cancer
mamario em 03 estagios progndsticos: tumores pequenos de localizacdo apenas mamaria
(Estagio 1), tumores grandes que envolviam linfonodos axilares (Estagio Il), e tumores que
claramente envolviam tecidos ao redor da mama (Estagio I1). Esses estadios mais tarde seriam
modificados (SINGLETARY; CONNOLLY, 2006).

O sistema tumor, lifonodo, metastase (TNM), foi desenvolvido por Pierre Denoix em
1942 e representa uma tentativa de classificagdo de cancer baseada nos maiores atributos
tumorais que influenciam o progndstico da doenga: tamanho do tumor primério (T), presenca e
extensdo do envolvimento de linfonodo regional (N), e presenca de metastase a distancia (M).

A Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) apresentou a classificacdo clinica para o cancer
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de mama baseada no TNM, em 1958 e a American Joint Committee on Cancer (AJCC)
publicou a classificacdo de mama em 1977 (BARROS; BUZAID, 2007).

A classificacdo clinica do Sistema TNM (Quadro 1) é utilizada para indicar o

tratamento locorregional, baseando-se unicamente em evidéncias colhidas antes do tratamento

inicial do tumor priméario. Os exames incluem principalmente exames clinicos, feitos através de

anamnese, exame fisico das mamas e cadeias de drenagem linfatica e exames de imagens, tais

como mamografia, ultra-sonografia mamaria e mais recentemente a ressonancia nuclear
magnética mamaria (BARROS; BUZAID, 2007).

ESTADIAMENTO DOS TUMORES DE MAMA

QUADRO 1 - Estadiamento do Tumor Mamario, Classificacdo Clinica
(Continua)

X
TO
Tis

T1
T1mic
Tla
Tlb
Tic
T2
T3
T4
T4a
T4b
T4c
T4d

Tumor primario ndo pode ser avaliado

N&o hé evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ: carcinoma ductal in situ
carcinoma lobular in situ
doenca de Paget da papila s/ tumor

Tumor menor ou igual a 2 cm

Carcinoma microinvasor

Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm

Tumor maior que 0,5 cm e menor ou igual a1 cm

Tumor maior que 1 cm e menor ou igual a2 cm

Tumor maior que 2 cm e menor ou igual a5 cm

Tumor maior que 5 cm

Tumor de qualquer tamanho com extenséo para

Parede toracica

Edema ou ulceragéo da pele

4a +4b

Carcinoma inflamatorio

(Concluséo)

NX
NO
N1
N2

N2a

N2b

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Auséncia de metéstase em linfonodos regionais
Metéastase para linfonodos axilares ipsilaterais méveis

Metastase para linfonodos axilares coalescentes ou aderidos a estruturas adjacentes
Metastase clinicamente aparente na mamaria interna na auséncia de metéstase axilar
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Metéstase para linfonodo infraclavicular
N3 Metastase para linfonodos da mamaria interna e axilar
N3a Metastase para linfonodos supraclavicular
N3b
N3c

MX Presenca de metéastase a distédncia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metéstase a distancia
M1 Metéastase a distancia

Fonte: UNIAO INTERNACIONAL CONTRA O CANCER. TNM Classificacdo de Tumores Malignos. 6.ed.
Rio de Janeiro: INCA, 2004. Traduzido de: TNM Classification of malignant Tumours.

Observacdo: Parede toracica inclui arcos costais, musculos intercostais e musculos serratio anterior,
mas ndo inclui o musculo peitoral.
Doenga de Paget associada com tumor é classificada de acordo com o tamanho do tumor.

QUADRO 2 - Estadiamento Tumoral

Estadio | Tl NO MO
TO N1 MO
Estadio 11A T1 N1 MO

Estadio I11A T1 N2 MO
T2 N2 Mo
T3 N1, N2 MO

Estadio I11C Qualquer T N3 MO0

Fonte: UICC (2004).

1.3 QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

Ao longo deste século, 0 manejo do cancer mamario foi governado por um paradigma
que expunha o uso de cirurgias radicais e radioterapia como formas de tratamento. Entretanto,
em 1950 a 1960, a quimioterapia sistémica e a terapia hormonal comecgaram a serem usadas no

tratamento de doencas avancadas. Com o advento de quimioterapia adjuvante pds-operatéria
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nos estagios iniciais da doenca em meados de 1970, dois paradigmas independentes
subsequentemente surgiram: um direcionado ao controle loco-regional e outro braco para a
eliminacdo de micrometastases (FISHER et al, 1997).

A quimioterapia neoadjuvante refere-se & administracdo de quimioterapico antes do
inicio do tratamento locorregional,seja através de procedimento cirdrgico ou radioterapia,
considerada um tratamento padrdo no manejo de tumores localmente avangados de mama e nos
tumores inflamatorios (TEWARI et al., 2008). Recentemente esta terapia tem sido eleita no
manejo de pacientes com doenca operavel, eleitas para cirurgias radicais, como a mastectomia,
e que podem se beneficiar de cirurgias conservadoras (PENAULT-LLORCA et al., 2008).

A quimioterapia neoadjuvante tem por objetivos: a diminui¢cdo do tumor, e assim
proporcionar tratamento cirdrgico conservador, evitando cirurgias radicais; inicio precoce do
tratamento sistémico de micrometastases, muitas indetectaveis clinicamente; avaliar in vivo a
resposta ao quimioterapico, avaliado com a diminui¢do tumoral, e nos casos de ndo resposta,
pode-se oferecer uma mais precocemente uma nova estratégia de tratamento; e melhorar a
sobrevida global (MAKRIS et al., 1997; PENAULT-LLORCA et al., 2008; AMADORI et al.,
2002). A neoadjuvancia em pacientes com tumores grandes (>3 cm), e tumores com estagio
avancado (T3, T4, ou N2) de cancer mamario. Esta terapia tem sido avaliada em varios estudos
clinicos que por longa data tém sido conduzidos pelo Nacional Surgical Adjuvant Breast and
Bowel Project (NSABP). (SMITH et al., 2002).

