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1. INTRODUCAO




O céancer de mama é a neoplasia maligna mais comum no sexo feminino nos
paises industrializados constituindo a segunda causa de morte neste grupo. No Reino
Unido aproximadamente 40.000 mulheres desenvolverdo a doenca a cada ano (Mazhar
et al, 2006). Nos Estados Unidos, durante os anos de 1990 a 2000 a taxa de incidéncia
do cancer de mama vinha aumentando cerca de 3% ao ano, no entanto a partir de 2003
a incidéncia da doenca iniciou leve declinio. Esta reducdo deve-se principalmente a
dois motivos: a melhoria dos programas de rastreamento da doenca nas mulheres
acima de 45 anos de idade e, principalmente, devido a reducdo do uso indiscriminado
da terapia de reposicdo hormonal no grupo de mulheres entre 50 e 69 anos de idade
(Jemal, Ward , 2007; Jemal, Siegel, 2008; Brewster et al, 2009).

No Brasil, segundo dados do INCA (Instituto Nacional do Céancer), constitui a
segunda neoplasia maligna de maior incidéncia no sexo feminino, perdendo apenas
para os tumores de pele do tipo ndo melanoma. Para o ano de 2010 a estimativa € de
49.240 casos novos de cancer de mama, com um risco estimado em 49 casos a cada
100.000 mulheres, acarretando a maior mortalidade entre os canceres que acometem o
sexo feminino. E o cancer mais incidente entre as mulheres na regido sudeste do pais,
com taxa bruta de 65 casos por 100.000 mulheres. (INCA, 2010).

A despeito do diagnéstico precoce e dos avangcos no tratamento do cancer de
mama, a morbidade e mortalidade associadas a esta doenca permanecem elevadas; a
prevencao primaria, portanto, parece oferecer as melhores chances de impacto sobre
esta neoplasia, sendo esta embasada na quimioprevencao, assim como na modificacédo
de estilo de vida e nas cirurgias redutoras de risco (mastectomia e ooforectomia
bilaterais) (Prichard et al, 2003; Thomsen et al, 2008).

Quimioprevencéao € definida como o uso sistémico de agentes quimicos naturais
ou sintéticos, para reverter ou suprimir a passagem de lesdes pré-malignas para
carcinomas infiltrativos (Sporn et al, 1976). Entre estes se destacam os moduladores
seletivos de receptor de estrogénio (SERM), os retindides e os inibidores da aromatase
(IA) e da ciclooxigenase-2 (COX-2) (Prichard et al, 2003).



Ao que tudo indica, o cancer de mama é o resultado da interacdo de fatores
génicos com estilo de vida, habitos reprodutivos e o meio ambiente (Johnson-
Thompson, Guthrie, 2000). Todos os canceres de mama tém origem génica; acredita-se
que 90%-95% deles sejam esporadicos (ndo-familiares) e decorram de mutacdes
somaticas que se verificam durante a vida, e que 5%-10% sejam hereditarios
(familiares) devido a heranca de uma mutacdo germinativa ao nascimento, que confere

a estas mulheres suscetibilidade ao cancer de mama (Bilmoria et al, 1995).

No grupo de mulheres com alto risco familiar para o desenvolvimento do cancer
de mama podemos citar a presenca de mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (Dufloth
et al, 2005). Segundo o estudo metandlico realizado por Chen, Parmigiani (2007)
pacientes que apresentam estas mutacdes tém um risco de desenvolvimento do cancer

de mama de 57% e 49% respectivamente.

Ainda que o processo carcinogénico deva ser conduzido por mutacdes génicas,
existem, claramente, muitas varidveis epigenéticas, particularmente aquelas
relacionadas com ac¢fes autdcrinas, paracrinas e enddcrinas de moléculas reguladoras.
As modulac¢bes farmacologicas destas vias reguladoras oferecem grande potencial para

a prevencao do cancer (Badawi et al, 2002).

Conforme assinalado, uma das estratégias relacionadas com a quimioprevencgao
consiste no emprego dos inibidores da COX-2. Harris et al (2007), em estudo caso-
controle analisou o papel dos inibidores da COX-2 na quimioprevengédo em carcinomas
de mama, prostata, colon e pulmdo observando reducdo significativa no risco de
desenvolvimento destas neoplasias em 71%, 55%, 70% e 79% respectivamente. Em
estudo semelhante observou-se que o risco de cancer de mama pode ser reduzido de
forma significativa em pacientes que utilizam de maneira rotineira anti-inflamatérios nao
esteroidais, tais como aspirina ou inibidores da ciclooxigenase, em 25% (Harris et al,
2009).



A COX-2 pode estar expressa no carcinoma ductal infiltrativo (CDI), carcinoma
ductal in situ (CDIS), assim como nas hiperplasias atipicas. Visscher et al (2008),
realizaram andlise por meio de imunoistoquimica da expressdo da COX-2 em 235
mulheres com hiperplasia atipica, e observaram que o risco do desenvolvimento do
cancer de mama foi estatisticamente significante nas mulheres que apresentavam
expressdo da COX-2, concluindo que a quimioprevencdo com inibidores da COX-2
pode ser benéfica neste grupo de pacientes ( Visscher et al, 2008).



1.1. CICLOOXIGENASE-2

A ciclooxigenase é enzima que catalisa a conversdo do acido aracdénico em
prostaglandinas e se apresenta como duas isoenzimas: a COX-1 e a COX-2 (Shim,
Jung, 2003). A primeira € constitutiva e medeia fungbes fisiolégicas normais e a
segunda é indetectiavel na maioria dos tecidos normais sendo induzida por citocinas,
fatores de crescimento, oncogenes e promotores tumorais, assim contribuindo para a
sintese de prostaglandinas (PGs) em quadros inflamatorios e em tecidos tumorais

(Fosslien, 2000; Dempke et al, 2001).

Half et al (2002) avaliaram, por meio de andlise imunoistoquimica, a presenca da
COX-2 no carcinoma ductal infiltrativo (CDI), assim como em carcinoma ductal in situ
(CDIS) em 57 casos de cancer de mama. Constataram que a COX-2 estava presente
em 43% dos tumores infiltrativos e em 63% dos CDIS.

Shim, Gauthier (2003), analisaram a expressdo da COX-2, por meio de andlise
imunoistoquimica, empregando anticorpos policlonais, em 46 casos de CDIS e no
epitélio normal adjacente a este, assim como sua relagdo com o grau nuclear. A
expresséo da COX-2 foi observada em 85% dos CDIS, mostrando relag&o direta com o
grau nuclear (p= 0,048). Observaram ainda que a expressdao no epitélio normal
adjacente era sempre mais intensa que a observada no CDIS. Em estudo subsequente,
estes mesmos autores encontraram positividade para a COX-2 em 72% dos casos
analisados de tumores mamarios e demonstraram que a supreexpressdo da COX-2
esta relacionada com tumores infiltrativos de estadios mais avancados, e quando
analisaram somente os casos de CDIS encontraram 76% de positividade, sugerindo
que a superexpressdao da COX-2 esteja envolvida na progressdo para o tumor
infiltrativo (Shim,Jung, 2003).



Oliveira et al (2006), analisaram a expressédo da COX-2 nos CDI, CDIS e epitélio
normal e correlacionaram estas expressées com grau nuclear, grau histolégico e
presenca de comedonecrose. Como resultados encontraram a positividade da COX-2
em 87% dos casos de CDI, em 85% dos casos de CDIS e em 74,5% dos casos epitélio
normal. Estes dados mostraram alta correlagéo entre a expressao da COX-2 no CDl,
CDIS e epitélio normal (p< 0,001).

A COX-2 contribui para o desenvolvimento de varias neoplasias malignas, dentre
as quais podemos citar o carcinoma de colon, estbmago, prostata, bexiga e mama,
atuando na carcinogénese de varias formas, incluindo efeitos sobre apoptose,
proliferacéo celular, imunomodulacédo, agressao do tumor, neo angiogénese e invasao
tumoral. (Shim, Jung, 2003; Hawk et al, 2003).

No cancer de mama a COX-2 desempenha varios papéis dentre os quais
podemos citar: inibicdo da apoptose por meio da indugéo da prostaglandina E2 (PGE2)
levando a aumento da expressdo da proteina antiapoptética Bcl-2 (B-cell
lymphoma/leukemia-2) e diminuicdo da proteina pro-apoptética Bax (B-cell ymphoma 2-
associated protein X) e promocao da neoangiogénese (Krcova et al, 2008).

A apoptose é dependente da proteina anti-apoptética Bcl-2 e também da Bax e
Bak, que séo proteinas promotoras da apoptose celular. No cancer de mama a Bax
desempenha papel essencial como um facilitador da apoptose, funcdo esta que
assegura o balanco entre o principal membro antiapoptético desta familia, o Bcl-2
(Martinez-Arribas et al, 2008).

Alguns autores tém estudado a correlacdo entre a expressdo da COX-2 e sua
relacdo com as proteinas Bcl-2 e Bax. Shing et al (2008), observaram que em cultura de
células MCF-7 de cancer de mama com hiperexpressdo da COX-2, também
apresentavam niveis altos da proteina BCL-2 chegando a conclusédo que estes tumores

tém uma maior agressividade e um pior progndstico.



Zhu et al (2008), analisaram o efeito do inibidor de COX-1 e COX-2 derivado do
acido acetil salicilico em cultura celular de cancer de mama. Como resultados
observaram que este anti-inflamatorio aumenta a expressdo da Bax e diminui a
expressdo da COX-2 e do Bcl-2. Concluiram que esta medicagdo tem um efeito
antitumoral nas células do cancer de mama mediada pela inducdo da apoptose por
meio de supressdo da COX-2 e do Bcl-2 e conseqiientemente aumento na expressao

da Bax.

Ristimaki et al (2002), observaram que a COX-2 se correlaciona de forma
positiva com o antigeno de proliferacdo celular Ki-67/MIB (Molecular Immunology
Borstel). Analisando a expressdo da COX-2 em 1576 casos de CDI observaram que
nos casos de superexpressdo da COX-2 (37,4% dos casos) os indices de Ki67 estavam

altos (p<0,0001), caracterizando uma maior agressividade tumoral.

Boland et al (2004) estudaram a expressao da COX-2 no CDIS e observaram
que naqueles tumores que apresentavam altos indices de Ki67 houve associacao
positiva com a superexpressao da COX-2 em 79% dos casos; ja hos casos onde o Ki67
estava baixo a COX-2 estava superexpressa em apenas 55% dos casos (p<0,0001). O
autores concluiram que esta associacdo do Ki67 com a COX-2 nos CDIS confere um

maior potencial de invaséo.

Pold et al (2004) em cultura celular de cancer de pulmdo que superexpressam
COX-2 observaram que as mesmas apresentam um incremento dos mecanismos anti

apoptoticos e mitogénicos induzidos pelo IGF-1 (fator de insulina like 1).

Levitt et al (2004), realizaram estudo avaliando a a¢géo de um inibidor seletivo da
COX-2 (celecoxibe) em cultura célular de cancer de mama, observando que a

diminuicdo da expressdo da COX-2 determina a diminuicdo da expresséo do IGF-1 e



consequentemente da proliferagéo celular por mecanismo envolvendo a inducdo da

expressao da IGFBP3 (insulin-like growth factor binding protein 3).
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1.2. Bax e Bcl-2

A Bax, B-cell lymphoma 2-associated protein X, e o Bcl-2, B-cell lymphoma 2,
referem-se a uma familia de genes relacionados ao controle da apoptose celular. Suas
proteinas regulam a permeabilidade da membrana externa da mitocondria e podem ser
pro-apoptéticas (Bax, Bad, Bak e Bok, entre outros) e anti-apoptéticas (Bcl-2

propriamente dito, Bcl-xL, e Bcl-w, entre outros) (Chao et al, 1998).

