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A quimioterapia neoadjuvante refere-se a administragdo de quimioterapico antes do tratamento
locorregional, e € um tratamento padrdo em tumores de mama localmente avancados. O cancer de mama
é uma patologia heterogénea, onde tumores apresentam comportamento biol6gico e diferentes respostas
a quimioterapia neoadjuvante, mesmo com estadiamentos iguais. Com base na analise concomitante da
expressdo do receptor-2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-2/c-erbB-2), da proteina
Ki67 e de receptores hormonais de estrégeno e progesterona, o cancer de mama é dividido subtipos
moleculares, 0s quais sao Uteis para orientar as decisdes de tratamento, porém apresentam ambiguidades.
Neste contexto, propusemos que os genes MYC e KRAS podem ser candidatos a biomarcadores com
valor preditivo e prognostico, visto que as suas proteinas sao alvo dos sinais proliferativos dirigidos pela
proteina HER-2 em células de cancer de mama e porque a proteina MYC pode ser regulada pelos
receptores de estrogénio ou progesterona. Este estudo foi dividido em duas fases, uma retrospectiva e
uma prospectiva. Os resultados retrospectivos da analise de 116 amostras tumorais geraram a primeira
publicacdo cientifica que descreve o significado preditivo e progndstico das alteracdes dos genes MYC
e KRAS em pacientes com cancer de mama localmente avangado, tratados com quimioterapia
neoadjuvante padrdo com antraciclina e ciclofosfamida (AC). A avaliacdo conjunta da idade da paciente,
do grau tumoral, do subtipo molecular e das alteracbes dos genes MYC e KRAS revelou que a
amplificagdo do gene MYC é um fator preditivo de quimiossensibilidade ao tratamento AC, em pacientes
de idade < 40 anos, com tumores de grau 1, dos subtipos luminal B ¢ HER-2. Enquanto que a mutacéo
do cddon 12 do gene KRAS foi a Unica variavel independente observada no modelo de regresséo logistica
para avaliar fatores de risco para o grau tumoral e foi interpretada como um biomarcador de mau
prognoéstico. Na fase prospectiva, avaliamos o papel dos biomarcadores supracitados como fatores
preditores de resposta patoldgica para a quimioterapia neoadjuvante com AC, seguido da utilizacdo do
docetaxel (T) (regime AC + T) em 51 tumores. Na analise multivariada, a imunorreatividade de MYC e
a presenca de um numero grande de cépias de alelos de MYC, foram fatores preditores para resposta
patoldgica parcial. A analise da curva ROC revelou que o melhor ponto de corte, para a previsdo de uma
resposta patoldgica completa, é a proporcao de 2,5 alelos de MYC/centrébmeros do cromossomo 8 ou 7
alelos de MYC /nucleo. Desta forma, MYC tem um papel importante na quimiossensibilidade para AC
+ T. Adicionalmente, a amplificacdo de MYC pode ser um fator preditor de resposta patoldgica ao
esquema AC + T, visto que o0s pacientes com um aumento do nimero de copias do gene MYC mostraram
maior frequéncia de resposta patologica completa para este tratamento. Finalmente, as pacientes jovens,
incluidas na fase prospectiva, foram investigadas para a presenca de mutagdes germinativas. As
mutagdes mais frequntes estavam nos genes BRCA1 e BARDL. O tratamento quimioterapico é bastante
oneroso e a utilizacdo de mais biomarcadores moleculares permite a criacdo de um protocolo de triagem
que podera aumentar a acuracia de predicdo da resposta ao tratamento, beneficiando as pacientes com a
determinagdo mais adequada do progndstico e o oferecimento de um tratamento seletivo.
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Neoadjuvant chemotherapy refers to the administration of chemotherapy prior to locoregional treatment,
being a standard procedure of locally advanced breast cancer. Breast cancer is a heterogeneous disease
where tumors with the same histological types and stage have different responses to neoadjuvant
chemotherapy. Based on simultaneous analysis of the expression of the receptor-2, the human epidermal
growth factor (HER-2 / c-erbB-2), the Ki67 protein and hormone receptors for estrogen and
progesterone, breast cancer is divided into molecular subtypes, which are useful to guide treatment
decisions, however there are ambiguities. In this context, we propose that MYC and KRAS may be
biomarkers candidates for predictive and prognostic value, since their proteins are targets of proliferative
signals driven by HER-2 protein in breast cancer cells and also, because MYC protein can be regulated
by estrogen and/or progesterone receptors. This study was divided into two phases; a retrospective and
a prospective phase. Retrospective analysis of 116 tumor samples generated the first article describing
the predictive and prognostic values on MYC and KRAS changes in patients with locally advanced breast
cancer treated with standard neoadjuvant chemotherapy with anthracycline and cyclophosphamide
(AC). The joint assessment of the patient's age, tumor grade, molecular subtype and changes on MYC
and KRAS genes revealed that the amplification of MYC gene is a predictor of chemosensitivity toAC
treatment, on patients age of < 40 years with tumors grade 1, luminal subtypes B and HER-2+.Mutation
on codon 12 of the KRAS gene was the only independent variable observed in the logistic regression
model to assess risk factors being interpreted as a biomarker of poor prognosis. In the prospective phase,
we evaluated the role of described biomarkers as predictors of response to neoadjuvant chemotherapy
with AC followed by docetaxel (T) (T + AC system) in 51 tumors. In multivariate analysis, the
immunoreactivity of MYC and the presence of a large number of MYC allele copies, were predictors of
partial response. The ROC curve analysis showed that the best cut off point for prediction of a complete
pathological response is the ratio between 2.5 alleles of MYC / centromeres of chromosome 8 or 7 alleles
of MYC / nuclei.Thus, MYC plays an important role in chemosensitivity to AC + T. Additionally, the
amplification of MYC can be a predictor of pathologic response factor to the AC + T scheme, since
patients with an increased number of MYCcopies showed greater complete pathological response to this
treatment. Finally, the young patients included in the prospective phase, were investigated for the
presence of germline mutations. The most common mutations were in genes BRCAL and BARD1. The
chemotherapy treatment is quite expensive and the use of more molecular biomarkers allows the use of
new screening protocols that may increase the accuracy of prediction of response to treatment, benefiting
patients with the most appropriate prognosis and offering a selective treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 MAGNITUDE DO CANCER DE MAMA

O processo global de industrializacdo, ocorrido principalmente no século passado,
conduz a uma crescente integracdo das economias e das sociedades de varios paises,
desencadeando a redefinicdo de padrdes de vida com uniformizacao das condicdes de trabalho,
nutricdo e consumo. Paralelamente, adveio uma significativa alteracdo na demografia mundial,
devido a redugdo nas taxas de mortalidade e natalidade, bem como do aumento na expectativa
de vida e, por conseguinte, do envelhecimento populacional (GUERRA; MOURA GALLO;
MENDONCGCA, 2005).

Esse processo de reorganizacdo global determinou grande modificacdo nos padrdes de
salde-doenca no mundo. Tal modificagdo, conhecida como transicdo epidemioldgica,
caracteriza-se pela mudanca no perfil de mortalidade com diminui¢do da taxa de doengas
infecciosas e 0 aumento concomitante da taxa de doencas cronico-degenerativas, especialmente
as doencas cardiovasculares e o cancer (GUERRA; MOURA GALLO; MENDONCA, 2005).

O céancer de mama € o tipo mais frequente entre as mulheres no mundo, assim como no
Brasil, com excecédo do cancer de pele ndo melanoma, respondendo por cerca de 25% dos casos
novos a cada ano. E um tipo raro entre os homens, representando apenas 1% do total de casos
da doenca.

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), o niUmero
de novos casos do cancer de mama esperados no Brasil para o ano de 2016, é de
aproximadamente 57.960. Esse tipo de cancer também é o mais frequente nas mulheres das
regides Sudeste, Sul, Centro-Oeste e Nordeste. Na regido Norte € o segundo mais incidente,
sendo esta doenca responsavel por aproximadamente 14.388 obitos anualmente (INCA, 2016).

