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RESUMO
Anelli A. Determinacdo da relacdo entre a expressdo do sistema de
ativacdo do plasminogénio e o progndéstico em cancer de mama feminino
localmente avancado. S&o Paulo; 2009. (Tese de Doutorado-Fundacao

Antonio Prudente)

No Brasil, segundo estimativas do Ministério da Saude, cerca de 25% dos
casos de cancer de mama sdo diagnosticados como tumores localmente
avancados. Com o intuito de melhorar a possibilidade de ressec¢céo da mama e
diminuir na taxa de recaida local, bem como aumentar a sobrevida global,
realiza-se neste grupo de mulheres quimioterapia pré-operatéria.

A invasdo tumoral € um dos aspectos mais importantes no prognostico em
cancer de mama e uma caracteristica comum a este processo € a degradacgao
da matriz extracelular e do estroma intersticial. A matriz extracelular é formada
por varios elementos, como colageno, glicoproteinas (laminina, fibronectina e
entactina), proteoglicanas e glicosaminoglicanas, sendo degradadas por
enzimas especificas, denominadas de proteinases que incluem os ativadores
do plasminogénio, que convertem o plasminogénio em plasmina que por sua
vez pode degradar componentes da matriz extracelular.

O termo ativadores de plasminogénio restringe-se a duas enzimas, o ativador
de plasminogénio tipo uroquinase ou UuPA (“urokinase-type plasminogen
activator”), seu receptor uPAR(“urokinase-type plasminogen activator receptor”)
e o ativador de plasminogénio tipo tecidual ou tPA (“tissue-type plasminogen

activator”). Entre os inibidores das serino-proteinases (SERPINS) destacam-se



o PAI-1 e PAI-2 no processo de inibicdo ou inativacdo dos ativadores de
plasminogénio.

Neste estudo o objetivo foi determinar a expresséo e a relacédo prognoéstica dos
marcadores moleculares de invasao: uPA, uPAR e PAI-1 no cancer de mama
feminino localmente avancado, pelo método imunohistoquimico em material
parafinado através da técnica de Tissue-Array.

Foram analisadas 128 pacientes. Os marcadores de ativacdo do plasminogénio
foram assim distribuidos: 113 amostras foram classificadas como positivas para
uPA (88,3% das pacientes), 71 amostras foram consideradas como positivas
para UPAR (55,5%) e 54 amostras positivas para PAI-1 (42,2%). Dos
marcadores de interesse, nenhum foi associado, estatisticamente, com as
taxas de sobrevida livre de doenga ou sobrevida global.

Apesar de nao termos encontrado correlacdo estatisticamente significativa
entre a evolugdo clinica e o perfil de expressdo dos ativadores de
plasminogénio em mulheres com céancer de mama localmente avangado,
acreditamos que este estudo tenha sido relevante por ter criado um banco de
dados de pacientes com neoplasia maméaria localmente avancada que
futuramente podera ser avaliado quanto a expresséo de outros marcadores de

resposta a terapia.



SUMMARY

Anelli A. Relationship between the expression of plasminogen activation
system and prognosis in locally advanced female breast cancer. S&o

Paulo; 2009. (Tese de Doutorado-Fundacao Antonio Prudente)

Locally advanced breast cancer corresponds to about 25% of all breast cancers
in Brazil according to the Brazilian Ministério da Saude. In order to improve
local control and overall survival these patients are submitted to preoperative
chemotherapy.

Tumor invasion plays a major role in breast cancer and extracellular matrix
degradation is a common characteristic of this process. Extracellular matrix is
composed of many elements like collagen, glycoproteins (laminina, fibronectina
and entactin), proteoglycans and glycosaminoglycans. Those proteins are
degraded by specific enzymes called proteases that include plasminogen
activators. These enzymes transform plasminogen into plasmin, that degrades
the extracellular matrix. The name plasminogen activator is restricted to two
enzymes, the urokinase-type plasminogen activator or uPA and the tissue-type
activator or tPA. There are two inhibitors, the plasminogen activator inhibitor
1(PAI-1) and the plasminogen activator inhibitor 2 (PAI-2).

The objective of this study was to evaluate the relationship between uPA, it's
receptor (UPAR) and PAI-1 in locally advanced breast cancer using
immunohistochemistry and Tissue-Array. We analyzed 128 female breast

cancer patients. The results were as follows: 113 samples were positive for uPA



(88,3%), 71 samples were positive for uPAR (55,5%) and 54 samples were
positive for PAI-1 (42,2%).

We found no statistical relationship between the expression of plasminogen
activators and disease free survival or overall survival in this population.
Multiple analyses demonstrated a statistically advantage for disease free
survival among patients who did not receive adjuvant chemotherapy (p=0.002),
tumor negative for estrogen receptor (p=0,001) and the presence of node
invasion (p=0.023).

Despite the absence of statistically significance between the expression of
plasminogen activator and overall survival our study was able to build a
homogeneous database composed exclusively of stage IlI-B breast cancer.
This database will allow future research in the field of prognostic factors in this

population.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, segundo estimativas do Ministério da Saude, cerca de 36 mil
mulheres sdo diagnosticadas com cancer de mama anualmente, sendo que a
taxa de mortalidade anual é de cerca de 18 mil casos (Ministério da Saude
2005). Dentre estas mulheres, cerca de 25% sao diagnosticadas com tumores
localmente avancados (T3/T4 e N1/N2 - EC IlI-A e EC 11I-B), fazendo com que
o tratamento cirdrgico inicial seja tecnicamente mais dificil, aumentando assim
as taxas de recidiva local. Com o intuito de melhorar a possibilidade de
ressec¢do da mama e diminuir a taxa de recaida local, bem como aumentar a
sobrevida global, realiza-se neste grupo de mulheres quimioterapia pré-
operatoria.

