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RESUMO

O cancer de mama € a causa mais comum de morte por cancer em mulheres. Os
mecanismos envolvidos no processo de metastase estdo pouco elucidados,
especialmente as alteracdes hemostéaticas que ocorrem no desenvolvimento do
cancer e que parecem estar associadas a gravidade da doenga. O presente estudo
teve como obijetivo investigar em mulheres com cancer de mama, receptor hormonal
negativo, em um periodo de dois anos, possiveis alteracbes hemostaticas e
moleculares associando-as com marcadores de prognostico ja estabelecidos, em
trés momentos distintos: logo apds o diagndstico do cancer de mama, ao final do
tratamento quimioterapico e aos dois anos apos o diagnostico da doenca. Foram
estudadas 33 pacientes com céancer de mama receptor hormonal negativo e um
grupo controle com 63 mulheres sem histéria da doenca. Como marcadores
hemostaticos, foram avaliados os niveis plasmaticos de dimero-D e fator tissular. A
pesquisa das frequéncias de mutagcdes/polimorfismos nos genes da metileno tetra
hidro folato redutase (MTHFR), do receptor 4 do fator de crescimento de fibroblastos
(FGFR4) e da hemocromatose (HFE) foram realizadas em busca de novos
marcadores moleculares de interesse diagndstico e/ou progndstico para o cancer de
mama. As variaveis de prognoéstico como idade, triplo negativo, status linfonodal,
HER2, p53, ki67, tamanho do tumor e grau de diferenciacdo foram analisados em
funcdo da presenca ou ndo de metastases/obito e em funcdo dos niveis plasmaticos
de dimero-D e de fator tissular. Os dados deste estudo analisados em conjunto,
permitem inferir que o sistema hemostatico esta ativado em pacientes com cancer
de mama ao diagndstico, traduzido por niveis significativamente mais elevados do
dimero-D e do fator tissular, confirmando relatos prévios da literatura sobre um
estado de hipercoagulabilidade em pacientes com doencas malignas. No entanto, 0s
niveis de dimero-D nao foram capazes de funcionar como um marcador de
prognéstico ao diagnéstico, todavia, foram capazes de refletir o agravamento da
doenca traduzida por iminente Obito. Além disso, a avaliacdo deste marcador néao
permitiu inferir sobre sobrevida livre de doenca. As variaveis de prognostico néo se
mostraram associadas ao desenvolvimento de metéastasess/Obito e nem com os
niveis dos marcadores hemostéticos, tais como dimero-D e fator tissular.

A mutacdo H63D em homozigose no gene HFE apresentou associagdo com o
cancer de mama, enquanto a mutacdo C677T no gene MTHFR apresentou
associacdo com metastase/ébito, comprometimento de linfonodos e superexpressao
de HER2 e Ki67. A presenca do polimorfismo Gly388Arg no gene FGFR4, se
apresentou associada a variavel Ki67 e a maior probabilidade de risco de
desenvolver metédstase/0bito quando comparado as outras alteragfes genéticas. Os
resultados promissores do dimero-D como um marcador de evolucdo da doenca,
bem como os resultados preliminares das analises moleculares, sinalizaram para a
necessidade de estudos adicionais envolvendo uma continua avaliagdo deste
marcador hemostatico e outras técnicas moleculares, em um maior nimero de
mulheres com cancer de mama receptor hormonal negativo.

Palavras-chave: Cancer de mama receptor hormonal negativo, variaveis ue
prognostico, dimero-D, fator tissular, mutagées/polimorfismo.



ABSTRACT

The breast cancer is the most common cause of death in women by malignant disease.
The mechanisms related to recurrence are unclear, especially the hemostatic alterations
that occur during the development of the disease and seem to be related to its
aggressiveness. The study had as aim to assess in women with hormone negative
receptor breast cancer, in a 24 months period, possible hemostatic and molecular
alterations in order to associate them with prognosis markers already established in
three different occasions: immediately after the breast cancer diagnosis, at the end of
the chemotherapy and two years after the disease diagnosis. Thirty three patients with
hormone negative receptor breast cancer and a control group with sixty three women,
with no history of cancer have been studied. As hemostatic markers, plasma D dimmer
and tissue factor levels were measured. Mutations/polymorphisms in the genes of the
methylenetetrahydro folate reductase (MTHFR), fibroblasts growing factor receptor 4
(FGFR4) and hemochromatosis (HFE) were also investigated, searching for new
possible molecular markers for prognosis or diagnosis in breast cancer. Prognosis
variables as age, triple negative tumors, lymph nodes status, HER2, p53, Ki67, tumor
size and grade were investigated and related to the presence or absence of
metastasis/death, and to both plasma levels of D dimmer and tissue factor.

The data taken together allow to infer that the hemostatic system is activated in patients
with breast cancer at the diagnosis, which is indicated by levels of D dimmer and tissue
factor significantly more elevated compared to the those for the control group. This fact
confirms previous reports on a hypercoagulability state in patients with malignant
diseases. However, the levels of D dimmer failed as a prognosis marker at the
diagnosis. By other hand, they correlated with the severity of the disease assessed by
presence of metastasis/death. The assessment of this marker did not allow infer about
disease-free survival. Prognosis variables did not show to be associated to either
development of metastasis/death or with the plasma levels of D dimmer or tissue factor.
H63D mutation in homozygosis in the gene HFE showed to be associated with breast
cancer, while the C677T mutation in the gene MTHFR showed to be associated with
metastasis/death, lymph nodes involvement and superexpression of both HER2 and
Ki67. The Gly388Arg in the gene FGFR4 polymorphism showed to be associated to
Ki67 and to a higher probability for developing metastasis/death as compared to the
other genetic alterations. The promising results for D dimmer as a disease progressing
marker, as well as the preliminary results of molecular analyses, address to new studies
involving a continuous measurement of this hemostatic marker and molecular profiling
techniques in a larger number of women with hormone negative receptor breast cancer.

Key Words: Hormone negative receptor breast cancer, prognosis variables, D dimmer,
tissue factor, mutations/polymorphisms.
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1 INTRODUCAO E RELEVANCIA DO TEMA

O cancer de mama é uma das principais causas de Obito entre as mulheres. A
distribuicdo dos novos casos da doenca em relacéo a classificacdo topografica parece
bem heterogénea entre os diferentes estados e capitais do Brasil. Na estimativa do
INCA para o ano de 2010, o numero de novos casos esperados para o pais é de
49.240, com risco estimado de 49 casos para cada 100 mil mulheres, sendo que em

Santa Catarina séo estimados 1.570 novos casos (BRASIL, 2009).

O cancer de mama é caracterizado por um distlrbio nos mecanismos celulares
de proliferacdo e apoptose, levando a uma ruptura nos processos que regulam o ciclo
celular. Em geral, as lesdes malignas do tecido glandular mamario sdo constituidas por
células com intensa atividade mitética. A proliferacdo destas células atipicas resulta na
destruicdo da arquitetura glandular normal, ou seja, o tecido mamario torna-se
desorganizado, perdendo sua compartimentalizacdo em funcdo da perda das células
mioepiteliais que circundam os grupamentos glandulares (PINHO; COUTINHO, 2005).

A carcinogénese mamaria ainda € um processo complexo, ndo sendo totalmente
conhecido. Sabe-se que a origem da transformacdo neoplasica estd associada a
instabilidade gendmica, com consequente ocorréncia de mutagdes pontuais, delegdes,
amplificacbes, rearranjos cromossdmicos e eventos epigenéticos. As alteracdes
cromossOmicas que ocorrem nas células neoplasicas resultam na ocorréncia de
eventos genéticos classicamente envolvidos na carcinogénese mamaria, caracterizados
pela ativacdo de oncogenes e perda da atividade de genes supressores tumorais
(WOGAN et al., 2004).

Para o entendimento dos fendbmenos oncogénicos €é fundamental o
conhecimento dos fatores de risco associados ao cancer. Alguns polimorfismos génicos
em pacientes com cancer de mama tém sido amplamente estudados, sugerindo que o
evento genético, em alguns casos, possa ser um importante fator de risco e/ou
prognéstico para o cancer de mama (CAMPBELL et al., 2002).

A compreensdo da biologia dos tumores malignos e das alteracbes benignas
associadas ao aumento do risco de cancer é fundamental na tentativa de minimizar a

ocorréncia de novos casos e reverter este quadro epidemiolégico (VIALE, 2005).



14

A avaliacdo prognéstica e terapéutica dos carcinomas mamarios depende de
véarios fatores, como a classificagdo histopatolégica do tumor, o estadiamento clinico
segundo o Sistema de Classificacdo dos Tumores Malignos (TNM) (tamanho, nédulos e
metastases), além da expressao de receptores hormonais e de protoncogenes como o
HER-2 (human epidermal growth factor receptor-2), da idade ao diagnostico, dentre
outros. Sabe-se que a identificacdo dos fatores de risco bem como de marcadores
tumorais bioquimicos contribui para o estabelecimento da terapéutica adequada nas
pacientes portadoras de cancer de mama (BLACKWELL et al., 2004; LANG et al., 2008;
SELLAHEWA et al., 2008).

Um importante subgrupo no cancer de mama é o triplo negativo. Tumores que
apresentam auséncia de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) e nao
apresentam expressao do fator de crescimento epidérmico tirosino quinase 2 (HER2),
ndo podem se beneficiar de terapias especificas. Este grupo especifico, atualmente
apresenta o pior prognostico, associado a menor sobrevida global (LACROIX et al.,
2004; REIS-FILHO et al., 2005; NISHIMURA, R., 2008).

O cancer de mama € uma doenca com alto poder de metastizacdo, sendo que
um numero significativo de pacientes apresenta uma sobrevida inferior a cinco anos
apoés o término do tratamento primario. A doenca € de evolugdo pouco previsivel, com
histéria natural e prognéstico muito variados, sendo que tumores muito pequenos
podem apresentar alto potencial metastatico associado com uma evolucdo muito rapida
(OZBAS et al., 2003; BENQY et al., 2005).

A associacao do cancer com alteracdes hemostaticas foi primeiramente descrita
por Armand Trousseau no século XIX. Atualmente esta associacdo tem sido
amplamente estudada e muitos avancos ja foram obtidos nos aspectos clinico,
laboratorial e epidemiolégico (BULLER et al., 2007).

Alguns pacientes com doencas malignas ainda ndo diagnosticadas, poderdo
desenvolver trombose venosa profunda (TVP) ou embolismo pulmonar (RAK et al,
2006). A ativagcdo do mecanismo hemostéatico em pacientes com cancer tem sido

evidenciada laboratorialmente por meio de marcadores de hipercoagulabilidade. O
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aumento dos niveis plasméticos destes marcadores, em pacientes com cancer, tem

sido associado a progressdo da doenca e metastase.

Dentro deste contexto, Blackwell e colaboradores (2000) sugeriram que o
dimero-D pode ser um importante marcador progndstico para invasao linfovascular no

cancer de mama.

Apesar do cancer de mama ter sido amplamente estudado nas ultimas décadas,
a etiologia da doenca e os mecanismos relacionados com a recidiva continuam pouco
elucidados. Portanto, novos estudos associando marcadores de risco e de prognostico
ja bem estabelecidos, com possiveis alteragcdes hemostéticas e moleculares poderao
agregar novos conhecimentos aos ja existentes. A avaliacdo prospectiva destas
pacientes podera fornecer importantes subsidios para a adocdo de condutas

adequadas no controle do cancer de mama.

Cumpre ressaltar que os marcadores moleculares poderdo ser importantes na
avaliacdo do risco da doenca, bem como no progndéstico e resisténcia ao tratamento,
enguanto que os parametros hemostaticos que seréo avaliados no presente estudo, se
associados aos marcadores prognoésticos convencionais, poderdo ser ferramentas
alternativas Uteis na avaliacdo do prognéstico da doenca, bem como na discriminagéo

de pacientes em risco para tromboembolismo venoso.

Deve ser ainda enfatizado que a maioria dos estudos com cancer de mama foi
realizada em mulheres com receptor hormonal positivo. No entanto, estas apresentam
melhor prognéstico em relacdo aquelas apresentando receptor hormonal negativo.
Portanto, ao nosso ver, estudos envolvendo mulheres com céncer de mama receptor
hormonal negativo devem ser desenvolvidos no intuito de se conhecer melhor a
evolucdo desta importante doenca, em grupos mais homogéneos, explorando o papel
de alguns marcadores hemostaticos e moleculares com vistas a possivel utilizacdo

destes no controle do cancer de mama.

Diante do exposto acima, pretende-se com o0 estudo em questdo a busca de
conhecimentos adicionais referentes ao papel da hemostasia e de algumas alteragbes
genéticas na evolugdo do cancer de mama, ja que os mecanismos relacionados a

recidiva continuam pouco elucidados.
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Partindo da premissa que anormalidades hemostéticas, dentre outros fatores,
podem predispor ao tromboembolismo venoso em pacientes com cancer, e que aqueles
que apresentam esta complicacdo possuem sobrevida menor, torna-se bastante
pertinente e oportuno estudos envolvendo pacientes com cancer de mama, em especial
aguelas com receptor hormonal negativo, alguns dos quais, triplo negativo, e o reflexo
desta doenca sobre o complexo mecanismo hemostético.

Os conhecimentos ora existentes, as controvérsias encontradas na literatura e
lacunas sobre o tema, constituem forte motivacdo para este estudo, cuja racional nos

remete as seguintes questodes:

- Estariam os niveis plasmaticos das variaveis hemostéaticas associados aos fatores
progndsticos tais como tipo e grau histologicos, tamanho do tumor, invasao linfonodal,

idade ao diagnoéstico, historia familiar, caracteristicas genéticas, dentre outros?

- A luz do conhecimento de que o fator tissular constitui o maior desencadeador da
ativacdo do mecanismo hemostatico, estaria 0 mesmo, quando em niveis elevados,

associado a exacerbacéo do cancer de mama favorecendo a formacéo de metastase?

- Alteracbes hemostaticas relacionadas a hipercoagulabilidade, como niveis elevados
do dimero-D e Fator tissular e/ou alteracdes moleculares poderiam constituir um til
marcador associado ao prognostico desfavoravel? Por outro lado, o perfil hemostatico
normal poderia refletir sobrevida livre de doencga?

Finalmente, cabe reiterar que um maior entendimento sobre os fatores clinicos,
genéticos, epidemioldgicos e outros relacionados ao desenvolvimento e/ou progndéstico

da doenca constitui subsidio para melhorar o controle da doenca uma vez instalada.

Outros possiveis marcadores de prognostico ndo convencionais, como 0S
marcadores de hipercoagulabilidade, podem assumir consideravel importancia como
um fator adicional na tomada de decisbes quanto ao tratamento e outras condutas
clinicas. Cumpre também ressaltar que o acompanhamento do perfil hemostatico em
pacientes com cancer em geral, também podera ser (til na prevencdo de eventos
tromboticos mediante a adocdo de medidas profilaticas adequadas, contribuindo para

reduzir a morbidade nestes pacientes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos Gerais do Cancer

No organismo verificam-se formas de crescimento celular controlada e nao
controlada. A hiperplasia e a metaplasia sédo exemplos de fenbmenos de proliferacdo e
diferenciacao celular controlados, enquanto que as neoplasias correspondem as formas
de crescimento ndo controladas e sdo denominadas, na pratica, de tumores. O cancer
€ caracterizado por um conjunto de distirbios heterogéneos, de etiologias distintas e
multifatoriais. Uma das dificuldades encontradas no estudo das neoplasias esta
relacionada com a definicdo da origem histologica (histogénese) do tumor, a qual se
baseia na morfologia e nas caracteristicas biologicas das células tumorais. Com a
evolucdo do conhecimento, a neoplasia foi definida como uma proliferacdo anormal do
tecido, que foge parcial ou totalmente ao controle do organismo e tende a autonomia e
a perpetuacdo, com efeitos agressivos sobre o hospedeiro (ROBBINS, 2000).

O cancer pode ser definido como uma doenca que surge quando uma Unica
célula adquire a propriedade de proliferacéo excessiva e incapacidade de induzir morte
celular programada (apoptose). Associados a estas modificacfes, estdo a diminuicdo
progressiva da funcdo normal, a aquisicdo de propriedades como invasao, através da
infiltracdo das células cancerosas nos tecidos normais circunvizinhos; e metastases,
quando as células cancerosas sdo capazes de entrar no sistema circulatério e

promover crescimento secundario em regides distantes no corpo (FRANKS, 1990).

2.1.1 Caracteristicas Epidemioldgicas

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais freqiiente no mundo e o
mais comum entre as mulheres. A cada ano, aproximadamente 22% dos novos casos

de céncer em mulheres sdao de mama. A estimativa € que em 2010 seréo
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diagnosticados aproximadamente 49.240 novos casos, com um risco aproximado de 49
casos a cada 100 mil mulheres (BRASIL, 2009).

O Quadro 1 demonstra as estimativas de novos casos de cancer de mama, bem
como as taxas brutas de incidéncia no Brasil, discriminados por regido e suas

respectivas capitais.

Quadro 1 - Estimativas para o ano de 2010 de novos casos de cancer de mama em mulheres e
suas respectivas taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres

Localidade Estados Capitais
Casos Tx. Bruta | Casos TX. Bruta

Regidao Norte 1.350 16,62 800 31,17
Regido Nordeste 8.270 30,11 3.260 53,14
Regido Centro-Oeste 2.690 37,68 730 51,75
Regido Sudeste 27.620 64,54 10.850 94,71
Regiédo Sul 9.310 64,30 1.900 96,92
Regiédo Sul - Curitiba/PR 2.990 54,46 730 77,62
Regido Sul - Porto Alegre/RS 4.750 81,57 1.040 127,71
Regido Sul — Florianopolis/SC 1.570 49,58 130 62,90

Fonte: BRASIL, 2009.

Entretanto, apesar de ser considerada uma doenca de bom prognéstico caso o
diagndstico seja realizado precocemente e seguido de tratamento adequado, as taxas
de mortalidade por cancer de mama continuam elevadas no Brasil. Isto se deve,
provavelmente, ao fato de que a doenca continua sendo diagnosticada em estagios
avancados quando comparado com paises desenvolvidos. Na populacdo brasileira, a
sobrevida média apoés cinco anos € de 61% (BRASIL, 2009).

O cancer de mama € também a primeira causa de morte por cancer em mulheres
no Brasil. Nas ultimas duas décadas, a taxa bruta de mortalidade por cancer de mama

apresentou uma elevacédo de 68%, passando de 5,77 em 1979 para 9,70 mortes por
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100.000 mulheres em 1998. E a maior causa de 6bitos por cancer na populacéo
feminina, principalmente na faixa etaria entre 40 e 69 anos (BRASIL, 2007).

A incidéncia do cancer de mama no Brasil esta em torno de 11,5 mulheres em
100.000 e a mortalidade € de 9,2 6bitos em 100.000. No estado de Santa Catarina esta
incidéncia é bem maior, sendo de 30,56/100.000 casos, enquanto a taxa de
mortalidade de 35% é menor que a média brasileira, calculada em 80% (BRASIL,
2004).

Um aspecto epidemioldgico importante esta relacionado a semelhanca das taxas
de incidéncia de cancer de mama na Regido Sul do Brasil com as taxas de incidéncia
de grande parte dos paises europeus, o que pode ser explicado pelo predominio de
origem caucasiana dos individuos nesta regido do pais. Entre 1980 e 1995, a
mortalidade por cancer de mama feminino aumentou em todas as regides. Entre os
inUmeros fatores de risco, pode-se destacar o menor numero médio de filhos,
gestacles iniciadas em idades mais avancadas, melhor nivel socioeconémico e maior
uso de terapia de reposicdo hormonal (TRH) (WUNSCH et al., 2002; GONCALVES et
al., 2007).

2.1.2 Carcinogénese Mamaria

A carcinogénese caracteriza-se por mutacdes genéticas herdadas ou adquiridas
pela acdo de agentes ambientais, quimicos, hormonais, radioativos e virais,
denominados carcinégenos (COTRAN et al., 2000). Os principais alvos da alteracéo
genética sdo 0s proto-oncogenes, 0S genes supressores tumorais e 0s genes que
controlam a morte celular programada ou apoptose. Acredita-se que 0S genes
reparadores do DNA também possuam papel de destaque na carcinogénese, pois
qualquer anormalidade nesses genes predisporia a mutacbes no genoma com
subsequente transformacao neoplasica (ZHANG et al., 2000).

Segundo Gibbs em 2003, acredita-se que para uma célula tornar-se maligna,
esta precisa adquirir uma série de habilidades especiais. Cinco ou seis sistemas

regulatorios diferentes precisam estar alterados para que uma célula normal adquira
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propriedades neoplasicas. Algumas destas habilidades s&o: a) capacidade de ignorar
comandos para cessar a divisdo celular enviados por tecidos adjacentes ou por
mecanismos internos proprios, b) habilidades para desviar mecanismos apoptoticos, ¢)
habilidades para invadir tecidos proximos e, posteriormente, produzir metastases.

Os tumores malignos possuem a capacidade especificamente de invadir e
destruir o mesénquima subjacente promovendo a invasdo local. As células tumorais
necessitam de nutrientes que sao fornecidos pelos tecidos normais por meio da
corrente sanguinea. JA se demonstrou que algumas células tumorais produzem uma
substéancia, o fator de angiogénese tumoral (TAF), que estimula o crescimento de vasos
sanguineos através do tumor, garantindo o seu continuo crescimento. Os novos vasos
nao sdo perfeitamente formados sendo facilmente lesados, o que permite a célula
tumoral penetra-los, assim como os vasos linfaticos. Os fragmentos de tecido tumoral
podem ser transportados nestes vasos para os linfonodos loco-regionais ou 6rgaos
distantes, onde podem produzir tumores secundarios ou metastaticos (GOVIDAN;
ARQUETTE, 2004).

A carcinogénese mamaria € um processo complexo, ainda nado totalmente
conhecido que pode ser dividido em trés fases importantes: iniciagcdo, promogao e
progressdo (WOGAN et al.,2004).

Na iniciacdo, os eventos genéticos envolvidos na carcinogénese mamaria sao a
ativacdo de protoncogenes e a perda de bloqueio de genes supressores de tumor. Os
protoncogenes sao genes normais, envolvidos na codificacdo de proteinas reguladoras
da multiplicacdo celular normal e que podem transformar-se em oncogenes por Varios
processos genéticos. Os oncogenes ativados promovem uma sintese protéica
estimuladora do crescimento e da proliferacdo anormal das células (BADANO;
KATSANIS, 2002).