Nas Ultimas décadas, a administracdo de quimioterapia neoadjuvante tem seu papel
firmado no aumento da sobrevida global e livre de doencga nos tumores localmente avancados.
A resposta tanto clinica como patoldgica é correlacionada com a sobrevida. Os pacientes que
obtém com a quimioterapia neoadjuvante uma boa sobrevida sdo aqueles que apresentaram
regressdo completa do tumor primario, entretanto apenas uma minoria apresenta tal resposta
(SMITH et al., 2002). Esta terapia pode ser realizada com um ndmero de ciclos de
quimioterapia pré-estabelecido, de trés a quatro, ou efetua-la até a obtencdo de maior resposta
observavel (AMADORI et al., 2002).

Mais recentemente, a quimioterapia neoadjuvante tem sido realizada e aplicada em
casos de tumores mamarios operaveis incluindo aqueles em estagios precoces de carcinomas
invasivos. Esta terapia fornece melhores resultados em termos de taxas de resposta ao
tratamento, e redugéo na necessidade de mastectomia (YUAN et al., 2009).

Nos ultimos 40 anos, a terapéutica para o cancer de mama teve progresso pelo nao uso
de quimioterapia e presenca de muitas recorréncias, para uso de regimes com doxarrubicina e

ciclofosfamida, ou uso de metrotexate-fluoracil-ciclofosfamida (CMF), com um beneficio
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entorno de 4%; em 1980 iniciou com o uso de antraciclicos com beneficio de outros 4%. A era
excitante dos taxanes iniciou em 2000, com 5% de melhora no progresso, € 0 mais recente

avanco foi o0 uso do trastuzumab com grande beneficio (SWAIN, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a associacdo da expressdo dos genes MYC e HER-2 e dos receptores de
estrogénio e progesterona com resposta a quimioterapia neoadjuvante, com finalidade de
verificar se a amplificagdo génica e/ou hiper-expressdo desses genes e dos receptores
hormonais podem ser utilizadas como marcadores prognésticos e preditivos em carcinoma de

mama localmente avancado.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

— Investigar a expresséo da proteina do gene C-MYC por imuno-histoquimica e de
Hibridizac&o in situ por Fluorescéncia (FISH) em canceres de mama;

— investigar a expressao do receptor de estrogénio por imunohistoquimica;

— investigar a expressao do receptor de progesterona por imunohistoquimica;

— investigar a expressdo da proteina do proto-oncogene Her-2 por imuno-
histoquimica;

— correlacionar os resultados encontrados e avaliar a associacdo dos mesmos a

resposta quimioterapica neoadjuvante.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram utilizadas amostras de tumores do tipo histolégico carcinoma ductal invasivo,
de pacientes portadores de tumores localmente avancados mamérios (Estadio A, I1IB ou
I1IC), submetidas a tratamento oncoldgico no Hospital Ophir Loyola (HOL), localizado na
cidade de Belem, Estado do Pard. As pacientes selecionadas no estudo foram tratadas neste
hospital entre os anos de 2005 a 2009.

Os critérios de inclusdo consistiram em mulheres com tumores localmente avancados,
virgem de tratamento. Foram excluidas as pacientes cardiopatas, gestantes, lactantes ou com
metéastase.

Todos os espécimes tumorais foram coletados atraves de bidpsia incisional realizadas
previamente ao inicio do tratamento quimioterapico neoadjuvante, sendo selecionados 50
casos. Foram realizados estudos imunohistoquimicos e de biologia molecular, nos espécimes
tumorais que se encontravam arquivados no Servi¢o de Anatomia-patoldgica do HOL.

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Nucleo de Medicina
Tropical da UFPA, Protocolo 43/2008 (Anexo A).

3.2 IDADE

A idade das 50 pacientes incluidas neste estudo variou entre 31 e 78 anos, com média
de 45,76 anos. A idade foi distribuida em faixas etarias: 06 pacientes com idade até 35 anos
(12%), 21 casos entre 36-50 anos (42%), 19 casos entre 51-65 anos (38%) e 04 casos acima de
65 anos (8%).

Os resultados mostraram que 12% das pacientes eram jovens, idade igual ou abaixo de
35 anos, este achado foi maior que o esperado na literatura, pois o cancer de mama em
mulheres abaixo de 40 anos é uma condi¢do incomum, correspondendo a 6,5% dos casos.

Entretanto cada vez mais se diagnostica cAncer mamario em jovens, principalmente naquelas
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com histdria familiar positiva de cAncer mamario na pré-menopausa e fatores genéticos de risco
(BARRETO et al., 2006).

m Até 35 anos

B Acima de 65 anos

FIGURA 6 — Percentual por Faixa Etaria das Pacientes Analisadas.

Fonte: PEREIRA, C. M. B. L. Expressdo dos genes C-MYC, HER-2 e receptores hormonais como preditores
de resposta a quimioterapia neoadjuvante em cancer mamario. 2010. 70 f. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Federal do Pard, Instituto de Ciéncias da Saude, Departamento de Neurociéncias e Biologia
Celular, Belém, 2010.

3.3 HISTOPATOLOGICO

Os dados histopatolégicos como o tipo histoldgico, grau de diferenciacdo histoldgica e
acometimento dos linfonodos axilares foram obtidos dos laudos histopatol6gicos realizados
pelo Departamento de Patologia do HOL. A avaliacdo dos linfonodos axilares ndo fizeram
parte da pesquisa, pois sdo analisadas apenas ap0s o0 término da quimioterapia, quando estas
pacientes sdo encaminhadas para procedimento cirdrgico. Neste estudo, empregamos a
classificacdo de SBR modificada por Elston e Ellis (1991).

