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1. INTRODUCAO



1.1 Tratamento do Cancer de Mama

O primeiro grande passo no tratamento do cancer de mama foi dado por William S.
Halsted que desenvolveu em 1889 no Johns Hopkins Hospital, a mastectomia ultra - radical

trazendo grande auxilio no tratamento local da doenca (Halsted, 1894; Liu, 2000).

Somente no final da década de 60 e inicio da década de 70 com os estudos de Fisher,
De Lena e Brambilla, o tratamento do cincer de mama voltou a dar novo salto com o advento

da quimioterapia (Fisher et al, 1968; De Lena et al, 1975; Brambilla et al, 1976; Liu, 2000).

A quimioterapia comecou a ser utilizada associada ao tratamento cirdrgico no intuito
de diminuir a recorréncia e aumentar a sobrevivéncia dos pacientes (Fisher et al, 1968;
Bonadonna et al, 1976; Brambilla et al, 1976). Foram relatados os resultados do seguimento
de um grupo de pacientes que iniciaram quimioterapia adjuvante hd 30 anos confirmando os

beneficios e reducao do risco relativo de recorréncia e de metastases (Bonadonna et al, 2005).

A quimioterapia primdria, também conhecida como de inducdo ou neoadjuvante,
realizada antes do procedimento cirtrgico ou do tratamento radioterdpico, foi introduzida por
De Lena no final da década de 70. Foi muito importante nos casos de carcinoma de mama
localmente avancado — estadio III. O tratamento inicial nesses tipos de tumores inoperaveis
era realizado até entdo com radioterapia, porém os seus efeitos loco-regionais impediam que
fosse realizada em larga escala, havendo necessidade de um tratamento alternativo e com

menos efeitos colaterais. (De Lena et al, 1978; Wolff et al, 2002).



Estudos demonstraram ainda a natureza sistémica do tumor de mama, além do fato de
que clones celulares a distancia do tumor primdrio podem sofrer acdo de fatores de
crescimento produzidos pelo préprio tumor. Assim a quimioterapia primdria atuaria nestes
focos a distincia (Gunduz et al, 1979; Fisher et al, 1983; Mano et al, 2004; Cleator et al,

2005).

A quimioterapia primdria possibilita também, avaliar in vivo a resposta do tumor aos
agentes quimioterdpicos (Forrest et al, 1986; Giordano, 2003;), além de reduzir o volume
tumoral viabilizando a realizacdo de cirurgias conservadoras (Swain et al, 1987), sem com
isso afetar as taxas de recorréncia local (Bonadonna et al, 1990; Veronesi et al, 1995; Mano et

al, 2004).

Importante estudo sobre quimioterapia primdria foi o NSABP B-18, que objetivou
associar a quimioterapia primdria e a adjuvante ao tempo livre de doenca e a sobrevivéncia
global. Porém nao houve diferenca significante. J4& quando se correlacionou o grupo que
apresentou resposta andtomo-patolégica completa a quimioterapia com o que apresentou
resposta clinica completa, o primeiro mostrou diferenga significativa quanto ao tempo livre de

doenca e sobrevivéncia global (Fisher et al, 1998).

Nove anos apds o inicio do estudo NSABP B-18, os resultados foram novamente
avaliados e a sobrevida livre de doenca e sobrevida global mantiveram-se sem diferenca
significativa entre os grupos de pacientes que receberam quimioterapia primaria e

quimioterapia adjuvante, mantendo-se as associacOes inalteradas (Wolmark et al, 2001).

Outros estudos demonstraram que a utilizagdo de quimioterapia primdria ocasionou
uma melhora significativa na sobrevida das pacientes quando associada a melhor resposta
clinica e andtomo-patoldgica (Jacquillat et al, 1990; Scholl et al, 1994; Cameron et al, 1997).

Atualmente ainda ndo hd como determinar quais pacientes irdo responder melhor a

um tratamento quimioterdpico ou qual a melhor droga a ser utilizada para um paciente em



particular, como ocorre com o tratamento hormonal verificando a presenca de receptores para
estrégeno e progesterona.

Sabe-se que tamanho tumoral e status axilar sdo importantes fatores progndsticos,
porém ndo predizem a sensibilidade ao tratamento (Arpino et al., 2005).

As drogas quimioterdpicas sdo toxicas e a compreensdo de seu mecanismo de acao
pode facilitar a identificacdo de pacientes com maior probabilidade de resposta ao

quimioterdpico e que podem desta forma se beneficiar do tratamento (Esteva et al, 2004).

1.2 Apoptose

Por muito tempo, o efeito das drogas quimioterdpicas sobre os tumores foi atribuido a
sua rapida interagdo com as células alvo, causando dano irrepardvel na célula e

consequentemente morte celular por alteragao do seu metabolismo (Ferreira et al, 2002).

Porém estudos demonstraram que a morte celular determinada pela agao das drogas
quimioterdpicas se d4 através da inducdo de apoptose (Hickman, 1992; Ellis et al, 1997;

Hannun, 1997; Shao et al, 1999; Ferreira et al, 2002; Parton et al, 2002; Arpino et al, 2005).

A morte celular pode ocorrer através de dois mecanismos distintos: necrose e
apoptose. No processo de necrose ocorre dano da membrana celular que se rompe liberando
conteddo citoplasmatico no tecido ao redor, causando processo inflamatério, destruicdo e

alteracdo arquitetural permanente com cicatriz (Collins et al, 1997; Willingham, 1999).

Ja a apoptose € um processo fisiolégico de morte celular que envolve estimulos
programados e genéticos no qual a célula perde sua viabilidade antes de perder sua

integridade (Hengartner, 2000).

O termo apoptose deriva do grego apoptosis e significa cair fora (Kerr et al, 1972;

Whyllie, 1974).



A morfologia das células em apoptose € diversa quando comparada a necrose. As
alteracdes morfoldgicas cldssicas sao melhor observadas através da microscopia eletronica e
os primeiros sinais sdo: condensa¢do nuclear, diminuicdo do tamanho celular, aumento da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, perda da adesdo a células vizinhas e cromatina
condensada e disposta em “meia lua” (Van de Schepop et al, 1996; Hall, 1999).

Os fragmentos nucleares dao origem aos corpos apoptdticos que representam o
achado morfolégico mais frequente do processo, caracterizado por sua forma oval com
grande quantidade de cromatina condensada no seu interior (Van den Schepop et al., 1996;
Reed, 2000; Ferreira et al., 2002).

A apoptose estd presente desde a vida embriondria e estd envolvida nos processos
fisiolégicos de homeostase, diferenciacdo e regulacdo dos diversos sistemas dos organismos
vivos. Porém qualquer altera¢ao na sua func¢do estd relacionada ao aparecimento de multiplas
doencas como doencga de Alzheimer, doencas auto-imunes, doencas virais e cancer (Reed,
2000; D" Amélio et al, 2008).

Muiltiplos fatores regulam este mecanismo que pode ser desencadeado por estimulos
intra e extracelulares que ocasionam danos nos processos de reparacdo do DNA ou se ligam a
receptores na superficie celular (Gewies, 2003).

Para que o mecanismo apoptético ocorra, hd uma familia de endonucleases
intracelulares denominadas caspases que sdo proteases de cisteina descobertas a partir de
estudos genéticos em um nematddio chamado Caenorhabditis elegans (Hengartner, 1999;
Hengartner, 2001; Gewies, 2003).

As caspases estdo presentes no citoplasma celular como zimédgenos inativos (pro-
caspases), ativadas através de seus dominios ded (death effector domain) e card (caspase
recruitment domain), sendo consideradas as executoras centrais do processo de apoptose

(Hengartner et al., 2000; Ferreira et al., 2002; Gewies, 2003).



Didaticamente, hd 2 vias pelas quais a célula entra em apoptose: intrinseca e
extrinseca, que sao estudadas separadamente mas que em algumas ocasides se
intercomunicam (Reed, 2000).

A via intrinseca € mediada por genes da familia Bcl-2 (linfoma de células B) que
incluem genes pré-apoptéticos como Bax e Bad (proteina X associada a Bcl-2 e antagonista
de morte celular Bcl-2) e genes anti-apoptéticos como Bcl-2 propriamente dito. (Wu et al,
2000; Parton et al, 2001).

As proteinas Bax e Bcl-2 expressas pelos seus respectivos genes sdo capazes de
formar homodimeros (Bax-Bax e Bcl-2-Bcl-2) e heterodimeros (Bax-Bcl-2) e o equilibrio
entre esses homodimeros e heterodimeros define o balanco pré-apoptético ou antiapoptotico
(Petros et al,2004).

Sinais intrinsecos como dano no DNA celular, stress oxidativo ou indugdo por
quimioterdpicos serdo desencadeantes para que os genes pré-apoptoticos através de suas
proteinas (puma, noxa, bax, bad) atuem na membrana mitocondrial alterando sua
permeabilidade e gerando a liberagc@o da proteina citocromo-c que juntamente com a proteina
citoplasmatica apaf-1 (fator de ativacdo da protease), ativam a pro-caspase 9 ligando-se ao
seu dominio card, originando um complexo chamado de apoptosoma. A caspase 9 ativada é a
responsavel por deflagrar a ativacdo das pro-caspases 3, 6 e 7, a cascata das caspases, que
resulta na clivagem do DNA e apoptose celular (Parton et al, 2002; Ferreira et al,2002;
Gewis, 2003; Hengartner, 2000).

O gene Bcl-2 (anti-apoptético) foi descrito em linfomas de células B como resultado
de uma translocagdo t(14;18), codifica uma proteina mitocondrial com 24 kilodalton que se
localiza no reticulo endoplasmético, no envelope nuclear € na membrana mitocondrial de
vérios tecidos normais e neopldsicos, exceto tecidos muscular e hepatico (Gasparini et al,

1995; Derossi et al, 2003). Este gene atua através de suas proteinas seqiiestrando os membros



pré-apoptoticos da familia Bcl-2, ligando-se a seus dominios BH3 (Bcl-2 homdlogos)
prevenindo sua oligomeriza¢do e consequentemente, inibindo os eventos para aumento da
permeabilidade mitocondrial, liberacdo do citocromo-c com deflagracdo da cascata das
caspases, inibindo assim a apoptose (Gewies, 2003).