Para determinar quais mulheres se beneficiardo desta terapia s&o
utilizados fatores prognésticos considerados como convencionais, dentre 0s
quais o status menstrual, a idade, a expressao dos receptores hormonais de
estrogeno e progesterona (FITZGIBBONS et al. 2000; CARTER et al. 1989).
Outros marcadores ainda nao estabelecidos como padrao como por exemplo a
expressdo do p53 também foram pesquisados e demonstraram ser de
importancia na resposta clinica ao tratamento instituido (ANELLI et al. 2003;
GASPARINI et al. 1993).

Mesmo com a determinacdo destes fatores prognésticos e com a
realizacdo de quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia adjuvantes a
maioria destas pacientes desenvolve doengca metastatica nos anos

subsequentes devido a disseminacao vascular e linfatica tumoral.



12

A invasdo tumoral € um dos aspectos mais importantes no prognostico
em cancer de mama (JOHNSON et al. 1993; SPYRATOS et al. 1992; ARMAS
et al. 1994). O termo invaséo, descreve a habilidade celular em atravessar
barreiras estruturais, como por exemplo a membrana basal e o estroma
intersticial. Este fendbmeno pode ocorrer em processos fisiolégicos em qualquer
fase de desenvolvimento de um individuo, desde o periodo embrionario até a
fase adulta, como por exemplo, durante a implantacdo trofoblastica, e o
processo de reparo dos tecidos. Outros processos ocorrem sob condi¢des
patolégicas como por exemplo, na artrite reumatoide e nas neoplasias.

No inicio da proliferacdo neoplésica, as células sdo nutridas através da
difusdo de substancias do microambiente circunjacente. Quando o tumor atinge
um didmetro entre 1 e 2 mm tem inicio o processo de angiogénese e
consequente formacdo de novos vasos (neo-vascularizacdo). Desta forma, as
células tumorais que participarem do destacamento do tumor podem penetrar
nos capilares linfaticos e venosos, entrando na circulacdo sangtinea, atingindo
outras localidades e dando origem as metéastases (FISHER et al. 2000).

Uma caracteristica comum ao processo de invasdo é a degradacdo da
matriz extracelular e do estroma intersticial, estruturas que a célula em invasao
precisa ultrapassar para alcancar tecidos vizinhos (DANO et al. 1985).

A matriz extracelular é formada por varios elementos como colageno,
glicoproteinas (laminina, fibronectina, entactina e nidogénio), proteoglicanas e
glicosaminoglicanas, sendo degradadas por enzimas especificas, denominadas

de proteinases (MIGNATTI et al. 1993).
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As proteinases requeridas durante o processo de degradacdo da matriz
extra-celular podem ser subdivididas em 3 classes: as serino-proteinases; as
metalo-proteinases e as cisteino-proteinases.

As metalo-proteinases caracterizam-se por conterem um zinco em seu
sitio ativo, serem inibidas por agentes quelantes; possuirem consisténcia em
sua homologia; por serem secretadas em sua forma latente, tornando-se ativas
pela clivagem proteolitica parcial.

A classe das cisteino-proteinases inclui endo e exopeptidases cuja
atividade catalitica depende do grupo thiol do residuo Cys no sitio catalitico.
Em todos os membros desta classe, os residuos de aminoacidos ao redor dos
sitios ativos Cys e de His sdo conservados. Em geral todas as cisteino-
proteinases s&o enzimas intracelulares verdadeiras, encontradas no citosol ou
lisosomas. As catepsinas lisosomais estdo presentes em todos os tipos de
células dos mamiferos. Sdo em geral glicoproteinas pequenas (20-42 kDa),
com ativagdo em pH &cido e ativas contra uma grande variedade de substratos
protéicos e peptidicos (SAKSELA 1988).

As serino-proteinases incluem os ativadores do plasminogénio, a
elastase leucocitéria e a catepsina G.

Os ativadores de plasminogénio convertem o plasminogénio em
plasmina que por sua vez pode degradar componentes da matriz extracelular
como as fibronectinas, a laminina, e as proteoglicanas, embora ndo possam
degradar colagenos nativos e elastina.

O termo ativadores de plasminogénio restringe-se a duas enzimas, o
ativador de plasminogénio tipo uroquinase ou UuPA (“urokinase-type

plasminogen activator’) e o ativador de plasminogénio tipo tecidual ou tPA
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(“tissue-type plasminogen activator’). A tabela 1 relne as principais
publicacbes da expressdo dos ativadores de plasminogénio, seu receptor e

inibidor, com relacdo ao cancer de mama feminino.
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TABELA 1 — ESTUDOS DE UPA, UPAR E PAI-1 EM CANCER DE MAMA

FEMININO

AUTOR AMOSTRA METODO PROTEASE CORRELAQOES
FISHER, JL et al., 671 Elisa T uPA { sobrevida
2000
HANSEN, JG et al., 838 Elisa T uPA d sobrevida
1997.
KIM, SJ et al., 1998. 247 Elisa T uPA  sobrevida
HARBECKIN et al., 472 Imunoistoquimico T uPA Agressividade
2001. tumoral
LOOK,MP et al., 8377 Elisa T UPAR { sobrevida
2002.

T = aumento; { = diminuicdo

A proteina uPA possui 431 aminoacidos e tPA possui 562 aminoacidos.
Ambas consistem de 2 cadeias polipeptidicas A e B, sendo que a cadeia B é
similar e contém residuos His, Asp e Ser caracteristico do sitio ativo de toda
serino proteinase. As cadeias A de uPA e tPA diferem consideravelmente em
tamanho, mas tém alto grau de homologia. A cadeia A do uPA contém uma
estrutura “kringle”, enquanto tPa possui 2 destas regides no terminal carboxila.
O terminal amina de ambos os ativadores de plasminogénio contém um
dominio rico em cisteina com alta homologia ao fator de crescimento epidermal
(“epidermal growth factor”). O residuo 43 do terminal amina de tPA ndo tem

correspondéncia com o mesmo em uPA, mas notadamente tem alta homologia
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ao “finger domain” das fibronectinas. A sequéncia de aminoacidos 13-30 do
terminal amina de uPA liga-se ao seu receptor uPAR (SAKSELA 1988).

