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RESUMO

COSTA, J.P.O. Expressdo imuno-histoquimica da topoisomerase IIIp nos carcinomas
mamarios. 2010. Dissertacdo de Mestrado. Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2010.

Topoisomerases sdo enzimas nucleares que participam na regulacdo da estrutura do DNA nas
células eucaridticas. A topoisomerase Il é o mais novo membro da familia das
topoisomerases, e acredita-se que desempenhe um importante papel no reparo do dano ao
DNA. Seu papel no desenvolvimento dos tumores mamarios ainda necessita ser investigado.
O objetivo do presente estudo foi avaliar a imuno-expressdao da topoisomerase I3 nos
carcinomas mamarios, e comparar sua expressao com dados clinicopatoldgicos e marcadores
imuno-histoquimicos classicos de importancia prognostica nos carcinomas Mmamarios.
Utilizando-se a técnica de tissue microarrays contendo 171 casos de carcinomas ductais
mamarios primarios, foi analisada a expressdo imuno-histoquimica de topoisomerase IIIf e
comparado a marcadores classicos em Patologia Mamaria como receptor de estrogeno,
receptor de progesterona, HER-2, Ki67, p53 e BRCA-1. Positividade para topoisomerase I11j
foi encontrada em 33,9% dos casos, e sua expressao relacionou-se com metastases a distancia
(p=0.036) e Obito (p=0.006). Negatividade para topoisomerase IIIf} relacionou-se com
negatividade para HER=2 (p<0.001), p53 (p<0.001) e BRCA-1 (p=0.001), e com baixa
expressao de Ki-67 (p<0.001). Na Andlise de Riscos Multiplos de Cox, a expressao de
topoisomerase I1If foi um significante preditor de sobrevida [razdo de risco 3.006 (intervalo
de confianca a 95%: 1.582-5.715); p=0.001]. Concluindo, a topoisomerase Il1 pode ser util
na avaliacdo do prognéstico de pacientes com cancer de mama, além de ser um fator

independente de predicdo da sobrevida nesta amostra de pacientes.

Palavras-chave: topoisomerase IIIB, carcinoma ductal mamario, imuno-histoquimica, progndstico



ABSTRACT

COSTA, J.P.O. Expression of topoisomerase IIIf immunohistochemical in breast
carcinomas. 2010. Master’s Dissertation. Ribeirao Preto Medical School, University of Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2010.

Topoisomerases are ubiquitous nuclear enzymes that regulate DNA structure in eukaryotic
cells, and it is believed to play an important role in DNA damage repair. The role of
topoisomerase I11B, the newest member of the topoisomerase family, in the clinical outcome
of Dbreast cancer is still poorly understood. This study aims to investigate the
immunoexpression of topoisomerase Il in breast cancer and its relationships with
clinicopathological features and immunohistochemical markers of prognostic significance in
breast pathology. Using tissue microarrays technique containing 171 cases of primary
invasive breast cancer, we analyzed the immunoexpression of topoisomerase I and
compared with classical markers in Breast Pathology as estrogen receptor, progesterone
receptor, HER-2, Ki67, p53 and BRCA-1. Immunostaining for topoisomerase 111 was found
in 33.9% of breast carcinomas, and immunopositivity was related with distant metastasis
(p=0.036) and death (p=0.006). Decreased expression of topoisomerase Il was related with
negativity with HER-2 (p<0.001), p53 (p<0.001) and BRCAL (p=0.001) and low expression
of Ki67 (p<0.001). In the multivariate analysis, topoisomerase Il expression was a
significant predictor of survival [hazard ratio 3.006 (95% confidence interval 1.582-5.715);
p=0.001]. In conclusion, topoisomerase I expression can be a useful marker in assessing

the prognosis of patients with breast cancer and is an independent predictor of survival.

Keywords: topoisomerase 1lIB, breast ductal carcinoma, imunohistochemistry, prognosis
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1- INTRODUCAO




O céncer de mama é o segundo cancer mais freqiiente nos Estados Unidos da América
(EUA), somente atrds dos tumores pulmonares, e 0 mais comum entre as mulheres. Na
populacdo mundial, a sobrevida média cinco anos apds o diagndstico varia entre 75 a 88%,
muito acima da média dos outros tumores, com 61% (COLEMAN et al., 2008;
SOERJOMATARAM et al., 2008). Estes numeros foram possiveis ndo sé pelo rastreamento
precoce de tumores, mas também pela pesquisa ativa por biomarcadores de importancia
prognostica, que sdo importantes ferramentas para definir o tratamento e para estimar o curso
clinico da doenca (SOERJOMATARAM et al., 2008).

Talvez o maior beneficio do estabelecimento de fatores de prognostico seja uma maior
precisdo na definicdo das pacientes que ndo se beneficiam de terapia adjuvante, evitando
assim os efeitos colaterais relacionados tanto a quimio e radioterapia, quanto a resseccGes
cirrgicas com extensa mutilacdo (L@NNING, 2007). Apesar dos avangos na pesquisa em
marcadores de progndstico nos tumores mamarios, ainda ndo foi possivel estabelecer um

unico marcador capaz de predizer o comportamento clinico dos tumores de maneira fidedigna.

As topoisomesases foram descobertas no contexto da apresentacdo da estrutura do
DNA em dupla hélice (WATSON & CRICK, 1953). Através da sua funcdo de quebra
transitéria da molécula de DNA as topoisomerases sdo responsaveis pelo relaxamento da
estrutura de DNA, que se encontra negativamente enovelada no DNA humano. As
topoisomerases sdo classificadas de acordo com o nimero de fitas de DNA que sdo capazes
de romper. As enzimas do tipo | podem romper uma fita de DNA de cada vez, enquanto as do

tipo 1l (topoisomerases Ila, II e SPO11) podem romper um par de fitas de DNA.

A enzima topoisomerase IIIp ¢ o mais recente membro da familia das topoisomerases
do tipo I em humanos. A topoisomerase IIIf ¢ considerada uma variante da topoisomerase

[IIa. Seu gene esta localizado no cromossomo 22q11-12 (KAWASAKI et al., 1997).

Uma das fungdes da topoisomerase III3 é promover o relaxamento de fitas de DNA
que se encontram demasiado enoveladas. Este relaxamento é promovido pela abertura de uma

fenda na fita simples de DNA e o giro da fita complementar, desfazendo o enovelamento.

Entretanto, o papel da topoisomerase IIIf nos tumores mamarios segue pouco
compreendido, e o0 objetivo deste estudo foi investigar o impacto progndstico da expressao
imuno-histoquimica da topoisomerase IIIf nos carcinomas ductais de mama, e sua relagdo

com a sobrevida dos pacientes, com achados clinico-patoldgicos e com fatores prognésticos



como receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), BRCAL, receptor do fator
de crescimento epidermal-2 (HER-2) e o marcador de proliferacdo celular Ki-67.



2- REVISAO DA LITERATURA




2.1 Epidemiologia do cancer de mama

O céncer de mama ¢ o segundo cancer mais freqiiente nos Estados Unidos da América
(EUA), somente atras dos tumores pulmonares, e 0 mais comum entre as mulheres. A
previsdo de incidéncia do cancer de mama, nos EUA, foi de 194.280 novos casos, e 40.610
mortes em 2009, sendo que, somente entre as mulheres, foram 19.2370 novos casos e 40.170
mortes. Estima-se que de cada 100 mil norte-americanas, aproximadamente 123 desenvolvam
tumores mamarios (JEMAL et al., 2009).

No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estdo previstos para 2010,
49.400 novos casos de cancer de mama, com um risco estimado de 51 casos para cada 100 mil
mulheres. Sua distribuicdo € bastante heterogénea, sendo a Regido Sudeste a de maior
incidéncia, com um risco estimado de 68 casos para cada 100 mil mulheres. Em seguida
aparecem a Regido Sul (67/100000), Centro-Oeste (38/100000), Nordeste (28/100000) e
Norte (16/100000), sendo o tumor mais incidente entre mulheres, exceto na Regido Norte,
onde ocupa a segunda colocacdo, somente atras dos tumores do colo uterino (INCA, 2009).