A apoptose €, em geral, caracterizada pela condensacdo da cromatina e pela
degradacédo do DNA gendmico em fragmentos oligonucleossomais. Caracteriza-se pela
retracdo celular, perda da aderéncia com matriz extracelular e células vizinhas e
fragmentacao celular em corpos apoptéticos (Amarante-Mendes 2003; Grivicich et al
2007).

Existem duas vias principais que levam a célula a apoptose, a extrinseca
(citoplasmatica) e a intrinseca (mitocondrial). A primeira delas, a extrinseca, €
desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um grupo de receptores de
membrana da superfamilia dos receptores de fatores de necrose tumoral (TNF), cuja
ligacdo ativa a via das caspases. A outra via, a intrinseca ou mitocondrial, é ativada por
estresse intracelular ou extracelular como a deprivacdo de fatores de crescimento,
danos ao DNA, hipdxia ou ativacdo de oncogenes. Os sinais que sao transduzidos em
resposta a estes insultos convergem principalmente para a mitocondria, que integra os
estimulos de morte celular que levam a liberacdo de moléculas pro-apoptoéticas (Bax,
Bid e Bak) nela presentes (Grivicich et al, 2007).

A Bax é uma proteina pro-apoptética que em conjunto com a Bcl-2 (proteina
antiapoptotica que inibe a apoptose através da inibicdo da liberacdo do citocromo ¢
mitocondrial) sdo responsaveis pelo equilibrio celular. Apdés um estimulo de morte

celular, a Bcl-2 inibe a permeabilizacdo da membrana externa da mitocondria, pelo
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sequestro de Bax ou por competir por sitios que seriam ocupados pela Bax na

membrana externa mitocondrial (Adams et al, 1998).

A acdo de inibir a apoptose do Bcl-2 ocorre através inibicdo da acdo do
citocromo ¢ na mitocOndria, evitando a cascata de eventos que resulta no
comprometimento do potencial de membrana externo da mitocondria que, em

contrapartida, ativa a caspase 9 e subsequentemente a apoptose (Nadler et al, 2008).

A proteina Bcl-2 regula a apoptose estando presente na membrana mitocondrial,
apresentando ampla distribuicdo tecidual. No cancer de mama tem papel fundamental
na facilitacdo da apoptose, assegurando uma harmonia entre os principais membros de
sua familia. Atua como um protooncogene estando presente em varios tipos de
tumores. No cancer de mama sua expressao esta associada com prognéstico favoravel,
tumores de baixo grau, positividade para receptores hormonais e baixo status de

proliferacdo celular (Callagy et al 2006; Callagy et al 2008; Martinez-Arribas et al 2008).

A apoptose tem sido reconhecida pela sua importante acao tanto na formacéo do
tumor quanto na resposta ao tratamento. A Bax tem a fungcéo de acelerar a apoptose e
a perda da sua funcdo tem sido observada nos tumores de pior prognostico,
associando-se também com a resisténcia a quimioterapia e piora no prognostico em
pacientes com cancer de pancreas e ovario. Inversamente, o protooncogene Bcl-2
deveria realizar o papel antiapoptético de neutralizar a acao pro-apoptética da Bax. O
gene Bcl-2 é também conhecido pelo seu papel na sobrevivéncia celular e na
prevencao da apoptose induzida por agentes quimioterapicos (Kim et al, 2008).

A expressdo do Bcl-2 € associado com prognostico favoravel quando temos
tumores de tamanho pequeno, baixo grau nuclear e positividade de receptores de
estrogénio. Linjawi et al (2004), em estudo retrospectivo com 75 pacientes com
carcinoma ductal infiltrativo estadio IA, identificaram que nem a expressao do Bcl-2 nem

da Bax associaram-se com aumento da sobrevida livre de doenga e sobrevida global.
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Os tumores que apresentaram-se status hormonal positivo foram 64 dos 75 pacientes, e
dentre 0s casos com receptor positivos e que expressaram Bcl-2 73% foram receptor de
estrogénio (RE) positivos (p=0,017) e 45% foram receptor de progesterona (RP)
positivos ( p = 0,027).

Bachmann et al (2007), em estudo prospectivo, investigaram 274 pacientes com
carcinoma infiltrativo unilateral e analisaram a expressédo da Bcl-2 correlacionando-a
com a sobrevida. Observaram que a expressdo aumentada do Bcl-2 teve associacéo
significativa com sobrevida em 215 casos (p=0,009) e com metastases axilares
(p=0,008).

Madjd et al (2009), estudaram o aumento da expressao do Bcl-2 nos tumores
mamarios e identificaram que os altos indices do Bcl-2 correlacionaram-se com tumores
de baixo grau (P < 0,001) e com baixo comprometimento linfonodal axilar (P < 0,05).
Desta forma concluiram que 0s tumores mamarios que apresentam aumento da
expressdo da Bcl-2 sdo aqueles com baixas taxas de proliferacdo e morte celular,
enquanto os tumores com deficiéncia desta proteina apresentam elevado turnover
celular pela auséncia da proteina antiapoptotica Bcl-2, podendo considera-lo como fator
prognadstico independente.

O aumento da expressédo do Bcl-2 tem sido observado em tumores mamarios
receptores de estrogénio e de progesterona positivos, o que pode estar associado a
melhora na sobrevida da doenca (Nadler et al, 2008). Em estudo de casuistica
expressiva conduzido por Callagy et al (2006), incluindo 930 casos, mostraram que o
aumento da expressdo do Bcl-2 € um forte preditor de sobrevida, independente do
indice prognéstico de Nottingham, indice este que classifica as pacientes com tumores
infiltrativos da mama em trés grupos distintos de acordo com o tamanho do tumor, grau
histol6gico e status linfonadal axilar, e também pode estar associada a um melhor
prognéstico mesmo entre pacientes com alto risco de desenvolverem metastases a

distancia, com mais de dez linfonodos comprometidos (Galea et al, 1992).
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Pacientes que apresentam aumento na expressao do Bcl-2 tem um progndstico
melhor do que aquelas que apresentam baixa expressdo. Segundo estudo realizado por
Jung et al, 2009, que avaliaram 1080 pacientes com cancer de mama estadio clinico I,
encontraram que a hiperexpressdo do Bcl-2 foi associada a melhora na sobrevida

global quando comparados com 0s casos com baixa expressdo do Bcl-2.

Yang et al (2007), estudaram a correlacdo entre a expressdo do HER-2, PCNA
(proliferating cell nuclear antigen), Bcl-2 e Bax no prognéstico das pacientes com
carcinoma mamario em relacdo a sobrevida. Como resultados encontraram taxas de
sobrevida global em 5 anos de 82% e sobrevida livre de doenca de 38%. Observaram
ainda que a Her-2 e a Bax tem significativa influéncia na recorréncia tumoral (P<0,001)
e correlacionam-se com recorréncia local e metastases a distancia (P<0,05 e P<0,01) e
que a Bcl-2 e a Bax sao fatores preditores independentes de sobrevida global (P<0,05).
Concluiu que a HER-2 e a Bax se relacionam com pior progndstico no cancer de mama,

enguanto a Bcl-2 esta relacionada com melhor progndstico.
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1.3. Ki67/MIB

Gerdes et al (1983) descreveram o anticorpo monoclonal murino denominado Ki-
67, capaz de reconhecer um antigeno nuclear associado a proliferacdo. O Ki-67/MIB
(Molecular Immunology Borstel) € um anticorpo monoclonal de camundongo da classe
IgG1, obtido da fracdo nuclear bruta das células de Sternberg-Reed da doenca de
Hodgkin, derivado da linhagem celular L-428. (Gerdes et al.,1984; Brown et al 1990).
Esta localizado no nucleo, possivelmente associado ao nucléolo ou a componentes
fibrilares, estando presente em todas as fases ativas do ciclo celular, ou seja, G1, S, G2
e M, mas ausente na fase GO. (Gerdes et al.,1984; Brown et al 1990; Parrado et
al.,1996; Goodson et al.,1998)

O Ki-67 foi extensamente estudado no carcinoma mamario, sendo destacado
como fator prognéstico independente de sobrevida e recorréncia tumoral. Estes estudos
envolveram juntos mais de 4600 casos, provando que o Ki-67 € um fator prognostico
significante, inclusive em analises multivaridveis. Sua expressdo esta relacionada com
0 numero de células em proliferacdo e ndo ao tempo necessario para completar um
ciclo intermitético, definindo um estado e ndo uma taxa de proliferacdo, pois o Ki-67
informa se uma célula esta no ciclo, mas ndo a sua duracao (Scholzen,Gerdes,2000).

Alguns autores referem aumento da expressdo do antigeno Ki-67 com a
progressdo das fases do ciclo celular, tanto em tecidos normais quanto nos
neoplasicos. A maior expressao é observada durante a fase G2/M, enquanto células no
inicio do ciclo celular, fases GO/G1(G1T) e G1 tém pouca ou nenhuma expressao do Ki-
67. (Gerdes et al 1984; Guillaud et al 1989; Verheijen et al 1989; Dettmar et al 1997).
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Jalava et al (2006), em estudo com 2.065 casos de CDI observaram que o Ki67
pode ser considerado um fator prognostico independente, assim como status linfonodal
axilar, tamanho do tumor, idade e grau histologico. Corroborando o exposto, Viale et al
(2008) avaliaram o valor preditivo e prognéstico do Ki67 em pacientes que utilizavam
terapia hormonal para o tratamento do cancer de mama e observaram que altos niveis
de Ki67 estavam associados a fatores prognésticos desfavordveis e menor sobrevida

livre de doenca.

Harris et al (2008), em estudo metanalitico envolvendo 85 estudos com 32.825
pacientes com carcinoma mamario em estadio inicial, verificaram que altos indices do
Ki67 estam relacionados com piora na sobrevida global concluindo que estes tumores
tem uma agressividade maior. Também verificaram que tumores com alto indice de
Ki67 podem estar relacionados com uma maior probabilidade destas pacientes

apresentarem mestastases linfonodal.

Um estudo conduzido por Santisteban at al (2009) avaliando a expressédo do
Ki67 em casos de hiperplasia atipica da mama e observaram que a incidéncia do
cancer de mama em um periodo de dez anos apés o diagnostico foi maior nos casos
onde houve alta expresséo do Ki67 (14%) comparado com somente 3% nos casos de
baixo indice do Ki67, entretanto em um periodo superior a dez anos ndo houve
diferenca entre os dois grupos. Concluiram entdo que o Ki67 pode ser considerado um
biomarcador de risco de cancer de mama nos casos de hiperplasia atipica que esta

relacionado com o tempo.

O Ki67 pode ser utilizado como marcador de eficacia terapéutica em pacientes
com cancer de mama que se submetem a tratamento neoadjuvante. Dowsett et al
(2007), estudaram a expressdo do Ki67 em 158 pacientes com receptores hormonais
positivos, mensurando o nivel do Ki67 nas amostras de tumores antes e apos duas
semanas de terapia enddcrina. Observaram que alta expressdo do Ki67 apos duas

semanas de terapia endocrina foi associada com menor sobrevida livre de doenca
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concluindo que o nivel do Ki67 apds curto periodo de terapia enddcrina neoadjuvante
pode ser considerado um marcador prognostico nestas pacientes.