O mecanismo de super-expressdo de uPA no cancer de mama ainda
nao foi completamente elucidado. Sabe-se no entanto, que a amplificacdo do
gene uPA néo é o unico fator implicado na producéo da proteina.(HUBBARD et
al 1995).

Embora o substrato mais importante para os ativadores de
plasminogénio seja o plasminogénio, verifica-se que o tPA tem uma forte
afinidade também pela fibrina. Na presenca da fibrina o tPA é altamente efetivo
na ativacdo do plasminogénio (que também pode estar ligado a fibrina) e pouco
ativo em sua auséncia. Enquanto o tPA esta relacionado ao processo de
coagulacao, o uPa relaciona-se a remodelagem tecidual e processos tumorais
(SAKSELA 1988; HUBBARD et al. 1995).

A expressdo de UuPA é regulada por varias substancias como
oncogenes, fatores de crescimento, AMPc, retindides, prostaglandinas e luz
ultra-violeta, sendo que um dos mais importantes sistemas de modulacdo dos
ativadores de plasminogénio € obtido através da plasmina (PLOUG et al.
1993).

Os ativadores de plasminogénio sdo secretados como pro-enzimas de
cadeia simples (pr6-uPA ou sc-uPA e pro-tPA ou sc-tPA) e sdo convertidos a
dupla cadeia em sua forma ativa (SAKSELA 1988).

O receptor de uPA é um glicopeptideo de cadeia simples com peso
molecular de 50 a 60KDa , possuindo 3 dominios de aproximadamente 90
aminoacidos. O uPA liga-se ao terminal amina de seu receptor enquanto o

dominio carboxila fica aderido a membrana basal pela ponte
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glicosilfosfatidilnositol (&ncora GPI). A uroquinase dissocia-se muito lentamente
de seu receptor, permanecendo ativa na membrana celular por véarias horas
(MIGNATTI et al 1993).

Entre os inibidores das serino-proteinases (SERPINsS) destacam-se o
PAI-1 e PAI-2 no processo de inibicdo ou inativacdo dos ativadores de
plasminogénio. O PAI-1 (“plasminogen activator inhibitor-1”) € uma proteina de
402 amionoacidos, inibindo a acdo de tPA, uPA e da proteina C. Age como
principal controlador da fibrindlise via tPA. Esta glicoproteina pode ser
encontrada no plasma, plaguetas, endotélio e em células tumorais, sendo que
as células endoteliais parecem ser seu sitio de sintese (MIGNATTI et al 1993).
Embora a expressao de PAI-1 correlacione-se com a sobrevida no cancer de
mama feminino (Tabela. 1), a expressédo de PAI-2 ndo tem o mesmo significado
(LOOK et al. 2002; HARBECK et al. 1999).

A concentracdo sérica de uPA, uPAR e PAI-1 varia consideravelmente
no periodo menstrual, durante a menopausa em mulheres normais ou nas
portadoras de cancer de mama (HANSEN et al. 1997).

Embora tenham sido estudados como fatores progndsticos em cancer de
mama com axila negativa (MINISINI AM et al, 2007, KIM et al. 1998;
ZEMZOUM et al. 2003), onde determinam mau progndstico quando presentes,
os ativadores de plasminogénio ainda ndo foram amplamente estudados em
cancer de mama localmente avangado.

Considerando a necessidade da determinacdo de marcadores de
resposta a quimioterapia pré-operatéria em cancer de mama com a finalidade
de selecdo de grupos de pacientes sensiveis a determinados regimes de

quimioterapia, decidimos avaliar a expressédo destes marcadores em um grupo



18

de mulheres portadoras de cancer de mama localmente avancado (lIIB)

tratadas com quimioterapia neoadjuvante.
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2. OBJETIVOS

1. Determinar a expressao dos marcadores moleculares de invasao:
uPA, UPAR, tPA, PAI-1 no cancer de mama feminino localmente
avancado, EC IlI-B pelo método imunoistoquimico em material
parafinado.

2. Determinar a relacdo entre a expresséo destes marcadores e 0s
achados anatomopatoldgicos estabelecidos como progndéstico em
cancer de mama (idade, tipo histolégico, tamanho do tumor
primario, status menstrual e expressao de receptores hormonais
de estrégeno e progesterona);

3. Determinar a relacdo entre a expressdo dos marcadores de

invasdo e a sobrevida livre de recaida e a sobrevida global.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Delineamento do estudo

Este € um estudo de coorte de coleta retrospectiva.

3.2. Populagéo de estudo

Trata-se de um estudo de coorte retrospectivo incluindo exclusivamente
pacientes do sexo feminino, diagnosticadas com céancer primario da mama
localmente avancado, tratadas no Hospital do Cancer - A C Camargo em dois
protocolos investigacionais distintos (Protocolo HACC - 11I-B 001 e Protocolo
HACC - 11I-B 002). O protocolo HACC — 111-B 001 era composto de trés ciclos de
doxorubicina (60 mg/m?) e ciclofosfamida (600 mg/m?) administrados a cada 21
dias, seguido de cirurgia. O protocolo HACC — 1lI-B 002 era composto de trés
ciclos de doxorubicina (60 mg/m? ) e paclitaxel (175 mg/m?) a cada 21 dias,
seguido de cirurgia. Os resultados clinicos de resposta destes dois protocolos
foram previamente publicados (ANELLI et al 1996, Anelli et al 1999). As
pacientes foram recrutadas nestes protocolos entre janeiro de 1989 e julho de
2000 e para avaliagdo no presente estudo, preencheram 0s seguintes critérios
de inclusao:

o Confirmacédo histopatologica de carcinoma ductal infiltrante
primario da mama e auséncia de neoplasia prévia anterior, excluindo-se
carcinoma basocelular de pele e carcinoma in situ do colo uterino

o Tumor primario conservado em parafina

o Registro de seguimento em prontuario médico
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Este grupo era inicialmente composto por 165 mulheres. Vinte e quatro
pacientes ndo realizaram seguimento na instituicdo e foram excluidas da
analise por falta de informacdes de seguimento clinico. Em treze pacientes
nao foi possivel obter material bioldgico adequado para a realizacdo de
revisdo histopatologica e para a realizacdo de Tissue Array e foram
excluidas da analise.