O gene P53 (supressdo tumoral), se localiza no braco curto do cromossomo 17 e
codifica uma proteina de 53 kilodélton com 393 aminodacidos, também participa do processo
de apoptose. Sua principal funcdo esta relacionada a estabilidade genomica, reparo de DNA e
inducdo de apoptose. A lesdo do DNA € caracterizada pela célula através de seus
mecanismos de checagem em leve, moderada ou grave. A partir dai, a célula é encaminhada
para correcao do dano ou apoptose. Este processo € mediado pelo P53 que ativa as proteinas
pré-apoptoticas bem como pelo aumento dos niveis de bax e diminui¢ao de bcl-2 (Miyashita
et al, 1994; Harris, 1996).

A cascata das caspases € 0 mecanismo apoptético sofrem regulacdo de algumas
proteinas denominadas [APs (proteinas inibidoras da apoptose), que foram originalmente
identificadas no proteoma do baculovirus e que no ser humano inibem diretamente as
caspases 3, 7 e 9. Acredita-se que a funcdo das IAPs é a prevencdo da ativacdo espontanea
das caspases. Este fato é corroborado pela presenca de proteinas pro-apoptdticas na
mitocondria denominadas Smac (segundo ativador das caspases derivados da mitocondria)
ou Diablo (proteinas diretamente ligadas a IAP), que antagonizam a funcdo das IAPs
permitindo a continuidade da apoptose (Hengartner, 2000; Ferreira et al, 2002; Gewis, 2003).
Este mecanismo, onde proteinas como Smac e Diablo inibem as IAPS tem sido chamado, por
alguns autores, como terceira via de apoptose, mas que pode ser incluida na via intrinseca

(Fig. 1) (Ashkenazi , 2002).



Via celular intrinseca da apoptose
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FIGURA 1: Via celular intrinseca da apoptose

O modo pelo qual os genes pré-apoptéticos, por intermédio de suas proteinas
aumentam a permeabilidade mitocondrial, ainda ndo foi totalmente elucidado, mas existem
algumas teorias.

A possibilidade de que as proteinas codificadas pelos genes pré-apoptéticos se liguem
na membrana mitocondrial e determinem a formacdo de canais pelos quais ocorre a
passagem do citocromo-c foi aventada, porém o tamanho da molécula vai contra esta
hipdtese, ja que o citocromo-c ¢ uma molécula grande e ndo passa por esses canais.Outra
hipétese é a de que as proteinas formem canais de passagem unindo-se a outras proteinas
mitocondriais chamadas VDAC (canal de anion voltagem dependente), porém ainda assim
sd0 canais estreitos. A teoria mais provavel € a de que os genes pré-apoptoticos interfiram
com a homeostase da membrana mitocondrial alterando a funcdo dos canais de ions,
aumentando assim a permeabilidade da membrana (Hengartner et al, 2000).

A rota extrinseca é mediada pela ativacdo de receptores de morte celular presentes na

membrana celular que ao estimulo externo transmitem o sinal ligando-se a proteinas



especificas (FADD). Esses receptores de morte celular pertencem a super familia do TNFR
(receptor do fator de necrose tumoral) e inclui TNFR-1, Fas (Fatty acid sinthesis), DR3,
DR4, DRS5 e DR6 (receptores de morte celular 3,4,5 e 6), (Ashkenazi, 2002).

Esta interacdo vai ativar a pré-caspase 8 que deflagrard a cascata das caspases, citada

anteriormente, culminando com a morte celular (Fig.2) (Ashkenazi, 2002; Parton et al, 2002).
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FIGURA 2: Via extrinseca da apoptose

1.3 Deteccao de Apoptose

A apoptose € um evento dindmico apresentando diversas caracteristicas de acordo
com o estdgio em que a célula se encontra. Isto permite que ela possa ser detectada e até
quantificada por muitos métodos, porém quando se avalia esse evento in vivo, ocorre uma
falta de sincronia ja que em um determinado tecido existem células em diferentes estdgios do

processo de apoptose, além do que no processo final a célula é eliminada por fagocitose para
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evitar a ocorréncia de necrose secundaria, o que pode dificultar sua determinag@o (Bursch et
al, 1985; Grasl-Kraup et al, 1997; Willingham, 1999; Alfaro Moreno et al, 2000).

Dentre os métodos disponiveis para deteccao de apoptose estdo os morfoldgicos,
realizados através da microscopia optica onde se detectam alteracdes na organizacao celular
como condensagdo da cromatina, disposta em "meia lua", dentro do nicleo e o aparecimento
dos corpos apoptéticos, que sdo fragmentos nucleares e saliéncias que se formam na
superficie celular e separam-se da mesma, podendo ser fagocitados por células vizinhas ou
degradados dentro dos lisossomos (Navarrete, 2003).

O método morfoldgico € considerado por muitos o método de exceléncia, por ser na
pratica o que permite mais facilmente a sua identificacdo, através de critérios bem
estabelecidos (Bursch et al, 1985; Grasl-Kraup et al, 1997; Melo, 2001; D" Amelio et al,
2008).

Outro método para avaliacdo de apoptose € através da detec¢do da degradacdo do
DNA, método conhecido como TUNEL (Transferase-mediated dUTP nick end-labeling) que
foi desenvolvido por Gavrielli em 1992 e baseia-se na clivagem de DNA na célula
apoptética, que gera grupos hidroxila-3' e sdo detectados in situ através da incubacgdo de
secgoes histolégicas com TdT e d UTP biotinilada (Gavrielli et al, 1992).A partir dai, estes
nicleos marcados podem ser avaliados em tecidos parafinados, pela citometria de fluxo,ou
por métodos de imunoistoquimica. Porém, trata-se de um método altamente dependente de
padronizacdo além do que durante o processo de necrose pode ocorrer também a degradagdo
de DNA ndo sendo possivel diferencid-la da apoptose (Alfaro Moreno et al, 2000; Melo,
2001).

Outra forma de avaliacdo de apoptose é pela deteccdo da ativagdo da caspase 3 que
apresenta a vantagem de ser um evento com alta correlagdo com apoptose e representa um

marcador inicial do evento (Alfaro Moreno et al, 2000).
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Por fim existe a detec¢do da exposi¢do da fosfatidil serina que € uma molécula que
em condi¢des normais encontra-se no interior da membrana celular e na célula em apoptose.
Devido a perda de simetria da membrana esta proteina se expde ao meio extra-celular, para
detectd-la utiliza-se uma substancia chamada anexina V que ndo passa ao interior da
membrana e possui grande afinidade pela fosfatidil serina, marcando-a (Alfaro Moreno et al,
2000).

Quanto a deteccdo da expressdo da proteina bcl-2 (anti-apoptética), o método mais
utilizado e o de mais fécil execu¢do € o imunoistoquimico, ji consagrado na literatura

(Chang et al, 2000; Wu et al, 2000; Buchholz et al, 2003;).

1.4 Apoptose e Quimioterapia Primaria

Os mecanismos de apoptose t€m sido estudados exaustivamente nos dltimos dez anos
devido a sua associacdo com as neoplasias malignas e com seu tratamento, na tentativa de
encontrar novos agentes terapéuticos, marcadores progndsticos e preditivos (Makin et al,
2001; Esteva et al, 2004).

Sendo a apoptose a via final de acdo das drogas quimioterdpicas, muitos estudos t€ém
relacionado-na a resposta dos tumores ao tratamento quimioterapico (Popovska et al, 2000;
Ferreira et al, 2002).

Ellis et al, em 1997, estudaram a apoptose através do indice apoptético pelo método
de TUNEL e bcl-2 por imunoistoquimica antes e apds quimioterapia primdria. Encontraram
um aumento significativo do indice apoptético apds a quimioterapia associado a melhor
resposta clinica, porém ndo foi observada diferenca significativa no estudo da bcl-2
provavelmente devido a casuistica pequena (n = 27). Concluiram que o aumento do indice

apoptotico permite predizer a resposta clinica favoravel ao tratamento quimioterdpico.
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Collecchi et al, em 1998, avaliando 70 pacientes com cancer de mama estudaram o
indice de proliferacdo (Ki67) e a expressdo de bcl-2 por imunoistoquimica pré e poés
quimioterapia primdria com esquema FEC e observaram que em 70% dos casos a expressao
de bcl-2 foi inalterada, 27% aumentada e 3 % reduzida, e que nos casos em que houve
aumento, as células apresentavam baixa taxa de proliferacdo sugerindo que a quimioterapia
destréi clones celulares mais agressivos poupando clones com caracteristicas bioldgicas mais
favoréveis.

Outro grupo de autores, avaliou 57 pacientes com cancer de mama das quais 33
receberam dois ciclos de quimioterapia primdria utilizando esquema com ciclofosfamida,
metotrexate e S-fluorouracil (CMF) seguidos de cirurgia e quatro ciclos de quimioterapia
adjuvante e 24 pacientes receberam dois ciclos de placebo seguidos de cirurgia e seis ciclos
de quimioterapia adjuvante com CMF. Foram avaliados indices de apoptose pelo método
TUNEL nos tumores antes da quimioterapia e no material proveniente da cirurgia, e
correlacionados com resposta clinica e sobrevida. O indice de apoptose (IA) médio no grupo
submetido a quimioterapia foi 4,3% contra 2,2% no grupo que recebeu placebo. Quando
comparados [A com resposta a quimioterapia, os casos com melhor resposta clinica
apresentavam IA significativamente maiores do que nos casos sem resposta ou com
progressdo da doengca. O mesmo ocorreu com sobrevida global e tempo livre de doencga, que
foram melhores nos casos em que os [A eram maiores (Shao et al, 1999).

