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RESUMO

Belchior HOM. Imunoexpressao da via de sinalizagdgo Notch no
carcinoma invasor da mama e sua associagcao prognoéstica. S&o Paulo;
2017. [Tese de Doutorado-Programa de Pds-Graduagao Interinstitucional
(DINTER) em Oncologia da Fundagdo Antdnio Prudente em Parceria com

Escola Cearense de Oncologia]

A principal teoria para a carcinogénese e heterogeneidade celular do cancer
de mama baseia-se na atividade de células-tronco tumorais, estando a via
de sinalizacdo Notch implicada no controle desta populacéo celular. Estudos
recentes associam a ativacdo anémala desta via com a recidiva tumoral e
resisténcia ao tratamento do cancer de mama. O objetivo do presente estudo
€ avaliar a imunoexpressao dos receptores Notch e proteinas de genes alvo
em cancer de mama de estagio inicial, verificando-se a existéncia de
associacido desta via com a recidiva tumoral. Trata-se de um estudo caso-
controle em carcinomas mamarios invasivos de estagios pT1pNO ou pT2pNO
realizado em dois hospitais de referéncia em oncologia, nos estados Ceara e
Sao Paulo, cujos diagndsticos tenham ocorrido entre 2001 e 2010. O grupo
caso € formado por pacientes acometidas por recidiva tumoral, e o grupo
controle, por pacientes sem recidiva. Os receptores Notch 1, 2, 3, 4, e Notch
1 ativado, e as proteinas Bcl-2, ciclina D1, p21 e survivina foram analisados,
utilizando-se a técnica de microarranjo tecidual (tissue microarray), em
conjunto com variaveis clinicas e histologicas classicas utilizadas para o
cancer de mama, além da classificagcdo molecular baseada em imuno-
histoquimica. Utilizou-se os testes qui-quadrado e exato de Fisher e, na
analise multivariada, regressao logistica segundo modelo de Cox, sendo
adotado um nivel de significancia de 5%. Foram estudadas 170 pacientes,
sendo 57 pacientes com recidiva e 113 do grupo controle. Na analise
univariada, observou-se que pacientes com recidiva apresentaram maior

percentual de células tumorais expressando survivina (p=0,006) e também



maior intensidade da imunomarcacao desta proteina (p=0,021). O maior
percentual de expressdo de Notch 2 esteve inversamente associado a
recidiva (p=0,012). Na analise multivariada, a intensidade de marcagéao da
survivina (OR 1,850; p=0,023) e o maior percentual de expressdo de
survivina (OR 2,290; p=0,016) foram fatores independentemente associados
a maior taxa de recidiva, enquanto a localizagdo nuclear da marcagao de
Notch 1 foi um fator protetor (OR 0,631; p=0,038). Em conclusdo, esta
analise demonstrou que maior expressao de survivina apresenta-se como
fator independente de pior progndstico no cancer de mama de estagio inicial,
enquanto a expressao estritamente nuclear de Notch 1 esteve associada a

um melhor prognéstico.



SUMMARY

Belchior HOM. [Immunoexpression of the notch signaling pathway in
invasive breast carcinoma and its prognostic value]. Sdo Paulo; 2017.
[Tese de Doutorado-Programa de Pés-Graduagdo Interinstitucional
(DINTER) em Oncologia da Fundagdo Antdnio Prudente em Parceria com

Escola Cearense de Oncologia]

Carcinogenesis and cell heterogeneity in breast cancer is believed to depend
on the activity of cancer stem cells, the control of which involves the notch
signaling pathway. Recent studies have associated anomalous notch
signaling pathway activation with breast cancer recurrence and resistance to
treatment. The purpose of this case-control study was to evaluate the
immunoexpression of notch receptors and their target gene proteins in early-
stage (pT1pNO or pT2pNO0) invasive breast cancer in order to identify
possible associations between notch signaling pathway and tumor
recurrence. The study was conducted at two Brazilian referral oncology
services (Ceara and Sao Paulo), covering 170 patients diagnosed between
2001 and 2010. The case group (n=57) and control group (n=113) consisted
of patients with and without tumor recurrence, respectively.
Immunohistochemical TMA analyses were conducted to detect the receptors
Notch 1, Notch 2, Notch 3, Notch 4 and activated Notch 1, and the proteins
Bcl-2, cyclin D1, p21 and survivin. In addition, molecular classification was
done based on immunohistochemistry, and classic clinical and histological
breast cancer variables were collected. The findings were submitted to the
chi-square test and Fisher’s exact test, followed by multivariate analysis with
logistic regression using the Cox model. The level of statistical significance
was set at 5% (p<0.05). In the univariate analysis, patients with recurrence
presented a higher percentage of tumor cells expressing survivin (p=0.006)
and stronger immunostaining for this protein (p=0.021). A higher percentage

of Notch 2 expression was inversely associated with recurrence (p=0.012). In



the multivariate analysis, stronger immunostaining for survivin (OR 1.850;
p=0.023) and greater percentage of survivin expression (OR 2.290; p=0.016)
were independently associated which higher rates of recurrence, whereas
the nuclear localization of Notch1 was a protective factor (OR 0.631;
p=0.038). In conclusion, the immunoexpression of survivin was stronger and
Notch 2 expression was weaker in recurring breast tumors. The nuclear

localization of Notch 1 was associated with better prognosis.
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1 INTRODUGAO

1.1 O CANCER DE MAMA

Desde seu primeiro relato, em um papiro datado de 1600 a.C.
(BREASTED 1991), o cancer de mama persiste como grave problema de
saude publica, representando o segundo cancer mais comum no mundo e,
de longe, o mais frequente entre as mulheres, com cerca de 1,67 milhdes de
novos casos de cancer diagnosticados em 2012 (25% de todos os
canceres), excetuando-se os tumores de pele ndo-melanoma. E o cancer de
maior incidéncia nas mulheres universalmente, com um numero de casos
um pouco maior em paises menos desenvolvidos. As taxas de incidéncia
variam quase quatro vezes em todas as regides do mundo, com taxas de 27
a cada 100.000 habitantes, na Africa Central e Asia Oriental, a 92, na
América do Norte (FERLAY et al. 2015). Estima-se que uma em cada oito
mulheres desenvolva cancer de mama ao longo da vida, de acordo com
dados norte-americanos, com duplicacdo da incidéncia a cada 10 anos de
vida, até a menopausa (HOWLADER et al. 2016).

Em relagdo a sua letalidade, o cancer de mama é considerado um
cancer de relativo bom progndstico, se diagnosticado e tratado
precocemente. No entanto, persiste como a quinta causa de morte por
cancer globalmente (522.000 mortes em 2012), e numero um entre

mulheres. Destacando-se em relagdo a outras regides, em paises



desenvolvidos o cancer de mama é a segunda causa de morte cancer, apos
cancer de pulmao (FERLAY et al. 2015).

No Brasil, as estimativas apontam que 57.960 novos casos de
carcinoma mamario tenham sido diagnosticados em 2016, representando a
principal neoplasia incidente entre brasileiras, excetuando-se os tumores de
pele ndao-melanoma, e também a principal causa de morte por cancer entre
elas (Ministério da Saude 2016).

A sobrevida global do cancer de mama é aproximadamente de 89,7%
em 5 anos, tendo apresentado aumento em paises desenvolvidos
(HOWLADER et al. 2016). Quando se trata de tumores localizados na
mama, T1 ou T2, sem metastase axilar, a sobrevida apds cinco anos é de
98,4% (HOWLADER et al. 2016). Ha ainda uma diferenga na incidéncia e
mortalidade do cancer de mama considerado racas e etnias. Mulheres
afrodescendentes apresentam maior incidéncia de cancer de mama em
idade jovem, abaixo de 35 anos, e ainda maior mortalidade (YEE e POTTER
2009).

Especialistas atribuem a redu¢cao da mortalidade do cancer de mama,
ocorrida principalmente em centros desenvolvidos, ao avancgo das terapias, e
também ao rastreamento mamografico, cujo beneficio em mulheres acima
de 50 anos € amplamente aceito (TABAR et al. 1985; FLETCHER et al.
1993; HOWLADER et al. 2016).

O subtipo histolégico mais comum do céncer de mama € o

adenocarcinoma, classificado como carcinoma ductal invasivo sem outras



especificagoes (SOE), compreendendo cerca de 90% das neoplasias
invasivas da mama, seguido pelo lobular e demais subtipos (HODA 2014).
Apesar da nomenclatura histolégica simplificada, o carcinoma
mamario € uma doenga amplamente heterogénea, compreendido hoje como
uma colecao de diferentes entidades patoldégicas que acometem o mesmo
sitio anatébmico, de distintos fatores de risco, manifestacbes clinicas,
caracteristicas histologicas e prognoésticas (REIS-FILHO e PUSZTAI 2011;

WEIGELT et al. 2011).

1.2 PRINCIPAIS BIOMARCADORES DO CANCER DE MAMA

Os biomarcadores atualmente representam um papel indispensavel no
manejo de pacientes com cancer de mama, especialmente na decisdo do
tipo de terapia sistémica a ser administrada. Dentre os principais
biomarcadores para o cancer de mama, receptores hormonais de estrogeno
(RE) ou progesterona (RP) sédo considerados dos mais importantes
(ORVIETO e VIALE 2002). Presente em aproximadamente 75% dos casos
de carcinoma mamario, o RE é também o principal fator preditivo de
resposta para hormonioterapia (Early Breast Cancer Trialist Collaborative
Group-EBCTCG 2011). A investigacdo de receptores de estrogeno e
progesterona através de técnicas validadas de imuno-histoquimica é hoje
fundamental para indicacéo de terapia sistémica enddcrina.

Ha duas formas de receptor de estrégeno, REa e RER. Atualmente,

apenas a forma REa tem papel clinico prognéstico e preditivo validado,



sendo os atuais métodos de deteccao especificos para REa. As diferentes
isoformas de RP ndo s&o distinguiveis pelos atuais métodos imuno-
histoquimicos utilizados na rotina clinica (DUFFY et al. 2017).

No cancer de mama em estagio inicial, uma metanalise de dados de 20
estudos clinicos randomizados demonstrou que o tratamento de pacientes
com RE positivo durante 5 anos com tamoxifeno reduziu significativamente
as chances de recorréncia tumoral em 15 anos em 39%, e as chances de
mortalidade por cancer de mama em 30% (EBCTCG 2011). Em contraste
aos achados na doenca RE positiva, o tratamento de pacientes RE
negativos com tamoxifeno n&o apresentou efeitos na recidiva ou mortalidade
pelo cancer de mama. Apesar de, nesta metanalise, o RP nao ter
demonstrado valor preditivo independente ao tamoxifeno, altos niveis de RP,
no entanto, foram relatados como independentemente correlacionados com
um aumento na probabilidade de resposta ao tamoxifeno, tempo mais longo
entre inicio de tratamento e recidiva, e maior sobrevida global em pacientes
com cancer de mama metastatico (RAVDIN et al. 1992; ELLEDGE et al.
2000). Atualmente, os inibidores da aromatase sé&o a terapia hormonal de
eleicdo em pacientes pdés-menopausa € em pacientes de alto risco, seja em
sequéncia ao tamoxifeno ou substituindo-o (National Comprehensive Cancer
Network-NCCN 2017).

O gene do receptor 2 do fator de crescimento epidérmico (HER2)
encontra-se amplificado em cerca de 15 a 20% dos carcinomas mamarios. A
amplificagdo do gene HER2, e consequente superexpressdo de sua

proteina, € um importante marcador de agressividade, e fator preditivo de



resposta a terapia neoadjuvante, adjuvante ou na doenca metastatica
(SLAMON et al. 1987; CHIA et al. 2008; EROGLU et al. 2014). A avaliagéo
do HER2 através de imuno-histoquimica e/ou por técnicas de hibridizagao in
situ (FISH, CISH ou SISH) é imprescindivel desde o advento do
trastuzumabe, terapia alvo desenvolvida para tumores mamarios com
superexpressao de HER2 (NCCN 2017).

A progressao tumoral é influenciada pela proliferagcdo de células
tumorais, que podem ser estimadas pela medida da expressédo nuclear do
antigeno Ki67, diretamente relacionada ao ciclo celular (SCOTT et al. 1991;
McCORMICK et al. 1993). Usualmente, o Ki67 é estimado como uma
porcentagem de células tumorais positivamente coradas por imuno-
histoquimica. Comparado com outros marcadores de proliferacdo, a
atividade proliferativa do Ki67 é de execucao simples e econbmica, o que o
faz uma promissora ferramenta progndstica.

Multiplos estudos, incluindo analises retrospectivas de ensaios clinicos
randomizados e metanalises, tem reportado a associacao de altos indices de
proliferagdo Ki67 com pior progndstico em pacientes com cancer de mama
(GOLDHIRSCH et al. 2007; DE AZAMBUJA et al. 2007; VIALE et al. 2008;
JUNG et al. 2009; YERUSHALMI et al. 2010; PETRELLI et al. 2015).

Em um dos maiores estudos, PETRELLI et al. (2015) realizou uma
revisdo sistematica da literatura seguida por metanalise, identificando pior
sobrevida global para pacientes com valores de Ki67 acima de 25%. A
associagao consistente entre elevado Ki67 e pior sobrevida global no cancer

de mama foi evidenciada apesar dos precarios relatos da técnica utilizada



entre os diferentes laboratdérios envolvidos no estudo, utilizagdo de diferentes
meétodos para medida do Ki67 e aplicacdo de diferentes valores de corte
para identificar tumores com valores baixos ou altos de Ki67. Sua utilizagao
para tomada de decisdes terapéuticas tem sido desencorajada por tais
divergéncias. No entanto, em contraste com a precaria precisao dos valores
intermediarios de Ki67, um estudo multicéntrico do International Ki67
Working Group (LEUNG et al. 2016) concluiu que uma boa concordancia
interlaboratorial foi atingida utilizando amostras de tumores de mama por
core biopsy com escores abaixo ou acima dos valores caracterizados como
intermediarios (inferior a 10% e superior a 20%).

Além do papel progndstico, o Ki67 também tem sido investigado a
respeito do seu potencial valor preditivo de resposta, principalmente no
campo da terapia sistémica neoadjuvante, tanto na quimioterapia, quanto na

hormonioterapia neoadjuvante (DENKERT et al. 2015; LEUNG et al. 2016).

1.3 CLASSIFICAGAO MOLECULAR DO CANCER DE MAMA

Ha cerca de uma década, as decisdes terapéuticas em relacdo ao
cancer de mama eram baseadas somente em fatores prognosticos classicos
clinico-patolégicos, como idade da paciente, tamanho do tumor, grau
histologico, status linfonodal e os principais biomarcadores (receptores
hormonais e status HER2). No entanto, considerando a auséncia de uma

anadlise preditiva mais precisa de resposta a quimioterapia destes



marcadores, observava-se um notério hipertratamento (overtreatment) das
pacientes.

Ao longo das duas ultimas décadas, estudos de expressao génica
baseados em microarranjos trouxeram a tona, na pesquisa clinica e na
pratica, o fato que o cancer de mama é na verdade uma doenga amplamente
heterogénea, comportando-se como um grupo de doengas distintas que
apresentam caracteristicas moleculares diferenciadas. PEROU et al. (2000)
identificou inicialmente quatro subtipos intrinsecos de carcinomas mamarios
invasivos: basal, HER2, luminal e normal, cada um com padrdes distintos de
expressao génica. Estudos subsequentes levaram a uma sub-estratificagdo
dos carcinomas luminais entre grupos A e B, e demostraram que este
sistema de classificagdo € de importante significado prognéstico (HU et al.
2006; SORLIE et al. 2001 e 2003). Além disso, estudos adicionais de
classificagdo, utilizando maiores bancos de dados, resultaram na
identificacdo de outros subtipos como o grupo rico em interferon, claudin-
low, e o subtipo molecular apécrino entre varios outros (HU et al. 2006;
HERSCHKOWITZ et al. 2007; PARKER et al. 2009; PRAT et al. 2010;
FARMER et al. 2005; DOANE et al. 2006; REIS-FILHO e PUSZTAI 2011;
CURTIS et al. 2012).

As ferramentas de analise multigénica atualmente disponiveis para
avaliagdo do cancer de mama inicial incluem: Oncotype DX Breast
Recurrence Score Assay (Genomic Health, Inc., Redwood City, EUA),
MammaPrint® (Agendia BV, Amsterda, Holanda), Prosigna® (PAM5O0;

NanoString Technologies Inc, Seattle, EUA), e EndoPredict® (Myriad



Genetics Inc, Salt Lake City, EUA). Importantes entidades internacionais
como American Society of Clinical Oncology, St. Gallen e National
Comprehensive Cancer Network tém aceitado a utilizagdo cada vez mais
ampla destas ferramentas na decisdo quanto a quimioterapia adjuvante.
Recentemente, a American Joint Committee on Cancer incluiu na oitava
edicdo do estadiamento do cancer de mama, o Oncotype DX (GIULIANO et
al. 2017).

O alto custo, a complexidade e disponibilidade restrita para avaliagao
do perfil de expressdo génica ainda limitam o seu uso na pratica clinica. E
frequente, em locais onde ndo ha acesso aos testes genéticos, a utilizagao
de parametros de imuno-histoquimica para identificar os diferentes subtipos
moleculares de cancer de mama, devido as similaridades com os subtipos
moleculares identificados pelo perfil de expressdo génica. Em 2011, os
principais subtipos moleculares (luminal A, luminal B, HER2 e basal) foram
incluidos no St. Gallen International Expert Consensus, e uma classificagéo
baseada em fendtipo imuno-histoquimico foi sugerida na impossibilidade de
acesso aos testes genéticos (GOLDHIRSCH et al. 2011).

Carcinomas mamarios do tipo luminal sdo caracterizados pela
expressao de genes associados ao RE (PEROU et al. 2000) e podem ser
subestratificados em pelo menos dois grupos baseado nos niveis de
expressdo de genes relacionados com a proliferagdo, incluindo MKI67, o
transcriptor do marcador de proliferagao Ki67. De acordo com o consenso de
Saint Gallen (GNANT et al. 2015), tumores Iuminais A apresentam

imunoexpressao de RE, RP acima de 20% e Ki67 abaixo de 20%. O valor do



ponto de corte de ki67 entre 20 e 29% para diferenciagao entre luminal A e B
ainda nao foi definido adequadamente na literatura.

Apesar da classificagdo molecular original, através do perfil de
expressdo génica, apresentar uma otima correlagdo do subtipo tumoral
HER2 com a classificagao através da imuno-histoquimico e hibridizacao in
situ (ISH), na ultima versédo da classificagdo, a concordancia entre os dois
subtipos foi mais limitada. Entre 31% e 50% de casos com positividade para
HER2 definida pela imuno-histoquimico e/ou ISH sao classificados como
subtipos intrinsecos ndo HER2 (PARKER et al. 2009, PRAT et al. 2010; DE
RONDE et al. 2010).