Altos niveis de proliferacdo celular podem ser considerados como um valor
preditivo de resposta ao tratamento. Mudancas na propor¢cdo de células com Ki67
positivas tem sido observada ap6s duas semanas de tratamento neoadjuvante, sendo
que uma gqueda do Ki67 nestes casos mostram uma melhor evolucdo no tratamento
destes tumores. (Dowsett et al 2004; Makris et al 1999). Minckwitz et al (2008)
avaliaram a resposta clinica ao tamoxifeno apdés duas semanas de tratamento
neoadjuvante e observaram que 0s tumores com baixa expressdo do Ki67 tiveram

melhor resposta ao tratamento do que os tumores com alto indice do Ki67.

De acordo com o consenso de St Gallen de 2009, onde foi discutido o tratamento
do cancer de mama, o Ki67 foi considerado importante na determinacao do progndstico
e para a decisdo da utilizacdo de quimioterapia sistémica (quando o Ki67 for alto) ou
somente com hormonioterapia (quando o Ki67 for baixo) nos casos onde houver

positividade dos receptores hormonais (Goldhirsch et al, 2009).
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1.4. IGF1-R

Outro fator prognéstico importante nos estudos sobre cancer de mama é o IGF1-
R (receptor do fator de crescimento insulina like 1) que medeia ac¢des bioldgicas do IGF-
1 e IGF-2 (fator de insulina like 2) estando expresso na maioria das células epiteliais do
cancer de mama, sendo importante para a aquisicdo do fenétipo de malignidade
(Sheen-Chen et al 2007; Werner & Bruchim 2009).

Os fatores de crescimento insulina-like 1 e 2 sao reguladores de acodes
enddcrinas, paracrinas ou autécrinas em varios processos biolégicos tanto em células
normais, quanto nas células neoplasicas. As acbes do IGF-1 sdo mediadas
principalmente pelo IGF1-R, enquanto que o IGF-2 estimula o IGF1-R e também o
receptor de insulina (IR). Ja esta bem estabelecido que em varios tipos celulares a
ativacdo do IGF1-R tem como fungdo regular processos bioldgicos tais como a
proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia celular, interacdo célula-célula e célula-
substrato, assim como crescimento tumoral independente do estimulo estrogénico,
processos estes que promovem a tumorigénese. Existem fortes evidéncias de que a
hiperexpressdo do IGF1-R esteja relacionada com a etiologia do cancer de mama e
prognostico desfavoravel (Surmacz 2000).

Ellis et al (1998), descreveram que o IGF-1 é um peptideo hormonal que atua
localmente como fator de crescimento nas determinadas vias autdcrinas e paracrinas
da célula, promovendo mitoses, sobrevida celular e acédo da insulina, sendo essencial
para a embriogénese, fisiologia pds-natal e desenvolvimento do céancer. A acgédo do
IGF-1 esta regulada por uma rede de proteinas ligantes e mecanismos de degradacao
que estdo interrompidos no cancer de mama fazendo com que ocorra uma
superexpressao de células malignas epiteliais, alteragdo no mecanismo da apoptose

maior sensibilidade a agédo estrogénica.
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Deming et al (2007), estudando o papel do IGF-1 na sobrevida por cancer de
mama, identificaram que o desequilibrio no IGF-1 pode estar implicado na etiologia e
progressdo do cancer de mama. Demonstraram ainda que existe relacdo entre a
sobrevida livre de doenga em mulheres com cancer de mama e status menopausal
definido, onde encontraram que h& maior risco de morte em mulheres com
superexpressao do IGF-1 na pos-menopausa . Por outro lado, Sheen-Chen et al
(2007), analisaram espécimes cirargicos de 106 pacientes com carcinoma infiltrativo da
mama que expressavam IGF-1 ndo observando relacéo significativa entre a expressao
do IGF-1 e a taxa de sobrevida também n&o encontraram associacdo com o status do

receptor de estrogénio.

Wu et al (2010), demonstraram que o estrogénio, substancia importantissima
para a carcinogénese mamadria, regula e é influenciado pelo IGF-1. Em estudo caso
controle visando para avaliar o papel do IGF-1 como biomarcardor para o cancer de
mama, analisaram o efeito em conjunto dos niveis de IGF-1 e do periodo de exposicdo
ao estrogénio e identificaram que o risco de cancer de mama relacionado ao IGF-1
difere de acordo com o status menopausal. Concluiram ainda que altos niveis de IGF-1
aumentam o risco na pré-menopausa, mas nao na pés-menopausa do desenvolvimento
da doenca. Além disso, elevadas concentracbes de IGF-1 em conjunto com um
prolongado periodo de exposicdo ao estrogénio estdo associados significamente com o
aumento do risco para o cancer de mama, particularmente tumores receptor de

estrogénio positivos.

O bloqueio do IGF1-R reduz a proliferagcdo tumoral e outros fatores de
progressdo tumoral. Analise imunoistoquimica de tumores primarios da mama
revelaram que altos nives de IGF1-R estdo relacionados a aumento da recidiva local em
pacientes submetidas a cirurgia conservadora e resisténcia ao uso do trastuzumabe
(anticorpo monoclonal utilizado no tratamento do cancer de mama em pacientes que
superexpressao o Her2-neu). Além disso, o status hormonal tem mostrado apresentar

grande influéncia nos niveis e acao do IGF1-R (Werner & Bruchim 2009).
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O IGF1-R estd emergindo como um dos mais promissores como terapia
molecular no tratamento do cancer. Mdltiplos caminhos podem ser utilizados tais como:
anticorpos contra o IGF1-R, inibidores da molécula quinase, ligacdo com proteinas IGF,
combinagao de terapias anti-IGF1-R e anticorpos contra IGF-1 e IGF-2 dentre outros
(Werner, Bruchim, 2009).

Estudos prévios mostraram que a aquisicdo do fenotipo maligno em carcinomas
mamarios iniciais se relacionam com o IGF1-R demonstrando seu papel na iniciacao e
promocao tumoral. Tumores em estadio inicial usualmente apresentam hiperexpressao
do IGF1-R, enquanto tumores mestataticos apresentam baixa expressdo (Sarfstein et
al, 2006).

Shin et al (2007), realizaram estudo comparando a expressdo do IGF1-R em
doenca mamaria benigna e maligna em comparacdo com o tecido mamario normal
adjacente. Verificaram que no grupo com doenca mamaria benigna houve
hiperexpressédo do IGF1-R tanto no tecido normal quanto no tecido com a doenga
benigna, e no grupo com tumores malignos a hiperexpressdo do IGF-1R ocorreu
principalmente nos locais de tecido mamario normal. Observaram ainda que pacientes
com alta expressdo do IGF1-R apresentam melhor progndéstico e maior periodo de
sobrevida livre de doencga, concluindo que a expressdo do IGF1-R pode ser um fator

prognéstico importante dentro do cancer de mama.

Tendo em vista a escassez de estudos avaliando a interagdo entre a enzima
COX-2 e os marcadores de apoptose Bcl-2 e Bax e os marcadores de proliferacdo Ki67
e IGF1-R idealizamos este estudo para avaliar a interrelacéo entre estes biomarcadores
nos carcinomas mamarios ductais in situ e infiltrativos a fim de obter informacdes que

possam a nos auxiliar na prevencéo e tratamento do carcinoma mamario.
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Desta forma, objetivamos avaliar em nosso trabalho:

1.

A correlacdo entre a reacao imunoistoquimica da enzima Ciclooxigenase-
2 e Bcl-2, Bax, IGF1-R e Ki67 nos carcinomas ductais in situ e infiltrativo

presentes no mesmo espécime cirdrgico.

Relacionar a presenca destes biomarcadores com idade, tamanho do
tumor, grau histolégico, grau nuclear, status axilar linfonodal e status

hormonal.



3. CASUISTICA E METODOS
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3.1 CASUISTICA

Foi realizado estudo transversal aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
ISCMSP (Lista 1), na clinica de Mastologia do Departamento de Obstetricia e
Ginecologia da Irmandade da Santa Casa de Misericérdia de Sao Paulo (ISCMSP) em
conjunto com o Servico de Ciéncias Patolégicas da mesma instituicdo, no periodo de
agosto de 2002 a janeiro de 2008. As pacientes que consentiram em participar do

estudo assinaram termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

No recrutamento, 885 pacientes com cancer de mama foram diagnosticadas e
tratadas cirurgicamente. Dentre estas, foram selecionadas 110 pacientes com cancer
de mama estadio clinico I, Il e Ill que apresentavam carcinoma ductal infiltrativo e
carcinoma ductal in situ concomitantes e satisfizeram nossos critérios de inclusdo e

excluséo; 46 foram submetidas a cirurgia conservadora e 64 & mastectomia (Lista 2).

3.1.1 CRITERIOS DE EXCLUSAO

As pacientes que apresentavam as seguintes condicbes foram excluidas do
nosso estudo: uso de qualquer terapia neoadjuvante prévia; uso de tamoxifeno ou
raloxifeno para quimioprevencédo; utilizacdo de terapia hormonal nas Ultimas oito
semanas; gravidas ou gue estivessem amamentando; uso de antiinflamatérios nos
altimos 15 dias; submetidas a biopsia prévia com intervalo inferior a um més da
obtencdo do espécime cirlrgico; que apresentavam obesidade morbida e pacientes

com doencas metabdlicas.
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3.2 METODOS

3.2.1 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Foi realizada a fixacdo do material do estudo em solucdo de formaldeido
tamponado a 10% sendo a seguir encaminhado ao Servigo de Anatomia Patoldgica da
ISCMSP.

Apébs o estudo macroscopico dos espécimes, os fragmentos selecionados foram
desidratados em alcool etilico, clareados pelo xilol e embebidos em parafina, para
confeccdo dos blocos. Os blocos foram cortados por meio de micrétomo calibrado para
cortes de 4 um de espessura. Os cortes histolégicos foram corados pelo método de

hematoxilina e eosina (HE) e foi realizada a leitura em microscépio 6ptico comum.

Os casos foram avaliados por dois examinadores, MALGS e GCMT, e os laudos
emitidos de acordo com a padronizacdo da Organizacdo Mundial de Saude, pelo

Servico de Anatomia Patoldgica da ISCMSP.

Os CDIS foram classificados de acordo com a presenca ou auséncia de
comedonecrose, em comedocarcinomas e hao-comedocarcinomas. Utilizamos os
critérios propostos por Dabbs et al (1993) e Elston & Ellis (1991) para a classificacao

dos CDI e CDIS quanto ao grau nuclear e histologico respectivamente. (Anexo 2)

Os casos que apresentavam CDI e CDIS adjacentes foram selecionados para a
confe¢cdo do arranjo tecidual em matriz, consagradamente conhecido como tissue
microarray (TMA), constando a marcacao de dois locais nas laminas de cada um dos
tipos histologicos a serem estudados e seus o0s locais correspondentes a estas
marcagOes nos blocos de parafina. Desta forma, para cada caso obtivemos quatro
areas marcadas, sendo duas delas com a presenca de CDIS e duas com CDI

totalizando 440 areas visando a confecgéo do TMA.
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3.2.2 — Tissue Microarray (TMA)

A técnica de TMA constitui tecnologia eficiente proposta para determinar a
expressao de proteinas ou genes por meio da juncdo de varias espécimes de tecido em
uma unica lamina de microscépio sendo, portanto, uma técnica eficaz e econdmica.
Desta forma permite a homogeneizacdo das rea¢cbes imunoistoquimicas diminuindo
vieses resultantes desses processos, outrossim otimiza a execucdo do estudo por
permitir a inclusdo de multiplos casos em um unico bloco de parafina. Outra vantagem
da técnica € que cada espécime € tratada de maneira idéntica a outra,
consequentemente a quantidade dos reagentes, o periodo de incubacdo e a
temperatura sédo iguais em toda a lamina e assim os resultados de sua coloracdo séo

perfeitamente comparaveis (Battifora 1986; Chen &Foran 2005; Hassan et al 2008).