ApoOs a eliminacdo deste grupo de pacientes o total de pacientes que
preencheram todos os critérios de elegibilidade foi de cento e vinte e oito
mulheres.

3.3. METODOLOGIA

3.3.1 VALIDACAO HISTOPATOLOGICA DAS AMOSTRAS

Todo o material histolégico analisado foi coletado anteriormente a
realizacdo de qualquer forma de terapia através de bidpsia incisional das
lesdes mamaérias.

Antes de serem processadas, todas as amostras foram submetidas a
andlise histologica, utilizando-se o material fixado. Esta validagéo visa ndo
somente a confirmacgdo do diagndéstico, mas também a avaliagdo da amostra
quanto a presenca de necrose, infiltrado inflamatério, estroma e tecido adiposo.
As amostras foram revistas através da colora¢do de hematoxilina-eosina para a

confirmacéo do tipo histolégico (carcinoma ductal infiltrante).
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3.3.2 Construcéo do Tissue array

Biopsias cilindricas com 1-2,0 mm de didmetro, obtidas de regides
selecionadas dos tecidos descritos, foram dispostas em fileiras em um novo
bloco de parafina. Cortes de 5um do bloco de parafina contendo as amostras
foram transferidos para laminas de vidro e submetidos a analise do padrao de

expressao de proteinas especificas por imunoistoquimica.
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3.3.3 Determinacao da expressao dos antigenos

Os anticorpos utilizados na analise foram: anti-uPA, anti-uPAR e anti-
PAI-1. Foram também determinadas as expressées de cerb-B2, p53 e
receptores de estrogeno e progesterona. A caracteristica dos anticorpos

utilizados, bem como a sua procedéncia, encontram-se listados na Tabela 2.

TABELA 2 — LISTA DOS ANTICORPOS UTILIZADOS

ANTICORPO ORIGEM/CLONE TiTULODO RECUPERACAO FABRICANTE
ANTICORPO DO ANTIGENO

Anti-uPAR Mouse monoclonal 1:200 Mw American
Diagnostica Inc,
USA 3936

Anti-uPA Mouse monoclonal 1:100 Mw American
Diagnostica Inc,
USA 3689

Anti-PAI-1 Mouse monoclonal 1:50 Pp American
Diagnostica Inc,
USA 3785

Anti-p53 Mouse monoclonal 1:100 Mw Dako, Co
Carpinteria CA

Anti-ER Mouse monoclonal 1:100 Mw Santa Cruz Biotech
Santa Cruz, CA

Anti-PR Mouse Monoclonal 1:50 Mw Santa Cruz Biotech
Santa Cruz, CA

Anti-Cerb-B2 Mouse Monoclonal 1:100 Mw Santa Cruz Biotech
Santa Cruz, CA

Pp= panela de pressédo; Mw= microondas.
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3.3.4 Método Imunoistoquimico

Todas as reac¢des imunoistoquimicas foram realizadas por apenas um
individuo pertencente ao Departamento de Anatomia Patologica do Hospital do
Céancer de Séo Paulo.

Abaixo, segue o protocolo completo das reacdes de imunoistoquimica
utilizando os métodos de recuperacao do antigeno por microondas e panela de
pressdo. Desparafinizacdo dos cortes de 3 um de espessura, do material
incluido em parafina, em laminas previamente tratadas com 3-Aminopropyl-
triethoxy-silane (SIGMA® A-3648 USA) e deixadas por 24 horas em estufa &
60°C:

e Xilol & 60°C por 20 minutos;

e Xilol & temperatura ambiente por 20 minutos;

e Etanol 100% 3 vezes por 30 segundos cada passagem;

e Etanol 95%por 30 segundos;

e Etanol 80% por 30 segundos;

e Etanol 70% por 30 segundos.

Lavagem das laminas em agua destilada corrente, seguida por
incubagédo em tampé&o citrato 10 mM pH 6.0 no microondas na poténcia
méaxima (1300 watts) por dois ciclos de 9 minutos cada.

Na recuperacdo do anticorpo pelo método por panela de pressado, as
laminas em tampdao citrato foram mergulhadas na panela de pressdo e
mantidas sob pressurizacédo por 5 minutos.

e Resfriamento por 20 minutos a temperatura ambiente.

e Limpeza das laminas em agua corrente destilada.



25

Bloqueio da peroxidase endégena com agua oxigenada 3% 10 vol
com 4 trocas de 5 minutos cada.

Limpeza das laminas em agua corrente destilada.

Limpeza com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS-
phosphate buffered saline) 10 mM pH 7.4 por S5minutos.
Incubacdo das laminas com o anticorpo diluido em tampédo PBS
contendo albumina bovina (BSA) 1% (SIGMA® A9647 USA) e
acido sadico 0,1%, durante 30 min. a 37°C seguido de 16 a 18
horas a 4°C em camara umida.

Limpeza em tampé&o PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.
Incubacdo com o anticorpo secundario biotinilado-reagente C
(Biotinylated goat anti-mouse/rabbit 19) do kit
StreptABComplex/HRP Duet® (mouse/rabbit.) (DAKO® A/S K492
Denmark) no titulo estabelecido (1/500), diluido em PBS durante
30 minutos a 37°C.

Limpeza em tampéao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.
Incubacdo com o complexo - reagente A (Streptavidin) no titulo
estabelecido (1/500), e reagente B (Biotinylated peroxydase) no
titulo estabelecido (1/500), diluido em PBS por 30 minutos a 37°C.
Limpeza em tampédo PBS com 3 trocas de 3 minutos cada.