A prevencdo priméaria dessa neoplasia ainda ndo é totalmente possivel devido a
variacdo dos fatores de risco e as caracteristicas genéticas que estdo envolvidas na sua
etiologia. Paises de maior padrdo sécio-econdmico tém apresentado declinio nos indices de
mortalidade por cancer de mama, principalmete devido a introducdo de programas de
rastreamento de pacientes através de mamografias precoces, resultando na deteccdo de
tumores em estagios cada vez menos avangados com o0 consequente incremento nos indices de
sobrevida (SPRAGUE et al., 2010). Novas politicas de salde publica associadas a intensa
pesquisa em Mastologia tém levado a um aumento significativo no nimero de pacientes que
sobrevivem ao cancer de mama nas uUltimas décadas (SOERJIOMATARAM et al., 2008). A
despeito dos avancos no diagnostico e no tratamento dos tumores mamarios em paises
desenvolvidos, no Brasil a taxa de mortalidade do cancer de mama cresceu 13,86%, quando se
compara o periodo entre 1979 e 1983 e o periodo mais recente, entre 2002 e 2006 (INCA).

Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom prognostico, se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por céancer de mama
continuam elevadas no Brasil, provavelmente porque a doenca ainda é diagnosticada em
estadios avancados. Na populacdo mundial, a sobrevida média cinco anos ap0s o diagnostico
varia entre 75 a 88%, muito acima da média dos outros tumores, com 61% (COLEMAN et
al., 2008; SOERJOMATARAM et al., 2008). Estes numeros foram possiveis ndo sé pelo

rastreamento precoce de tumores, mas também pela pesquisa ativa por biomarcadores de



importancia prognostica, que sdo importantes ferramentas para definir o tratamento e para
estimar o curso clinico da doenca (SOERJOMATARAM et al., 2008).

2.2 Marcadores de progndstico no cancer de mama

Segundo a definicdo de Sargent et al., um marcador prognéstico é um fator capaz de
predizer o curso da doenca de pacientes de maneira independente de outras variaveis
(SARGENT et al., 2005). Talvez o maior beneficio do estabelecimento de fatores de
prognostico seja uma maior precisdo na definicdo das pacientes que ndo se beneficiam de
terapia adjuvante, evitando assim os efeitos colaterais relacionados tanto & quimio e
radioterapia, quanto a ressecgdes cirurgicas com extensa mutilacdo (LANNING, 2007).

De acordo com o guia norte-americano para a utilizacdo de marcadores prognasticos,
desenvolvido pelo Instituto Nacional de Salde dos Estados Unidos em 1990, sdo
reconhecidos seis fatores de prognostico principais em Patologia Maméria: presenca ou
auséncia de metastases linfonodais, tamanho do tumor no momento do diagnéstico, graduacao
nuclear, presenca ou auséncia de receptores hormonais, tipo histolégico do tumor e taxa de
proliferacdo celular (NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH).

2.2.1 Dados clinico-patolégicos

O tipo histologico do tumor mamario € um excelente indicativo do curso clinico da
doenca. Carcinomas lobulares, que respondem por aproximadamente 10% dos tumores
malignos da mama, apresentam um melhor prognéstico quando comparados aos carcinomas
ductais, que respondem por aproximadamente 70% do total de casos (COCQUYT et al.,
2005).

Outro fator muito importante no prognostico dos tumores mamarios € o tamanho do
tumor no momento do diagndstico. Michaelson et al. demonstraram correlagdo entre o
tamanho do tumor e reducgé@o no tempo de sobrevida das pacientes e aumento na probabilidade
de metastases a distancia (MICHAELSON et al., 2003). Do mesmo modo, em um trabalho
coorte com 269 pacientes com tumores de estadiamento Il, Vorgias et al (2001)
demonstraram que o tamanho do tumor é um fator prognoéstico independente, assim como

idade, receptores hormonais (RP e RE) e a presenca de metastases linfonodais.



A graduacdo histologica possui uma boa reprodutibilidade entre diferentes institui¢des
de diferentes locais. A fim de tornar a graduacéo original, proposta por Bloom e Richardson,
mais completa, Elston e Ellis, em 1991, propuseram uma modificacdo denominada Graduacao
Histologica de Nothingham. Este sistema € baseado em trés componentes morfologicos:
porcentagem de formacdo tubular, grau de pleomorfismo nuclear e o indice mitotico. Cada
componente recebe um valor de um a trés, e a combinacdo de seus valores totais indica a
graduacdo, sendo que os resultados entre trés e cinco sdo classificados como grau I, seis e sete
como grau Il e oito e nove como grau Ill. (IGNATIADIS & SOTIRIOU, 2008). Alguns
estudos demonstram que a classificacdo histolégica é um fator independente de progndstico,
em determinadas populagdes, embora a falta de padronizagdo da interpretacdo de seus
componentes dificulte sua utilizacdo como fator independente de prognoéstico (KATO et al.,
2001; VINCENT-SALOMON et al., 2001; IGNATIADIS & SOTIRIOU, 2008)

2.2.2 Marcadores imuno-histoquimicos

2.2.2.1 Receptores hormonais

A expressdao imuno-histoquimica de receptores de estrogeno (RE) tem sido utilizada,
na rotina diagndstica, para identificar pacientes que se beneficiariam de um regime de terapia
hormonal, assim como o receptor de progesterona (RP). O estrogeno € um hormonio
esteroidal fundamental para a fisiologia feminina e também em processos celulares basicos
como proliferacdo e sobrevivéncia celular. Seu recetor € o responsdvel por muitos de seus
efeitos, tanto no tecido mamario normal quanto no tecido neopldsico (MUSGROVE &
SUTHERLAND, 2009). Essa acdo do RE se da através da regulacdo da transcricdo através da
ligacdo de seu ligante ao receptor e sua acdo como um componente da membrana e de
cascatas de sinalizacdo citoplasmaticas (MUSGROVE & SUTHERLAND, 2009). Ao menos
70% dos tumores mamarios sao positivos para receptores de estrogeno, e sua positividade tem
demonstrado resultados muito favoraveis em relacdo ao tratamento com tamoxifeno (EARLY
BREAST CANCER TRIALISTS’ COLLABORATIVE GROUP, 2005).

2.2.2.2 p53
O gene TP53, inicialmente descrito em 1979, foi o primeiro gene supressor tumoral a
ser identificado, embora fosse inicialmente concebido como um oncogene responsavel pela

proliferacéo celular (VOGELSTEIN et al., 2000). Alem de seu papel como supressor tumoral,



0 p53 também ¢ capaz de influenciar a expressdo génica de diversos genes responsaveis por
processos como a regulacdo da glicolise e da autofagia, o reparo de danos genotdxicos,
sobrevida celular e regulacdo de stress oxidativo, invasdo e motilidade, senescéncia celular,
angiogénese e diferenciacdo celular (VOUSDEN; LANE, 2007).

O p53 tem sido estudado como um fator de progndstico em diversos tipos de tumores,
entre eles os de célon, de mama e no carcinoma epidermdide oral (OLIVEIRA et al., 2008;
KIM et al., 2009; KIM et al., 2010; PANCIONE et al., 2010). O p53 também demonstrou, em
alguns trabalhos classicos, ser um forte preditor de recorréncia e sobrevida (THOR et al.,
1992; ISOLA et al., 1992). Entretanto, em trabalhos mais recentes, diversos autores nao
encontraram relacdo entre expressdo tanto da proteina p53 quanto do gene TP53 e sobrevida
(BABA et al., 2010; BEGNAMI et al., 2010; COUTINHO-CAMILLO et al., 2010;
HARIGOPAL et al., 2010).

Até 0 momento ndo existem estudos comparando a expressdo de p53 e topoisomerase

IR em tumores mamarios.

2.2.2.3 Ki-67

O anticorpo Ki67 tem sido utilizado em diversos tipos de tumores desde sua
identificacdo, em 1983 (GERDES et al., 1983). O antigeno Ki67 é considerado um marcador
de proliferacdo celular, principalmente das fases G1, S, G2 e M do ciclo celular, e geralmente
relacionado a sobrevida e/ou sobrevida livre da doenca em carcinomas mamarios e outros
tipos tumorais, como carcinomas neuroenddcrinos de pele, canceres de colon e carcinomas
orais (HAFIAN et al., 2004; COLOZZA et al., 2005; FERNANDEZ-FIGUERAS et al., 2005;
JACQUEMIER et al., 2009; MOTTA et al., 2009; MA et al., 2010).