Chang et al em 2000 avaliaram um grupo de 28 mulheres com carcinoma de mama
que foram submetidas a quimioterapia primdria com quatro ciclos de mitoxantrona e
methotrexate e posterior tratamento cirdrgico e complementacdo de dois ciclos de
quimioterapia com as mesmas medicacdes. Foram realizadas bidpsias seriadas antes da
quimioterapia, 24 horas, 7 e 21 dias apds o primeiro ciclo. Avaliaram o indice apoptético

pelo método de TUNEL e a expressdo da proteina bcl-2 entre outros marcadores por método
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imunoistoquimico. Foi observado um aumento significativo do indice apoptético 24 horas
ap6s o primeiro ciclo de quimioterapia nos casos em que houve boa resposta clinica quando
comparado aos nao respondedores. Quanto a avaliagdo de bcl-2 observou-se um aumento
associado aos casos de boa resposta clinica .

A avaliacdo do indice apoptético pré e pds-quimioterapia primadria foi realizada num
grupo de 29 mulheres com carcinoma de mama. As pacientes foram submetidas a bidpsia,
quimioterapia primdria com FEC e tratamento cirtrgico posterior. O indice apoptético foi
determinado pelo método TUNEL no material pré e pds quimioterapia. A média observada
para indice apoptético antes da quimioterapia foi 1,7% (variando de 0,21% a 9,62%) e apds a
quimioterapia a média foi de 2,79% (variando de 0,82% a 8,62%) representando um aumento
significativo deste indice no tumor residual (p=0,012) (Popovska et al, 2000).

Symmans et al em 2000, também avaliaram o indice de apoptose pré e pds-
quimioterapia primdria comparando-o ao volume tumoral residual num grupo de 11 pacientes
que receberam quimioterapia com paclitaxel. As bidpsias foram realizadas antes do inicio do
primeiro ciclo de quimioterapia e 24, 48, 72 e 96 horas apds o inicio do primeiro ciclo. A
apoptose foi avaliada pela contagem dos corpos apoptéticos e o volume do tumor residual foi
obtido através de métodos radioldgicos. Observaram que os indices apoptéticos sofreram
aumentos que variaram de trés a seis vezes nos quatro dias subsequentes ao inicio da
quimioterapia e, as mudancas no indice apoptético correlacionaram-se inversamente ao
volume residual do tumor (-0,97); concluiram que o indice apoptético durante os quatro
primeiros dias apds o inicio da quimioterapia tende a ser um marcador preditivo da resposta,
necessitando um nimero maior de casos para melhor andlise estatistica.

Em 2000 Wu et al, avaliaram as expressdes de bcl-2 e bax através do método
imunoistoquimico e indice apoptético pelo TUNEL em 91 casos de pacientes com carcinoma

de mama em uma andlise retrospectiva e correlacionaram estes achados entre si € com grau
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tumoral, comprometimento axilar e tempo livre de doenga. Todas as pacientes foram
submetidas a cirurgia, quimioterapia com esquema CMF e radioterapia adjuvantes: 65,9%
expressavam bcl-2 e correlacionava-se com baixo indice apoptético, alto grau tumoral e
envolvimento axilar; 38,5% dos casos expressavam altos indices apoptéticos
correlacionando-se com baixo grau tumoral, auséncia de comprometimento axilar e baixa
expressao de bcl-2. Quando realizada anélise multivariada, somente o bcl-2, status axilar e o
grau histol6gico mostraram-se fatores progndsticos independentes quanto ao tempo livre de
doenca e a sobrevivéncia global.

Em 2003, Davis et al procuraram correlacionar indice apoptético apds quimioterapia
primdria e resposta patoldgica. Trinta pacientes com carcinoma de mama foram submetidas
a quimioterapia primdria utilizando esquemas com S-fluorouracil, epirrubicina e
ciclofosfamida (FEC), Taxanos e CMF (ciclofosfamida, metotrexate e 5-fluorouracil). O
indice apoptoético foi avaliado pelo método TUNEL nos tumores antes, 24 e 48 horas apds
inicio da quimioterapia primdria e observaram um aumento significativo (p=0,0023) do
indice de apoptose 48 horas apds quimioterapia nos casos onde a resposta anitomo-
patoldgica foi maior, j4 os indices de apoptose 24 horas apds o inicio da quimioterapia foram
semelhantes aos niveis basais. Contrariamente, 0os casos com baixa resposta apresentaram
indices de apoptose pds-quimioterapia baixos.

Em 2003, Archer et al estudaram 66 pacientes com carcinoma invasivo de mama. As
pacientes foram submetidas a bidpsia antes e 24 horas apds o inicio da quimioterapia com
antraciclicos, avaliados apoptose através do método TUNEL entre outros marcadores e
correlacionados com resposta clinica e sobrevida global. Houve um aumento significativo na
média dos indices de apoptose 24 horas apds a quimioterapia de 0,9 para 1,60 (p< 0,001)

porém ndo foi observada correlacdo com resposta clinica ou sobrevida global.
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Buchholz et al em 2003 estudaram um grupo de 25 pacientes com cancer de mama,
submetidas a quimioterapia primdria com adriamicina e taxano (AT), taxano isolado ou CMF
e avaliaram indices de apoptose utilizando o método TUNEL e bcl-2 por imunoistoquimica
em amostras de tumor pré, 24 e 48 horas apds o primeiro ciclo de quimioterapia, encontrando
indices de apoptose maiores nos casos em que houve resposta andtomo-patolégica completa
(média de 22%) do que nos casos com tumor residual (média de 7%) e bcl-2 diminuido nos
casos de boa resposta andtomo-patoldgica a quimioterapia.

Indice de apoptose (IA) pelo método TUNEL e indice de proliferacio (Ki 67) por
imunoistoquimica foram estudados por Burcombe et al em um grupo de 27 pacientes com
diagnéstico de carcinoma invasivo de mama as quais foram submetidas a bidpsia antes e 21
dias apés o primeiro ciclo de quimioterapia primdria com FEC e correlacionados com
resposta clinica e andtomo- patolégica. Foi observado aumento do IA em 45% dos casos,
diminui¢ao em 50%, e 5 % de estabilidade 21 dias apds o inicio do tratamento e todos os
casos apresentaram IA aumentado no tumor residual a cirurgia. 68% dos casos apresentaram
queda do Ki67 21 dias apds o inicio do tratamento e 72% apresentaram queda do Ki67 no
tumor residual a cirurgia. As maiores quedas do Ki67 ocorreram nos tumores que
responderam ao tratamento quimioterdpico (p 0,04). O aumento de IA 21 dias apds o
primeiro ciclo de quimioterapia foi fator preditivo de resposta andtomo- patoldgica (p< 0,049)
(Burcombe et al, 2006).

Assim, defeitos e falhas na inducdo de apoptose podem ser interpretados como
mecanismos de resisténcia as drogas quimioterdpicas (Chang et al, 2000; Johnstone et al,
2002) e avancgos no estudo sobre apoptose e sua relagdo com o tratamento quimioterdpico
podem modificar o tratamento empirico auxiliando na escolha das drogas e esquemas de

quimioterapia bem como predizer a resposta ao tratamento (Frankel, 2003).
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Face a escassez de avaliacio de apoptose pelo método morfolégico e a sua
importancia na correlagdo com a resposta ao tratamento quimioterdpico, interessou-nos
avaliar a associacao da bcl-2 e indice apoptético pelo método morfolégico com a contagem

dos corpos apoptéticos.
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2. OBJETIVO
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Avaliar a relacdo do indice de apoptose e da imunoexpressdo da bcl-2 antes e apds
quimioterapia priméria com a resposta clinica em mulheres com carcinoma de mama estadios

II e III.
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3. CASUISTICA E METODOS
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Trata-se de estudo longitudinal, prospectivo, onde foram selecionadas 52 mulheres
encaminhadas do ambulatério do Setor de Mastologia do Departamento de Obstetricia e
Ginecologia da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo, ao ambulatério de Quimioterapia do
mesmo Departamento, com diagndstico clinico de cancer de mama no periodo de julho de

2004 a julho de 2006.

As pacientes selecionadas foram comunicadas da intenc¢do e finalidade do trabalho
através de termo de consentimento livre e esclarecido, (Anexo 2) onde foi ressaltado que nao
haveria interferéncia alguma com o fluxograma normal de atendimento, sendo necessario
apenas uma amostra de tecido neopldsico para realiza¢do da pesquisa. O trabalho foi aprovado
pela Comissao Cientifica do Departamento de Obstetricia e Ginecologia e pelo Comité de

Etica e Pesquisa da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo (Anexo 1).

Critérios de inclusao:

Mulheres portadoras de carcinoma ductal invasivo de mama estadios II e III.

Intervalo etario entre 30 e 75 anos.

e Tumor tnico, unilateral e primario de mama.

Auséncia de cardiopatia.

Das 52 pacientes inicialmente selecionadas, excluimos 11 pacientes devido as
seguintes situagdes: uma paciente com diagndstico de mastite granulomatosa , outra portadora
de obesidade moérbida que ndo permitia a realizacdo de ressonancia nuclear magnética , duas

com tumores metastaticos e sete com diagndstico de carcinoma lobular invasivo. O grupo que
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obedeceu todos os critérios de elegibilidade foi composto por 41 pacientes cujas

caracteristicas gerais estdo listadas nos anexos 3 e 4.

As mamografias foram realizadas no aparelho da marca Phillips modelo M 3000
(USA) com microfocos de 0,1 e 0,3 milimetros (mm), anodo de molibdénio, filtro de Rédio e
exposimetro automadtico, empregando chassis, écran e filmes da marca Kodak, modelo
Eastman Kodak Company (Rochester, New York, USA). O processamento dos filmes foi
realizado por meio de equipamento da marca Kodak modelo M 38M (Rochester, New York,
USA) com ciclo estendido, de uso exclusivo, suprido por fixadores e reveladores da mesma
empresa nas incidéncias cranio-caudal e médio-obliqua-lateral com angulagdo de 25 graus e,
quando necessario, foram realizadas incidéncias adicionais com compressao e/ou

magnificacdo de imagens .

Os exames de ultra-som mamario foram realizados com aparelho digital da marca HDI
modelo 1500 (Japan) , transdutor linear de freqii€éncia varidvel de 7,5 a 10,0 megahertz (Mhz)
com técnica de exploragdo radial, anti-radial e transversal em ambas as mamas e

documentagdo das imagens em formato digital.