Os principais oncogenes envolvidos na carcinogénese mamaria sédo c-erbB-2 (ou
HER-2/NEU), c-myc e ras, que estdo também associados ao aumento do risco para
recidivas e metastases. Um aspecto importante a considerar € que a mutacdo em um
anico oncogene parece ser incapaz de produzir a transformacdo maligna e que células
normais necessitam da interferéncia de mais de um oncogene ativado para sofrer tal
transformacao (BORG et al., 1989).
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J4 a fase de promocéo inicia-se apds o0 evento genético iniciador, sendo o0s
hormonios esterdides, as reagdes inflamatdrias e os fatores de crescimento, estimulos
especificos necessarios para que ocorra o desenvolvimento do tumor (ARIGA et al.,
2005).

A capacidade de invasdo e metastatizacdo definida como progressdo é
estimulada pela atividade de determinadas enzimas, como a catepsina D, e bloqueada
pelo sistema imune através da ativacdo das células NK (natural killer cells). No caso do
cancer de mama, a metastizacdo atinge mais comumente 0s 0ssos, 0 figado e o
pulmdo. A propagacdo do cancer via linfatica, e o acometimento dos linfonodos
regionais esta relacionado com a sobrevida e o tipo de tratamento, considerando que o
intervalo de tempo entre o diagndstico e o aparecimento da primeira metastase €
inversamente proporcional ao numero de linfonodos positivos (OZBAS et al., 2003;
GULBEN et al., 2007).

2.1.3 Fatores de Risco

Os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama, inclui a idade
ao diagnaéstico, histérico familiar, historia pregressa de céancer de mama ou doenca
benigna de mama, fatores hormonais como exposicdo ao estrogénio, fatores
ambientais, idade do primeiro parto, além de habitos de vida como etilismo, tabagismo,
entre outros (GOVIDAN et al., 2004).

Um histoérico familiar positivo pode ser um importante fator de risco para o
desenvolvimento do cancer de mama, embora menos de 10% compreendam casos de
origem hereditaria. Mutagdes no gene supressor de tumor BRCAL estdo presentes em
5 a 10% de todos os casos de cancer de mama e em 85% dos casos de cancer de
mama familiar. J& mutagcdes no gene BRCA2 estdo diretamente relacionadas ao
aparecimento de céncer de mama precoce e confere a predisposicdo de cancer
mamario masculino. (ANTONIOU et al. 2008). Outras sindromes genéticas como a de
Li-Fraumeni e de Cowden, estdo relacionadas com mutacbes no gene supressor de

tumor p53. A presenca da mutacdo na p53 é observada em 50% dos casos de
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carcinoma invasor de mama (ASKMALM et al., 2004).

O historico pessoal também deve ser considerado, pois as pacientes com cancer
de mama prévio tém 3 a 4 vezes mais chances de desenvolver um segundo cancer de
mama (GOMES et al., 2007; KOUIDOU et al., 2007; HUGHES, 2008).

Em funcéo da dependéncia de estrogénio para as células neoplésicas do cancer
de mama se desenvolverem, a relacdo entre a exposi¢cdao hormonal prolongada e o
risco de desenvolver a doenca é diretamente proporcional. O cancer de mama é uma
doenca dependente de horménio. Mulheres sem ovario e que nunca receberam
reposicdo estrogénica dificilmente desenvolvem céncer de mama. Em contrapartida,
casos como menarca precoce, menopausa tardia e primeira gravidez apos os 30 anos
ou a nuliparidade, sédo fatores de risco importantes (PINHO; COUTINHO, 2005).

2.2 Fatores Progndsticos

O céancer de mama é uma doenca extremamente heterogénea, com curso clinico
que pode ser bastante distinto para diferentes pacientes. Pacientes com 0 mesmo
estadiamento clinico podem evoluir lentamente ou seguir um curso rapido, levando-as
ao Obito. Portanto, o tratamento deve ser individualizado, considerando fatores
progndésticos que as cologuem em diferentes subgrupos, com diferentes possibilidades
de desenvolverem recorréncia.

O fator prognostico é definido com um marcador que esteja associado a
sobrevida global ou a sobrevida livre de doenca, isto é, um indicador de como sera o
curso clinico de determinada paciente. A importancia clinica dos fatores de progndstico
€ identificar as pacientes que se beneficiem de tratamentos adjuvantes (MENKE et al.,
2000).

Os estudos de fatores de prognostico compreendem dois importantes aspectos
no cancer de mama. O primeiro consiste em proporcionar informacdes ao clinico nas
decisdes de tratamento e condutas, enquanto 0 segundo ponto importante consiste em
poder compreender melhor os mecanismos basicos envolvidos na biologia, controle e

propriedades do cancer de mama (GULBEN et al., 2007).
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Os fatores de prognostico sdo classificados em relagdo ao tumor e ao
hospedeiro. Os fatores prognosticos relativos ao tumor sdo: tipo histologico, grau de
diferenciacdo, tamanho, e invasdo linfonodal. Quanto aos fatores relativos ao
hospedeiro, sdo compreendidas caracteristicas da paciente, como idade ao diagndstico,
histérico familiar, obesidade, além de outras caracteristicas genéticas ainda ndo bem
estabelecidas (MENKE et al., 2000).

2.2.1. Classificacdo Histol6gica

O cancer de mama € uma doenca bastante frequente e continua sendo uma das
principais causas de 0Obito entre as mulheres. Por isso, € importante compreender a
biologia dos tumores malignos e das alteracdes benignas associadas ao aumento do
risco de cancer de mama. Nos ultimos anos, subclassificacdes histoldgicas especificas
do cancer de mama foram correlacionadas com progndsticos variaveis, e os tipos de
doenca benigna que predispdem ao desenvolvimento do cancer foram mais bem
estabelecidos (VIALE, 2005).

2.2.1.1 Tumores Benignos de Mama

O fibroadenoma € a neoplasia benigna mais comum da mama consistindo em
um tumor elastico bem delimitado de mama e apresentando-se como uma mistura de
tecido conjuntivo fibroso e dutos. Raros casos de carcinoma infiltrante decorrente de
um fibroadenoma foram documentados (VIALE, 2005).

Outro tipo de tumor benigno da mama € o papiloma intraductal, o qual é
caracterizado como um tumor comum que ocorre nos ductos lactiferos de mulheres de
meia-idade ou com idade mais avancada. No entanto, o papiloma intraductal solitario
nao é uma lesdo pré-maligna ou um marcador de aumento de risco de cancer de

mama. O adenoma do mamilo € um raro tumor benigno da mama que apresenta uma
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complexa proliferacdo de pequenos dutos. Pode ser confundido com um carcinoma
papilar infiltrante, lipomas. Mais raramente fibromas, leiomiomas e hemangiomas
ocorrem na mama. Tumores benignos que surgem a partir da pele e estruturas anexas

também aparecem ocasionalmente na mama (HARTMANN et al., 2005).

2.2.1.2 Tumores Malignos de Mama

As lesdes denominadas carcinoma in situ sdo controvertidas com relacdo a seu
comportamento biolégico. O nome implica que estas sejam precursoras obrigatorias do
carcinoma invasivo. Histologicamente, os varios subtipos de carcinoma in situ possuem
contrapartes invasivas. Os carcinomas in situ podem ser intraductais, lobulares ou
papilares. Entretanto, apenas 20 a 30% das mulheres que apresentaram essas lesdes
em uma bidpsia de mama, e que ndo tinham recebido qualquer tratamento posterior
desenvolveram subsequientemente cancer invasivo. A probabilidade de um cancer
invasivo surgir apos diagndstico de um carcinoma in situ varia de acordo com o subtipo
histoldgico da lesdao (SCHREER; LUTTGES, 2005).

O carcinoma ductal invasivo (CDI), ou infiltrante, é a forma mais comum de
cancer de mama. Nesse cancer, a invasdo estromal por células malignas geralmente
desencadeia uma acentuada proliferagao fibroblastica. Essa “desmoplasia” cria uma
massa palpavel que representa o sinal mais comum do carcinoma ductal. O carcinoma
ductal invasivo geralmente se apresenta como uma massa dura fixa, que nao raro é
citada como um carcinoma cirroso. No exame macroscopico, o tumor é tipicamente
firme e apresenta bordas irregulares. Microscopicamente, o carcinoma ductal invasivo
desenvolve-se como ninhos irregulares e corddes de células epiteliais, geralmente
dentro de um denso estroma fibroso.

Os canceres bem diferenciados podem formar glandulas abortivas, enquanto as
formas menos diferenciadas consistem em camadas sélidas de células neoplasicas. As
células apresentam grau variavel de diferenciacdo e atividade mitética, néo
diferenciaveis do ponto de vista citoldégico das células do carcinoma ductal in situ. A

doenca de Paget do mamilo configura uma variante incomum do carcinoma ductal, seja
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in situ ou invasivo, que se estende até envolver a epiderme do mamilo e da aréola. O
prognostico da doencga de Paget esta relacionado com o do cancer ductal subjacente
(HARRIS; SOLIN, 2000).

O carcinoma lobular invasivo é a segunda forma mais comum de cancer de
mama invasivo, podendo ocorrer isolado ou mesclado ao carcinoma ductal. Como a
quantidade de fibrose é variavel, a apresentacao clinica do carcinoma lobular invasivo
varia desde uma massa firme e distinta, similar ao carcinoma ductal, a uma area mais
sutil, difusa e endurecida. Microscopicamente, o carcinoma lobular invasivo consiste em
faixas isoladas de células malignas infiltrando-se entre fibras estromais, caracteristica
denominada de “filas indianas”. A despeito das caracteristicas citoldégicas dessa forma
de carcinoma invasivo, esta € biologicamente tdo agressiva quanto o tipo ductal
invasivo. Dez por cento dos carcinomas invasivos exibem aspectos mistos de
carcinoma ductal e lobular (HARRIS; SOLIN, 2000).

Dentre os carcinomas de mama invasivo menos comuns podem ser citados o
carcinoma coléide (mucinoso), o carcinoma tubular e o carcinoma medular. O
carcinoma coldide na sua forma pura apresenta um progndstico consideravelmente
melhor do que o carcinoma ductal ou lobular infiltrante. Entretanto, o carcinoma coldide
esta freqlentemente mesclado com o carcinoma ductal infiltrante, circunstancia na qual
0 progndstico € determinado pelo componente ductal. O carcinoma tubular, também
conhecido como carcinoma bem diferenciado, possui progndéstico excelente, quando
nao mesclado com outros tipos, sendo virtualmente curado em todos os casos por
mastectomia ou excisdo ampla. Finalmente, o carcinoma medular, do ponto de vista
clinico e a mamografia, apresenta-se como uma massa circunscrita, carente de
calcificacbes. A definicdo patolégica do carcinoma medular inclui um infiltrado linfoide
gue abrange a periferia do tumor. A despeito do aspecto histolégico altamente maligno
dessa neoplasia, este possui um prognostico claramente melhor do que o prognostico

do carcinoma ductal ou lobular infiltrante (ROSEN et al., 1997).
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2.2.2 Estadiamento

2.2.2.1 Estadiamento Histoldgico

A graduacdo histologica baseia-se nas caracteristicas arquiteturais do tumor
(grau histologico), do nucleo (grau nuclear) e da proliferacdo celular (grau mitético). A
primeira correlagcédo entre grau tumoral e sobrevida foi relatada por Greenough (1925) e
modificada por Bloom e Richardson (1957), que passaram a utilizar um sistema de
score, que inclui a formacéo de tubulos, o tamanho, a forma das células e seus nucleos,
além da frequéncia de hipercromasia e mitose. A pontuacao é feita segundo os critérios
abaixo descritos:
- Diferenciacédo ou formacéo de tubulos: se a lamina mostrar bem marcada a formacéo
de tdbulos = 1 ponto; com moderada formacdo de tubulos = 2 pontos. Se as células
mostraram inadequada formacéo de tubulos = 3 pontos.
- Pleomorfismo: caso os nucleos mostrarem satisfatoria uniformidade no tamanho,
forma e coloragcédo = 1 ponto; quando estas variagcdes forem moderadas = 2 pontos, um
marcado grau de pleomorfismo = 3 pontos.
- Hipercromasia e mitoses: a presenca ocasional de hipercromasia com até 10 figuras
de mitose = 1 ponto, caso a presenca for moderada com 11-20 mitoses = 2 pontos, se a
presenca for marcante com mais de 20 mitoses = 3 pontos.

A sobrevida esté relacionada com a graduacao histologica: Grau | (carcinoma
bem diferenciado; grau Il (moderadamente diferenciado); grau Ill (pouco diferenciado).

Quanto mais indiferenciado o tumor, pior sera o prognostico, conforme Quadro 2.

Quadro 2 - Graduagéo histoldgica do tumor segundo Bloom Richardson, 1957

GRAU PONTOS CLASSIFICACAO

Gl 3-5 Diferenciado

Gl 6-7 Moderadamente diferenciado

Gl 8-9 Pouco Diferenciado/Indiferenciado
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2.2.2.2 Estadiamento Clinico

A necessidade de classificar os casos de cancer em estadios clinicos baseia-se
na constatacdo de que as taxas de sobrevida sdo diferentes quando a doenca esta
restrita ao 6rgdo de origem ou quando esta esta presente em outros orgdos. O
estadiamento clinico de um caso de neoplasia maligna avalia seu grau de
disseminag&o. Existem regras internacionalmente estabelecidas para realizagédo dos
estadiamentos clinicos, as quais estdo em constante aperfeicoamento. O estadio de um
tumor reflete ndo apenas a taxa de crescimento e a extensdo da doenca, mas também
as caracteristicas do tumor e sua relacdo com o hospedeiro (BRASIL, 2007).

A classificacdo das neoplasias malignas em grupos obedece a diferentes
variaveis: localizacdo, diagnostico histopatoldgico, producdo de substancias,
manifestacfes sistémicas, duracdo dos sinais e sintomas, sexo e idade do paciente,
dentre outros. Diversos sistemas de estadiamento poderiam ser concebidos, tendo por
base uma ou mais das variaveis mencionadas.

O sistema de estadiamento mais utilizado € o preconizado pela Unido
Internacional Contra o Céancer (UICC), denominado Sistema de Classificagdo dos
Tumores Malignos-TNM (BRASIL, 2004). Este sistema baseia-se na extensao
anatbmica da doenca, levando em conta as caracteristicas do tumor primario (T), as
caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do 6rgdo em que o
tumor se localiza (N), e a presenca ou auséncia de metastases a distancia (M). Estes
parametros recebem graduacgdes, geralmente de TO a T4, de NO a N3 e de MO a M1,
respectivamente. O Quadro 3 representa de forma didatica o sistema TNM de
classificagao dos tumores malignos (BRASIL, 2007).

Além das graduacbes numeéricas, as categorias T e N podem ser
subclassificadas em graduacdes alfabéticas (a, b, c). Tanto as graduagfes numéricas
como as alfabéticas expressam o nivel de evolucdo do tumor e dos linfonodos
comprometidos. O simbolo “X” é utilizado quando uma categoria ndo pode ser

devidamente avaliada.



Quadro 3 - Sistema de classificagio dos tumores malignos
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TAMANHO DO TUMOR (T)

TX
Tis
T1
Tim
Tla
Tib
Tic
T2
T3
T4
T4a
T4b
T4c
T4d

Tumor ndo pode ser avaliado

Tumor in situ

Tumor com até 2 cm, em sua maior dimensao

Carcinoma microinvasor (até 1 mm)

Tumor com até 0,5 cm em sua maior dimenséo

Tumor com mais de 0,5 cm e até 1 cm em sua maior dimensao
Tumor com mais de 1 cm, e até 2 cm em sua maior dimensao
Tumor com mais de 2 e até 5 cm em sua maior dimensao
Tumor com mais de 5 cm, em sua maior dimensao

Qualquer T com extensédo para pele ou parede toracica
Extensao para a parede toracica

Edema, ulceragdo da pele, n6dulos cuténeos satélites na mesma mama
Associacdo do T4a e T4b

Carcinoma inflamatorio

LINFONODOS REGIONAIS (N)

Nx
NO
N1
N2

N2a

N2b

N3

N3a
N3b
N3c

Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

Auséncia de metastase

Linfonodo(s) homolateral(is) movel(is) comprometido(s)

Metastase para linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is), fixos uns aos outros ou fixos a
estruturas vizinhas ou metastases clinicamente aparente somente para linfonodo(s) da
cadeia mamaria interna homolateral

Metastase para linfonodo(s) axila(es) homolateral(is) fixo(s) uns aos outros ou fixos a
estruturas vizinhas

Metastase clinicamente aparente somente para linfonodo(s) da cadeia mamaria interna
homolateral, sem evidéncia clinica de metastase axilar

Metastase para linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(is)), com ou sem
comprometimento do(s) linfonodo(s) axilar(es), ou para linfonodo(s) da maméria interna
homolateral clinicamente aparente na presenca de evidéncia de metastase para linfonodo(s)
axila(es) homolateral(is), ou metastase para linfonodo(s) axilar(es) ou da mamaria interna
Metastase para linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(is)

Metastase para linfonodo(s) da mamaria interna homolateral e para linfonodo(s) axilar(es)
Metastase para linfonodo(s) supraclavicular(ES) homolateral(is)

METASTASES (M)

Mx
MO
M1

Metastase a distancia ndo pode ser avaliada

Auséncia de metastase a distancia

Presenca de metéstase a distancia (incluindo LFN supraclaviculares)

Fonte: BRASIL, 2007.

Quando as categorias T, N e M sdo agrupadas em combinacbes pre-

estabelecidas e ficam distribuidas em estadios, geralmente, variam de | a IV. Estes

estadios podem ser subclassificados em A e B, para expressar o nivel de evolucéo da

doenca. CIATTO e colaboradores (1990) avaliou 1877 mulheres com tumores de axila

negativa e observaram um melhor progndstico, estatisticamente significativo em T1,

sendo que para T2 e T3 ndo houve diferenca significativa no prognéstico quando

comparados T2 com T3 e com T4.
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Segundo o American Joint Committee on Cancer (AJCC), o sistema de
estadiamento oferece estratégias para agrupar os pacientes portadores de doencgas
similares em relacdo ao progndstico. No cancer de mama o fator prognostico mais
importante € o comprometimento dos linfonodos axilares pelo tumor, seguido pela
positividade para receptores hormonais, além do tamanho do tumor (SINGLETARY;
CONNOLLY, 2006).

2.3 Marcadores Genéticos de Progndstico

Estudos comprovam que diversas doencas que apresentam alteracfes genéticas
tém sua expressao regulada através de fatores ambientais, consideradas atualmente
como doencas multifatoriais. O cancer de mama é um exemplo de uma doenca
multifatorial. A superexpressdo de proteinas plasmaticas, marcadores de migracéo,
marcadores de angiogénese, receptores de estrégenos e secrecdo de enzimas
proteoliticas sdo de significativa importancia no diagndstico, progndstico e
acompanhamento terapéutico desta patologia (ANTONIOU et al., 2008).

Os fatores genéticos relacionados com o céancer tém sido intensamente
pesquisados e ja foram identificadas varias mutacfes e polimorfismos associados ao
cancer de mama (CAMPBELL et al.,2002). A heranca genética € poligénica, tendo sido
descritos dois principais genes associados ao cancer de mama, o BRCAL, localizado no
cromossoma 17 (17921) e o BRCAZ2, localizado no cromossoma 13 (13g12-13).
Entretanto, menos de 10% de todos os casos de cancer de mama e ovario apresentam
caracteristicas hereditarias, justificando o ndo rastreamento genético em todas as
mulheres, restringindo-se apenas aquelas de alto risco familiar. Nas portadoras de
mutacdo nestes genes, ha risco de 80 a 90% de aparecimento de cancer de mama,
sendo que em cerca de 50% dos casos o diagnostico é feito antes dos 50 anos
(YEATMAN, 2004; GOMES et al., 2007).

Vérios estudos tém sido realizados no sentido de descrever outros genes
relacionados ao cancer de mama esporadico ou hereditario. A proteina tirosina quinase

transmembranar, é responsavel pela traducdo de sinais de crescimento celular
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(HANAHAN; WEINBERG, 2000). Alteragcdes nos genes do receptor tirosina quinase
como mutagles pontuais especificas ou amplificacdo induzem alteracées neoplasicas
(MULIGAN et al, 1993; SCHIMIDT et al, 1997). O receptor do fator de crescimento de
fibroblastos (FGFR), familia com quatro membros (FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4)
cuja a atividade é mediada pela tirosina quinase, esta intimamente relacionado ao
crescimento celular, diferenciagcdo, migragao, angiogénese e tumorigénese (BURKE et
al, 1998).

A presenca de polimorfismos no gene FGFR4 (fibroblast growth factor receptor
4), o qual codifica uma proteina transmembranica tirosina quinase de dominio
intracelular, esta associada a regulacdo do ciclo celular. A relacao entre a presenca do
polimorfismo Gly388Arg neste gene e a ocorréncia de cancer de mama, bem como sua
associacdo com metastase e menor sobrevida, ja foi descrita em trabalhos anteriores
(THUSSBAS et al.,, 2006; SPINOLA et al., 2005). Entretanto, em um estudo de
sobrevida em pacientes com cancer de mama linfonodo positivo versus negativo, a
presenca da mutacdo ndo indicou este polimorfismo como um marcador progndstico
relevante (JEZEQUEL et al., 2004). Desta forma, ainda ndo existe um consenso sobre a
importancia deste polimorfismo no desenvolvimento da doenga. Um estudo que
relacionou sobrevida e quimioterapia adjuvante no cancer de mama com o gene FGFR4
mostrou uma importante relacdo da mutacéo Gly388Arg com a progresséo do tumor e a
resisténcia a terapia, podendo impactar na necessidade de se encontrar novas
condutas estratégicas no tratamento do cancer (THUSSBAS et al., 2006).