O Ki-67 tem sido o marcador de proliferacdo mais bem estudado em tumores
mamarios, e estudos indicam que sua expressdo esta associada a um maior indice de
recorréncia e a uma pior sobrevida em pacientes com cancer de mama, embora ndo tenha sido
observado um valor prognéstico independente em relagdo a outras variaveis
clinicopatoldgicas (TRIHIA et al., 2003; de AZAMBUJA et al., 2007). O tecido mamario
sem alteracéo neoplésica apresenta baixa expressdo de Ki67, ao contrario do tecido neoplésico
de alguns subtipos mais agressivos de tumores mamarios (YERUSHALMI et al., 2010). O
Ki67 nédo foi ainda universalmente incluido na rotina de diagndstico dos tumores mamarios,
provavelmente pela falta de critérios de sua mensuracdo, e falta de consenso de como essa

mensuracao poderia influenciar as decisdes clinicas (CHEANG et al., 2009).



N&o existem, ainda, estudos relacionando a expresséo de Ki67 e as topoisomerases do

tipo 1A, incluindo a topoisomerase I1Ip.

2.2.2.4 BRCA-1

O gene da susceptibilidade ao cancer de mama 1 (BRCAL, do inglés breast cancer
susceptibility gene-1) é responsavel por regular, ao menos em parte, eventos como ativagdo
transcricional, reparo do DNA, apoptose, pontos de reparo do ciclo celular e a remodelagéo
cromossémica (SOMASUNDARAM, 2003). O BRCAL1 esta envolvido em tumores de mama
e ovario familiares, agindo como um gene supressor tumoral, e a presenca de mutacdes no
BRCA1 é um dos mais bem definidos fatores de risco para o desenvolvimento de tumores
mamarios familiares. De maneira interessante, os tumores hereditarios com mutacGes em
BRCAL respondem por menos de 10% do total de casos (RAKHA et al., 2008), e alteracbes
em BRCAL tém sido descritas como fatores de prognostico em tumores esporadicos de mama
e ovario, provavelmente devido ao seu papel na regulacdo do dano ao DNA (BOYD et al.,
2000; MAJDAK et al., 2005; SILVA SOARES et al., 2010; MARGELI et al., 2010; HUEN
etal., 2010).

Além de seu papel nos carcinomas de mama e ovario hereditarios, BRCA1 também
desempenha um importante papel na regulacéo do processo de reparo de danos ao DNA, mais
especificamente durante a recombinacdo homdloga, assim como p53 e alguns tipos de
topoisomerase. O papel do BRCAL, entretanto, nos carcinomas mamarios positivos para a

topoisomerase IIIf ainda necessita ser investigado.

2.2.25 HER-2

O receptor humano do fator de crescimento epidermal 2 (HER?2) pertence a familia dos
receptores do fator de crescimento epidérmico, originalmente identificado em neuroblastomas
quimicamente induzidos. Sua expressdo tem sido estudada em diversos tipos de canceres,
sendo o de mama o principal, pois cerca de 30% dos tumores mamarios superexpressam o
HER-2, e estes tumores apresentam pior prognostico (SHIH et al., 1981; SLAMON et al.,
1987) . Em um trabalho pioneiro, Perou et al. demonstraram que tumores que apresentam uma
superexpressdo nos trancritos do gene HER2/neu e negatividade para receptores hormonais
possuem um comportamento clinico mais agressivo do que tumores com concomitante

superexpressdo de receptores hormonais (PEROU et al., 2000).



O HER-2 ¢ utilizado na rotina diagndstica devido a sua importancia como marcador
prognostico e também devido ao desenvolvimento de um agente terapéutico capaz de

bloquear a acdo deste receptor, o anticorpo trastuzumab (Herceptin®) (PAYNE et al., 2008).

Apesar dos avangos na pesquisa em marcadores de prognéstico nos tumores
mamarios, ainda ndo foi possivel estabelecer um Unico marcador capaz de predizer o
comportamento clinico dos tumores de maneira fidedigna. Mesmo estudos com metodologias
avancadas, como microarranjos de cDNA, ainda encontram dificuldades em adentrar a rotina

dos hospitais, e beneficiar diretamente pacientes vitimas do cancer de mama.

Os marcadores hoje utilizados na rotina de diagndstico sdo 0s receptores hormonais
(receptor de estrogeno e/ou receptor de progesterona) e o receptor do fator de crescimento
epidérmico 2 (HER-2/neu). Nem mesmo estes consagrados marcadores sdo utilizados
efetivamente como marcadores de progndstico, e sim, como marcadores preditivos, ou seja,
de resposta a tratamento, no caso dos receptores hormonais a resposta a hormonioterapia, e

mais recentemente, no caso do HER-2/neu, para a utilizacéo de seu anticorpo.

2.3 Topoisomerases

As topoisomesases foram descobertas no contexto da apresentacdo da estrutura do
DNA em dupla hélice (WATSON & CRICK, 1953). Apesar de 0 modelo explicar de maneira
contundente a paridade das bases A-T e G-C na composicdo quimica dos diferentes seres
Vivos, muitos pesquisadores ainda apontavam problemas no modelo, como a observacédo de
que seria dificil o acesso as bases posicionadas internamente a estrutura de dupla hélice sem
que houvesse uma abertura, ainda que temporéria, nesta hélice. Devido ao entrelacamento da
dupla hélice, esta abertura seria impossivel sem a quebra da molécula, limitanto entdo a
praticidade do modelo proposto. Estes problemas s6 seriam solucionados em 1971, com a
descoberta de uma proteina, inicialmente chamada de proteina ®, €, posteriormente,
topoisomerase, capaz de alterar a topologia do DNA através da abertura de fendas temporarias
nas hélices, facilitando tanto o acesso as bases internas quanto a resolugdo de problemas
topolodgicos intrinsecos as diversas atividades celulares, como condensa¢do dos cromossomaos,
replicacéo, transcri¢do, recombinacéo e secrecdo do DNA durante a mitose (WANG, 1971,
VIARD, 2007; FORTERRE et al., 2007; CHAMPOUX, 2001).



Outro problema intrinseco as reacdes que envolvem o DNA € sua intrincada topologia.
O DNA ¢é um longo polimero, que em humanos atinge aproximadamente 2 metros de
comprimento, incluido em um nicleo com aproximadamente 10" m® (NITISS, 2009). A
compactacao necessaria para incluir uma estrutura tdo grande em um espaco tdo pequeno, cria
dominios curvados de DNA (também conhecidos como “loops”), e pontos de contato entre
suas bases. Durante a replicacdo, outro problema topolégico é a geragdo de torgdes na porcao
de DNA que se encontra depois da forquilha de replicacdo e a presenca de DNA com tor¢édo
negativa na parte posterior a forquilha replicativa. O rearranjo das fitas de DNA tanto em
situacOes de entrecruzamento, quanto em torcdo positiva ou negativa sdo resolvidos por
diferentes tipos de topoisomerases (NITISS, 2009).
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Figura 1 — Acdo de topoisomerases (no caso topoisomerase I) na forquilha de
replicacdo, durante a formacéo de tor¢des positivas na porcéo anterior da forca replicativa.
Adaptado de Nitiss, 2006.

Através desta funcdo de quebra transitéria da molécula de DNA as topoisomerases sao

responsaveis pelo relaxamento da estrutura de DNA, que se encontra negativamente



enovelada no DNA humano. Esta estrutura em hélice bastante enovelada apresenta uma
facilidade maior de relaxamento, facilitando sobremaneira a acdo das topoisomerases.

Além da funcdo de relaxamento do DNA, as topoisomerases também tém como
funcdo desfazer nos presentes ao final do processo de duplicacdo do DNA. Durante a
replicacdo, as duas duplas fitas de DNA geradas na reacdo podem se entrecruzar. Este
entrecruzamento entre as moléculas bloqueia a separa¢do dos cromossomos durante a mitose.
Neste caso, uma topoisomerase do tipo Il abre uma fenda transitéria na dupla fita de DNA
(caso haja uma fenda em uma das fitas este papel pode ser desempenhado por uma
topoisomerase do tipo I) e desfaz o entrelagamento entre os cromossomos, permitindo que a

replicacdo possa ter sucesso (WANG, 2002).

As topoisomerases sao classificadas de acordo com o nimero de fitas de DNA que sao
capazes de romper. As enzimas do tipo | podem romper uma fita de DNA de cada vez,
enquanto as do tipo Il (topoisomerases Ila, IIf e SPO11) podem romper um par de fitas de
DNA. Em humanos, as enzimas do tipo | sdo divididas em dois subgrupos: IA, formado pelas
topoisomerases Illa e IIIB, e IB, composto pela topoisomerase I e pela topoisomerase I

mitocondrial (WANG, 2002).