Dos tumores selecionados do banco de dados, 3 casos eram de carcinomas ductais

invasivos grau 1, 42 casos eram grau 2 e 5 casos eram grau 3.
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3.4 ESTADIAMENTO

Todas as pacientes selecionadas para o estudo apresentavam estadiamento clinico 111
(I1a, b ou Ilic), estabelecido pela UICC (2004). Destas, 23 apresentavam estadiamento Illa,

26 o estadiamento Il1b e 1 caso estadiada como llic (Figura 7).

2%

mllla
mlllb
mlllc

FIGURA 7 — Percentual por Estadiamento das Pacientes Analisadas.
Fonte: PEREIRA (2010).

3.5 LAMINAS COM CORTES HISTOLOGICOS

Os cortes histoldgicos foram fixados em laminas para microscopia devidamente
limpas em acetona e tratadas com poly-D-lisina. Cinco laminas de cada bloco de parafina
foram obtidas atraves da seccdo destes blocos, armazenados no setor de patologia do HOL,
cada bloco foi cortado com Iaminas individuais; sendo trés destas destinadas ao estudo imuno-

histoquimico e duas para o método de FISH.
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3.6 IMUNOHISTOQUIMICA

A deteccdo da proteina dos genes C-MYC, HER-2 e genes do receptor do estrogénio e
de progesterona nos tumores mamarios foram feitos pela utilizagdo de anticorpos primarios
comerciais. O método imuno-histoquimico adotado foi o da estreptavidina-biotina-peroxidase
descrito por Hsu et al. (1981), com modificaces.

a) Desparafinacdo e hidratacdo das laminas — as laminas foram colocadas em estufa
pré-aquecida a 60°C, durante 120 minutos. Depois as laminas foram
mergulhadas em xilol aquecido a 60°C por 10 minutos. Posteriormente, as
laminas passaram por uma bateria de xilol (1, 11, I11) — alcool etilico 100% (I, Il e
I11) — alcool etilico 80%, permanecendo 1 minuto em cada passagem. No final as
laminas foram passadas em agua por 10 minutos;

b) recuperacdo antigénica das laminas — a recuperacdo antigénica das laminas foi
realizada com tampéo citrato 10mM pH 6, £ 99 °C em forno de microondas, por
15 minutos. ApoOs esse periodo as laminas foram resfriadas em temperatura
ambiente por 20minutos;

c) blogueio da peroxidase enddgena — as lIaminas foram mergulhadas em um borel
com peroxido de hidrogénio a 3% para que o bloqueio da peroxidase enddgena
fosse realizado;

d) incubacéo das laminas com o anticorpo primario — os cortes histologicos foram
cobertos por anticorpo primario diluido e as I&minas incubadas (4-8°C) por 16
horas.

e) deteccdo pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation®), seguindo as recomendacdes
do fabricante;

f) revelagdo pelo sistema DAB+ (3,3 -diaminobenzidine) (DakoCytomation®),
seguindo recomendacdes do fabricante;

g) contra coloracdo — as laminas foram mergulhadas em um borel contendo
Hematoxilina de Harris a 40%;

h) desidratacdo das laminas — as laminas foram passadas em gradiente de agua —
alcool — xileno para desidratacéo;

I) montagem das laminas com laminulas e Balsamo do Canada.
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3.7. HIBRIDIZACAO IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH)

O método FISH baseia-se no uso de um fragmento DNA de origem conhecida (uma
sonda), que é marcado por fluorescéncia e hibridado ao material a ser analisado. A sonda liga-
se as sequiéncias homologas nos cromossomos e, entdo, pode ser visualizada por microscopia
de fluorescéncia (BAAK et al., 2003; SUGAYAMA, 2000). Este método promove um simples,
rapido e confiavel meio para acessar instabilidades genéticas no cancer. A técnica de FISH
pode detectar anormalidades genéticas numa escala maior que outras técnicas (LAWRENCE-
FOX et al., 1995).

Nucleos interfasicos tumorais foram hibridados com sonda Unica diretamente marcada
para a regido do gene C-MYC (8g24) da Qbiogene. O protocolo utilizado foi o de Pinkel et al.
(1986). A analise citogenética molecular foi realizada em microscépio de fluorescéncia
OLYMPUS BX41, com filtro triplo DAPI/FITC/TRICT. Os sistemas de captura e de anélise de
imagens utilizado foram o da Applied Spectral Imaging. Para cada amostra, foram analisados
200 nucleos interfasicos. Como controle negativo foi utilizado linfocitos do sangue periférico

de um individuo higido.

3.8. TRATAMENTO QUIMIOTERAPICO

As pacientes estudadas foram submetidas a quimioterapia neoadjuvante seguindo o
protocolo do Servigo de Oncologia Clinica do HOL. As pacientes realizaram no inicio do
tratamento exames laboratoriais para avaliacdo de sua capacidade hematologica, com dosagem
dos globulos vermelhos e brancos; e estudo da fracdo de ejecdo cardiaca com auxilio de
Ecocardiograma. Aquelas que apresentaram fracdo de ejecdo menor que 55%, foram
selecionadas para realizar outro esquema terapéutico, com menor cardiotoxicidade. As
pacientes que apresentaram exames de estadiamento sugestivo de presenca de metastase foram
afastadas da pesquisa.