Mutagcbes no gene que codifica a enzima metilenotetraidrofolato redutase
(MTHFR), envolvida no metabolismo da homocisteina, ttm demonstrado relacdo com o
desenvolvimento de doencas neoplasicas. Mutacdes no gene MTHFR comprometem os
processos de metilacdo, sintese e reparo do DNA. A enzima MTHFR reduz o 5,10-
MTHF em 5-MTHF, o qual participa como cofator na metilagdo da homocisteina em
metionina. A incorporagdo de um grupamento de ATP na metionina resulta na formagéo
da s-adenosilmetionina (SAM), a qual é responsavel pela doacdo do radical metil a
molécula de DNA. A presenca de mutacdes no gene MTHFR implica, portanto, na
diminuicdo da metilagcdo do DNA e no aumento da instabilidade cromossGmica. Desta

forma, o gene da MTHFR torna-se hoje um dos genes candidatos a predisposicédo ao
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cancer. A C677T consiste na principal mutacdo neste gene e aparece descrita na
literatura associada a menor sobrevida no cancer de mama (CAMPBELL et al., 2002;
CHOU et al, 2006; XU et al., 2007). Ainda referente ao alelo 677T, este foi descrito
estar associado ao maior risco de cancer de mama em mulheres acima de 55 anos de
idade (ERICSON et al., 2009).

Estudos recentes sugerem que mutacdes no gene MTHFR e ingestdo de acido
félico podem modificar a suscetibilidade ao cancer (GAO et al. 2009; ERICSON et al.,
2009). Entretanto ndo ha provas de que a falta de folato esta associada com o risco do
cancer de mama (LEWIS et al., 2006), sendo necessarios estudos adicionais para
elucidar esta questéao.

Ja as mutacbes no gene da hemocromatose (HFE), o qual esta relacionado ao
desenvolvimento da Hemocromatose Hereditaria, desencadeiam uma sobrecarga de
ferro sérico. As propriedades pro-oxidativas do ferro podem levar a uma instabilidade
gendmica, podendo desencadear eventos carcinogénicos (KONDRASHOVA et al.,
2006). Um dos mecanismos propostos consiste no fato de que a reatividade da
molécula de ferro pode causar danos no DNA, seja pela supresséo da defesa da célula,
ou pela conversdo do Oxido nitrico, uma molécula pro-apoptética, em uma molécula
anti-apoptética (GUNEL-OZCAN et al., 2006).

As mutacdes C282Y e H63D sao as principais encontradas no gene HFE, cuja
ocorréncia varia entre as diferentes populacdes. Observa-se que as frequiéncias mais
altas sdo observadas em popula¢bes caucasianas, sendo de 0,50% para a mutacdo
C282Y, e 12,6% para a mutacdo H63D (PIETRAPERTOSA et al., 2003). Estudos tém
demonstrado que estas mutagcdes possuem associagdo com O cancer de mama
(GUNEL-OZCAN et al., 2006; KALLIANPUR et al., 2004). No entanto, outros estudos
nao observaram esta associacdo, sugerindo que existe uma variabilidade populacional
com relacdo ao encontro destas mutacdes (KONDRASHOVA et al., 2006).

Dentre os oncogenes responsaveis pelo controle fisiologico de divisdo e
diferenciacdo celular, um dos mais estudados € o HER/neu, também descrito como
HER2, localizado no cromossoma 179, o qual codifica uma glicoproteina
transmembranica com atividade tirosina quinase, responsavel pela sinalizacdo do

crescimento celular. Mutagcdes ou eventos epigenéticos neste oncogene resultara em
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uma maior expressdo do HER2 e, no cancer de mama, a superexpressao do HER2
configura como um indicador de mau prognostico (BORG et al., 1989; REVILLION et
al., 1998; ARIGA et al., 2005).

Em um estudo com 152 pacientes com cancer de mama, foi observado que 18%
apresentaram o receptor HER2 elevado no plasma sanguineo ao diagndstico, em
contraste a 37% que apresentaram a elevacao quando foi diagnosticada a metastase.
Dessa forma, a média de sobrevida livre de doenca para as pacientes com receptor
plasmatico HER2 positivo foi significativamente menor em relacdo as pacientes com
HER2 negativo, caracterizando o HER2 como um importante marcador durante o curso
da doenca, principalmente para avaliar a presenca de metastases e otimizar o
tratamento (FEHM et al., 2004).

A deteccdo do HER2 torna-se importante, visto que atualmente existem terapias
alvo especificas aprovadas e que tém como objetivo diminuir os efeitos toxicos do
tratamento, além de prolongar a sobrevida da paciente, pois 0 mecanismo de acao
deste medicamento atua no blogueio da transducdo de sinais na angiogénese

necessarios para o desenvolvimento das metastases (JOHNSON; SEIDMAN, 2005).

As alteracbes genéticas mais freqlentemente associadas as neoplasias
humanas sdo as mutacbes no gene supressor de tumor TP53, localizado no
cromossomo 17pl12, que codifica a proteina p53. Diversos estudos relataram que a
presenca abundante da proteina p53, codificada pelo gene supressor de tumor TP53
localizado no cromossomo 17pl2, consiste em um importante marcador molecular
relacionado a agressividade do tumor e ao mau progndéstico da doenca (ASKMALM et
al., 2004; CHOI et al., 2008). Nas técnicas de imunoistoquimica a proteina p53
selvagem tem meia vida curta, portanto ndo detectavel na técnica com anticorpo
monoclonal. Porém quando o gene encontra-se mutado, observa-se um acumulo da
proteina por diminuicdo da sua depuracado, passando a ser detectada por esta técnica
(CAVALCANTI-JUNIOR et al., 2002).



33

2.4 Outros Marcadores Progndsticos

2.4.1 Capacidade Proliferativa

A avaliacdo da capacidade proliferativa dos canceres de mama tem valor
prognostico. Em geral, 0 aumento da capacidade proliferativa estd associado a um pior
prognostico. Existem varios métodos usados para avaliar a capacidade proliferativa dos
canceres de mama, abrangendo indice mitético (do ponto de vista da avaliacao
histoldgica), estimativa da proporcéo de células na fase S do ciclo celular por citometria
de fluxo, e coloracdo de imunoistoquimica para proteinas nucleares expressas em
células que sao ativamente proliferativas (antigenos KI67 ou Mibl) (KAUSCH et al.,
2003).

2.4.2 Receptores Hormonais

Mais da metade dos canceres de mama apresenta a proteina nuclear receptora de
estrogénio. Uma propor¢cdo ligeiramente menor também possui receptores de
progesterona. A presenca dessas proteinas, determinada através da reacdo de
imunoistoquimica, vem sendo utilizada como um indicador progndéstico e como um
previsor da resposta a terapia hormonal. Mulheres cujos canceres possuem receptores
hormonais apresentam uma sobrevida livre de doenca e uma sobrevivéncia global mais
longa do que aquelas portadoras de canceres em estadio primario negativas para esses
receptores (CASTAGNETTA et al., 2002).

Mulheres no climatério com cancer de mama, sem comprometimento axilar,
apresentam pior prognostico em relacdo ao intervalo livre de doenca quando
apresentam associacdo de tumor pouco diferenciado com receptor de estrogénio
negativo, p53 e HER2 positivos (ASKMALM et al., 2004; ARIGA et al., 2005).
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2.4.3 Triplo Negativo

Por décadas, os carcinomas da mama invasivo foram classificadas de acordo
com o tipo histologico, grau e expressdo dos receptores hormonais. Entretanto,
recentemente com 0 sucesso da terapia adjuvante alvo em ensaios clinicos, a
caracterizacdo da expressdo do HER2 tem tornado uma importante ferramenta no
prognéstico do cancer de mama.

A atual classificacdo dos pacientes com cancer de mama inclui trés grupos: 0s
tumores receptores hormonais positivos que s&o tratados com quimioterapia e
hormonioterapia; os tumores com superexpressdo de HER2 que, além da terapia
adjuvante, podem beneficiar-se da terapia alvo com trastuzumab; e, por fim, aqueles
com receptor hormonal negativo e HER2 negativo, para 0s quais a quimioterapia é
a Unica modalidade de tratamento sistémico disponivel (LACROIX et al., 2004; REIS-
FILHO et al., 2005). Os tumores com receptores hormonais negativos e HER2 negativo,
caracterizam um raro subtipo de cancer chamado triplo negativos, com caracteristicas
clinicas e histoldgicas especificas, que necessita de novas e efetivas estratégias para
melhor predizer o prognéstico (NISHIMURA, R; 2008).

Tem sido demonstrado que as pacientes que apresentam o fendtipo triplo
negativo apresentam uma pior evolugdo clinica devido a um comportamento mais
agressivo da doenca (NILSEN et al.,, 2004; BRETON et al.,, 2005), um potencial
metastatico diferenciado (HICKS et al., 2006) e um progndstico pobre, apesar de
responder aos tratamentos quimioterapicos neoadjuvante e adjuvante (ROUZIER et al.,
2005). Os triplos negativos sé@o responsaveis por 10-17% de todos os carcinomas da
mama (CAREY et al, 2007).

Os tumores que afetam freqlientemente as pacientes mais jovens, caracterizam-
se pela falta de expressdo de receptores hormonais, pela presenca da mutacdo no
gene TP53 em até 85% do casos, e receptor HER2 negativo, além de apresentarem
niveis elevados de proliferagdo celular (Ki67) (SORLIE et al, 2001; ARRIOLA et al.,
2007).

Os tumores triplo negativo acometem o0s pacientes mais jovens (<50 anos), séo

mais prevalentes em mulheres Afro-americanas, apresentam risco maior de recorréncia
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entre o primeiro e terceiro anos e a maioria das mortes ocorrem nos primeiros 5 anos,
apos o tratamento (MORRIS et al., 2007). Em estudo de 10 anos de seguimento de
pacientes com tumores triplo-negativo e tumores com outros fenétipos, observou-se que
pacientes com tumores triplo negativo, apresentam significativamente menor
sobrevivéncia ap0s o primeiro evento metastatico quando comparados com 0S nao
triplo negativo (DENT et al., 2007; RAKHA et al., 2007). Trivers e colaboradores (2009),
em um estudo epidemiolégico de pacientes com cancer de mama triplo negativo,
observaram que este tipo de tumor esta mais associado a raca negra, idade jovem

(entre 20-54 anos), obesidade (sobrepeso) e ter dado a luz recentemente.

2.5 Sistema Hemostatico

O complexo processo hemostatico envolve a interacdo entre vasos, plaguetas,
fatores procoagulantes e anticoagulantes e, ainda, sistema fibrinolitico. A luz do
conhecimento atual, a ativacdo do mecanismo hemostético deve ser entendida sob dois
angulos: ativacao in vivo e in vitro.

O modelo classico da cascata da coagulacao apresenta uma série de reacdes
sequenciais envolvendo plaquetas, os fatores de coagulacdo, os cofatores, e o0s
anticoagulantes naturais (Figura 1). De acordo com este modelo, pode ser produzida
uma grande quantidade de trombina, por meio da ativagcdo da via extrinseca
(dependente de fator tissular) e/ou intrinseca (dependente do contato com uma
superficie carregada negativamente). Entretanto, tal modelo explica apenas as
interacbes que ocorrem entre fatores da coagulagdo in vitro, suportando avaliacdes
laboratoriais, porém n&o explica satisfatoriamente 0s mecanismos hemostaticos
fisiopatoldgicos in vivo. Além do mais, o0 modelo ndo explica por que certos pacientes
apresentam uma tendéncia hemorragica, bem como nao fornece informacdo segura

sobre quais pacientes vao sangrar (HOFFMAN, 2003).
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Figura 1 - Representagéo esquematica da cascata de coagulag&o in vitro e fibrindlise. Os
inibidores da cascata de coagulacgéo e da fibrindlise estdo representados em cor verde: Inibidor
do fator tissular (TFPI), proteina C ativada (PCa), proteina S (PS), antitrombina (AT), inibidor do

plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e antiplasmina. Os marcadores de hipercoagulabilidade estéo

representados em vermelho: fragmento 1+2 da protrombina (F1+2), complexo trombina-
antitrombina (TAT), fiibrinopeptideo A (FPA), produtos de degradacéo da fibrina (PDF) e dimero-D
(D-Di). Os fatores da coagulacdo ativados estdo representados em cor azul: Xlla, Xla, IXa, Vllla,
Vlla, Xa, Va, lla e Xllla.

Em uma tentativa de explorar o complexo sistema hemostéatico sob outro angulo,
foram desenvolvidos modelos conceituais e experimentais que permitiram um maior
entendimento de como o sistema hemostatico realmente funciona in vivo em condicdes
normais. Assim foi desenvolvido um novo modelo hemostatico baseado em interacdes
dos fatores da coagulacdo com superficies celulares especificas, cujo entendimento
vem explicar muitas das questdes que permaneciam obscuras pela tradicional teoria da
cascata da coagulacéo.

O modelo atual (Figura 2), baseado em superficies celulares, estabelece que o
processo de coagulacdo ocorre em uma série de trés etapas simultdneas que
acontecem sobre diferentes superficies celulares. A primeira etapa (fase de iniciacao)

ocorre sobre uma superficie celular que expde fator tissular. Na segunda etapa (fase de
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amplificacédo), plaquetas e cofatores sao ativados para produzir trombina em larga
escala. Finalmente, a terceira etapa (fase de propagacao) ocorre sobre a superficie de
plaguetas e resulta na producao de grande quantidade de trombina, resultando também
em grande quantidade de fibrina (HOFFMAN, 2003).

A Figura 2 mostra o modelo atual da hemostasia in vivo, no qual fator VII é
ativado por se ligar ao fator tissular exposto em uma superficie celular (células
endoteliais e mondcitos principalmente), cujo complexo (FT-FVlla) é capaz de ativar o
fator X (Xa), o qual em presenca de fator Va, é capaz de transformar protrombina em
quantidades pequenas de trombina. O complexo FT-FVlla ativa também o fator IX (1Xa)
(fase de iniciagdo). Por outro lado, na fase de amplificacdo, a trombina formada vai
exercer suas varias funcées que incluem ativacdo plaquetaria, clivagem do complexo
FVW-FVIII resultando na liberacéo de fator von Willebrand e de fator VIII livres, ativacédo
dos cofatores V em Va e VIl em Vllla, além da ativacdo do fator XI em Xla. Na fase de
propagacdo, 1Xa combina com seu cofator FVllla sobre a superficie de plaquetas
ativadas. Uma vez formado, o complexo FIXa/FVllla ativa o FX em FXa, que
imediatamente combina com seu cofator Va. O complexo FXa/FVa entdo converte
grandes quantidades de protrombina em trombina, resultando na clivagem de
fibrinogénio para mondémeros de fibrina, que se polimerizam em presenca do FXllla
(ativado por trombina), resultando em um coagulo estavel de fibrina (HOFFMAN, 2003).

Este novo modelo da hemostasia, baseado em superficies celulares, permite um
melhor entendimento sobre o processo in vivo, a0 mesmo tempo em que apresenta

uma maior consisténcia com observacdes clinicas de varios distarbios da coagulacéo.
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Figura 2 - Modelo atual da cascata da coagulagéo baseado em superficies celulares in vivo
adaptado de HOFFMAN (2003): fases de iniciacdo, de amplificacdo e de propagacéao.

O fator tissular (FT) descrito como o primeiro iniciador da cascata de coagulacéo,
consiste na forma protéica da tromboplastina tecidual, identificada como um pequeno
receptor na superficie celular e transmembrana, composto de 261 a 263 aminoéacidos,

em uma unica cadeia polipeptidica, com trés diferentes dominios.
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Durante o processo de formacgédo de fibrina sdo gerados peptideos no plasma, os
quais constituem marcadores de hipercoagulabilidade. Estes sdo constituidos por: a)
fragmento 1+2 da protrombina (F1+2), resultante da acdo do complexo protrombinase
sobre a protrombina; b) complexo trombina-antitrombina (TAT), resultante da acao
neutralizadora da antitrombina sobre a trombina; c) fibrinopeptideo A, resultante da
acao da trombina sobre o fibrinogénio e d) dimero-D, resultante da agdo da plasmina
sobre a fibrina. Os niveis de dimero-D geralmente aumentam junto com o aparecimento
dos complexos trombina-antitrombina (TAT) e do fragmento 1+ 2 que resulta da
conversdo da protrombina em trombina, embora em pacientes distintos as elevagdes
dos niveis desses marcadores possam variar consideravelmente (BUTENAS et al.,
1999).

Os mecanismos reguladores da cascata da coagulacdo séo responsaveis pela
inibicdo dos fatores bioquimicos ativados, evitando a coagulacdo excessiva e a
formacdo inadequada de fibrina, consequentemente, a trombose. Os inibidores
fisiolégicos da coagulacdo compreendem o inibidor da via do fator tissular (TFPI),
proteina C (PC), proteina S (PS) e antitrombina (AT), cujos mecanismos de acao estao
apresentados na Figura 1. O mecanismo de acao dos inibidores PS e PC conciste na
inativacao dos fatores Va e Vllla na cascata de coagulacdo; enquanto a AT exerce sua
acao anticoagulante formando um complexo com a trombina (complexo trombina anti-
trombina —TAT) (VAN et al., 1997; DUCHEMIN et al., 2008).

Uma vez formado o coagulo, este deve ser removido para que o fluxo sangliineo
seja restabelecido, o que depende da dissolucao do coagulo pelo sistema fibrinolitico
do qual faz parte o plasminogénio. Este sob a acdo de ativadores fisiologicos
altamente especificos, o ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA) e o ativador
do plasminogénio tipo uroquinase (u-PA), é convertido a plasmina. Esta cliva
sequencialmente uma série de ligac6es das moléculas de fibrina, liberando produtos de
degradacéo da fibrina (PDF) e peptideos promovendo a lise do coagulo. Entretanto,
estes ativadores tém sua atividade controlada por inibidores constituidos principalmente
pelo inibidor do ativador do plasminogénio (PAI-1). Uma vez formada, a plasmina néo
somente € capaz de degradar coagulos de fibrina (fibrindlise), mas também de
degradar o fibrinogénio nativo (fibrinogendlise). Apos a degradacdo da fibrina pela
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plasmina ocorre formacdo de fragmentos denominados dimeros-D, conforme
observado na Figura 1 (WEITZ et al., 2002).

2.6 Carcinogénese e Hipercoagulabilidade

Em condices fisiolégicas, a funcdo normal do sistema hemostatico € mantida
por meio do equilibrio da acdo de forcas pré e anti-coagulantes do organismo. Em
pacientes com cancer, este delicado balanco pode ser rompido (EICHINGER et al.,
2003), sendo a trombose a complicagdo mais comum em pacientes com cancer, a qual
pode ser a primeira manifestacdo subjacente a doenca maligna. Os pacientes com
cancer e episédios tromboembadlicos, em geral, apresentam uma sobrevida menor do
gue aqueles sem episodios tromboembdlicos (SORENSEN et al., 2000).

O cancer em atividade é um potente fator independente e aditivo para as
condi¢des de hipercoagulabilidade adquirida. A incidéncia anual de trombose venosa
profunda (TVP) e embolismo pulmonar (EP) entre pacientes com cancer tem sido
estimada em 0,5%, sendo de 10 a 20 vezes maior para 0s pacientes com cancer de
ovario avangado, pancreas, mama, pulméo e tumores de cérebro, além de doencas
mieloproliferativas (LINENBERGER; WITTKOWSKY, 2005).

Esta bem estabelecido que os fatores componentes da hemostasia tais como,
proteinas da coagulacdo e da fibrindlise, além das plaquetas, apresentam um
importante papel no crescimento e progressao do cancer. Entretanto, a formacédo de
fibrina por si s6 constitui um fator essencial para a angiogénese, assegurando o
fornecimento de oxigénio as células tumorais. Assim estas podem proliferar, migrar,
além da capacidade de protedlise e permeabilidade vascular, e comprometimento nos
mecanismos apoptéticos (BOGENRIEDER; HERLYN, 2003).

Uma associa¢do de neoplasia e episodios tromboticos conduziu ao isolamento
de substancias de tumores humanos com atividade procoagulante, classificadas em
duas categorias: fator tissular e cancer procoagulante (CAINE et al., 2002). Niveis
elevados de fator tissular estdo associados com a progressao clinica do cancer e

constituem um marcador prognostico desfavoravel (BULLER et al., 2007).
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A exacerbacao da expressédo do fator tissular em células tumorais e endoteliais é
resultante da ativacdo do oncogene K-ras e perda do gene supressor de tumor p53,
bem como por citocinas inflamatorias como interleucina-13 e fator de necrose tumoral-
a (GRIGNANI; MAIOLO, 2000). Estas citocinas também podem influenciar a funcdo dos
leucécitos, plaquetas e células endoteliais, resultando em diminuicdo da expressao de
trombomodulina sobre as células endoteliais, comprometendo o mecanismo de
ativacdo da proteina C e aumentando a expressao de moléculas de adesdo (RICKLES;
FALANGA, 2001).

Conforme revisado por Buller (2007), o fator tissular induz a expressao do fator
de crescimento de endotélio vascular (VEGF) e diminui a produgdo de trombospondina,
resultando em maior angiogénese, adesao e migracdo das células tumorais, além da
reducdo da capacidade apoptética destas células. O fator tissular constitui o principal
ativador do sistema hemostatico, favorecendo o crescimento e progressao do cancer, ja
que a fibrina constitui um elemento essencial para angiogénese.

Ainda segundo Buller em 2007, o cancer procoagulante, uma cisteina protease
expressa sobre a superficie de muitas células tumorais, pode diretamente induzir
ativacao do fator X independente do complexo fator tissular-fator Vlla que usualmente
ativam o0 mecanismo hemostéatico, resultando na producdo de trombina com
consequente formacao de fibrina.

Células tumorais podem expressar também muitas proteinas fibrinoliticas, como
ativador do plasminogénio tipo uroquinase (uPA), ativador do plasminogénio tissular
(tPA), inibidor do ativador do plasminogénio tipo 1 (PAI-1) e tipo 2 (PAI-2),
prevalecendo o efeito antifibrinolitico destas proteinas, resultando em acumulo de
fibrina, favorecendo a invasdo tumoral, proliferacdo celular e metastases (KWAAN,
1992). Por outro lado, o excesso de trombina gerado em decorréncia da ativacdo do
mecanismo hemostatico, além de gerar maior quantidade de fibrina, ativa também
plaguetas. A ativacdo de plaquetas conduz a liberacdo de fatores de crescimento tais
como, VEGF, fator de crescimento derivado das plaquetas, e fator de crescimento de
fibroblastos. Estes fatores em conjunto contribuem para a angiogénese e inibem a
apoptose (DETMAR, 2000).
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A patogénese do sangramento ou das complicacbes coagulopaticas das
doencas malignas envolve a interacdo de mudltiplas variaveis podendo resultar em
importantes alteracdes de testes que avaliam a funcdo hemostatica. Assim, tem sido
descrita uma associacdo entre a presenca do cancer e uma diminuicdo do tempo de
tromboplastina parcial ativado, além da elevagdo dos niveis plasméticos de diversos
fatores de coagulacdo como fibrinogénio, fatores V, VII, IX e Xl e dos niveis dos
produtos de degradacéao fibrina. A hiperplasia megacariocitica associada a trombose
tem sido também frequentemente observada em pacientes com cancer de pulmao,
ovario, mama, estdbmago e doenca de Hodgkin (CAINE et al., 2002).