A maioria dos carcinomas mamarios basais (80%) tem apresentado
fendtipo imuno-histoquimico triplo-negativo, isto &, negativo para RE, RP e
HER2, no entanto, cerca de 1% a 3% de tumores RE positivos tem

apresentado perfil basal (PEROU et al. 2000; SORLIE et al. 2001 e 2003).

1.4 A CARCINOGENESE E AS CELULAS-TRONCO TUMORAIS

No cancer de mama, a existéncia de uma ampla heterogeneidade
celular intratumoral é ja bastante aceita, havendo duas teorias que justificam
a heterogeneidade celular. A primeira, denominada evolugdo clonal,
dominou o pensamento cientifico por varias décadas, e propde que as
células tumorais sejam frutos de células normais da mama que adquirem
mutacdes, e cada uma delas poderia adquirir entdo a capacidade de formar

um novo tumor. O segundo modelo estudado, a teoria das células-tronco
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tumorais (CTT), propde que, apesar das células tumorais apresentarem
ampla heterogeneidade, apenas raras CTT teriam a habilidade de proliferar
extensivamente e formar novos tumores, sendo atualmente a teoria mais
aceita (KARKARALA e WICHA 2008).

As evidéncias que dao suporte a teoria das CTT sdo baseadas em
estudos que demonstraram que células tumorais que expressavam os
marcadores de células-tronco eram muito mais tumorigénicas quando
comparadas a células que nao expressavam os marcadores. Acredita-se
que as CTT séao derivadas de células-tronco normais da mama (WICHA et
al. 2006).

A principal caracteristica de uma célula-tronco normal € sua
capacidade de autorrenovacao e diferenciacéo, tanto in vivo quanto in vitro
(KUPERWASSER et al. 2004), ou seja, divide-se de forma simétrica
(originando duas novas células-tronco), e de forma assimétrica (originando
uma célula-tronco e outra célula diferenciada proliferativa). Células-tronco
normais usualmente se diferenciam em varias linhagens celulares, refletindo
sua propriedade de célula multipotencial. Algumas células-tronco teciduais
podem ainda ser pluripotenciais, com capacidade de se diferenciar em
linhagens germinativas variadas, ou ainda totipotenciais, com habilidade de
se diferenciar em tecido trofoblastico, sendo esta ultima caracteristica
presente nas células-tronco embrionarias (AL HAJJ et al. 2003; PHILLIPS et
al. 2006; GINESTIER et al. 2007).

Estudos embriolégicos da glandula mamaria normal indicam que as

células-tronco mamarias se desenvolvem em progenitores que se
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diferenciam tanto em células epiteliais ductais, quanto em células
mioepiteliais (STINGL et al. 1998; BOECKER et al. 2002; SHACKLETON et
al. 2006). Células epiteliais ductais e alveolares tem capacidade de
expressar receptores hormonais, podem secretar caseina e se proliferar. Em
contraste, as células mioepiteliais sintetizam a membrana basal, ndo
expressando receptores hormonais, e apresentam limitada proliferagcdo. Uma
importante caracteristica in vitro apresentada pelas células-tronco mamarias
€ a propriedade de formar mamosferas (WICHA et al. 2006; CHRISTGEN et
al. 2007; HO et al. 2007), agregados celulares em culturas em suspensao.

As células-tronco mamarias normais caracterizam-se pela
imunoexpressao de CD44, e nao expressao de CD24. Estes marcadores
nao sao especificos e sua funcdo celular ndo é bem esclarecida. Outro
marcador utilizado para identificar células-tronco mamarias normais é a
enzima ALDH (HESS et al. 2004; PEARCE et al. 2005; CHUTE et al. 2006).
Através de um teste de deteccao de aldefluor, 6% das células epiteliais das
unidades ducto-lobulares demonstraram positividade para esta enzima.
Apenas as células positivas para ALDH geraram mamosferas em culturas
em suspensao (DONTU et al. 2003).

Estudos apontam que determinados tipos de cancer de mama
apresentam uma populacdo aumentada de células tumorais com fendtipo de
célula-tronco (KONDO et al. 2007; LOBO et al. 2007). O carcinoma mamario
inflamatdrio, por exemplo, € rico em células que expressam estes

marcadores (BERTUCCI et al. 2004; XIAO et al. 2008). Outros estudos



12

apontam que carcinomas mamarios que expressam a assinatura das
células-tronco exibem uma menor sobrevida global (GLINSKY et al. 2005).

Um estudo utilizando biépsias de fragmentos de carcinomas
mamarios obtidas antes e ap6s a quimioterapia neoadjuvante demonstrou
que quimioterapicos convencionais nao eliminaram a subpopulacdo de
células que expressaram marcadores de células-tronco CD44+/CD24-,
apresentando na verdade um aumento do numero de células desta
subpopulagao. Tais evidéncias sugerem que uma pequena subpopulacao de
células de um carcinoma mamario com potencial tumorigénico apresenta
resisténcia ao tratamento quimioterapico, e esta subpopulagcdo de células
apresenta caracteristicas de células-tronco, validando a importancia das
CTT no tratamento do cancer de mama (LI et al. 2008).

Baseados nestas evidéncias, para obter terapias mais eficazes para o
cancer de mama, € necessario ter como alvo as células-tronco tumorais,
poupando-se células-tronco normais da medula Ossea e intestinais,
claramente. Estudar as vias de sinalizagao das CTT, e seus potenciais alvos
terapéuticos, €, portanto, de maior importdncia para a evolugdo do
tratamento do cancer de mama.

Varias vias de sinalizacdo tem sido implicadas na atividade das
células-tronco normais, como autorrenovagao, manutencao de seu potencial
de diferenciacao e desenvolvimento, e proliferacdo. Todas estas vias de
sinalizagdo atuam através da ativagdo de uma proteina transmembrana
ligante, cujo sinal, transportado através do citoplasma, age ativando fatores

transcricionais que regulam a expressdao génica. As principais vias de
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sinalizagdo das células-tronco incluem: Hedgehog, Wnt e Notch
(MOLOFSKY et al. 2004; POLITI et al. 2004; DONTU et al. 2004,
ANDROUTSELLIS-THEOTOKIS et al. 2006). Estas vias parecem atuar de
forma importante também nas CTT do cancer de mama, quando
anormalmente ativadas. Uma das principais vias estudadas no cancer de
mama, atuando como potencial alvo terapéutico, € a via de sinalizagao

Notch (YAMAGUCHI et al. 2008).

1.5 A VIA DE SINALIZAGAO NOTCH

A via de sinalizagao Notch (neurogenic locus notch homologue protein)
€ um mediador de sinalizagao celular justacrino, conservado em inumeros
organismos multicelulares (HARRISON et al. 2010). Em 1919, a via Notch foi
inicialmente descoberta e entdo nomeada de acordo com seu efeito
fenotipico de perda parcial de asas em Drosophila (ARTAVANIS-
TSAKONAS et al. 1999). Desde entdo, a fungao das proteinas Notch tem
sido estudada em organismos diversos, de vermes a humanos. A via Notch
atua na comunicagdo entre células adjacentes, envolvendo mecanismos
regulatorios dos genes que controlam multiplos processos de diferenciagéo
celular durante a embriogénese e a vida adulta. Na embriogénese de
mamiferos, a via Notch participa particularmente da neurogénese,
angiogénese, do desenvolvimento da glandula mamaria, do coragéo e do
sistema linfatico (ARTAVANIS-TSAKONAS et al. 1999). Seus mediadores

atuam controlando a resposta celular a estimulos de desenvolvimento
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extrinsecos e intrinsecos, necessarios para dar inicio a especificos
programas de desenvolvimento celular, seja na mama ou em outros tecidos,
com o potencial de afetar vias de diferenciacdo celular, proliferacdo, e
apoptose. A mesma via, em situacdes diferentes, pode dar inicio a uma
grande variedade de atividades celulares, sendo a proliferagdo celular
resultante dependente de um complexo contexto (GUO et al. 2011).

A via Notch em mamiferos compreende quatro receptores
transmembrana: Notch 1, Notch 2, Notch 3 e Notch 4, e cinco ligantes
transmembrana: Delta-like1 (DLL1), Delta-like3 (DLL3) e Delta-like4 (DLL4),
Jagged1 e Jagged2. Na via candnica de ativagao, os ligantes expressos nas
membranas de células sinalizadoras se conectam ao dominio extracelular do
receptor Notch, em uma célula adjacente receptora de sinal. Esta € uma
mediagao justacrina, com necessidade de contato direto entre as células. A
ligagcdo ocasiona clivagens proteoliticas sequenciais do receptor, a primeira
através das enzimas desintegrina A e metaloproteinase 10 ou 17
(ADAM10/17), seguida da clivagem pelo complexo de gama-secretases
(PSEN1, PSEN2, APH1, nicastrina). Estas clivagens resultam na liberagéo
do dominio intracelular do receptor, que se transloca para o nucleo,
interagindo com as proteinas RBPJ (Recombination signal Binding Protein
for immunoglobulin kappa J) ou CBF-1/Su(H)/Lag-1 (CSL), para gerar um
complexo ativador transcricional contendo coativadores da familia
Mastermind ou Mastermid-like (MAML). A formagao deste complexo resulta
na expressao de varios genes alvo, como a familia HES/HEY, MYC e p21,

que estao envolvidos no crescimento, diferenciacdo e sobrevivéncia celular
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(ARTAVANIS-TSAKONAS et al. 1999; BRAY 2006; EFSTRATIADIS et al.
2007; HARRISON et al. 2010). O receptor Notch nuclear é entdo
rapidamente fosforilado, ubiquitinado, e degradado, raramente se
acumulando no nucleo (RIZZO et al. 2008). O mecanismo de ativagao da via
Notch encontra-se ilustrado na Figura 1.

Os alvos melhor caracterizados dos receptores Notch sdo repressores
transcricionais das subfamilias HES (HES 1-7) e HEY (HEY 1, HEY2, HEYL,
HESL/HELT, DEC1/BHLHB2, DEC2/BHLHB3) (ISO et al. 2003;
SCWANBECK et al. 2008; ZANOTTI e CANALIS 2010). Tanto as proteinas
Hes como Hey contém um dominio basico, que determina a especificidade
da ligacdo do DNA, e um outro dominio que permite as proteinas formarem
homo ou heterodimeros. Sua fungdo biolégica no cancer de mama
permanece relativamente incerta. HES1 € um gene supressor tumoral em
células epiteliais e age como mediador dos efeitos proliferativos do 17B-
estradiol (E2) nas células tumorais do cancer de mama (STROM et al. 2000;
MULLER et al. 2002). Em contrapartida, HES6 € um novo gene regulado
pelo estrogeno, e potencial oncogene hiperexpresso no cancer de mama

com fungdes promotoras tumorais e proliferativas (HARTMAN et al. 2009).
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Fonte: Adaptado de TAKEBE et al. (2015).
Figura 1 - A via de sinalizagcdo Notch canbdnica e os inibidores

farmacoldgicos relevantes em desenvolvimento no cancer.

Outros genes alvo da via notch incluem proteinas e fatores envolvidos
no controle do ciclo celular e processo de sobrevivéncia celular, como:
p21WAF1/Cipl (um inibidor de quinase dependente de ciclina que atua tanto
como sensor como realizador de multiplos sinais antiproliferativos), Deltex
(um regulador positivo da atividade Notch), NF-KB (um fator transcricional),
CCND1 (um sensor mitogénico e ativador alostérico da quinase dependente

de ciclina CDK4/6) e MYC (um oncogene e regulador do ciclo celular)
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(ARTAVANIS-TSAKONAS et al. 1999; MIELE e OSBORNE 1999; MIELE et
al. 2006; EFSTRATIADIS et al. 2007; GUO et al. 2011). Recentemente, a
survivina, membro da familia de proteinas inibidoras da apoptose e indutor
da proliferagao celular, foi identificada como nova proteina de gene alvo para
Notch. A estimulagao da via Notch resultou na ativagao direta da transcrigao
do gene SURVIVINA (GUO et al. 2011).

A funcdo da via de sinalizagdo Notch foi reconhecida décadas atras,
quando alteracbes em membros da via de sinalizacdo Notch foram
responsabilizadas por inumeras doengas humanas. A identificacdo de uma
translocagao cromossémica recorrente t(7;9)(q34;934.3) foi relacionada ao
gene NOTCHY1, identificada em uma pequena amostra de casos de leucemia
linfoblastica aguda de células T (ELLISEN et al. 1991). Desde entéo, os
mediadores Notch foram associados a inumeras malignidades humanas,
como: carcinomas de colo uterino, endometrial, colorretal, de cabeca e
pescoc¢o, pulmonar, renal, pancreatico, leucemias e linfomas e também no
cancer de mama, seja em lesdes mamarias invasivas como in situ (DANG et
al. 2000; LEETHANAKUL et al. 2000; RAE et al. 2000; SUZUKI et al. 2000;
HENDRIX et al. 2002; KOPAN e ILAGAN 2009; MIELE et al. 2006).

A contribuicdo da sinalizagao Notch aberrante para o cancer de mama
foi inicialmente identificada em glandulas mamarias de murinos. Nesta
ocasido, o gene INT3, identificado posteriormente como Notch 4, foi
evidenciado como local de inser¢cdo de virus tumoral mamario de ratos

(MMTV), com sua ativagdo levando ao desenvolvimento de tumores
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mamarios em glandulas de murinos (GALLAHAN et al. 1987; DIEVART et al.
1999; WEIJZEN et al. 2002).

Diferente das leucemias linfoblasticas agudas de células T (LLA-T),
onde mais da metade dos pacientes apresenta uma mutacao ativadora de
Notch 1 (WENG et al. 2004), no cancer de mama, ainda nao foi relatada uma
alteracdo cromossOmica envolvendo a via Notch. Na LLA-T, mutagdes
ativadoras sao comumente encontradas na regido reguladora negativa da
membrana do receptor Notch 1, e no dominio PEST (residuo de
Prolina/Acido Glutamico/Serina/Treonina), que regula a metabolizacdo do
dominio intracelular do receptor Notch 1 ativado. Analisando-se 48 amostras
de carcinomas mamarios invasivos, apenas uma mutacdo nonsense em
NOTCH2 foi identificada, produzindo um dominio PEST truncado,
aumentando assim a sinalizagao Notch 2, (LEE et al. 2007).

A auséncia de mutacdes identificadas leva ao questionamento critico
de como a via de sinalizagdo Notch pode ser anormalmente ativada e
patogénica no cancer de mama. Duas possiveis explicagbes tém sido
propostas: (a) maior expressao de receptores Notch e/ou de seus ligantes e
(b) perda do seu regulador negativo, NUMB (HAN et al. 2011).

Inimeros estudos reportaram que a expressao de receptores Notch e
seus ligantes foi maior em carcinomas mamarios humanos, comparando-se
ao parénquima mamario adjacente (PARR et al. 2004; ZANG et al. 2007;
RIZZO et al. 2008; ZARDAWI et al. 2010; MA et al. 2011). Evidéncias

sugerem também a ativagdo da via de sinalizagdo Notch em lesbes pré-
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invasivas da mama, incluindo hiperplasia ductal atipica e carcinoma ductal in
situ (FARNIE et al. 2007; MITTAL et al. 2009; ZARDAWI et al. 2010).

A via de sinalizacdo Notch aberrante pode atuar tanto como supressora
tumoral, quanto como oncogénica, dependendo do contexto celular de
expressao de receptores e ligantes (PREVIS et al. 2015). Em particular,
elevada expressdo de NOTCH1 e NOTCHS3 tém sido associada a tumores
com receptores hormonais negativos. NOTCH4, de forma similar a NOTCHL1
e NOTCH3, também funciona como oncogene, mas em cancer de mama
com receptor hormonal positivo (TOUPLIKIOTI et al. 2012). REEDIJK et al.
(2005) observou elevada coexpressao de JAG1 e NOTCH1 em carcinomas
mamarios invasivos, associando-a a pior sobrevida global. Ja a elevada
expressdo de NOTCH2 tem sido associada a melhor sobrevida (PARR et al.
2004), o que pode ser consequéncia de maior apoptose demonstrada in vitro
(O’'NEILL et al. 2007).

Ha indicios apontando que a via de sinalizagdo aberrante Notch
contribui para a resisténcia de células mamarias tumorais a diversos
tratamentos, através da regulacdo da apoptose (LEONG et al. 2006). A
resisténcia a modalidades terapéuticas foi observada desde quimioterapicos
como doxorrubicina e docetaxel (ZANG et al. 2010; GU et al. 2016; WANG et
al. 2017), a terapia alvo anti-HER2 (OSIPO et al. 2008), a radioterapia
(PHILLIPS et al. 2006), e & hormonioterapia (RIZZO et al. 2008; SIMOES et
al. 2015; ACAR et al. 2016).

O papel terapéutico da via de sinalizagao Notch tem sido extensamente

investigado, especialmente em tumores triplo-negativos, tendo em vista a
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auséncia de terapias alvo nestes tumores e a caracteristica presencga de
células com aspectos similares a células-tronco tumorais (MARUTHANILA et
al. 2017).

Em estudo pré-clinico, um inibidor de gama-secretase (PF-03084014)
ressensibilizou células tumorais mamarias ao docetaxel (ZHANG et al.
2013). J& em estudo fase |, este mesmo inibidor da gama-secretase, PF-
03084014, demonstrou-se seguro e bem tolerado em pacientes com tumores
sélidos avancados (MESSERSMITH et al. 2015). Em outro estudo fase |, a
utilizagdo de inibidores da gama-secretase em combinagdo com docetaxel
evidenciou-se promissora no tratamento de pacientes com cancer de mama
metastatico triplo-negativo (LOCATELLI et al. 2017).

Os anticorpos monoclonais anti-Notch 1 parecem retardar a recorréncia
do tumor e aumentar o efeito antitumoral da quimioterapia (QIU et al. 2013).
A inibicdo da via Notch através de anticorpo Notch 1 anti-NRR (regido
regulatéria negativa) também tem sido investigada (WU et al. 2010).
SIMOES et al. (2015) demonstrou o beneficio in vitro da associacdo
terapéutica antiestrogénica a um anticorpo anti-Notch 4.

Estudos pré-clinicos sugerem potencial uso de Mesilato de imatinibe
(Gleevec), ao inibidor da via Notch e c-Myc, em cancer de mama
(CALLAHAN et al. 2017). Além disso, substancias naturais, como a
genisteina, um isoflavondide encontrado na soja, o sulforafano, produto
encontrado no brocolis, o resveratrol e a curcumina estdo sendo estudadas,

com aparente efeito antagonista da via Notch (LIU et al. 2016). Ja YUAN et
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al. (2015) relatou que os inibidores de Notch podem bloquear a progressao

inicial do carcinoma ductal in situ.