Incubacdo das laminas em  solugdo  substrato: 3,3

Diaminobenzidine Tetrahydrochloride (DAS) 60 mg% (SIGMA® D-5637 USA .);

Dimetilsulfoxido (DMSO) 1 ml; 1 ml de agua oxigenada a 6% 20 vol; PBS 100

ml por 5 minutos a 37°C. ao abrigo da luz.

Limpeza das laminas em agua corrente destilada por 3 minutos.



26

e Coloragdo com Hematoxilina de Harris por 1 minutos.

e Limpeza das laminas em agua corrente destilada.

e Imersédo por 2 vezes em agua amoniacal (solucédo de hidréxido de
amonio 0,5%), lavando em seguida em agua destilada corrente.

e Desidratacéo das laminas em:

e Etanol 50% por 30 segundos;

e Etanol 80% por 30 segundos;

e Etanol 95% por 30 segundos;

Xilol 4 vezes por 30 segundos cada.

Montagem entre laminula com Permount.

Como controle positivo para cada anticorpo foram utilizados rim e artéria
humanos e para o controle negativo, um veiculo inerte substituindo o anticorpo
em estudo. Areas de tecido normal nas laminas do estudo foram utilizadas
como controle interno da reagao.

Dentre todos os nucleos considerados como imunoreativos, somente
aqueles claramente corados foram registrados como positivos. Os tumores
foram classificados como positivos ( > 20% de nucleos positivos) ou negativos (

< 20% de nucleos positivos).
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3.3.5 SEGUIMENTO CLINICO

O seguimento clinico das pacientes foi realizado utilizando-se o
protocolo de atendimento do Departamento de Oncologia Clinica do Hospital
do Cancer A. C. Camargo de Sao Paulo onde constam as seguintes
informac0des de cada paciente:

» Identificacao

» Data do Diagndstico

» Estadiamento

* Tratamentos Prévios

* Tratamento Atual

* Queixa e Duracgao

» Exame Clinico Geral e Loco - Regional
» Exames Laboratoriais

* Exames Radioldgicos

* Impressao Clinica

* Plano de Tratamento

O resultado radiologico que evidenciava progressao de doenca foi utilizado
como determinante da data da recaida para fins de calculo da sobrevida livre
de doenca. Pacientes com recaida local tiveram esta data determinada atravées

da biépsia da area suspeita.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Primeiramente foi realizada a analise descritiva da amostra por meio de
média, desvio padrdo, mediana, valores minimos e maximos e porcentagens.

O tempo de sobrevida livre de doenca foi considerado como sendo o
tempo entre a data do diagnostico e a data da recidiva ou a data da ultima
visita ao hospital. O tempo de sobrevida global foi considerado como sendo o
tempo entre a data do diagndstico e a data do Obito ou Ultima visita ao hospital.
Tanto o tempo de sobrevida livre de doenca, quanto o tempo de sobrevida
global foram truncados em 60 meses.

A analise tanto dos fatores associados a sobrevida livre de doenca,
quanto dos fatores progndsticos foi feita pelo estimador do produto limite de
Kaplan-Meier e pelo modelo de riscos proporcionais de Cox. Inicialmente
foram estimadas as curvas com as taxas de sobrevida e a sua comparagéo foi
realizada pelo teste de log-rank. Todas as variaveis que obtiveram p<0,200 no
teste de log-rank foram selecionadas para o processo de modelagem mudltipla.
A proporcionalidade dos riscos foi avaliada pela curva do In (-In (S(t))) e para
todas as variaveis selecionadas esta suposicéo foi verificada. Foi realizada a
ordenacdo das variaveis na ordem crescente do valor de p e o processo de
modelagem foi o stepwise forward. Nos modelos finais, tanto da sobrevida livre
de doenca, quanto para a sobrevida global, permaneceram no modelo aquelas
varidveis que foram estatisticamente significativas (p<0,050) e/ou foram
necessarias para ajustar o modelo (isto é, reduziram em pelo menos 10% do

valor da hazard ratio (HR) de alguma variavel que ja estava no modelo). Para
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os marcadores uPA, uPAR e PAI 1, foram testadas, também suas interacdes

(ambos positivos, um so6 positivo, ou ambos negativos).

4.1. VARIAVEIS DO ESTUDO

e Caracteristica Demogréfica: idade.

e Caracteristicas Clinicas: tamanho do tumor, invasdo vascular (1.V.),
invasao linfatica (I.L.), presenca de tumor in situ residual, expressao de
receptor de estrogeno (R.E.) e do receptor de progesterona (R.P.).

e Marcadores: uPA, Upar e PAI-1.
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5. RESULTADOS

5.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram analisadas 128 pacientes, com idade variando de 28 a 70 anos
(média de 50,2 anos e mediana de 49 anos). Todas foram submetidas a
cirurgia, sendo que na maioria foi realizada mastectomia radical (101 pacientes
- 78,9%) e em 27 pacientes foi realizada quadrantectomia. Em 99 pacientes
(77,3%) néo foi realizada a reconstrucéo imediata e em 24 mulheres (18,8%)
este procedimento foi adotado. Todas as pacientes receberam radioterapia
adjuvante.

Os resultados clinicos referentes ao padrao de resposta ao protocolo de
quimioterapia instituido (resposta clinica parcial, resposta clinica completa,
doenca estavel ou progressao de doenca), bem como o resultado de resposta
anatomo-patolégicas ja foram previamente descritos (ANELLI et al 1996,
ANELLI et al. 1999).

O padrédo de resposta clinica ndo foi associado a expressdo de UPA,
UPAR ou PAI-1.