A incidéncia do cancer de mama no Brasil varia de acordo com a regido estudada. Fig.
1.1. Na regido Norte, 1.810 novos casos foram estimados para o ano de 2016, correspondendo
a uma taxa de incidéncia de 22,26 casos por 100.000 habitantes (INCA, 2016).



Brasil Regido Regido Regido Regido Regido
Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul
10 Mama fominina Colo do Utero Mama fominina Mama fominina Mama fominina Mama fominina
(56,20) (23,97) (38,74) (55,87) (68,08) (74,30)
2 Cdlon ¢ Roto Mama fominina Colo do dtero Colo do utero Célon o Reto Célon e Reto
(17.10) (22.26) (19.49) (20,72) (22,66) (23.27)
30| Colodo dtero Cdlon o Reto Célon o Roto Célon o Reto Colo do Gtero
(15,85) ~ (5.89) (LRl I (16,93) (11,30)
4 Estdmago Colo do Gtero
(582) (15,17)
59 Estdmago Estdmago Estdmago
(7.37) (6.73) 8,71)

Figura 1.1 — Taxa de incidéncia estimada para 0 ano de 2016/100 mil habitantes para os tipos
de cancer mais frequentes (exceto pele ndo melanoma) em mulheres, no Brasil por regides
geograficas.

Fonte: INCA, 2016.

O céancer de mama é a principal causa de mortalidade entre os canceres femininos no
mundo. As taxas de mortalidade se mantém estaveis ou até em queda em alguns paises
desenvolvidos, e essa mudanca é principalmente atribuida a uma diminuicéo do uso de terapia
de reposicdo hormonal, deteccdo precoce com mamografias de rastreamento, e técnicas
avancadas de tratamento desta doenca. Entretanto, esse fendmeno é contrario em muitos paises
da Europa, Asia, América Latina e regides da Africa, onde se observa um rapido aumento tanto
na incidéncia de tumores, como na taxa de mortalidade do cancer de mama (FREITAS-JUNIOR
etal., 2012).

No Brasil, entre os anos de 1980 a 2000 se identificou um aumento na mortalidade bruta
para o cancer de mama, que passou de 6,14% para 9,64% por 100 mil mulheres, resultando no
aumento relativo de 57% (PINHO; COUTINHO, 2007). Embora essa variagio possa refletir na
melhora das técnicas de diagnostico e no registro de 6bitos, esse aumento reflete a ineficiéncia
nas nossas medidas de rastreamento, e no controle da doenca, onde cerca de 60% dos nossos
casos de neoplasia maligna mamaria sdo diagnosticados em estagios avangados. Até o
momento, o Brasil ndo dispde de uma estrutura que garanta exames de rastreamento, como a
mamografia sistematica a todas as mulheres nas faixas etarias de maior risco. A rede de
assisténcia oncoldgica no Brasil ainda é insuficiente, inadequada e mal distribuida (PINHO;
COUTINHO, 2007).



Nos Estados Unidos da América (EUA), o cancer de mama continua a ser uma doenga
de grande impacto em salde publica, com uma estimativa de aproximadamente 236.670 casos
novos no ano de 2014, levando a aproximadamente 40.000 6bitos neste mesmo ano (CAPLAN,
2014). No Brasil, embora as taxas de mortalidade por cancer de mama tenham se estabilizado,
quando se faz uma analise nas taxas de mortalidade por Estado, individualmente, percebe-se
uma desigualdade consideravel nessas taxas interestaduais, com declinio ou estabilizacéo
naqueles Estados com niveis socioecondémicos mais elevados, e um aumento substancial na taxa
de mortalidade em populagdes com menor nivel socioecondmico. Os Estados em
desenvolvimento tem uma prevaléncia no aumento das taxas de mortalidade. Outro dado
importante é a falha nos sistemas de registros epidemioldgicos de mortalidade presentes em
alguns Estados da regido Norte e Nordeste, dificultando a obtencéo real do retrato deste indice
no pais (FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

A prevencéo primaria do cancer de mama ndo € um evento disponivel até os dias atuais,
com excec¢do de medidas extremas como a mastectomia profilaticaem mulheres que apresentam
mutacdes genéticas. Nestas mulheres essas mutacGes levam a um aumento substancial para o
risco de desenvolverem o cancer de mama; por isso, medidas de diagnostico precoce continuam
a ser o principal foco no combate a esta neoplasia maligna, que visa tanto ao diagnéstico em
estagios iniciais da doenga, como o tratamento mais precoce (CAPLAN, 2014).
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Figura 1.2 — Taxas de Mortalidade das 5 Localizacdes Priméarias mais Frequentes em 2013,
Ajustadas pela Idade, pela Populagdo Mundial, por 100.000 Mulheres, Brasil, entre 2003 e

2013.
Fonte: INCA, 2016.

1.2 FATORES DE RISCO DO CANCER DE MAMA

Existem alguns fatores ja bem estabelecidos na literatura relacionados ao
desenvolvimento do cancer de mama, tais como: idade, histéria familiar, menarca precoce,
nuliparidade, idade tardia da primeira gravidez a termo, e uso de terapia hormonal (TH). Alguns
trabalhos sugerem que outros fatores de risco associados aos receptores de estrogénio (RE) e
de progesterona (RP) positivamente, possam envolver mecanismos relacionados a exposicao
hormonal enddgena, ao passo que a etiologia dos tumores RE e RP negativos pode ndo estar
associada a inducdo hormonal (TURKOZ et al., 2013).

Idade

O céancer é considerado uma doenca tipicamente da idade, com o0 aumento das taxas de
incidéncia ao longo da vida. A incidéncia de cancer de mama inicia mais precocemente do que
alguns tipos de tumores, e ocorre ja por volta dos 20 anos de idade. Este fato é atribuido a
capacidade de resposta do tecido mamario aos estimulos hormonais ovarianos que comecam a
serem produzidos desde a puberdade e se extendem até a menopausa. As taxas para 0
aparecimento do cancer mamario sdo similares em alguns paises até os 35 a 40 anos, depois
comecam a divergir. Estas diferentes formas das curvas de incidéncia especificas em cada pais
sdo consistentes com diferentes interpretacdes. Alguns estudos atribuem esta diferenca, aos
niveis de hormoénios endogenos, que sdo caracteristicos de cada populacdo. Em alguns paises

0s niveis hormonais endogenos sdo mais pronunciados apdés a menopausa, devido a
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caracteristica do peso corporal daquela populacédo, principalmente no periodo da menopausa.
Quando a producdo ovariana hormonal cessa, as células adiposas passam a ser importantes
sitios de conversdo de percussores androgénicos em estrona. Mulheres americanas apresentam
niveis de estrogénios aumentados, assim como um inicio mais tardio da menopausa, quando
comparadas por exemplo, com as japonesas, consequentemente sdo mais expostas a acao
hormonal endégena (HULKA; MOORMAN, 2008; VO; MILLIS, 2012).
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Figura 1.3 - Incidéncia de idade ajustada por taxas de cancer de mama, entre 1988-1992, em
quatro paises: EUA, Suécia, Colémbia e Japao.
Fonte: Hulka; Mooman, 2008.

Menarca e Menopausa

Menarca e menopausa sdo marcadores de inicio e cessacdo, respectivamente, de
atividade endocrina ovariana relacionada a reproducdo. Durante os anos reprodutivos da
mulher, o ovério produz horménios esterdides que afetam diretamente o desenvolvimento e
funcéo das mamas (COLLABORATIVE GROUP ON HORMONAL FACTORS IN BREAST
CANCER, 2012). Menarca precoce e menopausa tardia sdo conhecidas por aumentarem o risco
das mulheres em desenvolver cAncer de mama, devido a maior exposi¢do hormonal. No estudo
randomizado realizado pelo Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer
(CGHFBC), foi evidenciado que esses dois fatores aumentam o risco para cancer de mama, e
apresentam efeitos equivalentes, porém o encurtamento de um ano da menarca foi mais

expressivo que 0 aumento em mais de um ano na menopausa, para o risco de cancer de mama,



e que os canceres estrogénio dependentes séo fortemente afetados pela menopausa das mulheres
(CGHFBC, 2012).