1.6 PROTEINAS DE GENES ALVO

Acredita-se que o status de expressao de proteinas que regulam a
apoptose modula a resisténcia das células tumorais a morte celular
programada, e as superexpressdes destas proteinas conduzem a resisténcia
a quimioterapia e a caracteristicas bioldgicas de células tumorais associadas
a malignidade.

Neste contexto, a survivina, 0 menor membro da familia de proteinas
inibidoras da apoptose, € uma das moléculas mais estudadas. A survivina,
também chamada de BIRCS (baculoviral inhibitor of apoptosis repeat-
containing 5), € uma proteina intracelular de 16,5 kDa, expressa na fase
G2/M do ciclo celular, e esta envolvida na inibicdo da apoptose, no controle
da divisao celular e na promogao da angiogénese (AMBROSINI et al. 1997;
REED et al. 2000; RYAN et al. 2006). Sua func&o anti-apoptodtica esta
relacionada a sua capacidade de inibir a via de caspases, direta ou
indiretamente (ATHANASSIADOU et al. 2011).

O primeiro relato de survivina foi atribuido a AMBROSINI et al. (1997),
que descreveu a survivina como uma proteina exclusivamente
citoplasmatica, mais expressa em ceélulas tumorais, sendo detectada
raramente em tecidos adultos normais (NASSAR et al. 2008; ADAMKOV et

al. 2010). Foi demonstrada a superexpresséo de survivina em varios tipos de
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cancer, incluindo carcinomas de ovario (SUI et al. 2002), pulmao (MONZO et
al. 1999), célon (SARELA et al. 2000), bexiga (SWANA et al. 1999),
endométrio (TAKAI et al. 2002) e prostata (KRAJEWSKA et al. 2003;
ALTIERI et al. 2008).

Vérios estudos anteriores avaliaram o papel progndstico da survivina
no cancer da mama. No entanto, o resultado € ambiguo, pois estudos
publicados relataram que sua expressao é prognosticamente irrelevante
(O’'DRISCOLL et al. 2003), associada a melhora do desfecho (KENNEDY et
al. 2003) ou desfecho adverso (TANAKA et al. 2000; SPAN et al. 2004) em
pacientes com cancer de mama. A discrepancia entre os achados pode
resultar de um tamanho de amostra relativamente pequeno ou diferentes
meétodos de deteccao.

LEE et al. (2008) demonstrou que a ativagado da via de sinalizagao
Notch em células de cancer de mama negativas para receptor de estrégeno
resultou na regulagdo transcricional positiva direta da survivina. Esta
resposta esta associada com aumento da expressao de survivina na mitose,
aumento da proliferacado celular e aumento na divisao celular. Inversamente,
a inibicdo de Notch com um inibidor de peptidil gama-secretase suprimiu os
niveis de survivina, induziu apoptose, aboliu a formagao de colonias em agar
e inibiu o crescimento de tumor localizado e metastatico em ratos, sem
toxicidade de 6rgao ou sistémica. Em contraste, as células de cancer da
mama RE positivas, ou demais tipos de células normais, foram insensiveis a

estimulacao de Notch (LEE et al. 2008).
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A existéncia de formas nucleares ou citoplasmaticas distintas de
survivina foi reconhecida e os investigadores questionaram se a diferente
localizacdo celular da survivina poderia refletir em variadas funcgoes,
contribuindo potencialmente para a disparidade dos resultados (AMBROSINI
et al. 1997; FORTUGNO et al. 2002; LI et al. 2014). Desta forma, no
citoplasma, a survivina interage com outras proteinas inibidoras da
apoptose, incluindo a proteina inibidora da apoptose ligada ao X, para
aumentar sua estabilidade e portanto sua funcdo antiapoptética ao inibir a
morte celular dependente de caspases (ALTIERI et al. 2002; FORTUGNO et
al. 2002). No nucleo, a survivina regula a divisdo celular ao interagir com um
complexo denominado proteinas passageiras cromossdmicas (LENS et al.
2006).

Apesar da heterogeneidade dos resultados, a expressao de survivina
esta mais frequentemente associada a pior prognéstico no cancer de mama,
progressao tumoral e resisténcia ao tratamento (LI e XING 2006; HINNIS et
al. 2007; YAMASHITA et al. 2007; NASSAR et al. 2008; MORIAI et al. 2009;
LI et al. 2014). Em uma tentativa de compreender melhor a relagéo entre a
expressao de survivina e a sobrevida em pacientes com cancer de mama, LI
et al. (2014) conduziu uma metanalise onde identificou uma associagao
entre a expressao de survivina e pior prognostico em pacientes com cancer
de mama, resultando em maior risco de recidiva e pior sobrevida global,
apesar do desafio dos diferentes métodos utilizados para detecgao da
proteina. A expressdo de survivina também esteve associada ao status

linfonodal e estadiamento (LI et al. 2014).



24

Bcl2 também é uma proteina reguladora da apoptose, membro da
familia Bcl (BASU et al. 1998; BOUCHALOVA et al. 2014). Seu potencial
tumorigénico foi demonstrado em modelos animais (MCDONNELL et al.
1991) e é baseado nos achados de hiperexpressdo de Bcl2 em uma
variedade de tumores e linfomas nos quais BCL2 age como um oncogene
(MCDONNELL et al. 1992; PIETENPOL et al. 1994). No entanto, em muitos
tumores de 6rgaos solidos, incluindo cancer de mama, Bcl2 paradoxalmente
parece exercer um efeito supressor tumoral, enquanto sua expressao esta
associada com caracteristicas prognésticas favoraveis como baixo grau
histolégico, positividade de receptor de estrégeno e melhor progndstico
(CALLAGY et al. 2006). A proteina parece exercer fungbes celulares
diferentes a depender da interacdo com outros membros da familia Bcl.
EOM et al. (2016) demonstrou que a expressao de Bcl2 esta associada a
melhor sobrevida livre de recorréncia em tumores de mama classificados
como luminal A.

A proteina ciclina D1, de aproximadamente 34KDa, € um conhecido
regulador do ciclo celular que age através da ligagdo com quinase
dependente de ciclina (CDK 4/6), inativando a proteina do retinoblastoma
(Rb), levando a progressao do ciclo celular (KATO et al. 1993; CALDON et
al. 2010). O gene CCDNL1, que codifica a ciclina D1, esta localizado no
cromossomo 11913, e encontra-se comumente amplificado em muitos
tumores humanos, incluindo o cancer de mama. A amplificagcdo do gene
CCND1 é encontrada em 15% dos tumores de mama em humanos,

enquanto a superexpressdo da proteina € identificada em até 50% dos
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casos (ZHANG et al. 1994; ZUKERBERG et al. 1995).

A expressdo aberrante de ciclina D1 encontra-se associada a
carcinogénese mamaria através da regulagdo do ciclo celular. Dados de
CASIMIRO et al. (2012) sugerem que a ciclina D1 contribui para a
instabilidade cromossdémica e a tumorigénese por regular diretamente um
programa transcricional que controla a estabilidade cromossdmica. Por outro
lado, alguns estudos tem demonstrado que a ciclina D1 pode também atuar
por meio da ligagao direta a receptores de estrogeno, propagando o efeito
em cadeia do estrogeno por uma via independente de CDK e Rb (ARNOLD
et al. 2005) e, também, por meio de acetilases e desacetilases de histonas
(FU et al. 2004).

Os efeitos biolégicos da superexpressao de ciclina D1 no processo da
tumorigénese sao exibidos através das vias de sinalizagdo Notch, Hedgehog
e Wnt (FARNIE et al. 2007; VISBAL et al. 2010; WEND et al. 2010).
Inumeros estudos tem demonstrado que a alteragdo na regulagdo destas
vias pode levar ao desenvolvimento de cancer de mama em ratos
(VORECHOVSKY et al. 1999; SORIANO et al. 2000; HUELSKEN et al.
2000; KELLY et al. 2004) e em humanos (PASCA et al. 2003; KARHADKAR
et al. 2004; LIU et al. 2005). Um estudo indicou que a delegdo do gene
CCND1 levou a faléncia do desenvolvimento mamario em ratos (FANTL et
al. 1995). WANG et al. (1994) demonstrou que a hiperexpressao do
oncogene da Ciclina D1 pode induzir tumores mamarios em ratos. Estes
achados sugerem que a Ciclina D1 pode direta ou indiretamente iniciar a

diferenciagao das células glandulares mamarias. Outros estudos sugeriram
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que a ciclina D1 pode inibir a diferenciacdo de adipécitos (CALDON et al.
2010). Além disso, ha na literatura demonstracées de que a elevada
expressdao dos niveis de ciclina D1 esta associada a instabilidade
cromossOmica, especificamente nos tumores de subtipo Iluminal B
(CASIMIRO et al. 2012).

WANG et al. (2013) detectaram niveis insignificantes de expressao de
ciclina D1 em papilomas, comparados aos altos niveis de expressao de
ciclina D1 em carcinomas papiliferos, diferenga estatisticamente significativa,
demonstrando possivel papel na oncogénese do cancer de mama (WANG et
al. 2013). Analisando os diferentes perfis de classificagdo molecular, em um
estudo publicado por RAVIKUMAR e ANANTHAMURTHY (2014), identificou-
se expressao de ciclina D1 em 92% dos tumores luminais, enquanto, nos
tumores triplo-negativos, nao foi identificado nenhum caso de
hiperexpressao de ciclina D1 (RAVIKUMAR e ANANTHAMURTHY 2014). A
associagao entre expressao de ciclina D1 e receptor de estrogeno também
foi identificada em outros estudos (REIS-FILHO et al. 2006; LEE et al. 2007).

A proteina p21 ¢é inibidora de quinase dependente de ciclina implicada
nos mecanismos de controle do ciclo celular que permitem a reparagao do
DNA. Ela bloqueia a transicdo do G1 a fase de S e suprime a proliferagao
celular. Em tumores esporadicos de mama a expressdo de p21 tem
correlagdo inversa com a expressao p53 e o grau histolégico do tumor.
Parece estar relacionada a diferenciagao celular em diversos modelos de
tumores. Embora as mutagcdes do gene p21 sejam raras, a superexpressao

da p21 é vista frequentemente nos carcinomas de mama (JONG et al. 1999;
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HEIKKILA et al. 2000; BALASENTHIL et al. 2004).

A superexpressao de p21 geralmente vem associada a
superexpressdao da ciclina D1, o que sugere controle negativo de uma
proteina em relagdo a outra, sendo a ciclina D1 regulador positivo do ciclo
celular e a p21 regulador negativo. Por este mecanismo, os efeitos da
superexpressao da ciclina D1 podem ser neutralizados, bloqueando a
proliferagédo celular e permitindo que as células se diferenciem (JONG et al.
1999; HEIKKILA et al. 2000; BALASENTHIL et al. 2004; ROY e THOMPSON
2006).

A proteina p21 esta expressa em torno de 60% dos tumores de mama
e associa-se a tumores com receptores de estrogénio positivo, de baixo grau
histolégico, bem diferenciados e que geralmente respondem bem aos
antiestrogénicos (REED et al. 1999). Porém o valor preditivo e prognéstico
da expressdo p21 nao esta totalmente claro, existindo discordancias em
diferentes estudos, e em relagcdo a diferentes graus de expressbes da
proteina no tumor avaliado, necessitando ainda de novos dados para melhor

compreensao desta proteina (LEBEAU et al. 2003).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos sugerem que a via de sinalizagdo Notch tem importante
atuagdo na carcinogénese mamaria, e na resposta aos diferentes
tratamentos. Trata-se de uma via complexa, que participa na formacao do
tecido mamario normal, e também da iniciacdo e progressao do cancer de
mama, através de multiplos efeitos na proliferacao e diferenciacéo celular,
apoptose e, principalmente, manutencédo de células tronco mamarias e sua
capacidade de autopropagacao. Estudos clinicos utilizando inibidores
isolados desta via, através da combinagdo com quimioterapicos, docetaxel e
doxorrubicina, apresentaram resultados animadores. Além disso, a agao do
trastuzumabe parece também estar relacionada a inibicdo da via Notch.
Acredita-se ainda que esta via esteja alterada em diferentes mecanismos de
resisténcia ao tratamento do cancer de mama, seja na quimioterapia, terapia
alvo HERZ, radioterapia e hormonioterapia.

Os dados na literatura a respeito da associacdo prognodstica entre
expressao proteica da via de sinalizacdo Notch e o cancer de mama séao
€scassos, ja que a maioria dos estudos publicados sédo voltados para
expressao génica.

O presente estudo justifica-se na ampliacdo do conhecimento desta via
através de sua imunoexpressao, o que o torna mais acessivel e reprodutivel,

ao utilizar uma metodologia precisa.
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Ao investigar-se um grupo de pacientes com estadiamento inicial que,
contrariamente as expectativas de sobrevida, cursaram com recidiva, tem-se
uma amostra com um perfil biolégico certamente distinto, onde diferentes
expressbes protéicas implicadas no prognéstico serdo mais facilmente
observadas. Este seleto grupo de pacientes proporciona um universo
cientifico a ser explorado, na tentativa de justificar tal desfecho desfavoravel.

A confirmagédo da associagdo prognostica da via Notch no cancer de
mama fomentaria ensaios clinicos mais robustos com os recém-descobertos

inibidores Notch.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao protéica de receptores da via Notch e principais
proteinas de genes alvo em cancer de mama de estagio inicial de pacientes
tratadas no servigo de Mastologia do Hospital Haroldo Juagaba, e

A.C.Camargo Cancer Center.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4 Comparar a expressao protéica de receptores Notch 1 2, 3 e 4,
receptor Notch 1 ativado, e proteinas Bcl-2, Ciclina D1, p21 e
survivina, entre pacientes com e sem recidiva tumoral.

4 Analisar as diferengcas de expressao protéica de receptores da via
Notch 1 2, 3 e 4, e receptor Notch 1 ativado, e as proteinas de genes
alvo, Bcl-2, Ciclina D1, p21 e survivina, considerando os diferentes
subtipos moleculares de cancer de mama classificados por imuno-

histoquimica.
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4 PACIENTES E METODOS

41 NATUREZA DO ESTUDO

Trata-se de um estudo retrospectivo horizontal analitico, do tipo caso-

controle.

42 AMOSTRA

A amostragem ¢é do tipo intencional, consistindo de pacientes do sexo
feminino, tratadas por carcinoma mamario invasivo, cujo diagndéstico tenha
ocorrido entre janeiro de 2001 e dezembro de 2010, no Hospital Haroldo
Juacgaba - ICC, e A.C.Camargo Cancer Center.

As pacientes com evolucdo desfavoravel da doenga, ou seja, que
apresentaram, ao longo do seguimento, recidiva local, locorregional ou
sistémica, integram o grupo caso, e pacientes que nao tenham apresentado
o desfecho, com evolugdo favoravel da doenca, representam o grupo

controle.
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4.3 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.3.1 Critérios de inclusao

- Sexo feminino;

- carcinoma invasivo da mama;

- estagios: pT1 ou pT2 pNO;

- tratamento segundo os protocolos atuais de cirurgia, quimioterapia,

hormonioterapia e radioterapia.

4.3.2 Critérios de exclusao

Bidpsia excisional prévia (pTx);

tratamento cirurgico realizado em outro servico;

terapia neoadjuvante;

tratamento oncoldgico sistémico prévio por qualquer outro tipo de
tumor;

abandono de tratamento;

segunda neoplasia primaria da mama (in situ ou invasora);

blocos de parafina nao localizados;

auséncia de informagdes no prontuario quanto a evolugao clinica;
amostras histologicas insuficientes para analise (exemplos:
tumores microinvasores, bloco unico de parafina com pequena
representacao tumoral), no intuito de garantir a reserva histoldgica

da respectiva paciente para possivel necessidade clinica futura.
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44 GRUPOS CASO E CONTROLE

A amostra foi dividida em dois grupos, onde no grupo caso foram
reunidas espécimes de pacientes que tenham apresentado o desfecho
desfavoravel, recidiva local, locorregional e/ou sistémica, enquanto no grupo
controle foram estudados casos de pacientes sem sinais de recidiva tumoral.
Os grupos foram distribuidos numa razéo 1:2 (casos: controles), pareados
por idade, tamanho do tumor e positividade de receptor de estrogeno, tendo
em vista os demais marcadores de imuno-histoquimica ndo serem

realizados de rotina no inicio do periodo em questao (2001).

4.5 COLETA DE DADOS

A amostra foi selecionada inicialmente através do registro do Hospital
Haroldo Juacgaba, Instituto do Céancer do Ceara (ICC), onde foram
identificadas pacientes do sexo feminino cujo diagndstico de carcinoma
mamario invasivo ocorrera entre janeiro de 2001 e dezembro de 2010 no
ICC, com estadiamento clinico T1-T2NO. A partir de entdo, foram
selecionados os prontuarios médicos sob guarda do servico de Arquivo
Médico e Estatistica - SAME do Hospital Haroldo Juagcaba - Instituto do
Cancer do Ceara. Utilizando-se uma ficha confeccionada para coleta de
dados (apéndice), foram separados, de acordo com o desfecho (recidiva), as
pacientes do grupo caso e controle. Blocos e laminas do laboratério de
patologia foram resgatados com dados de prontuario para dar continuidade

da analise.
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No intuito de ampliar o numero de pacientes do grupo caso, foram
incluidas pacientes do A.C.Camargo Cancer Center que apresentaram
recidiva tumoral, através de bancos de dados de pesquisas previamente
realizadas na instituicdo, utilizando-se os mesmos critérios de inclusao e

exclusao utilizados nas pacientes do ICC.