As topoisomerases do tipo Il tém sido alvo de diversos estudos em diferentes tipos de
canceres devido ao numero de compostos farmacéuticos que atuam diretamente sobre estas
enzimas, como antraciclinas, etoposide, doxorubicina (inibidores de topoisomerase Ila) e
derivados da campotecina, como topotecan e irinotecan (inibidores da topoisomerase I)
(POMMIER et al., 2006; NITISS et al.,, 2009). Estes compostos agem ligando-se as
topoisomerases e as inativam, deixando abertas as quebras no DNA formadas por essas
enzimas. Este processo leva a uma fragmentacdo no DNA e a morte celular por apoptose, com
intensidade dependente do numero de enzimas em atividade (LODGE et al., 2000; NITISS et
al., 2009).

A topoisomerase Ila ¢ a mais estudada dentre as topoisomerases. A antraciclina é um
bloqueador de acdo da enzima, que impede que esta seja capaz de promover a religacdo da
dupla fita de DNA, desencadeando o processo apoptético desta célula. Devido a sua
localiza¢do, na regido cromossdmica 17g12-17g21, muito proxima a localizagdo do gene
HEr2, muitos estudos tem tentado identificar seu papel na fisiopatologia dos tumores
mamarios. Sua expressdo tem sido associada a uma menor sobrevida global, e principalmente,

sua auséncia de expressdo tem sido associada a uma resisténcia a tratamentos baseados em



antraciclinas (NIELSEN et al., 2008). Em um estudo clinico de fase Ill, Wong e
colaboradores encontraram forte relagdo entre aumento na expressdo génica de TOP2A e
aparecimento precoce da neoplasia, diminuicdo na sobrevida e quimioresisténcia em pacientes
submetidos a tratamento com quimioterapia baseada em doxorrubicina. Em linfomas de
Hodgkin, a expressao imuno-histoquimica da topoisomerase Ilo. demonstrou ser um marcador
de prognostico independente de qualquer outra varidvel (PROVENCIO et al., 2003;
DOUSSIS-ANAGNOSTOPOULOU et al., 2008).

Inibidores da topoisomerase | estdo entre os mais utilizados agentes anticancer na
pratica clinica (ROTHENBERG, 1997). Devido & importancia clinica da expressdo de
topoisomerase I, diversos estudos tém sido realizados no intuito de avaliar seu efeito preditivo
a um regime de tratamento baseado em seus inibidores, tornando esta enzima uma das mais
bem estudadas da familia das topoisomerases. A topoisomerase | € inibida pela campotecina
durante a fase de abertura da fita simples de DNA. Durante a cisdo da fita de DNA, a
campotecina (e derivados) se liga ao complexo de clivagem da topoisomerase | (TOP1cc, do
inglés topoisomerase | cleavage complex), impedindo que o processo de religacdo da fita de
DNA seja realizado, levando a uma parada no ciclo celular e entrada no processo de apoptose
(NITISS, 2009).

A despeito dos intensos estudos envolvendo as topoisomerases, mais especificamente
as topoisomerases I e Ila, as outras topoisomerases tém funcdes e padrdes de expressao pouco
conhecidos.

As topoisomerases do tipo 1A possuem uma conformacdo de quatro dominios e uma
fenda de aproximadamente 25 A° de diametro em seu centro. Os dominios | e IV sdo
conectados entre si e formam um sitio de ligacdo ao DNA no topo da enzima. O segundo
dominio, que consiste de dois dominios que se separam na sequéncia, se localiza na parte
superior da proteina e é responsavel por sua curvatura. O dominio Il funciona como um local
de passagem, onde uma fita simples de DNA entra e sai da fenda da enzima durante o ciclo
catalitico. O mecanismo de acdo das topoisomerases do tipo 1A foi proposto apos diversos
estudos estruturais e bioquimicos (DEKKER et al., 2002; CHENG et al., 2004; VIARD et al.,
2007), e consiste de uma reacgéo de cinco passos. No primeiro passo a enzima se liga a uma
fita de DNA de maneira covalente, e, ao contrario das topoisomerases do tipo 1l, esta ligagcdo
se da sem uso de ATP. No segundo passo, uma tirosina da enzima ataca um fosfato da fita de
DNA, resultando em uma quebra no DNA. O terceiro passo envolve a movimentagdo do
dominio 111, realizando uma abertura na fenda, permitindo que esta acomode a fita simples de

DNA. Ap6s a acomodacéo da fita unica, o dominio Il se fecha, para permitir a religacdo da



fita de DNA anteriormente cortada no 2° passo. O quinto passo consiste no relaxamento do
dominio 11, que libera a fita de DNA, e reinicia o ciclo funcional (XIONG et al., 2008,
CHAMPOUX, 2002a; CHAMPOUX, 2002b).

A topoisomerase Illa ¢ uma enzima do tipo IA localizada na regido cromossémica
17p11.2-12 (HANAI et al., 1996). Até 0 momento, apenas um trabalho estudou a expressao
imuno-histoquimica desta enzima em tumores (ZHANG et al., 2005). Apesar da pouca
informac&o disponivel sobre o papel da enzima tanto no tecido normal como durante a
tumorigénese, Li e Wang (1998) demonstraram, em um estudo in vitro, que a topoisomerase
Illa € capaz de relaxar apenas parcialmente fitas de DNA negativamente torcionadas (LI &
WANG, 1998). Neste mesmo estudo, camundongos knockout para o gene TOP3A
mostraram-se invidveis durante fases precoses da embriogénese e ha evidéncias de que a
topoisomerase Illa pode desempenhar um papel na separacdo de cromatides durante a
replicacdo cromossémica (LI & WANG, 1998). Estudos investigando o papel desta enzima no
desenvolvimento de tumores mamarios, e seu impacto como fator prognéstico estdo, neste

momento, em andamento por nosso grupo de pesquisa.

2.3.1 Topoisomerase I11p

A enzima topoisomerase IIIf} ¢ 0 mais recente membro da familia das topoisomerases
do tipo | em humanos. A topoisomerase IIIf é considerada uma variante da topoisomerase

IIIo. Seu gene esta localizado no cromossomo 22q11-12 (KAWASAKI et al., 1997).

Uma das fungdes da topoisomerase I3 é promover o relaxamento de fitas de DNA
gue se encontram demasiado enoveladas. Este relaxamento é promovido pela abertura de uma
fenda na fita simples de DNA e o giro da fita complementar, desfazendo o enovelamento. A
proteina se desliga da fita de DNA quando a forca de tensdo deste DNA atinge um valor
baixo, indicando que o processo de relaxamento ndo mais é necessario (WANG et al., 2002).
A topoisomerase IIIf também desempenha um importante papel no reparo por recombinagao,
removendo intermediarios da recombinagdo antes da segregacdo de cromossomos, evitando,
desse modo, danos a estrutura do DNA da céelula (ZHU et al., 2001).

Em um estudo com camundongos geneticamente modificados com delecdo do gene
TOP3p, Kwan e Wang (2001) observaram que estes camundongos sobrevivem até a idade

adulta, mas tém sobrevida menor que os camundongos do tipo selvagem. Os camundongos



knockout tiveram uma sobrevida de 15 meses, enquanto os camundongos sem delecédo
genética sobreviveram por mais de dois anos (KWAN AND WANG, 2001).

Um elegante estudo com cultura de células demonstrou algumas funcGes
anteriormente desconhecidas da topoisomerase I1If. Fibroblastos embriogénicos com delecédo
no gene TOP3fS demonstraram capacidade de proliferacdo duas vezes menor do que
fibroblastos controle, e uma maior sensibilidade a danos ao DNA gerados por radiagdo UVB,
e tratamento com hidroxiureia. A causa desta diferenca na capacidade proliferativa
demonstrou ser fruto de um aumento nos niveis de dano ao DNA, identificados por um
aumento nos niveis da histona H2AX, comparado com as células controle. E o achado
principal deste estudo, entretanto, foi que, em células knockout para topoisomerase IIIf, havia
uma ativacao deficiente de p53, ao contrario das células controle. Este foi o primeiro trabalho
a aventar a possibilidade de a enzima topoisomerase III} exercer um papel na ativagdo da

resposta celular ao dano ao DNA (MOHANTY et al., 2008).