O esquema quimioterapico consistiu em 04 ciclos de Adriamicina (60mg/m?2 de area
corporea) associado a Ciclofosfamida (600mg/m?), esquema conhecido como AC em intervalos

de 21 dias. O estadiamento clinico das pacientes teve como base 0 TNM (UICC, 2004).
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A resposta tumoral a quimioterapia foi avaliada através de medida bidimensional com
paquimetro, no inicio do tratamento, isto €, antes do 1° ciclo de QT e apds o 4° ciclo,
calculando-se o volume tumoral e comparando as medidas antes e apds os quatro ciclos

quimioterapicos. A resposta tumoral foi assim classificada:

QUADRO 3 — Resposta Tumoral a Quimioterapia
Resposta completa (RC) Desaparecimento clinico completo do tumor

Resposta parcial (RP) Reducdo clinica de 50% ou mais no tamanho do tumor inicial

Reducéo clinica menor que 50% do tumor ou aumento menor

S T EESHE (E1)) que 25% do tumor inicial

Aumento igual ou maior que 25% do tumor inicial ou

Progressdo (PRO . . L
9 ( ) aparecimento de nova lesdao mamaria.

Fonte: PEREIRA (2010).

— Resposta satisfatoria a quimioterapia: 0s tumores que apresentaram resposta completa
ou resposta parcial, considerados tumores responsivos.
— Resposta insatisfatéria a quimioterapia: 0s tumores que ndo responderam ou

progrediram, 0S N4o responsivos.

3.9. METODO ESTATISTICO UTILIZADO

Os resultados obtidos pela técnica de imunohistoquimica e FISH foram analisados
entre si, e avaliados quanto a existéncia de associagdo dos mesmos com a resposta a
quimioterapia neoadjuvante. A anélise estatistica usada foi através do programa estatistico
BioEstat® versdo 5.0, utilizando-se o0 teste Qui-quadrado (x-). Foram considerados

estatisticamente significativos, valores de p < 0,05 (AYRES, 2007).
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4 RESULTADOS

4.1. GRAU HISTOLOGICO

Em relacdo ao grau histolégico do banco de dados, 3 casos sdo de carcinoma ductal
invasivo grau 1, 42 casos sdo grau 2 e 5 casos sdo grau 3. Dos tumores indiferenciados (G3)
(Figura 8) em 80% dos casos a resposta a quimioterapia foi insatisfatoria, concordando com a
literatura, onde estes tumores apresentam uma maior agressividade (CIANFROCCA,;
GOLDDESTEIN, 2004) (Figura 7).

FIGURA 8 — Corte Histoldgico de Carcmoma Ductal Inflltratlvo Mamarlo G3.
Fonte: Servico de Patologia do Hospital Ophir Loyola, 2010.
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FIGURA 9 — Percentual do G3 em Relagdo a Resposta da Quimioterapia.
Fonte: PEREIRA (2010).

4.2 RECEPTORES HORMONAIS

Foram realizados estudos imunohistoquimicos para avaliar resposta aos receptores
hormonais. Nas pacientes estudadas foram achados 28 casos com expressdo positiva para
receptores de estrogénio e em 22, a expressdo encontrava-se negativa. Nas amostras, detectou-
se positividade em 28 casos na expressao do receptor de progesterona e 22 casos expressao
negativas (Figura 10 e 11, respectivamente) e (Tabela 1).

TABELA 1 - Expressao imuno-histoquimica dos receptores hormonais

Receptores Hormonais Positivo Negativo Total
Estrogénio 28 22 50
Progesterona 28 22 50

Fonte: PEREIRA (2010).
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FIGURA 10 — Corte Histolgico de Tumor Mamario com Receptor de Estrogénio Positivo.
Fonte: Servico de Patologia do Hospital Ophir Loyola, 2010.

| N e T ORI
FIGURA 11 — Corte Histologico de Tumor Mamario com Receptor de Progesterona Positivo.
Fonte: Servigo de Patologia do Hospital Ophir Loyola, 2010.
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A andlise estatistica para a comparacao das freqliéncias da varidvel RE (receptor de
estrogénio) nas respostas tumorais insatisfatdrias teve como amostra 25 pacientes. O p-valor foi
de 0,8415 e o nivel de significancia usado foi o= 0,05. E na analise da mesma variavel nas
respostas satisfatérias tumorais, o tamanho da amostra foi de 25 pacientes, o p-valor foi de
0,1615 e o nivel de significancia foi de o= 0,05.

A partir da estatistica utilizada podemos inferir que as frequéncias observadas para 0s
casos de resposta insatisfatdria e satisfatdria a quimioterapia ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas em relagdo aos receptores de estrogénio ao nivel de significancia

de 5% conforme resultados das tabelas 2 e 3, respectivamente.

4.5 HER-2

A expressdo da proteina do gene HER-2, 4 pacientes apresentam escore negativo, 27
apresentam escore 1+, 8 pacientes apresentam escore 2+ e 10 pacientes com escore 3+ (Figura
12).

TABELA 2 — Escores dos tumores mamarios do gene HER-2 correlacionados com as respostas
a quimioterapia

Her-2 N° Pacientes (Satisfatdria) | N° Pacientes (Insatisfatoria)
Escore zero 2 2
Escore 1+ 15 12
Escore 2+ 3 3)
Escore 3+ 5 6

Fonte: PEREIRA (2010).

TABELA 3 — Expressdo imuno-histoquimica de receptor de estrogénio em relacdo ao escore

imunohistoquimico da proteina do gene HER-2

Escore HER-2 RE Positivo RE Negativo
0 (negativo) 2 2
1 + (negativo) 17 10
2 + (inconclusivo) 5 3
3 + (positivo) 4 7

Fonte: PEREIRA (2010).
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FIGURA 12 — Corte Histolégico de Tumor Mamario com Gene HER -2, Escore 3
Fonte: Servico de Patologia do Hospital Ophir Loyola, 2010.

A andlise estatistica comparando a varidvel HER-2 com as respostas insatisfatorias
tumorais usou o teste Qui-quadrado. O tamanho da amostra foi de 20 pacientes. O p-valor foi
de <0,0736, e o nivel de significancia usado foi 0=0,05. Este mesmo teste foi usado na
comparacdo da variavel HER-2 com as respostas satisfatorias tumorais. Nesta andlise o
tamanho da amostra foi de 22 pacientes, o p-valor foi de <0,0105 e o nivel de significancia foi
de 0=0,.05.