4.6 VARIAVEIS ESTUDADAS

4.6.1 Variaveis dependentes

v recidiva tumoral (desfecho);

4.6.2 Variaveis independentes
- idade;
- tipo histologico;
- grau histologico;
- estadiamento patoldgico;
- tratamento
- classificagcdo molecular do cancer de mama por imuno-histoquimica;
- expressao de receptores Notch 1 2, 3 e 4, e Notch 1 ativado;

- expressao das proteinas ciclina D1, Bcl-2, Survivina e p21
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4.7 AVALIAGAO HISTOLOGICA DO MATERIAL

ApOs a selegdo da amostra, os laudos anatomopatolégicos das
cirurgias (quadrantectomia ou mastectomia) foram identificados e as
respectivas laminas localizadas. As laminas coradas com hematoxilina-
eosina (HE) foram revisadas por patologistas dedicados a area oncoldgica
para confirmagao do diagndstico de carcinoma mamario invasivo. Realizou-
se selecdo da lamina com maior representatividade do carcinoma invasor,
demarcando-se a melhor area para realizagdo do estudo. Em seguida,
localizaram-se os blocos de parafina correspondentes. A area diagnosticada
como invasiva na lamina de HE com maior representatividade tumoral foi
demarcada nos respectivos blocos de parafina, ilustrados na Figura 2. O
material foi estudado de acordo com a técnica de microarranjo tecidual,

tissue microarray (TMA), descrita a seguir.
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Figura 2 - Demarcagéao das laminas e blocos originais para identificagéo das
areas representativas para confec¢ao do bloco receptor - Tissue Microarray
(TMA).
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4.8 PREPARO DO BLOCO DE TMA (TISSUE MICROARRAY)

Inicialmente descrita em 1987 por WAN et al.,, e popularizada
KONONEN et al. (1998), a técnica de tissue microarray (TMA) € um método
que consiste em retirar pequenos fragmentos de multiplos blocos de parafina
convencionais (blocos doadores) e inseri-los em um unico novo bloco vazio
(bloco receptor). O TMA permite a avaliagdo de centenas de amostras
teciduais em uma unica lamina. A obtencdo de amostras dos blocos de
parafina doadores é realizada por meio de agulha (punch) com diametro de
0,6; 1,0; 1,5 ou 2,0 milimetros. Estas amostras sdo entdo inseridas em um
bloco receptor vazio, por meio de um aparelho chamado tissue microarrayer.
A técnica de TMA proporciona uma importante reducdo de custos,
minimizando a necessidade de reagentes, mao de obra e de tempo de
confeccdo e analise de laminas reduzido, sendo portanto um consideravel
avancgo na pesquisa cientifica (ILYAS et al. 2013).

Apo6s a confirmacgao histologica do diagnostico de carcinoma infiltrante
da mama, demarcagao da area da lamina em HE e, em seguida, do bloco de
parafina doador, foram retiradas duas amostras cilindricas com didametro de
1mm de cada caso clinico da regido previamente demarcada. Cada cilindro
retirado, por sua vez, foi transferido para um outro bloco de parafina, o bloco
receptor, empregando-se um tissue microarrayer apropriado, ilustrado na
Figura 3 (Beecher Instruments Micro Array Technology, NJ, EUA). Desta
forma, foram confeccionados dois blocos de parafina de TMA que continham
o material duplicado de todas as pacientes da amostra a serem analisados,

permitindo leitura rapida e simultdnea dos exames, ilustrado na figura 4.
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Tecido de placenta foi adicionado ao inicio da sequéncia das amostras no
bloco de TMA para facilitacdo de leitura histolégica. A partir do bloco de

TMA, foi efeituado o preparo das laminas, cuja técnica é descrita a seguir.

Figura 3 - Equipamento Tissue microarrayer (Beecher Instruments Micro
Array Technology, NJ, EUA) utilizado para obter amostras cilindricas de

tecido do bloco original e inserir de forma organizada e matricial no bloco

receptor
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Figura 4 - Bloco receptor de tissue microarray (TMA) contendo replicatas

técnicas (direita e esquerda) organizadas em matriz. As amostras foram obtidas

de amostras de cancer de mama de pacientes tratadas entre 2001 e 2010 no Instituto do

Cancer do Ceara e A.C.Camargo Cancer Center.

4.9 PREPARO DAS LAMINAS PARA IMUNO-HISTOQUIMICA

Realizou-se cortes dos blocos de TMA resfriados em microtomo
rotativo na espessura de 5um. Colocou-se o material em banho maria em
torno de 40°C e aderido as laminas. As laminas foram entdo levadas a
estufa aquecida a 60°C para remover o excesso de parafina e melhorar a
fixagdo do corte a lamina. Em seguida, realizou-se coloragdo classica com
hematoxilina-eosina (HE).

Uma vez as laminas identificadas por cédigo de barras, processou-se
as reagoes de imuno-histoquimica em plataforma automatizada BenchMark
ULTRA® (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, EUA). O protocolo
seguido apresentou as seguintes etapas:

1 Identificagdo das laminas com as etiquetas de cddigos de barras.
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Desparafinizagcdo das laminas em solugcdo de EZ PREP (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, EUA).

Recuperacdo antigénica por calor em solugdgo CC1 (Ultra Cell
Conditionig Solution) com pH alto a 96°C em tempo previamente
padronizado para cada anticorpo.

Bloqueio da peroxidase enddgena por 5 minutos utilizando o reagente
de bloqueio de peroxidase (UltraView Universal DAB Inhibitor, 3%
H202).

Passagens em solugdes de lavagem ( Wash buffer).

Incubacdo com anticorpo primario com tempo previamente
padronizado.

Passagens em solugdes de lavagem.

Incubagdo com polimero HRP (HRP Multimer) com subsequentes
lavagens em tampéao.

Incubagdo com o cromoégeno Diaminobenzidine (DAB), passagem em
tampéao de lavagem e contracorados com Hematoxilina (Hematoxilina
II), lavadas, passadas em agua com detergente para retirada do LCS,
seguida de lavagem em agua corrente e destilada.

Passagem em xilol, alcool e montagem.

Os anticorpos utilizados estao listados no Quadro 1.
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Quadro 1 — Caracteristicas dos anticorpos e reagentes utilizados nas reagdes

imuno-histoquimicas.

Anticorpo Fabricante Clone Diluigao Kit detecgao
Estrogen receptor (ER) Ventana SP1 Ready to Ultraview
use Universal DAB Kit
Progesterone receptor Ventana 1.E2 Ready to Ultraview
(PR) use Universal DAB Kit
HER-2/neu Ventana 4B5 Ready to Ultraview
use Universal DAB Kit
Ki-67 Ventana 30.-9 Ready to Ultraview
use Universal DAB Kit
Anti-Notch 1 - ChIP Abcam AB27526 1/100 Ultraview
Grade Universal DAB Kit
Anti-Notch 2 Abcam AB8926 1/600 Ultraview
Universal DAB Kit
Anti-Notch 3 Abcam AB23426 1/100 Ultraview
Universal DAB Kit
Anti-Notch 4 Abcam AB134831 1/600 Ultraview
Universal DAB Kit
Anti-Notch 1 antibody - Abcam AB8925 1/100 Ultraview
Cleaved - Val 174 Universal DAB Kit
p21WAF! Cell Marque DCS-60-2 Ready to Ultraview
use Universal DAB Kit
Ciclina D1 Ventana SP4-R Ready to Ultraview
use Universal DAB Kit
Bcl-2 Ventana 124 Ready to Ultraview
use Universal DAB Kit
Survivina NEOMARKERS | POLICLONAL 1/100 Novolink-polymer

Novocastra
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4.10 GRAU HISTOLOGICO

A graduagdo histolégica de carcinomas é uma estimativa de sua
diferenciagado, aplicada a porcéo invasiva do tumor. A graduagao nuclear,
por sua vez, é a avaliagéo citologica dos nucleos de células tumorais em
comparagao a nucleos de células normais da glandula mamaria. Como a
graduagdo nuclear ndo envolve a avaliagdo do padrdo de crescimento
tumoral, este procedimento € aplicavel ndo somente a carcinomas mamarios
invasivos, mas também a lesdes in situ (HODA 2014).

O sistema de graduagdo histolégica mais amplamente utilizado é
baseado nos critérios estabelecidos por BLOOM (1950), BLOOM e
RICHARDSON (1957), e ELSTON e ELLIS (1991). As caracteristicas
avaliadas sao: (a) extensao de formagéao tubular, (b) hipercromasia, tamanho
e pleomorfismo nuclear, (c) atividade mitética. A cada um destes trés
elementos é atribuido um escore em uma escala de 1 a 3, e o grau definitivo
€ determinado pela soma destes escores. A graduagdo histologica é
tradicionalmente expressa em trés categorias: escore 3 a 5, bem
diferenciado (grau I), escore 6 a 7, moderadamente diferenciado (grau Il), e
escore 8 a 9, pouco diferenciado (grau Illl) (HODA 2014). Uma modificagdo
da graduacgéo proposta por Bloom-Richardson, a graduagéo histologica de
Nottingham, apresentou critérios mais rigorosos para a definicido dos
parametros avaliados (Quadro 2), com aumento da concordancia

interobservadores (FRIERSON et al. 1995).
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Quadro 2 - Sistema de graduagio histolégica combinada de Scarff-Bloom-
Richardson modificado por Elston-Ellis (Sistema de Nottingham).

Formacao Tubular (%) Pleomorfismo Nuclear Atividade Mitética *

Nucleo tumoral similar aos

>75% = escore 1 nucleos de células ductais 0-5 mitoses por 10 CGA =

e escore 1
normais = escore 1
10% - 75% = escore 2 _ Tamaph_o rluclear 6-10 mitoses por CGA =
intermediario = escore 2 escore 2

Nucleos bastante
aumentados, usualmente
com nucléolo vesicular
proeminente = escore 3

<10% = escore 3 11 ou mais mitoses por

CGA =escore 3

*Para microscoépio Nikon® (didmetro de campo de 0,44 mm e objetiva de 40x).

A graduacao histolégica das amostras foi determinada previamente a
época do diagnostico e/ou tratamento, dando-se preferéncia ao grau
histologico referido no laudo anatomopatolégico da pega cirurgica frente ao

da biopsia de fragmento (core biopsy).

4.11 BIOMARCADORES

4.11.1 Receptores hormonais

Para o receptor de estrégeno, foi utilizado um anticorpo monoclonal
de coelho (Tabela 1) que produz um padrao de marcagao nuclear na célula
epitelial e reconhece uma proteina de 67 KDa, identificada como o receptor
de estrégeno alfa, um importante regulador do crescimento e diferenciagao
da glandula mamaria (YEE e POTTER 2009). Para identificagdo da presenca
de receptores de progesterona, foi utilizado anticorpo monoclonal de rato

(ELASHRY-STOWERS et al. 1988).
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Foram utilizados os critérios do American College of American
Pathologists-ACAP, que orienta que carcinomas mamarios com marcagao
em quantidade maior ou igual a 1% em nucleos de células tumorais, sejam
considerados imunorreativos para a presenga de receptores de estrégeno ou
de progesterona, na presenca de marcagao esperada em controle interno e
externo (HAMMOND et al. 2010; FITZGIBBONS et al. 2014).

A determinacdo do status hormonal final para classificagdo imuno-
histoquimica foi obtida através da utilizacdo do status do receptor a época do
diagndstico da paciente, complementada, em casos de auséncia de

informacéo, pelo status hormonal obtido pelo TMA.

4.11.2 Status HER2

Para avaliar o status HER2, foi utilizado um anticorpo policlonal de
coelho (Quadro 1). As recomendacgdes para o teste da hiperexpressdo da
proteina HER2 foram seguidas de acordo com os critérios da American
Society of Clinical Oncology/College of American Pathology, ASCO/CAP
(WOLFF et al. 2013; FITZGIBBONS et al. 2014).

O status HER2 é considerado positivo quando, através da imuno-
histoquimica, ao se observar dentro de células tumorais contiguas e
homogéneas, evidencia-se superexpressdao da proteina, com reagao
membranar circunferencial intensa e completa em mais de 10% das células
tumorais (Score 3+). Quando a imunorreagdo membranar circunferencial for
incompleta e/ou fraca/moderada em mais de 10% das células tumorais, ou

ainda, quando a reagao membranar circunferencial, apesar de intensa e
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completa, ndo superou 10% das células tumorais, o status HER2 foi
considerado equivoco, indeterminado (escore 2+). Em casos de
imunorreacdo membranar fraca/quase indistinguivel em mais de 10% das
células tumorais, considerou-se o escore HER2 1+, com status HER2
negativo. A auséncia de imunorreagédo ou reagcdo membranar fraca em 10%
ou menos das células tumorais receberam o escore zero, com status HER2
negativo (WOLFF et al. 2013; FITZGIBBONS et al. 2014).

A determinacdo do status HERZ2 final para classificagdo imuno-
histoquimica foi obtida através da utilizacdo do status obtido no TMA,
complementada, em casos de auséncia de informacdo pelo resultado a
época do diagndstico da paciente. Ndo houve indicagdo da realizagéo de
método de hibridizac&o in situ do material do TMA, tendo em vista os casos
duvidosos (escore 2+) terem ja seu status previamente definidos a época do

diagndstico.

4.11.3 indice proliferativo Ki67

A medida do Ki67 foi realizada através da técnica classica de
imunorreagcdo com o anticorpo monoclonal MIB1 de ratos, ja bem
estabelecida na literatura (CATTORETTI et al. 1992). O resultado é
fornecido através de um score, definido pela percentagem de células, ou
figuras mitéticas, cujo nucleo apresenta clara imunomarcagao, sobre o total
de células malignas visualizadas. No caso de marcagdo homogénea, sao

avaliados pelo menos 3 campos de grande aumento (CGA) randomicamente
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selecionados (objetiva x 40), com o minimo de visualizagao de 500 células e
o ideal de 600 células (DOWSETT et al. 2011; FITZGIBBONS et al. 2014).
Em relacdo a interpretacdo do resultado, diferentes niveis de corte
tem sido adotados, ndo havendo consenso na literatura em relagao ao ponto
de corte. Consideram-se tumores de baixo indice se valor de Ki67 inferior a
20%, alto indice se valor igual ou acima de 30%, de acordo com o0 consenso

de Saint Gallen de 2015 (GNANT et al. 2015).

4.11.4 Andlise das proteinas de genes alvo

A proteina ciclina D1 foi analisada através de percentual de células
tumorais coradas, com utilizacao de ponto de corte de 10%, de acordo com
a literatura (LI et al. 2011; RAVIKUMAR e ANANTHAMURTHY 2014).

A analise de Bcl-2 foi realizada em percentual, sendo considerados
tumores com imunoexpressao abaixo de 10% negativos, e a partir de 10%,
positivos para Bcl-2 (CALLAGY et al. 2006, 2008; DAWSON et al. 2010).

Em relacdo a interpretagcdo do status das proteinas p21 e survivina,
observou-se auséncia de consenso na literatura, sendo evidenciados
diferentes ponto de corte, ou utilizagdo de escores heterogéneos. Optou-se,
portanto, pela descricdo do percentual de células tumorais coradas,
identificacdo da localizagao intracelular da imunomarcagao e sua intensidade
(ausente, fraca, moderada e intensa). Os pontos de corte para cada
marcador foram definidos de acordo com construcdo de curva ROC para
determinagcao do valor de melhor sensibilidade e especificidade para a

recidiva.
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4.11.5 Receptores Notch

Considerando a auséncia de padronizacao na literatura validada para
interpretar coloracdo por imuno-histoquimica dos receptores Notch 1 2 e 3,
4, e Notch 1 ativado, os valores foram expressos registrando-se o local na
célula da imunorreagcdo (membranar, citoplasmatica, nuclear), a intensidade
da marcagao e o percentual de células tumorais coradas. Construiu-se uma
curva ROC para definicdo de ponto de corte do percentual de células
coradas de melhor sensibilidade e especificidade em relagao a recidiva.

Na tentativa de se obter um escore unico, utilizou-se o histoscore,
calculado através do produto entre o percentual de células coradas e a
intensidade da imunomarcagéo (1 2 ou 3), variando, portanto, de 0 a 300
(MCCARTY et al. 1986), com seu ponto de corte também definido por uma

curva ROC.

412 CLASSIFICAGAO MOLECULAR

Os tumores foram classificados nos grupos: luminal A, luminal B,
luminal B - HER2 positivo; luminal ndo especificado (Ki67 na faixa
indeterminada entre 20 e 30%); HER2 hiperexpresso e triplo-negativo. A
classificagdo foi através de imuno-histoquimica, em correlacdo a
classificagdo molecular de acordo com o perfil de expressao génica, com os
parametros classificados no quadro 3, de acordo com o consenso de Saint

Gallen de 2015 (COATES et al. 2015).



Quadro 3 - Imunofendtipo dos subtipos moleculares de cancer de

classificados pelos receptores hormonais, Her2 e Ki-67.
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mama

Subtipos Moleculares

Imunofenétipo

Luminal A

Luminal B

Luminal B HERZ2 positivo

Luminal ndo especificado

HER2 hiperexpresso

Triplo negativo

RE positivo;

RP positivo = 20%;
HER2 negativo;
Ki67 < 20%.

RE e/ou RP positivo;
RP < 20% ou Ki67 = 30%;
HER2 negativo.

RE e/ou RP positivos;
HER2 positivo

RE positivo;

RP positivo = 20%;
HER?2 negativo;
Ki67 =2 20% e < 30%

HER2 positivo (ndo-luminal)

RE e RP ausentes, HER2 negativo
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4.13 ANALISE ESTATISTICA

Uma analise descritiva da populacédo foi realizada, com os dados
coletados pelas fichas, através dos prontuarios médicos. Os dados foram
organizados, tabulados no Microsoft Office Excel for Mac 2011 e submetidos
a tratamento estatistico através do programa Statistical Package for the
Social Science (SPSS) versédo 17.0 para Windows no qual as analises foram
realizadas adotando-se um nivel de significancia (erro alfa) de 5%.

Para os marcadores quantitativamente expressos em forma de
percentual de células marcadas foi tragcado um ponto de corte por meio da
construcdo de curvas ROC (sensibilidade e especificidade) tendo como
desfecho a presenga ou auséncia de recidiva da lesao para categorizagéao
em lesbes apresentando baixa e alta imunoexpressédo de cada um dos
marcadores avaliados.

Os dados categoricos foram expressos em forma de frequéncia
absoluta e percentual e por meio dos testes exato de Fisher/Qui-quadrado
de Pearson realizou-se a comparacao dos numeros de pacientes com e sem
recidiva e as variaveis de analise desse estudo. Foram construidas curvas
de sobrevida de Kaplan-Meier do tempo livre de doenga (recidiva) e avaliou-
se a influéncia dos fatores clinicos, histopatologicos e fenotipicos nessas
curvas por meio do teste de Log Rank Mantel Cox.

Foi utilizado um modelo de regressao logistica com modelagem
stepwise forward selection a partir de todas as variaveis que apresentaram

nivel de significancia inferior a 0,200 para modelo de regress&o de sobrevida
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de Cox. O modelo foi repetido excluindo consecutivamente as variaveis
significante e independentemente associadas ao tempo livre de doenga com
a finalidade de evidenciar os fatores de primeira, segunda, terceira ordem, e
assim por diante, associados a modificacdo das curvas de sobrevida até nao
haver mais fatores independentemente associados ao desfecho deste

estudo.

414 CONSIDERAGOES ETICAS

Para a execugdo desta pesquisa, o projeto foi encaminhado ao
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto do Cancer do Ceara, e do
A.C.Camargo Cancer Center, que estdo submetidos as regras da Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP/Conselho Nacional de Saude
(resolugéo 466/2012), com numero de aprovagao 851.298.