Os exames de ressonadncia nuclear magnética foram obtidos através de aparelho da
marca Phillips de 1,0 Tesla, modelo T10 NT, com bobina adaptada para estudo das mamas,
inicialmente com seqii€ncias iniciais sagitais ponderadas em T2 e, posteriormente, seqii€éncias
axiais e sagitais ponderadas em TI1, antes e apds injecio de 10 mililitros de contraste
paramagnético por via endovenosa, com aquisi¢des em intervalos de 5 mm. O contraste
utilizado foi o &cido penta-acético triamino dietileno-gadolineo (Gd-DTPA), da marca

Schering do Brasil; todas as imagens também foram digitalizadas e arquivadas.

Os exames de imagem foram realizados no Servico de Diagndstico por Imagem da
Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo e foram avaliados por dois médicos-

assistentes, membros titulares do Colégio Brasileiro de Radiologia, utilizando o sistema de
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classificacao de BI-RADS (ACR, 2004) , em ambiente escuro, com auxilio de negatoscépio e

lupa magnificadora quando necessério.

O estadiamento clinico foi realizado através do exame fisico com mensuragdo das maiores
dimensdes do tumor mamario e avaliacao linfonodal axilar associado aos seguintes exames de
imagem: ultra-sonografia de abdome total, realizado no aparelho Toshiba, modelo Tosbee
SSA24GA (Japan), radiografia de térax realizado no aparelho Emic Limex, modelo MK 500

(Kawasaki, Japan) e cintilografia 6ssea realizada no aparelho Elscint, modelo Apex (Israel).

A distribuicao por estadiamento revelou seis pacientes no estddio IIA, 22 no Il Be 13,

I A.

Foram realizadas nove (21,95%) quadrantectomias com linfonodectomia axilar e
andlise de margens intra-operatdria e 32(78,06%) mastectomias com linfadenectomia axilar e

preservacdo dos musculos peitorais.

Todas as pacientes apresentavam-se clinicamente com indice de Performance Status
Karnofsky (KPS) 100, ou seja, aptas a realizar suas atividades habituais sem auxilio de outras

pessoas.

Ap6s a confirmacdo do diagndstico de carcinoma ductal invasivo, as pacientes foram
submetidas a trés ciclos de quimioterapia primdria a cada 21 dias, com as seguintes drogas: 5-
fluorouracil, epirrubicina e ciclofosfamida nas dosagens de 500 mg/m2, 75mg/m2 e SOOmg/m2
respectivamente, de acordo com protocolo de tratamento do Setor de Quimioterapia do
Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo. O
acompanhamento da resposta clinica a infusdo da medicagdo foi verificado a cada ciclo,

avaliando-se a resposta tumoral pela mensuracdo do maior didmetro da neoplasia com auxilio

de paquimetro.
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Para a classificacdo da resposta clinica levamos em consideracdo os critérios RECIST
(Response Evaluation Criteria in Solid Tumors Group) da EORTC que determina os

seguintes parametros (Therasse et al, 2000) :
1. Resposta Completa (RC): ocorre desaparecimento completo da lesdao alvo

2. Resposta Parcial (RP): ha diminui¢do de pelo menos 30% do maior didmetro da

lesdo alvo

3. Progressao da doenga: quando ha aumento no minimo de 20% do maior didmetro

da lesdo alvo

4. Doenga estavel: ndo ocorre alteracdo no tamanho da lesdo ou ndo se preenche os

critérios de RP e progressao da doencga.

Consideramos em nosso trabalho como pacientes respondedoras aquelas classificadas
como resposta completa e resposta parcial e como ndo respondedoras as que apresentaram

progressao da doenga e doenga estavel.

Apos trés ciclos de quimioterapia primdria, as pacientes foram submetidas a

terapéutica operatoria pelo mesmo cirurgido mastologista.

3.1 Padronizacao do material anatomo-patologico e reacées imunoistoquimicas

O material para diagndstico andtomopatolégico foi realizado por bidpsia incisional a
céu aberto, em ambiente de centro cirtrgico, sob sedacdo, onde obtivemos fragmento de cerca
de um centimetro do tumor que foi fixado em formalina a 10% e posteriormente emblocado
em parafina. As ldminas obtidas deste material foram coradas em hematoxilina e eosina para
classificacdo histopatologica segundo a OMS, bem como para a determinacdo dos graus

histologico e nuclear segundo os critérios de Scarff-Bloom e Richardson modificado por
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Elston & Ellis (Elston, Ellis, 1991). Apdés o tratamento cirdrgico, o tamanho do tumor
residual, o nimero de linfonodos dissecados, o acometimento linfonodal axilar neopldsico,
foram avaliados por patologista, junto ao Departamento de Anatomia Patolégica da Santa

Casa de Misericordia de Sao Paulo.

Foi considerada como resposta andtomo-patoldgica completa, a auséncia de neoplasia
invasiva ou in situ, verificada através da andlise de multiplas laminas coradas por
hematoxilina-eosina, provenientes de blocos de parafina das pecas cirtirgicas conforme

preconizado por Sataloff (1995).

O indice apoptético foi avaliado através de contagem nos cortes corados ao H-E em 10
campos consecutivos de grande aumento e consideradas apenas as células claramente
identificadas pelos critérios de Kerr (Kerr et al,1972) (Fig.3). O cadlculo do indice apoptético
(IA) foi realizado dividindo-se o nimero de corpos apoptéticos pelo nimero total de células.

¥
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FIGURA 3: Fotomicrografia (400X AO; HE) de corte histol6gico da neoplasia de mama com
corpo apoptdtico no centro.
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A técnica de imunoistoquimica para expressdo de bcl-2 foi realizada conforme
padronizacdio adotada no Departamento de Anatomia Patolégica da Santa Casa de
Misericordia de Sdo Paulo (Boenish, 2001), (Anexo 6).

Utilizamos como anticorpos para as reagdes de imunoistoquimica para bcl-2 Ac. Monoclonal
Anti bcl-2, clone 124, c6digo M0887 Dako dilui¢ao 1/250.

Para bcl-2, foi utilizado método semi-quantitativo com escores variando de 0 a 3. A
contagem de células marcadas em coloracdo castanha (Fig.4.) pelo método
imunohistoquimico foi realizada em 10 campos de grande aumento da seguinte forma:
Escore 0: auséncia de células marcadas.

Escore 1: até 10% de células marcadas .
Escore 2: entre 11% e 40% de células marcadas.

Escore 3: mais de 41% de células marcadas.

FIGURA 4:Fotomicrogafia (400X AQ) de corte histolégico de neoplasia de mama com
marcagdo imunoistoquimica (acastanhada) para o anticorpo bcl-2 positivo 3(+).
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3.2 Analise Estatistica

A andlise descritiva de natureza quantitativa como idade, tamanho do tumor, IA e
tamanho do tumor residual (AP) foram calculadas e confeccionados graficos do tipo boxplot
(Morettin e Bussab, 2006).

As varidveis de natureza qualitativa como grau nuclear, grau histolégico, linfonodos,
bcl-2 e resposta clinica foram analisadas através de cdlculo de freqiiéncias absolutas e
relativas, além da construcao de gréaficos de barras (Morettin e Bussab, 2006).

As andlises inferenciais empregadas com o intuito de confirmar ou refutar evidéncias
encontradas na andlise descritiva foram:

e Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade das distribui¢des do
Tamanho e do IA (CONOVER, 1998);

e Teste t-Student pareado na comparagdo dos valores médios inicial e final do
Tamanho e IA (Morettin, Bussab, 2006);

e Teste de McNemar para comparar a distribui¢do percentual de resposta inicial de
bcl-2 (AGRESTI, 1990);

e Andlise de varidncia (ANOVA) com um fator fixo na comparacdo dos valores
médios do IA inicial, Diferenca do IA inicial e final e Tamanho AP final (NETER et al,
1996);

e Teste Exato de Fisher ou sua extensdo quando necessario para estudar a associacao
entre Resposta clinica e bcl-2 inicial, mudanca do bcl-2 inicial e final. (AGRESTI, 1990).

Em todas as conclusdes obtidas através das andlises inferenciais foi utilizado o nivel
de significancia a igual a 5%.

Os dados foram digitados em planilhas do Excel 2000 for Windows para o adequado
armazenamento das informacgdes. As andlises estatisticas foram realizadas com o programa

para computador Statistical Package for Social Sciences (SPSS) versao 11.0 for Windows.
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4. RESULTADOS



28

A amostra selecionada nesta pesquisa foi composta por 41 mulheres com idade média

de 49,9 anos e desvio padrao (DP) de 10,2 anos variando de 32 a 70 anos.

A avaliacdo clinica do maior didmetro tumoral mamario previamente a quimioterapia
primadria, variou de 2,5 a 15cm, com média de 5,8cm (DP 2,4cm) e mediana de S5cm. A
mensuragdo do maior didmetro apds o término da quimioterapia primdria variou de 0,0 a
8,5cm com média de 3,6cm (DP 2,1cm) e mediana de 3,0cm. A resposta clinica, classificada
pelos critérios de RECIST, apresentou a seguinte distribui¢do: 25 (60,98%) pacientes
respondedoras e 16 (39,0%) ndo respondedoras. A avaliacdo clinica linfonodal antes da
quimioterapia, revelou 14 pacientes NO, 18 pacientes N1 e nove N2. Ao término da
quimioterapia primdria observamos 31 NO, oito N1 e dois N2; nenhuma paciente apresentava
sinais clinicos, laboratoriais e de imagem sugestivos de doenga metastdtica. A mensuragao do
maior didmetro tumoral residual, realizada através da anélise andtomo-patoldgica, demonstrou
variacdo de 0 a 9cm com média de 3,2cm (DP 2,3cm) e mediana de 3,0cm; em cinco

pacientes (12,19%) observamos resposta andtomo-patoldgica completa (Anexo 5).