Cento e quinze pacientes (89,8%) foram submetidas a quimioterapia
adjuvante, com o0s seguintes regimes: antraciclina isolada (61 pacientes),
antraciclina associada com taxano (47 pacientes), taxano isolado (2 pacientes),
C.M.F. (3 pacientes) e outras drogas em 2 pacientes. Treze pacientes (10,2%)
nao receberam quimioterapia adjuvante. Todas estas pacientes foram tratadas
no primeiro protocolo (HACC I11I1B-01) com doxorubicina e ciclofosfamida. Todas
as pacientes negaram-se a continuar tratamento sistémico em virtude das

toxicidades apresentadas no regime neo-adjuvante.
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Em 71 pacientes (55,5%) foi realizada hormonioterapia adjuvante, sendo
utilizado o citrato de tamoxifeno em 58 pacientes (81%) e inibidor de aromatase
em 13 (19%) pacientes. A indicacdo da medicacdo para a realizacdo de
hormonioterapia adjuvante ndo fazia parte dos protocolos de quimioterapia pré-
operatoria e foram indicados de acordo com a preferéncia individual do
oncologista responsavel pela paciente.

A avaliacdo do tamanho das lesdes residuais demonstrou que a maioria
das pacientes apresentava tumores residuais entre 2,1 e 5,0 cm (52,3%),
invasao linfatica estava presente em 59,4% das pacientes, mas nao invasao
vascular (86,7%) ou presenca de tumor in situ residual (82,8%). O receptor de
estrogeno foi positivo para 59 pacientes (46,1%) e o de progesterona em 53
pacientes (41,4%).

Em 23 pacientes (18,0%) as amostras eram positivas para p53 e a
expresséo de erbB2 foi positiva em 71 mulheres (55,5%).

Os marcadores de ativacao do plasminogénio foram assim distribuidos:
113 amostras foram classificadas como positivas para uPA conforme
exemplificado na Figura 1 (88,3% das pacientes). Setenta e uma amostras
foram consideradas como positivas para uUPAR como exemplificado na Figura 2
(55,5%) e 54 amostras positivas para PAI-1 (42,2%), representada pela Figura

3.
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Figura 1. Microfotografia com expressao positiva de uPA.
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Figura 2. Microfotografia com expressao positiva de uPAR.
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Figura 3. Microfotografia com expressao positiva de PAI-1.
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5.2. ANALISE DA SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA E SEUS FATORES

ASSOCIADOS.

O tempo de sobrevida livre de doenca foi truncado aos 60 meses. Apos
este periodo trinta e nove mulheres (30,5%) apresentaram recidiva da doenca.
Recidiva local exclusiva foi detectada em somente duas pacientes (5,12%). A
maioria das mulheres (20 pacientes- 51,3%) apresentou recidivas viscerais
(figado e pulmdes) e Osseas simultaneamente. Recidiva exclusivamente
visceral ocorreu em oito (20,5%) pacientes e recidiva éssea exclusiva em nove
(23%) pacientes.

A Tabela 3 apresenta a andlise das taxas de sobrevida livre de doenca.
As probabilidades de S.L.D. foram de 86,5%, 77,3% e 62,4%, respectivamente
apos 12, 24 e 60 meses.

Dos marcadores de interesse, nenhum foi associado, estatisticamente,
com as taxas de S.L.D. Os graficos 1, 2 e 3 representam a relacdo da
expressdo destes marcadores e a sobrevida livre de doenca estimada por

Kaplan-Meier para a expressao de uPA, uPAR e PAI-1.



Tabela 3 — Taxa de sobrevida, segundo caracteristicas demogréficas e clinicas.
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Variavel Categoria Total Recidiva Taxa de sobrevida (%) p
n° n° % 12 m 24 m 60 m (K-M)
Idade <50 68 18 26,5 82,2 74,3 70,0
(anos) * >50 60 21 35,0 91,5 80,8 55,9 0,404
UPA Positivo 113 34 30,1 84,7 75,2 65,2 0,894
Negativo 15 5 33,3 100,0 92,9 51,1
UPAR Positivo 71 23 32,4 85,6 78,0 57,4 0,548
Negativo 57 16 28,1 87,6 76,5 67,7
PAI1 Positivo 54 19 35,2 83,0 73,0 56,3
Negativo 74 20 27,0 89,0 80,4 66,5 0,287
Tamanho (cm) 0,1-2,0 26 4 15,4 88,0 83,7 83,7
2,1-5,0 67 22 32,8 84,9 78,5 61,0
>5,0 19 11 57,9 79,0 57,2 29,0 0,036
RE Positivo 59 11 18,6 98,3 90,9 69,6
Negativo 69 40 40,6 76,5 65,8 55,1 0,008
RP Positivo 53 12 22,6 94,2 84,2 67,0
Negativo 75 27 36,0 81,1 72,5 57,9 0,141
P53 Positivo 23 1 4,4 100,0 95,4 95,4
Negativo 105 38 36,2 83,4 73,4 57,3 0,009
ERB-B2 Positivo 71 22 31,0 87,2 81,3 57,1
Negativo 57 17 30,0 85,6 72,3 68,0 0,863
Inv. Vascular Presente 17 9 52,9 76,5 52,9 35,3
Ausente 111 30 27,0 88,1 81,3 66,4 0,040
Inv. Linfatica Presente 76 30 39,5 79,9 68,5 52,1
Ausente 52 9 17,3 96,1 90,0 79,1 0,010
UPA/PAI1 Ambos positivos 53 18 34,0 82,7 72,5 57,8
Positivo Unico 61 17 27,9 86,7 78,0 70,3
Ambos negativos 14 4 28,6 100,0 92,3 55,4 0,691
UPA/UPAR Ambos positivos 69 21 30,4 85,2 77,3 61,7
Positivo Ginico 46 15 32,6 84,6 73,3 63,2
Ambos negativos 13 3 23,1 100,0 91,7 65,2 0,721
UPAR/PAIL Ambos positivos 44 14 31,8 83,7 76,2 58,1
Positivo Unico 37 14 37,8 86,3 75,0 54,4
Ambos negativos 47 11 23,4 89,3 80,2 71,9 0,338
TOTAL 128 39 30,5 86,5 77,3 62,4
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Grafico 1. Sobrevida Livre de Doenca (Kaplan Meier) para a expressao de UPA
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Gréfico 2. Sobrevida Livre de Doenca (Kaplan Meier) para a expressao de UPAR
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Gréfico 3. Sobrevida Livre de Doenca (Kaplan Meier) para a expressao de PAI-1
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Na analise mdltipla (Tabela 4), foram fatores independentes associados
a sobrevida livre de doenca tumores com expressdo negativa do receptor de
estrogeno (HRaj=3,2; p=0,001), presenca de invasdo linfonodal (HRaj=2,4;
p=0,023) e, no limite da significancia estatistica, tumores que apresentavam

p53 negativo (HRaj=6,9; p=0,058).