Utilizou-se o Termo de Fiel Depositario, considerando que nao houve
nenhuma intervencdo direta nas pacientes inclusas, apenas analise de

amostras histolégicas de pacientes cujo tratamento ja foi concluido.
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5 RESULTADOS

51 AMOSTRA

Ao todo, 1.331 pacientes foram identificadas no Instituto do Cancer do
Ceara apo6s busca no registro hospitalar e no livro de cirurgias, dentre as
quais obteve-se acesso ao prontuario de 1.266 delas. Aplicou-se os critérios
de inclusao e exclusao, identificando-se 244 pacientes do Instituto do Cancer
do Ceara aptas para o estudo.

A maioria das exclusdes, 34,9%, ocorreu por estadiamento fora do
intervalo dos critérios utilizados (pT1NO e pT2pNO0), exemplificadas por
carcinomas in situ, axila positiva, T3 ou T4; seguido de pacientes cujo
tratamento cirurgico foi realizado fora do ICC, em 25,15% dos casos;
tumorectomia prévia, em 17,05% do casos; perda de seguimento, em 10,5%
dos casos; terapia neoadjuvante, realizada em 5,2% das pacientes
excluidas, e tumores bilaterais em 3,4% dos casos. As demais exclusoes,
perfazendo 3,5% do total, ocorreram por auséncia de informagdes nos
prontuarios, blocos de parafina nado disponiveis, ndo conclusdo do
tratamento proposto, outros tumores primarios, obito por outra causa, cancer
de mama masculino, e tumor de mama do tipo ndo carcinoma (linfoma,
filodes maligno ou sarcoma mamario).

Dentre as 244 pacientes do Instituto do Cancer do Ceara aptas ao

estudo, foram identificados 62 casos de recidiva tumoral. Apds exclusao dos
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casos onde os blocos ndo foram localizados e também dos casos onde,
apos revisao de lamina, o componente invasor apresentava-se escasso para
utilizacao, restaram 36 casos de recidiva no Instituto do Cancer do Ceara.

Em analise de banco de dados do A.C.Camargo Cancer Center, com
aplicagao dos mesmos critérios de inclusao e exclusao, foram identificados
23 casos de recidiva tumoral. Foi realizada busca de material histolégico no
arquivo com exclusao de 2 casos por bloco de parafina n&o identificado.

Ao todo, 57 pacientes que sofreram recidiva foram estudadas,
identificadas como grupo caso (36 pacientes, perfazendo 63,16% do grupo
caso pertencentes ao ICC e 21 pacientes, 36,84% do grupo, tratadas no
A.C. Camargo Cancer Center).

Apds completar-se o grupo caso, realizou-se pareamento com 113
pacientes do grupo controle, com evolugdo favoravel da doenca, por
estadiamento, idade e status de receptor de estrégeno, tendo sido todas

deste grupo tratadas no ICC, totalizando 170 pacientes.

5.2 PERFIL CLINICO-PATOLOGICO

A idade média das pacientes foi 55£1 anos de idade, n&o diferindo
significantemente entre os grupos sem recidiva (56+1) e com recidiva (55£1)
(p=0,859).

A maioria das pacientes da amostra, 92,9%, apresentavam carcinoma
invasor do tipo ndo especial (carcinoma ductal infiltrante), sem diferenca

significativa entre grupos caso e controle (p 0,244). O estagio patoldgico
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entre 0os grupos nao variou de forma significativa, sendo a maioria
classificada como pT1 (p = 0,902). As pacientes do grupo caso, com
recidiva, apresentaram maior grau histolégico quando comparadas ao grupo
controle (p = 0,005). As caracteristicas clinicas e histolégicas estdo descritas

na Tabela 1.

5.3 EVOLUGAO E SEGUIMENTO

O tempo de seguimento (mediana) foi de 72 meses, sendo no grupo
de pacientes controle de 96 meses, variando entre 48 e 132 meses. No
grupo de pacientes recidivadas, o primeiro evento de recidiva ocorreu em
média 31 meses apos a data do diagndstico, com variagdo entre 7 e 144
meses.

Dentre as pacientes recidivadas, 61,4% apresentou o primeiro foco de
recidiva a distancia, comparado com 38,6% das paciente que apresentaram
recidiva locorregional. O principal sitio metastatico foi 6sseo, em 51,3% dos
casos, seguido de metastase pleuropulmonar, em 25,6%, hepatica, em
12,8% das pacientes, e em sistema nervoso central, em 7,7% dos casos.

A analise de pacientes com recidiva apontou que a maioria das
pacientes (42,1%) apresentaram morte por cancer, estando 33,3% vivas,
porém com doenca em atividade, e 24,6% sem sinais de neoplasia

detectaveis.
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5.4 PERFIL TERAPEUTICO

Os grupos caso e controle analisados apresentaram homogeneidade
a respeito de terapia cirurgica realizada, quimioterapia, radioterapia e
hormonioterapia, sem diferencas estatisticamente significativas (Tabela 2).

Metade das pacientes realizaram mastectomia, n&o havendo
diferencas significativas comparando-se taxa de biopsia de linfonodo
sentinela, dissecg¢do axilar e numero de linfonodos dissecados.

A quimioterapia foi realizada em 70% do total de casos, 69% do grupo
controle e 70,9% do grupo caso (p = 0,12). O regime mais utilizado foi a
base de adriamicina ou epirrubicina associado a ciclofosfamida, em 53
pacientes (45,7%), seguido de CMF em 32 pacientes (27,6%). Nao houve
diferencgas significativas entre o grupo caso e controle (p = 0,294). Dentre as
pacientes que realizaram quimioterapia, 96,6% concluiram o tratamento,
98,7% no grupo controle e 92,7% no grupo caso, sem diferengas

estatisticamente significativas (p = 0,12) (Tabela 3).
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Tabela 1 - Caracterizagao clinico-patoldgica dos 170 casos de cancer de mama
com e sem recidiva tratadas no Hospital Haroldo Juacaba e A.C. Camargo
Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total Néo Sim p
Idade
Até 55 anos 86 58 28 0,786
50,6% 51,3% 49,1%
Mais de 55 anos 84 55 29
49,4% 48,7% 50,9%
Tipo histolégico
Ductal 158 104 54 0,244
92,9% 92,0% 94,7%
Lobular 5 5 0
2,9% 4,4% ,0%
Outros 7 4 3
4,1% 3,5% 5,3%
Estadiamento patoldgico
pT1a 7 5 2 0,902
4,1% 4,4% 3,5%
pT1b 21 13 8
12,4% 11,5% 14,0%
pTic 65 45 20
38,2% 39,8% 35,1%
pT2 77 50 27
45,3% 44,2% 47,4%
Grau histolégico
I 33 28 5 0,005
19,4% 24,8% 8,8%
Il 75 49 26
44.1% 43,4% 45,6%
11 41 19 22
24.1% 16,8% 38,6%
Ignorado 21 17 4
12,4% 15,1% 7,.0%
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Tabela 2 - Caracteristicas do tratamento cirlrgico das pacientes com cancer
de mama com e sem recidiva diagnosticadas no Hospital Haroldo Juagaba e
A.C. Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total Nao Sim p
Cirurgia realizada
Mastectomia 85 57 28 1,000
50,0% 50,4% 49,1%
Quadrante 85 56 29
50,0% 49,6% 50,9%
Biopsia linfonodo sentinela
Nao realizada 32 20 12 0,353
18,82% 17,7% 18,2%
Realizada 137 93 44
81,5% 82,3% 80,0%
Ignorado 1 0 1
,6% ,0% 1,8%
Linfadenectomia axilar
Nao realizada 129 87 42 0,354
75,9% 77,0% 73,7%
Realizada 40 26 14
23,5% 23,0% 24,6%
Ignorado 1 0 1
,6% ,0% 1,8%
Numero de linfonodos
excisados
Inferior a 10 4 3 1 0,933
2,4% 2,7% 1,8%
A partir de 10 35 23 12
20,6% 20,4% 21,1%
Nao se aplica 131 87 44
77,1% 77,0% 77,2%

Dentre as 27 pacientes com Her-2 amplificado/superexpresso 13
foram submetidas a tratamento com trastuzumabe, representando 48,14%
das pacientes com indicacdo de submissdo ao tratamento. Este baixo
percentual de pacientes tratadas deve-se ao fato de que o Sistema Unico de
Saude (SUS), a época, nao autorizava de rotina a utilizacdo de

trastuzumabe para tratamento de cancer de mama. Comparando-se os
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grupos caso e controle, ndo houve diferenga significativa entre o percentual
de pacientes tratadas com trastuzumabe, perfazendo 8,9% e 7,1%,

respectivamente (p = 0,761) (Tabela 3).

Tabela 3 - Perfil terapéutico sistémico realizado nas pacientes com cancer de
mama com e sem recidiva diagnosticadas no Hospital Haroldo Juagaba no
periodo e A.C.Camargo Cancer Center de 2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total Nao Sim p
Quimioterapia
N&o realizada 51 35 16 0,697
30,0% 31,0% 28,1%
Realizada 119 78 41
70,0% 69,0% 71,9%
Quimioterapia completa
Nao 4 1 3 0,120
3,4% 1,3% 7,3%
Sim 114 76 38
96,6% 98,7% 92,7%
Ignorado 1 1 0
,6% 9% ,0%
Protocolo de quimioterapia
FAC/FEC 24 19 5 0,294
20,7% 24.7% 12,8%
AC/EC 53 35 18
45,7% 45,5% 46,2%
AC-T 7 3 4
6,0% 3,9% 10,3%
CMF 32 20 12
27,6% 26,0% 30,8%
Ignorado 3 1 2
1,8% 9% 3,5%
Trastuzumabe
Nao 156 105 51 0,761
92,3% 92,9% 91,1%
Sim 13 8 5

7,7% 7,1% 8,9%
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A maioria das pacientes, 68,2%, realizou radioterapia, sendo 70,2%
das pacientes do grupo caso tratadas e 67,3% do grupo controle. Esta
diferenca, no entanto, nao foi estatisticamente significativa (p = 0,70) (Tabela
4). Todas as pacientes submetidas a radioterapia conseguiram concluir o
tratamento proposto.

Nao houve também diferengca em relacdo a hormonioterapia entre os
grupos estudados, sendo a maioria das pacientes tratadas (80,7% versus
84,1%, nos grupos caso e controle, respectivamente) (p = 0,581).

O protocolo de hormonioterapia mais utilizado foi o tamoxifeno, em
56,8% dos casos, seguido pelo switch (tamoxifeno seguido de anastrozol)
em 22,3% das pacientes, e anastrozol isolado em 17,3% dos casos. Os
grupos nao diferiram considerando os multiplos protocolos de

hormonioterapia utilizados (p = 0,234).
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Tabela 4 - Perfil terapéutico de radioterapia e hormonioterapia de pacientes
com cancer de mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no
Hospital Haroldo Juacaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de
2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total Nao Sim p

Radioterapia

N&o 54 37 17 0,700
31,8% 32,7% 29,8%

Sim 116 76 40
68,2% 67,3% 70,2%

Hormonioterapia

N&o 29 18 11 0,581
17,1% 15,9% 19,3%

Sim 141 95 46
82,9% 84,1% 80,7%

Protocolo de hormonioterapia

Tamoxifeno 79 48 31 0,234
56,8% 51,6% 67,4%

Anastrozol 24 17 7
17,3% 18,3% 15,2%

Switch 31 25 6
22,3% 26,9% 13,0%

Outro 5 3 2
3,6% 3.2% 4,3%

Ignorado 1,2% 1,8% ,0%
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5.5 PERFIL IMUNO-HISTOQUIMICO

A maioria das pacientes, 81,2%, eram do subtipo luminal, enquanto
12,4% eram tumores triplo negativos e 6,5% do subtipo HER-2. Nao houve
diferencas estatisticamente significativas entre os subgrupos citados
classificados por imuno-histoquimica, comparando-se pacientes com e sem
recidiva.

A subclassificagcdo dos luminais entre luminal A, luminal B, luminal B
Her2, luminal ndo especificado (Ki67 entre 20 e 30%) também néo
evidenciou diferengas entre os grupos caso e controle, prevalecendo o
subtipo luminal B (44,2% das pacientes dentre casos com subtipo luminal).
Em 38 pacientes com subtipo luminal (22,35% da totalidade dos casos), n&o
foi possivel realizar a subclassificacdo entre os diferentes subgrupos (luminal
A, luminal B, luminal B Her2 e luminal ndo especificado), tendo em vista

auséncia de informacgao de RP, Her2 e/ou Ki67.

Tabela 5 — Imunofendtipo do cancer de mama das pacientes com cancer de
mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo
Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total Nao Sim p
Classificacao
Luminal 138 95 43 0,323
81,2% 84,1% 75,4%
Triplo Negativo 21 11 10
12,4% 9,7% 17,5%
HER2 11 7 4

6,5% 6,2% 7,0%
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5.6 RECEPTORES NOTCH

O receptor Notch 1 apresentou similar expressdo em relacdo a
localizagcdo celular, intensidade da marcagdo e percentual de células
tumorais marcadas, nao diferindo em relagdo ao histoscore entre grupos
caso e controle (Tabela 11). Os pontos de corte para analise de percentual
de células coradas (75%) e histoscore (130) foi definido apds construgdo de

curva ROC (Tabelas 12 e 13).
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Tabela 6 - Imunoexpressdo do receptor Notch 1 em tumores de pacientes
com cancer de mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no
Hospital Haroldo Juacaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de

2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total* Nao Sim p
Notch 1 localizagao
Ausente 1 - 1 0,176
0,7% - 2,1%
Citoplasmatica 81 49 32
56,6% 51,6% 66,7%
Nuclear 3 3 -
2,1% 3,2% -
Nuclear e Membranar 34 25 9
23,8% 26,3% 18,8%
Nuclear e Citoplasmatica 24 18 6
16,8% 18,9% 12,5%
Notch 1 intensidade
Ausente 1 - 1 0,278
0,7% - 2,0%
Leve 54 33 21
37,8% 35,1% 42.9%
Moderada 73 49 24
51,0% 52,1% 49,0%
Forte 15 12 3
10,5% 12,8% 6,1%
Notch 1 percentual
Até 75% 62 36 26 0,091
43,4% 38,3% 53,1%
Mais de 75% 81 58 23
56,6% 61,7% 46,9%
Notch 1 histoscore
Até 130 66 42 24 0,724
46,2% 44, 7% 49,0%
Mais de 130 77 52 25
53,8% 55,3% 51,0%

*Em 9 casos (5,3%), foi identificado campo ausente nesta lamina de TMA. Em 18 casos
(10,6%), foi observada auséncia de componente invasor significativo nesta amostra/lamina

especifica do TMA.
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Tabela 7 - Construgdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
percentual de positivas para Notch 1 como marcador preditor de recidiva de
cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010
(n=170).

Valores preditores

(percentual de células Sensibilidade -
Notch 1+) Sensibilidade Especificidade especificidade

45,0 0,976 0,000 0,976

55,0 0,878 0,027 0,851

65,0 0,756 0,108 0,648

75,0* 0,537 0,365 0,172

85,0 0,268 0,757 -0,488

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.

Tabela 8 - Construcdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
histoscore para Notch 1 como marcador preditor de recidiva de cancer de
mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo Juagaba
e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Valores preditores Sensibilidade -
(histoscore Notch 1)  Sensibilidade Especificidade especificidade

45 0,976 0,000 0,976

55 0,902 0,014 0,889

65 0,805 0,054 0,751

75 0,732 0,176 0,556

85 0,634 0,324 0,310

95 0,585 0,419 0,166

110 0,561 0,432 0,129

130* 0,537 0,473 0,064

150 0,390 0,595 -0,204

170 0,244 0,824 -0,580

195 0,073 0,905 -0,832

225 0,073 0,919 -0,846

255 0,049 0,932 -0,884

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.
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Figura 5 — Fotomicrografia da Imunoexpressdo de receptor Notch 1 em
carcinoma invasor da mama demonstrando co-expressao nuclear e

citoplasmatica (200x).
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Figura 6 - Tempo livre de doenga conforme a localizagdo celular da
imunoexpressao do receptor Notch 1 em pacientes com diagndstico de cancer

de mama tratadas entre 2001 e 2010 no Instituto do Cancer do Ceara e
A.C.Camargo Cancer Center.
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A analise de expressao do receptor Notch 1 ativado n&o revelou

diferengas entre os grupos caso e controle (Tabela 14). As analise de curva

ROC do percentual de células coradas e histoscore esta representada nas

Tabelas 15 e 16, respectivamente.

Tabela 9 - Imunoexpressao do receptor Notch 1 ativado em tumores de
pacientes com cancer de mama com e sem recidiva diagnosticados e
tratados no Hospital Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no

periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total* Nao Sim p
Notch 1 ativado localizagao
Ausente 2 2 0 0,557
1,5% 2,2% ,0%
Citoplasmatico 75 50 25
55,6% 56,2% 54,3%
Membranar e citoplasmatico 58 37 21
43,0% 41,6% 45,7%
Notch 1 ativado intensidade
Ausente 2 2 0 0,600
1,5% 2,2% ,0%
Leve 37 23 14
27,4% 25,8% 30,4%
Moderada 64 41 23
47,4% 46,1% 50,0%
Forte 32 23 9
23,7% 25,8% 19,6%
Notch 1 ativado percentual
Até 85% 92 61 31 0,892
68,1% 68,5% 67,4%
Mais de 85% 43 28 15
31,9% 31,5% 32,6%
Notch 1 ativado histoscore
Até 150 52 34 18 0,916
38,5% 38,2% 39,1%
Mais de 150 83 55 28
61,5% 61,8% 60,9%

*Em 28 casos (16,5%), foi identificado campo ausente nesta 1amina de TMA. Em 7 casos
(4,1%), foi observada auséncia de componente invasor significativo nesta amostra/lamina

especifica do TMA.
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Tabela 10 - Construcdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
percentual de positivas para Notch 1 ativado como marcador preditor de
recidiva de cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no
Hospital Haroldo Juacaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de
2001 a 2010 (n=170).

Valores preditores

(percentual de células Sensibilidade -
Notch 1 ativado) Sensibilidade Especificidade especificidade

25,0 1,000 0,014 0,986

55,0 1,000 0,041 0,959

65,0 1,000 0,122 0,878

75,0 0,805 0,270 0,535

85,0* 0,317 0,662 -0,345

92,5 0,024 0,973 -0,949

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.

Tabela 11 - Construgdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
histoscore para Notch 1 ativado como marcador preditor de recidiva de
cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010
(n=170).

Valores preditores

(histoscore Notch 1 Sensibilidade -

ativado) Sensibilidade  Especificidade especificidade
25 1,000 0,014 0,986
55 1,000 0,027 0,973
65 1,000 0,108 0,892
75 0,902 0,176 0,727
85 0,780 0,270 0,510
95 0,683 0,297 0,386
120 0,683 0,311 0,372
150* 0,585 0,392 0,193
170 0,317 0,608 -0,291
210 0,195 0,784 -0,589
255 0,098 0,865 -0,767
278 0,024 0,973 -0,949

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.
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Figura 7 - Fotomicrografia da imunoexpressao citoplasmatica forte e difusa
do receptor Notch 1 ativado em carcinoma invasor da mama (200x).