A expressao do FT pode ser correlacionada com a diminuigdo da diferenciacao
do tumor (RAK et al., 2006). Entretanto, dados referentes a importancia do fator tissular
em células tumorais como pré-coagulante devem ser interpretados com cautela, uma
vez que a expressao funcional e antigénica é fortemente dependente da origem de
tecido maligno e pode mudar quando as células sdo manipuladas in vitro (CAINE et al.,
2002).

Algumas substancias também foram obtidas de varios tumores humanos as
quais podem agregar plaquetas diretamente. E postulado que proagregantes
plaguetarios podem induzir a formacgéo de coagulos no endotélio vascular e estimular a
ativacdo hemostatica em pacientes com cancer. Outro mecanismo proposto para o
aumento da ativacdo plaquetaria nas malignidades inclui a producdo de trombina
tumor-induzida, producdo de ADP pelas células tumorais e elevacdo nos niveis de fator
de von Willebrand (FvW) (LASSER et al., 2006) .

Linenberger e colaboradores em 2005, demonstraram evidéncia de ativagdo no
sistema hemostatico em pacientes com tumores derivados de mucinas
(adenocarcinomas), através do achado de niveis plasmaticos elevados de FDP/dimero-
D, aumento do numero de plaquetas e diminuicdo nos niveis plasmaticos de
antitrombina (AT) e proteina C (PC). Ja nos tumores solidos, leucemias e linfomas
foram observados niveis elevados de TF, TFPI, F1+2, TAT, FPA e FDP/dimero-D.

Em um estudo com 140 pacientes com cancer da mama, sendo 102 carcinomas
invasivos, observou-se niveis plasmaticos de dimero-D significativamente mais

elevados nos carcinomas invasivos em relagdo as doencas benignas e carcinomas in
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situ. O aumento do dimero-D também foi observado, diretamente relacionado com a
presenca de nodulos axilares comprometidos, revelando o dimero-D como um fator
preditivo positivo para envolvimento linfonodal e predizendo a presenca de invaséo
linfovascular (BLACKWELL et al., 2000).

Erman e colaboradores em 2004 realizaram um estudo com 43 pacientes em
cancer de mama, receptores hormonal positivo, as quais faziam uso de Tamoxifeno
20mg/dia como terapia adjuvante. Foram realizados marcadores como TFPI, dimero-D,
trombomodulina (TM) entre outros. Os resultados apresentaram uma significativa
diminuicdo para o TFPI, enquanto os valores de dimero-D e TM apresentaram-se
normais. Como a funcdo do TFPI é de modular a ativacdo da cascata de coagulagéo
antagonizando o efeito do fator tissular, estes autores concluiram que as alteracdes da
coagulacdo e seu mecanismo durante a terapia com Tamoxifeno, estdo relacionados
com a diminuicao dos inibidores da coagulacao.

Marcadores hemostaticos laboratoriais refletem diretamente a patogenia das
neoplasias. As anormalidades detectadas consistem no aumento dos niveis de fator
tissular (o maior ativador do fator VII), fator 4 plaquetario (marcador de ativacdo das
plagquetas), marcadores de geracdo de trombina ou fibrina (F 1+2, TAT, FPA, t-PA)
(CAINE et al., 2002).

O processo de angiogénese encontra-se intimamente ligado ao processo de
hemostasia.

Durante o crescimento do tumor, invasdo e metastase, ambos 0s processos sao
regulados pelas mesmas substancias fisioldgicas. Foi demonstrada uma importante
relacdo entre interleucina-6 (IL)-6 e produtos de degradacédo de fibrina e dimero-D no
prognéstico do cancer de mama metastéatico. Foi observado também um aumento nos
niveis de dimero-D plasmatico diretamente relacionado a progressdao do tumor e
reducdo da sobrevida no cancer de mama metastatico (BENOY et al., 2005).

Resultados elevados para as dosagens de peptideos tais como FPA, F1+2 e
TAT tém sido demonstrados de forma significativa em pacientes com tumores sélidos e
leucemias agudas (EICHINGER et al., 2003).

Mielicki e colaboradores (1999), em um estudo com 35 pacientes com cancer, 25

em estagios iniciais (I+1l) e 10 em estagio avancado (lll), avaliaram os niveis de cancer
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procoagulante através de marcadores como: tempo de protrombina (TP), tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPA) e concentragdo dos complexos trombina-
antitrombina (TAT). Foi observado um aumento significativo na concentracéo
plasmatica do TAT tanto nos pacientes com estagios iniciais como nos estagios
avancgados, entretanto, a atividade de TP e os resultados do TTPA ndo apresentaram
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle normal (MIELICKI et al., 1999;
MIELICKI, 2001).

As metastases 0sseas que sdo observadas no cancer de mama sao associadas
a hipercalcemia decorrente da destruicdo da medula 6ssea. A hipercalcemia esta
associada a estimulacdo da agregacao plaguetaria. Neste processo pode ser
observado um ciclo entre células residuais do tumor que estimulam osteoclastos
envolvidos no processo de reabsor¢cdo Ossea, promovendo o crescimento tumoral.
Portanto, a agregacao plaquetaria, e a formacao da trombina sédo importantes eventos
observados neste mecanismo (BOUCHARABA et al., 2004).

O fator tissular tem sido obtido de varios tumores humanos relacionando-se
diretamente com a agregacao plaquetaria (CAINE et al., 2002). Outros mecanismos
propostos para a ativacao plaquetaria associados ao céncer incluem: geracdo de
trombina induzida por tumor, producdo de adenosina difosfato (ADP) pelas células
tumorais e aumento dos niveis de Fator de von Willebrand e de fator de necrose
tumoral (TNF), o qual esta aumentado em 50% dos pacientes com cancer (EICHINGER
et al., 2003).

Uma sugestdo valiosa para controlar a progressdao do tumor e o risco de
trombose pode ser obtida pelo monitoramento multiplo de variaveis hemostaticas em
pacientes com cancer (PINHO; COUTINHO, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar em mulheres com cancer de mama, receptor hormonal negativo, em
um periodo de dois anos, possiveis alteracdes nos niveis plasmaticos de dimero-D e
fator tissular e a presenca de mutacdes nos genes da MTHFR, HFE e FGFR4

associando-as com marcadores de prognostico ja estabelecidos.

3.2 Objetivos Especificos

-Avaliar o mecanismo hemostéatico em pacientes com cancer de mama por meio
de niveis plasmaticos de dimero-D e fator tissular;

-Relacionar os achados dos marcadores hemostaticos com a evolucdo da
doenca durante o tratamento de pacientes com cancer de mama;

-Relacionar os resultados da imunoistoquimica com os marcadores dimero-D e
fator tissular;

-Investigar a presenca de polimorfismos/mutacdes nos genes MTHFR, FGFR4 e

HFE e sua possivel associa¢cdo com o cancer de mama.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Casuistica

Este estudo de carater prospectivo, envolveu 32 pacientes com diagnostico de
carcinoma ductal invasivo de mama, submetidas a procedimento cirargico para
extirpacdo do tumor, com receptor hormonal negativo, auséncia de metastases
confirmada por métodos convencionais e com uma media de idade de 48,50 + 8,36
anos. Como grupo controle, foram selecionadas 63 mulheres aparentemente saudaveis,
com faixa etaria média de 46,87 + 9,47, as quais atenderam aos critérios estabelecidos
no questionario de exclusdo (APENDICE A). Estas mulheres apresentavam idade entre
40 e 70 anos, com historia pessoal negativa de céncer ou trombose, e familiar de
cancer em parentes de primeiro grau. Estas também ndo estavam em uso de terapia de
reposicdo hormonal ou uso de anticoncepcional e ndo estavam gravidas. Todas as
participantes eram residentes no municipio de Itajai — Santa Catarina, tendo sido o
recrutamento das mesmas realizado segundo os critérios descritos abaixo.

O valor preditivo amostral, ndo pode ser calculado devido a vérios fatores,
incluindo-se o tempo limitado de coleta de dados e a caracteristica do tumor estudado,
focado em pacientes receptor hormonal negativo, mais raro no carcinoma ductal
invasivo. Portanto, decidiu-se desenvolver o presente estudo em uma amostra de
‘conveniéncia”, porém, salientando-se que este estudo ter4 continuidade no
acompanhamento das pacientes em um periodo de 5 anos.

Este estudo foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Universidade
do Vale do Itajai (UNIVALI) (ANEXO A) e da Universidade Federal de Minas Gerais
(ANEXO B). As pacientes e componentes do grupo controle foram cuidadosamente
esclarecidas dos objetivos do trabalho. As amostras foram obtidas somente apos

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B).
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4.1.1 Critérios de Incluséo

O grupo de estudo foi composto por pacientes com diagnostico de cancer de
mama com as seguintes caracteristicas:
- Carcinoma ductal invasivo; - Graduacao histoldgica Gl a Glll; - Sem metastases; -
Receptores hormonais para estrogénio e progesterona negativos.

As participantes foram selecionadas na Unidade de Oncologia CEPON, por

equipe especializada em oncologia da cidade de Itajai — SC, no periodo de 2006-2007.

4.1.2 Planejamento Experimental

Neste estudo prospectivo, as pacientes foram submetidas a coleta de sangue,
em trés momentos: logo apds o diagndstico; oito meses apds o diagndstico, ao final da
guimioterapia de primeira linha; e vinte e quatro meses apos diagnadstico inicial. Estudos
hemostéaticos compreendendo dimero-D e fator tissular foram realizados nas amostras
obtidas nos trés momentos, caracterizando um estudo longitudinal. Na primeira
amostra, foram também realizados testes moleculares para pesquisa de
mutacéao/polimorfismo.

A coleta das participantes do grupo controle foi realizada em paralelo a coleta

das pacientes e em um Unico momento, quando obedecidos os critérios de selecao.

4.2 Amostras Bioldgicas

As pacientes foram submetidas & coleta de sangue pelo sistema Vacutainer® (5
mL em K3EDTA e 5 mL em citrato de sodio 0,105 M). As amostras coletadas em citrato
de sédio foram centrifugadas e o plasma foi aliquotado em volumes de 200 microlitros
em tubos do tipo Eppendorf® e armazenados em freezer a —80°C. No momento da
realizacdo da analise, as amostras foram descongeladas, procedendo-se a metodologia

de Enzima Imuno Ensaio (ELISA) para avaliagdo dos niveis plasmaticos de dimero-D e
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Fator Tissular. As amostras com EDTA foram encaminhadas ao setor de Biologia
Molecular para extracdo do DNA e posterior realizacdo da pesquisa das

mutacdes/polimorfismos previstos no projeto.

4.3 Método

4.3.1 ParaAmetros Hemostaticos

a) Determinacédo do dimero-D

A determinacdo quantitativa de dimero-D em amostras de plasma humano
citratado foi realizada pelo método enzima imuno-ensaio (ELISA), utilizando anticorpos
monoclonais anti-dimero-D acoplados a superficie de uma placa. Apos a ligacdo do
antigeno e da lavagem daqueles que ndo se ligaram, um segundo anticorpo
monoclonal de camundongo anti dimero-D com peroxidase foi adicionado o qual se liga
aos determinantes antigénicos formando um sandwich. Em seguida, uma segunda
lavagem foi feita para a remocao dos anticorpos livres que ndo se ligaram. A enzima
peroxidase ligada ao segundo anticorpo reagiu entdo com o substrato cromogénico
orto-fenilenodiamina (OPD) na presenca de peréxido de hidrogénio. Apds interrupcao
da reacdo com um &cido forte, a intensidade de cor produzida foi diretamente
proporcional a concentracdo de dimero-D na amostra. O ensaio foi realizado utilizando
a metodologia IMUNOCLONE D-Dimer ELISA (America Diagnéstica® INC, Stanford,
CT), e o resultado determinada por meio de curva padrdo construida a partir de
diluicbes do plasma calibrador com concentragdo conhecida, seguindo-se
rigorosamente as instru¢des do fabricante. Valor de referéncia: < 500 ng/mL.

Esta determinacgéo foi realizada em trés momentos distintos nas pacientes com cancer
de mama: logo apdés o diagnoéstico do cancer de mama (CAl), ao término da
quimioterapia (CA2) e apos 24 meses do diagnostico do cancer de mama (CA3). Para o
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grupo controle os niveis plasmaticos de dimero-D foram determinados em apenas um

momento.

b) Determinacédo do Fator Tissular (TF)

A determinacdo do TF foi realizada no plasma citratado utilizando o conjunto
diagnéstico IMUNBIND® TF ELISA (American Diagndstica Inc., Stamford, USA), cujo
principio analitico € o ensaio imunoenzimatico (ELISA) de captura, ja descrito para o
Dimero-D, seguindo as instrucdes fornecidas pelo fabricante.

A curva de calibracdo foi construida de acordo com as instrucbes do fabricante,
utilizando-se o calibrador fornecido, obtendo-se os pontos de 0; 50; 100; 200; 500;
1000pg/mL. A leitura, em 450nm, foi realizada utilizando-se o equipamento Spectra
Max-340 (Molecular Devices®) e a concentracdo de TF das amostras foi obtida através
da equacéo: y=0,0021x+0,2828 (R* = 0,9919). O valor de referéncia ainda nao foi
estabelecido na literatura.

Esta determinagédo foi realizada em trés momentos distintos nas pacientes com cancer
de mama: logo apdés o diagnéstico do cancer de mama (CAl), ao término da
quimioterapia (CA2) e ap0s 24 meses do diagndstico do cancer de mama (CA3). Para o
grupo controle os niveis plasmaticos de fator tissular foram determinados em apenas

um momento.

4.3.2. Parametros Moleculares

O preparo dos reagentes para as analises moleculares esta descrito no ANEXO C.

4.3.2.1 Extracdo de DNA
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As amostras de DNA foram obtidas a partir de 300 pL de sangue total colhido em
EDTA, submetidas ao processo de extracao segundo o protocolo descrito no ANEXO D,

e, posteriormente, foram estocadas em temperatura de 2-8°C até sua utilizacao.

4.3.2.2. Pesquisa dos Polimorfismos e Mutacdes

Os polimorfismos e as mutagbes foram pesquisados através de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) seguida de restricdo enzimatica (RFLP), realizada em
ambiente separado por areas para evitar contaminacao. Para isto, foram utilizadas as
sequéncias de oligonucleotideos e as respectivas condi¢cdes de amplificacdo conforme
descritas na Tabela 1. Foi utilizado para a amplificacdo do material o termociclador MJ
Research®, modelo PTC-100 (USA). Seguindo-se & digestéo enzimatica, os fragmentos
foram visualizados apOs eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e corados com
solucéo de nitrato de prata (SAMBROOK, 1989).

Tabela 1 — Seqiiéncia de oligonucleotideos e condi¢cdes de amplificaco utilizados na
PCR de fragmentos do gene MTHFR, FGFR4 e HFE

Gene Sequiéncia de oligonucleotieos Condi¢cdes de amplificagéo

MTHFR S:5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3’ 94° 3 minutos

A: 5-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-% 94° 1 minuto ]
65° 30 segundos 40 ci¢los
72° 1 minuto
72° 10 minutos T

FGFR4 S:5-GACCGCAGCAGCGCCCGAGGCCAG-3 95° 7 minutos .

A: 5-CAGAAGCTCTCCCGCTTCCCTCT-3 94° 1 minuto
67° 1 minuto 40 ci¢los
72° 1 minuto |
72° 10 minutos
96° 2 minutos .

HFE S:5-TGGCAAGGGTAAACAGATCC-3’ 96° 30 segundos

C282Y A:5-CTCAGGCACTCCTCTCAACC-3 56° 1 minuto 40 ciclos
72° 1 minuto _‘

HEE S: 5-ACATGGTTAAGGCCTGTTGC-3 72° 10 minutos

H63D A: GCCACATCTGGCTTGAAATT-3

S: oligonucleotideo senso
A: oligonucleotideo antisenso
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Tabela 2 - Preparo das reacdes de PCR e digestéo para a MTHFR (C667T), FGFR4(
Gly388Arg) e HFE (C828Y e H63D)

C677T Gly388Arg C282Y H63D
Condi¢cdes de PCR
Agua tipo | 15,1yl 18,7pL 14,8 uL 15,7 pL
Tampéo 20pL  24pL 2,0 pL 2,0 uL
dNTPs 20pL  154L 1,5 L 1,5 pL
Oligo S 0,1pL 1,3 uL 0,5 puL 0,5 L
Oligo A 0,1pL 1,3 L 0,5 uL 0,5 uL
Enzima Taq DNA polimerase 0,2uL 0,3 uL 0,10 pL 0,15 L

(Platinum)

DNA extraido 0,5uL 1,3 L 0,5HL 0,5 pL
Condicdes de Digestdo
Agua tipo | 70pL  584L 10,3 pL 10,3 pL
Tampéo 20pL 154 2,0 L 2,0 L
Enzima de restricao 7 UL Hinfl 7,0puL Bstnl 0,7uL RSA1 0,7uL Bcl |
Produto de PCR 10 pL 7,5 uL 7,0 pL 7,0 uL

S: senso, A: antisenso.

4.4 Andlise Estatistica

As curvas de sobrevida foram obtidas por meio do método de Kaplan Meier (Log-
rank). Como os valores de dimero-D e fator tissular ndo seguiram uma distribuicdo
normal, estes foram apresentados em mediana e diferenca interquartilica. Para
comparacgdes dos resultados de dimero-D e fator tissular entre dois grupos foi utilizado o
teste de Mann Whitney, enquanto ANOVA foi utilizado para comparacao dos resultados
entre trés grupos. A andlise de correlacdo de Spearman foi utilizada para correlacionar
os testes de Dimero-D e fator tissular. Para todas as analises foram utilizados os valores

de dimero-D ao diagnostico (CAl), exceto quando se compararam 0S niveis destes
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marcadores entre sobreviventes e ndo sobreviventes (Figura 5B) e entre mulheres com
e sem metastases (Figura 7B). Neste caso, foram utilizados os valores de dimero-D
obtidos mais proximos ao 6bito (CA1, CA2 ou CA3). O mesmo procedimento foi adotado
para as respectivas analises em relacdo ao fator tissular (Figuras 10B e 12B).

Para investigar a associacdo entre o desenvolvimento de metastase/6bito e
variaveis clinicas de prognéstico foi utilizado um modelo de regressé@o logistica
univariado com intervalo de confianca de 95%. O mesmo modelo foi também aplicado
para se investigar associacdo entre niveis de dimero-D e as variaveis clinicas de
prognaostico tais como fendtipo triplo negativo, metastase/obito, idade, status linfonodal,
tamanho do tumor, presenca de HER2 e p53, e Ki67>25%.

Quanto as analises moleculares, para testar a hipotese de independéncia entre
0s grupos de estudo, foi utilizado o teste de qui-quadrado. Para testar a associagao
entre o desenvolvimento do cancer de mama e a presenca de mutacao, foi utilizado o
modelo de regressdo logistica multipla com um intervalo de confianca de 95%. O
calculo das probabilidades foi obtido a partir do modelo de regressao logistica multiplo,
substituindo as variaveis independentes por zero (quando ausente) e 1 (quando
presente). A partir disso, calculou-se a probabilidade de ocorréncia da variavel
dependente (metastase/bbito).

Para todas as hipo6teses testadas foi considerado o nivel de probabilidade de erro
p<0,05.

Foi utilizado o programa GrafPad Prism versao 4.00 for. Windows (GraphPad

Software, San. Diego Califérnia, EUA).
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5 RESULTADOS

5.1 Aspectos clinico-patoldgicos

As caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes estudadas estdo
apresentadas na Tabela 3. Oito 6bitos foram observados no decorrer do estudo, sendo
cinco até o momento da segunda coleta e trés ao final do estudo, perfazendo um total
de 25%. Como ndo havia a informacdo sobre o status menopausal de todas as
mulheres com cancer de mama, a idade de 50 anos foi adotada como o limite acima do
qual as mulheres foram consideradas em menopausa, conforme descrito na literatura
(PANSINI et al., 2008). Assim, dezessete mulheres estavam em pré-menopausa
(53,13%) e 15 em pdés-menopausa (46,87%). Com relagdo ao tipo e grau histoldgico,
todos os carcinomas eram ductais invasivos (100%) e com pouca diferenciacao (GllI
71,85%) foram predominantes. Os tumores foram também classificados segundo o
tamanho, de T1 a T4, sendo o mais frequente o T2 (53,12%). Por outro lado, pacientes
com tumores com comprometimento linfonodal foram ligeiramente mais frequentes
(53,13%). Quando observados os resultados imunoistoquimicos, a maioria das
pacientes apresentou negatividade tanto para o HER2 (53,13%) como para o p53
(71,85%), bem como uma maior capacidade de proliferacdo por meio da avaliagcdo do
Ki67 (Ki67>25% em 62,60% das pacientes). E importante salientar que, a época da
selecdo das pacientes, ndo havia disponibilidade do teste de FISH para confirmar os
resultados inconclusivos para HER2, resultando em um subgrupo de sete pacientes
(21,87%) com HERZ2 indeterminado.

Quanto ao subtipo triplo negativo, 17 pacientes (53,13%), foram classificadas
nesta categoria. Das oito pacientes que vieram a oObito, cinco eram triplo negativo
(62,5%), ou seja, 29,41% do total de 17 pacientes com esta caracteristica. As outras
trés mulheres que vieram a 6bito eram nao triplo, ou seja, 20% do total de 15 sem esta

caracteristica.
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Cumpre ressaltar que foram observados dois abandonos de tratamento durante

o estudo.

Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes com cancer de mama receptor

hormonal negativo, atendidas no CEPON, na cidade de Itajai-SC no periodo de 2006 a 2009

Pacientes 32 100%
Sobreviventes 22 68,75%
Obitos 08 25,00%
Abandonos 02 6,25%
Metastase

Positivo 12 37,50%
Negativo 18 56,25%
Abandonos 02 6,25%
Status menopausal

Pré-menopausa 17 53,13%
Pd6s-menopausa 15 46,87%
Tipo Histolégico

Carcinoma Ductal Invasivo 32 100%
Grau Histolégico

Gl 02 6,25%
Gll 07 21,90%
Gl 23 71,85%
Tamanho do Tumor

Tl 03 9,38%
T2 17 53,12%
T3 08 25,00%
T4 04 12,50%
Linfonodos

Negativos 15 46,87%
Positivos 17 53,13%
Imunoistoquimica

HER2 (+++) Positivo 08 25,00%
HER2 (++) Indeterminado 07 21,87%
HER2 (+ ou -) Negativo 17 53,13%
P53 Positivo 09 28,15%
P53 Negativo 23 71,85%
Ki 67 < 25% 12 27,50%
Ki 67 >25% 20 62,50%
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A Tabela 4 mostra os resultados referentes a analise de regressao logistica
univariada entre o0 aparecimento de metastase/6bito e as variaveis clinicas de
prognaéstico como triplo negativo, idade (referéncia de 50 anos), comprometimento de
linfonodos, grau de diferenciacdo, presenca de HER2 e p53, e proliferacdo de Ki67,
utilizando 25% como ponto de corte. Exceto para a varidvel de progndstico p53, que se
mostrou associada ao aparecimento de metastase/6bito (OR=6,00; p=0,03), as outras

variaveis nao se mostraram associadas com este evento.

Tabela 4 - Analise de regresséo logistica univariada entre metastase/obito e variaveis de

progndstico

Variaveis de Valor de p Odds ratio IC 95%
progndéstico

Triplo negativo 0,2946 0,4545 0,10-1,98
Idade 0,8953 1,10 0,26 — 4,54
Linfonodos 0,1937 2,66 0,60 -11,70
Grau de diferenciacao 0,4850 0,52 0,83-3,25
HER2 0,35 2,40 0,37 — 15,27
p53 0,03* 6,00 1,13-31,73
Ki67 0,19 2,66 0,60 -11,70

* Indica diferenca significativa.

A Figura 3 mostra as curvas de sobrevida em fungdo das variaveis de
prognéstico: p53 (3A), Ki67 (3B), status linfonodal (3C) e expressdo de HER2 (3D).
Quando analisadas individualmente, nenhuma variavel influenciou significativamente a

sobrevida das pacientes com cancer de mama.
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Figura 3 — Curva de sobrevida de Kaplan Meier em relag&o as variaveis de prognéstico. 3A — p53
(p=0,575), 3B — Ki 67 (p=0,961), 3C — status linfonodal (p=0,109), 3D — expressao do receptor HER2
(p=0,318).

A Figura 4 mostra as curvas de sobrevida em funcdo das variaveis de
prognostico: tamanho do tumor (4A), grau de diferenciacdo (4B), status menopausal
(4C) e triplo negativo (4D). Quando analisadas individualmente, as variaveis grau de
diferenciacdo do tumor, status menopausal (idade) e o fenotipo triplo negativo néo
influenciaram significativamente a sobrevida das pacientes do presente estudo.

Entretanto, foi observada uma tendéncia & menor sobrevida em mulheres com tumores

maiores (p=0,067).
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Figura 4 — Curva de sobrevida de Kaplan Meier em relagdo as variaveis de progndstico. 4A —
Tamanho do tumor (p=0,067), 4B — Grau histolégico do tumor (p=0,944), 4C — Status menopausal
(p=0,345), 4D - Triplo negativo (p=0,488).

5.2 Aspectos hemostaticos

5.2.1 Dimero-D

Os niveis plasmaticos de dimero-D em mulheres com cancer de mama, no
momento do diagndstico (primeira coleta) expressos em mediana e diferenca
interquartilica, foram tabulados de acordo com as variaveis clinicas. Quando comparado
0 grupo de pacientes com cancer de mama versus 0 grupo controle, foi observada uma
diferenca significativa nos niveis plasmaticos de dimero-D entre os dois grupos (p
=0,0002). As medianas e diferencas interquartilicas do dimero-D em pacientes com
cancer de mama e no grupo controle foram 498,8 pg/mL (257,3-760,2) e 263,3,7 pg/mL
(202,8-366,8), respectivamente (Figura 5A).
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Quando foi avaliada a sobrevida em fun¢é@o do dimero-D entre as pacientes com
cancer de mama, os resultados mostraram medianas de 495,4 pg/mL (245,6-631,6)
para as pacientes sobreviventes versus 1042,0 pg/mL (394,5-1783) para os Obitos,
apresentando uma diferenca significativa (p =0,047; Figura 5B).

A comparacdo entre os niveis de dimero-D para as mulheres que ja se
encontravam em menopausa nao apresentou diferenca significativa em relacdo as
mulheres que ndo estavam em menopausa, com uma mediana de 502,2 pg/mL (247,2-
730,9) para pré-menopausa e 495,4 pg/mL (290,7-928,0) para pdés-menopausa (p=
0,820; Figura 5C).
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Figura 5 — Niveis plasmaticos de dimero-D em pacientes com cancer de mama receptor
hormonal negativo, relacionado as diferentes variaveis clinicas. 5A — Cancer de mama versus
grupo controle (p=0,0002); 5B — Mulheres com cancer de mama sobreviventes versus 6bitos (p=
0,047) e 5C — Mulheres com cancer de mama em pré-menopausa versus pés-menopausa (p=
0,820).

* Indica diferenca significativa entre os grupos.
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A mediana dos niveis plasmaticos do dimero-D em pacientes com tumor de
mama com receptor negativo para HER2 foi de 502,2 pg/mL (261,3-730,9). Para
resultados de HER2 (++) considerados indeterminados, a mediana do dimero-D foi
368,1 pg/mL (250,2-582,6), enquanto para pacientes com expressdo do oncogene
HER2 positivo (+++), a mediana foi 543,1 pg/mL (241,1-1203), n&do tendo sido
observada diferenca significativa entre os trés grupos (p=0,825) (Figura 6A).

Quanto a variavel p53, o valor da mediana para dimero-D foi de 502,2 pg/mL
(190,7-1856,0) em mulheres apresentando positividade para p53 versus 4954
pg/mL(290,7-672,4) para mulheres com p53 negativo, sendo que esta diferenga néo foi
significativa (p=0,834; Figura 6B).

Considerando o marcador de proliferacdo celular Ki67, as pacientes foram
classificadas em dois grupos, Ki67<25% e Ki67>25%. O primeiro grupo apresentou
uma mediana de dimero-D igual a 376,3 pg/mL (257,3-588,8), enquanto o segundo
grupo apresentou uma mediana de 561,0 pg/mL (265,4-893,3), ndo tendo sido

observada diferenca significativa entre os grupos (p=0,250; Figura 6C).
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Figura 6- Niveis plasmaticos de dimero-D em pacientes com cancer de mama receptor hormonal
negativo e caracteristicas imunoistoquimicas. 6A — Pacientes com variacdo na expressao de
HER2 (p= 0,825); 6B — Pacientes com p53 positivo ou negativo (p=0,834); 6C — Pacientes com

Ki67<25% ou Ki67>25% (p=0,250).

Quando analisados os resultados de dimero-D para pacientes com e sem
comprometimento de linfonodos, foi encontrada uma mediana de 384,5 pg/mL (221,9-
641,0) para as pacientes que apresentaram linfonodos negativos, e uma mediana de
576,4 pg/mL (310-858,7) para mulheres com linfonodos positivos, ndo sendo esta
diferenca significativa (p=0,249; Figura 7A).

Em um total de 12 pacientes que apresentavam metastases, sendo que oito
destas evoluiram para oObito, os valores de mediana para dimero-D foram de 1082
pg/mL (393,2-1837), os quais apresentaram diferenca significativa quando comparados
aos valores de mediana do grupo de mulheres que ndo apresentou metastase (mediana
= 358,5 pg/mL; 226,1-551,5; p = 0,007) (Figura 7B).

Quanto ao subgrupo triplo negativo, as pacientes apresentaram dimero-D com
um valor de mediana de 502,2 pg/mL (261,3-730,9), enquanto para as mulheres que
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apresentaram tumores nao triplo negativo foi encontrada uma mediana de 543,1 pg/mL
(241,4-1.203,0), nao tendo sido observada diferenca significativa entre os grupos (p=
0,976) (Figura 7C). As pacientes que apresentavam o0 resultado de HER2

indeterminados (n=7) foram excluidas da analise estatistica do grupo triplo negativo.
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Figura 7 — Niveis plasmaticos de dimero-D em pacientes com cancer de mama receptor
hormonal negativo. 7A — Mulheres com linfonodos positivos ou negativos (p=0,249). 7B —
Mulheres com evolugdo metastatica ou sem metéstase (p=0,007); e 7C — Mulheres com tumor
triplo negativo versus néo triplo (p=0,976). *Indica diferenca significativa entre os grupos.

Quando foram comparadas as medianas de dimero-D observadas para os
grupos controle, para pacientes com cancer de mama no momento do diagndstico
(CAl), ao término dos oito meses de quimioterapia (CA2) e dois anos ap6s o
diagnostico (CA3), estas diferiram significativamente entre os valores do grupo controle
e todos os outros grupos (p=0,0001; p<0,001 e p=0,010, respectivamente; Figura 8).
Porém, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos CAlversus CA2
(p=0,921), CA1 versus CA3 (p=0,359) e CA2 versus CA3 (p=0,225).
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Figura 8 — Medianas de dimero-D do grupo controle e nos trés momentos da coleta de sangue.

* Indica diferenca significativa entre os grupos.

A curva de sobrevida das pacientes com cancer de mama em relagao aos niveis

plasméticos de dimero-D, distribuidos em valores inferiores e superiores a 500,0 ng/mL

(valor de referéncia para o analito), em um periodo de 24 meses pode ser observada ha

Figura 9. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica significativa (p=0,404) em

relacdo a sobrevida entre as mulheres com dimero-D superior ou inferior a 500,0 ng/mL.
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Figura 9- Curva de sobrevida em pacientes com cancer de mama receptor hormonal negativo,
em relacdo as determinag¢fes do dimero-D, Kaplan Meier (p=0,404).




63

A Tabela 5 mostra os resultados de uma analise de regressao logistica
univariada entre os niveis de dimero-D em relacdo as varidveis clinicas de progndéstico
como triplo negativo, presenca metastase/obito, idade < 50 anos, comprometimento de
linfonodos, tamanho do tumor, presenca de HER2 (+++) e p53, e Ki67 >30%. Conforme
mostrado abaixo, as varidveis de progndstico ndo apresentaram relacdo com os niveis

plasmaticos de dimero-D (p=ns).

Tabela 5 — Analise de regresséo logistica univariada entre dimero-D e variaveis de progndstico.

Valor de p Odds ratio IC 95%
Triplo negativo 0,224 2,38 0,588-9,646
Metéstase/0bitos 0,612 1,47 0,335-6,430
ldade 0,866 1,12 0,287-4,412
Status linfonodal 0,388 1,84 0,461-7,312
Tamanho tumor 0,194 2,67 0,608-11,703
HER2 0,268 250 0,495-12,635
P53 0,776 1,25 0,268-5,826
Ki 67 0,368 1,84 0,461-7,312

5.2.2 Fator tissular (FT)

Os niveis de FT nas mulheres com cancer de mama, expressos como mediana e
diferenca interquartilica, também foram tabulados de acordo com as variaveis clinicas.
Quando comparado o grupo de pacientes com cancer de mama versus 0 grupo
controle, foi encontrada uma diferenca significativa entre os dois grupos (p=0,0002). Os
valores plasmaticos para o FT em pacientes com cancer de mama no momento do
diagndstico e no grupo controle foram 428,3 pg/mL (320,4-665,1) e 266,3 pg/mL (195,9
- 398,2), respectivamente (Figura 10A).

Quando foi avaliada a sobrevida em fungéo do FT entre as pacientes com cancer

de mama, os resultados mostraram medianas de 502,5 pg/mL (324,0-691,2) para as
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pacientes sobreviventes versus 386,1 pg/mL (207,2-782,5) para os O6bitos, nao
apresentando uma diferenca significativa (p=0,313; Figura 10B).

A comparacao entre as dosagens de FT plasmatico para o grupo em estudo que
se encontrava em menopausa nao apresentou diferenca significativa em relacdo ao
grupo sem menopausa, com uma mediana de 325,7 pg/mL (233,2-712,5) para pré-
menopausa e 433,4 pg/mL (328,4-645,4) para pos-menopausa (p= 0,307; Figura 10C).
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Figura 10 — Niveis plasmaticos de fator tissular em pacientes com cancer de mama receptor
hormonal negativo, relacionado as diferentes variaveis clinicas. 10A — Cancer de mama versus
grupo controle (p=0,0002); 10B — Mulheres com cancer de mama sobreviventes versus 6bitos (p=
0,313) e 10C — Mulheres com cancer de mama em pré-menopausa versus pos-menopausa (p=
0,307). * Indica diferenca significativa entre os grupos.

A mediana dos niveis plasmaticos de FT em pacientes com tumor de mama
receptor hormonal negativo com HER2 negativo (triplo negativo) foi de 325,7 pg/mL
(250,2-515,4). Para resultados de HER2 considerados indeterminados (++), a mediana

do FT foi 338,8 pg/mL (298,8-669,8), enquanto para pacientes com expressdo do
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oncogene HER2 positivo (+++), a mediana foi 579,4 pg/mL (429,0-1120), foi observada
diferenca significativa entre os grupos (p=0,050) (Figura 11A).

Quanto a variavel p53, o valor da mediana para os niveis de FT foi de 320,0
pg/mL (269,5-407,7) em mulheres apresentando positividade versus 507,9 pg/mL
(325,7-825,2) para mulheres com auséncia deste marcador, sendo que esta
comparacao apresentou diferenca significativa (p=0,023; Figura 11B).

Considerando o marcador de proliferacdo celular Ki67, as pacientes foram
classificadas em dois grupos, Ki67<25% e Ki67>25%. O primeiro grupo apresentou
uma mediana de FT igual a 606,9 pg/mL (331-786,4), enquanto o0 segundo grupo
apresentou uma mediana de 370,5 pg/mL (300,3-524,6), ndo tendo sido observada

diferenca significativa entre os grupos (p=0,098; Figura 11C).
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Figura 11 — Niveis plasmaticos de fator tissular em pacientes com cancer de mama receptor
hormonal negativo e caracteristicas imunoistoquimicas. 11A — Pacientes HER-2 negativo, HER-
2 indeterminado ou HER-2 positivo (p= 0,050); 11B — Pacientes com p53 positivo ou negativo
(p=0,023); 11C - Pacientes com Ki67<25% ou Ki67>25% (p=0,098).

*Indica diferenca significativa entre os grupos.
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Quando analisados os resultados de FT plasmatico para pacientes com e sem
comprometimento de linfonodos, foi encontrada uma mediana de 497 pg/mL (320,2-
669,8) para as pacientes que apresentaram linfonodos negativos, e uma mediana de
359,1 pg/mL (315-735,3) para mulheres com linfonodos positivos, ndo sendo a
diferenca significativa (p=0,909; Figura 12A).

Em um total de 12 pacientes que apresentou metastases, das quais 8 evoluiram
para 6bito, os valores de mediana para FT foram de 333,6 pg/mL (285,7-508,7), os
quais nao apresentaram diferenca significativa quando comparados aos valores de
mediana do grupo de mulheres sem metéstase (mediana = 538,1 pg/mL; 324,5-772,7; p
=0,103; Figura 12B).

Quanto ao subgrupo triplo negativo, as pacientes apresentaram FT com um valor
de mediana de 359,0 pg/mL (289-589), enquanto para as mulheres que apresentaram
tumores nao triplo negativo foi observada uma mediana de 579,4 pg/mL (429-1120),
tendo sido observada tendéncia ao aumento de fator tissular para o grupo de mulheres
nao triplo negativo (p=0,058) (Figura 12C). As pacientes que apresentavam o resultado

de HER2 indeterminados (n=7) foram excluidas da andlise estatistica do triplo negativo.



67

12A 12B
2500~ 2000+
~ N -
€ 20004 £ i
5 g, 1500
S £
— 1500+ = -_
& = 1000+
> 73
& 1000+ ki
= 5 5001
E L
0 . . 0 v T
Linfonodo + Linfonodo - Com meta Sem meta
n=17 n=15 n=12 n=18
12C
2500+
’_T —
£ 2000+
(@]
S
E 1500+
=)
@ 10004
'_
S 500+ | I
©
L
0 T T
Triplo - N&o triplo -
n=17 n=08

Figura 12 — Niveis plasmaticos de fator tissular em pacientes com cancer de mama receptor
hormonal negativo. 12A — Mulheres com linfonodos positivos ou negativos (p= 0,909). 12B -
Mulheres com metastase e sem metastase (p=0,103); e 12C — Mulheres com tumor triplo negativo
versus nao triplo (p=0,058).

Quando foram comparadas as medianas de FT observadas para 0s grupos
controle, para pacientes com cancer de mama no momento do diagnéstico (CAl), ao
término dos oito meses de quimioterapia (CA2) e 24 meses apds o diagnéstico (CA3),
estas diferiram significativamente entre os valores do grupo controle versus CAl, CA2 e
CA3 (p<0,0001; p=0,0004 e p=0,0002, respectivamente), conforme mostrado na Figura
13. Todavia, ndo foram observadas diferencas entre CAl versus CA2 (p=0,515), CAl
versus CA3 (p=0,771) e CA2 versus CA3 (p=0,657).
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Figura 13 — Medianas de FT em controles e pacientes com cancer de mama receptor hormonal
negativo nos trés momentos de coleta CAl= ao diagnostico, CA2= 8 meses apos diagndéstico e
CA3= 2 anos apo6s diagnostico. * Indica diferenga significativa entre os grupos.

A curva de sobrevida das pacientes com cancer de mama em relacéo aos niveis
de FT distribuidos em valores inferiores a 263,6 ng/mL e superiores a 263,6 ng/mL, em
um periodo de 24 meses, pode ser observado na Figura 14. O valor de referéncia para
determinacdo plasmatica de FT ndo estd estabelecido na literatura, portanto, foi
estabelecido o valor de 263,6 ng/mL como ponte de corte, pois este foi o valor da
mediana no grupo controle. Entretanto, ndo foi observada diferenca significativa
(p=0,138).
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Figura 14 - Curva de sobrevida de Kaplan Meier em pacientes com cancer de mama receptor
hormonal negativo, em relagdo aos niveis plasméaticos do fator tissular (p=0,138).
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A Tabela 6 mostra os resultados da andlise de correlagdo de Spearman entre as

variaveis hemostaticas, dimero-D (DD) e fator tissular (FT), nos trés momentos da

coleta de sangue. No entanto, estas variaveis ndo apresentaram correlagdo em nenhum

momento da coleta.

Tabela 6 — Analise de correlagédo estatistica entre a determinacdo do dimero-D e o

fator tissular

Teste Hemostaticos R IC 95% p
DD1 versus FT1 -0,1354 0,466 - 0,228 0,452
DD2 versus FT2 0,2356 0,178 - 0,579 0,249
DD3 versus FT3 0,0029 0,421 - 0,425 0,989

DD1= dimero-D-primeira coleta; DD2=dimero-D-segunda coleta; dimero-D-terceira coleta; FT1= fator
tissular-primeira coleta; FT2= fator tissular-segunda coleta; FT3= fator tissular-terceira coleta.

5.3 Aspectos moleculares

As Figuras 15 a 18 representam a andlise eletroforética realizada para

interpretacdo dos gendtipos através da técnica de PCR-RFLP em mulheres com cancer

de mama receptor hormonal negativo.

A Figura 15 mostra o padrdo de digestdo na presenca ou auséncia da mutacao

C677T. O produto de PCR gera um fragmento de 198 pb, que apoés digestao, na

presenca da mutacdo, gera fragmentos de 175 e 23 pb (sendo este ultimo fragmento

perdido durante corrida eletroforética).
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PM 1 2 3 4 5 6

198 pb

175 pb

Figura 15 - Gel de poliacrilamida demonstrando a pesquisa da mutag&o C677T no gene da
MTHFR. PM — padréo de peso molecular; 1 e 5 -individuos sem mutac¢édo; 2 — individuo

homozigoto para a mutacéao; 3, 4 e 6 —individuos heterozigotos para a mutacgao.

A Figura 16 representa o padrdo de digestdo na presenca ou auséncia do
polimorfismo Gly388Arg no gene do FGFR4. O fragmento de 168 pb gera, apoés
digestdo enzimatica, fragmentos de 109, 37 e 22 pb nos individuos sem o polimorfismo,
enquanto que a presenca em homozigose gera fragmentos de 80, 37, 29 e 22 pb,

sendo os trés ultimos perdidos durante a eletroforese.

168 pb

109 pb

80 pb

Figura 16 - Gel de poliacrilamida demonstrando a pesquisa do polimorfismo Gly388Arg no
gene do FGFR4. PM - padréo de peso molecular; 1, 2 e 6 - individuos heterozigotos para o
polimorfismo; 3 e 7 - Individuo sem o polimorfismo; 4 — Individuo homozigoto para o
polimorfismo; 5 — Fragmento de PCR sem digestéo.
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A Figura 17 ilustra a presenca ou auséncia da mutacao C282Y no gene HFE. O
produto inicial de 580 pb gera, apés digestdo enzimética, fragmentos de 247 e 140 pb
em individuos sem a mutacdo, enquanto que a presenca em homozigose gera
fragmentos de 247, 111 e 29 pb, sendo o ultimo perdido na corrida eletroforética.

PM 1 2 3 4 5

247 pb

140 pb

111 pb

Figura 17 - Gel de poliacrilamida demonstrando a pesquisa da mutagéo C282Y no gene da HFE.
PM — padrédo de peso molecular; 1, 2 e 5 —individuos sem a mutagao; 3 e 4 —individuos

heterozigotos para a mutacgao.

A Figura 18 demonstra o padréo de digestdo enzimética da mutagdo H63D no
gene HFE. O produto de PCR de 210 pb ndo é digerido na presenca da mutacao,

enquanto que em individuos sem a mutacao sao gerados fragmentos de 140 e 70 pb.

PM 1 2 3 4 5

210 pb

140 pb

70 pb

Figura 18 - Gel de poliacrilamida demonstrando a pesquisa da mutag&o H63D no gene da HFE.
PM — padréo de peso molecular; 1, 2 e 3 —individuos sem a mutagao; 4 e 5 —individuos com a

mutacdo em heterozigose.
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A fim de investigar se a presenca das mutacdes/polimorfismos estava
relacionada ao desenvolvimento da doenca, foi realizada andlise estatistica
comparando-se a frequéncia destas alteracbes entre as mulheres do grupo controle e

as mulheres com cancer de mama.