2.3.2 Topoisomerase III na Recombinacio Homologa

A recombinacdo homologa (RH) é um dos cinco processos de reparo do DNA, que
incluem também o reparo por excisdo de nucleotideos (em inglés nucleotide-excision repair,
NER), reparo por excisdo de bases (em inglés base-excision repair, BER), unido terminal néo-
homdloga (em inglés non-homologous end-joining, NHEJ) e reparo de erros de pareamentos
(em inglés mismatch repair, MMR) (SENGUPTA & HARRIS, 2005). A recombinagéo
homologa é um processo fundamental, presente em todos 0s organismos Vvivos, que auxilia na
conservacdo do genoma, no reparo de cromossomos danificados e prevencdo de falhas na
forca replicativa. Durante a RH, uma sequéncia perdida em uma dupla fita de DNA € reparada
por uma troca fisica pela mesma sequéncia de uma segunda cépia do DNA. Erros durante a
recombinacdo homdloga estdo entre as causas de canceres de mama, ovario e outros tipos em
pacientes com mutacdes nos genes BRCAL e BRCA2, além de falhas na coordenacdo da
resposta ao dano, possivelmente influenciadas por perda de fungédo da proteina p53 (JASIN,
2002).

A topoisomerase IIIp também demonstrou desempenhar um papel ativo na
recombinacdo homdloga (KWAN et al., 2003). Alguns tipos de dano aos cromossomos

acarretam em um forte impedimento para a replicacdo, e a recombinacdo do DNA



comprometido com sua cromatide irma é capaz de reestabelecer a forca de replicacdo e dar
continuidade ao processo de diviséo celular (MICHEL et al., 2004; SENGUPTA & HARRIS,
2005).

O papel da topoisomerase III} nos tumores mamarios segue pouco compreendido, € o
objetivo deste estudo foi investigar o impacto progndstico da expressdo imuno-histoquimica
da topoisomerase IIIf nos carcinomas ductais de mama, e sua relagdo com a sobrevida dos
pacientes, com achados clinico-patolégicos e com fatores progndsticos como receptor de
estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), BRCAL, receptor do fator de crescimento

epidermal-2 (HER-2) e o marcador de proliferacdo celular Ki-67.



3- OBJETIVOS




Esse trabalho tem por objetivos verificar:
1. A expressao imuno-histoquimica da topoisomerase III} nos carcinomas mamarios;

2. A relagdo entre a expressao da topoisomerase III} com a expressao protéica dos genes

supressores tumorais BRCA1 e p53;

3. A relagdo entre a expressdo da topoisomerase IIIf com pardmetros clinico-patoldgicos
de importancia prognostica nos carcinomas mamarios, incluindo a expressao de
receptores hormonais (estrégeno e progesterona), a expressdao do HER-2 e o indice

proliferativo (Ki-67).

4. A relagdo entre a expressdo da topoisomerase III com sobrevida global e sobrevida

livre de doenca.



4- MATERIAIS E

METODOQOS




4.1 Casuistica

Um total de 198 casos de carcinomas ductais de mama feminina, diagnosticados entre
1994 e 1998, foram coletados do Servico de Patologia do Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP/USP). Dos
prontudrios médicos foram obtidas as seguintes informacOes: idade, status menopausal,
tamanho do tumor, comprometimento de linfonodos regionais, recorréncia, metastases a
distancia, morte, sobrevida especifica do cancer de mama, sobrevida livre de metéstases e
sobrevida livre da doenca. Sobrevida especifica do cancer de mama (SECM) foi definida
como 0 numero de meses desde o diagnostico até a morte devido ao cancer de mama. A
sobrevida livre de metastases (SLM) foi considerada como o tempo entre o diagnostico e o
aparecimento de metéstases a distancia, em meses, e a sobrevida livre da doenga (SLD) como
0 tempo decorrido entre o diagnostico e o aparecimento de recorréncias ou metastases,
também em meses. Casos com outras causas de morte foram excluidos do estudo. Os casos
foram graduados histologicamente de acordo com as definicbes de Scarff-Bloom &
Richardson e modificados por Elston & Ellis (FITZGIBBONS et al., 2000). Resumidamente,
este sistema consiste em trés componentes (diferenciacdo celular, pleomorfismo e indice
mitotico). Cada componente recebe uma pontuacdo de 1 a 3 e sdo somados e categorizados
como grau | (bem diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado) ou grau Ill
(indiferenciado). Nenhum dos pacientes havia recebido nenhum tipo de tratamento anterior ao
diagnéstico. O protocolo de estudo foi realizado de acordo com a Declaracdo de Helsinki, em
1975, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa local (Processo HCRP n° 2401/2008).

4.2 Microarranjos Teciduais (Tissue Microarrays)

As laminas coradas com hematoxilina e eosina (H&E) foram revisadas por um
patologista (ARS) para delimitar a area mais significante de cada tumor, que foi,
posteriormente, utilizada para a construgcdo do microarranjo tecidual (TMA, do inglés tissue
microarray) em bloco de parafina. A construcdo do bloco de microarranjo tecidual foi
gentilmente realizada pelo Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital A.C. Camargo,
da Fundacdo Antdnio Prudente. Para a construcdo do TMA, amostras das biopsias, de um mm

cada, foram retiradas dos blocos doadores e transferidos para o bloco receptor, utilizando o



aparelho Manual Tissue Arrayer | (Beecher Instruments, Silver Spring, USA). Foram
realizados cortes de trés micrometros do bloco de microarranjos utilizando o sistema Paraffin
Tape-transfer System (instrumedics, Saint Louis, USA). Um dos cortes foi corado com H&E
para confirmar a presenca de tumor por microscopia de luz. As reacbes de imuno-
histoquimica foram realizadas em duas diferentes laminas para aumentar a confiabilidade dos

resultados.

4.3 Imuno-histoquimica (IHQ)

Todas as amostras teciduais foram rotineiramente fixadas em formalina neutra 4% e
embebidas em parafina. As reaces de IHQ foram realizadas utilizando-se o kit Novolink™
Max Polymer Detection System (Novocastra, Newcastle Upon Tyne, UK). Os cortes foram
desparafinados em xileno e reidratados em uma série de alcodis. A atividade de peroxidase
enddgena foi bloqueada em uma solugcdo contendo 0.3% de perdxido de hidrogénio por 30
minutos. Os cortes foram, entdo, submetidos a reativacdo antigénica em um tampao citrato a
10mM e colocados em panela de pressao por 40 minutos. Apds a recuperacao antigénica, as
amostras foram resfriadas por 30 minutos e incubadas a 4 °C overnight com o anticorpo
primario. A diluicdo e a marca dos anticorpos utilizados neste estudo foram: topoisomerase
IIB (1:100, policlonal, Santa Cruz, Palo Alto, USA), p53 (1:50, clone DO-7, Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK), receptor de estrégeno (RE) (1:100 clone 6F11, Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK), receptor de progesterona (RP) (1:100, clone 16, Novocastra,
Newcastle upon Tyne, UK), Ki67 (1:100, clone MM1, Novocastra, Newcastle upon Tyne,
UK), BRCA1 (1:50, clone MS13, Serotec, Oxford, UK) e c-erbB-2 (HER-2) (1:100, clone
CB11, Novocastra, Newcastle upon Tyne). Apds a incuba¢do com o anticorpo primario, 0s
cortes foram incubados com o bloqueio po6s-anticorpo primario por 30 minutos e incubados

k™ Max Polymer Detection

com o polimero por mais 30 minutos (ambos parte do kit Novolin
System). A reacdo foi corada por diaminobenzidina (DAB) e contracorada com hematoxilina.
Os cortes foram, entdo, desidratados em uma série de alcodis e montados em Permount
(Fischer, Fairlawn, NJ). Amidalas foram utilizadas como controle positivo para
topoisomerase IIIf e Ki67. Casos de carcinomas ductais sabidamente positivos para p53, RE,
RP, BRCALl e HER-2 foram utilizados como controles positivos para esses marcadores.

Controles negativos foram realizados suprimindo-se 0s anticorpos primarios.



Para definir o ponto de corte que definiria 0s casos positivos e negativos para
topoisomerase IIIf, seguimos o critério estabelecido por Di Leo e colaboradores, em 2001.
Todas as ldaminas foram interpretadas por dois pesquisadores (ARS e JPOC), que informaram
o porcentual de células marcadas em cada caso (de 0% a 100%). Neste momento, nenhum dos
pesquisadores tinha acesso aos dados clinicos de cada caso. A partir da interpretacdo das
laminas, foi calculado o valor médio de porcentagem de células apresentando marcacdo, e este
foi utilizado como valor de corte e a partir deste ponto (30%), foram considerados 0s casos
positivos (acima de 30%) e negativos (abaixo de 30%) (DI LEO et al., 2001). Os casos em
que mais de 10% das células neoplésicas foram marcadas para Ki67 (marcacao nuclear) foram
considerados com um alto indice proliferativo. Os casos foram interpretados como RE, RP,
BRCAL e p53 positivos quando mais de 10% das células neoplasicas mostravam marcagéo
nuclear (FITZGIBBONS et al., 2000; MANGIA et al., 2009).