O receptor Notch 2 apresentou localizagao celular e intensidade de
marcacgao similares entre os grupos caso e controle. O percentual de células
tumorais marcadas, no entanto, divergiu entre os grupos, sendo identificado
maior percentual de imunomarcagcdo em pacientes sem recidiva tumoral
(Tabela 17 e Figura 15). Nao houve diferencgas estatisticamente significativas

entre o histoscore dos grupos.
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Tabela 12 - Imunoexpressao do receptor Notch 2 em tumores de pacientes
com cancer de mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no
Hospital Haroldo Juacaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de
2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total* Nao Sim p
Notch 2 localizagao
Ausente 6 5 1 0,213
4,5% 6,0% 21%
Citoplasmatica 53 30 23
40,2% 35,7% 47,9%
Membranar e citoplasmatica 66 46 20
50,0% 54,8% 41,7%
Nuclear e citoplasmatica 7 3 4

5,3% 3,6% 8,3%
Notch 2 intensidade

Ausente 6 5 1 0,470
4,5% 6,0% 2,1%

Leve 59 34 25
44 7% 40,5% 52,1%

Moderada 59 39 20
44 7% 46,4% 41,7%

Forte 8 6 2

6,1% 7,1% 4,2%
Notch 2 percentual

Até 75% 58 30 28 0,012
43,9% 35,7% 58,3%
Mais de 75% 74 54 20

56,1% 64,3% 41,7%
Notch 2 histoscore

Até 105 66 39 27 0,278
50,0% 46,4% 56,3%
Mais de 105 66 45 21

50,0% 53,6%  43,8%
*Em 25 casos (14,7%), foi identificado campo ausente nesta lamina de TMA. Em 13 casos
(7,7%), foi observada auséncia de componente invasor significativo nesta amostra/lamina
especifica do TMA.

O valor de ponto de corte do receptor Notch 2 para percentual de
células marcadas e histoscore foi definido apds construgao de curva ROC,

definido como 75% e 105, respectivamente (Tabelas 15 e 16).
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Tabela 13 - Construgdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
percentual de positivas para Notch 2 como marcador preditor de recidiva de
cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010
(n=170).

Valores preditores

(percentual de células Sensibilidade -
Notch 2+) Sensibilidade Especificidade especificidade

25,0 1,000 0,054 0,946

55,0 0,951 0,054 0,897

65,0 0,756 0,162 0,594

75,0* 0,488 0,365 0,123

85,0 0,195 0,797 -0,602

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.

Tabela 14 - Construcdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
histoscore para Notch 2 como marcador preditor de recidiva de cancer de
mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo Juagaba
e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Valores preditores Sensibilidade -
(histoscore Notch 2)  Sensibilidade Especificidade especificidade

25 10,000 0,054 0,946

55 0,951 0,054 0,897

65 0,829 0,135 0,694

75 0,707 0,257 0,451

85 0,610 0,392 0,218

105* 0,512 0,486 0,026

130 0,439 0,514 -0,074

150 0,293 0,595 -0,302

170 0,122 0,851 -0,729

210 0,049 0,932 -0,884

255 0,024 0,973 -0,949

*Valores 6timos s&o considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.
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Figura 8 - Fotomicrografia Imunoexpressao citoplasmatica forte e difusa do

receptor Notch 2 em carcinoma invasor da mama (200x).
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Figura 9 - Tempo livre de doenga conforme o percentual de imunoexpressao

de Notch 2 em pacientes com diagnostico de cancer de mama tratadas entre

2001 e 2010 no Instituto do Cancer do Ceara e A.C.Camargo Cancer Center.
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O receptor Notch 3 apresentou imunoexpressao homogénea entre os
grupos, ao se comparar a localizagdo celular, intensidade da marcacéo,
percentual de células coradas e histoscore (Tabela 20).

O valor de ponto de corte do receptor Notch 3 para percentual de
células marcadas e histoscore foi definido apds construgao de curva ROC

(Tabelas 21 e 22).

Tabela 15 - Imunoexpressao do receptor Notch 3 em tumores de pacientes
com cancer de mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no
Hospital Haroldo Juacaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de
2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total* Nao Sim p
Notch 3 localizagao
Citoplasmatica 59 41 18 0,334
43,1% 46,1% 37,5%
Membranar e citoplasmatica 78 48 30
56,9% 53,9% 62,5%
Notch 3 intensidade
Leve 24 18 6 0,495
17,4% 20,2% 12,2%
Moderada 72 45 27
52,2% 50,6% 55,1%
Forte 42 26 16
30,4% 29,2% 32,7%
Notch 3 percentual
Até 85% 94 61 33 0,886
68,1% 68,5% 67,3%
Mais de 85% 44 28 16
31,9% 31,5% 32,7%
Notch 3 histoscore
Até 165 74 49 25 0,649
53,6% 55,1% 51,0%
Mais de 165 64 40 24
46,4% 44,9% 49,0%

*Em 20 casos (11,8%), foi identificado campo ausente nesta lamina de TMA. Em 12 casos
(7,0%), foi observada auséncia de componente invasor significativo nesta amostra/lamina
especifica do TMA.
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Tabela 16 - Construcdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
percentual de positivas para Notch 3 como marcador preditor de recidiva de
cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010
(n-170).

Valores preditores

(percentual de células Sensibilidade -
Notch 3+) Sensibilidade  Especificidade especificidade

55,0 1,000 0,014 0,986

65,0 0,927 0,081 0,846

75,0 0,780 0,270 0,510

85,0* 0,341 0,635 -0,294

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.

Tabela 17 - Construcdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
histoscore para Notch 3 como marcador preditor de recidiva de cancer de
mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo Juagaba
e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Valores preditores Sensibilidade -
(histoscore Notch 3) Sensibilidade Especificidade especificidade

55 1,000 0,014 0,986

65 0,951 0,027 0,924

75 0,902 0,054 0,848

85 0,902 0,122 0,781

105 0,902 0,189 0,713

130 0,878 0,230 0,648

150 0,829 0,378 0,451

165* 0,537 0,568 -0,031

175 0,488 0,568 -0,080

195 0,317 0,770 -0,453

225 0,268 0,784 -0,515

255 0,122 0,892 -0,770

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.
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Figura 10 — Fotomicrografia da imunoexpressao citoplasmatica forte e difusa
de receptor Notch 3 em carcinoma invasor da mama e células estromais
(200x).

Nao houve diferengas estatisticamente significativas na expressao de

Notch 4 entre pacientes com e sem recidiva tumoral (Tabelas 23, 24 e 25).
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Tabela 18 - Imunoexpressao do receptor Notch 4 em tumores de pacientes
com cancer de mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no
Hospital Haroldo Juacaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de

2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total* Nao Sim p
Notch 4 localizagao
Ausente 9 7 2 0,636
6,3% 7,9% 3,8%
Membranar 1 1 -
0,7% 1,1% -
Citoplasmatica 39 23 16
27,5% 25,8% 30,2%
Membranar e citoplasmatica 93 58 35
65,5% 65,2% 66,0%
Notch 4 intensidade
Ausente 9 7 2 0,406
6,3% 7,9% 3,8%
Leve 86 50 36
60,6% 56,2% 67,9%
Moderada 41 27 14
28,9% 30,3% 26,4%
Forte 6 5 1
4,2% 5,6% 1,9%
Notch 4 percentual
Até 75% 76 48 28 0,899
53,5% 53,9% 52,8%
Mais de 75% 66 41 25
46,5% 46,1% 47,2%
Notch 4 histoscore
Até 85 82 51 31 0,890
57,7% 57,3% 58,5%
Mais de 85 60 38 22
42,3% 42,7% 41,5%

*Em 9 casos (5,3%%), foi identificado campo ausente nesta [amina de TMA. Em 19 casos
(11,1%), foi observada auséncia de componente invasor significativo nesta amostra/lamina

especifica do TMA.
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Tabela 19 - Construgdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
percentual de positivas para Notch 4 como marcador preditor de recidiva de
cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010
(n=170).

Valores preditores

(percentual de células Sensibilidade -
Notch 4+) Sensibilidade Especificidade especificidade

20,0 1,000 0,068 0,932

45,0 1,000 0,108 0,892

55,0 0,878 0,149 0,729

65,0 0,756 0,324 0,432

75,0* 0,488 0,527 -0,039

85,0 0,244 0,824 -0,580

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.

Tabela 20 - Construgdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
histoscore para Notch 4 como marcador preditor de recidiva de cancer de
mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo Juagaba
e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Valores preditores
(histoscore Notch 4)  Sensibilidade Especificidade Sensibilidade - especificidade

20 1,000 0,068 0,932
45 1,000 0,108 0,892
55 0,878 0,135 0,743
65 0,780 0,257 0,524
75 0,561 0,378 0,183
85* 0,439 0,527 -0,088
95 0,293 0,608 -0,315
110 0,293 0,622 -0,329
130 0,268 0,676 -0,407
150 0,220 0,743 -0,524
170 0,098 0,851 -0,754
195 0,024 0,932 -0,908
225 0,024 0,946 -0,922
255 0,024 0,986 -0,962

*Valores 6timos s&o considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.
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Figura 11 — Fotomicrografia da imunoexpressao citoplasmatica do receptor

Notch 4 em carcinoma invasor da mama. (200x)

5.7 ANALISE DAS PROTEINAS DE GENES ALVO

A maioria dos tumores expressou a proteina survivina (84,7% da
amostra), sendo o principal sitio celular da expressao o citoplasma. Nao
houve diferencas em relacao a localizagao celular da expressao da survivina

(p = 0,942).
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Tabela 21 - Frequéncias dos padrées de imunoexpressdo da proteina
Survivina em tumores de pacientes com cancer de mama com e sem

recidiva diagnosticados e tratados no Hospital
A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010 (n=170).

Haroldo Juacgaba e

Recidiva
Total** Nao Sim p
Survivina padrao
Ausente 4 2 2 0,942
2,7% 2,1% 3,8%
Citoplasma 89 57 32
60,1% 60,0% 60,4%
Nuclear 23 15 8
15,5% 15,8% 15,1%
Ambos 32 21 11
21,6% 22,1% 20,8%
Survivina intensidade
Ausente 4 2 2 0,021
2,7% 2,1% 3,8%
Fraca 73 53* 20
49,3% 55,8% 37,7%
Moderada 62 38 24
41,9% 40,0% 45,3%
Forte 9 2 7
6,1% 2,1% 13,2%
Survivina percentual TMA
Até 50% 109 77 32 0,006
73,6% 81,1% 60,4%
Mais de 50% 39 18 21
26,4% 18,9% 39,6%

*p<0,05, teste X? ou exato de Fisher. Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e

percentual.

**Em 14 casos (8,2%), foi identificado campo ausente nesta ldmina de TMA. Em 8 casos
(4,7%), foi observada auséncia de componente invasor significativo nesta amostra/lamina

especifica do TMA.
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Ao se analisar o percentual de células coradas, foi construida uma
curva ROC para estudo de ponto de corte de melhor sensibilidade,
especificidade em relagdo a recidiva, com definicdo do ponto de corte de
50% para survivina. Excluindo-se as amostras onde o percentual de
imunomarcacgao de survivina foi ignorado (campo vazio no TMA ou auséncia
de componente invasor naquela amostra), observou-se que tumores de
pacientes com recidiva apresentaram maior expressao de survivina (18,9%
vs. 39,6%; p = 0,006), de acordo com a Tabela 6. Na figura 6, observa-se
que pacientes que expressaram survivina em mais de 50% das células

tumorais apresentaram menor tempo livre de doenga, em analise univariada.

Figura 12 - Fotomicrografia da imunoexpressao citoplasmatica da proteina

survivina no cancer invasivo da mama (200x).
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Tabela 22 - Construgdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
percentual de positivas para survivina como marcador preditor de recidiva de
cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center entre 2001 e 2010.

Valores preditores

(percentual de células Sensibilidade -
survivina +) Sensibilidade Especificidade especificidade
5,0 0,962 0,021 -0,941
15,0 0,943 0,116 -0,828
25,0 0,849 0,295 -0,554
35,0 0,755 0,505 -0,249
45,0* 0,585 0,642 0,057
55,0* 0,396 0,811 0,414
65,0 0,226 0,895 0,668
75,0 0,113 0,916 0,803
85,0 0,019 0,968 0,950
95,0 0,000 0,989 0,989

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.

Analisando-se a intensidade da marcagao da survivina nas células
tumorais, observou-se que tumores de pacientes com recidiva apresentaram
maior percentual de expressao intensa comparada a pacientes sem recidiva
13,2% vs. 2,1%, sendo maior o percentual de tumores pacientes com
imunomarcacgao de intensidade fraca nas pacientes sem recidiva, 55,8% vs.
37,7% (p=0,021) (Tabela 6). Na Figura 7, observa-se que, em analise
univariada, pacientes que expressaram survivina em forte intensidade
apresentaram menor tempo livre de doeng¢a quando comparado a pacientes

que expressaram em intensidade fraca e moderada.
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Figura 13 - Tempo livre de doenga conforme o percentual de imunoexpressao
de survivina em pacientes com diagndstico de cancer de mama tratadas entre

2001 e 2010 no Instituto do Cancer do Ceara e A.C. Camargo Cancer Center.
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Nao houve diferencas na expressdo de ciclina D1 e Bcl2 entre

paciente com e sem recidiva tumoral (Tabela 8).

Tabela 23 - Imunoexpressao de Ciclina D1 e Bcl2 em tumores de pacientes
com cancer de mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no
Hospital Haroldo Juacaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de

2001 a 2010 (n=170).

Recidiva
Total Nao Sim p
Ciclina D1*
Inferior a 10% 26 18 8 0,498
20,8% 22,2% 18,2%
A partir de 10% 99 63 36
79.2% 77,8% 81,8%
Blc2**
Inferior a 10% 84 57 27 0,198
66,7% 70,4% 60,0%
A partir de 10% 42 24 18
33,3% 29,6% 40,0%

*Em 32 casos (18,8%), foi identificado campo ausente nesta lamina de TMA de Ciclina D1, e
em 13 casos (7,6%), foi observada auséncia de componente invasor significativo naquela
amostra/lamina especifica do TMA de ciclina D1.
**Em 33 pacientes (19,4%), foi identificado campo ausente nesta lamina de TMA de Bcl2, e
em 11 pacientes (6,5%)13 casos (7,6%), foi observada auséncia de componente invasor
significativo naquela amostra/lamina especifica do TMA de Bcl2.



82

Figura 15 - Fotomicrografia da imunoexpressédo nuclear forte e difusa da

proteina Ciclina D1 no carcinoma invasor da mama (200x).

Figura 16 - Fotomicrografia da imunoexpresséao citoplasmatica forte e difusa

da proteina Bcl2 no carcinoma invasor da mama (200x).
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A expressao de p21 foi analisada em percentual de células tumorais

apresentando imunorreagao, sendo construida uma curva ROC para

definicdo do ponto de corte de 5% (Tabela 9). Nao foram identificadas

diferencas na expressao de p21 entre os grupos caso e controle (p = 0,091)

(Tabela 10).

Tabela 24 - Construcdo de curva ROC para encontrar ponto de corte de
percentual de positivas para p21 como marcador preditor de recidiva de
cancer de mama em pacientes diagnosticados e tratados no Hospital
Haroldo Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center entre 2001 e 2010.

Valores preditores

(percentual de células Sensibilidade -
p21 +) Sensibilidade Especificidade especificidade

0,5 0,938 0,170 -0,767

2,0 0,479 0,568 0,089

4,0* 0,479 0,580 0,100

7.5 0,313 0,818 0,506

12,5 0,167 0,898 0,731

17,5 0,167 0,909 0,742

25,0 0,063 0,955 0,892

35,0 0,021 0,977 0,956

*Valores 6timos sao considerados aqueles com melhores sensibilidade e especificidade.

Tabela 25 - Imunoexpressao de p21 em tumores de pacientes com cancer
de mama com e sem recidiva diagnosticados e tratados no Hospital Haroldo
Juagaba e A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 2001 a 2010.

p21*
Até 5%

Mais de 5%

77,5%

82,2%

17,8%

Sim p-Valor
33 0,091
68,8%
15
31,3%

*Em 18 casos (10,6%), foi identificado campo ausente nesta [amina de TMA.
Em 14 casos (8,2%), foi observada auséncia de componente invasor significativo nesta
amostra/lamina especifica do TMA.
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Figura 17 - Fotomicrografia da imunoexpressdo fraca nuclear com
intensidade heterogénea da proteina p21 no carcinoma invasor da mama
(200x).

5.8 ANALISE MULTIVARIADA

Em analise multivariada com regressao logistica de sobrevida de Cox,
variaveis com p<0.200 foram utilizadas com a finalidade de evidenciar os
fatores de primeira ordem independentemente associados ao tempo livre de
doenga, com identificacdo de grau histolégico e intensidade de
imunomarcacao da survivina associados de forma estatisticamente
significativa a aumento de recidiva (OR 2,108; p= 0,007 e OR 1,850; p=
0,023). Ja a localizagdo celular nuclear do receptor Notch 1 esteve
associada como fator protetor (OR 0,631; p = 0,038). No segundo modelo
excluiram-se as variaveis com associagao significante no modelo 1 com a

finalidade de evidenciar os fatores de segunda ordem independentemente
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associados ao tempo livre de doencga. Nesta analise, o maior percentual de
expressao da survivina surgiu como fator associado a maior possibilidade de
recidiva (OR 2,290; p= 0,016). No terceiro modelo ndo houve fatores

independentemente associados ao tempo livre de doenga (Tabela 26).

Tabela 26 - Modelo de regressdao de sobrevida de Cox de pacientes
diagnosticados e tratados por carcinoma mamario invasivo no Hospital
Haroldo Juagaba e Hospital A.C.Camargo Cancer Center no periodo de
2001 a 2010 (n=170).

p-Valor OR Ajustada
Modelo 1
Grau histologico *0,007 2,108
Survivina intensidade TMA *0,023 1,850
Survivina percentual (ponto de corte 50%) 0,100 1,876
Classificagao molecular 0,263 1,126
Blc2 0,179 1,717
p21 0,312 1,481
Notch 1 localizacao *0,038 0,631
Notch 1 percentual (ponto de corte 75%) 0,461 0,754
Notch 2 localizagao 0,291 1,255
Notch 2 percentual (ponto de corte 75%) 0,634 0,829
Modelo 2
Survivina percentual (ponto de corte 50%) *0,016 2,290
Classificagao molecular 0,093 1,170
Blc2 0,109 1,784
p21 0,590 1,221
Notch 1 percentual (ponto de corte 75%) 0,672 0,855
Notch 2 localizagéo 0,707 0,944
Notch 2 percentual (ponto de corte 75%) 0,228 0,637
Modelo 3
Classificagao molecular 0,241 1,107
Blc2 0,154 1,658
p21 0,396 1,371
Notch 1 percentual (ponto de corte 75%) 0,715 0,868
Notch 2 localizagéo 0,540 0,910
Notch 2 percentual (ponto de corte 75%) 0,282 0,662

Modelo de regresséo de sobrevida de Cox. No primeiro modelo as variaveis com p<0.200 foram
utilizadas com a finalidade de evidenciar os fatores de primeira ordem independentemente
associados ao tempo livre de doenca. No segundo modelo excluiram-se as variaveis com
associagao significante no modelo 1 com a finalidade de evidenciar os fatores de segunda ordem
independentemente associados ao tempo livre de doenga. No terceiro modelo ndo houve fatores
independentemente associados ao tempo livre de doenca.