Cabe assinalar que sdo reconhecidas como desvantagens do TMA a significativa
heterogeneidade entre as células tumorais e dentro dos tecidos, necessidade do
emprego de padrao técnico adequado, que permita a obtencdo de células puras, e a
necessidade de repeticAo nos casos negativos quando a quantidade de tumor é
pequena (Lakhani et al 2001; Sapino et al 2006).

Descricdo da técnica de TMA (Packeisen et al 2003, Rijn & Gilks 2004) ( Figuras
le?2)

1. Separacdo dos blocos de parafina previamente marcados com 4 pontos
(blocos doadores) descritos acima, correspondentes as areas de interesse ao
estudo imunoistoquimico (Anexo 3).

2. Utilizacdo do aparelho para criar espago vasado (“casela”) no bloco receptor;

3. Extracédo, do bloco doador, de um cilindro tecidual de 1,0 mm de didametro da
respectiva area de interesse previamente selecionada;

4. Transferéncia do cilindro tecidual obtido do bloco doador para a “casela”

previamente criada no bloco receptor com agulha de 1 mm,;
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5. Progressao, em fragbes de milimetros, a novas posi¢Bes dentro do bloco
receptor, de modo a criar coletinea de amostras teciduais seguindo
disposicao matricial;

6. Avaliacdo da qualidade do bloco final para armazenamento.

Figura 1 — Confeccdo do TMA

Figura 2: A- 3 blocos de TMA com os pontos referentes aos 110 casos. B- CDI/ CDIS
com comedonecrose corados pelo HE em cortes de TMA -20X AO (aumento original).
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As laminas foram confeccionadas através de corte em micr6tomo convencional
calibrados para cortes de 4mm e o material depositado em laminas silanizadas a 10%

para a reacao de imunoistoquimica (Figura 3).

Figura 3. Casos imunomarcados com a COX-2 escore 3: A 100 X Aumento
Original; B 200 X Aumento Original.

3.2.3. ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

Na analise da imunoistoquimica foram avaliadas as expressdes dos seguintes
anticorpos monoclonais COX2 e Bcl-2, o anticorpo policlonal Bax, o indice de
proliferacéo Ki67 e o IGF1-R. A técnica imunoistoquimica utilizada no presente estudo
foi realizada no Servico de Anatomia Patologica da ISCMSP, obedecendo aos

protocolos para as reacgoes realizadas (Boenisch T, 2001) (Anexo 3).

Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios preparados em solugéo
previamente otimizada, de camundongos na COX-2, Bcl-2, Ki67 e IGF1-R e em coelhos
na Bax. Para visualizacdo da reacdo, os cortes foram tratados com substrato
cromogénico (diaminobenzidina a 60 mg% em PBS associado a 1,5 ml de peréxido de
hidrogénio a 20 volumes), por cinco minutos, a 37°C. Os cortes foram contra-corados
com hematoxilina de Harris, seguiu-se desidratacdo e montagem em entellan com

laminula.
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A positividade da reacao para identificacdo das células tumorais e os marcadores
analisados foram sinalizados pela cor marrom (substrato cromogénico). Os anticorpos
primarios utilizados nas reacdes imunoistoquimica foram: Cox-2 clone CX-294 DAKO®,
Bcl-2 clone 124 DAKO®, Bax clone 43-61 DAKO®, Ki67 clone MIB-1 DAKO® e IGF1-R
clone 24-31 DBS® nas de dilui¢ées 1/80, 1/2000, 1/3000, 1/80 e 1/80 respectivamente.

A expressdo do complexo antigeno-anticorpo determinou a presenca de
coloracdo sépia nas areas de positividade, podendo ser estas nuclear, citoplasmatica
ou de membrana a depender do marcador avaliado. Os cortes foram também corados
em hematoxilina e eosina e a analise foi realizada pelo método semi quantitativo, de

acordo com os escores abaixo especificados.
Os critérios utilizados, para a avaliacio em escore das expressdes
imunoistoquimicas das enzimas COX-2 foram os mesmos empregados por Ristimaki et

al (2002) (Tab. 1)

TABELA 1. Escore utilizado para avaliacao das expressao da COX-2.

Escore Critérios avaliados para determinacao do escore

0 Nao se observam células coradas

Citoplasma e membrana celular corados difusa e fracamente (deve
1 apresentar, pelo menos, 10% das células coradas com intensidade

forte).

Coloracao citoplasmética granular e da membrana celular de moderada

a forte em 10-90% das células.

3 Mais de 90% das células coradas com intensidade forte.
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Os critérios para classificarmos a expressdo imunoistoquimica da Bcl-2, Bax,
IGF1-R e Ki67 foram os mesmos utilizados para a determinacdo do escore do HER-2
de acordo com o Herceptest® (Dako), (tabela 2). As células e ndcleos positivos foram

identificadas pela coloragdo marrom. (Ellis et al 2006)

TABELA 2. Escore utilizado para avaliacado das expressodes da Bcl-2, Bax, IGF1-R e
Ki67

Escore Critérios avaliados para determinacao do escore

Oel Menosde 10% de células

2 Menos que 30% das células marcadas com coloracéo fraca completa ou

forte incompleta

3 Mais que 30% das células marcadas com coloracdo forte e completa nas

células

Quando realizamos a analise em subgrupos (faixa etaria, tamanho do tumor,
grau histologico e nuclear, status axilar e receptores hormonais) utilizamos os mesmos
critérios adotados por Ristimaki et al (2002) para classificarmos a expressao
imunoistoquimica em positiva ou negativa; desta forma, foram classificadas como
negativas as pacientes com escores zero ou um e positivas as com escores dois ou

trés.
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3.3. ANALISE ESTATISTICA

Procedemos a andlise descritiva dos dados encontrados e a tabulacdo dos
mesmos, para realizacdo de testes parameétricos e ndo paramétricos. Os dados foram

dispostos em tabelas explicativas, visando tornar facil sua avaliagé@o e interpretacao.

Os dados avaliados foram a expressao imunoistoquimica da COX-2, Bcl-2, Bax,
IGF1-R e Ki67 no CDI e CDIS. Avaliamos ainda, a relacdo destas expressdes com o
grau nuclear, grau histologico, tamanho tumoral (tumores menores ou iguais a 2cm e
tumores maiores de 2cm), idade das pacientes (pacientes com menos de 50 anos e

aguelas com 50 anos ou mais de idade), comprometimento axilar e status hormonal.

Todos os dados foram avaliados pelo programa de estatistica SPSS® (Statistical
Package for Social Sciences) versdo 14.0, para microsoft windows. A Unica variavel
paramétrica avaliada foi a idade, sendo calculada sua mediana, variacdo média e
desvio-padrao.

As variaveis ndo paramétricas foram avaliadas, utilizando-se a analise de

correlacdo de Spearman, sempre se comparando a proporcao entre duas variaveis.

Aplicamos o teste de Qui-quadrado, com o intuito de verificar possiveis
diferencas entre os dois grupos etéarios (pacientes com menos de 50 anos de idade e
com 50 anos de idade ou mais), 0s grupos constituidos por tumores menores ou iguais
a 2cm e aquele com tumores maiores de 2cm, as variaveis grau nuclear, grau

histologico, comprometimento axilar e status hormonal.

Fixamos 5% como nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade para todos os

parametros por nos avaliados (Bernard, 1986).
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4. RESULTADOS

Apresentamos a seguir nossos resultados obtidos a partir da analise estatistica
da pesquisa da expressdao da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos CDI e CDIS que

satisfizeram os critérios por nés adotados.

As pacientes do estudo encontravam-se entre 26 a 90 anos de idade, com média
etaria de 56,4 anos, apresentando desvio padrdo de 12,81, e idade mediana de 55

anos.

De acordo com a analise imunoistoquimica da expressao da COX-2, Bcl-2, Bax,
IGF-1 e Ki67 nos 110 casos encontramos 0s seguintes resultados como positivos: 96
casos (87%) em COX-2 no CDI e CDIS; 60 casos (55%) em Bcl-2 no CDI e CDIS; na
Bax 25 casos (23%) em CDI e 21 casos (19%) em CDIS; no IGF-1 26 casos (24%) em
CDI e em CDIS; e no Ki67 96 casos (87%) em CDI e CDIS.

Realizando a analise estatistica destes dados encontramos alta correlacao entre
a expressdo da COX-2 presente no CDI com aquela observada no CDIS, o0 mesmo
sendo observado para os outros biomarcadores analisados (p< 0,001) (Anexo 4).
Observamos ainda correlagdo positiva entre as expressdfes da COX-2 e IGF1-R
(p=0,045) e negativa do Ki67 com o IGF1-R (p=0,013) (Tabelas 3 e 4).
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TABELA 3 — Correlagéo entre as expressdes da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos

CDI nos 110 casos.

Variavel Teste COX-2 Bcl-2 Bax IGF1-R Ki67
Estatistico
Correlagéo 1 0,138 0,113 0,191* 0,029
COX-2 Significancia (p) -- 0,152 0,241 0,045 0,766
Correlacao 0,138 1 -0,036 0,065 0,007
Bcl-2 Significancia (p) 0,152 -- 0,712 0,497 0,940
Correlacéo 0,113 -0,036 1 -0,055 -0,019
Bax Significancia (p) 0,241 0,712 -- 0,570 0,847
Correlacéo 0,191* 0,065 -0,055 1 -0,236*
IGF1-R Significancia (p) 0,045 0,497 0,570 - 0,013
Correlacao 0,029 0,007 -0,019 -0,236* 1
Ki67 Significancia (p) 0,766 0,940 0,847 0,013 -

(*) Correlacao estatisticamente significante com p<0,05. Teste estatistico: correlacdo de

Spearman
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TABELA 4 - Correlagdo entre as expressoes da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF1-R e Ki67 nos
CDIS nos 110 casos.

Variavel Teste COX-2 Bcl-2 Bax IGF1-R Ki67
Estatistico
Correlagéo 1 0,138 0,131 0,191* 0,029
COX-2 Significancia (p) -- 0,152 0,172 0,045 0,766
Correlacao 0,138 1 0,039 0,065 0,007
Bcl-2 Significancia (p) 0,152 -- 0,688 0,497 0,940
Correlacéo 0,131 0,039 1 -0,018 0,124
Bax Significancia (p) 0,172 0,688 -- 0,221 0,198
Correlacéo 0,191* 0,065 -0,018 1 -0,236*
IGF1-R Significancia (p) 0,045 0,497 0,221 - 0,013
Correlacao 0,029 0,007 0,124 -0,236* 1
Ki67 Significancia (p) 0,766 0,940 0,198 0,013 -

(*) Correlacao estatisticamente significante com p<0,05. Teste estatistico: correlacdo de

Spearman

Quando avaliamos a correlacdo da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 no CDI em
subgrupos de acordo com o grau nuclear, grau histolégico, grupo etario, tamanho do
tumor e status linfonodal axilar ndo encontramos diferenca no coeficiente de correlagéo

guando da andlise de todos 0s casos em conjunto.
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Quando analisamos a relagéo da expressédo da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67

no CDI em subgrupos de acordo com o grau nuclear e grau histolégico, nos CDIS de

acordo com o grau nuclear de ndo observamos diferenca estatisticamente significante.
(Tabelas 5, 6 e 7).