A partir da estatistica utilizada podemos inferir que as frequéncias observadas para o0s
casos de resposta insatisfatoria a quimioterapia nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas com o escore do gene HER-2 com resultados positivos e
negativos ao nivel de significAncia de 5% conforme resultados da tabela 6. Em relacdo a
resposta satisfatoria encontramos diferengas estatisticamente significativas quando comparadas
com o escore do gene HER-2 com resultados positivos e negativos ao nivel de significancia de
5% conforme resultados da tabela 7, ou seja, correspondendo ao encontrados na literatura onde
tumores com menor agressividade estdo relacionados a expressdo do gene HER-2 negativa.
Nesta andlise estatistica, foram excluidas as respostas 2+ do HER-2 por serem resultados

inconclusivos.
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4.6 C-MYC

A pesquisa do oncogene C-MYC foi realizada com auxilio de estudo
imunohistoquimico e pela técnica de FISH. Das 50 pacientes pesquisadas, os resultados do C-
MYC pelo estudo imunohistoquimico, em 1lamostras o resultado foi inconclusivo; em 19
destas amostras, obtivemos resultado positivo, sendo que em 3 esta positividade ocorreu em
apenas 10 % das células, e em 20 pacientes houve negatividade ao estudo.

Em relacdo a técnica de FISH, os resultados foram bastante conclusivos, se obteve
sucesso na hibridagéo da sonda do gene MYC nos 50 casos estudados. Em todos os casos houve
aumento do nimero de alelos desse gene (Apéndice C). Sendo que nas pacientes que tiveram
resposta satisfatéria a terapia, somente 0,5 a 5,5% das células tumorais apresentaram alta
amplificacdo (mais de 10 alelos do gene MYC por nicleo interfasico) (Tabela 8). Cabe observar
que neste grupo de pacientes, que responderam favoravelmente a terapia, o nivel mais alto
(5,5% das células) de amplificacdo correspondeu a uma paciente que apresentou metastase
0ssea no seguimento clinico. A maioria das pacientes apresentaram ndcleos com 2 a 6 alelos
(Figura 14). Por outro lado, as pacientes que responderam insatisfatoriamente a terapia
apresentaram niveis de amplificacdo do gene MYC em 04 e 13,5% das células tumorais
(Figuras 15 e 16). Novamente, os niveis mais altos de amplificacdo foram observados nas
pacientes que apresentaram metastase 0ssea (13,5%), do Sistema Nervoso Central (12,5%), e

concomitantemente, 6ssea e pulmonar (13%).



FIGURA 13 — Amplificacdes Génicas de C-MYC, pelo Método de FISH.
a) Controle negativo;
b) Resposta satisfatoria a quimioterapia
c; d) Resposta insatisfatoria a quimioterapia

Fonte: Servico de Patologia do Hospital Ophir Loyola, 2010.

50
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8,16

N.2 médio de alelos amplificados

Satisfatorio Insatisfatorio

FIGURA 14 — Comparagédo das Medias de Amplificacdo dos Alelos do C-MYC
Fonte: PEREIRA (2010).

A partir da andlise de variancia (ANOVA) aplicada aos dados da alta amplificacdo do
gene C-MYC em relacdo as respostas a quimioterapia comparando-se as médias dos grupos
estudados podemos inferir ao nivel de significancia de 5% a existéncia de diferencas altamente

significativas (p<0,0001) entre as médias dos respostas conforme a Figura 14.

4.7 RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA

A resposta & quimioterapia foi avaliada através da analise clinica do tumor ap6s o 4°
ciclo de Adriamicina e Ciclofosfamida, medida esta, feita através de paguimetro. Neste estudo
selecionamos 50 pacientes, das quais 25 responderam satisfatoriamente ao quimioterapico e 25
de maneira insatisfatoria. Observamos que dentre as respostas satisfatorias, em 3 casos houve
resposta clinica completa, regressao total do tumor. Nos casos de resposta insatisfatoria, houve

uma paciente que apresentou progressao tumoral mesmo sob regime terapéutico sistémico.
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5 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, os estudos tem se voltado para a compreensdo dos mecanismos
genéticos, que determinam a iniciagdo, promocao e progressdo tumoral.

O desenvolvimento de um cancer geralmente requer varias etapas, sendo que cada
uma delas é governada por maltiplos fatores, alguns dependem da constituicdo genética de cada
individuo, outros dependem do ambiente onde ele vive e do respectivo estilo de vida.
Independentemente das circunstancias especificas, considera-se que hd uma incidéncia de
cancer basica que nao pode ser reduzida: as mutacdes ndo podem ser totalmente evitadas, pois
elas sdo conseqiiéncia inescapavel das limitagfes naturais da precisdo da replicacdo do DNA.
Se um ser humano viver tempo suficiente, é inevitavel que ao menos uma de suas células
chegue ao ponto de acumular um conjunto de mutacdes para desenvolver um cancer. (ALBERT
etal., 2010).

O cancer mamario € a ocorréncia maligna mais comum das mulheres, sendo
responsavel por 500.000 mortes por ano em todo o mundo. Apesar da crescente incidéncia
desta doenca, as taxas de sobrevida tém aumentado nos anos recentes em muitos paises, devido
uma tendéncia na detecgdo precoce, em conjunto com o uso de terapias sistémicas (LONNING,
2007). No Brasil, o INCA prevé 49.240 novos casos de cancer mamario para o ano de 2010,
tornando-se alvo de estudos também no nosso pais, devido sua grande morbidade e mortalidade
(GUERRA et al., 2009; INCA, 2010).