Para o gene do FGFR4, foi observada uma diferenca significativa entre o grupo
controle e o cancer de mama (p=0,032, Tabela 7), mostrando uma menor frequéncia do
polimorfismo Gly388Arg no grupo de pacientes. Entretanto, ndo foi observada diferenca
significativa na frequéncia das mutacdes C677T (Tabela 8) e C282Y (Tabela 9), entre
0s dois grupos estudados. Para todos os casos foram comparados os modelos de
heranca dominante (pl) e recessiva (p2). A freqiéncia da mutagcdao H63D no modelo de
doenca recessiva foi significativamente maior para o grupo de pacientes (p=0,046).

Tabela 7 — Freqiiéncia do polimorfismo Gly388Arg no gene FGFR4 entre 0s grupos estudados

c | Cancer
Genotipos Gly388Arg ontrole mama 1 2

n (%) 0 g P

n (%)

Auséncia da mutagéo 19 (37%) 18 (62%)
Presenca em heterozigose 26 (51%) 10 (35%) 0.032* 0.205
Presenca em homozigose 06 (12%) 01(3%) ’ ’
Total 51 (100%) 29 (100%)

pl= auséncia de mutacdo versus mutacdo em heterozigose e homozigose, p2= auséncia de mutacéo e

heterozigose versus homozigose.
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Tabela 8 - Freqiiéncia da mutagéo C677T no gene MTHFR entre os grupos estudados

Cancer de
Genétino CE77T Controle mama
enotipo
p n (%) pl p2
n (%)
Auséncia da mutacao 24 (51%) 09 (31%)
Presenca em heterozigose 18 (38%) 15 (52%) 0,087 0,408
Presenca em homozigose 05 (11%) 05 (17%)
Total 47 (100%) 29 (100%)

pl=auséncia de mutacdo versus mutagcdo em heterozigose e homozigose, p2= auséncia de mutacgao e

heterozigose versus homozigose.

Tabela 9 - Freqiiéncia da mutagdo C282Y no gene HFE entre os grupos estudados

Céancer de
Genéting C282Y Controle mama )
endtipo
Y n (%) pl Y
n (%)
Auséncia da mutacao 44 (94%) 29(100%)
Presenca em o o
heterozigose 03 (6%) 00 (0%) 0,165 -
Presenca em homozigose 00 (0%) 00 (0%)
Total 47 (100%) 29 (100%)

pl= auséncia de mutacdo versus mutacdo em heterozigose e homozigose, p2= auséncia de mutacao e

heterozigose versus homozigose.
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Tabela 10 - Freqiiéncia da mutacédo H63D no gene HFE entre os grupos estudados

Céncer de
. Controle
Gen6tipo H63D mama P1 p2
n (%)
N (%)

Auséncia da mutagao 37 (79%) 19 (65%)
Presenca em heterozigose 09 (19%) 06 (21%) 0,204  0,046*

Presenca em homozigose 01 (2%) 04 (14%)

Total 47 (100%) 29(100%)

pl=auséncia de mutacéo versus mutagcdo em heterozigose e homozigose, p2= auséncia de mutagdo e

heterozigose versus homozigose.

Os resultados descritos na Tabela 11 correspondem a andlise de regressao
logistica comparando a presenca das mutacfes/polimorfismo C677T, H63D e
Gly388Arg em relacdo as variaveis de prognostico. Para a mutacdo C677T foram
observadas associa¢cfes significativas com as varidveis metastase/ébito (p=0,023),
comprometimento de linfonodos (p=0,0001), HER2 (p=0,002) e Ki67 (p=0,011); para a
mutacdo H63D foi encontrada associacdo com o comprometimento de linfonodos
(p=0,010) e a presenca da mutacdo no gene da p53 (p<0,001), ja com relacdo ao
polimorfismo Gly388Arg observa-se uma associagdo com a evolucdo de

metastase/obito (p=0,003) e com a elevacédo do marcador Ki67 (p=0,001).

Tabela 11 - Regresséo logistica multipla entre as mutacées e variaveis clinicas

Meta/6bito  Linfonodo HER2 P53 Ki67
Ce77T P=0,023* p=0,0001* P=0,002* p=0,593 p=0,011*
H63D P=0,170 p=0,010* P=0,844 p<0,001* p=0,956

Gly388Arg  P=0,003* p=0,365  P=0,289 p=0,365 p=0,001*

*Indica diferenca significativa entre os grupos.
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Em uma andlise de probabilidade das mutagBes influenciarem no
desenvolvimento de metastase/Obito (Tabela 12), foi observado que o polimorfismo
mutacédo Gly388Arg no gene FGFR4 tem uma probabilidade de 40,65% de influenciar
individualmente na evolucdo de metastase/Obito, sendo as demais probabilidades
C677T e H63D de 35% e 22,4%, respectivamente. Quando as mutacdes apresentam-
se associadas, esta probabilidade pode ser potencializada, como no caso de C677T e
Gly388Arg (Probabilidade=50,4%); ou diminuida como C677T e H63D, apresentando
uma probabilidade de 30%.

Tabela 12 - Probabilidade de a mutacéo influenciar no desenvolvimento de metastase/ébito

individualmente e associada

Mutacao Probabilidade Associacéao Probabilidade
Ce77T 35% C677T + H63D 30%
H63D 22,4% C677T+ Gly388Arg 50,4%

Gly388Arg 40,65% Gly388Arg + H63D 35,2%

- - C677T+Gly388Arg+H63D 44.6%.

5.4 Variantes relacionadas ao 6bito

A Tabela 13 mostra o conjunto dos dados referentes as oito pacientes que
evoluiram para 0Obito, decorrente de metastase. Pode ser observado que cinco (62,5%)
apresentavam idade até 50 anos, sete (87,5%) grau histologico GllI, sete (87,5%) com
comprometimento linfonodal, cinco (62,5%) HER2 negativo (triplo negativo), trés
(37,5%) com mutacéo para p53, cinco (62,5%) com expressao de Ki67 > 30% , cinco
(62,5%) com dimero-D acima de 500,0 ng/mL e 5 (62,5%) com FT acima da mediana

apresentada pelo grupo controle (266,3 ng/mL).
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Quanto aos parametros moleculares, trés foram heterozigotas e duas
homozigotas para a mutagcdo C677T perfazendo um total de cinco eventos para esta
mutacdo, ou seja, 62,5% dos oObitos. Para a mutacdo H63D trés (37,5%) mulheres que
evoluiram para Obito apresentavam esta mutacdo em heterozigose, enquanto para o
polimorfismo Gly388Arg foram observados quatro (50%) casos também em
heterozigose. Das sete mulheres que foram tipadas para todas as mutacdes, foi
observado que cinco (71,4%) apresentavam mais de uma mutacdo genética entre

aguelas estudadas.

Tabela 13 — Caracteristicas clinicas, hemostaticas e moleculares das pacientes com

cancer de mama receptor hormonal negativo que evoluiram para ébito no periodo de 24 meses

Idade Grau Linf. HER2 p53 Ki67 Di-D FT C677T H63D Gly388Arg
1 51 Glli Pos Neg Neg 40% 329 247 Ausente Ausente Ausente
2 48 Gl Pos Pos Neg 10% 1295 1169 Hetero Hetero  Ausente
3 50 Gli Pos Neg Pos 90% 3047 433 Hetero Hetero Hetero
4 60 Gl Pos Pos Neg 10% 591 328 Homo Ausente Hetero
5 29 Glli Pos Neg Pos 75% 161 359  Hetero Hetero Hetero
6 41 Glll Pos Neg Pos 60% 789 184 ND ND Ausente
748 Gl Neg Neg Neg 90% 1916 181  Ausente Ausente Ausente
8 55 Gl Pos Indet Neg 10% 291 339 Homo Ausente Hetero

ND = Nao determinado
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6 DISCUSSAO

6.1 Aspectos clinicos

As caracteristicas clinicas observadas nas pacientes investigadas no presente
estudo e descritas na Tabela 3 estdo de acordo com os dados descritos na literatura,
ou seja, o cancer de mama receptor hormonal negativo incide com maior freqiéncia em
mulheres mais jovens (média de idade de 48,5 anos), sendo este tipo de cancer
predominantemente ductal invasivo (TESCHENDORFF et al., 2007). Quando adotado o
limite de 50 anos para a menopausa, cerca de 53,13% das mulheres se encontravam
em pré-menopausa. Todas as pacientes apresentaram carcinomas ductais invasivos e
o grau histolégico GlII ocorreu em 71,85% das pacientes, avaliadas, portanto, com pior
prognastico.

Quanto ao envolvimento axilar, 46,87% das pacientes ndo apresentaram
envolvimento axilar. Entretanto, 20-30% das mulheres sem envolvimento axilar
apresentardo metastase a distancia, apés o tratamento locoregional, provavelmente
devido a existéncia de micrometastases antes do tratamento (BENOY et al., 2005).

Em um estudo para avaliar a presenca da mutacdo p53, em 205 pacientes com
cancer de mama, linfonodos axilares negativos, foi encontrada uma positividade de
11% para p53 em mulheres que apresentavam receptor de estrogénio negativo e grau
Ill, sendo estas achados correlacionados ao pior prognéstico (ASKMALM et al., 2004).

A associacdo entre a proteina p53 com o progndéstico de pacientes com cancer
de mama, axila negativa, também foi estudada por Ilwaya e cols (1997). Estes
investigadores relataram uma diferenca significativa para a superexpressao da p53
entre mulheres que apresentaram recidiva precoce de cancer de mama e aquelas que
nao apresentaram, propondo o p53 como um indicador de recorréncia precoce no
cancer de mama. A associagdo entre o HER2 e a presenc¢a da mutagdo p53, com mau
prognostico, tem sido descrito na literatura em carcinomas ductais, no processo de

invasdo em carcinomas ductais (MENEZES et al., 2006). No presente estudo, a
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mutacéo da p53 foi observada em 28,15% das pacientes, e o0 HER2 positivo em 25%
dos casos, porém nenhuma mulher com a mutacdo p53 apresentou concomitantemente
expressao do HER2.

O marcador de proliferacdo celular Ki67, relacionado ao processo de crescimento
do tumor, tem sido associado a outros marcadores de prognéstico como o p53 e o
HER-2 (ARIGA et al., 2005). Como o Ki67, proteina presente no ndcleo, esta
diretamente relacionado com a proliferacdo celular nos processos malignos, tem sido
proposto que o bloqueio de sua expressdo, com consequente inibicdo da proliferacéo e
aumento da apoptose, se constitua em interessante alternativa terapéutica (KAUSCH et
al., 2003). Entre os carcinomas receptores hormonais negativos do presente estudo,
62,5% dos tumores apresentaram Ki67 com um indice de proliferacdo celular superior a
25%. Deve-se ressaltar que das pacientes que evoluiram para O6bito, 62,5%
apresentaram Ki67 superior a 25%.

E importante ressaltar que, no periodo de 24 meses, foram observados oito
Obitos decorrentes de complicagfes relacionadas a metastases, ou seja, 24% de Obitos.
Tal fato caracteriza uma evolucdo progndstica desfavoravel quando se compara a
evolucao de tumores receptores hormonais positivos (TESCHENDORFF,et a, 2007).

Os 0bitos ocorridos no decorrer do presente estudo foram todos conseqiientes a
evolucdo da doenca, envolvendo metastases pulmonar, cerebral e éssea. Das 15
mulheres com céancer de mama que nado apresentavam linfonodos comprometidos

by

apenas um caso veio a oObito (6,25%), enquanto das 17 com comprometimento
linfonodal, sete (41,2%) vieram a Obito no periodo estudado (24 meses). Uma outra
andlise interessante se refere a idade. Das 17 mulheres em pré menopausa, cinco
(29,4%) vieram a Obito, enquanto apenas trés (18,7%) faleceram no periodo pés
menopausa. Das 12 mulheres com Ki67 abaixo de 25%, apenas trés (18,7%) vieram a
Obito, enquanto cinco (29,4%) faleceram no mesmo periodo investigado. Apenas uma
paciente apresentou grau histolégico GllI, sendo as demais Glll, enquanto 62,5% das

mulheres que evoluiram para o 6bito eram triplo-negativo (Tabela 13).

Uma analise univariada utilizando um modelo de regressao logistica, analisou a
presenca de metastase/Obito, em funcdo das variaveis de prognostico (Tabela 4). Com

excecdo da variavel p53, constatou-se que as variaveis triplo negativo, idade (referéncia
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50 anos), comprometimento de linfonodos, grau de diferenciacdo do tumor, HER2 e o
marcador de invaséo Ki67 >25%, ndo se mostraram associadas a evolugdo da doenca,
quando se considerou o desenvolvimento de metastase/6bito como variavel
dependente. Para a variavel p53 foi observada uma “odds ratio” igual a 6,00 (p=0,03;
IC95% 1,13-31,73), 0 que equivale a uma chance de 6 vezes maior de mulheres com
cancer de mama receptor hormonal negativo, com p53 positivo, apresentarem
metastase/Obito quando se compara com mulheres com cancer de mama receptor
hormonal negativo, porém, com p53 negativo. Deve-se ressaltar que este modelo
permite avaliar o quanto uma variavel clinica esta associada a variavel dependente
(metastase/6bito). Assim, pode-se concluir que o marcador imunoistolégico p53 possui
potencial valor na estimativa da sobrevida.

Extrapolando os resultados das andlises mostrados na Tabela 4, pode-se admitir
que as variaveis de progndstico, exceto o p53, ndo apresentaram potencial valor na
estimativa da sobrevida, nas condicbes do presente estudo. No entanto, atribui-se a
limitacdo do tamanho do grupo amostral a perda da capacidade de associacado entre
estas variaveis.

Uma outra andlise dos dados apresentada neste estudo consiste na
interpretacdo das curvas de sobrevida, as quais foram plotadas para as mulheres que
vieram a oObito (n=8), em funcdo das variaveis de prognéstico: p53 (Figura 3A), Ki67
(Figura 3B), status linfonodal (Figura 3C), expressdo de HER2 (Figura 3D), tamanho
do tumor (Figura 4A), grau de diferenciacédo (Figura 4B), status menopausal (Figura
4C) e triplo negativo (Figura 4D). Segundo os resultados obtidos para as curvas de
sobrevida, as caracteristicas analisadas nas Figuras 3 e 4 (se presentes ou nao), ndo
afetaram significativamente a sobrevida no decorrer de dois anos (24 meses). Dessa
forma, pode-se admitir que as varidveis acima ndo se mostraram como um fator
decisivo de prognostico desfavoravel, nas condicbes deste estudo. Este fato contraria
achados da literatura que relatam a associagao destas variaveis com o prognostico pior
do cancer de mama. Entretanto, deve-se considerar, como um fator limitante, para a
completa interpretacdo de nossos dados, o0 curto espagco de tempo de
acompanhamento das pacientes (apenas 24 meses), bem como o nimero reduzido da

amostra estudada. Cumpre ressaltar, no entanto, que apesar das limitacbes citadas
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acima, foi observada uma tendéncia de menor sobrevida naquelas com tumores

maiores (p=0,067), com significancia ao nivel de 10%.

Apesar do numero limitado de casos analisados no presente estudo, estes
achados reforcam o valor prognoéstico desfavoravel das caracteristicas citadas acima,
considerando idade inferior a 50 anos, comprometimento linfonodal, triplo negativo, GllI
e expressao de ki67 >25%, que foram fatores mais prevalentes entre as pacientes que
vieram a oObito. Por outro lado, a auséncia de tais caracteristicas ndo sinaliza para uma
sobrevida livre de doenca, o que € compativel com a idéia de que o desenvolvimento do
cancer de mama e sua evolucao é multifatorial e dependente de interacbes e

mecanismos diversos.

O cancer de mama constitui uma complexa doenca genética caracterizada pelo
somatorio de multiplas alteracées moleculares e condicdes ambientais (RAKHA e cols.,
2008). Os métodos de rotina disponiveis para a avaliacdo desta doenca ainda sao
insuficientes para traduzir a complexidade e heterogeneidade genotipica, fenotipica e
clinica dos diversos tumores, e que poderdo impactar desfavoravelmente a resposta ao
tratamento. No entanto, o numero limitado de mulheres participantes deste estudo,
possivelmente, contribuiu para a auséncia de associacfes significativas nas analises
realizadas, principalmente em relacdo as curvas de sobrevida (apenas 8 Obitos ao
longo de 24 meses de acompanhamento).

Segundo Rouzier e cols. (2005), os estudos com o grupo triplo negativo, ou seja,
receptores hormonais negativos e HER2 negativo, sdo de grande importancia pois
caracterizam um fenotipo mais agressivo e um pior prognostico, além da escassez de
estratégias de tratamento, revelando esta condicdo patolégica como a mais limitada
(RAKHA et al., 2007). Apesar dos tumores triplo negativo apresentarem um potencial
metastatico diferenciado e um progndéstico pior, algumas pacientes respondem aos
tratamentos quimioterapicos neo-adjuvantes e adjuvantes (NILSEN et al., 2004;
BRETON et al., 2005).

No presente estudo, a curva de sobrevida de Kaplan Meier ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos triplo negativo e néo triplo negativo; porém, é

importante salientar que todas as pacientes apresentavam a caracteristica de receptor
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hormonal negativo, e daquelas que vieram a Obito, 62,5% eram triplo negativo,
sinalizando para uma condi¢ao progndstica desfavoravel.

Cumpre ressaltar, no entanto, que sdo conflitantes os resultados de prevaléncia
de metastase em linfonodos de pacientes com fendtipo triplo negativo, tendo sido
descrito que nao existe relacdo entre o tamanho do tumor e presenca de linfonodo
metastatico (HAFFY et al., 2006; DENT et al., 2007; RAKHA et al., 2007) Por outro lado,
também é descrita uma relacéo inversa entre mulheres com cancer de mama fenétipo
triplo negativo e metastase em linfonodos (TISCHKOWITZ et al., 2007). Estes achados
nao foram confirmados no presente estudo, uma vez que as mulheres triplo negativo
que vieram a Obito tiveram como causa mortis complicacbes decorrentes de
metastases.

Sob a otica do complexo sistema hemostético, perturbacdes hemostéaticas tém
sido associadas frequentemente com o desenvolvimento de tumores, mais
precisamente desde 1865, quando Armand Trousseau descreveu, pela primeira vez,
fendbmenos tromboticos em pacientes com cancer. E possivel que a sindrome de
Trousseau se justifiqgue pela presenca dos mesmos elementos descritos na Triade de
Virchow, ou seja, estase venosa, alteracdes vasculares e hipercoagulabilidade
sanguinea. Além desses fatores, substancias procoagulantes liberadas das massas
tumorais como microvesiculas contendo fator tissular e inibidores da fibrindlise (inibidor
do ativador do plasminogénio-PAl-1), poderiam inibir a fibrindlise, favorecendo a
deposicdo de fibrina (DVORACK; RICKLES, 2006). Ao longo do tempo, este
conhecimento foi consolidado por numerosos outros relatos (GLASSMAN, 1997;
LORETO et al., 2000; FALANGA, 2005). De fato, tem sido relatado que anormalidades
hemostéticas estdo presentes em até 90% em pacientes com tumores metastaticos,
incluindo niveis plasmaticos elevados de dimero-D, complexos trombina-antitrombina,
fator tissular e outras (DVORACK; RICKLES, 2006).

A luz do conhecimento de que fatores hemostaticos participam também dos
processos de inflamagdo e de angiogénese, ha um crescente corpo de evidéncias
envolvendo a associagdo entre o sistema da coagulacao/fibrinolitico e a biologia do
cancer e angiogénese (WOJTUKIEWICZ et al., 2001; WOJTUKIEWICZ et al, 2004). E

atualmente aceito que o sistema hemostatico (coagulacdo e fibrindlise) esta associado
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com angiogénese, crescimento tumoral, invasdo e desenvolvimento de metastase
(DIRIX et al., 2002; YIGIT et al., 2008). Também é aceito que o0 aparecimento de
metastases indica prognaostico pior, sinalizando para uma sobrevida global mais curta.
Partindo desta premissa, € possivel que a avaliacdo de parametros hemostaticos possa
constituir uma importante ferramenta para monitorar a evolugdo do cancer,
notadamente aspectos prognosticos. Dessa forma, o uso de marcadores de
hipercoagulabilidade associados a outros marcadores prognosticos ja estabelecidos,
podem compor novas estratégias no monitoramento e no aparecimento de metastases
(BLACKWELL et al., 2000, BENOY et al., 2005).

Segue abaixo a interpretacdo dos resultados obtidos no presente estudo, no que

tange aos aspectos hemostaticos.

6.2 Aspectos hemostaticos

6.2.1 Dimero-D

Para que ocorra a progressao do tumor existem trés fatores inter-relacionados:
crescimento, invasdo e metastase. Para que estes eventos se desenvolvam é
necessaria uma remodelacdo do estroma, invasao linfatica e vascular, além de um
estado de hipercoagulabilidade. A crescente formacédo de fibrina em decorréncia da
ativagcdo exacerbada do mecanismo hemostatico em pacientes com céncer favorece o
processo de angiogénese, com um papel fundamental na formacdo do novo vaso.
Portanto, sendo o dimero-D um produto resultante da degradagcdo da fibrina, a
determinacdo deste analito pode ser um importante marcador prognoéstico na
progressao da doenca (KILIC et al., 2007).

No presente estudo, 0s niveis plasmaticos de dimero-D nas pacientes com
cancer de mama mostraram-se significativamente superiores aos observados em
mulheres controles (p=0,0002), o que vem corroborar com a relacdo entre o cancer e o

sistema hemostatico (Figura 5A). O estado de hipercoagulabilidade em pacientes com
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cancer estd amplamente descrito na literatura (GLASSMAN, 1997; DVORAK; RICKLES,
2006; RAK et al., 2006; YIGIT et al., 2008) e o dimero-D tem sido citado como um
importante preditor desta condicdo (BLACKWELL et al., 2000; KIM et al., 2004).