TABELA 5. Expresséo imunoistoquimica da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos 110

casos de CDI em relacéo ao grau nuclear.

GNI(%) GNII (%) GN Il (%) p

COX-2

4 (80) 63 (86,5) 29 (90,5) 0,516
positivo
negativo 1 (20) 10 (13,5) 3(9,5)
Bcl-2

2 (40) 39 (53,5) 19 (59,5) 0,725
positivo
negativo 3 (60) 34 (46,5) 13 (40,5)
Bax

1 (20) 17 (23) 7 (22) 0,510
positivo
negativo 4 (80) 56 (77) 25 (78)
Ki67

1(25) 63 (86,5) 32 (100) 0,518
positivo
negativo 3 (75) 10 (13,5) 0 (0)
IGF1-R

3 (60) 11 (15) 12 (37,5) 0,062
positivo
negativo 2 (40) 62 (85) 20 (62,3)

Teste estatistico: qui quadrado. GN Grau Nuclear
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TABELA 6. Expressdo imunoistoquimica da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos 110

casos de CDI em relacdo ao grau histolégico.

GH | (%) GH Il (%) GH 11l (%) p
COX-2
positivo 8 (89) 64 (86,5) 24 (89) 0,128
negativo 1(11) 10 (13,5) 3 (11)
Bcl-2
positivo 6 (66,5) 40 (54) 14 (52) 0,624
negativo 3 (33,5) 34 (46) 13 (48)
Bax
positivo 2 (22) 15 (20) 8 (29,5) 0,621
negativo 7 (78) 59 (80) 19 (70,5)
Ki67
positivo 2 (22) 67 (90,5) 27 (100) 0,075
negativo 7 (78) 7 (9,5) 0 (0)
IGF1-R
positivo 4 (44,5) 15 (20) 7 (26) 0,417
negativo 5 (55,5) 59 (80) 20 (74)

Teste estatistico: qui quadrado. GH Grau Histoldgico
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TABELA 7 — Expresséo imunoistoquimica da COX-2, Bcl-2, Bax, IGF-1 e Ki67 nos 110

casos de CDIS em relag&o ao grau nuclear.

GN | (%) GN 11 (%) GN 111 (%) p
COX-2
positivo 4 (80) 63 (77) 29 (90) 0,375
negativo 1 (20) 19 (23) 3 (10)
Bcl-2
positivo 2 (40) 39 (53,5) 19 (59,5) 0,428
negativo 3 (60) 34 (46,5) 13 (40,5)
Bax
positivo 0 (0) 16 (22) 5 (15,5) 0,360
negativo 5 (100) 57 (78) 27 (84,5)
Ki67
positivo 1 (20) 63 (86,5) 32 (100) 0,405
negativo 4 (80) 10 (13,5) 0 (0)
IGF1-R
positivo 3 (60) 11 (15) 12 (37,5) 0,519
negativo 2 (40) 62 (85) 20 (62,5)

Teste estatistico: qui quadrado. GN: Grau Nuclear

Analisando as expressbes da COX-2, Bcl-2, Bax,

correlacionando-as

com

receptores

hormonais,

IGF-1R e Ki67 e

encontramos  correlacéo

estatisticamente significante entre Ki67 e RE/RP com p < 0,01 e correlagdo negativa

estatisticamente significante entre IGF1-R e RE/RP com p < 0,05. Estes dados foram

semelhantes tanto no CDI quanto no CDIS (Tabela 8).
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TABELA 8. - Expressdo imunoistoquimica da COX-2, BCL-2, BAX, IGF-1 e Ki67 de
acordo com os receptores hormonais de estrogénio (RE) e progesterona (RP) nos 110

casos.
Variavel Teste IGF1-R Ki67 RE RP
Estatistico
Correlacao 1 -0,236* -0,193* -0,213
IGF1-R Significancia (p) -- 0,013 0,043 0,025
Correlacao -0,236* 1 0,373* 0,247*
Ki67 Significancia (p) 0,013 - 0,000 0,009
Correlacao -0,193* 0,373* 1 0,708**
RE Significancia (p) 0,043 0,000 -- 0,000
Correlacéo -0,213* 0,247** 0,708** 1
RP Significancia (p) 0,025 0,009 0,000 --

(*) Correlacdo inversa estatisticamente significante com p<0,05; (**) Correlacao

estatisticamente significante com p < 0,01. Teste estatistico: correlacdo de Spearman
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5. DISCUSSAO

A prevencdo primaria do cancer de mama € uma realidade. Varios estudos
demonstraram a efetividade de drogas como os SERMs e inibidores de aromatase (IA)
na quimioprevencdo do cancer de mama (Fisher et al, 1998; Powles et al, 1998;
Veronesi et al, 2002; IBIS-1, 2002; ATAC, 2008).

J& esta consagrado que a ulitizacdo de SERMs é efetiva na reducado do risco de
cancer de mama, e estudos recentes com IA sugerem que estes podem ser muito mais
efetivos que os SERMs. Estes agentes sdo Uteis no casos de tumores mamarios que
apresentam receptor hormonal (RH) positivo, entretanto nos casos com RH negativo

nao observamos este beneficio (Li, Brown 2009).

Li, Brown (2009), realizaram estudo em camundongos trasngénicos que
desenvolveram cancer de mama RE negativo, demonstrando que o0s rexindides
(andlogo dos retindides), inibidores da tirosino-quinase e inibidores da COX-2

apresentam propriedades quimioprofilaticas.

A enzima COX-2 esta superexpressa nos de tumores mamarios, constituindo
importante marcador bioldgico. Tem sido alvo de inimeros estudos buscando mostrar
seu papel na carcinogénese e historia natural do cancer de mama, através de
mecanismos que envolvem citocinas, fatores de crescimento, agentes apoptéticos e

promotores tumorais (Huang et al, 1998; Shim et al, 2003; Buskens, 2003).

Encontramos, em nosso estudo, a expressao imunoistoquimica da enzima COX-
2 em 87% dos casos de CDI avaliados. Half et al (2002), encontraram a presenca da
COX-2 em 43% dos 42 casos de CDI puros avaliados. Numeros semelhantes foram
observados por Ristimaki et al (2002), quando da analise de 1576 casos de CDI, onde
estes pesquisadores encontraram expressao positiva da COX-2 em 39,9% dos casos.
Ja Daives et al (2003), observaram esta expressdao em 79% dos 80 casos de carcinoma
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infiltrativo avaliados. Esta diferenca com o0s nossos resultados poderia ser explicada
pela auséncia do componente in situ nos casos avaliados nestes estudos. Jeong et al
(2003) constataram a presenca da COX-2 tanto no CDI como no CDIS em 81,6% de 38

casos estudados, sendo estes resultados semelhantes aos encontrados por nés.

Na analise da expressao imunoistoquimica da COX-2 no CDIS encontramos taxa
de positividade de 87%. Esta taxa é semelhante a encontrada por outros autores. Shim
et al (2003), analisando 46 casos de CDIS puros, observaram taxa de expressao
positiva da COX-2 em 85%. Half et al (2002), Jeong et al (2003), Tan et al (2004),
Boland et al (2004) e Perrone et al (2005), encontraram as seguintes taxas de
positividade respectivamente: 63%, 67%, 80%, 76% e 88%. Demonstrando, assim,
homogeneidade na expressédo da COX-2 no CDIS, sendo o mesmo nao observado na

doenca invasora.

Os mecanismos pelos quais a COX-2 esta regulada para cima no cancer de
mama sao desconhecidos, mas uma possibilidade € que as células deste tumor passem
a expressar de maneira mais ativa esta enzima devido a mecanismos intrinsecos,
guando em comparacao com o tecido normal. Envolvidas nestes mecanismos estaria a
inativacdo de genes supressores, como a p53, e a ativacdo de proto-oncogenes, como
0 Ras e HER-2/neu (Howe et al, 2001; Ristimé&ki et al, 2002; Benoit et al, 2004).

Em estudo semelhante ao nosso Martins et al (2008) avaliaram a correlagéo
entre a COX-2 e p53 em 107 casos de CDI e CDIS simultaneos. Como resultados
positivos obtiveram para a COX-2 87% dos casos no CDI e 85% no CDIS, resultados
estes muito semelhantes aos encontrados por nés; na p53 observaram como positivos
42,6% dos casos no CDI e 47% dos casos no CDIS. Nao observaram correlacéo
positiva entre a COX-2 e a p53, e quando da andlise da correlacéo destas enzimas com
grau nuclear, grau histoldgico, idade e tamanho do tumor né&o observaram resultados

estatisticamente significantes, assim como nos.
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Estudos recentes indicam que os anti-inflamatérios ndo hormonais podem inibir a
proliferacéo celular e induzir a apoptose em células tumorais. Wang et al (2009), em
estudo experimental analisou como o celecoxibe, um inibidor da COX-2, associado com
a via NF-KappaB (fator de trancricdo que esta ativado na maioria das células
cancerosas, cuja ativacdo por carcin0genos promove 0 crescimento celular,
diferenciacdo e metastases), e a apoptose em cultura de células de cancer de mama
tratadas com celecoxibe. Como resultados obtiveram que a proliferacdo celular teve
diminuicdo estatisticamente significante (p<0,05) no grupo tratado com celecoxibe, em
comparagcdo com O outro grupo que nao recebeu a medicagdo, concluindo que o
celecoxibe pode inibir a proliferacdo celular e induzir a apoptose através da down

regulation sinalizada pela via NF-KappaB.

Percebemos que, quando da presenca dos dois componentes tumorais no
mesmo espécime cirargico (CDI e CDIS), a taxa de positividade no CDI e CDIS foi
semelhante, provavelmente pela acdo paracrina de um dos componentes sobre o outro.
Os nossos achados denotam correlacdo positiva entre a expressédo da COX-2 no CDIS
e CDI, parecendo que a expressdo da COX-2 no componente in situ regula para cima
(up-regulation) a presenca desta enzima no carcinoma infiltrativo, uma vez que seus

niveis sdo geralmente maiores no CDIS.

Avaliando a expressdao da COX-2 no CDIS frente a agressividade tumoral,
observamos que esta apresentou maior expressao nos tumores com grau nuclear I,
entretanto esta diferenca ndo foi estatisticamente significante. Estes dados também
foram observados por Shim et al (2003) e Boland et al (2004).

No CDI a expressédo da COX-2 também foi maior no grau nuclear Ill e no grau
histoldgico Ill, dados estes semelhantes aos encontrados por Ristimaki et al (2002) e
Jeong et al (2003), que encontraram taxas mais elevadas da expressdao da COX-2 no

grau histolégico 1.
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Comparando a expressdo da COX-2 de acordo com o tamanho do tumor, nao
observamos em nosso estudo diferencas estatisticamente significantes entre os dois
grupos avaliados, dados semelhantes aos obtidos por Half et al (2002); todavia, né&o
sao congruentes com os obtidos por Ristimaki et al (2002) e Jeong et al (2003), que
encontraram maior expressao diretamente proporcional ao tamanho do tumor. Estes
resultados podem ser explicados pela analise exclusiva de tumores invasores por estes
autores, enquanto no nosso estudo e no estudo de Half et al (2002) foram avaliados

tumores com CDI e CDIS no mesmo espécime.