Neste estudo, as pacientes incluidas apresentavam tipo histolégico ductal invasivo, que
foi selecionado por ser o tipo histolégico de maior frequéncia, correspondendo a 70% dos
tumores mamarios malignos, juntamente com o lobular (BARROS; BUZAID, 2007; BOFF;
WISINTAINER, 2006). A caracterizacdo na escolha do tipo histoldgico, também foi
importante para excluir aqueles tipos histolégicos mais raros e com prognosticos mais
favoraveis como os tumores com tipo histolégico: tubular, mucinoso, secretor, adendide cistico
(BARROS; BUZAID, 2007; CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).

Nosso estudo comparou resposta ao tratamento quimioterdpico neoadjuvante,
correlacionando com os genes HER-2, C-MYC e receptores hormonais, avaliando o
comportamento destes genes nos grupos de resposta quimioterapica satisfatoria e nos com
resposta insatisfatoria.

O numero de amostras selecionadas foi reduzido, totalizando 50 casos, isto ocorreu

devido as caracteristicas das pacientes analisadas serem bem determinadas, onde todas
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apresentavam tumores de origem epitelial e com mesmo tipo histoldgico (ductal invasivo),
mesmo estadiamento clinico TNM (Estadiamento I11), e que receberam o0 mesmo esquema
terapéutico neoadjuvante.

O tratamento quimioterapico neoadjuvante, faz parte de uma estratégia
multidisciplinar que combina tratamento sistémico, radioterapico e cirurgico (BARROS;
BUZAID, 2007). Os estudos anteriores ja estabilizaram claramente que a terapia neoadjuvante
causa regressdo tumoral do tumor primario de cancer mamario (BARROS FILHO et al., 2010;
MAKRIS et al., 1997). As pacientes foram divididas em responsivas e ndo responsivas a esta
terapia neoadjuvante; em todas as pacientes o objetivo foi que houvesse reducdo tumoral,
proporcionar uma terapia cirdrgica conservadora, melhorar o controle locorregional e a
sobrevida global. Estes beneficios sdo bem elucidados em varios trabalhos e publicados
(FISHER et al., 1997; MAKRIS et al, 1997; SMITH et al, 2002). As pacientes que obtiveram
uma maior vantagem na sobrevida global, foram aquelas que tiveram uma melhor resposta e
reducdo tumoral na quimioterapia adjuvante, concordando com outros estudos (MARZIONA et
al, 2009; SMITH et al, 2002).

A incidéncia de cancer mamario aumenta com a idade, e nos EUA, 77% das mulheres
com este cancer tém 50 anos ou mais. Em uma analise da populacdo feminina brasileira, a
idade média de diagnostico foi de 54,5 anos com idade minima de 33 anos e maxima de 81
anos, sendo que o maior percentual foi encontrado entre 51 a 60 anos (36,25%). Em outro
estudo desenvolvido por Zago e colaboradores em 2005, o diagndstico mostrou maior
prevaléncia entre 41 a 60 anos, sendo esta faixa etaria correspondendo a 65% da populacéo
estudada (VIANA; MONTANHA, 2010) A idade das pacientes incluidas em nosso trabalho
variou entre 31 e 78 anos, com média de 45,76 anos concordando com achados da literatura.
Das pacientes estudadas, 4% apresentaram idades abaixo de 35 anos, este achado corresponde a
literatura onde de 2 a 5% dos tumores surgem antes dos 35 anos, enquanto a maioria dos
carcinomas ocorre apds a menopausa (FOXCROFT et al., 2004).

A resposta positiva, na expressdo de receptores hormonais encontrada nas pacientes,
totalizou 28 casos, que correspondendo a 56%, um pouco abaixo do encontrado na literatura,
que varia de 70 a 80% de incidéncia nos tumores invasivos (CLEATOR et al., 2009). E a
expressdo dos receptores hormonais ndo apresentou correlagdo com as respostas a
quimioterapia, tanto nos tumores responsivos, COMO Nos Ndo responsivos a mesma. Estes
biomarcadores sdo fatores de predicdo ja bem estabelecidos ao uso de hormonioterapia, tanto
na pré como na pos-menopausa e com status positivo para receptores hosmonais (KEATING;
JARVIS, 2002).
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O resultado da expressdo do gene HER-2 apresentou em mais da metade dos casos
analisados, escore negativo, 0 que corresponde ao esperado pela literatura, que observa a
presenca da expressao positiva de HER-2 em 25 a 30% dos tumores mamarios malignos
(PRESS et al., 2005). Este gene se apresentou como um bom marcador de predi¢do a resposta
quimioterapica nas pacientes que apresentaram tumores responsivos a quimioterapia, nestes
casos houve uma menor expressdo do gene HER-2. A literatura correlaciona tumores com
expressdao de HER-2 com fendtipo tumoral mais agressivo: alto grau histoldgico, aumento na
atividade mitética, invasdo, niveis baixos de receptores hormonais e um pior prognéstico
(BACCHI, 2001; OLAYIONE et al., 2000; SLAMON et al., 1987).

Neste estudo, observamos que a expressdo do proto-oncogene C-MYC foi um
importante marcador preditivo para a resposta a quimioterapia neoadjuvante, onde a sua alta
amplificacdo ocorreu nos casos de resposta insatisfatoria a terapia sisttémica. Este achado
requer trabalhos futuros com um nimero maior de casos, porém abre um caminho para novas
perspectivas de este biomarcador ser usado previamente a toda terapia neoadjuvante, no intuito
de predizer aquelas pacientes que irdo se beneficiar do esquema terapéutico padrdo e aquelas
que ndo terdo boa resposta. A avaliacédo feita antes do inicio do tratamento poderia indicar um
esquema quimioterapico de 2° linha naquelas com alta amplificagdo do C-MYC, impedindo que

as mesmas passem por um tratamento ineficaz.
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6 CONCLUSAO

Este estudo permitiu concluir que os genes de receptores hormonais, HER-2 e C-MYC
como fatores preditivos de resposta a quimioterapia:

1- A expressdo dos receptores hormonais ndo se mostrou como um bom marcador
preditivo eficaz para avaliacdo de repostas a quimioterapia neoadjuvante.