Alcoolismo

O alcoolismo é usualmente relacionado com o aumento do risco de cancer do trato
digestivo alto, figado, célon-retal e mama, principalmente quando este uso € cronico. Esta
associacdo, ha varios anos € pesquisada, e parece ser mais consistente quando é comparada a
outros fatores relacionados a dieta. Em estudos de intervencdo, o consumo de aproximadamente
dois drinques por dia demonstrou um aumento nos niveis de estrogénio total e biodisponivel, e
que apenas uma dose de alcool j& é capaz de aumentar fortemente os niveis de estradiol no
plasma. A reducdo do consumo alcodlico diario parece ser um dos poucos métodos de reducéo
ativa do risco de cancer mamario. Inameros estudos epidemioldgicos associando o consumo de
bebidas alcdolicas com o risco de cancer de mama mostraram uma clara relagdo dose-resposta
com o aumento deste risco (FUCHS et al., 1995; NAGATA et al., 2007; CASTRO; CASTRO,
2014).

Dieta

O papel da dieta na etiologia do céncer é associado, em parte, devido as grandes
variagdes internacionais nas taxas de incidéncia da doenca, e pode ser atribuido as propriedades
antioxidantes de alguns nutrientes selecionados, influenciando no reparo e mutacdo de DNA;
na estimulacdo de fatores de crescimento; e na acdo antiestrogénica de alguns nutrientes. O
controle alimentar, tanto qualitativo como quantitativo é uma forma de controle de risco das
doencas cronicas. No ano de 1997, uma revisdo realizada pelo World Cancer Research Fund
(WCRF) concluiu que a alta ingestdo de frutas e verduras tem a probabilidade de diminuir o
risco de cancer de laringe, pancreas, mama e bexiga. Esta protecdo conferida pela ingestédo de
frutas e vegetais é realizada através da acdo de seus antioxidantes, fibras e outros nutrientes
(RIBOLI; NORAT, 2003; MICHELS et al., 2007).

Obesidade

Evidéncias epidemiologicas consistentemente demonstram que o aumento no indice de
massa corporea (IMC), como também, o aumento da circunferéncia abdominal esta relacionado
ao aumento de risco para cancer mamario. Esses estudos sugerem que 0 risco de
desenvolvimento de cancer mamario € 30% maior em mulheres na pds-menopausa e que

apresentam o IMC > 31 kg/m2. A obesidade esta relacionada a um nimero de doencas crénicas,
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incluindo diabetes tipo 2, doenca cardiovascular, doenca hepéatica gordurosa, e algumas formas
de canceres. Estima-se que 15% a 30% das mortes por cancer na populacdo dos EUA sé&o
atribuidas ao excesso de peso, principalmente do cancer endometrial, cancer de mama na pos-
menopausa, cancer de colon e o de células renais (MICHELS et al., 2007; AMARAL, 2010,
RAMOS-NINO, 2013).

Tabagismo

O tabagismo é considerado um fator de risco ainda muito controverso na literatura. O
habito de fumar esté relacionado ao aumento de risco de canceres em varios 6rgdos, mesmos
naqueles que ndo apresentam contato direto com o cigarro. As substancias carcinogénicas
passam através da membrana alveolar para a corrente sanguinea e podem ser transportadas para
a mama por meio de lipoproteinas no plasma. Estudos experimentais indicam que o cigarro
contém potentes substancias carcinogénicas como: hidrocarbono aromatico policiclico (PAHS),
N-nitrosaminas, aminas aromaticas. Existe uma alta prevaléncia de mutagdes do gene TP53 em
tabagistas quando comparadas a ndo tabagistas. A associacdo entre o habito de fumar e o risco
de cancer de mama foi relatada em aproximadamente 130 estudos epidemioldgicos e consensos.
Apesar do grande numero de informacfes a respeito deste assunto, ainda ndo se tem um
consenso cientifico bem definido, em parte devido ao tabagismo estar relacionado também com
o etilismo e, os estudo ndo apresentarem consisténcia em relacdo a duragdo e intensidade do
consumo do tabaco. Uma revisdo da literatura publicada por cirurgiées dos EUA concluiu que
existem evidéncias limitadas da acdo do tabagismo na carcinogénese mamaria (TERRY;
ROHAN, 2002; GAUDET et al., 2013).

Radiacdo

A radiacdo € considerada um fator de risco na carcinogénese mamaria, devido a alta
sensibilidade da glandula mamaria a exposi¢do de radiacGes, principalmente quando ocorre
ainda em idade jovem. O conhecimento sobre radiacdo e o risco de cancer mamario, se deve
principalmente, a estudos epidemioldgicos de pacientes expostas a radiacdo diagnostica e/ou
terapéutica, e em sobreviventes de ataque de bombas atbmicas. A exposi¢do a radiagdo, seja no
monitoramento ou tratamento de doencas, é na atualidade, a principal forma de indugdo a
carcinogénese causada pela radiacdo. Essas exposi¢cOes ocorrem em monitoramentos com
Raios-X em pacientes portadores de escoliose ou tuberculose; criancas submetidas a
radioterapia para desordens benignas; sobreviventes de cancer na infancia expostas a altas doses

de radiacdo no torax; adultas tratadas com radioterapia. O risco de cancer mamario &
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proporcional a dose da radiacdo recebida, e também a idade em que o individuo é exposto;
quanto mais precoce a exposicao, maior serd o risco (SINGLETARY, 2003; RONCKERS;
ERDMANN; LAND, 2005).

Historico Familiar

O histdrico familiar € um dos fatores de risco mais bem estabelecidos no céncer de
mama. A presenca de parentes de primeiro grau, como méae ou irma, com cancer de mama,
eleva em duas ou trés vezes mais o0 risco de uma mulher que tenha este parentesco, de
desenvolver a doenca. Muitos fatores afetam este risco, como o apareciemento de cancer de
mama em idade jovem ou a bilateralidade desta neoplasia. Recentes avancos em técnicas de
biologia molecular tém contribuido bastante para o entendimento da susceptibilidade da
heranca para o cancer de mama. Estima-se que aproximadamente 7% de todas estas neoplasias
malignas da mama sejam de causas genéticas, podendo chegar até 27% quando associadas a
fatores ambientais ou epigenéticos. Nos dias atuais, todos os estudos sobre a susceptibilidade
herdada de cancer de mama sugerem que essa susceptibilidade é transmitida por uma forma
mendeliana autossémica dominante, e este risco vai ter influéncia na penetrancia dos genes. Os
primeiros genes estudados foram 0 BRCA-1 e BRCA-2, que foram associados a um aumento no
risco de desenvolvimento tanto do cancer de mama e ovario; entretanto, outros genes também
séo associados ao aumento do risco no desenvolvimento do cancer de mama, dentre eles
podemos citar o: TP53, PTEN, STK11, CHEK2 , entre outros. (JAMES et al., 2007; HULKA,
MOORMAN, 2008; STRATTON; RAHMAN, 2008).