Avaliando a expressdo da COX-2 de acordo com a idade da paciente néo
observamos diferencas quando da comparacdo dos grupos compostos por pacientes
que apresentavam 50 anos de idade ou mais e aquelas com menos de 50 anos de
idade, tanto no CDI como no CDIS. Estes dados foram semelhantes aos obtidos por
Ristimé&ki et al (2002).

Analisando a relacao entre a expressdo da COX-2 e status linfonodal axilar ndo
observamos diferenca entre o comprometimento linfonodal nos grupos de pacientes
com COX-2 hiperexpressa ou negativa, dados estes que foram concordantes com os de
Shim et al 2003. J& Li et al (2008) analisaram a relacéo entre a expressdo da COX-2 e
metastases axilares e encontraram maior taxa de comprometimento axilar no grupo de
pacientes com COX-2 hiperexpressa (p=0,012). Esta diferenca de resultados podem ser
explicada pela pequena amostra no nosso estudo de pacientes com COX-2 negativa.

Quando comparamos a expressao da COX-2 com receptores hormonais nao
observamos diferenca significante entre os dois grupos, o que foi semelhante com os
dados encontrados por Half et al (2002) e Shim et al (2003).

Analisando a expressdo da Bcl-2 e da Bax observamos que a Bcl-2 estava
positiva em 55% dos casos tanto no CDI quanto no CDIS, ja a Bax esteve presente no
CDI em 23% dos casos e no CDIS 19% dos casos. Nossa taxa de positividade no CDI

para a Bcl-2 foi semelhante aquela encontrada por Yang et al (2007) que observaram
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48% de hiperexpressdo do Bcl-2, porém difere quando da analise da Bax onde
encontraram 54% de positividade.

Observamos alta significancia entre as expressdes da Bcl-2 no CDI e CDIS,
assim como na Bax (p<0,001). Estes dados diferem dos encontrados por Mintz et al

(2008) que obtiveram maior expressao da Bcl-2 no CDIS que no CDI.

O balanco entre a expressdo do gene antiapoptotico Bcl-2 e do gene
proapoptotico Bax € considerado um bom indicador da atividade apoptética nas células
tumorais. Martinez-arribas et al (2003) estudaram a apoptose associada a estas duas
proteinas em 86 espécimes de tumores de mama, onde 14 pacientes haviam recebido
quimioterapia prévia. Obtiveram como resultados, que a superexpressao da Bcl-2
correlacionou-se com a presenca de receptores de estrogénio e progesterona nos
casos sem tratamento prévio, e altos indices de apoptose foram relacionados
significativamente com a expressdo do receptor de progesterona (P=0,037). Nossos
resultados néo encontraram relacdo entre a expressdo da Bcl-e e Bax com os

receptores hormonais.

N&o houve correlacéo entre as expressdes da COX-2 com a Bcl-2 e com a Bax,
0 que é semelhante aos dados encontrados por Arun et al (2005). J4 Michael et al
(2003) em seu estudo sobre inducdo da apoptose em células humanas de cancer de
mama, encontraram associacao entre a alta expressédo da COX-2 com baixa expressao
da Bcl-2.

Na andlise da Bax encontramos 23% de positividade no CDI e 19% no CDIS,
sendo esta relacdo significante (p<0,001). N&o encontramos correlacdo entre a
expressao da Bcl-2 com a expressdo da Bax, o que difere dos resultados encontrados
por Martinez-Arribas et al (2003) que encontraram associacdo estatisticamente

significativa entre estas duas proteinas com p=0,0063).
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Observamos alta expressdo do Ki67 (87%) tanto no CDI quanto no CDIS
(p,0,001). Esta correlagdo de positividade é concordante com o0s resultados
encontrados por Hoque et al (2001), que concluiram que ndo ha aumento da expressao
do Ki67 nos CDI associados ao CDIS, entretanto Mylonas et al (2005) observaram que
0 Ki67 estd mais expresso nos CDI (p=0,05) que nos CDIS e atribuem este achado ao
fato de que o CDIS tem um menor potencial de malignidade que o CDI.

N&o observamos correlacdo entre a expressao do Ki67 e da COX-2 o que néo é
concordante com o estudo de Boland et al (2004), que encontrou associacao positiva
entre o grupo com alta positividade para o Ki67 e a COX-2 (p<0,001) tanto no CDI
guanto no CDIS.

Observamos correlacdo positiva entre a expressdao do Ki67 e status hormonal
(p<0,01) no CDI e CDIS, dados estes que sao concordantes com 0os encontrados por
Faratian et al (2009), porém Boland et al (2004) observaram o inverso, que 0S casos

com alta expresséao correlacionaram-se positivamente com RH negativos (p=0,003).

Quando analisamos a expressdo do IGF1-R observamos 26% de positividade
tanto no CDI quanto no CDIS (p<0,001). Quando da analise da expressado do IGF1-R
nos casos RH positivos observamos queda na expressao do IGF1-R para 20% nos
casos RE positivos e para 19% nos casos RP positivos. Assim como em nosso estudo,
Shimizu et al (2004) ndo observaram relacao entre a hiperexpressao de IGF1-R com as
variaveis, idade, status linfonodal axilar, grau histologico e status hormonal, concluindo

gue seu valor prognaéstico é limitado.

Em nosso estudo quando comparamos a expressdo do IGF1-R com status
hormonal obtivemos correlacdo negativa, entretanto os dados da literatura ndo mostram
ocorrer associacao entre o IGF1-R e RH. Shimizu et al (2004) e Law et al (2008) néo

encontraram associagao entre a hiperexpresséo do IGF1-R e RE/RP.
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Quando correlacionamos a COX-2 com o IGF1-R encontramos associacao
estatisticamente significante (p<0,05). Este nosso achado é concordante com o
encontrado por Hemriksen et al (2007), que utilizando o método semi-quantitativo de
acordo com o preconizado pelo Herceptest®, quantificando seus resultados em scores

0, 1, 2 e 3, encontraram correlagéo positiva entre a COX-2 e IGF1-R com p<0,01.

PAld et al (2004) descreveram que elevados niveis sistémicos tanto de IGF-1
guanto da relacdo com IGFBP-3 tem surgido como um potencial marcador de risco para

tumores com hiperexpressao da COX-2.

Ha uma hipotese de que a COX-2 incremente a viabilidade e proliferacdo de
células tumorais que expressam IGF, sendo acompanhadas pelos seguintes processos:
facilitacdo da autofosforilagcdo do IGF1-R e diminuicdo da expressao de IGFBP-3. Todas
estas acbes podem ser interpretadas como amplificadoras do processo mitogénico e
mantenedora da atividade de imortalidade celular determinada pelo IGF-1 e IGF-2,
sendo consistentes, portanto, para explicar a interrelacdo entre a COX-2 e IGF1-R Péld
et al (2004).

Devido a interelacédo entre a COX-2 e IGF1-R como demonstrado por Pdld et al
(2004) por mecanismos acima descritos, a utilizacdo de terapia combinada com
inibidores da COX-2 e inibidores da tirosino-quinase relacionadas ao IGF1-R podem ser

promissoras.

Vérios estudos experimentais e epidemiolégicos tem demonstrado o papel dos
inibidores da COX-2 na prevencdo do carcinoma mamario. Levitt, Pollak (2002), em
estudo que analisaram a inibicdo do crescimento em células epiteliais de cancer de
mama tratados com o inibidor da COX-2, celecoxibe, observaram que apos a

admnistracdo desta medicacdo, ocorreu indugdo da apoptose nestas células e uma
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diminuicdo do IGF-1, concluindo que estes dois biomarcadores estdo intimamente

relacionados e podem nos auxiliar na prevencéo e tratamento no cancer de mama.

O desenvolvimento de medicacfes eficazes que modulem a carcinogénese dos
tumores mamarios € a meta mais importante para a prevencgdo e tratamento do cancer
de mama. Dados recentes sugerem que a utilizagdo de inibidores da tirosina-quinase,
inibidores do HER-2 e inibidores do IGF1-R séo boas estratégias para o tratamento do

cancer de mama (Jin, Esteva, 2008).

Novos estudos sugerem que o uso de metformina inibe o crescimento tumoral,
em células in vitro, porém existem poucos estudos populacionais com esta droga.
Jiralerspong et al (2009), avaliaram pacientes que foram submetidas a quimioterapia
neoadjuvante e que utilizaram metformina e observaram que houve uma melhor
resposta quando compararam com O grupo que nao utilizaram a metformina,

constantando desta forma, o efeito anti-tumoral da metformina.

Devido a escassez de estudos envolvendo inibidores da COX-2 e drogas que
inibam a ativagéo de IGF1-R e, de acordo com 0s nossos resultados que demonstram a
interelacdo COX-2/IGF1-R, novos estudos sdo necessarios visando a comprovacédo da
eficacia e elucidacdo dos mecanismos e vias metabdlicas envolvidas quando da
utilizacao de inibidores da COX-2, em conjunto com a metformina e inibidores do IGF1-

R para que possam ser Uteis na prevencao e tratamento do cancer de mama.
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1. Encontramos correlacao positiva entre a expressao da COX-2 presente no CDI
com aquela observada no CDIS, o mesmo sendo observado para 0s outros

biomarcadores analisados.

2. Encontramos correlacéo positiva entre a expressao da COX-2 presente no CDI e

CDIS com a expressao do IGF1-R presentes no CDI e CDIS.

3. Nao observamos diferenca na expressao dos biomarcadores avaliados quando

na analise dos subgrupos.



7. ANEXOS

51



52

ANEXO 1: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participacao na pesquisa: “Relacdo entre as expressdes da ciclooxigenase-2 e
marcadores de proliferacdo celular e apoptose nos carcinomas ductais in situ e
infiltrativo presentes na mesma mama”

A senhora esta sendo convidada a participar de uma pesquisa médica. Nesta
pesquisa, o material utilizado foi o retirado da peca do tumor no ato operatério e iremos
dosar alguns anticorpos e proteinas para estudarmos formas de melhorar o progndstico
e tratamento das pacientes com cancer de mama.

A sua participacdo ou ndo neste estudo em nada ira mudar o curso de seu
tratamento ou o seu relacionamento com seu médico, ndo havendo beneficio direto
algum na sua participacao.

Os procedimentos aos quais a senhora ira ser submetida serdo os mesmos, quer
participe ou ndo do estudo, e caso concorde em participar, todo o procedimento
realizado sera mantido em sigilo e confidencialidade.

Caso resolva participar deste estudo a senhora deve assina-lo apos ter todas
suas duvida sanadas.

Qualquer davida quanto o estudo a senhora pode ligar para o responsavel pela
pesquisa: Dra Giuliana Cassia Morrone Taromaru no telefone 3224-0122 ramal 5535.

Mesmo tendo aceitado a participar do estudo, poderei a qualquer momento
desistir de minha participacao.
Este documento foi lido em voz alta para mim pela Dra. Giuliana Céassia Morrone
Taromaru, que me esclareceu as davidas. A minha assinatura indica que concordei em
fornecer meus exames para o estudo.

Sao Paulo, / /

Nome da paciente voluntaria

Assinatura da voluntaria
Eu certifico que expliquei todos os passos acima, bem como os riscos e beneficios da
participacédo da pesquisa.

Assinatura do pesquisador
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ANEXO 2: Classificacao do CDI e CDIS

Critérios propostos por Dabbs (1993) para avaliacdo do grau nuclear no CDIS.