2 - A expressdo do gene HER-2 mostrou-se um bom marcador de predicdo a resposta
quimioterapica, nos casos de tumores responsivos, com a técnica usada, ndo podendo
isoladamente ser utilizado para esta avaliacao.

3 - A expressao do gene C-MYC mostrou-se um marcador satisfatério de predicédo a
resposta quimioterapica, quando analisado pelo método de FISH, mesmo de forma
isolada.

4 - FISH é uma técnica mais sensivel a detec¢do do gene C-MYC quando comparada a

imunohistoquimica.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“C-MYC, HER-2 e RECEPTORES HORMONAIS COMO PREDITORES DE RESPOSTA A
QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE EM CANCER MAMARIO”

Estamos realizando uma pesquisa que objetiva investigar a amplificacdo dos genes C-MYC,
HER-2 e RECEPTORES HORMONAIS nas pacientes com tumores mamarios que precisam
realizar quimioterapia antes do procedimento cirlrgico (quimioterapia neoadjuvante) e sera
realizada de acordo com a seguinte metodologia: o fragmento de tumor que for retirado para a
bidpsia e enviado para estudo anatomopatoldgico, deste, se coletara uma pequena parte, e desta
parte sera feito as pesquisas destes genes, através de duas técnicas (imunohistoquimica e
FISH). Estas pecas serdo coletadas do Servico de Anatomia-patologica do Hospital Ophir
Loyola, sem custo para o paciente. O Sr. (Sra.) participard nos autorizando, a utilizar um
fragmento de sua peca cirdrgica ou de seu familiar, para podermos dar continuidade na
pesquisa.

A sua participacdo serd de livre e espontadnea vontade e informamos também que sua
privacidade sera assegurada e que o senhor (a) tem plena liberdade de interromper a sua
participacdo na pesquisa a qualquer momento, sem qualquer tipo de penalizacdo ou prejuizo.

Responsavel pelo projeto: Cynthia Mara Brito Lins Pereira

e-mail: cmblins@gmail.com

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informag0es acima sobre a pesquisa, que me sinto perfeitamente esclarecido
() sobre o contedo da mesma. Declaro ainda que, por minha livre vontade, concordo em
participar da pesquisa, desde que sejam respeitadas todas as disposicdes citadas.

Nome:
Telefone:
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APENDICE B - NUMERO DE SINAIS DE ALELOS NA AMPLIFICACAO DO C-MYC

CASOS RESPOSTA NUMERO DE SINAIS
1 2 3 4 5 =6 HA
1 satisfatéria 1,5 44,5 23 18 7,5 3,5 2
2 satisfatodria 0 48 31,5 9 6,5 3 2
3 satisfatoria 1,5 45 24,5 22 4 2 1
4 satisfatoria 0 34,5 30 16,5 6,5 7 5,5
5 satisfatéria 1 38 24,5 30 2,5 2 2
6 satisfatoria 1 47,5 27 18 3,5 2,5 0,5
7 satisfatoéria 0 39,5 26 28 3,5 2 1
8 satisfatodria 1,5 39,5 36,5 11,5 6 3 2
9 satisfatoria 0 46,5 18 30 2,5 2 1
10 satisfatoria 2 46 30 16,5 3 2 0,5
11 satisfatoria 0,5 44 36 7 6,5 4 2
12 satisfatoria 3,5 45 32 12 4 2,5 1
13 satisfatodria 2 43,5 27 16 7 3,5 1
14 satisfatodria 0,5 41,5 24 24,5 5,5 3 1
15 satisfatoria 2 44 29,5 22 4.5 2 0,5
16 satisfatoria 1 40 25 21,5 6 4,5 2
17 satisfatoria 1 42 29,5 17 4 3 3,5
18 satisfatoéria 1 37,5 25 20 7,5 4 5
19 satisfatodria 1 41 24,5 25 4,5 2 2
20 satisfatoria 0 43,5 33 15 5 3 0,5
21 satisfatoria 2 41,5 30 20 3,5 2 1
22 satisfatoria 0 45,5 30 16 4,5 3 1
23 satisfatoria 3 41 28 19,5 5,5 2 1
24 satisfatodria 2,5 42 31,5 18 2 2 2
25 satisfatoria 0 40,5 38 12 4 2 3,5
26 insatisfatoria 1 36,5 21 13 11 9,5 8
27 insatisfatoria 1 40 18 15,5 14,5 4 7
28 insatisfatoria 0,5 42 21,5 14,5 9 7 5,5
29 insatisfatoéria 0 29 19 17 13,5 12 9,5
30 insatisfatoria 1 30 28 15,5 11 7,5 7
31 insatisfatoria 1,5 44 17 13,5 9,5 8 6,5
32 insatisfatéria 2 38 14 12,5 13 12 8,5
33 insatisfatoria 1 28,5 13 18 9,5 16,5 13,5
34 insatisfatoria 0,5 31,5 22,5 13,5 12 9 11
35 insatisfatodria 1 35 21 15,5 15,5 5,5 6,5
36 insatisfatoria 0,5 32,5 19,5 17 16 6 8,5
37 insatisfatoria 0,5 35,5 23 15,5 11,5 6,5 7,5
38 insatisfatoria 1 32 19,5 10,5 14,5 10 12,5
39 insatisfatoria 0,5 40,5 23,5 16 8 5,5 6
40 insatisfatoéria 1,5 38 21 16,5 14,5 4,5 4
41 insatisfatoria 2 39,5 19 14,5 13,5 6 5,5
42 insatisfatoria 2,5 27,5 12 28 17 4,5 8,5
43 insatisfatoria 3 37 18 13 15,5 6 7,5
44 insatisfatoria 2,5 27,5 18 19,5 13 10,5 9
45 insatisfatoria 3,5 31 30 9 11,5 6,5 8,5
46 insatisfatoéria 1 27 15,5 14 14,5 15 13
47 insatisfatoria 2,5 40 17,5 13 11,5 8,5 7
48 insatisfatoria 2,5 38 30 12,5 7 3,5 6,5
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49 insatisfatoria 2,5 35,5 17,5 13,5 14
50 insatisfatoria 2 34,5 19,5 16,5 13,5
Linfocito 1 99