Genes BRCAl e BRCA2

Os genes BRCAL e BRCAZ2 sdo genes supressores de tumor identificados na década de
1990. Esses genes estdo localizados no cromossomo 17q e 13q respectivamente, e codificam
fatores que inibem o crescimento celular, regulacéo da transcricdo genética, reparacdo de danos
de DNA, apoptose e outros processos importantes na célula [ZEICHRI20I0N

Estima-se que 5% a 10% de todos os casos de cancer de mama sejam herdados, e a
susceptibilidade para esta neoplasia esta associada com os genes BRCA-1 e BRCA-2 em
aproximadamente 20% a 40% dos casos. Mulheres portadora de mutagdo germinativa em
BRCA-1 tem um risco de desenvolver cancer de mama em até 50% a 85%, e de 12% a 60% de
ndcancer de ovario ao longo da vida. Os tumores de mama onde existe a mutacdo de BRCA-1

tem como caracteristicas 0 aparecimento em idades jovense normalmente ndo expressam

receptores hormonais e HER-2, e so indiferenciados (ISNIESICHANIZ00N)
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Embora os estudos correlacionem muito a susceptibilidade de mutagdes de BRCA-1 e
BRCA-2 no céncer de mama, ndo se pode deixar de lembrar que outras mutacfes genéticas
podem também ser associadas a esta neoplasia, como as que ocorrem nas sindromes de cancer
hereditario como p53, PTEN, CDH1, STK11, MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2. Assim como a
presenca de mutacdo em BRCA-2 pode estar associada ao aumento no risco de outros tipos de
cancer como: cancer de préstata, melanoma e cancer de pancreas (EEEUCHESEINGNIZ0IEN

Os individuos que tem familiares portadores de mutagdes em BRCA-1 e BRCA-2 e que
tem mais de 25 anos devem ser encorajados para a realizacdo de testes genéticos, e diagnostico
da presenca da mutacdo. Aqueles que ja tem o diagnéstico da presenca da mutacdo em um
destes genes podem ser seguidos de acordo com o guideline que inclui mudanga de estilo de
vida, através de pratica de atividade fisica, diminuicdo do consumo de alcool, alimentacédo
balanceada. O exame fisico das mamas deve ser feito a cada 6 a 12 meses a partir dos 25 anos
ou 10 anos antes da idade do parente mais jovem afetado. A ressonancia mamaria esta bem
estabelecida como a melhor ferramenta de seguimento nessa populagdo de risco, e podera ser
ealizada anualmente a partir dos 25 anos de idade, e posteriomente ser seguida por mamografia
anual a partir dos 30 anos de idade. Podem ser realizadas ainda as cirurgias redutoras de risco,

como a adenomastectomia bilateral com preservacdo do complexo aréolo-papilar e a

ooforectomia bilateral (FSEECEESEINMONIZOIEN

Densidade mamogréfica

A densidade mamogafica € a expressdo usada na avaliacdo da quantidade dos
componentes teciduais: epitelial e tecido conjuntivo mamario, visibilizadas em exame
radiol6gico. Apresenta uma associa¢do positiva entre 0 aumento na densidade e o risco de
cancer mamario. Esta associacdo foi primeiramente proposta por Wolfe et al., em 1976 (apud
HOWELL; CUZICK, 2009). Na ocasido foram descritos quatro diferentes padrdes de
parénquima mamario. Tecidos mamérios com mais de 75% de componente epitelial,
apresentam um aumento de quatro a seis vezes o risco no desenvolvimento do cancer de mama,
guando comparados com parénquimas lipossubstituidos. Os critérios de avaliacdo da densidade
mamografica podem ser realizados através do Breast Imaging Reporting and Data System (BI-
RADS), que baseia-se em método visual, como também através da categoria de Wolfe. O
mecanismo desta associacdo ainda é desconhecido, porém o fator de crescimento insulino-like
(IGF-1) esta associado como uma provével causa. A densidade mamografica pode ser
considerada como um fator progndstico pois associa-se com: tumores mamarios de grande

volume, maior grau histologico, invaséo linfatica e vascular, e estagios clinicos avancados
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quando comparados aos de aparecimento em mamas com baixa densidade mamogréfica
(ATTAM et al., 2008; DOUGLAS et al., 2008; HULKA; MOORMAN, 2008; HOWELL,
CUZICK, 2009; HUO et al., 2014).

Terapia Hormonal (TH)

A TH comegou a ser utilizada em meados da década 1970, para controle de sintomas
climatéricos e prevencao da osteoporose, nas mulheres na p6s-menopausa. O objetivo da terapia
hormonal é obter um novo equilibrio no organismo, procurando evitar as consequéncias da
privacdo dos hormonios reprodutores endogenos. A estrogenioterapia, terapia hormonal apenas
com reposi¢do estrogénica, é considerada a terapia mais efetiva no manejo dos sintomas da
menopausa. Nas mulheres que ndo foram submetidas a exéreses cirurgicas do Utero, a TH é
associada a progesterona natural ou aos progestagenos. Evidéncias sugerem que uso de
estrogénios na menopausa esta associado a um modesto aumento no risco para cancer de mama.
Quando usado por um longo periodo (5 anos ou mais) associa-se a um aumento em 30 a 50%
neste risco. Este aumento do risco seria um tanto maior em certos subgrupos, como nas
mulheres com histéria familiar de cancer mamario. O estrogénio tem efeito na progressao de
alteracOes celulares nas glandulas mamaérias que evoluirdo para neoplasias. Este conceito é
comprovado nas observagdes epidemioldgicas em que, menarca tardia e menopausa precoce
tém efeito protetor para o cancer mamario (SINGLETARY, 2003; RONCKERS; ERDMANN;
LAND, 2005; HULKA; MOORMAN, 2008; LIMA; BOTOGOSKI, 2009).

1.3 GENETICA DO CANCER E CARCINOGENESE MAMARIA

O cancer € uma doenca caracterizada pelo crescimento celular desordenado, resultando
do acimulo de alteracBGes que favorecem a expressdo ou repressdo de genes vinculados ao
controle do ciclo celular (CHIAO et al., 1990). O cancer resulta de alteracGes genéticas
selecionadas a fim de proporcionar as celulas tumorais vantagens proliferativas (RHYU, 1998).

A biologia dos tumores ndo pode ser compreendida simplesmente enumerando as
caracteristicas das células cancerosas, mas deve englobar os hallmarks das células que
contribuem na construcdo do microambiente tumoral para a tumorigénese. Dessa forma, as
caracteristicas das células tumorais promovem autossuficiéncia quanto ao sinal de crescimento,
insensibilidade aos fatores inibitorios, evasdo a apoptose, angiogénese sustentada, potencial

replicativo ilimitado, reprogramacdo do metabolismo energético, evasdo da vigilancia imune,
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invasdo celular e metéstase, caracterizando o fenétipo do cancer e individualizando a aplicagdo
de novas terapias (HANAHAN; WEINBERG, 2011) (Fig. 1.4).
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Figura 1.4 - Conjunto de caracteristica das células no processo de carcinogénese.
Fonte: Adaptado: Hanahan; Weinberg, 2011.

Um dos mecanismos supressores tumorais importantes é a senescéncia celular, que
impde limites a capacidade proliferativa das linhagens das células clonais. A senescéncia pode
ser induzida por estimulos mdltiplos incluindo processos celulares intrinsecos, tais como,
disfuncdo telomérica e expressdo do oncogene, como também por fatores exdgenos, tais como
agentes gque danificam o DNA ou ambientes oxidativos (YASWEN et al., 2015).

Uma das caracteristicas fundamentais da célula tumoral é a habilidade de sustentacéo
de proliferacdo crénica, ndo vista em tecidos saudaveis. Na célula tumoral existe um controle
da producdo e liberacédo de sistemas de sinalizagdo que orientam-na em sua divisao, no controle
de homeostase, e ha manutencdo de sua arquitetura e funcdo, fazendo com que a desrregulacéo
dessas vias de sinalizacdo tornem-as controladoras de seus proprios destinos (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Essas sinalizagdes sdo transportadas em grande parte pelos fatores de
crescimento que se ligam a superficie de receptores que normalmente contém dominios da
tirosina-quinases intracelular (RAHMATHULLA; TOMS; WEIL, 2012).