Tabela 4. Andlise multipla do modelo de Cox para a S.L.D.

Variavel Categoria HRaj ICgs9 (HRa)) p
R.E. Positivo 1,0

Negativo 3,2 16 -6,6 0,001
p53 Positivo 1,0

Negativo 6,9 0,9-51,2 0,058
Invasao Presente 2,4 1,1-51 0,023
Linfonodal Ausente 1,0




41

5.3. ANALISE DA SOBREVIDA GLOBAL E SEUS FATORES

PROGNOSTICOS.

Apos 60 meses houve 70 6bitos no grupo avaliado. Todas as pacientes
faleceram em decorréncia de céancer de mama metastatico e por suas
complicacbes. Nenhuma paciente faleceu em virtude dos tratamentos
realizados.

A Tabela 5 apresenta a analise dos fatores progndésticos analisados pelo
método de Kaplan-Meier. As probabilidades de sobrevida global foram de
93,7%, 85,4%, 34,1%, respectivamente apos 12, 24 e 60 meses. Nenhum dos
marcadores de interesse foi fator progndstico estatisticamente significativo. Os
graficos 4,5 e 6 representam a relacdo da expressdo dos marcadores e a
sobrevida global estimada por Kaplan-Meier para a expressao de uPA, uPAR e

PAI-1.



Tabela 5 — Taxa de sobrevida global, segundo caracteristica demogréfica e
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clinicas.
variavel categoria total Obito Taxa de sobrevida (%) p
n° n° % 12m 24 m 60 m (K-M)

Idade <50 68 41 60,3 92,5 83,1 24,9
(anos) * >50 60 29 48,3 95,0 88,0 44,0 0,130
UPA Positivo 113 62 54,9 92,8 85,3 33,7

Negativo 15 8 53,3 100,0 86,7 37,5 0,326
UPAR Positivo 71 38 53,5 90,1 82,7 36,7

Negativo 57 32 56,1 98,2 88,9 32,0 0,605
PAI 1 Positivo 54 26 48,2 90,5 82,3 40,5

Negativo 74 44 59,5 96,0 87,6 30,2 0,910
Tamanho (cm) 0,1-2,0 26 19 73,1 92,0 87,8 14,9
Tumor residual 21-50 67 36 53,7 91,0 84,7 34,3

>5,0 19 7 36,8 83,8 63,7 54,6 0,082
R.E. Positivo 59 39 66,1 94,9 86,4 27,0

Negativo 69 31 44,9 92,6 84,6 42,2 0,296
R.P. Positivo 53 34 64,2 94,3 90,4 23,9

Negativo 75 36 48,0 93,2 81,8 42,2 0,449
p53 Positivo 23 18 78,3 95,7 91,3 11,8

Negativo 105 52 49,5 93,2 84,1 39,6 0,019
ERB-b2 Positivo 71 41 57,8 97,1 85,5 32,1

Negativo 57 29 50,9 89,4 85,6 36,8 0,714
Inv. Vascular Presente 17 10 58,8 88,2 75,2 24,2

Ausente 111 60 54,1 94,5 87,0 35,5 0,205
Inv. Linfatica Presente 76 38 50,0 90,6 81,9 36,6

Ausente 52 32 61,5 98,1 90,4 31,4 0,749
UPA/PAI 1 Ambos positivos 53 26 49,1 90,3 82,0 40,2

Positivo Unico 61 36 59,0 95,1 88,3 28,6

Ambos negativos 14 8 57,1 85,7 85,7 37,1 0,615
UPA/UPAR Ambos positivos 69 38 55,1 89,8 82,2 35,3

Positivo Unico 46 24 52,2 97,8 90,7 34,2

Ambos negativos 13 8 61,5 100,0 84,6 31,6 0,683
UPAR/PAI Ambos positivos 44 24 54,6 88,5 78,8 36,9

Positivo Ginico 37 16 43,2 94.4 91,5 40,6

Ambos negativos 47 30 63,8 97,9 86,9 28,7 0,678
TOTAL 128 70 54,7 93,7 85,4 34,1




Gréfico 4. Sobrevida Global (Kaplan Meier) para a expressdo de UPA
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Gréafico 5. Sobrevida Global (Kaplan Meier) para a expressdo de UPA-R
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Gréfico 6. Sobrevida Global (Kaplan Meier) para a expressdo de PAI 1
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DISCUSSAO

No tratamento do cancer de mama, existe uma grande necessidade em
se distinguir entre pacientes de alto e baixo risco. Esta definicdo de risco tem
como intencéo, selecionar pacientes para tratamentos pré-operatorios (neo-
adjuvantes) ou pés-operatérios (adjuvantes) (GELDER et al. 1999; HARBECK
et al. 2001). Além da indicacéo de terapias, em cancer de mama, € desejavel e
necessario o estabelecimento de marcadores de resposta ao tratamento, de
maneira a se determinar populacdes que se beneficiariam de determinadas
abordagens mais agressivas e poupando as pacientes que nao se
beneficiariam de tais procedimentos (HARBECK et al. 2002).