A expressdo de HER-2 foi graduada de acordo com a proporcdo de marcacdo de
membrana. O escore 0 foi aplicado quando ndo havia marcacdo ou menos de 30% das
membranas apresentavam marcacdo. O escore 1+ englobava marcagdo fraca ou parcial da
membrana em mais de 30% das células. A expressdo foi considerada 2+ quando havia
marcacdo de fraca a moderada em mais de 30% das células tumorais. O escore 3+ foi
utilizado quando houve marcacdo forte e completa das membranas de mais de 30% das
células. Carcinomas com escore 0 e 1+ foram considerados negativos e com escore 3+ foram
considerados positivos. Casos com classificagdo 2+ foram submetidos a hibridizacdo

cromogénica in situ (CISH) para HER-2 e o centrébmero do cromossomo 17.
4.4 Hibridizacdo cromogénica in situ (CISH)

Foram realizados cortes de 3 pm nos blocos de TMA utilizando-se o sistema Paraffin
tape-transfer (Instrumedics, Saint Louis, USA). O kit ZytoDot 2C SPEC HER2/CEN 17 probe
(Zytovision, Bremerhaven, Germany) foi utilizado para a deteccdo do gene de HER-2 e do
cromossomo 17 (CEN 17). Os procedimentos foram realizados de acordo com as instrucdes
do fabricante. Usando este kit, dois sinais verdes (HER-2) e dois vermelhos (CEN 17) eram
esperados em um nucleo normal. HER-2 foi considerado amplificado quando a relacdo HER-
2/CEN 17 era >2 na média de 60 células (Wolff et al., 2007). Para fins estatisticos, apenas
casos classificados como 2+ foram submetidos a hibridizagao, e aqueles com amplificagdo no

CISH foram considerados positivos.



4.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o programa PASW Statistics 18.0
(Chicago, IL, USA). A relagdo entre a topoisomerase IIIp, achados imuno-histoquimicos e
clinicopatolégicos foi avaliada utilizando-se tabelas cruzadas e aplicando-se o teste de ¥ (trés
ou mais variaveis) ou teste exato de Fisher (duas varidveis) e todos os testes foram realizados
em duplicata. O modelo de Kaplan-Meier com o teste de log-rank foi utilizado para estimar e
comparar a sobrevida especifica da doenca, a sobrevida livre de doenca e a sobrevida livre de
metastases. Para observar o valor progndstico independente da topoisomerase III foi
realizado um Modelo de Riscos Proporcionais de Cox (COX, 1972). Um valor de p <0.05 foi

considerado significante.



5- RESULTADOS



5.1 Caracteristicas dos pacientes e dos tumores

Inicialmente foram selecionadas 198 pacientes, mas, para a analise final, 27 foram
excluidas por ndo possuirem material suficiente para as reacdes de imuno-histoquimica ou por
faltar informagfes clinicas necessarias (idade, status menopausal, tamanho do tumor,
metéstases em linfonodos regionais, recorréncia, metéstases a distancia e morte). A casuistica

final foi, portanto, de 171 casos.

A relacdo entre a topoisomerase IIIf e os achados clinicopatoldgicos encontra-se
representada na Tabela 2. A idade das pacientes incluidas no estudo variou de 19 a 91 anos
(média, 57 anos). Os tumores foram classificados como grau | (69 [40.4%]), grau Il (82
[48%]) e grau 1l (20 [11.7%]). Todos os tumores foram diagnosticados como carcinomas
ductais invasivos, com tamanhos variando entre 1 e 18 cm (média de 4.45 cm). Cinquenta
pacientes (31%) ndo estavam na pré menopausa e 118 ja eram menopausadas (69%). Trinta e
seis pacientes (21.1%) tinham tumores de menos de 2 cm em seu maior comprimento, 76
tinham tumores entre 2 e 5 cm (44.4%) e 59 tinham tumores maiores que 5 cm (34.5%).
Sessenta e sete (39.2%) foram diagnosticadas sem comprometimento de linfonodos, enquanto
104 (60.8%) apresentavam metastases em linfonodos. De acordo com o Sistema de
Estadiamento Clinico, criado pelo Comité Americano para o Cancer (AJCC) (SINGLETARY
et al., 2003), dezesseis (9.4%) tinham estadiamento I, 38 (22.2%) tinham estadiamento lla, 27
(15.8%) tinham estadiamento Ilb, 22 (12.9%) tinham estadiamento Illa, 52 (30.4%) foram
classificados como Illb e 16 (9.4%) como estadio IV. Cento e quarenta e seis pacientes
(85.4%) ndo apresentaram recorréncia da doenca, enquanto 25 (14.6%) tiveram recorréncia.
Setenta e cinco (43.9%) pacientes apresentaram metastases a distancia e 96 (56.1%) néo
tiveram sinais de metastases. A expressao de topoisomerase III} estd relacionada ao
aparecimento de metastases a distancia (p=0.036), e a morte em decorréncia da doenga
(p=0.006), mas ndo com a idade (p=0.868), status menopausal (p=0.862), estadiamento
clinico (p=0.950), grau histologico (p=0.516), comprometimento de linfonodos (p=0.869), ou
recorréncia (p=1.000).



Tabela 1 — Relagéo entre dados clinico-patoldgicos e expressdo imuno-histoquimica de topoisomerase II1f3

Caracteristica Topo I + Topo IIIp - p-valor
Idade (anos) 0.868
<50 21 43

>50 37 70

Status menstrual 0.862
Pré-menopausal 41 77

Pés-menopausal 17 36

Tamanho do tumor (cm) 0.918
<2 12 24

2-5 27 49

>5 19 40

Graduagdo histolégica

Bloom & Richardson 0.519
| 20 49
1 31 51
1| 7 13
Estadiamento clinico 0.950
| 7 9
lla 12 26
Ib 8 19
Ila 7 15
Iib 18 34
\Y 6 10
Recorréncia 1.000
Sim 8 17
Nao 50 96
Comprometimento de linfonodos 0.869
Sim 36 68
Nao 22 45
Metastase 0.036
Sim 32 43
Nao 26 70
Morte 0.006
Sim 35 42
Nao 23 71

Valores de p<0.05 foram considerados significantes



5.2 Anadlise das rea¢des de imuno-histoquimica

Das 171 amostras estudadas, positividade para topoisomerase IIIf foi encontrada em
58 (33.9%) carcinomas. O indice de marcacdo quantitativo variou entre 0% e 100% de células
marcadas em seu citoplasma. O indice de positividade para RE, RP, p53 e BRCAL1 foi,
respectivamente, 60.2% (104 casos), 45.6% (78 casos), 33.9% (58 casos), and 49.7% (82
casos). Na reacdo de BRCAL, 6 amostras ndo possuiam material suficiente para analise, e
foram excluidos. Alto indice de expressao de Ki67 foi observado em 27 casos (15.8%). Sobre
a expressdo de HER-2, 100 casos (58.5%) foram classificados como 0, 27 casos (15.8%)
foram classificados como 1+, 21 casos (12.3%) foram classificados como 2+ e 23 casos
(13.5%) foram classificados como 3+. Destes 21 casos classificados como 2+, apos a
realizacdo da hibridizagdo cromogénica in situ (CISH) 11 foram considerados amplificados
para HER-2 enquanto 10 foram considerados negativos. A expressdo da topoisomerase I1If
relacionou-se com uma baixa expressao de Ki67 (p<0.001), BRCA1 (p=0.001), p53 (p<0.001)
e HER-2 (p<0.001), mas ndo com RE (p=0.191) e RP (p=0.630).