Na presenca de tumor, o processo de angiogénese se faz necessario. Durante a
embriogénese, o desenvolvimento da vascularizagdo envolve o nascimento de novas células
endoteliais e 0 conjunto de tubos (vasculogénese) em adicdo a formacdo de novos vasos

(angiogénese). No adulto, o processo fisioldgico, como o ciclo reprodutivo feminino ou a
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cicatrizacdo de feridas, a angiogénese é acionada, porém durante a progressao tumoral, o
estimulo angiogénico quase sempre é ativado e permanece em quiescéncia para posteriormente
iniciar uma formacdo continua de novos vasos que auxiliardo na expansdo e crescimento
tumoral (HANAHAN; FOLKMAN, 1996). Na maior parte dos tumores, a angiogénese &
estimulada, porém esses novos vasos sdo formados de maneira anormal tanto na sua estrutura,
como também na sua funcéo, resultando em um microambiente tumoral hostil caracterizado por
hipdxia, pH baixo e aumento da pressao do fluido intersticial podendo alterar as caracteristicas
intrinsecas da célula tumoral, de tal modo que a fulga das células tumorais é facilitada pelo
aumento na permeabilidade desses vasos. Essa vascularizagcdo andmala também dificulta a agdo
de células imunes sob os tumores, assim como o transporte e distribuicdo de agentes
qguimioterapicos e de oxigénio, levando a resisténcia a tratamentos oncoldgicos, tanto
radioterapicos como os quimioterapicos (HUANG, 2015).

Metastase é uma habilidade que a célula tumoral adquire no seu processo de
carcinogénese, e que se constitui como a principal causa de mortalidade entre os pacientes com
cancer. Nesta doenca existe um crescimento celular e uma migracao celular desordenados
(CLARK; VIGNJEVIC, 2015).

O processo da invasdo e metastase é organizado numa sequéncia de passos,
denominados de cascata de invasdo e metastase. Este processo metastatico prevé uma série de
alteracOes na biologia da célula, comegando com a invaséo local; seguida de invaséo por células
tumorais no sistema linfatico e hamatopoiético; seguido de evasao destas células do Iimem dos
vasos para o parénquima dos tecidos distantes (extravasamento); a formacdo de pequenos
nodulos de células tumorais (micrometastases); e finalmente o crescimento de lesbes
micrometastaticas para tumores macrometastaticos, sendo esta ultima etapa denominada de
colonizacdo (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O processo de migracao das células do tumor primario segue uma sequencia de fases como
invasdo local, intravaséo, captura em local distante, extravasdo e metastase (MARYAS et al.
2014).
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entre superficie de CTCs & capilares.

Figura 1.5 — Cascata Metastatica.

Nota: Cascata metastatica é o processo que consiste em células de invaséo local de tumores primarios atraves
da membrana basal e camadas de células do estroma (A e B); sua intravasdo em vasos sanguineos ou linfaticos
(C); detengdo em tecidos e drgdos distantes (D); extravasamento em parénquima destes tecidos e 6rgédos (E)
liquidacdo e crescimento neoplasico de tumores metastético (E).

Fonte: Adaptado de Maryas et al., 2014.

A instabilidade genémica (IG) é uma caracteristica de quase todos os canceres humanos.
A maioria das IG tem uma forma conhecida como instabilidade cromossémica, que se refere a
uma elevagdo na taxa tanto da estrutura cromossémica, como no nimero de cromossomos que
mudam ao longo do tempo, em células tumorais quando comparadas as células normais,
conferindo alteracdo tanto na estrutura do cromossomo, como no numero de mitoses. A
instabilidade do genoma é mais frequente, porém outras formas também sdo identificadas, como
exemplo a instabilidade de microssatélites, e a forma caracterizada pelo aumento na frequéncia
de pares de bases com mutacdo (NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010).

No século XIX, percebeu-se uma ligacdo entre a inflamacdo e o cancer. Mais

recentemente esta conexdo inflamagdo-cancer vem ganhando maior aceitacdo baseada em
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varios estudos epidemioldgicos. Esses estudos revelaram que a inflamacgéo crénica predispde a
diferentes formas de cancer, e que 0 uso de agentes anti-inflamatérios ndo esteroides esta
associado a protecdo de alguns tumores. Concordando com os achados epidemioldgicos, 0s
patologistas ha muito tempo observam que os tumores sdo densamente infiltrados por células
do sistema imune, tanto as inatas como as adaptativas, estando presentes em densidades
variadas e muitas vezes sendo detectadas apenas através de anticorpos tipo especificos contra a
inflamacdo (COLOTTA et al., 2009; HANAHAN; WEINBERG, 2011) Componente
inflamatdrio se encontra presente no microambiente da maioria dos tecidos neoplésicos.
Caracteristicas evidentes da relacdo da inflamag&o com o cancer incluem: infiltracdo de células
sanguineas brancas, predominantemente tumores associados a macréfagos; presenca de
mensageiros polipeptideos de inflamacdo, como citocinas (fator de necrose tumoral,
interleucina-1, interleucina-6), quimiocinas (CCL2 e CXCLB8); ocorréncia de tecido de
remodelagéo e angiogénese; fatores de sobrevivéncia tumoral; e enzimas modificadoras que
facilitam tanto a angiogénese, como a invasdo e metastase, e induzem sinais que levam a
ativacdo da transicdo epitélio-mesenquimal, que € um fenémeno temporario, reversivel, no qual
células adquirem a capacidade de diferenciacdo, migracao para focos distantes, e retornar a sua
forma original formando uma nova estrutura, capacidade esta que é adquirida pelas células
neoplésicas (COLOTTA et al., 2009; RAHMATHULLA; TOMS; WEIL, 2012).

Defeitos no sistema de reparo do DNA incluem os danos nos pontos de checagem do
ciclo celular, conhecidos como ““checkpoint” ou aqueles que comprometem a manutengdo dos
telomeros, conferindo uma instabilidade genémica e consequentemente, a predisposi¢do ao
cancer; essa instabilidade faz com que uma célula normal possa acumular mutages suficientes
para o inicio da transformacdo maligna, entretanto, a célula possui mecanismos de protecdo a
esses danos, conferindo a proteina de supressdo tumoral p53 o papel de “guardia do genoma”
na protecdo celular contra o cancer (BROWN; ATTARDI, 2005).

Os telomeros sdo sequéncias repetidas de DNA localizadas nas extremidades dos
cromossomos que estdo vinculados a um processo de proteinas denominadas shelterin que
previne respostas danosas ao DNA. Estudos mostram que a cada divisdo celular parte do
teldmero é encurtada devido a incapacidade que o maquinario de replicacdo tem para replicar
completamente o final do DNA. O papel do telomero tanto no processo de envelhecimento
celular como no cancer tem sido muito pesquisado. A ativacdo da telomerase pode ser
encontrada em quase todos os canceres humanos, conferindo uma habilidade as células
tumorais de apresentar proliferacdo ilimitada, € um evento inicial do cancer , porém ndo é
necessario para a iniciacao tumoral (BERNARDES DE JESUS; BLASCO, 2013).
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Os telémeros estdo implicados no controle da integridade genémica como também na
carcinogénese. Estudos mostram que as células tronco ou progenitoras, expressam niveis
detectaveis de telomeros, demonstrando sua participacdo na formacdo tumoral, pois essas
células séo encontradas na formacao original do tumor. No processo de supressdo tumoral, as
celulas tumorais mostram uma dependéncia do mecanismo de manutengdo do telémero para
obter capacidade de imortalidade celular e prevenir o caos genético induzido pela mudanca na
funcao do telomero (GUNES; RUDOLPH, 2013).

A proliferacdo celular cronica € muitas vezes incontrolada, e representa a esséncia das
doencas neoplasicas que envolve ndo sé a desrregulacdo no controle da proliferacdo celular,
como também, no ajuste do metabolismo energético que alimenta o crescimento celular e sua
divisdo. Em condi¢bes aerdbicas, o processo normal do metabolismo da glicose ocorre
primeiramente conversao em piruvato via glicolise, no interior do citosol, e apos esse processo,
para o didxido de carbono na mitocdndria. Este processo foi descrito em 1930 por Otto Warburg
que observou que na presenca de oxigénio, as células tumorais podem reprogramar seu
metabolismo de glicose, processo conhecido como Efeito Wanburg (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

Estudos recentes sobre a agdo de oncogenes demonstram que a amplificagcao/super-
expressdo destes genes e suas sinalizagdes produzem proteinas que levam ao aumento de
proliferagdo celular do cancer e ao seu crescimento tumoral. O aumento na sinalizagdo de
algumas oncoproteinas de RAS, MYC e RAF pode provocar neutralizacdo de respostas de
células, principalmente aquelas induzidas a senescéncia e/ou a apoptose (COLLADO;
SERRANO, 2010).