O marcador de resposta mais desejavel seria aquele que identificasse
moléculas especificas de progressao tumoral, ao contrario de marcadores que
nao sao relacionados ao potencial agressivo dos tumores, como por exemplo a
expressao de receptores hormonais (estrogeno e progesterona). A identificacao
destes marcadores traria entdo a selecéo correta de procedimentos
terapéuticos a serem adotados.

O processo de crescimento e invasao tumoral pode ser mais
precisamente descrito como um processo continuo de remodelagem tecidual
envolvendo células tumorais e células normais recrutadas pelas neoplasicas
para fornecerem suporte ao seu crescimento.

No centro deste processo, encontra-se um complexo arranjo de
proteases degradadoras de matriz extracelular. Neste arranjo, inclui-se o
sistema ativador do plasminogénio uroquinase, as colagenases e

estromelisinas e as cisteino proteases como a catepsina D (DANO et al. 1985).
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O sistema ativador do plasminogénio uroquinase desempenha papel
fundamental neste complexo de atividade enzimatica e inclui a plasminogénio
uroquinase (UPA), seu receptor de superficie celular (UPAR) e seus inibidores
de ativacéo (PAI-1 e PAI-2).

Nos ultimos anos, dados de pesquisa basica e de ensaios clinicos tem
demonstrado que altos niveis de uPA e de seu inibidor PAI — 1 indicam mau
progndéstico em algumas populacdes de mulheres com cancer de mama,
especialmente naquelas com axila negativa.

Enquanto o uPA facilita o processo metastatico através da degradacao
da matriz extracelular, PAI-1 desempenha um papel importante ndo apenas
como inibidor de uPA. Apds a ligacao de PAI-1 ao receptor uPA, este complexo
terciario € internalizado na célula, iniciando o processo de transducédo de sinal
e proliferacéo celular. Além disso, PAI-1 pode agir como um inibidor de adesé&o
celular interferindo com a ancoragem da célula tumoral a ligantes de matriz
extracelular. A ligacdo de UPA ao PAI-1 pode reverter este processo e facilitar
novamente a adeséao celular, portanto promovendo a migracéo celular pela
ancoragem seletiva a matriz extracelular (MIGNATTI, 1993).

Em nosso estudo foram inicialmente consideradas 165 mulheres
portadoras de cancer de mama localmente avancado. No entanto, trinta e sete
mulheres foram excluidas da andlise por falta de seguimento clinico adequado
ou pela auséncia de material biolégico suficiente para a confeccao dos Tissue
Arrays.

A maioria dos estudos que analisam o papel dos ativadores de
plasminogénio em cancer de mama utilizam a técnica de ELISA ou através da

avaliacdo de RNA mensageiro e portanto material bioldgico fresco (HANSEN et
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al. 1997; URBAN et al. 2006). Em nosso estudo pela auséncia deste tipo de
material bioldgico, optamos pela utilizacdo da técnica de Tissue-Array, que
apresenta a vantagem de analisar um grande numero de amostras utilizando
quantidades menores de anticorpos especificos.

Este estudo avaliou cento e vinte e oito mulheres portadoras de cancer
de mama localmente avancado e submetidas a tratamento pré-operatério em
dois protocolos investigacionais distintos conduzidos no Departamento de
Oncologia Clinica do Hospital A.C. Camargo. No primeiro protocolo, as
pacientes receberam trés ciclos de quimioterapia contendo doxorubicina e
ciclofosfamida e no segundo estudo a ciclofosfamida foi substituida por
paclitaxel. A intencdo desta substituicdo era a de aumentar a taxa de resposta
e favorecer a taxa de cirurgia conservadora nesta populacdo de alto risco
(CORTE et al. 2005). Os dados destas abordagens clinicas foram favoraveis a
troca de paclitaxel e encontram-se publicadas (ANELLI et al. 2003).

Na andlise de sobrevida livre de doenca, a expressdo dos marcadores
em estudo (UPA, uPAR e PAI-1) ndo apresentou significado estatistico. Este
dado é contrario aos achados em pacientes em estadio inicial da doenca,
especialmente em cancer de mama com axila negativa, onde tem um forte
papel prognéstico (KIM et al. 1998; ZEMZOUM et al. 2003).

Em pacientes com cancer de mama localmente avancado esta via pode
ser menos significativa no processo de crescimento do que em sua fase inicial.
Talvez, a inclusdo de um maior niumero de pacientes através de um estudo
cooperativo multicéntrico pudesse modificar este cenério, conforme ja realizado

em pacientes em fase inicial de cancer de mama (JANICKE et al. 2001).
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Apesar de ndo termos encontrado correlacdo entre a evolucgéo clinica e
o perfil de expressao dos ativadores de plasminogénio em mulheres com
cancer de mama localmente avancado, acreditamos que este estudo tenha
sido relevante por ter criado um banco de dados de pacientes com neoplasia
mamaria localmente avancada que futuramente podera ser avaliado quanto a
expressao de outros marcadores de resposta a terapia.

Acreditamos que o acréscimo de um maior numero de casos com coleta
prospectiva de material biolégico e com seguimento clinico adequado, sera
possivel contribuir para a realizacdo de novos ensaios clinicos, abrindo

possiveis perspectivas para o tratamento do cancer de mama.
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CONCLUSOES

A partir do estudo realizado, pudemos concluir que:

1 Foi possivel a criacdo de um banco de dados de pacientes portadoras de
cancer de mama localmente avancado com 128 pacientes. Neste banco estao
coletados os dados clinicos e demograficos das pacientes, informagdes
histopatoldgicas das neoplasias, dados dos tratamentos instituidos,
informacdes clinicas e finalmente as informagdes obtidas através de
imunohistoquimica por Tissue Array referentes a expresséo de uPA, uPAR,

PAI-1, Receptor de estrogeno, Receptor de Progesterona e p53.

2 A correlacéo entre a evolugéo clinica e a expresséo dos ativadores de
plasminogénio ndo demonstrou-se estatisticamente significativa na populagao

estudada em relagéo a sobrevida livre de doenca e sobrevida global.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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