Tabela 2 — Relagéo entre marcadores imuno-histoquimicos e expressdo de topoisomerase I11J3

Marcador Topo ITIB + Topo III - P-valor
RE 0.191
Pos 39 64

Neg 19 49

RP 0.630
Pos 28 50

Neg 30 63

Ki67 <0.001%
Pos 19 8

Neg 39 105

p53 <0.001%
Pos 41 17

Neg 40 73

HER-2 <0.001°
Pos 22 12

Neg 36 101

BRCA1

Pos 37 45 0.001%

Neg 17 66




5.3 Relagéo entre a expressédo da topoisomerase II1f e sobrevida

O periodo de seguimento das pacientes incluidas no estudo variou de 1 a 164 meses
(média de 63 meses), e a média da sobrevida especifica da doenca foi de 96 meses.
Utilizando-se a analise de sobrevida de Kaplan-Meier com o teste de log-rank, encontramos
uma pior sobrevida no grupo positivo para topoisomerase IIIf (p=0.006), assim como uma
pior sobrevida livre de metéstases (p=0.016) (Figuras 2 e 3), mas ndo foram encontradas
diferencas significativas em relagdo a sobrevida livre da doenca. Na analise multivariada, a
expressdo da topoisomerase III teve um efeito significante em predizer a sobrevida [HR
2.711 (intervalo de confianca de 95% [CI] 1.484-4.955); p=0.001]. Os resultados da analise
multivariada sdo mostrados na Tabela 3.

Survival Functions
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Figura 2 — Curva de sobrevida de Kaplan Meyer, analisada pelo modelo log rank de Mantel-Cox, com
tempo até aparecimento de metastases a distancia em fungdo do indice de pacientes com céancer de
mama.
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Figura 3 — Curva de sobrevida de Kaplan Meyer, analisada pelo modelo log rank de Mantel-Cox, com tempo até

6bito em fungdo do indice de pacientes com cancer de mama.

Tabela 3 — Modelo de Riscos Proporcionais de Cox

Caracteristica B EP RR IC 95% P-valor

Tamanho do tumor

<2 1

2-5 0.995 0.506 2.705 1.004-7.288 0.049
>5 1.228 0.524 3.414 1.222-9.537 0.019
Topo IT1B 0.997 0.308 2.711 1.484-4.955 0.001

Graduacdo Histologica

(Bloom-Richardson)

| 1

I 1.040 0.352 2.830 1.420-5.637 0.003
I 1.433 0.463 4.193 1.690-10.399 0.002
LN 0.784 0.357 2.189 1.088-4.406 0.028
Metéastases a distancia 1.803 0.337 6.070 3.138-11.740 <0.001

LN: comprometimento linfonodal; RR: risco relativo, IC 95%, intervalo de confianca de 95%; EP: erro padréo.

S8o mostrados apenas 0s parametros estatisticamente significantes.



Figura 4 — Fotomicrografia de carcinoma ductal mamario com forte imuno-expressao

citoplasmatica de topoisomerase ITIp (aumento de 400x).






Figura 5 — Microfotografias:

A-

B-

C-

Células neoplasicas positivas para HER-2 (imuno-histoquimica, marcagdo de membrana, aumento
de 400X)

Células neoplasicas positivas para p53 (imuno-histoquimica, marcagéo nuclear, aumento de 400X)

Células neoplasicas positivas para Ki-67 (imuno-histoquimica, marcacdo nuclear, aumento de
400X)

Células neoplasicas positivas para RE (imuno-histoquimica, marcacdo nuclear, aumento de 400X)
Células neoplésicas positivas para RP (imuno-histoquimica, marcacao nuclear, aumento de 400X)

Células neoplésicas positivas para BRCA-1 (imuno-histoquimica, marcacdo nuclear e

citoplamatica, aumento de 400X)



6- DISCUSSAO




Muito esforco tem sido empreendido na busca de marcadores que possam indicar, no
momento do diagnostico, 0 comportamento clinico dos tumores de mama, 0 que poderia
evitar que pacientes com tumores de comportamento pouco agressivo fossem submetidas a
tratamentos demasiado radicais de maneira desnecessaria, e evitando que pacientes com
tumores de comportamento mais agressivo fossem tratadas com menos rigor, resultanto em

um curso clinico desfavoravel.

Diversos estudos tém proposto que a expressao imuno-histoquimica das
topoisomerases poderia indicar o estado proliferativo tanto de células somaticas quanto de
células tumorais (MCGROGAN et al., 2003; KORKOLOPOULOU et al., 2001;
KONSTANTINIDOU et al., 2001; SCHINDLBECK et al., 2007). Estudos em diferentes
tipos de canceres tém demonstrado que a enzima topoisomerase Ila tem uma forte relagao de
co-expressdao com Ki67 (DOUSSIS-ANAGNOSTOPOULOU et al., 2008; SCHINDLBECK
et al., 2007). De acordo com Hafian et al., a enzima topoisomerase Ila pode, inclusive, ser
considerada um marcador de proliferacdo mais confidvel do que Ki-67, pois pode ser
detectado durante as fases S, G2 e M, mostrando apenas células que efetivamente estdo em
divisdo celular. A fim de acessar o papel da topoisomerases III no estado proliferativo dos

carcinomas ductais mamarios comparamos sua expressdo a do anticorpo K167.

Neste estudo encontramos uma relagdo entre a negatividade da topoisomerase I1If3 e
uma baixa expressdo de Ki67 e encontramos uma forte correlacdo entre as expressdes de
topoisomerase IIIf e Ki67, como ja relatado para topoisomerase Ilo. Esta diminui¢do no
potencial replicativo das células deficientes em topoisomerase IIIf ja havia sido observada
por Mohanty e colaboradores, em 2008. Estes autores observaram que, em fibroblastos
embriogénicos murinicos deficientes em topoisomerase IIIB, a divisdo celular era mais lenta
que em seus pares topoisomerase IIIB-positivos e relacionaram este baixo potencial
replicativo a uma maior sensitividade genotdoxica (MOHANTY et al., 2008). Esse achado
indica que, assim como a topoisomerase Ila tem forte relagdo com o estado proliferativo das
células (NIELSEN et al., 2008), a topoisomerase IIIf também pode ser capaz de refletir o

estado proliferativo dos carcinomas ductais da mama.

O oncogene HER-2/neu encontra-se superexpresso em 15 a 30% de diversos tipos de
tumores, e sua expressdo € considerada um fator de mau progndstico em tumores de mama e
ovario (HENGSTLER et al., 1999; MANO et al., 2007). Diversos estudos observaram uma



forte relagéo entre a superexpressao do HER-2 e alteraces na expressdo da topoisomerase
Ia, devido a proximidade do l6cus génico das 2 proteinas, no brago longo do cromossomo 17
(O’MALLEY et al., 2009). Entretanto, outros estudos demonstraram que uma modificacéo
nos padroes de expressao da topoisomerase Ilo pode ndo ocorrer somente por esta
proximidade genética, pois os dois genes, apesar de proximos pertenceriam a 2 amplicons
diferentes e, quando co-amplificados, seriam resultado de duas diferentes mutacdes.
(ARRIOLA et al., 2007; MANO et al., 2007). No presente estudo, encontramos relacao entre
a negatividade para HER-2 e a negatividade da topoisomerase III. A expressdo de HER-2
estd associada a um aumento na sua dimerizacdo com outros membros da familia dos
receptores do fator de crescimento epidermal, resultando na ativagdo de vias que aumentam a
sinalizacdo proliferativa para o nucleo (IGNATIADIS et al., 2009). A negatividade para a
proteina HER-2 nos carcinomas mamarios negativos para a topoisomerase IIIp indica que este

subgrupo de pacientes pode ser um subtipo menos agressivo de carcinomas ductais de mama.

Dentre os genes reguladores da recombina¢do homologa que se segue a quebra de fitas
de DNA, destaca-se 0 BRCAL, responsavel pelos tumores mamarios do tipo familiar. O gene
BRCAL, aléem de seu papel nos carcinomas mamarios hereditarios, encontra-se envolvido na
resposta ao dano ao DNA, associado a proteina RAD51, que se acumula nos focos de leséo ao
DNA, e a yH2AX (uma forma fosforilada da histona H2AX), que ¢ a primeira a sinalizar estes
danos. Aumentos nos niveis de YH2AX produzem o recrutamento de fatores envolvidos no
reparo do dano ao DNA, como RAD51 e BRCAL. Embora a fun¢do do BRCAL nos focos de
lesdo seja ainda pouco compreendida, estudos sugerem que, devido a sua atividade de
ubiquitina ligase E3, 0 BRCAL seja responsavel pela ubiquitinacdo de proteinas no local de
lesdo, facilitando a resposta ao dano (CHEN et al., 2002; MORRIS & SOLOMON, 2004;
POLANOWSKA et al., 2006; ZHAO et al., 2007; HUEN et al., 2010). Outra possivel funcéo
do BRCA1 no reparo do dano ao DNA seria sua capacidade de fosforilacdo de varias
proteinas envolvidas na sinalizacdo do dano pela via de sinalizacdo ATM (ataxia
telangiectasia)-ATR (ataxia telangiectasia and RAD3 related), incluindo a fosforilagdo de
p53, checkpoint kinase 1 e 2 (HUEN, 2010).