1.4 ESTADIAMENTO CLINICO

Na primeira metade do século XX, médicos observaram que nem todos os canceres de
mama tinham o mesmo progndstico ou precisavam do mesmo tratamento e tentaram definir
caracteristicas que poderiam realmente distinguir quais 0s tumores que necessitariam ou ndo de
um tratamento agressivo. Em 1904, Steinthal médico alemao, propbs a divisdo do cancer
mamario em trés estagios progndésticos: tumores pequenos de localizacdo apenas mamaria
(Estagio 1), tumores grandes que envolviam linfonodos axilares (Estagio Il) e tumores que
claramente envolviam tecidos ao redor da mama (Estagio I11). Esses estagios mais tarde seriam
modificados (SINGLETARY; CONNOLLY, 2006).
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O sistema tumor, linfonodo, metéstase (TNM), foi desenvolvido por Pierre Denoix em
1942, e representa uma tentativa de classificagdo de céancer baseada nos maiores atributos
tumorais que influenciam o prognostico da doenca: tamanho do tumor primario (T), presenca e
extensdo do envolvimento de linfonodo regional (N), e presenca de metastase a distancia (M).
A Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) apresentou a classificacdo clinica para o cancer
de mama baseada no TNM, em 1958 e a American Joint Committee on Cancer (AJCC) publicou
a classificacdo de mama em 1977 (BARROS; BUZAID, 2007).

A classificacdo clinica do Sistema TNM (Quadro 1.1) é utilizada para indicar o
tratamento locorregional, baseando-se unicamente em evidéncias colhidas antes do tratamento
inicial do tumor primario. Os exames incluem principalmente exames clinicos, feitos através
de anamnese, exame fisico das mamas e das cadeias de drenagem linfatica, e exames de
imagens, tais como: mamografia, ultrassonografia mamaria e mais recentemente a ressonancia
nuclear magnética das mamas (BARROS; BUZAID, 2007).
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Quadro 1.1 - Estadiamento do Tumor Mamario, Classificacdo Clinica
Tamanho do tumor (cT)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO N&o ha evidéncia de tumor primario

Tis (DCIS) Carcinoma in situ: carcinoma ductal in situ

Tis (LCIS) carcinoma lobular in situ

Tis (Paget’s) doenca de Paget da papila s/ tumor

T1 Tumor menor ou igual a 2 cm

Timi Tumor < 1 mm na maior dimensao

Tla Tumor maior que 1mm e menor ou igual a 5 mm na maior dimenséo

Tlb Tumor maior que 5 mm e menor ou igual a 10 mm na maior dimenséo

Tlc Tumor maior que 10 mm e menor ou igual a 20 mm na maior dimenséo

T2 Tumor maior que 20 mm e menor ou igual a 50 mm na maior dimenséo

T3 Tumor maior que 50 mm na maior dimenséao

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensdo para parede toracica e ou pele (ulceracdo ou

n6dulo cutaneo)

T4a Extensédo para parede toracica

T4b Ulceragdo e ou nddulo satélite ipsilateral e ou edema (incluindo peau d’ orange)

T4c Ambos T4a e T4b

T4d Carcinoma inflamatdrio

Linfonodos Regionais (cN) (Concluséo)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metéstase em linfonodos regionais

N1 Metéstase para linfonodos axilares ipsilaterais moveis dos niveis | e 11

N2

N2a Metastase para linfonodos axilares coalescentes ou aderidos a estruturas adjacentes dos niveis | e
1

N2b

Metastase clinicamente aparente na mamaria interna na auséncia de metastases axilares dos niveis
N3 lell

N3a
N3b Metéstase para linfonodo infraclavicular ipsilateral (nivel 11 axilar)
N3c Metéstase para linfonodos da mamaria internaipsilateral e linfonodo axilar

Metastase para linfonodo supraclavicular ipsilateral
Metastase a Distancia (cM)

MO Auséncia de evidéncias clinicas ou radiograficas de metastase a distancia

cMO (i+) Auséncia de evidéncias clinicas ou radiogréaficas de metéstase a distancia, mas presenca de células
tumorais circulando no sangue periférico, ou medula dosea ou outro tecido nodal ndo regional,
detectadomolecularmente ou microscopicamente < 0,2mm, em pacientes sem sintomas ou sinais
de metastase

Metéstase a distdncia detectada clinicamente e radiograficamente e/ou histologicamente > 0,2mm

Observagdo: Parede toracica inclui arcos costais, musculos intercostais € musculos serrtio anterior, mas ndo
inclui o masculo peitoral. Doencga de Paget associada com tumor € classificada de acordo com o tamanho do tumor.
Fonte: UICC, 2010.
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Quadro 1.2 - Estadiamento Tumoral

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio 1A Tl NO MO
IB TO N1mi MO

& NLmi MO

Estadio I1A TO N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

Estadio 1B T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio I11A TO N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1 MO

Estadio I11A T3 N2 MO
Estadio 111B T4 NO, N1, N2 MO
Estadio I11C Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: UICC, 2010.

Para a deciséo terapéutica, deve-se considerar o estadiamento do tumor de acordo com
a classificacdo TNM, como também: o laudo histopatolégico, resultado de exame da
imunohistoquimica, quadro clinico do paciente e tratamento local porventura ja realizado. As
opcdes terapéuticas do cancer de mama incluem a cirugia do tumor primario, a avaliacdo do
acometimento axilar e radioterapia, como formas de tratamentos locais. O tratamento sistémico

é administrado sob as formas de quimioterapia e hormonioterapia, quando necessérias.

1.5 HISTOPATOLOGIA, IMUNOHISTOQUIMICA E PATOLOGIA MOLECULAR NO
CARCINOMA MAMARIO

1.5.1 Diagnostico histopatoldgico do carcinoma de mama

O céancer de mama é uma doenca heterogénea, e abrange entidades clinicas com
caracteristicas biologicas e desfechos clinicos distintos. Ao contrario do que ocorre em
carcinomas de co6lon, por exemplo, ndo é possivel estabelecer uma linha de progressao para 0s
tumores de mama, uma vez que ndo ha marcadores definidores de hiperplasia, carcinoma in situ

e carcinoma invasivo. Em vez disso, existem linhas de evidéncias que sugerem que o cancer de
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mama consiste em um grupo de doencas com diferentes fatores de risco, apresentagdes clinicas
e caracteristicas histolégicas, que acometem o mesmo 6rgdo, com origem em uma estrutura
comum, a unidade ducto-lobular terminal (MALHOTRA et al., 2010; WEIGELT; GEYER,;
REIS-FILHO, 2010). Apesar da origem comum, o cancer de mama invasivo pode ser
classificado em subtipos histolégicos, com comportamento clinico e biolégico distinto.

O carcinoma ductal infiltrante, atualmente designado carcinoma invasor de tipo nao
especial (Non Especial Type — NST/OMS, 2013) é definido pela presenca de arquitetura ndo
especializada em 50% ou mais da area tumoral avaliada. Microscopicamente, tais tumores
podem apresentar variagcfes morfoldgicas, porém sem defini¢do de tipo especial, como padréo
trabecular, solido, em lengol e ninhos, com graus varidveis de diferenciacdo, necrose e
desmoplasia. Carcinomas mamarios com 49% ou menos de componente ndo especial e 50 a
90% de subtipo especial sdo classificados como tipos mistos. O subtipo especial mais comum
¢ o carcinoma lobular, representando 5 a 15% de todos os carcinomas mamarios. E
caracterizado microscopicamente por: células discoesas; nucleo regular, redondo ou oval,
citoplasma escasso, por vezes com mucina intracitoplasmatica; e aspecto em alvo ou anel de
sinete. Apresentam negatividade ou expressdo reduzida de E-caderina, e raramente sdo
positivos para o gene HER-2 (PINDER; HARRIS; O°’MALLEY, 2011; SINN; KREIPE, 2013).