Os niveis de dimero-D nas pacientes com cancer foram significativamente
diferentes quando comparados aqueles apresentados pelas mulheres do grupo controle
(p=0,0002), refletindo um estado de hipercoagulabilidade nas mulheres com a doenca
ja no momento do diagnéstico, dado que os valores de dimero-D utilizados neste
calculo foram aqueles obtidos na primeira coleta de sangue (DD1) (Figura 5A). Torna-
se oportuno, no entanto, ressaltar que ao mesmo tempo em que os valores de DD1
refletem uma ativacéo precoce do mecanismo hemostatico (ja elevados ao diagnéstico),
estes ndo foram Uteis para sinalizar o posterior desenvolvimento de metastases, ou
seja, nao foram preditores de recidiva/obito. Dentro desse contexto, torna-se pertinente
acrescentar que quando foram comparados os resultados de dimero-D (da primeira
coleta) das mulheres com cancer de mama que sobreviveram versus os resultados das
gque nao sobreviveram, também da primeira coleta (nUumero de O6bitos=8), ndo foi
observada diferenca significativa (medianas de 4954 e 690,2, respectivamente;
p=0,25) (dados ndo mostrados em figuras). No entanto, neste mesmo estudo, quando
analisada a relagcdo entre os niveis plasmaticos deste marcador com a ocorréncia de
Obito, utilizando os resultados dos niveis de dimero-D mais proximos a este evento
(DD2 ou DD3), observou-se que as pacientes que evoluiram para Obito apresentaram
niveis plasmaticos de dimero-D significativamente superiores aos niveis de dimero-D
apresentados pelas sobreviventes (p=0,047; Figura 5B). Considerando que os 0bitos
foram decorrentes de metastases, pode-se associar a elevacao dos niveis de dimero-D
com a progressao do cancer de mama. Isso posto, pode-se admitir que o dimero-D néo
foi capaz de funcionar como um marcador de prognéstico ao diagndstico do cancer de
mama, todavia, foi capaz de refletir o agravamento da doenca traduzida por um estado
de hipercoagulabilidade com deposicao de fibrina e iminente obito. Admite-se que o
dimero-D possa ser um importante marcador da neovascularizacdo do tumor
(SALGADO et al., 2002; BLACKWELL et al.,, 2004), bem como da progressdo da
doenca, estando niveis elevados de dimero-D correlacionados a reducéo da sobrevida
em pacientes com cancer de mama metastatico (BENOY et al., 2005).
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Os niveis de dimero-D ndo se mostraram significativamente diferentes entre as
pacientes com cancer de mama em pré-menopausa versus as pacientes em pos-
menopausa (p=0,820; Figura 5C). N&do foi encontrada na literatura correlacdo entre
dimero-D e menopausa. Entretanto, a literatura tem descrito um aumento dos niveis
plasmaticos de marcadores de hipercoagulabilidade durante o uso de terapia de
reposicdo hormonal (TRH). Apds iniciar a TRH, mulheres que apresentam fatores de
risco genéticos e adquiridos desenvolvem uma predisposicao a ativacado da coagulacdo
sanguinea (FABIAN; KILMER, 2002). Uma limitacdo do presente trabalho consiste na
auséncia de informacado sobre o0 uso ou ndo da TRH, impedindo qualquer anélise nesse
sentido.

Quando foram analisados os resultados imunoistoquimicos das variaveis p53 e
Ki67, em funcdo dos niveis plasmaticos de dimero-D, ndo foram observadas diferencas
significativas (Figuras 6B, p=0,834 e 6C, p=0,250, respectivamente), apesar dos
marcadores histoquimicos j&a estarem estabelecidos como importantes marcadores de
prognoéstico. Porém, a associacdo individual desses marcadores com 0s niveis de
dimero-D néo foi observada.

A amplificagdo do HER-2 no cancer de mama tem sido associada ao aumento da
angiogénese, hipoxia e aumento dos marcadores de degradacéo da fibrina. Blackwell e
colaboradores (2004) sugerem que estes achados podem ser importantes preditores do
prognéstico e de procedimentos terapéuticos. No entanto, no presente estudo nao foi
observada diferenca significativa entre a superexpressdao de HER2 e o aumento nos
niveis de dimero-D (Figura 6A, p=0,825).

Segundo Blackwell e cols., 2000, os niveis plasmaticos de dimero-D mostraram-
se relacionados a invasédo linfovascular, estadio clinico avancado e envolvimento de
linfonodos, em um estudo com 425 pacientes com cancer de mama metastatico,
sugerindo que o dimero-D possa ser um marcador clinicamente importante de invaséo
linfovascular e metastase em tumores prematuros (BLACKWELL et al., 2000).

Niveis plasmaticos elevados de dimero-D tém sido também relacionados com a
progressdo do tumor e redugdo da sobrevida em cancer de mama metastatico (BENOY
et al., 2005). No entanto, a avaliacdo realizada no presente estudo, ndo foi capaz de

diferenciar aquelas mulheres com invaséo de linfonodos (Figura 7A, p=0,249), embora
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o grupo de mulheres com linfonodos comprometidos tenha apresentado niveis deste
marcador discretamente elevados em relagdo ao grupo sem comprometimento
linfonodal, indicando uma maior ativacao do sistema hemostatico no primeiro grupo.

Quando se associa a presenca de metastases (recidiva) durante o estudo de
acompanhamento por 24 meses, aos niveis de dimero-D (ultimos resultados obtidos
para esse marcador), pode ser observada uma elevagcdo nos niveis desse marcador
nas pacientes que evoluiram para metastase (12 apresentaram recidiva) (Figura 7B;
p=0,007), ou seja, pode-se admitir que quanto maior a invasdo, maior a exacerbacao da
ativacdo do mecanismo hemostatico, configurando um estado de hipercoagulabilidade
com deposicéao fibrina. O aparecimento de metastase estd associado ao processo de
remodelacdo do tumor, e como este estd associado a formacao de fibrina, pode-se
inferir que a progressdo do tumor esta relacionada a uma condicdo de
hipercoagulabilidade traduzida por niveis elevados de dimero-D conforme descrito por
Benoy e cols. (2005).

No presente estudo, foram observadas 18 pacientes com a classificacdo triplo
negativo. Apesar dos tumores triplo negativos apresentarem prognostico pior, quando
analisada a relacdo entre triplo negativo e niveis plasmaticos de dimero-D ndo foram
observadas diferencas significativas (Figura 7C, p=0,976), ou seja, ndo foi possivel
inferir sobre maior ativacdo do mecanismo hemostético neste restrito niumero de
pacientes com tal fenétipo.

A Figura 8 mostra as medianas de dimero-D nos trés momentos estudados.
Pode-se observar que o grupo controle diferiu significativamente em relacdo aos
resultados obtidos de pacientes no momento do diagnéstico (p>0,0001), ao término dos
8 meses de quimioterapia (p=0,001) e 24 meses apods o diagnostico (p=0,010) para os
niveis deste marcador. Estes resultados remetem a idéia de que o mecanismo
hemostéatico se encontrava mais ativado no momento do diagnostico do cancer,
ativacdo essa minimizada ao término dos 8 meses de quimioterapia. Apos 24 meses de
diagnéstico, os valores de dimero-D se mostraram ainda mais reduzidos, no entanto,
ainda permaneciam mais elevados que os valores observados no grupo controle. Esta

reducdo gradual nos niveis deste marcador deve possivelmente refletir refletindo a
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melhora clinica da maioria das mulheres, revelada por diminuicdo da ativacdo do

sistema hemostatico por estimulos tumorais.

Os nossos dados vém corroborar com achados da literatura que relatam uma
estreita associacdo entre niveis de dimero-D e evolucdo da doenca (SALGADO et al.,
2002; BLACKWELL et al., 2004).

A Figura 9 evidencia a relagdo entre os niveis de dimero-D e a sobrevida das
mulheres com cancer de mama receptor hormonal negativo mostrada em uma curva de
sobrevida de Kaplan Meier, através da qual pode-se observar o nimero de Obitos em
funcdo dos valores deste marcador, ao longo de 24 meses de acompanhamento destas
pacientes. N&o foi observada diferenca significativa quando se comparou a
percentagem de sobrevida das pacientes em funcdo de valores de dimero-D superior
ou inferior a 500,0 ng/mL (p=0,404). Uma outra analise foi realizada considerando os
valores de dimero-D superior ou inferior a 263,6 ng/mL (mediana do grupo controle), em
relacdo a percentagem de sobrevida das pacientes em fungédo deste novo ponto de
corte. Também ndo foi observada diferenca significativa (p=0,297) (dados néo
mostrados), em relacdo a percentagem de sobrevida e o novo ponto de corte.

Apesar desta auséncia de diferenca significativa, pode-se observar que dos oito
Obitos ocorridos, cinco (62,5%) foram de mulheres com niveis plasmaticos de dimero-D
superiores a 500,0 ng/mL contra trés (37,5%) que apresentaram niveis deste marcador
inferiores a 500,0 ng/mL, indicando ocorrer simultaneamente ativacdo do mecanismo
hemostéatico com deposicao de fibrina e progressédo da doenca (Tabela 13). Esta idéia &
reforcada por dados obtidos por outro tipo de andlise (Mann-Withney), conforme
mostrado na Figura 5B. As mulheres que sobreviveram ao cancer de mama no periodo
avaliado (24 meses) apresentaram niveis de dimero-D significativamente mais
reduzidos em relacdo aos niveis das mulheres que evoluiram para 6bito (p=0,047).
Cumpre ressaltar também que mulheres com cancer de mama e presenca de
metastase apresentaram também niveis de dimero-D significativamente mais elevados
do que mulheres sem metéstase (p=0,006; Figura 7B). Considerando a presenca de
metastase como fator altamente desfavoravel as pacientes, pode-se entdo admitir a
estreita associagdo entre niveis elevados de dimero-D e evolugdo desfavoravel da

doenca.
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A relacéo entre sobrevida ou presenca de doenca ativa com metastase e niveis
plasmaticos de dimero-D foi descrita por diferentes autores como Benoy e cols. (2005)
e Kilic e cols. (2007). No entanto, em estudo recente, ndo foi observada diferenca
significativa para os niveis plasmaticos de dimero-D entre pacientes com céancer de
mama receptor hormonal positivo e controles, mesmo quando avaliadas caracteristicas

de comprometimento linfonodal (YIGIT et al., 2008).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5 obtidos por meio de
uma regressao logistica univariada, considerando os niveis de dimero-D como variavel
independente, em relacdo as diversas variaveis clinicas de progndéstico, ndo foi possivel
constatar qualquer associacdo entre estas. Mais uma vez, o numero limitado de casos
estudados deve justificar a ndo observancia de associacao entre o dimero-D e variaveis

de prognostico ja bem estabelecidas pela literatura.

Assim os resultados obtidos apontam para o fato de que, apesar de mulheres
com cancer de mama receptor hormonal negativo apresentarem niveis
significativamente mais elevados de dimero-D do que mulheres sem céancer, niveis
normais de dimero-D ndo permitem inferir sobre sobrevida livre de doenca. No entanto,
niveis elevados deste marcador parecem sinalizar para a necessidade de maior
atencdo as pacientes no sentido de uma rigorosa investigacdo a procura de

metastases.

6.2.2 Fator Tissular (FT)

O FT, expresso pelas células tumorais, participa do desenvolvimento de
metastase possivelmente ativando o mecanismo hemostatico. Estudos recentes
indicam o envolvimento deste marcador com a angiogénese e crescimento do tumor
(MACKMAN, 2009).

Niveis plasmaticos elevados de FT estdo associados com a progressao clinica
da doenga, bem como a um diagnostico desfavoravel. Assim, Versteeg e cols (2008)
descreveram uma importante relagcédo entre FT e Fator VII ativado (Vila) com o

crescimento do tumor. Sabe-se que células tumorais podem expressar fator tissular
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(MACKMAN, 2008) e proteinas componentes do sistema fibrinolitico, tais como uPA,
tPA, PAI-1 e PAI-2 (KWAAN, 1992). Todavia, em pacientes com cancer parece
prevalecer um estado de hipofibrinélise, favorecendo a manutencdo da fibrina,
contribuindo para o crescimento tumoral.

Os niveis plasméticos de FT nas pacientes com cancer de mama receptor
hormonal negativo foram significativamente mais elevados quando comparados aos
niveis obtidos para o grupo controle (Figura 10A, p=0,0002). Entretanto, nao foi
encontrada diferenca significativa quando os niveis deste marcador foram comparados
entre pacientes que evoluiram para 6bito e que sobreviveram (Figura 10B, p=0,313). O
status menopausal (Figura 10C), e Ki67 (Figura 11C) ndo afetaram significativamente
0s niveis de FT, enquanto pacientes com a variavel HER2 positivas mostraram niveis
significativamente elevados (Figura 11A, p=0,050). J4 a variavel p53 parece afetar
contrariamente 0s niveis deste marcador, ja que aquelas mulheres com p53 positivo
apresentaram niveis significativamente mais baixos de FT do que as mulheres com p53
negativo (Figura 11B, p=0,023).

Grignani e Maiolo (2000) descreveram a relacao entre a expressao aberrante de
FT nas células do endotélio vascular em pacientes com cancer de mama, como sendo
resultado da ativacdo dos oncogenes K-ras e da perda da capacidade supressora do
gene TP53. Além disso, acredita-se que a via de formacédo de fibrina € essencial para
dar suporte ao processo de angiogénese, garantindo assim a oferta de oxigénio ao
tumor (RICKLES et. al., 2003, RAK et.al., 2006).

De acordo com Rickles e Falanga (2001) e também Yu e cols. (2004), existe uma
forte associacdo entre niveis elevados de FT e a progressdo clinica do cancer,
apresentando, portanto, um prognostico desfavoravel. Dessa forma, pode-se admitir
gue no cancer existam fatores desencadeantes da expressao de FT, embora em nosso
estudo os niveis deste marcador ndo se mostraram associados a progressdo da
doenca. A auséncia de diferenca significativa para os niveis de FT entre pacientes que
sobreviveram ou ndo e entre pacientes com e sem metastase (Figura 12B) vem
corroborar com a idéia de que apesar do FT estar aumentado nas pacientes com
cancer de mama receptor hormonal negativo, este marcador parece nao ser util para

sinalizar evolugdo desfavoravel.
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O fendtipo triplo negativo tem sido descrito como de pior prognéstico (DENT et
al., 2007; RAKHA et al, 2007). Entretanto, os niveis de FT se mostraram com tendéncia
a elevacao no grupo nao triplo negativo (Figura 12C, p= 0,058).

Quanto ao comprometimento metastatico dos linfonodos e presenca de
metéstase, importantes fatores preditores prognosticos, estes ndo apresentaram
relacdo com os niveis de FT neste estudo (Figuras 12A e 12B).

O presente estudo analisou os niveis plasmaticos de FT durante 24 meses e em
trés momentos distintos, cujas medianas sdo apresentadas na Figura 13. Foram
observadas diferencas significativas para o FT entre o grupo controle e 0s outros
grupos envolvendo as pacientes logo apds o diagnéstico (12 coleta; p<0,0001), apds
quimioterapia adjuvante (22 coleta; p=0,0004) e aos dois anos de acompanhamento
apos o diagnostico inicial (32 coleta; p=0,0002). Conforme observado os niveis de FT
foram mais elevados ao diagnostico e permaneceram significativamente elevados em
relacdo ao controle, mesmo apos 24 meses de acompanhamento. Apesar da possivel
melhora clinica da maioria das pacientes, os casos de doenca ativa, porventura
existentes neste grupo, poderiam explicar a manutencdo dos titulos de FT mais

elevados ao longo do periodo avaliado.

Em estudos prévios, o aumento dos niveis plasmaticos de variaveis hemostaticas
foi reportado em pacientes com cancer de mama (YIGIT et al.,, 2008). Entretanto,
existem poucos estudos especificos sobre a interacdo de parametros hemostaticos com
fatores progndsticos e preditivos, conforme investigados no presente estudo. Os n0ssos
achados permitem inferir que pacientes com cancer de mama receptor hormonal
negativo apresentam niveis significativamente elevados de FT em relagcdo ao grupo
controle, corroborando com a idéia de que pacientes com cancer apresentam um
estado de hipercoagulabilidade ja desde o diagndstico, o que pode explicar em parte 0s
niveis significativamente elevados de dimero-D e a predisposi¢cdo a eventos tromboticos

nesta doenca.

A curva de sobrevida apresentada na Figura 14, nao revelou diferenca
significativa (p=0,138) em relagdo a percentagem de sobrevida entre mulheres com
cancer de mama receptor hormonal negativo com niveis plasmaticos de FT superiores e

inferiores a 263,6 ng/mL. Este valor de corte foi estabelecido com base na mediana do
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grupo controle, pois ndo existem valores de referéncia descrito na literatura para FT.
Por ndo existir um valor de referéncia para FT, o que inviabilizaria uma correta
interpretacdo dos resultados, ndo foi realizado o modelo de regressao logistica
univariado envolvendo o FT e as variaveis de prognaostico.

Quanto a sobrevida, o estudo mostrou trés ébitos (37,5%) nas pacientes que
apresentavam FT abaixo de 266,3 ng/ml, e cinco 6bitos (62,5%%) com niveis de FT
superior a 266,3 ng/mL. Tal fato remete a idéia de que niveis do FT elevados além de
estarem relacionados ao céncer de mama, encontram-se mais frequentemente
naquelas pacientes com pior prognéstico (Tabela 13).

N&o foi observada correlacdo entre o dimero-D e Fator Tissular (Tabela 6).
Provavelmente a ativacdo da cascata de coagulacdo envolve mecanismos diversos. A
associacdo entre constituintes hemostaticos e angiogénse ja esta bem estabelecida,
sendo esta Ultima favorecida por ativacao da coagulacdo que promovera a formacéo da
fibrina. A formacg&o da fibrina resultando em niveis elevados de dimero-D parece nao
ser resultante apenas dos niveis mais elevados de FT. Outros fatores ativadores do
sistema hemostatico ja foram descritos como cancer procoagulante (DVORAK et al.,
2006), produzido por células tumorais e que ativam diretamente o fator X, resultando na
formacao de fibrina e, consequentemente, producdo de dimero-D. Conforme descrito
por Buller e cols (2007), o FT promove o aumento da expressdo do VEGF e do K-ras
favorecendo a angiogénese, a permeabilidade vascular, o aparecimento de mestastase
e 0 crescimento tumoral. Ap6s a deposicdo de fibrina, ha ativacdo do sistema
fibrinolitico, por meio da agdo da plasmina sobre a fibrina, gerando inicialmente
produtos de degradacéo de fibrina e, por Ultimo, o menor fragmento desta, o dimero-D
(BLACKWELL et al., 2000; KILIC, et al., 2007).

Entretanto, torna-se oportuno ressaltar a relacdo da doenca maligna com o FT,
principal ativador do sistema hemostatico. A expresséo de FT, promovendo a atividade
procoagulante e a atividade pro-angiogénica, € modulada por mutacées oncogénicas do
K-ras e no gene supressor de tumor TP53 em células de tumor coloretal humano
conforme reportado por Yu e cols. (2005). Estes autores também relataram que lesGes
oncogénicas provocaram um aumento de liberacdo de microparticulas contendo FT na

circulagcdo, o que poderia facilitar uma coagulopatia sistémica. Conforme revisado por
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RAK e cols. (2006), recentes estudos tém comecgado a explicar como doencas malignas
podem desregular o sistema hemostatico, por meio de oncogenes ativados (K-ras,
EGFR, PML-RARa e MET) ou atraves de genes supressores tumorais (TP53 e PTEN).
Estas alteracbes nos genes podem aumentar o risco de trombose por induzir a
expressdo de FT que é um potente procoagulante, além de aumentar os niveis de PAI-
1, um inibidor da fibrindlise. Os autores ainda mencionam que tais genes mutados,
frequentemente, interagem com fatores epigenéticos como hipoxia, inflamacéo, terapia
anti-tumoral, contato entre componentes do sangue e células tumorais, além de
vesiculas procoagulantes provenientes destas células, na circulagéao.

Com base no exposto para os dois marcadores hemostéticos, parece razoavel
sugerir que o dimero-D correlaciona melhor com a evolucdo do cancer de mama
receptor hormonal negativo comparado ao FT, embora nenhum dos dois marcadores se
mostraram Uteis na predicdo do desfecho, ou seja, 0s niveis observados ao diagndstico
ndo foram preditores de metastase/6bito.

Finalmente, uma oportuna complementacdo ao assunto que vem sendo ora
discutido se refere ao real papel da ativacdo da coagulacdo e sua relacdo com
oncogenes, na progressao do céncer. Recentes estudos reportaram que 0 uso da
heparina de baixo peso molecular apresenta efeito anti-tumoral (PETRALIA et al.,
2005). Isto € consistente com a idéia de que varias proteinas da coagulacdo possuem
importante papel em processos celulares desenvolvendo crescimento tumoral, invasao,
metastase e angiogénese (BROWDER et al., 2000). Por exemplo, FT pode favorecer o
crescimento tumoral por aumentar a geragdo local de proteases da coagulacdo
(BOCCACCIO et al, 2005). Estas proteases (FVllla, FXa e trombina) ativam vias de
sinalizacao intracelular em células tumorais por meio de clivagem de receptores
ativados por proteases (PAR), particularmente PAR-1 e PAR-2 (BELTING et al., 2005).
Finalmente, estas alteracbes podem favorecer a expressdo de potentes fatores
angiogénicos (VEGF e IL8), supressédo de inibidores angiogénicos (trombospondinas 1
e 2), desencadeando genes prosobrevida (Bclxl) e acentuada alteracdo de
propriedades metastaticas e migratorias (BELTING et al., 2005).

Muitas questdes importantes para a conduta médica no tratamento do cancer de

mama receptor hormonal negativo parecem obscuras. Um importante aspecto ainda a
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considerar consiste na potencialidade do uso de Heparina de Baixo Peso Molecular
(HBPM) e outros anticoagulantes como adjuvante para as terapias alvo e
antiangiogénica em varios tipos de cancer, inclusive no de mama (PETRALIA e cols.,
2005).

O presente estudo desenvolvido em mulheres com céancer de mama receptor
hormonal negativo teve como vantagem o fato de ter contemplado um sugrupo de pior
prognastico, o triplo negativo, o qual contribui com 10 a 17% de todos os tumores de
mama (CAREY et al., 2007). Nao foram encontrados estudos similares em nosso meio,
cujo tema podera ter continuidade em estudos posteriores permitindo um maior
conhecimento desta complexa, heterogénea e grave doenca.

As mulheres selecionadas para compor o grupo controle foram provenientes
também da regido Sul do pais a fim de que pacientes e controles pudessem apresentar
caracteristicas étnicas e sociais similares, aspecto importante para a validacdo da
interpretacdo dos resultados obtidos. As coletas de sangue das pacientes e controles
foram realizadas no mesmo periodo, anulando o possivel efeito do congelamento por
diferentes periodos sobre os marcadores hemostaticos.