86

6 DISCUSSAO

O forte impacto global do cancer de mama impbe-se como uma
realidade inquestionavel. O tumor mais frequente entre mulheres preocupa
por ser a principal causa de o6bito por cancer entre elas (FERLAY et al.
2015). Na luta pela sobrevivéncia, a principal ferramenta &, sem duvida, o
diagnostico inicial, pois a sobrevida em tumores de estagio inicial é superior
a 98% em cinco anos, de acordo com dados do National Cancer Institute-
NCI (HOWLADER et al. 2016). O diagndstico de uma recidiva tumoral, apos
o tratamento de um cancer de mama em estagio inicial €, portanto, pouco
esperado, levando a uma grande frustragao para o médico e, principalmente,
para sua paciente, vide a perspectiva de cura anterior otimista. ldentificar
pacientes com cancer de mama em estagio inicial com maior potencial de
recidiva é fundamental para otimizar o tratamento da neoplasia mamaria.

Em contrapartida, o overtreatment, ou o tratamento excessivo do
cancer de mama, tém sido questionado, principalmente apos o
estabelecimento amplo do rastreamento mamografico, responsavel pelo
aumento significativo do diagnéstico de tumores de mama em estéagio inicial
(WELCH et al. 2016). Interroga-se a possibilidade de, caso nao tratados,
muitos destes tumores jamais evoluirem para metastases, sem impacto real
na sobrevida da paciente. Neste raciocinio, € possivel que inumeras
pacientes tenham sido submetidas a tratamentos agressivos como

mutilagbes cirurgicas, quimioterapias e radioterapias potencialmente
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desnecessarias para este grupo restrito. Se confirmado, o custo humano e
financeiro do overtreatment no cancer de mama precisa ser considerado.
Ha, portanto, uma clara necessidade de identificar pacientes neste
heterogéneo universo de tumores de mama em estagio inicial que
apresentam pior progndstico, diferenciando-as daquelas que potencialmente
nao se beneficiariam de tratamentos agressivos. Neste cenario, vé-se
proliferar a busca por novas ferramentas progndsticas e preditivas que
auxiliassem na tomada de decisdes no tratamento do cancer de mama.

Historicamente, as principais decisdes terapéuticas para o cancer de
mama eram baseadas apenas em critérios clinicos e morfolégicos, como
idade da paciente, tamanho do tumor, status linfonodal e grau histolégico. O
estudo dos receptores hormonais representou um marco no tratamento da
neoplasia mamaria, com importante valor prognéstico e, principalmente,
preditivo de resposta a hormonioterapia. Considerada a primeira terapia-
alvo, a hormonioterapia trouxe importante impacto na sobrevida, levando a
um universo em expansao de novas possibilidades terapéuticas com
baixissima taxa de complicagdes, comparada as op¢des mais toxicas de
quimioterapia (ORVIETO e VIALE 2002; EBCTCG 2011).

A partir dai, uma sequéncia de novos marcadores progndésticos para o
cancer de mama foi evidenciada, culminando com a classificagcdo molecular
do cancer de mama, consequente do estudo de expressdo génica tumoral,
hoje importante ferramenta progndstica e preditiva de resposta a
quimioterapia (MARKOPOULOQOS et al. 2017). Confirmou-se, neste ponto,

que o cancer de mama é uma doenga amplamente heterogénea, reunindo
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inumeras afecgdes distintas, com aspectos epidemioldgico, clinico,
morfolégico, progndstico e terapéutico diversos, todas acolhidas sob o
mesmo nome (REIS-FILHO e PUSZTAI 2011; WEIGELT et al. 2011).

Na ampla pesquisa de novos marcadores para o cancer de mama, foi
observada, com entusiasmo, a via de sinalizacdo Notch, por exercer
essencial fungdo regulatéria na populagdo de células-tronco tumorais, que
sa0 cruciais para carcinogénese mamaria, atuando como protagonistas dos
mecanismos de recidiva do cancer de mama (MA et al. 2011). Ela tem sido
apontada como potencial fator prognéstico no cancer de mama, com
atuacdo também relevante nos mecanismos de resisténcia a multiplas
modalidades terapéuticas (LEONG et al. 2006).

Optou-se, no presente estudo, por pesquisar a imunoexpressao da via
Notch enfocando uma populacdo valiosa entre pacientes com cancer de
mama, pois tratam-se de tumores com estagio inicial (pT1pNO ou pT2pNO)
que evoluiram com recidiva tumoral, apesar das improvaveis taxas de
recidiva esperadas em pacientes nestes estagios. A amostra destacou-se
também pela homogeneidade entre os grupos caso e controle em relagao ao
perfil  clinico-patolégico e terapéutico. Mesmo havendo pacientes
selecionadas em um amplo periodo (entre 2001 e 2010), ndo houve, por
exemplo, diferengas entre os diversos protocolos de quimioterapia aplicados,
gue se modificaram muito ao longo dos anos.

A via Notch desempenha um papel predominantemente oncogénico
em varias malignidades, incluindo o cancer de mama, de acordo com a

literatura (REEDIJK et al. 2005, KLINAKIS et al. 2006, ALIMIRAH et al.
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2007). Dentre os receptors Notch, o receptor Notch 1 é até o momento o
mais investigado em sua correlagdo potencial com a carcinogénese
mamaria. Varios estudos avaliaram o significado progndéstico da expresséao
de Notch 1 no cancer de mama (MA et al. 2011; YAO et al. 2011; ZHU et al.
2013; CAO et al. 2014; YUAN et al. 2015). Utilizando 21 artigos envolvendo
3.867 pacientes, uma metanalise publicada sobre o tema revelou que a
expressao de Notch 1 foi significativamente maior no cancer de mama do
que nos tecidos normais (OR = 7,21; 1C95%, 4,7-11,07), e que uma maior
expressao de Notch 1 foi associada a transicdo de carcinoma ductal in situ
para carcinoma invasivo (OR = 3,75; IC 95% 1,8-7,78). Observou-se nesta
metanalise maior atividade de Notch 1 no subtipo basal de cancer de mama
(OR = 2,53; 1C95% 1,18-5,43). Os pacientes com superexpressao de Notch
1 apresentaram, nessa metandlise, uma pior sobrevida global e livre de
recorréncia, com avaliagdes incluindo os métodos de imuno-histoquimico,
ELISA ou pesquisa de RNA (YUAN et al. 2015).

ZHAO et al. (2016) analisou a expressao de Notch 1 em 171 amostras
de pacientes com cancer de mama por imuno-histoquimico, utilizando a
técnica de TMA. Foi observada associagao entre maior expressao de
receptor Notch 1 e pior sobrevida livre de recorréncia.

Nao foram identificadas na amostra diferencas entre a taxa de
imunoexpressdo de Notch 1 nos grupos caso e controle. ZARDAWI et al.
(2010) também n&o identificou associagdo progndstica na expressao de
notch 1 avaliada por imuno-histoquimica utilizando TMA. No entanto, em

analise multivariada, observou-se que tumores com localizagdo nuclear de
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Notch 1 apresentaram menor taxa de recidiva comparada a localizagao
citoplasmatica ou membranar. Observa-se imunorreagao isoladamente
citoplasmatica em 56,6% dos casos, nuclear isolada em 2,1%, nuclear e
membranar simultdneas em 23,8%, e nuclear e citoplasmatica simultaneas
em 16,8% das pacientes.

Sao poucos os estudos que se referem a localizagao celular da
imunorreacdo com Notch 1. YAO et al. (2011) estudou 48 casos de
neoplasia mamaria: 36 carcinomas invasivos e 12 n&o invasivos. A
expressao do receptor Notch 1 foi principalmente citoplasmatica (52%) em
comparagado com membranar (27%) ou coloracdo nuclear (6%). Os
marcadores de Notch foram entdo correlacionados com fatores prognésticos
conhecidos do cancer da mama. Foi observado que os tumores RE positivo
expressavam Notch 1 com maior frequéncia na membrana. Na analise
univariada, o Ki67 associou-se de forma significativa com a expressao
nuclear de Notch 1. No entanto, na analise multivariada esta associagao nao
foi confirmada, sendo evidenciada apenas a associacdo entre expressio
citoplasmatica de Notch 1 e status linfonodal mais avancado (YAO et al.
2011).

SPEISER et al. (2012) demonstrou, especificamente em tumores triplo
negativos, o achado de imunorreatividade nuclear e citoplasmatica
simultdnea em 64% dos casos, e apenas imunorreatividade citoplasmatica
em 36% dos casos. Nao havendo casos demonstrando imunorreatividade
membranar ou nuclear isoladas. Nao foi investigada, no estudo em questao,

associagao entre a localizagdo celular da imunorreagdo e o prognostico
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(SPEISER et al. 2012). RIZZO et al. (2008) demonstrou que células tumorais
mamarias tratadas com estrégeno apresentaram niveis elevados de receptor
Notch 1 membranar, e niveis relativamente baixos de Notch citoplasmatico e
nuclear. Enquanto células privadas de estrogeno ou tratadas com
tamoxifeno apresentaram menor expressao em intensidade de Notch. No
estudo de YAO et al. (2011), foi observado que tumores RE positivo
apresentaram reagao membranar de Notch mais significativa comparados ao
grupo RE negativo, sugerindo que a via estrogénica tende a acumular Notch
1 na membrana celular.

Estudos anteriores postulam que no caso da sinalizacdo Notch, a
localizagdo celular € potencialmente uma ilustragcdo morfolégica de sua
funcdo, o que pode ser mais informativo do que a descricdo da simples
intensidade ou percentual de imunomarcacdo das células tumorais
(REEDJIK et al. 2005; YAO et al. 2011). Desta forma, a localizagédo
perinuclear de Notch provavelmente representaria receptores recentemente
sintetizados, pés maturacao no reticulo endoplasmatico, o Notch membranar
representaria o receptor Notch maduro ainda nao ativado, enquanto a
localizagéo nuclear representaria o receptor Notch ativo (RIZZO et al. 2008).
Na literatura, ressalta-se que o receptor Notch no nucleo é rapidamente
fosforilado, ubiquitinado e degradado, e raramente se acumula no nucleo
(RIZZO et al. 2008; YAO et al. 2011).

O numero de casos em que se observa o receptor Notch 1 expresso
isoladamente no nucleo foi limitado (3 pacientes). No entanto, foi intrigante a

significativa diferenga progndstica encontrada, sendo observado melhor
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prognostico nestes casos. Até o momento desta analise, este foi o primeiro
estudo a demonstrar a associacido entre a expressado exclusivamente
nuclear de Notch 1 e a recidiva tumoral, utilizando-se a base de dados
PubMed, com os descritores “notch receptors” e “breast neoplasms”,
pesquisando-se artigos completos publicados na lingua inglesa. Ressalta-se
a necessidade de estudos multicéntricos prospectivos randomizados que
abordem a localizagado intracelular como potencial fator progndstico no
cancer de mama.

O receptor Notch 1 ativado representa a porcdo intracelular do
receptor Notch liberada apds clivagens sucessivas na membrana. Este
receptor ativado € transportado ao nucleo onde atinge os genes alvo. Em
teoria, a analise do receptor Notch ativado poderia ser um marcador mais
apropriado da atividade do receptor Notch 1. Nesta amostra, a expressao do
receptor Notch 1 ativado foi a mesma entre grupos caso e controle.
Analisando carcinomas mamarios invasivos por, utilizando a técnica de TMA,
e um anticorpo com referéncia idéntica ao utilizado nesta amostra, ERCAM
et al. (2012) e CAO et al. (2014) observaram que maior expressao do
receptor Notch 1 ativado estava associada a pior progndstico. Em analise de
carcinomas mamarios in situ, FARNIE et al. (2007) demonstrou que maior
expressao de Notch 1 ativado foi preditora de recorréncia precoce.

Usualmente, o receptor Notch 2 ndo é expresso em células epiteliais
mamarias normais. No entanto, contrariamente aos demais receptores
Notch, demonstrou-se que a maior expressao de Notch 2 esteve associada a

melhor sobrevida em pacientes com cancer de mama, com sua elevada
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expressao associada a tumores melhor diferenciados (PARR et al. 2004).
Estes dados dao suporte ao modelo intrigante onde a ativagédo de Notch 2
corresponde a uma queda na agressividade tumoral. O'NEILL et al. (2007)
demonstrou que o dominio intracelular de Notch 2 ativado constitutivamente
em linhagens celulares de adenocarcinoma humano MDA-MB-231 aumentou
a apoptose in vitro. O receptor Notch 2 ativado suprimiu o crescimento
tumoral, reduzindo em 60% os tumores, que foram significativamente
menores e mais necréticos. Estes resultados demonstram que a sinalizagao
Notch 2 é um potente inibidor de sinal da carcinogénese humana mamaria
(GUO et al. 2011).

Em analise univariada, identificou-se associacdo inversa entre
imunoexpressao de Notch 2 e recidiva. Esta associacido, no entanto, nio foi
confirmada apds analise multivariada. Os achados estdo de acordo com a
literatura, que associa maior expressao de Notch 2 a um melhor progndstico
(PARR et al. 2004), possivelmente em consequéncia ao aumento da
apoptose in vitro (O'NEILL et al. 2007). XU et al. (2016), analisaram mRNA
em tumores mamarios, associando também a maior expressdo de Notch 2
com melhor progndstico, especialmente em tumores de mama RE positivo
(XU et a. 2016). Investigando o receptor Notch 2 por através de TMA,
FLORENA et al. (2007), evidenciou associagao positiva entre a expressao
de Notch 2 e Her2.

Foi demonstrado que a regulagao positiva (upregulation) de Notch 3
em glandulas mamarias levou ao desenvolvimento de tumores mamarios,

sugerindo que o Notch 3 apresenta potenciais transformadores in vivo
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(PARR et al. 2004). YAMAGUCHI et al. (2008) identificou a expressao de
dominios intracelulares de Notch 1 e Notch 3 na maioria das linhagens
celulares de cancer de mama. A sinalizacdo Notch 3 ativou a transcricdo
mediada por CSL nestas células. Ha estudo demonstrando associagao
positiva entre Notch 3 e a atividade de osteoblastos (ZHANG et al. 2010).
Além disso, lesdes osteoliticas foram significativamente reduzidas apds
inoculacéo de células com expressao de Notch 3 constitutivamente reduzida.
Estes resultados sugerem que o Notch 3 esta possivelmente associado a
formagao de metastases 6sseas (GUO et al. 2011).

Nao foram identificadas diferengcas na expressao dos receptores
Notch 3 entre os grupos caso e controle. A literatura aponta este receptor
como associado a prognéstico desfavoravel para o céncer de mama
(REEDJIK et al. 2005; ZHANG et al. 2010). GU et al. (2016), associou
também a expressdao de Notch 3 a quimiorresisténcia a antraciclicos, e
demonstrou que pacientes com tumores RE positivo e com menor expressao
de Notch 3 apresentaram pior sobrevida livre de recorréncia a distancia (GU
et al. 2016). A analise de MA et al. (2011) indica que a expressao de Notch 3
€ maior em pacientes com baixa taxa de expressao de Notch 1.

Alteracbes genéticas de Notch 4 que levaram a niveis desregulados
do receptor Notch 4 intracelular ativado representam mutagdes de ganho de
funcdo associadas a carcinogénese mamaria (JHAPPAN et al. 1992,
GALLAHAN et al. 1996). Notch 4 também foi associado a subversao da
morfogénese epitelial normal e a promogdo da invasdao da matriz

extracelular. Além disso, o Notch 4 aumentou significativamente o potencial
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tumorigénico in vitro de células epiteliais mamarias através da alteragao de
suas propriedades morfogénicas (SORIANO et al. 2000; CALLAHAN et al.
2001).

Nesta amostra, ndo houve expressao diferenciada do receptor Notch
4 entre pacientes com e sem recidiva tumoral. J& YAO et al. (2011)
demonstrou associacao de maior imunoexpressao de Notch 4 e indicadores
de pior prognéstico em carcinomas mamarios invasivos, como Ki67.
Analisando a imunoexpressdo do receptor Notch 4 em tumores triplo-
negativos, SPEISER et al. (2012) também identificou associagao de Notch 4
a fatores de pior progndstico, como Ki67 e grau histolégico.

Destaca-se como principal resultado encontrado neste estudo a maior
imunoexpressdo da survivina, proteina de gene alvo da via de sinalizagao
Notch, entre pacientes que apresentaram recidiva do cancer de mama. A
survivina, expressa na fase G2-M do ciclo celular, apresenta funcao
antiapoptotica, atuando também no controle da divisdo celular e na
promog¢ao da angiogénese (RYAN et al. 2006). Esta proteina encontra-se
expressa em multiplos tumores malignos, como cancer de mama, colorretal,
pulmao, gastrico, hepatico, melanoma e linfoma, frequentemente associada
a pior prognostico (AMBROSINI et al. 1997; REED et al. 2000;
ATHANASSIADOU et al. 2011), e geralmente ndo se expressa em tecidos
humanos normais (YOUSSEF et al. 2008). No entanto, apesar de exibir um
elevado grau de expressao tumoral especifica, e ainda ser um dos 16 genes
associados ao cancer contemplados no teste Oncotype DX, o papel da

survivina como um marcador do cancer de mama persiste tema de extenso



96

debate (PAIK et al. 2004), sendo seu papel prognéstico na literatura ainda
ambiguo a respeito da neoplasia mamaria (TANAKA et al. 2000; KENNEDY
et al. 2003; O'DRISCOLL et al. 2003; SPAN et al. 2004).