O carcinoma tubular é um tipo especial de tumor mamario composto de estruturas
tubulares bem distintas e por células bem diferenciadas que compreendem ao menos 90% do
carcinoma (PINDER; HARRIS; O’MALLEY, 2011). Constituem menos de 2% de todos 0s
carcinomas e tendem a ser diagnosticados em estagios inicias, em torno de 7% ainda em
estadiamento clinico I, compreendendo tumores menores que 1 cm (SHING et al., 2007). J&4 o
carcinoma mucinoso é constituido por grupamentos de células com citoplasma eosinofilico e
nacleo intermediario, dispostas em arranjo trabecular, acinar, em ninhos ou lencol, em meio a
lagos de mucina extracelular. Tais subtipos estdo associados com um menor potencial de
malignidade, expressam receptores hormonais e tem reduzida taxa de comprometimento axilar
(PINDER; HARRIS; O'MALLEY, 2011).

Outros tipos histologicos associados a um pior prognostico incluem o carcinoma
micropapilifero e o carcinoma metaplasico. O primeiro é caracterizado por ninhos de células
epiteliais eosinofilicas cuboidais ou colunares, sem eixo fibrovascular verdadeiro, circundadas
por um espaco claro, com inversdo da polaridade celular, conferindo marcacéo caracteristica
por antigeno epitelial de membrana (EMA) no contorno externo dos grupamentos celulares. Tal
subtipo histoldgico esta associado a maior invasdo linfovascular, multifocalidade e maior

frequencia de metéstases linfonodais, que podem chegar a 95% dos casos em algumas séries.
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O carcinoma metaplasico apresenta diferenciacdo fusocelular ou de células escamosas, que
pode ser Unica ou associada a componente de carcinoma ductal, ou outro componente
metaplasico, inclusive com elementos heter6logos, como osso ou cartilagem (PINDER,;
HARRIS; O’MALLEY, 2011).

Subtipos histoldgicos menos frequentes de carcinoma de mama incluem o carcinoma
neuroenddcrino, papilifero invasivo, mucoepidermoide, carcinoma secretorio, de células claras,
tipo glandula salivar e apocrino (PINDER; HARRIS; O°’MALLEY, 2011).

Devido a heterogeneidade clinica e genética do cancer de mama, tornou-se necessario o
estabelecimento de sistemas de classificagdo que uniformizassem a linguagem dos tumores e
pudesse ser utilizada com fins progndsticos e terapéuticos. Bloom e Richardson (1957)
contribuiram para a melhora no sistema de graduacdo em carcinoma de mama, adicionando
uma escala numérica aos critérios histologicos inicialmente descritos por Patey e Scarff (1928),
e criando uma nova classificagdo denominada Scarff, Bloom e Richardson (SBR), adotada
oficialmente pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1968 (SCARFF; TORLONI,
1968). Posteriormente, o grupo de Nottingham introduziu algumas modificacbes no método de
SBR, na tentativa de tornar ainda mais objetivos os padrdes de avaliacdo histoldgica.

O grau de Nottingham esté diretamente relacionado ao potencial de agressividade do
tumor, e diz respeito ao grau de diferenciacéo, no qual sdo considerados pleomorfismo nuclear,
formacdo tubular e indice mitético seguindo uma somatéria de escala de 3 a 9, em que sdo
atribuidos valores de 1 a 3 para cada variavel da classificacdo, sendo o grau 1 relacionado a
maior diferenciacdo e menor agressividade (ELSTON; ELLIS, 1991). Incorporado a diversos
algoritmos prognosticos e de tratamento, o grau histologico também apresenta ampla correlagéo
com estudos de larga escala em genética e transcriptémica (WEIGELT; GEYER; REIS-FILHO,
2010).

Entre os fatores aceitos como indicadores de prognoéstico, a determinacdo do grau
histologico € um dos principais fatores, e de facil execucdo a serem acessados na rotina
diagndstica. A avaliacdo do grau histolégico, conhecida como Nottingham Grading System
(NGS) é um sistema recomendado por varios grupos internacionais, como a OMS, Comité
Americano de Cancer, Unido Européia e o Colégio Real de Patologia. O valor prognostico do
NGS no cancer de mama vem ao longo dos anos sendo aperfeicoado. Quando o NGS ¢
associado a outros fatores como o tamanho do tumor e o status do linfonodo sentinela, forma
indices prognosticos, como o indice Progndstico de Nottingham. Por ser um valor de
prognostico importante, 0 NGS também esta incorporado em alguns algoritmos e guidelines,
como o de St. Gallen (RAKHA et al., 2010).
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1.5.2 Fatores prognosticos e preditivos em carcinoma de mama

Os fatores progndsticos do céancer de mama sdo conceituados como parametros
verificados por ocasido do diagndstico ou tratamento, que influenciam no curso natural da
doenga, e ajudam a antever o intervalo livre de doenca e sobevida. Os fatores preditivos de
resposta, por outro lado, sdo parametros que auxiliam na previsao da obtencéo de sucesso com
determinada modalidade terapéutica. Muitos dos fatores prognésticos sdo também preditivos
de resposta e vice-versa (BARROS; BUZAID, 2007).

A historia natural do cancer de mama e o risco de uma lesdo bem estabelecida sdo
avaliados através das caracteristicas anatomopatologicas. A categorizacdo correta dessas lesdes
é ferramenta importante na pratica clinica e se aplica na identificacdo de subgrupos de pacientes
com riscos diferenciados para o desenvolvimento de cancer de mama (BOFF; WISINTAINER,
2006). Individuos que tém historia pregressa de carcinoma invasor, carcinoma in situ ou
hiperplasia atipica na mama tem aumento significativo no risco de um futuro desenvolvimento
de carcinoma invasivo mamario (SINGLETARY, 2003).

A incidéncia de um segundo céancer invasivo, para um individuo que apresentou uma
lesdo invasora anteriormente, aumenta proximo de 1% ao ano (SINGLETARY, 2003).
Pacientes com diagndéstico de carcinoma ductal in situ (CDIS) tem risco aumentado para
recorréncias de nova lesdo de CDIS, carcinoma invasor e até metastase a distancia.
Anteriormente, as lesdes de alto risco apresentavam pouca incidéncia no seu diagnéstico, porém
nos ultimos 20 anos, houve aumento no numero neste diagnéstico baseada na melhoria de
métodos de deteccdo (PARTRIDGE et al., 2008).

A avaliacdo de fatores progndsticos e preditivos confidveis para 0 manejo do cancer de
mama se faz importante para a orientacdo na decisdo terapéutica. Trés fatores principais sao
aplicados na rotina clinica: tamanho do tumor, status do linfonodo e grau histologico. O
tamanho tumoral é considerado fator progndstico de maior importancia ap6s o status dos
linfonodos. As chances de recorréncia da doenca aumentam com o aumento do tamanho
tumoral, e sua repercussao clinica tem maior impacto nos casos de axila sem comprometimento
neoplasico, ja que nesses casos, passa a ser o fator prognostico de maior relevancia, e
rotineiramente usado nas decisdes da terapia adjuvante (CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004;
BARROS; BUZAID, 2007).

Um estudo realizado por Rosen et al. (1993 apud CIANFROCCA; GOLDSTEIN,
2004), que correlacionou o tamanho do tumor com a sobrevida livre de doenga num periodo de
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20 anos, verificou que a sobrevida de pacientes foi de 88% para aqueles pacientes que
apresentavam tumores menores ou iguais a 1,0 cm; 72% para aqueles com tumores entre 1,1
cme 3,0 cm, e 59% para 0s que apresentavam tumores entre 3,1 cm e 5,0 cm. A média de tempo
para o desenvolvimento de metastases a distancia foi menor, quanto maior o tamanho tumoral
(CIANFROCCA,; GOLDSTEIN, 2004).