Porém, como fatores limitantes do estudo e que podem ter impedido o achado de
diferencas significativas entre os grupos, bem como ter sido decisivo para a auséncia
de associacao entre varidveis de prognostico e aparecimento de mestastases/obito e
entre variaveis de prognadstico e niveis plasmaticos de dimero-D, ressalta-se o niumero
limitado de mulheres que participaram deste estudo. Além do mais, como doenca
multifatorial, as mulheres com o cancer de mama possivelmente apresentavam outras
caracteristicas importantes, porém desconhecidas até 0 momento, ndo sendo portanto,
passivel de exclusdo. Doencas intercorrentes também ndo podem ser completamente

excluidas.

6.3 Aspectos moleculares

A pesquisa de polimorfismos genéticos pode ser uma importante ferramenta no

diagnéstico, bem como no acompanhamento do céncer da mama, por serem
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marcadores de prognéstico (JEZEQUEL et al., 2004) e por estarem associados ao
aumento da susceptibilidade ao cancer (SAADAT; NSARI-LARI, 2008).

A importancia do polimorfismo Gly388Arg no gene FGFR4, das mutacdes C677T
no gene MTHFR, C282Y e H63D no gene HFE, em pacientes com cancer de mama, foi
avaliada através da comparacdo da freqiiéncia destas alteracdes genéticas entre as
pacientes e o grupo de mulheres sem o histoérico da doenca. Para isto, o grupo controle
foi constituido por mulheres oriundas da mesma regiao de origem das pacientes, com
faixas etarias semelhantes, mantendo o mais homogéneo possivel o background
genético a fim de diminuir as varia¢des intra-populacionais.

Comparando a frequéncia do polimorfismo Gly388Arg no gene FGFR4 nos dois
grupos estudados (Tabela 7), observa-se uma maior freqiéncia deste polimorfismo no
grupo controle ao utilizar o modelo de dominancia (p=0,032). No entanto, quando
avaliada a homozigose isoladamente, num modelo de heranga recessiva, nenhuma
diferenca foi observada, sugerindo que o polimorfismo Gly388Arg ndo esta associado
ao surgimento da doenca. Este achado esta de acordo com os resultados descritos por
Jezequel e cols. (2004) nos quais a presenca do polimorfismo ndo aumenta, em
individuos higidos, o risco para cancer de mama.

A freqUiéncia da mutacdo C677T no gene da MTHFR ndo mostrou diferenca
significativa entre os grupos de mulheres com cancer de mama e os controles (Tabela
8), sugerindo que, isoladamente, esta mutacdo ndo apresenta uma associacdo com o
surgimento da doenca (CHOU et al., 2006; XU et al., 2007).

Acredita-se que as propriedades pro-oxidativas do ferro possam acarretar uma
instabilidade gendmica, favorecendo o desenvolvimento de tumores. Assim, as
mutacdes no gene HFE, que contribuem para uma maior absor¢cdo de ferro pelo
organismo, assumiriam potencial importancia no desenvolvimento do cancer (GUNEL-
OZCAN et al., 2006). Os resultados do presente estudo obtidos na anéalise da mutacao
C282Y nédo corroboraram para fortalecer esta hipétese, jaA que a incidéncia destas
mutacdes em mulheres com cancer de mama ndo diferiu significativamente das
mulheres do grupo controle. Entretanto, quando analisada a presenca da mutacao
H63D em um modelo recessivo, observou-se uma maior frequéncia desta mutagéo na

mulheres com cancer de mama (p=0,046) (Tabela 10), fortalecendo dados da literatura
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gue mostram a associagao entre esta mutacdo H63D e a doenca (GUNEL-OZCAN et
al., 2006; KALLIANPUR et al., 2004). Entretanto, um outro estudo ndo observou esta
associacdo, sugerindo que exista uma variabilidade populacional com relacdo ao
encontro desta mutacdo (KONDRASHOVA et al., 2006).

Apesar de ter sido observada forte descendéncia européia nos dois grupos
estudados, sendo selecionadas mulheres oriundas de uma mesma regiao geogréfica, a
variabilidade étnica nesta populacdo ndo pode ser descartada. Considerando que
marcadores de origem étnica ndo foram avaliados, a variacdo intra-populacional,
associada a um grupo amostral pequeno, pode explicar provavelmente a auséncia da
associacdo entre algumas mutac¢des/polimorfismos com o cancer de mama,
contrapondo os resultados de outros estudos (KALLIANPUR et al., 2004). Entretanto,
devido ao fato de que em outros trabalhos estas alteracdes genéticas ndo tenham sido
relacionadas ao desenvolvimento da doenca (KONDRASHOVA et al., 2006), observa-
se que ainda existem controvérsias com relacdo ao impacto da presenca destas

mutacdes/polimorfismos no cancer de mama.

Apos avaliar a importancia das mutagdes/polimorfismos no desenvolvimento do
cancer de mama, foi realizada uma analise de regressao logistica multipla envolvendo
as mutacbes C677T, H63D e GIly388Arg a fim de verificar a implicagdo destas
alteracdes moleculares no progndstico da doenca e das variantes clinicas (Tabela 11).
A mutacdo C282Y néo foi incluida na analise devido ao pequeno numero de individuos

gue apresentaram esta mutacdo em homo e heterozigose nos dois grupos.

A mutacao C677T mostrou uma associacdo com a ocorréncia de metastase/dbito
e, consequentemente, com o comprometimento de linfonodos. Estes dados corroboram
com os achados de Campbell e cols. (2002), Chou e cols. (2006) e Xu e cols (2007), os
quais demonstraram que a presenca desta mutacdo esta relacionada a uma menor
sobrevida de mulheres com cancer de mama. E importante ressaltar que dos oito 6bitos
ocorridos desde o inicio do presente estudo, cinco pacientes (62,5%) apresentaram a

mutacao, sendo duas delas em homozigose e trés em heterozigose.

Foi também observada a associacdo do polimorfismo Gly388Arg a presenca de

metastase/Obito. Embora este polimorfismo ndo tenha se mostrado eficaz como um
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marcador de comprometimento linfonodal, conforme ja descrito por Jezequel e cols.
(2004), alguns trabalhos confirmam sua associacdo com um pior progndéstico e menor
sobrevida da paciente (SPINOLA et al., 2005; THUSSBAS et al, 2006).

Embora ndo tenha sido encontrada uma relacao significativa entre a mutacéo
H63D e metastase/dbito, observou-se uma associacdo com 0 comprometimento de
linfonodos e com a presenca da proteina p53. Sabe-se que a relacdo desta mutacéo
com o cancer de mama baseia-se no aumento da deposicao intracelular de ferro, o qual
pode desencadear eventos mutacionais no DNA (KALLIANPUR et al., 2004; GUNEL-
OZCAN et al., 2006). Isso explicaria a associagcdo com a p53, uma vez que 0 aumento
desta proteina defectiva na imunohistoquimica é decorrente de mutagbes no gene
TP53.

Sabe-se que as alteragcdes no gene MTHFR, tendo a C677T com a mutacéo
principal, estdo relacionadas a uma diminuicdo da sintese de S-adenosilmetionina
(SAM), o qual consiste no principal doador de grupamento metil para o DNA (ERICSON
et al., 2009). Uma vez comprometida a metilacdo do DNA, principalmente em regifes
promotoras, aumenta-se a chance de oncogenes apresentarem um nivel de expressao
elevada, desencadeando o evento tumoral. Esta hipOtese explicaria a associacao
observada entre a mutacdo C677T e a superexpressdo do oncogene HER2. E
interessante ainda o encontro da relacéo entre esta mutacao e o Ki67. Por constituir-se
um marcador de proliferacao celular no tumor, observa-se o0 aumento de sua expressao
na presenca da mutacéo (considerando como positivo a sua presenca em mais de 30%
das células), o que novamente pode justificar a associacdo com a mutacdo C677T.

Acredita-se que a associacdo encontrada entre a mutacdo Gly388Arg e o
aumento da expressdo de Ki67 seja indireta, uma vez que esta mutacdo esta
relacionada a um pior prognostico, bem como a presenca de Ki67 em valores
superiores a 30%. Portanto esta relacéo ja seria esperada, o que foi confirmado atraves

da analise de regresséo logistica.

Dentre todas as variaveis estudadas, a relacdo das mutac¢des/polimorfismos com
metastase/Obitos torna-se particularmente importante como fator progndstico da
doenca. Desta forma, este risco foi expresso atraves da probabilidade de cada
alteracdo molecular influenciar o evento clinico (Tabela 12).
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A probabilidade da mutacdo H63D no gene HFE de influenciar metastase/obito
foi menor (22,4%) quando comparado as mutacdes C677T e Gly388Arg, conforme ja
havia sido demonstrado na analise de regresséao logistica. Desta forma, conclui-se que
a mutacdo H63D nao esta envolvida no progndéstico, mas em eventos mutacionais que

podem desencadear a doenca.

A mutacdo C677T no gene da MTHFR apresentou uma probabilidade
intermediaria entre as outras mutacfes (35%), mas cuja acdo em desencadear
metastase/Obitos foi potencializada com a presenca concomitante da mutacao
Gly388Arg. Assim, pode-se concluir que o envolvimento do gene da MTHFR mutante no
pior prognostico de cancer de mama é indireto, uma vez que as mutagfes levam a
hipometilacdo em genes que desencadeiam a proliferacdo celular, 0 que por sua vez

resulta em maior chance de metastase/obito.

Embora ja descrita a associacdo entre a mutacdo Gly388Arg no gene FGFR4
(JEZEQUEL et al., 2004) e o pior prognostico do cancer de mama, esta relacdo ndo
havia sido ainda mensurada. No presente trabalho foi possivel estabelecer uma
probababilidade de risco (40,65%), confirmando que a presenca desta mutagado por si
s6é aumenta significativamente a chance da paciente desenvolver metastase e
consequente 6bito, tornando-a, portanto, um 6timo marcador de prognéstico da doenca
(Tabela 12). Cumpre ainda ressaltar que o efeito sinérgico das mutacbes C677T e

Gly388Arg correspondem a combinacdo de maior risco para o desenvolvimento da

metastase/Obito no cancer de mama receptor hormonal negativo.

6.4 Perspectivas futuras

Apés todas as consideragdes acima, vislumbra-se a seguinte indagacao:
constitui o dimero-D um marcador com potencial valor para monitorar pacientes com
cancer de mama receptor hormonal negativo apos o diagnostico inicial?

Pela analise dos dados obtidos no presente estudo, € possivel que o
monitoramento do dimero-D possa complementar o elenco de técnicas de progndéstico

convencionais utilizadas para monitoramento de tais pacientes uma vez diagnosticado o
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tumor. Esta assertiva é suportada pelo encontro de niveis significativamente elevados
de dimero-D (DD2 ou DD3) nas pacientes quando estas ja apresentavam recidiva,
embora ao diagnostico (DD1) este marcador ndo tenha se mostrado Gtil para predizer
qguais mulheres evoluiriam ou ndo para recidiva.

Para responder a indagacdo acima, € proposto em continuidade ao presente
estudo, um outro estudo prospectivo envolvendo um numero significativamente maior
de pacientes com cancer de mama, recém diagnosticadas, e ainda comprovadamente
sem metastases, as quais seriam monitoradas por meio da avaliagdo do dimero-D em
diversos momentos seguindo-se ao diagndstico inicial.

Uma vez obtidos os valores de dimero-D dentro de um espaco de tempo pré-
definido, estes seriam analisados a procura de associacdo entre o0s niveis deste
marcador e a presenca ou auséncia de recidiva. Se tal associacdo se confirmar, &
possivel que niveis de dimero-D em continua elevacdo, possa orientar para a
realizacdo de uma anamnese mais rigorosa e complementada pelos métodos
convencionais de investigacao de recidiva, visando diagnostico precoce desta condicao.
A adesao a idéia por parte de mastologistas e oncologistas constitui fator decisivo para
o delineamento final do estudo e implementacdo do mesmo, envolvendo mulheres com

cancer de mama receptor hormonal positivo ou negativo.
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8 CONCLUSOES

1. Ao diagnoéstico, foi confirmado um estado de hipercoagulabilidade, com
deposicdo de fibrina, em mulheres com cancer de mama receptor hormonal
negativo, traduzido por niveis plasméticos elevados de dimero-D e de fator
tissular;

2. O dimero-D néo foi capaz de funcionar como um marcador de progndstico ao
diagndstico, todavia, foi capaz de refletir o agravamento da doenca traduzida por
um estado de hipercoagulabilidade, com deposic¢ao de fibrina e iminente 6bito;
Niveis normais de dimero-D n&do permitem sugerir sobrevida livre de doenca,;

4. As variaveis de prognoéstico triplo negativo, status menopausal, grau
histologico,HER2, p53, Ki67, ndo afetaram significativamente a percentagem de
sobrevida ao longo de 24 meses, embora pacientes com comprometimento
linfonodal e o tamanho do tumor tenham apresentado algum impacto na
sobrevida;

5. As variaveis de prognostico ndo se mostraram associadas ao desenvolvimento
de metastases/6bito e nem com os niveis dos marcadores hemostéticos, tais
como dimero-D e fator tissular;

6. Os niveis de fator tissular ndo aumentaram nas mulheres que evoluiram para
recidiva/ébito;

7. A mutacdo H63D em homozigose no gene HFE apresentou associacdo com o
cancer de mama e mostrou-se relacionada ao comprometimento de linfonodos e
positividade para p53;

8. A mutacédo C677T no gene MTHFR apresentou associacdo com metastase/obito,
comprometimento de linfonodos, superexpressao de HER2 e Ki67.

9. A presenca do polimorfismo Gly388Arg no gene FGFR4, se apresenta associado
a variavel Ki67 e a maior probabilidade de risco de desenvolver metastase/ébito

quando comparado as outras alteracfes genéticas.
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APENDICE A- Questionério de exclusdo

AVALIACAO HEMATOLOGICA E MOLECULAR EM MULHERES COM CANCER DE
MAMA RECEPTOR HORMONAL NEGATIVO

As pacientes que atenderam estes critérios foram selecionadas como grupo controle.
0 Faixa etaria entre 40 e 70 anos. Idade ___ anos.

o Nao apresentar historico de cancer.

o Nao apresentar histérico de trombose.

o Nao apresentar histérico de cancer em parentes de primeiro grau.

o Nao estar em uso de terapia de reposi¢ao hormonal.

o Nao estar tomando anticoncepcional.

o N&o estar gravida.

Pesquisadores: Anna Paula Batschauer, Maria das Gracas Carvalho (Orientadora), Dr.

Marcos Ribeiro (Colaborador).

Eu , autorizo a coleta do meu sangue para a

pesquisa acima citada apos as informacgdes recebidas sobre os objetivos do trabalho.

Assinatura Data
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APENDICE B: Termo de consentimento livre e esclerecido

AVALIACAO HEMATOLOGICA E MOLECULAR EM MULHERES COM CANCER DE
MAMA RECEPTOR HORMONAL NEGATIVO

Prezada Sra.

Este estudo tem como objetivo a obtencdo de dados para uma melhor
compreensao dos mecanismos hematolégicos e moleculares envolvidos na evolugéo do
cancer de mama.

Sera realizada uma coleta de sangue, obtida através de puncdo venosa
periférica, para a realizacdo dos testes laboratoriais. A coleta seguira os procedimentos
padrbes do laboratério de Analises Clinicas.

Informamos que todos os resultados obtidos serdo sigilosos, ndo sendo permitido
0 acesso de qualquer pessoa estranha ao projeto de pesquisa. Caso Vocé queira
participar deste estudo, sua participacédo sera de fundamental importancia, autorize-nos
a coletar uma amostra de 10 mL de seu sangue, que serd utilizada nas analises deste
projeto, assinado a autorizacao abaixo.

Gratos pela sua colaboracéo,
Pesquisadores: Anna Paula Batschauer, Maria das Gracas Carvalho (Orientadora), Dr.

Marcos Ribeiro (Colaborador).

AUTORIZACAO

Autorizo a coleta de uma amostra de 10mL de meu sangue para ser utilizado em

testes laboratoriais relativos ao projeto de pesquisa acima.

Nome do paciente

Assinatura Data
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ANEXO A - CEP UNIVALI

W

UNIVALI

UNIVERSIDADE DO VALE DO ITAJAI

PRO-REITORIA DE PESQUISA, POS-GRADUAGAO,

EXTENSAO E CULTURA

Certificado

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo hematoldgica e hemostética no progndstico de

pacientes com cancer de mama.”, da académica Fabiana Viana Saraiva, com a orientagdo da Professora
Anna Paula de Borba Batschauer, esta de acordo com a Resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Satide/
MS, de 10/10/96, tendo sido aprovado através do parecer n® 156/2006 pela Comissdo de Etica em Pesquisa

da UNIVALI.

Pré-Reitor de Pesquisa, Pos-Graduagdo, Extensdo e Cultura

/. LW
(

Prof. Dr. Valdir Cechinel Filho

Itajai (SC), 25 de abril de 2008.

\

N\\\\I )
< \W«. P

w:&«ﬂm@: Anténio Hausen Beck
Coordenador do CEP/UNIVALI
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ANEXO B - CEP UFMG

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Ltica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 355/06

Interessada: Profa. Karina Braga Gomes Borges
Depto. Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Farmacia-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou ad
referendum, no dia 14 de janeiro de 2007, depois de atendidas as
solicitagdes de diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliacdo
hematolégica e molecular no prognéstico do cancer de mama”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esciarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano ap6s o inicio do projeto.

Profa. Dra. Mari eng a%c?;a Perez Garcia

Presidente do COEP-UFMG

Av. Presidente Antonio Carlos, 6627 - Unidade Adminstrativa I - 2° Andar ~ Sala 2005 - Cep 31270-901 — Belo Horizonte-MG
Telefone: (031)3499-4592 - FAX: (031) 24994516 ¢oep@prpg uting. br




ANEXO C - Preparo de reagentes

SOLUCOES UTILIZADAS NA EXTRACAO DE DNA
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a) SOLUCAO DE LISE DE HEMACIAS

Tris base 0,205¢
Cloreto de amonio 0,779
Agua miliQ estéril gsp 100 mL

Acertar o pH com HCL se necessério

b) SOLUCAO DE LISE DE LEUCOCITOS
NAOH 0,89

SDS 1,09

Agua miliQ estéril gsp  100mL

Aquecer a 68°C para dissolver o SDS

c) SOLUCAO DE PRECIPITACAO DE PROTEINAS
Acetato de Amonio 28,75¢g

Agua miliQ estéril  qgsp 50mL
Esterilizar por filtragdo. N&o autoclavar.

d) SOLUCAO DE HIRATACAO

Tris base 6,055¢
Agua estéril  gsp 50mL
Ajustar pH com HCL

Autoclavar.

e) EDTA05MpH8.0

EDTA 9,305¢g
AguamiliQ gsp 50mL

f) TE(LOW) pH 8,0 - SOLUCAO DE USO
Tris HCL 0,5 mL
EDTAOQ,5 0,1 mL
Agua miliQ  estéril gsp 50mL

9) ALCOOL 70%

Alcool etilico absoluto 70,0mL
Agua miliQ estéril gsp 100 mL

h) ALCOOL 95%

Alcool absoluto 95mL
Agua miliQ estéril gsp 100mL
i) SDS 10%

SDS 10g
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Agua miliQ estéril gsp  100ml
Aquecer a 68°C para dissolver o SDS
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SOLUCOES UTILIZADAS NO PREPARO DO GEL PARA ELETROFORESE
a) TBE 5X

Tris base 54 ¢
Acido bérico 27,59

EDTA 0,5M pH 8,0 20 mL
Agua bidestilada gsp 1000 mL

Conservar a temperatura ambiente.

b) SOPA PRIMITIVA 6% (PAGE 6%)

Acrilamida 58 ¢
Bisacrilamida 209
TBE 5X até completar 200 mL

Agua bidestilada gsp 1000 mL

Usar mascara e 6culos para o manuseio.
Conservar resfriado.

c) PERSSULFATO 10%

Perssulfato de amonio 30g
Agua 300 mL

Misturar o perssulfato e agua.
N&o respirar em cima da mistura — toxico.
Conservar resfriado.

d) TBE 1%

TBE 5X 200 mL
Agua bidestilada gsp 1000 mL

Conservar a temperatura ambiente.
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SOLUCOES PARA COLORACAO DO GEL DE ACRILAMIDA PELO NITRATO DE PRATA

a) SOLUCAO FIXADORA

Etanol pa. 5mL

Acido acético 250 ul (15 gotas)
Agua bidestilada gsp 45 mL

Conservar a temperatura ambiente.

b) SOLUGAO CORANTE = NITRATO DE PRATA 0,2%

AgNO; 159
Agua bidestilada 50 mL

Conservar a temperatura ambiente.
c) SOLUCAO REVELADORA

1. Solucéo de NaOH

NaOH 159

Agua destilada 50 mL

2 . Solucédo de uso
Solugéo de NaOH 45 mL
Formaldeido 150
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ANEXO D - Protocolo de preparo da extracdo de DNA

a) Pipetar em um tubo tipo Eppendorf®.
300 pL de sangue total
900 pL de solucéo de lise de hemacias

b) Incubar o material por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo invertido 5 a 6
vezes durante a incubacédo e posteriormente centrifugado a 14.000 rpm (13.000/16.000

g) por 2 minutos a temperatura ambiente.

c) Desprezar o sobrenadante e adicionar mais 600 pL de solucao de lise, repetir o

procedimento acima descrito.

d) Homogeneizar para ressuspender o pellet e adicionar 300 puL da solucdo de lise
nuclear e o homogeneizado. Cerca de 150 pL da solucdo de precipitacdo de proteinas

sao adicionados e misturados em aparelho vértex por 20 a 30 segundos.

e) Centrifugar novamente o material a 14.000 rpm por 3 minutos a temperatura
ambiente e transferir o sobrenadante para outro tubo contendo 300 pL de isopropanol.

f) Homogenizar por inversdo a mistura e centrifugar a 14.000 rpm por 3 minutos.

g) Desprezar o sobrenadante e adicionar 300 yL de etanol a 70%, com inversdo do

tubo vérias vezes.
h) Centrifugar novamente o tubo a 14.000 rpm por 3 minutos a temperatura ambiente.

i) Desprezar o sobrenadante rapidamente e manter o tubo aberto a temperatura
ambiente por 10 a 15 minutos para secar o precipitado. Apds este tempo, adicionar 50

ML de solucéo de hidratacao.
j) Manter os tubos a temperatura ambiente por cerca de 12 horas.

k) As amostras foram estocadas em temperatura de 2-8°C até sua utilizagao.
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