Nesta amostra, mais de 97% das pacientes apresentaram alguma
expressao de survivina, e em quase 27% delas esta expressao foi em mais
de 50% das células tumorais. Foi demonstrado que pacientes com recidiva
tumoral expressaram a proteina survivina tanto em maior percentual de
células tumorais, quanto em intensidade mais forte, comparando-se a
pacientes sem recidiva tumoral, apds analise multivariada. Os resultados
encontrados estdo de acordo com recente metanalise publicada (LI et al.
2014), onde, apds a analise de 23 estudos, totalizando 3.259 pacientes com
cancer de mama, foi demonstrado que pacientes com maior expressao de
survivina apresentaram marcadamente um maior risco de recorréncia e pior
sobrevida global. Os achados de associagcdo prognéstica identificados na
metanalise de LI et al. (2014) foram observados independente do método
utilizado, seja por imuno-histoquimica ou RT-PCR, tendo a maioria dos
estudos utilizado a imuno-histoquimica. LI et al. (2014) demonstraram
também que pacientes com cancer de mama em estagios mais avangados e
com metastases linfonodais apresentaram maiores expressdes da survivina,
dado nao avaliado na amostra tendo em vista termos estudado apenas
tumores de mama em estagio inicial.

HINNIS et al. (2007) avaliaram 165 amostras de tumores de pacientes
que morreram por cancer de mama, investigando a expressao de survivina

por imuno-histoquimica. A survivina apresentou-se como um fator
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prognostico independente associado a pior sobrevida em pacientes com
cancer de mama (HINNIS et al. 2007). YOUSSEF et al. (2008) observou
maior expressao de survivina em tumores de mama de estadiamento mais
avangado, maior indice de Ki67, e sem expressao de receptores hormonais.
YAKIREVICH et al. (2012) associaram maior expressdo de survivina em
tumores de mama de alto risco, com particular prevaléncia em tumores
basais. Analisando apenas carcinomas mamarios triplo-negativos, ZHANG et
al. (2014) demonstraram associagdo da expressao de survivina a pior
sobrevida global e sobrevida livre de doenga em carcinomas mamarios
invasivos. Nesta amostra, os achados de associagdo prognéstica entre
maior expressdo de survivina e recidiva foram independentes da
classificagao por imuno-histoquimica dos subtipos moleculares de cancer de
mama.

O ponto de corte utilizado para definicio de tumores com
superexpressao de survivina é amplamente heterogéneo na literatura. Ha
registros da utilizacdo de variados escores de diferentes graduacgdes
correlacionando-se tanto o percentual de células tumorais com expressao de
survivina quanto a intensidade da imunomarcacao (HINNIS et al. 2007; AL-
JOUDI et al. 2007; YOUSSEF et al. 2008; PETRARCA et al. 2011;
YAKIREVICH et al. 2012; SARTI et al. 2013; ZHAO et al. 2014), e também a
utilizacdo de pontos de corte especificos do percentual de expressao,
variando entre 20% (LIN et al. 2013) e 50% (LO MUZIO et al. 2003; ZHANG
et al. 2013). Considerando tal heterogeneidade, uma curva ROC foi

confeccionada para identificar o valor de corte com melhor sensibilidade e
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especificidade associado ao desfecho, e optou-se por avaliar de forma
independente a intensidade da imunomarcacgéo. O valor encontrado, 50%,
coincide com os utilizados por LO MUZIO et al. (2003) e ZHANG et al.
(2013).

Observou-se imunomarcagao de survivina tanto no nucleo quanto no
citoplasma das células tumorais, sendo expressa predominantemente no
citoplasma, em concordancia com os achados de SPAN et al. (2004) e
ZHAO et al. (2014). A localizagao celular da survivina no presente estudo
nao diferiu entre os grupos caso e controle.

Na literatura, as evidéncias a respeito da localizagao da expressao da
survivina dentro da célula tumoral e sua relagcdo com o progndstico sao
conflitantes (KENNEDY et al. 2003; BRENNAN et al. 2008; REXHEPAJ et al.
2010). Alguns estudos sugerem que a elevada taxa de expressao
citoplasmatica de survivina e baixos niveis de expressdo nuclear estido
associados a pior prognostico (KENNEDY et al. 2003), enquanto outros
estudos sugerem o oposto (BRENNAN et al. 2008; REXHEPAJ et al. 2010),
ou reportam auséncia de associagao prognéstica. J& SARTI et al. (2013)
identificaram isoladamente a expressao nuclear de survivina como fator de
pior progndéstico no cancer de mama, apresentando forte associagao com o
subtipo triplo-negativo. Em recente metanalise, foi demonstrado que a
localizacdo citoplasmatica da survivina esteve associada a maior risco de
recidiva, enquanto que a localizacdo nuclear ndo apresentou associagao
prognostica significativa (LI et al. 2014). O numero de publicagdes inclusas

na metanalise que analisam a localizacido intracelular da survivina é, no
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entanto, restrito, com uma ampla heterogeneidade de resultados, impedindo
a metanalise em questao de ser conclusiva sobre o assunto (LI et al. 2014).

Questiona-se o diferente impacto da survivina no progndstico de
acordo com a localizacido celular. Tal fato pode ser causado pela acao
efetiva da survivina citoplasmatica no bloqueio da apoptose, quando é
fosforilada para ligacao a caspase processada. Ja a survivina nuclear estaria
associada a regulagao da proliferagao celular (SWANA et al. 1999; MOON e
TARNAWSKI 2003; NASSAR et al. 2008). Algumas publicagbes sugerem
que uma mudanca absoluta ou percentual da localizagdo intracelular da
survivina pode impactar a agressividade das células tumorais (O'DRISCOLL
et al. 2003; Ql et al. 2009).

Ha ainda descricao na literatura de diferentes isoformas da survivina,
que podem apresentar fungdes celulares diferentes, justificando a
disparidade dos resultados encontrados nos estudos. MAHOTKA et al.
(1999) descreveu a existéncia de dois novos transcritos diferentes de
survivina, denominados survivina-deltaEx3 e survivina-2B em células
humanas, sem no entanto demonstrar associacdo progndstica.
Adicionalmente, foram descritas as formas survivina-3B e survivina-2A, que
apresentaram valor progndstico em analise multivariada (SPAN et al. 2006).

Atribui-se a survivina ndo apenas o papel prognéstico no cancer de
mama, mas também o papel de preditor de resposta a quimioterapia
neoadjuvante. PETRARCA et al. (2011) identificou associagdo entre maior
expressao de survivina e a presenca de resposta patoldégica completa em

pacientes com cancer de mama estagios Il e Ill, apds quimioterapia
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neoadjuvante. Este papel preditor de resposta a quimioterapia foi
demonstrado tanto em regimes com antraciclicos (BOIDOT et al. 2009;
ZHAO et al. 2014), quanto com docetaxel (LIN et al. 2013). Encontram-se
em investigagdo potenciais terapias-alvo direcionadas a survivina
(TSURUMA et al. 2004; HONMA et al. 2009; TANIOKA et al. 2011).

Bcl2 € uma proteina citoplasmatica antiapoptética que, inicialmente,
foi descrita como protumorigénica (TSUJIMOTO et al. 1984). Estudos
subsequentes descobriram que a funcdo de Bcl2 nos diferentes tipos
celulares era mais complexa, e incluia a inibicao do crescimento de células
tumorais, influenciando a entrada no ciclo celular (HOCKENBERY et al.
1990; PIETENPOL et al. 1994; O'REILLY et al. 1996; HUANG et al. 1997;
GREIDER et al. 2002; ZINKEL et al. 2006). No cancer de mama, a fungao de
Bcl2 é, portanto, diversa, incluindo papel na sinalizagdo p53 (SILVESTRINI
et al. 1994; QUINN et al. 1998), sobrevida celular (antiapoptotica)
(HOCKENBERY et al. 1990), e controle do ciclo celular (HOCKENBERY et
al. 1990; PIETENPOL et al. 1994; HUANG et al. 1997; ZINKEL et al. 2006).

Estudos apontam Bcl2 como marcador progndstico no cancer de
mama, demonstrando que pacientes com maior expressdao da proteina
apresentam, usualmente, prognéstico mais favoravel frente a pacientes com
cancer de mama sem expressao da proteina (HUANG et al. 1997; CALLAGY
et al. 2006; KALLEL-BAYOUDH et al. 2011). Analisando a expressao de
Bcl2 nos diferentes subgrupos moleculares do cancer de mama, EOM et al.
(2016) identificou que a expressao de Bcl2 nos tumores luminais A

correlacionou-se com melhor sobrevida livre de recorréncia, e sobrevida
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especifica de doenga em 5 anos. Este achado, no entanto, ndo foi
evidenciado nos demais subtipos histolégicos classificados por imuno-
histoquimica (EOM et al. 2016).

Em tumores mamarios triplo-negativos, os achados divergem,
havendo controvérsias na literatura do papel progndstico de Bcl2. Apesar da
expressao de Bcl2 estar associada ao status do receptor de estrogeno, ha
relato de associagdo com prognodstico favoravel em tumores RE negativos
(DAWSON et al. 2010). Ja BOUCHALOVA et al. (2015) demonstrou que
tumores triplo-negativos que expressavam Bcl2 apresentaram pior sobrevida
livre de doenca.

A explicagao para os antagébnicos significados da expressao de Bcl2
nos diferentes subtipos moleculares de cancer de mama ainda nao foi
elucidada. Acredita-se que esta diferenca possa ser causada pela interacéo
de Bcl2 com outras proteinas como p27, Her3 e MDM4 em tumores positivos
para Bcl2 (ABDEL-FATAH et al. 2013).

Apesar da literatura favorecer o valor progndstico usualmente
favoravel de Bcl2, o presente estudo nao evidenciou diferengcas na
expressao da proteina entre pacientes com e sem recidiva tumoral.

A ciclina D1, reguladora do ciclo celular essencial para a progressao
através da fase G1, tem sido implicada na patogénese de inumeros tumores
humanos, incluindo o carcinoma invasor da mama (WANG et al. 2013). Sua
atividade oncogénica esta relacionada possivelmente a sua capacidade de
influenciar na atividade proliferativa (CALDON et al. 2010).

Foi encontrada hiperexpressao da proteina em 79,2% de pacientes da
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populacdo estudada. A comparagdo deste valor de expressdo com a
literatura é dificultada pelos diferentes pontos de corte utilizados e diferentes
anticorpos. Muitos estudos apontam uma expressao positiva de ciclina D1
em 65-70% dos tumores de mama, o que demonstra concordancia com os
resultados encontrados (ZHANG et al. 1994; ZUKERBERG et al. 1995;
HWANG et al. 2003).

No atual estudo, ndo foram identificadas diferencas na expressao de
ciclina D1 entre pacientes com e sem recidiva tumoral. Na literatura, ha
indicios de associagao prognostica de ciclina D1 em cancer de mama de
diferentes formas. A maioria dos estudos apontam a ciclina D1 como fator
progndéstico de forma amplamente heterogénea. A hiperexpressao de ciclina
D1 e amplificagdo do gene de ciclina CCDN1, no entanto, apresentaram-se
como um preditor de baixa resposta para terapia antiestrogénica (KENNY et
al. 1999; PEURALA et al. 2013).

Contrariamente a estes dados, analisando-se apenas carcinomas
mamarios lobulares invasivos através da técnica de TMA, TOBIN et al.
(2012) identificaram associagao entre a superexpressdao de ciclina D1 e
maior risco de recidiva da doenca. MYLONA et al. (2013) publicaram uma
anadlise de 290 tumores de mama avaliados por imuno-histoquimica,
correlacionando a expressao de ciclina D1 com melhor sobrevida global
tanto em pacientes nao selecionados, como em subgrupo triplo-negativo.

Em uma metanalise reunindo 33 estudos e 8.537 casos de cancer de
mama, Xu et al. (2013) observaram que a expressdao do gene CCND1

apresentou associagcao prognéstica significativa apenas em cancer de mama
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com receptor de estrogeno positivo, apontando pior sobrevida global neste
grupo (XU et al. 2013).

Ahlin et al. (2017) analisaram a expressao nuclear de ciclina D1 por
imuno-histoquimica em TMA em um estudo caso-controle de cancer de
mama com axila negativa, identificando que uma maior expressao de ciclina
D1 esteve associada a maior mortalidade em tumores mamarios com
positividade para receptor de estrégeno, sem nenhuma associagao
progndstica nos tumores sem expressao estrogénica (AHLIN et al. 2017).

E evidente que as publicacdes sobre ciclina D1 apontam resultados
conflitantes em relagcdo ao progndstico. Apesar da heterogeneidade,
observa-se que o papel progndstico da ciclina D1 tem forte relagdo com a
expressado de receptor de estrogeno. E necessario portanto aprofundamento
das pesquisas, em estudos prospectivos, para melhor elucidacao do papel
da ciclina D1.

A p21 é uma CKI implicada nos mecanismos de controle do ciclo
celular que permitem a reparacdo do DNA. Ela bloqueia a transicdo do G1 a
fase de S e suprime a proliferacao celular. Parece estar relacionada a
diferenciagao celular em diversos modelos de tumores. Embora as mutagdes
do gene p21 sejam raras, a superexpressdao da proteina p21 é vista
frequentemente nos carcinomas de mama (JONG et al. 1999; HEIKKILA et
al. 2000; BALASENTHIL et al. 2004).

Nao foram identificadas diferencas na expressao imuno-histoquimica
de p21 entre os grupos com e sem recidiva tumoral. Na literatura, a analise

da expressao de p21 por imuno-histoquimica em carcinomas invasores da
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mama e sua associagao prognostica € escassa, a maioria dos estudos
fazem referéncia a tumores in situ, ou utilizam analise de expressao génica.
Ja SOMLO et al. (2008) demonstraram que pacientes com baixa expressao
proteica de p21 evoluiram com pior sobrevida global e livre de recorréncia.
Analisando especificamente carcinomas invasivos da mama em homens,
através de imuno-histoquimica, KANTHAN et al. (2010) contrariamente
identificaram que pacientes com maior expressao de p21 apresentaram pior
sobrevida livre de recorréncia. WEI et al. (2015) analisaram tanto a
expressao proteica por imuno-histoquimica, quanto a expressao génica de
p21 em 65 amostras de cancer de mama. Foi identificada expressao de p21
positiva em 66,2% dos tumores, enquanto 44,6% apresentaram positividade
para p21 no tecido adjacente ndo tumoral, diferenca estatisticamente
significativa. A expressao tumoral de p21 esteve associada a maior tamanho
tumoral, maior grau histolégico e metastases linfonodais. A analise
multivariada identificou p21 como fator preditivo independente para
sobrevida livre de doenga, indicando pior prognéstico (WEI et al. 2015).
Houve dificuldades na execucdo deste estudo. Uma populagdo
especifica, com critérios de inclusao e exclusao restritivos foi contemplada, o
que levou a uma amostra inicialmente insuficiente. Para atingir a amostra
planejada, foi necessario acréscimo somente de casos com recidiva do
A.C.Camargo Cancer Center, utilizando-se 0s mesmos critérios de
elegibilidade. Pacientes advindas de centros oncoldgicos distintos

potencialmente poderiam levar a heterogeneidade da amostra. No entanto,
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ao comparar-se 0s aspectos clinicos e histolégicos, nao foram identificadas
diferengas entre os grupos caso e controle.

Optou-se pela avaliagdo da expressdo dos marcadores por imuno-
histoquimica, frente as demais técnicas. A imuno-histoquimica é relevante
devido a sua praticidade ao se examinar material histolégico em blocos
embebidos em parafina, sem a necessidade de técnicas mais complexas de
biologia molecular. Com amplo beneficio pelos baixos custos, a imuno-
histoquimica pode ser executada em centros de pesquisa de menor
infraestrutura. O uso desta técnica nos permitiu também um importante
ganho na investigagcdo dos biomarcadores: a definicdo da localizagao
intracelular, achado original neste estudo. Outra vantagem da analise por
imuno-histoquimica € a possibilidade de armazenar a |amina corada por
amplo periodo, permitindo posteriores reavaliacdes. A técnica apresenta, no
entanto, algumas limitagdes: trata-se de uma analise qualitativa, o que
requer a interpretacdo de patologistas ou técnicos laboratoriais que podem

dar laudos amplamente variaveis.

Ao confeccionar o TMA, apresentam-se perdas de amostras tumorais
consideraveis, seja pela identificagdo de campo vazio ou auséncia de
componente invasor em dado corte do bloco de TMA. Tais perdas s&o, no
entanto, inerentes a técnica (ILYAS et al. 2013). O percentual de perdas por
campos vazios no TMA variou de 5,3% a 19,4% da amostra, entre os
diferentes marcadores utilizados. Os percentuais estdo proximos aos
aceitaveis na literatura para esta técnica, que € entre 10 e 15 % (ILYAS et al.

2013). A utilizagao de blocos de parafina com mais de 10 anos certamente
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contribui para a existéncia de maior percentual de campos vazios no TMA. A
experiéncia técnica na execugdo do TMA também €& um fator a ser
considerado em casos de falhas (ILYAS et al. 2013). A auséncia de
componente invasor variou de 4,1% a 11,1 %, consequente da
heterogeneidade intratumoral. Este estudo contou com patologistas
dedicados a area de oncologia, e técnico em patologia com vasta
experiéncia em pesquisa na execugao de TMA.

Na analise dos marcadores, um dos grandes desafios encontrados
foram os diferentes pontos de corte utilizados para as proteinas na literatura.
Para minimizar o impacto deste problema, realizou-se a construcdo de uma
curva ROC no intuito de identificar o melhor ponto de corte em relagao a
sensibilidade e especificidade daqueles marcadores com literatura mais
indefinida.

Os resultados apresentados necessitam de confirmagdo através de
estudos prospectivos, com uma amostra mais robusta, principalmente em
relacdo a localizagdo intracelular do receptor Notch 1. Ressalta-se a
importancia na padronizar os métodos, principalmente os pontos de corte
utilizados nos novos marcadores, fundamental para a comparagao dos
dados, minimizando discrepancias potenciais causadas por esta
heterogeneidade. E necessario avaliar também os diferentes papéis da via
Notch, considerando possiveis interacbes desta complexa via com outros
marcadores, incluindo potenciais agonistas e antagonistas. A analise dos
receptores e proteinas da via Notch individualizando-se os diferentes
subgrupos moleculares do cancer de mama é uma natural perspectiva futura

deste estudo.



107

7 CONCLUSAO

A analise da imunoexpressao dos Receptores Notch 1 2, 3, 4 e 1
ativado, e das proteinas Bcl-2, survivina, p21 e ciclina D1, em carcinomas
invasores da mama nos estagios pT1pNO ou pT2pNO revelou maior
expressao de survivina no grupo de pacientes com recidiva tumoral de
cancer de mama frente aquelas com evolugdo favoravel. A expressao
nuclear de Notch 1, nesta amostra, foi associada a menor taxa de recidiva
tumoral. O receptor Notch 2 foi mais expresso em pacientes com evolugao
favoravel da doencga, em analise univariada, sugerindo tratar-se de um
marcador de melhor prognostico. A analise multivariada, no entanto, nao
confirmou esta associagdo. Os demais marcadores nao apresentaram
associacao prognostica. Os achados deste estudo foram independentes da

classificagdo molecular baseada em imuno-histoquimica.
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