O gene TP53 desempenha um importante papel no contexto da recombinagdo
homdloga, tanto in vitro quanto in vivo. O p53 € considerado o controlador da recombinacédo
homdloga (RH), e sua inativagdo resulta em um aumento da RH, tanto na sua forma
espontanea quanto na forma induzida por stress (SENGUPTA & HARRIS, 2005). Existem

indicios de que o p53 seria responsavel por checar o andamento da RH, reconhecendo locais



com defeitos e restringindo a troca de bases entre sequéncias imperfeitas, além de suprimir 0s

rearranjos capazes de causarem alteragdes tumorigénicas (DUDENHOFFER et al., 1998).

A sintese de DNA (fase S do ciclo celular) esta associada a formacdo de cortes e
fendas no DNA, com consequente colapso das forcas de replicacdo nos locais de fenda. Estas
modificagdes na estrutura do DNA podem alterar a estabilidade cromossémica e causar
mutacdes, no caso de ndo serem resolvidas a tempo. Além disso, diversos problemas de tor¢do
do DNA estdo associados a sintese de DNA, como o stress torsional formado durante o
avanco da forca de replicacdo, a fusdo de fitas devido a seu maior entrelagamento e a
formacdo de estruturas circulares capazes de impedir o avanco da forca. Todos estes eventos
sdo solucionados com o auxilio das topoisomerases, que além de auxiliar durante a fase S
também auxiliam durante a condensacdo de cromossomos e a segregacédo, nas fases G2 e M
do ciclo celular (BRANZEI; FOIANI, 2008).

O gene BRCA1, a despeito de seu papel na sindrome do cancer de mama e ovario
hereditario (em inglés HBOCS), também tem um importante papel na regulacdo da
recombinacdo homologa como mecanismo de reparo de quebras na fita de DNA. No presente
estudo, a positividade para topoisomerase 111 relacionou-se a negatividade para BRCAL. A
baixa expressdo imuno-histoquimica de BRCAL1 ndo estd necessariamente associada a
mutacdes no gene, e sim a fatores epigenéticos, como metilacdo no DNA, perda da
heterozigosidade e defeito no transporte intracelular do produto do gene BRCA1(RIBEIRO-
SILVA et al., 2005). O padrdo de marcacdo imuno-histoquimica do BRCAL é diferente nos
carcinomas mamarios em relacéo ao tecido mamario normal. Enquanto a marcag&o no epitélio
normal é exclusivamente nuclear, a nos carcinomas pode ser exclusivamente nuclear,
predominantemente nuclear, predominantemente citoplasmatica ou exclusivamente
citoplasmatica. Na célula normal a proteina codificada pelo BRCAL é sintetizada no
citoplasma e transportada até o nucleo, onde desempenha seu papel regulador do ciclo celular.
Acredita-se que no carcinoma ocorra um defeito nesse transporte, justificando sua expressao
citoplasmatica (RIBEIRO-SILVA et al.,, 2005). O fato dos carcinomas positivos para
topoisomerase IIIB apresentarem defeitos epigeneticos em BRCAL indica que, nestes casos, 0
recrutamento de fatores responsaveis pelo reestabelecimento do DNA lesionado, através da
ativacdo de BRCAI, pode estar comprometido, 0 que ajudaria a explicar a baixa sobrevida
das pacientes topoisomerase III positivas. Esta visdo é corroborada pela relagdo entre

positividade para topoisomerase IIp e formas truncadas da proteina p53.



O supressor tumoral p53 age primariamente como um fator transcricional responsavel
pela ativacdo ou repressdo de diversos genes-alvo (VOGELSTEIN et al., 2000). Ao contrario
do que se imaginava, tumores que expressam formas mutantes de p53 ndo apenas perdem a
capacidade de suprimir a formacdo do tumor, como também ganham novas propriedades
oncogeénicas, como resisténcia a esquemas terapéuticos e aumento na proliferagéo celular
(BROSH, 2009).

Na técnica de imuno-histoquimica, a presenca de marcacao para p53 indica uma forma
truncada ou mutada da proteina, visto que em condi¢cdes normais ela é rapidamente degrada
por MDM2 apds cumprir sua funcdo. Nossos resultados demonstram que tumores com baixa
expressdo de topoisomerase I1Ip apresentam negatividade imuno-histoquimica para p53, isto
é, a forma ativa de p53. Por outro lado, carcinomas com positividade para topoisomerase 111§
apresentaram positividade para p53, indicando que estes tumores, além de apresentarem
defeitos epigenéticos em BRCA1, também apresentam formas truncadas ou mutadas de p53, o
que poderia se refletir em defeitos durante o dano ao DNA. Altos niveis de topoisomerase 1113
poderiam indicar um maior numero de lesGes no DNA destas células, o que aconteceria
devido a falha nos mecanismos de verificacdo do DNA, como demonstrado pelas variantes
ndo funcionantes de p53 e BRCAL. Entretanto, devido ao pouco conhecimento sobre o papel
da topoisomerase IIIf na carcinogénese dos tumores mamarios, somente € possivel especular

as raz0es destas relacdes com BRCAL e p53 até o momento.

Um melhor prognostico foi encontrado entre as pacientes que apresentaram
negatividade para topoisomerase IIIB. Nao ha estudos comparando a expressdo imuno-
histoquimica da topoisomerase I ao prognodstico de tumores mamarios. Porém, através do
estudo de outras topoisomerases, podemos aventar algumas hipdteses sobre o papel da
topoisomerase III em termos de sobrevida em carcinomas mamarios. Estudos demonstram
que um aumento na expressao de topoisomerase Ila estd associado de maneira independente a
uma menor sobrevida livre da doenga e/ou sobrevida global em carcinomas mamarios, e a um
fendtipo agressivo, a um estado mais avancado da doenca e a um pior curso clinico em
carcinomas de glandulas salivares. (RUDOLPH et al., 1999a; RUDOLPH et al., 1999b;
MARUYA et al., 2009).

Em nosso trabalho a expressdo de topoisomerase III esta significativamente
relacionada de maneira independente com o tempo de morte dos individuos incluidos no

estudo. Segundo a razdo de risco, pacientes positivos para topoisomerase IIIf tém 2.7 vezes



mais chance de morte pela doenca do que os pacientes negativos para a enzima. A relacao
independente entre a expressdo da topoisomerase III} e a sobrevida especifica da doenga
indica que a melhor sobrevida das pacientes topoisomerase IIIp negativas pode, a0 menos em
parte, ser explicada por uma melhor maquinaria de resolucdo de danos ao DNA,
principalmente de fatores relacionados ao proceso de recombinacdo homéloga, como indicado
pela auséncia de expressdo de formas inativas de p53, a presenca de formas ndo modificadas
de BRCAL, e o baixo indice proliferativo destes tumores. Entretanto, novos estudos séo
necessarios para que se confirme esta hipotese, e estudos entre a relacdo dos transcritos do

gene rop3f e mutacbes em TP53 j& se encontram em andamento pelo nosso grupo.

Devido a este efeito independente em predizer a sobrevida em tumores mamarios,
estes resultados sugerem que a imuno-expressdo da topoisomerase III pode ser utilizada
como ferramenta para predizer o curso da doenga no futuro. Mais estudos, entretanto, sao
necessarios para entender o papel da enzima topoisomerase IIIf no desenvolvimento dos
tumores mamarios e sua relacdo com outros marcadores imuno-histoquimicos. No0ss0s
estudos demonstram que a negatividade da enzima topoisomerase IIIf pode, no futuro, ser util

para identificar subgrupos de tumores mamarios com um melhor prognastico.



7- CONCLUSOES



Com os resultados do presente trabalho podemos concluir que:

1. A topoisomerase IIIp encontra-se superexpressa em 39% dos carcinomas mamarios;

2. Existe forte relagdo entre a expressdo de topoisomerase IIIp e os genes reguladores do

ciclo celular envolvidos na recombinacdo homdloga, BRCAL e p53;

3. Existe relacdo entre a expressdo imuno-histoquimica da topoisomerase IIIf com 0s

marcadores progndsticos HER-2 e Ki-67.

4. Em carcinomas mamarios, a expressao imuno-histoquimica da topoisomerase IIIp
mostrou ser um fator de progndstico independente em termos de sobrevida especifica

do cancer de mama.
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Baixar livros de Medicina Veterinaria
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