Quanto a distribui¢ao por grau histoldgico verificamos que, antes do inicio do estudo,
uma paciente apresentou grau 1, 32 pacientes grau 2 e oito pacientes grau 3; apds o término ,
obtivemos 18 pacientes com grau 2, 18 pacientes com grau 3 e em cinco pacientes nao foi

possivel estabelecer o grau histologico devido a auséncia de tumor (Anexo 5).

Analisando o grau nuclear antes do inicio da quimioterapia primdria, notamos que das
41 pacientes, 29 foram classificados como grau 2 e 12 como grau 3; apds seu término
verificamos que uma paciente apresentava grau nuclear 1, 15 grau 2, 20 grau 3 e em cinco

pacientes nao foi possivel sua determinacdo devido a auséncia de tumor residual (Anexo 5).
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Quanto ao indice de apoptose (IA), foram analisados 37 casos antes da quimioterapia
(inicial) e 33 casos pOs- quimioterapia (final). Encontramos IA inicial variando de 0 a 0,0317
com média de 0,0052 e IA final variando de 0 a 0,0890 com média de 0,0122. Foi detectada

uma tendéncia do IA médio inicial ser menor que IA médio final (p=0,061) (Figs. 5 e 6).

O erro B neste caso foi de 0,530 com um poder de 0,470.

Em cinco casos ndo foi possivel o cdlculo do IA final ja que houve resposta patologica

completa havendo portanto auséncia de tumor.
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FIGURA 5: Boxplot do indice de apoptose (IA) inicial e final das mulheres submetidas a
quimioterapia primadria.
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*cerca de 30 individuos que apresentavam conjuntamente as medidas inicial e final

FIGURA 6: Perfis individuais* do indice de apoptose (IA) inicial (pré quimioterapia
priméria) e final (p6s quimioterapia primdria) das mulheres submetidas a
quimioterapia primadria.

Quando correlacionamos a diferenca entre IA inicial e IA final com a resposta clinica
os resultados inferenciais ndo mostraram diferencas estatisticamente significantes entre os
diferentes tipos de resposta (p=0,181) como mostram a Tab.1 e Fig. 7.

O teste apresentou poder de 0,264 com erro 3 de 0,736.
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TABELA 1: Medidas-resumo da Diferenca do IA*, segundo a resposta clinica do tumor de
30 mulheres portadoras de carcinoma de mama submetidas a quimioterapia

primaria.
Medidas-resumo da Nao respondedoras Respondedoras
diferenca do 1A N=12 N=18
Média 0,0010 0,0103
Mediana 0,0014 0,0028
Minimo -0,0104 -0,0196
Méximo 0,0174 0,0874
Desvio padrao 0,0085 0,0224
*[A final menos IA inicial
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FIGURA 7: Boxplot da Diferenca do IA* das 30 mulheres portadoras de carcinoma de mama
submetidas a quimioterapia primdria segundo a resposta clinica

Os resultados dos testes estatisticos mostraram a inexisténcia de associacdo entre

resposta clinica e IA inicial (p=0,873), com poder estatistico de 0,053 e erro B de 0,947

conforme tabela 2 e figura 8.
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TABELA 2: Medidas-resumo do IA inicial de 37 mulheres portadoras de carcinoma de mama
submetidas a quimioterapia primdria segundo a resposta clinica

Medidas-resumo da Nao respondedoras Respondedoras
diferenca do IA associadas N=16 N=21
a resposta clinica
Média 0,0054 0,0050
Mediana 0,0023 0,0021
Minimo 0,0000 0,0000
Maximo 0,0237 0,0317
Desvio padrao 0,0069 0,0084
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FIGURA 8: Boxplot do IA inicial das 37 mulheres portadoras de carcinoma de mama
submetidas a quimioterapia primaria segundo a resposta clinica
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Quanto a distribuicdo e expressdo do Bcl-2 e sua intensidade antes da quimioterapia
(inicial) observamos: dois casos Bcl-2 negativo (0+), dois casos Bcl-2 positivo (1+), sete
casos Bcl-2 positivo (2+) e 19 casos Bcl-2 positivo (3+).

Ja a distribuic@o apds a quimioterapia (final) resultou em: nove casos Bcl-2 negativo (0+), trés
casos Bcl-2 positivo (1+), 11 casos Bcl-2 positivo (2+) e sete casos Bcl-2 positivo (3+).

As porcentagens das categorias de resposta do Bcl-2 no inicio sdo estatisticamente diferentes
das porcentagens das categorias de resposta do Bcl-2 no final (p<0,001) com uma queda de

93,3% para 70% de Bcl-2 positivo (Tab. 3 e Fig. 9).
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TABELA 3: Distribui¢ao das 30 mulheres portadoras de carcinoma de mama submetidas a
quimioterapia primadria, segundo Bcl-2 inicial (pré quimioterapia primdria) e
final (pds quimioterapia priméria).

Bel-2 inicial Bel-2 final
0 1+ 2+ 3+ Total

0 1 (3,3%) - - 1 (3,3%) 2 (6,7%)
1+ 1 (3,3%) - 1(3,3%) - 2 (6,7%)
2+ 4 (13,3%) - 3 (10%) - 7(23,3%)
3+ 3 (10%) 3 (10%) 7 (23,3%) 6 (20%) 19(63,3%)
Total 9 (30%) 3 (10%) 11 (36,7%) 7 (23,3%) 30 (100%)

100,0% -

75,0% -

50,0% -

Porcentagem

25,0%

0,0%-

Bcl-2 inicial

Bcl-2 final

oO0m1+ O2+ I:|3+‘

FIGURA 9: Distribuicio em porcentagem das 30 mulheres portadoras de carcinoma de

mama submetidas a quimioterapia primdria, segundo a expressdo de Bcl-2
inicial (pré-quimioterapia) e final (pés quimioterapia).
Quando correlacionadas as diferencas entre Bcl-2 inicial e final com a resposta clinica
nao houve associagdo significante (p=0,417) com poder estatistico de 0,274 e erro B de 0,726

como mostram a tabela 4 e a figura 10.
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TABELA 4: Distribui¢ao das 30 mulheres portadoras de carcinoma de mama submetidas a
quimioterapia primdria, segundo mudanca da expressao de Bcl-2 apds
quimioterapia primdria e a resposta clinica.

Bcl-2 Resposta Clinica Total

Nao respondedoras ~ Respondedoras

Diminuiu (a) 9 (75%) 9 (50%) 18 (60%)
Ficou igual (b) 3(25%) 7 (38,9%) 10 (33,3%)
Aumentou (c) - 2 (11,1%) 2 (6,7%)
Total 12 (100%) 18 (100%) 30 (100%)

“quando o Bcl-2 inicial foi maior que o Bel-2 final
°quando o Bcl-2 inicial foi a igual ao Bcl-2 final
‘quando o Bcl-2 inicial foi menor que o Bcl-2 final

75,0% -

50,0% 1

25,0%

Porcentagem

0,0% -

nao respondedora respondedora

Resposta clinica

m diminuiua @ ficou igualb O aumentouc

FIGURA 10: Distribui¢do em porcentagem das 30 mulheres portadoras de carcinoma de
mama submetidas a quimioterapia primdria, segundo a mudanga da expressao
de Bcl-2 ap6s quimioterapia primdria e a resposta clinica.

A andlise estatistica ndo evidenciou associagcdo entre a resposta clinica e a expressao

do Bcl-2 inicial (p=0,466) com poder estatistico de 0,275 e erro 8 de 0,725 (Tab. 5 e Fig. 11)
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porém observou-se tendéncia na relacao da resposta clinica completa com a menor frequéncia

da expressao de Bcl-2 inicial positivo (3+).

TABELA 5: Distribui¢ao das 37 mulheres portadoras de carcinoma de mama submetidas a
quimioterapia primdria, segundo a expressio de Bcl-2 inicial (pré-
quimioterapia primadria) e a resposta clinica.

Bcl-2 inicial Resposta clinica Total
Nao respondedoras Respondedoras

0 - 3 (14,3%) 3 (8,1%)

1+ 3 (18,8%) 2(9,5%) 5(13,5%)

2+ 4 (25,0%) 4 (19,0%) 8 (21,6%)

3+ 9 (56,3%) 12 (57,1%) 21 (56,8%)

Total 16 (100,0%) 21 (100,0%) 37 (100,0%)

75,0% -

50,0%

Porcentagem

25,0%

0,0%-

nao respondedora

respondedora

Resposta clinica

O0o1+ m2+ O3+

FIGURA 11: Distribui¢do em porcentagem das 37 mulheres portadoras de carcinoma de
mama submetidas a quimioterapia primdria, segundo a expressdo do Bcl-2
inicial (pré quimioterapia primdria) e a resposta clinica.
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5. DISCUSSAO



38

A boa resposta clinica e andtomo-patoldgica dos tumores a quimioterapia, associadas
ao ganho de tempo livre de doencga e sobrevivéncia global t€m sido o objetivo do tratamento

com diferentes tipos de esquemas e drogas quimioterapicas.

Os estudos com a quimioterapia primdria, mostram taxas de resposta clinica variando
de 17% a 86% e resposta patoldgica completa entre 2,6 e 16%. (Bonadonna et al, 2002;
Cleator et al, 2005) o que estd de acordo com nossos achados, que apresentaram resposta
clinica em 61% e resposta andtomo-patolégica completa em 12,19% dos casos avaliados. Essa
grande variagdo nas taxas de resposta dos tumores ao tratamento quimioterdpico tém
estimulado a busca constante de fatores preditivos de resposta a quimioterapia na tentativa de

selecionar melhor as candidatas a este tratamento.

A despeito do tipo de droga quimioterdpica utilizada, sabe-se que sua atuacdo ocorre
ao induzir apoptose (Popovska et al, 2000; Ferreira et al, 2002). No intuito de identificarmos
fatores preditivos de resposta a quimioterapia, interessou-nos avaliar o indice de apoptose
(IA) e a bcl-2, proteina envolvida nesse processo.