Grau nuclear Critérios avaliados

Nucleos discretamente hipercromaticos, com diametro

Grau |

menor que 1,5 hemacia.
Grau Il Formas intermediarias.

Nucleos volumosos, maiores que trés hemacias,
Grau Il pleomorficos, geralmente vesiculosos, com macronucléolo

eosinofilo de contornos irregulares.

Classificdo dos CDI de acordo com a graduacao histolégica proposta por Elston & Ellis
1991

Os CDI foram classificados de acordo com a graduacao histolégica proposta por
Elston &Ellis 1991, em Nottingham, os quais atribuiram indices de um a trés a cada
uma das caracteristicas estudadas: arranjo tubular, pleomorfismo nuclear e contagem
de figuras de mitose. O arranjo tubular é avaliado de acordo com a presenca de
estruturas tubulares na lesao; assim, teremos indice um, quando da presenca de mais
de 75% de estruturas tubulares presentes, indice dois, de 10% a 75% e indice trés,
quando observarmos menos de 10% de estruturas tubulares. A avaliacdo do
pleomorfismo nuclear é feita pela analise do tamanho, forma e contornos do nucleo, e
pela uniformidade da cromatina. A atividade mitética é avaliada através da contagem do
namero de figuras de mitose na periferia da neoplasia, em dez campos contiguos de
grande aumento. O indice um é atribuido na presenca de até cinco figuras de mitose, o
dois na presenca de seis a dez e o indice trés quando observa-se mais de dez figuras
de mitose. Assim, da somatodria dos indices, teremos escore variando de trés a nove e a
graduacdo realizada desta forma: Grau |, de trés a cinco pontos; Grau Il, seis ou sete
pontos e Grau lll, oito ou nove pontos. A avaliacdo do grau nuclear seguiu 0S mesmos

critérios adotados para o CDIS (Dabbs, 1993).
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ANEXO 3: Reacédo imunoistoquimica

1. Cortes histologicos dos tecidos, com 4um de espessura. Montagem dos
cortes em laminas silanizadas, com retirada da parafina em estufa a 55° C, e

manutengao dos mesmos em temperatura ambiente.

2. Desparafizacdo dos cortes com xilol a 60° C, durante 30 minutos, seguida
por mais dois banhos em xilol a temperatura ambiente, durando quinze

minutos cada.

3. Reidratagdo dos cortes com etanol absoluto (etanol absoluto I, etanol
absoluto I, etanol absoluto 1, etanol 95°GL e etanol 80°GL [Gay-Lussac]),
cada banho durando dois minutos, seguida por lavagem em agua corrente e

finalizada em passagem por agua destilada.

4. Adicao de 1.600 ml do tampdo citrato de sédio 0,1 M (pH 6,0) aos cortes,
com exposicdo ao vapor durante 30 minutos, com a finalidade de
recuperacdo do epitopo antigénico, com a finalidade de restituir
antigenicidade a proteina afetada pela fixacdo dos tecidos em formalina.
Manutencdo das laminas em vapor, por 30 minutos. Apds a retirada das
laminas, conservacdo das mesmas em solucdo tamponada, a temperatura

ambiente, durante 20 minutos.

5. Reacdo de inibicdo da peroxidase endogena, através de lavagem das
laminas em peréxido de hidrogénio a 3%, por quatro vezes, por dez minutos

cada, e lavagem em agua parada, por cinco minutos.

6. Lavagem das laminas no tampéo salino PBS (pH 7.4), por duas vezes, por

15 minutos.
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Incubacdo das laminas com os anticorpos primarios citados anteriormente,
nas diluicbes especificadas pelo fabricante (Cox-2: 1/80; Bcl-2: 1/2000; Bax:
1/3000; Ki67: 1/80; e IGF1-R: 1/80), em geladeira, por 18 horas.

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

minutos.

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

Lavagem das laminas em tampao PBS, duas vezes, por dez minutos.

Incubacdo das laminas em anticorpo terciario, estreptavidina—biotina-
peroxidase (Kit DAKO LSAB Systems, Peroxidase-universal), em camara

Gamida, por 30 minutos, em estufa a 37°C.

Lavagem das laminas em solucéo tampdao, duas vezes, por dez minutos.

Colocagéao das laminas para reagédo cromogena em 3,3’,5,5’ tetrahidrocloreto
de diaminobenzidina (DAB), por trés a cinco minutos, ocorrendo a reacao
gue resulta no aparecimento da cor sépia, caracteristica do anticorpo fixado

a proteina.

Lavagem em agua corrente, duas vezes, por dez minutos.
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15. Contra-coloragao rotineira com hematoxilina de Mayer, por trés minutos, em
temperatura ambiente, para obtencdo de coloracdo azulada do citoplasma e

do nucleo.

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

17. Montagem das laminas através de sua fixacéo sobre Entellan Merck, a fim de

que a preparacio passe a ter conservagao permanente.
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Anexo 4 — Tabelas de correlagéo entre CDI e CDIS nos diversos biomarcadores

TABELA A - Correlacédo da COX-2 entre CDI e CDIS nos 110 casos

Teste estatistico COX-2 CDI COX-2 CDIS
COX-2 CDI Correlagéo 1 1**
Significancia - --
COX-2 CDIS Correlacao 1** 1
Significancia -- --

(**) Correlacéo estatisticamente significante com p<0,001. Teste estatistico: correlacao

de Spearman

TABELA B - Correlacéo da Bcl-2 entre CDI e CDIS nos 110 casos.

Teste estatistico Bcl-2 CDI Bcl-2 CDIS
Bcl-2 CDI Correlacao 1 0,979**
Significancia -- 0,0001
Bcl-2 CDIS Correlacao 0,979** 1

Significancia 0,0001

(**) Correlacéo estatisticamente significante com p<0,001. Teste estatistico: correlacao

de Spearman



TABELA C - Correlagao da Bax entre CDI e CDIS nos 110 casos.
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Teste estatistico Bax CDI Bax CDIS
Bax CDI Correlacao 1 0,740**
Significancia -- 0,0001
Bax CDIS Correlacao 0,740** 1

Significancia 0,0001

(**) Correlacéo estatisticamente significante com p<0,001. Teste estatistico: correlacédo

de Spearman

TABELA D - Correlacdo da IGF1-R entre CDI e CDIS nos 110 casos.

Teste estatistico IGF1-R CDI IGF1-R CDIS
IGF1-R CDI Correlagéo 1 1**
Significancia - --
IGF1-R CDIS Correlagéo 1** 1
Significancia -- --

(**) Correlacéo estatisticamente significante com p<0,001. Teste estatistico: correlacdo

de Spearman

TABELA E - Correlagéo da Ki67 entre CDI e CDIS nos 110 casos.

Teste estatistico Ki67 CDI Ki67 CDIS
Ki67 CDI Correlagéo 1 1**
Significancia -- --
Ki67 CDIS Correlacao 1** 1
Significancia -- --

(**) Correlacdo estatisticamente significante com p<0,001. Teste estatistico: correlacédo

de Spearman.



ANEXO 5: Figuras das expressdes imunoistoquimicas em 400 X aumento original.
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Figura 17: BAX escore 3 CDIS; Figura 18: BAX escore 3 CDI
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Figura 23: Ki67 escore 3 CDIS; Figura 24: Ki67 escore 3 CDI
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Introdugdo: O proposito do nosso estudo foi avaliar a correlagédo entre a
expressao imunoistoquimica da ciclooxigenase-2 (COX-2) e indices de proliferacdo
celular e de apoptose, dentre os quais selecionamos a Bcl-2, Bax, Ki67 e IGF1-R, no
carcinoma ductal in situ (CDIS) e carcinoma ductal infiltrativo (CDI) presentes no
mesmo espécime cirlrgico; correlacionamo-os ainda com o grau nuclear, grau
histoldgico, faixa etaria, tamanho do tumor, status linfonodal axilar e receptores
hormonais. Material e metodos: Foram avaliados 110 casos através da técnica de
Tissue Microarray (TMA) e utilizamos de anticorpos primarios monoclonais ou
policlonais, a depender do biomarcador pesquisados. Os casos foram classificados em
scores de zero a trés de acordo com a intensidade da coloracao nuclear, citoplasmatica
ou da membrana celular a depender dos biomarcadores utilizados. Resultados: Os
resultados que encontramos como positivos foram: COX-2 em 87% dos casos no CDI e
CDIS; Bcl-2 em 55% casos no CDI e CDIS; Bax em 23% dos casos no CDI e 19% no
CDIS; IGF-1 em 24% casos no CDI e no CDIS; Ki67 em 87% casos no CDI e CDIS.
Encontramos alta correlacdo entre a expressdo da COX-2 presente no CDI com aquela
observada no CDIS, o mesmo sendo observado para os outros biomarcadores
analisados (p< 0,001). Observamos ainda correlacéo positiva entre as expressdes da
COX-2 e IGF1-R (p=0,045) e negativa do Ki67 com o IGF1-R (p= 0,013 ). Avaliando a
expressao destes biomarcadores com idade, tamanho do tumor, grau histologico, grau
nuclear, status axilar linfonodal ndo encontramos diferencas estatisticamente
significantes, entretanto quando os correlacionamos com 0s receptores hormonais
encontramos correlacao positiva entre Ki67 e RE/RP com p < 0,01 e correlacéo
negativa entre IGF1-R e RE/RP com p < 0,05. Conclusdo: Nossos resultados
demonstram a correlagéo positiva entre a expressao da COX-2 presente no CDI e CDIS
com a expresséao do IGF1-R presentes no CDI e CDIS. Estudos recentessugerem que o
uso de metformina inibe o crescimento tumoral, em células in vitro, porém existem
poucos estudos populacionais com esta droga. Devido a escassez de estudos
envolvendo inibidores da COX-2 e drogas que inibam a ativacdo de IGF1-R e, de
acordo com os nossos resultados que demonstram a interelagdo COX-2/IGF1-R, novos
estudos sdo necessarios visando a comprovacao da eficacia e elucidacéo dos

mecanismos e vias metabolicas envolvidas quando da utilizacao de inibidores da COX-
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2, em conjunto com a metformina e inibidores do IGF1-R para que possam ser Uteis na

prevencéao e tratamento do cancer de mama.
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Introduction: The purpose of our study was to evaluate the correlation between immuno
histochemical expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and rates of cell proliferation
and apoptosis, among which we selected the Bcl-2, Bax, Ki-67 and IGF1-R in the ductal
carcinoma in situ (DCIS) and infiltrating ductal carcinoma (IDC) present in the same
surgical specimen, correlate them even with nuclear grade, histological grade, age,
tumor size, axillary lymph node status and hormone receptors. Material and methods:
110 cases were evaluated using the technique of Tissue Micro-array (TMA) and use of
primary antibodies or polyclonal antibodies depending on the biomarker studied. The
cases were classified in scores from zero to three according to the intensity of nuclear
staining, cytoplasmatic or cell membrane dependent on the biomarkers used. Results:
The results we found to be positive were: COX-2 in 87% of cases in the DCIS and IDC,
Bcl-2 in 55% of cases in the DCIS and IDC, Bax in 23% of cases in IDC and 19% in
DCIS, IGF-1 in 24% of cases in the IDC and DCIS, Ki67 in 87% of cases in the IDC and
DCIS. A high correlation between the expression of COX-2 present in the IDC with those
observed in DCIS, the same was observed for the other biomarkers analyzed (p <
0.001) observed positive correlation between the expression of COX-2 and IGF1-R (p =
0.045) and negative between Ki67 with the IGF1-R (p = 0.013). Assessing the
expression of these biomarkers with age, tumor size, histological grade, nuclear grade,
axillary lymph node status did not find statistically significant differences, however when
correlate them with hormone receptor positive correlation was found between Ki67 and
RE / RP with p <0.01 and negative correlation between IGF1-R and RE / RP with p
<0.05. Conclusions: Our results demonstrate the positive correlation between the
expression of COX-2 present in DCIS and IDC with the expression of IGF1-R present in
DCIS and IDC. Recent studies suggest that the use of metformin inhibits tumor growth in
cells in vitro, but there are few population studies with this drug. Due the lack of studies
involving COX-2 and drugs that inhibit activation of IGF1-R and according to our results
demonstrating the interrelation COX-2/IGF1-R, further studies are needed in order to
confirm the efficacy and elucidation of the mechanisms and pathways involved in their
use of COX-2 in combination with metformin and inhibitors of IGF1-R in order to be

useful in the prevention and treatment of breast cancer.
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LISTA1