HA : high amplification



APENDICE C - BANCO DE DADOS

CASOS IDADE GRAU RE RP HER-2 C-mYC RESPOSTA TNM HA
1 34 G2 neg neg 3+ pos satisfatoria T3N1 2
2 46 G2 pos pos 2+ negat satisfatdria T3N1 2
3 46 G2 pos pos 1+ Inconclusivo satisfatoria T3N1 1
4 31 G2 neg neg 3+ pos 10% satisfatoria T3N1 5,5
5 42 G2 pos pos 1+ Inconclusivo satisfatoria T3N1 2
6 35 G2 pos pos 2+ pos satisfatoria T3N1 0,5
7 41 Gl neg neg 1+ negat satisfatdria T3N1 1
8 55 G2 neg neg 1+ negat satisfatdria T3N1 2
9 44 G2 pos pos 1+ pos satisfatdria T3N1 1
10 54 G2 pos pos 1+ pos satisfatoria T3N1 0,5
11 38 G2 pos pos 1+ pos satisfatoria T3N1 2
12 41 G2 neg neg 3+ pos satisfatoria T3N1 1
13 48 G2 pos pos 1+ pos 10% satisfatdria T3N1 1
14 38 G2 pos pos 3+ Inconclusivo satisfatoria T3N1 1
15 43 G2 neg neg 1+ negat satisfatdria T3N2 0,5
16 45 G2 neg neg 1+ negat satisfatoria T4bN1 2
17 61 G2 neg neg 0 negat satisfatoria T4bN1 3,5
18 53 G2 pos pos 0 Inconclusivo satisfatoria  T4bN1 5
19 37 G2 pos pos 1+ pos satisfatéria ~ T4bN1 2

20 39 G2 neg neg 1+ Inconclusivo satisfatéria  T4bN1 0,5
21 37 G2 pos pos 3+ pos satisfatoria T4cN2 1
22 54 G2 pos pos 1+ pos satisfatoria T4bN2 1
23 36 G2 pos pos 1+ pos satisfatoria T4bN2 1
24 43 G2 pos pos 2+ negat satisfatéria ~ T4bN2 2
25 78 G2 pos pos 1+ negat satisfatéria  T4bN2 3,5
26 55 G2 neg neg 3+ pos insatisfatéria  T2N2 8
27 51 G2 pos pos 1+ negat insatisfatéria  T3N1 7
28 55 G2 neg neg 0 negat insatisfatéria T3N1 5,5
29 58 G2 pos pos 1+ Inconclusivo  insatisfatoria  T3N1 9,5
30 33 G3 neg neg 3+ pos 10% insatisfatéria T3N1 7
31 49 G2 pos pos 1+ pos insatisfatéria T3N1 6,5
32 53 G3  pos pos 2+ negat insatisfatéria T3N2 8,5
33 35 G2 pos pos 1+ negat insatisfatéria  T3N2 13,5
34 44 G2 neg neg 2+ pos insatisfatéria T3N3 11
35 53 G2 neg neg 1+ pos insatisfatéria T4bNO 6,5
36 44 G2 pos pos 3+ Inconclusivo  insatisfatoria T4bN1 8,5
37 42 G2 neg neg 1+ Inconclusivo  insatisfatéria T4bN1 7,5
38 54 G3 pos pos 2+ Inconclusivo insatisfatéria T4bN1 12,5
39 55 G2 pos pos 1+ Inconclusivo insatisfatéria T4bN1 6
40 70 Gl neg neg 2+ negat insatisfatéria T4bN1 4
41 46 G2 neg neg 1+ negat insatisfatéria T4bN2 5,5
42 57 Gl pos pos 3+ pos insatisfatéria T4bN2 8,5
43 58 G2 neg neg 3+ pos insatisfatéria T4bN2 7,5
44 50 G2 neg neg 2+ negat insatisfatéria T4bN2 9
45 59 G3  pos pos 1+ pos insatisfatéria T4bN2 8,5
46 52 G2 neg neg 1+ negat insatisfatéria T4bN2 13
47 34 G2 pos pos 0 negat insatisfatéria T4cN1 7
48 47 G3 pos pos 1+ negat insatisfatéria T4bN1 6,5
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49 53 G2 neg neg 1+
50 36 G2 neg neg 3+

Inconclusivo
Inconclusivo

insatisfatoria
insatisfatoria

T4cN1
T4cN2

9
8

HA: high amplification
Pos: positivo

Neg: negativo

G: grau histoldgico

T: tumor

N: linfonodos
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ANEXO A - APROVACAO DO CONSELHO DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
__ NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°043 /2008-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: C-MYC COMO PREDITOR DE RESPOSTA A QUIMIOTERAP
NEOADJUVANTE EM CANCER MAMARIO.

Pesquisador Responsavel: Cyntia Mara Brito Lins Pereira.
Instituicdo / Unidade:ICB/UFPA.

Data de Entrada: 10/09/2008.

Data do Parecer: 28/10/2008.

o o0 s W

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em tela «
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugdo 196/96-CNS/MS. Portant:
manifesta-se pela sua aprovagéo.

Parecer. APROVADO.

Belém, 19 de dezembro de 2008.

uchi Oakawa
rdenador CEP-NMT/UFPA.
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