O indice de apoptose (IA) inicial, que mostra as caracteristicas proprias do tumor, é
um evento dinamico dependente da fase em que a célula se encontra; variou em nossa
casuistica de 0 a 3,17%, com média de 0,05%, pouco abaixo dos dados da literatura, cujas
médias tém variado entre 0,75% e 2%. Ja o IA final, localizado entre 0 e 8,9%, com média de
1,2% valores também encontrados por outros autores com médias entre 1,17% e 10% (Chang

et al, 2000; Parton et al, 2002; Buchholz et al, 2003).
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Ao correlacionarmos IA inicial e IA final, observamos uma tendéncia de aumento apds
a quimioterapia (p=0,061), resultado equivalente ao encontrado por Arpino et al, em 2006
(p=0,06). Outros estudos mostraram uma elevacdo significativa no IA apds tratamento
quimioterdpico, confirmando o fato de o medicamento atuar aumentando a morte celular pelo
mecanismo de apoptose (Ellis et al, 1997; Popovska et al, 2000; Parton et al, 2002; Archer et
al, 2003; Buchholz et al, 2003), por outro lado autores como Chang et al, 2000 e Burcombe et

al, 2006, nao observaram tal correlacdo.

O momento exato da avaliacdo do IA ainda € discutivel, Dowsett et al, em 1999,
avaliaram IA pré—quimioterapia, 24 horas e 3 meses apds o inicio da quimioterapia primadria,
observando aumento no indice de apoptose 24 horas apds o inicio da quimioterapia e uma
queda 3 meses apds. Acredita-se que devido aos mecanismos de fagocitose sofrido pelas
células apds a apoptose observe-se uma falsa queda no IA quando avaliado mais tardiamente.
Este fato pode explicar nosso achado de apenas uma tendéncia no aumento de IA, pois
avaliamos a apoptose no material proveniente da cirurgia ou seja, no minimo 21 dias apds o
ciclo de quimioterapia. Para minimizar este possivel viés alguns autores tém realizado
bidpsias seriadas 24, 48, 72 horas, 7 e 21 dias apdés o inicio da quimioterapia porém
acreditamos ndo ser indicado j& que expde a paciente a sucessivos procedimentos invasivos

(Arpino et al, 2006; Burcombe et al, 2006).

Quando correlacionamos IA inicial e a diferenca entre IA final e IA inicial com
resposta clinica, ndo encontramos relacdo significante, com p=0,181 e p=0,873
respectivamente, fato corroborado por Parton et al em 2002, Archer et al em 2003 e

Burcombe et al em 2006.

Porém, outros trabalhos encontraram associacdo significante da diferenca entre o IA
final e o IA inicial com a resposta clinica (Shao et al,1999; Chang et al, 2000; Symmans et al,

2000; Buchholz et al, 2003; Davis et al, 2003) ou até uma tendéncia de correlacido (Arpino et
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al, 2006). Implicamos este nosso achado de nao correlacdo entre IA inicial e a diferenca entre
IA final e IA inicial com a resposta clinica, novamente ao tempo no qual foi avaliado o indice
de apoptose. Davis et al em 2003, realizando bidpsias seriadas 24 e 48 horas ap6s o inicio do
tratamento com quimioterapia primdria, mostrou associacdo do IA na maioria das amostras
colhidas 48 horas e ndao 24 horas ap6s inicio do tratamento, com exce¢ao de uma paciente na
qual o pico de apoptose ocorreu 24 horas ap6s o inicio da terap€utica. Isto pode sugerir que o
IA ndo seja um bom fator preditivo de resposta ao tratamento quimioterdpico ja que pode

variar de paciente para paciente e entre os momentos de coleta das amostras.

Outro importante fator relacionado a apoptose é a avaliagdo de bcl-2, cuja super

expressao estd associada com a supressao da apoptose.

Observamos diferenca estatisticamente significante entre bcl-2 pré e pos-
quimioterapia com 93,3% de positividade pré e 70% pds-quimioterapia (p< 0,001), resultado
esperado jd que uma queda de bcl-2 estd associada a altos indices de apoptose (Wu et al,

2000).

Quando relacionamos bcl-2 inicial com resposta ao tratamento quimioterdpico, ndo foi
observada associacdo estatisticamente significante (p=0,466); outros autores também nado
encontraram esta relacdo (Chang et al, 2000; Parton et al, 2002). Talvez uma casuistica maior
pudesse resultar numa associagdo estatisticamente significante, j4 que observamos tendéncia
de menor expressao de bcl-2 inicial positivo 3+ nos casos de resposta completa, fato esperado
pois sendo o Bcl-2 gene inibidor da apoptose, quanto menor a expressao de sua proteina bcl-2,

maior o [A e consequentemente melhor resposta ao tratamento quimioterdpico.

Em nosso estudo ndo observamos associacdo significativa da diferenca entre bcl-2
final e inicial com a resposta clinica (p=0,417), assim como Ellis et al em 1997 e Sjostrom et
al em 2002. Por outro lado, Buchholz et al em 2003 e von Minckwitz et al em 2008,

encontraram diminui¢do de bcl-2 associada a resposta a quimioterapia. Essa discrepancia de
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resultados pode ser explicada pela utilizacdo de diferentes regimes de tratamento
quimioterdpico, variacdo no tempo de coleta de amostras e até tipo de anticorpos utilizados

para o estudo.

Collechi et al em 1998 e Chang et al em 2000, observaram um aumento de Bcl-2
induzido pela quimioterapia, resultado este diferente do esperado. Acreditam os autores que

este fato seja decorrente de uma selecao de clones celulares bem diferenciados.

Assim, o valor preditivo dos IA e bcl-2 ainda é controverso quando correlacionados a
quimioterapia primdria. Apesar do IA ter apresentado uma tendéncia de aumento e a bcl-2
queda estatisticamente significante apds a quimioterapia primdria, ndo se correlacionaram a
resposta clinica, ndo apresentando poder como fator preditivo em nosso estudo.Acreditamos
que outros trabalhos com diferentes esquemas quimioterdapicos, maior casuistica e avaliagao
final mais precoce sejam necessdrios para avaliar melhor estes dois fatores e, possivelmente,

estabelecé-los como auxiliares na indicagao do melhor tratamento para cada paciente.
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6. CONCLUSOES
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e Os IA e a imunoexpressdao da bcl-2 pré e pds-quimioterapia primdria ndo se

correlacionaram com resposta clinica a quimioterapia primaria.
e Observamos diminuicdo da imunoexpressdo da bcl-2 apds a quimioterapia
primaria.

¢ Houve uma tendéncia de aumento do A apds a quimioterapia primaria.
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7. ANEXOS
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ANEXO 1

Parecer do comité de ética em pesquisa.

RMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
COMITE DF ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Dr. Cesario Mota Jinior, 112 Santa Cecilia CEP 01277900 Sio Paulo -5P
PABX (11) 21767000 Ramalis:57102/5502 — telefax- 2176.7041
E-mail: eticamed@santacasasp.ora.br

380 Paulg, 2 de junho de 2006. Projate n®147/06

Informe este nimers para
identificar seu projete me CEP

limo.(a).5r.(a).
Dr.{a). Liliane Baratella Ulson
Departamento Obstetricia e Ginecologia

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, reunido no dia 31/05/2006 e no
cumprimento de suas atribuigbes, apds revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Estudo da apoptose no carcinoma de mama estadios Il e llll pré e
p6s quimioterapia priméaria ", emitiu parecer enquadrando-o na seguinte
categoria:

E Aprovado ( inclusive o TCLE);

Com pendéncias (ha modificagbes ou informagbes relevantes a serem
| atendidas em 60 dias, ( enviar as alteragbes em duas copias);

D Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);
I:l Nio aprovado: e

[ ] Aprovado (inclusive TCLE -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido),
e encaminhado para apreciacio da Comiss3o Nacional de Etica em Pesquisa — MS -
CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,
outrossim, que, segundo os termos da Resolucdo 196/96 do Ministério
da SalGde a pesquisa sO podera ser iniciada aps o recebimento do

parecer de aprovacao da C{.’I%

Prof. Dr. Daniel R. Muiioz
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP
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ANEXO 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

POR MEIO DESTE , VENHO CONVIDAR A SENHORA PARA PARTICIPAR
DE UM ESTUDO CUJO NOME E “CORRELACAO DO INDICE DE APOPTOSE E
DA EXPRESSAO DE BCL-2 COM A RESPOSTA A QUIMIOTERAPIA PRIMARIA
EM MULHERES COM CARCINOMA DE MAMA ESTADIOS II E IIL."

PARA SEU TRATAMENTO, SERA NECESSARIO INICIALMENTE O USO DE
UMA MEDICACAO DADA POR SUA VEIA CHAMADA QUIMIOTERAPIA QUE
SERVE PARA DIMINUIRMOS O TAMANHO DE SEU TUMOR PARA QUE POSSA
MOS OPERA-LO.

NESTE ESTUDO, GOSTARIAMOS DE OBTER UM PEDACO DE SEU TUMOR
PARA CONGELARMOS E PESQUISARMOS QUAL E O TIPO ESPECIFICO DE SEU
TUMOR.

PARA QUE ISTO OCORRA, NOS FAREMOS UMA BIOPSIA NO CENTRO
CIRURGICO ONDE A SENHORA ESTARA SOB SEDACAO E , NESTE MOMENTO,
NAO SENTIRA NENHUMA DOR; TAMBEM , FAREMOS A APLICACAO DE UMA
TINTA EM ALGUNS PONTOS PARA MARCAMOS TAMANHO DO TUMOR PARA
ACOMPANAHARMOS O SEU COMPORTAMENTO DURANTE A QUIMIOTERAPIA.

ALEM DISSO, PARA VERMOS O TAMANHO DO TUMOR, FAREMOS
ALGUNS EXAMES QUE SAO: MAMOGRAFIA, ULTRASSONOGRAFIA E
RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA ANTES E APOS O USO DE
QUIMIOTERAPIA..

DEPOIS DE 3 TOMADAS DA QUIMIOTERAPIA REPETIREMOS OS EXAMES
PARA AVALIARMOS A RESPOSTA DE SEU TUMOR A MEDICACAO E APOS A
FINALIZACAO DESTA ETAPA, REALIZAREMOS O TRATAMENTO CIRURGICO.