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
Rua Santa Isabel, 305 - 4° andar Santa Cecilia CEP: 01221-010 S3o Paulo - SP
PABX: 21767000 Ramal: 8061 — Telefax: 33370188 E-mail: eticamed@santacasasp.org.br

S3o Paulo, 15 de maio de 2008. Projeto n® 013/08
Informe este niimero para
identificar seu projeto no CEP

Iimo.(a) Sr.(a)

Dra. Giuliana Cassia Morrone Taromaru
Departamento de Ginecologia e Obstetricia

O Comité de Etica e Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordindria, dia 30/01/2008
e no cumprimento de suas atribuicdes, apos revisdo do seu projeto de pesquisa:
“Relacio entre as expressdes da Ciclooxigenase-2 e marcadores de
proliferacdo celular nos carcinomas ductais in situ e infiltrativo presentes
na mesma mama”, emitiu parecer inicial em pendéncia e nesta data

enquadrando-o na seguinte categoria:
Aprovado (inclusive TCLE - Termo de Consentimento Livie e

Esclarecido);
Com pendéncias ha modificacdes ou informagdes relevantes a serem
|:] atendida em 60 dias, (enviar as alteragdes em duas copias);

:] Retirado, (por ndo ser reapresentado no prazo determinado);

I:] N&o aprovado: e
[_____] Aprovado (inclusive TCLE - Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido), e encaminhado para apreciagdo da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa — MS -CONEP, a qual deverd emitir parecer no prazo de 60 dias.
Informamos, outrossim, que, segundo os termos da Resolucdo 196/96
do Ministério da Salide a pesquisa s6 podera ser iniciada apés o
da CONEP.
W

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Presidente do Comité de Ftica em Pesquisa - ISCMSP

recebimento do parecer de aproy
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LISTA 2
C Id COX-2 BCL-2 BAX IGF1-R Ki67 CDIS CDI | Tamanho
CDI |CDIS | CDI |CDIS| CDI |CDIS| CDI | CDIS| CDI | CDIS| GN TIPO GH | GN

1 51 3 3 3 3 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo 1] 1] =22cm
2 47 3 3 3 3 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il <2cm
3 51 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1| Il | n-comedo | || 1 >2cm
4 43 3 3 2 2 1 2 2 2 2 2 1] comedo 1] Il >2cm
5 37 3 3 2 2 1 1 2 2 1 10 1 comedo 1 1} >2cm
6 85 2 2 3 3 1 2 1 1 3 31 comedo Il I >2cm
7 66 1 1 2 2 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo I Il <2cm
8 77 3 3 3 3 1 1 2 2 1 1| Il | n-comedo 1] 1 <2cm
9 42 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il <2cm
10 67 1 1 2 2 1 1 2 2 2 2 1"l comedo Il 11| >2cm
11 | 46 3 3 2 2 1 1 1 1 1 10 1 comedo I I >2cm
12 | 71 3 3 3 3 2 3 1 1 2 2 1] comedo 1] Il >2cm
13 | 47 2 2 2 2 2 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il <2cm
14 | 50 3 3 1 1 1 1 2 2 1 1 1] n-comedo 1] Il >2cm
15 79 3 3 1 1 3 3 1 1 3 3 Il comedo Il Il >2cm
16 | 35 3 3 1 1 1 1 1 1 2 20 1 comedo I I >2cm
17 | 60 2 2 2 2 1 1 1 1 3 3 1] comedo 1] Il <2cm
18 | 81 3 3 1 1 1 1 1 1 3 3 I n-comedo I I <2cm
19 | 65 2 2 3 3 1 1 2 2 2 2| Il | n-comedo 1] 1 <2cm
20 72 3 3 2 2 1 1 3 3 2 2 1] comedo 1l 1l <2cm
21 52 3 3 1 1 1 1 3 3 2 2 11 n-comedo Il 1 <2cm
22 | 52 3 3 3 3 1 1 1 1 1 1 1] comedo 1] Il >2cm
23 79 3 3 2 2 1 1 2 2 2 2 | n-comedo | | <2cm
24 55 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 I comedo I Il >2cm
25 45 3 3 1 1 1 1 2 2 1 1 I comedo Il Il <2cm
26 | 68 3 3 1 1 2 1 2 2 2 2 I n-comedo I I <2cm
27 | 59 3 3 3 3 2 2 1 1 2 2 1] n-comedo | Il Il >2cm
28 | 46 3 3 1 1 3 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il >2cm
29 49 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 I comedo | Il >2cm
30 | 53 2 2 1 1 1 1 1 1 2 20 1 comedo Il I >2cm
31 51 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo 1] 1] 22cm
32 | 66 3 3 1 1 3 3 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il >2cm
33 50 3 3 2 2 1 1 2 2 2 2 11 n-comedo Il 1l =2cm
34 | 70 3 3 3 3 1 1 2 2 2 21 1 comedo Il 11 >2cm
35 | 48 2 2 1 1 3 2 1 1 2 20 1 comedo 1 1} >22cm
36 | 31 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1] comedo 1] Il >2cm
37 | 50 3 3 1 1 1 1 2 2 1 1 1] comedo I Il >2cm
38 37 3 3 3 3 1 1 1 1 3 31 Ml n-comedo Il 1l =2cm
39 65 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 11| n-comedo 11| 11| =22cm
40 | 63 2 2 1 1 2 2 1 1 1 1| Il | n-comedo | I Il <2cm
41 | 46 3 3 3 3 2 2 1 1 1 1 1] n-comedo I Il >2cm
42 51 3 3 1 1 1 1 2 2 2 2 Il comedo Il 1] =2cm
43 55 3 3 3 3 1 1 3 3 1 1 | n-comedo | | =2cm
44 | 52 3 3 1 1 2 1 2 2 1 1| 1 comedo Il 1 >2cm
45 | 70 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2| comedo Il I <2cm
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46 | 44 3 3 3 3 2 2 2 2 2 20 1 comedo i 11} 22cm
47 | 36 2 2 1 1 1 1 1 1 2 21 1 comedo 1] 1 >2cm
48 71 1 1 2 2 2 2 1 1 2 2 Il n-comedo | Il 1] >2cm
49 | 51 2 2 1 1 1 1 1 1 2 21 1l comedo 1 1 >2cm
50 74 3 3 2 2 1 1 2 2 2 2 1] n-comedo 1] Il <2cm
51 | 54 1 1 1 1 2 2 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il 22cm
52 58 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 1] n-comedo Il 1] <2cm
53 | 49 2 2 1 2 1 1 1 1 2 21 1 comedo 1 1 >2cm
54 | 50 2 2 1 1 2 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il 22cm
55 78 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il 22cm
56 68 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo Il 1] >2cm
57 | 50 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il <2cm
58 | 55 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2| Il | n-comedo | Il 1 >2cm
59 57 3 3 2 2 1 2 1 1 3 3 Il comedo Il Il >2cm
60 | 64 3 3 3 3 1 1 1 1 3 311 comedo I I >2cm
61 66 1 1 3 3 2 1 3 3 1 1 1] n-comedo 1] Il >2cm
62 63 2 2 3 3 1 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il >2cm
63 61 3 3 1 1 2 2 1 1 2 21 1 comedo 1] 1 >2cm
64 63 3 3 1 1 3 3 1 1 2 2 Il n-comedo 1] 1] =22cm
65 62 2 2 3 3 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] 1 =22cm
66 | 58 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 | comedo 1] | >2cm
67 67 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 1] n-comedo | Il Il >2cm
68 32 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 1] comedo 11 1l 22cm
69 44 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 Il n-comedo Il Il >2cm
70 63 1 1 2 2 1 1 1 1 1 1 Il n-comedo 1] 1] 22cm
71 | 57 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il >2cm
72 | 56 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2| Il | n-comedo 1] 1 >2cm
73 73 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 Il comedo I Il >2cm
74 | 52 3 3 2 2 1 1 1 1 2 21 comedo Il Il <2cm
75 51 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2 "l comedo I 11| >2cm
76 | 43 3 3 2 2 2 1 1 1 2 21 1 comedo 1 1 >2cm
77 70 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il >2cm
78 49 3 3 1 1 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] 1] 22cm
79 55 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo 1] 1] 22cm
80 | 39 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1] comedo 1} Il >2cm
81 48 3 3 3 3 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo Il 1] <2cm
82 | 59 3 3 2 2 2 2 1 1 2 21 1 comedo 1} 1} >2cm
83 | 68 2 2 1 1 1 1 1 1 3 311 comedo Il I >2cm
84 | 67 2 2 2 2 2 2 1 1 2 20 1 comedo Il I >2cm
85 63 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo 1l 1] =2cm
86 71 3 3 2 2 2 2 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il <2cm
87 | 59 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo I Il <2cm
88 39 2 2 2 2 1 1 2 2 2 2 Il n-comedo 1l 1] >2cm
89 61 1 1 3 3 1 1 1 1 2 2 1] comedo Il 11| =22cm
90 26 3 3 3 3 1 1 1 1 3 31 1l comedo 1} 1} >2cm
91 | 59 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il >2cm
92 43 3 3 2 2 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] 1] 22cm
93 70 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] 1] 22cm
94 34 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1] comedo Il 1] <2cm
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95 | 42 3 3 1 1 2 2 2 2 2 2 1] Comedo 11} Il 22cm
96 51 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo | Il 1] >2cm
97 | 55 2 2 1 1 1 1 2 2 2 2 1] comedo 1] Il 22cm
98 72 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 1] n-comedo 1] Il <2cm
99 | 48 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il 22cm
100 | 55 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1] comedo 1] Il 22cm
101 | 90 2 2 1 1 1 1 1 1 3 3 1] n-comedo 1] Il <2cm
102 | 77 3 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1] comedo 1] Il <2cm
103 | 79 2 2 1 1 1 1 1 1 1 10 1 comedo 11} 11} 22cm
104 | 44 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1] n-comedo 1] Il 22cm
105 | 46 2 2 1 1 1 1 1 1 2 21 1l comedo 1 11 22cm
106 | 44 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1] n-comedo 1] Il >2cm
107 | 68 2 2 2 1 2 2 1 1 2 2| Il | n-comedo | Il 1] <2cm
108 | 46 2 2 1 1 1 1 1 1 3 31 Ml comedo 1} 1} 22cm
109 | 51 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 Il n-comedo 1] 1] 22cm
110 | 46 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2 comedo 1 1 >2cm

GN: grau nuclear; GH: grau histolégico; comedo: comedocarcinoma; n-comedo: ndo comedocarcinoma.

C: caso; Id: Idade
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