NESTE TRABALHO NAO ESTAMOS UTILIZANDO NENHUMA DROGA
EXPERIMENTAL NEM ATRASAREMOS O SEU TRATAMENTO.
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SUA PARTICIPACAO E TOTALMENTE VOLUNTARIA E A QUALQUER
MOMENTO A SENHORA PODE DESISTIR DE PARTICIPAR DESTE ESTUDO NAO
HAVENDO PREJUIZO ALGUM DE SEU TRATAMENTO.

OS DADOS COLETADOS ESTARAO SOB SIGILO ABSOLUTO EM PODER
DOS PESQUISADORES E A SENHORA PODE EXAMINA-LOS A QUALQUER
MOMENTO.

O PESQUISADOR RESPONSAVEL CHAMA-SE LILIANE BARATELLA
ULSON, MEDICA DO SETOR DE MASTOLOGIA DA SANTA CASA DE SAO PAULO E
SEUS TELEFONES DE CONTATO SAQ: 32240122 RAMAL 5554, 5555, 5435, 5622 E
92542817.

DECLARO QUE FUI ESCLARECIDA DE TODAS AS MINHAS DUVIDAS E
CONCORDO EM PARTICIPAR DESTE ESTUDO VOLUNTARIAMENTE.

NOME:

RG:

SAO PAULO / /

PESQUISADOR RESPONSAVEL:
DRA LILIANE BARATELLA ULSON
CRM 101487
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ANEXO 3

Dados gerais das 41 pacientes submetidas a quimioterapia primdria segundo idade, etilismo,
tabagismo, antecedentes familiares de cancer de mama, endométrio, tiredide, célon e ovério e
idade da menopausa.

registro idade etilismo tabagismo ant mama ant endom ant tireod ant colon ant ovario menopausa
938897 36 nao sim sim nao nao nao nao nao
952542 45 nao sim nao nao nao nao nao nao
778441 41 nao nao nao nao nao nao nao nao
971248 56 nao sim nao nao nao nao nao sim
940807 42 nao sim nao nao nao nao nao nao
933704 54 nao nao nao nao nao nao nao sim
944267 53 nao nao nao nao nao nao nao sim
953478 44 nao nao nao nao nao nao nao nao
962828 41 nao nao nao nao nao nao nao nao
967134 50 nao sim nao nao nao nao nao nao
977002 51 nao sim nao nao nao nao nao sim
959994 44 nao nao nao nao nao nao nao sim
971006 56 nao nao nao nao nao nao nao nao
938065 54 nao sim nao nao nao nao nao sim
932700 37 nao sim nao nao nao nao nao sim
964611 49 nao nao nao nao nao nao nao sim
957012 64 nao sim nao nao nao nao nao nao
972627 67 nao sim nao nao nao nao nao nao
959487 58 nao sim nao nao nao nao nao nao
987590 54 nao sim nao nao nao nao nao nao
953276 37 nao nao nao nao nao nao nao sim
975353 34 nao nao nao nao nao nao nao sim
944773 50 nao nao nao nao nao nao nao sim
964187 38 nao sim nao nao nao nao nao sim
959842 46 nao sim nao nao nao nao nao sim
945389 47 nao sim nao nao nao nao nao sim
936934 50 nao sim nao nao nao nao nao sim
973003 70 nao nao nao nao nao nao nao nao
875245 49 nao sim nao nao nao nao nao sim
973184 51 nao nao nao nao nao nao nao nao
743631 69 nao sim sim nao nao sim nao nao
855334 68 nao nao nao nao nao nao nao nao
988720 54 nao nao nao nao nao nao nao nao
995878 40 nao nao nao nao nao nao nao sim
1000311 44 nao sim nao nao nao nao nao sim
1007867 32 nao sim nao nao nao nao nao sim
563890 46 nao nao nao nao nao nao nao sim
978375 50 nao nao nao nao nao nao nao nao
310708 41 nao sim nao nao nao nao nao nao
1028856 68 nao sim nao nao nao nao nao sim

950377 66 nao nao nao nao nao nao nao sim
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ANEXO 4

Dados gerais das 41 pacientes submetidas a quimioterapia primdria segundo antecedentes de lactagdo,
uso de terapia de reposicao hormonal (TRH), uso de métodos contraceptivos (MAC), indice de massa
corporal (IMC), mensuragao clinica inicial do tumor (t inicial), avaliacdo linfonodal inicial (n inicial),
pesquisa de metdtases (m inicial), estadiamento clinico(EC), grau nuclear inicial(GNI), grau
histolégico inicial (GHI), mensuracdo clinica final do tumor (t final), avaliacdo linfonodal final (n
final) e critérios de Recist.

registro lactacéo trh mac IMC tinicial  ninicial minicial EC GNI GHI tfinal n final recist
938897 sim néo sim 23,98 7 0 0 2b 2 2 5 0 nr
952542 sim nao sim 25,77 5) 0 0 2a 2 2 3 0 pr
778441 sim néo sim 242 4,5 0 0 2a 2 2 2 0 pr
971248 sim nao nao 2345 8 1 0 3a 2 2 7 1 nr
940807 sim nao nao 25,58 5 2 0 3a 3 3 3 0 pr
933704 néao sim néo 30,48 6 0 0 2b 2 2 2 0 pr
944267 sim nao nao 194 7 2 0 3a 2 2 55 2 nr
953478 n&o nao sim 23,01 4 1 0 2b 2 2 2 0 pr
962828 sim néo sim 235 5 1 0 2b 3 3 35 0 pr
967134 sim nao sim 25,59 45 1 0 2b 2 2 2 0 pr
977002 nao nao nao 39,15 6 2 0 3a 2 2 2 1 pr
9599% nao nao sim 23,86 45 1 0 2b 2 2 35 0 nr
971006 sim nao ndo 24,04 4 1 0 2b 3 2 4 1 estavel
938065 sim nao nao 26,7 55 2 0 3a 2 2 2 0 pr
932700 sim nao ndo 23,16 9 2 0 3a 3 3 4,5 0 pr
964611 sim nao nao 28,27 8 0 0 2b 2 2 6 0 nr
957012 nao nao sim 31,68 4 1 0 2b 2 2 4 1 estavel
972627 sim nao sim 28,77 4 0 0 2a 2 & 35 0 nr
959487 nao nao sim 33,56 8 0 0 2b 3 2 6 0 nr
987590 sim sim nao 31,44 10 2 0 3a 3 2 8 1 nr
953276 sim nao nao 40,16 5 1 0 2b 2 1 25 0 pr
975353 sim nao nao 19,8 8 0 0 2b 2 2 7 0 nr
944773 sim nao nao 25,41 4 0 0 2a 2 3 3 0 nr
964187 sim nao sim 27,08 3 1 0 2b 3 2 1,5 0 pr
959842 nao nao nao 26,26 55 0 0 2b 2 2 35 0 pr
945389 nao nao nao 283 10 0 0 2b 3 2 45 0 pr
936934 sim nao sim 23,84 8 1 0 3a 2 2 2 0 pr
973003 sim nao sim 238 35 1 0 2b 2 2 2 0 pr
875245 sim nao nao 34,32 4 0 0 2a 2 2 3 0 nr
973184 sim nao nao 24 25 1 0 2b 2 & 0 0 cr
743631 nao nao sim 25,86 4 1 0 2b 2 2 25 0 pr
855334 sim nao sim 27,05 55 1 0 3a 3 & & 0 pr
988720 nao ndo nao 33,33 5 1 0 2b 2 2 6 1 progressao
995878 nao nao nao 2541 4 1 0 2b 2 2 0 0 cr
1000311 nao nao nao 25,05 6 0 0 2b 3 2 0 0 cr
1007867  nao nao nao 222 5 1 0 2b 2 2 3 0 pr
563890 sim nao nao 21,62 6 1 0 3a 2 2 7 1 progressao
978375 nao nao nao 25 25 0 0 2a 2 2 1,5 0 pr
310708 nao nao sim 247 8 2 0 3a 2 2 6 1 nr
1028856 sim nao sim 37,04 15 2 0 3a 3 2 85 2 pr
950377 sim néo nao 28,76 5 2 0 3a 3 3 2 0 pr
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ANEXO 5.

Distribui¢do das pacientes submetidas a quimioterapia primdria segundo raga, mensuracao
clinica inicial (TI) e final (TF) em centimetros, avaliacdo clinica axilar inicial (NI) e final
(NF), estadiamento clinico (EC), mensuracdo andtomo-patologica (T.AP), graus nuclear
inicial (GNI) e final (GNF), graus histolégico inicial (GHI) e final (GHF), resposta clinica
(RO).

Registro Nome Raca TI TF NI NF EC T.AP GNI GHI GNF GHF RC
938897 ACFS branca 7 5 0 0 1B 6 2 2 2 2 NR
952542 AMJP branca 5 3 0 0 A 0,5 2 2 2 2 PR
778441 ALO branca 4,5 2 0 0 A 1,5 2 2 3 3 PR
971248 BAC branca 8 7 1 1 A 3 2 2 2 2 NR
940807 CRN Negra 5 3 2 0 A 4 3 3 3 3 PR
933704 DAA branca 6 2 0 0 1B 5 2 2 2 2 PR
944267 DFM Negra 7 5,5 2 2 A 8 2 2 3 2 NR
953478 EL branca 4 2 1 0 1B 3 2 2 2 2 PR
962828 ERCM  Negra 5 3,5 1 0 IIB 55 3 3 3 3 PR
967134 EMFS branca 4,5 2 1 0 IIB 2 2 2 3 3 PR
977002 ESN negra 6 2 2 1 A 3,5 2 2 2 2 PR
959994 FGG branca 4,5 3,5 1 0 IIB 5 2 2 3 3 NR
971006 GMS branca 4 4 1 1 153 3 3 2 3 3 NR
938065 GMS negra 5,5 2 2 0 A 4 2 2 2 2 PR
932700 IMF negra 9 4.5 2 0 A 6 3 3 3 3 PR
964611 |AS negra 8 6 0 0 1B 9 2 2 3 2 NR
957012 JSS negra 4 4 1 1 IIB 5 2 2 3 3 NR
972627 JP branca 4 3,5 0 0 A 2,2 2 3 3 3 NR
959487 LSB branca 8 6 0 0 IIB 6 3 2 3 3 NR
957590 MAEN branca 10 8 2 1 A 4 3 2 3 3 NR
953276 MCRA  branca 5 2,5 1 0 IIB 2 2 1 2 2 PR
975353 MAA branca 8 7 0 0 IIB 45 2 2 3 3 NR
944773 MFG branca 4 3 0 0 A 2 2 3 2 2 NR
964187 MGS negra 3 1,5 1 0 IIB 2 3 2 3 3 PR
959842 MIMG branca 55 3,5 0 0 IIB 2,5 2 2 3 2 PR
945889 NMP branca 10 4,5 0 0 IIB 2 3 2 3 3 PR
936934 NOSS branca 8 2 1 0 A 4 2 2 2 2 PR
973003 OFS negra 3,5 2 1 0 1B 0,8 2 2 2 2 PR
875245 RR branca 4 3 0 0 A 0 2 2 0 0 NR
973184 SM negra 2,5 0 1 0 1B 0 2 3 0 0 CR
743631 TR branca 4 2,5 1 0 IIB 3 2 2 3 2 PR
855334 ZLJ branca 5,5 3 1 0 A 0 3 3 0 0 PR
988720 MPA negra 5 6 1 1 1B 3,5 2 2 2 3 NR
995878 MNA branca 4 0 1 0 IIB 0 2 2 0 0 CR
1000311 VOM branca 6 0 0 0 1B 0 3 2 0 0 CR
1007867 MJSA branca 5 3 1 0 IIB 2,5 2 2 3 3 PR
563890 FPS branca 6 7 1 1 A 4,5 2 2 1 2 NR
978375 CMS branca 2,5 1,5 0 0 A 2 2 2 2 2 PR
310708 EBSP negra 8 6 2 1 A 2 2 2 2 2 NR
1028856 DFS negra 15 8,5 2 2 A 7,5 3 2 2 3 PR
950377 NCC branca 4 2 2 0 A 0,5 3 3 3 3 PR

Média  NA 579 359 NA NA NA 343 NA NA NA NA NA
Mediana NA 5 3 NA NA NA 3 NA NA NA NA NA
DP NA 243 214 NA NA NA 222 NA NA NA NA NA

Nota: NR: pacientes ndo-respondedoras, CR: resposta completa, PR: resposta parcial, NA: nao aplicavel
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ANEXO 6
Técnica de Imunoistoquimica

1. Cortes histologicos dos tecidos com 4um de espessura seguida pela montagem destes cortes
em laminas silanizadas, com retirada da parafina em estufa a 55° C e manutencdo dos mesmos
em temperatura ambiente.

2. Desparafinizacdo dos cortes com xilol a 60°C, por 30 minutos, seguida por dois banhos em
xilol a temperatura ambiente, durante 15 minutos cada.

3. Reidratacdo dos cortes com etanol absoluto (etanol absoluto I , etanol absoluto II, etanol
absoluto III, etanol 95° GL e etanol 80°GL[Gay-Lussac] ), cada banho durando dois minutos,
seguida por lavagem em dgua corrente e finalizada em passagem por dgua destilada.

4. Adicao de 1.600 ml do tampao citrato de sédio 0,1 M (pH 6,0) aos cortes, com exposi¢ao
ao vapor no aparelho Pascal (Dako cytomation) durante 30 minutos, com a finalidade de
recuperacdo do epitopo antigénico, com a finalidade de restituir antigenicidade a proteina
afetada pela fixacdo dos tecidos em formalina. Manutenc¢do das laminas em vapor, por 30
minutos. Apos a retirada das laminas, conservagao das mesmas em solucdo tamponada, a

temperatura ambiente, durante 20 minutos.

5. Reacgdo de inibi¢ao de peroxidase enddgena, através de lavagem das laminas em peroxido
de hidrogénio a 3%, por quatro vezes, por 10 minutos cada e lavagem em 4gua parada, por
cinco minutos.

6. Lavagem das laminas no tampao salino PBS (pH 7,4) , por duas vezes, por 15 minutos.

7. Incubagdo das laminas com os anticorpos citados nas dilui¢des especificas, em geladeira
por 18 horas.

8. Lavagem das laminas, por duas vezes, em tampao PBS (pH 7,4), por dez minutos.

9. Incubacio dos cortes teciduais com anticorpos secundarios (anticorpos de ligagdo), por 30
minutos em estufa a 37°C. No estudo foi utilizado anticorpo secundario biotinilado universal
Kit DAKO LSAB Systems, Peroxidase (DakoCorp., Carpinteria, CA, USA).

10. Lavagem das laminas em tampado PBS, duas vezes, por dez miutos.

11. Incubagado das laminas em anticorpo tercidrio, no sistema de deteccdo ultra-estreptavidina
EP-USA, Universal-HRP (Novocastra, Norwell, MA USA) em camara tmida, por 30
minutos, em estufa a 37°.C.

12. Lavagem das laminas em solu¢do tampao, duas vezes, por dez minutos.

13. Coloca¢do das laminas para reagdo cromégena em 3,3°,5,5° tetraidrocloreto de
diaminobenzidina (DBA), por trés a cinco minuots, ocorrendo a reacdo que resulta no
aparecimento da copia sépia, caracteristica do anticorpo fixado a proteina.

14. Lavagem em 4gua corrente, duas vezes, por dez minutos.
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15. Contra-coloragdo rotineira com hematoxilina de Mayer, por trés minutos, em temperatura
ambiente, para obten¢do de coloracdo azulada do citoplasma e nicleo.

16. Desidratagao dos cortes com série de etanol (50-70-100° GL) e xilol

17. Montagem das laminas através de sua fizacdo sobre Entellan Merck, afim de que a
preparacio passe a ter conservagao permanente.
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Ulson LB. Avalia¢ao da relagdo do indice de apoptose e da imunoexpressao da BCL-2 com a
resposta a quimioterapia primdria em mulheres com carcinoma de mama estddios II e IIL
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de Sao Paulo. Dissertacdo de Mestrado. 2009.

Apoptose, um tipo de morte celular programada foi descrito em 1972 por Kerr, e seus
sofisticados mecanismos tem sido muito estudados nas ultimas décadas devido a sua
associa¢do com doengas, principalmente no que tange o desenvolvimento e o tratamento do
cancer. Sabe-se que a apoptose € o principal mecanismo pelo qual os agentes quimioterapicos
atuam nas células tumorais. Assim, muitos autores tém tentado associar resposta
quimioterdpica com apoptose, observando que a indu¢do da mesma pela quimioterapia esté
associada a uma melhor resposta clinica na tentativa de encontrar outros fatores preditivos de
resposta a quimioterapia. Avaliamos o indice de apoptose (IA) e a expressao de Bcl-2 pré e
pOs quimioterapia primadria e sua correlacdo com a resposta clinica utilizando os critérios de
RECIST, em 41 mulheres brasileiras portadoras de carcinoma de mama estadios II e IIL
Encontramos uma tendéncia do IA médio inicial (pré-quimioterapia) ser menor que IA médio
final (pds quimioterapia) (p=0,061). Nao encontramos relagdo estatisticamente significante
entre a diferenca entre IA inicial e IA final com a resposta clinica (p=0,181) assim como nao
observamos associac@o entre a resposta clinica e IA inicial (p=0,873). Quando avaliamos a
expressao de Bcl-2, as porcentagens das categorias de resposta do Bcl-2 pré quimioterapia sao
estatisticamente diferentes das porcentagens das categorias de resposta do Bcl-2 pods
quimioterapia (p<0,001) com uma queda de 93,3% para 70% de Bcl-2 positivo. Quando
correlacionamos as diferencas entre Bcl-2 inicial e final com a resposta clinica ndo houve
associacdo significante (p=0,417), bem como ndo encontramos associa¢do entre a resposta
clinica e a expressao do Bcl-2 inicial (p=0,466); porém observamos uma tendéncia na relagao
da resposta clinica completa com a menor frequéncia da expressao de Bcl-2 inicial positivo
(3+). O momento de avaliagdo da apoptose na nossa amostra bem como o nimero de casos
podem explicar a ndo correlagdo estatisticamente significante entre [A e Bcl-2 e resposta
clinica a quimioterapia primaria.
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Apoptosis, a form of programmed cell death, described in 1972 by Kerr, and its intrinsic
mechanisms has been the focus of many studies in the last decades due to its association with
diseases, mostly concerning cancer development and treatment. It is known that apoptosis is
the main mechanism in which chemotherapy agents act over tumor cells. Being that, many
authors have been trying to relate the chemotherapy response to apoptosis, realizing that its
induction by the chemotherapy is associated to a better clinical response attempting to find
more accurate chemotherapy response predictive factors. We have assessed the apoptotic
index (AI) and the Bcl-2 expression pre and post primary chemotherapy and its correlation to
the clinical response using the RECIST criteria, in 41 brazilian women with breast carcinoma
stages Il and III. A tendency to the initial mean Al (pre chemotherapy) be lower than the final
mean Al (post chemotherapy) (p=0,061) was found. There was no statistical significance on
the difference between the initial and final Als with the clinical response (p=0,181), neither
we have found association between the clinical response and the initial Al (p=0,873). When
the Bcl-2 expression was assessed, the percentages of the pre chemotherapy Bcl-2 response
categories are statistically different from the post chemotherapy response categories (p<0,001)
with a 93,3% to 70% drop of positive Bcl-2. When we related the differences of the initial and
final Bcl-2 with the clinical response, there was no significant association (p=0,417), neither
were found relation among the clinical response and the Bcl-2 initial expression (p=0,466),
however there was a tendency on the relation between the complete clinical response and a
lesser frequency on the initial positive Bcl-2 expression (3+). The moment of the apoptosis
evaluation on our sample so as the number of cases, could explain the non-statistically
significant correlation between the AI and Bcl-2 with the clinical response to primary
chemotherapy.
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