A presenca de metastases para os linfonodos axilares ainda é considerada o maior
indicador progndstico de pacientes com cancer mamario invasivo. Quanto maior for o nimero
de linfonodos comprometidos, maior sera a chance do surgimento de metastases, por isso, a
avaliacdo do status axilar é um procedimento aplicado na rotina oncolégica no tratamento da
neoplasia mamaria. E bem conhecido que a avaliacio clinica realizada manualmente apresenta
uma sensibilidade e especificidade pobre, e por isso, a dissec¢cdo dos ganglios axilares se faz
necessaria para determinar o comprometimento axilar (BARROS; BUZAID, 2007; LEE et al.,
2010).

Estudos clinicos que avaliam o comprometimento dos linfonodos axilares tém
estratificado os pacientes em trés grupos: os com linfonodos negativos, com um a trés
linfonodos positivos e com quatro ou mais linfonodos positivos. Varios estudos demonstram
uma relacdo direta entre o nimero de linfonodos acometidos e o prognéstico clinico e também
com o tamanho tumoral, onde tumores maiores que dois centimetros tém maior chance de
comprometimento no momento do diagnostico (WILLETT et al., 2002; MARINHO et al.,
2008). A sobrevida em cinco anos de pacientes com auséncia de comprometimento linfonodal
é de 82,8% comparada com 73,0% dos que apresentam um a trés linfonodos positivos, 45,7%
dos com quatro a doze linfonodos e 28,4% com mais de 13 linfonodos acometidos
(CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).

O estudo do linfonodo sentinela (LS) foi introduzido na prética clinica em 1990, é
considerado um método extremamente sensivel e especifico na predi¢do de algumas neoplasias
malignas, tais como a maméria. De acordo com Sociedade Americana de Oncologia Clinica
(ASCO) a bidpsia do linfonodo sentinela € um método seguro na identificacdo nos casos de
tumores mamarios precoces e sem comprometimento axilar clinico (CARVALHO et al., 2010).

Os métodos de analise para avaliagdo do LS estdo sendo aperfeigoados, no intuito de
aumentar a acuracia e reduzir as taxas de falso-negativos, e basicamente consistem na
multisseccdo e coloragdo com a hematoxilina e eosina (HE) do LS, ou ainda no uso da
imunohistoquimica, nos casos em que o resultado com o HE for negativo e se queira afastar a
presenca de pequenos depdsitos. A maioria dos casos é classificada como positivos ou

negativos, de acordo com a presenca ou auséncia de macrometastases. A edicdo de 2003 da
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classificacdo de TNM para tumores malignos (tumor, linfonodo e metéastase) usou a medida de
dois milimetros como corte para distinguir entre a presenca de micro ou macrometastase
(CARVALHO et al., 2010).

A avaliacdo do LS e importante na decisdo cirargica da disseccdo axilar (DA). De
acordo com o Consenso de St Gallen (2015), este procedimento deve ser realizado em casos
onde ndo ha programacdo de radioterapia. Na atualidade, a pesquisa de linfonodo sentinela se
confirma como padrdo de cuidado cirdrgico, sendo obrigatdria em cirurgias radicais, como a
mastectomia, por exemplo, onde ndo sera aplicada a radioterapia. A DA, pode entretanto, ser
omitida ap6s resultado de LS positivo, nos casos em que o tratamento cirdrgico sera
conservador (quadrantectomia) e neste caso, aplicada radioterapia utilizando campos tangentes
com incluséo de axila inferior (nivel I e Il de Berg). Nos casos com axila clinicamente positiva,
que apresente resposta clinica completa a quimioterapia neoadjuvante, considerou-se
apropriada a realizacdo de bidpsia do LS, no entanto, qualquer positividade nesses casos devera
ser seguida de disseccédo axilar. Vale ressaltar que falsos negativos permanecem frequentes, a

menos que trés ou mais sentinelas sejam avaliados (COATES et al., 2015).

1.5.3 Ki-67

A expressdo do Ki-67 tem relacdo direta com o tamanho tumoral, grau histoldgico,
invasdo vascular e status axilar na neoplasia maligna de mama. Por outro lado, tem relacédo
inversa com a expressao proteica dos receptores hormonais (BOFF; WISINTAINER, 2006).

Esforgos na padronizagdo da avaliagdo foram feitas recentemente para melhorar a
reprodutividade da imunohistoquimica quantitativa do Ki-67 entre os diferentes laboratorios e
observadores; e tem ajudado na distincdo entre o perfil molecular luminal A e luminal B
(PATANI; MARTIN; DOWSETT, 2013). Em um estudo realizado no Hospital Universitario
de Modena (Itélia), onde se avaliou a expressdo do Ki-67, status axilar e doenca residual, em
pacientes que receberam quimioterapia neoadjuvante para tratamento de neoplasia maligna
mamaria, demonstraram que pacientes com alta expressdo do Ki-67 ap0Os tratamento
quimioterapico apresentam tempo livre de doenga e sobrevida global diminuida, e que niveis
de Ki-67 apos tratamento sistémico pode ser usado como um marcador substituto para avaliagcdo
de eficacia de tratamento (GUARNERI et al., 2009). O Ki-67 é usado na classificacdo do
subtipos moleculares na diferenciagéo entre luminal A e luminal B, porém no Consenso de St
Gallen a maioria dos autores definiu que o Ki-67 s6 deve ser levado em cosideracdo para essa

classificagéo caso seu resultado venha de um laboratério validado. Embora 20% desses autores
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acredite que mesmo os resultados da imunocoloracao deste gene tenha boa prodecéncia técnica,
0s seus valores por si s6, ndo seriam capazes de definir esta classificacdo, havendo a
necessidade de testes genéticos com investigacdo de um maior nimero de genes e determinacao
de scores de risco, tendo como exemplo o PAM50, MammaPrint (GNANT; THOMSSEN,;
HARBECK, 2015).

O Ki-67 é usado de rotina em aplicacdo clinica, para classificacdo molecular, e faz parte
do painel imunohistoquimico, porém quando se estuda fatores prognosticos associados a tempo
livre de doenca, recidiva locorregional, e sobrevida global, vemos que os fatores que realmente

interferem nestas respostas sao os receptores hormonais e HER-2 (SWISHER, 2016).

1.5.4 Receptores hormonais

Os dois fatores preditivos mais amplamente usados em cancer de mama sdo os RE e RP.
Ambos RE e RP sdo fatores de transcricéo ligante-acionada pertencente a familia de receptores
nucleares hormonais (DUFFY, 2005). A acdo de estrogénio tem sido implicada no
desenvolvimento e progressao do cancer mamario desde o inicio do século XIX. O receptor de
estrogénio foi identificado no inicio de 1950 e purificado alguns anos mais tarde. Entretanto,
s6 em 1980 a primeira molécula de RE foi clonada, e s6 em meados de 1990 clonaram a segunda
molécula. Estes dois receptores relatados anteriormente sdo agora denominados REa ¢ RE,
respectivamente (HERYNK; FUQUA, 2004).

Receptores de estrogénio (RE) a e B, sdo codificados por genes independentes, e sdo
localizados nos bragcos cromossomicos 6q e 14q, respectivamente. Os REs apresentam
estruturas com grande homologia entre si (56%). Ambos 0s receptores apresentam um dominio
central responsavel pela ligacdo do receptor com sequéncias de DNA em regides reguladoras
de genes alvos, uma regido de dimerizacdo; um dominio de ligacdo, que se liga com o horménio;
e dois dominios de transativacdo localizados préximo a porcdo N terminal e a C terminal
(BARROS; BUZIAD, 2007; CHAN; PETROSSIAN; CHEN et al., 2015).

Estudos indicam que REa estdo implicados na promogdo do crescimento e
sobrevivéncia de células epiteliais mamarias, tanto tumorais como nao tumorais, enquanto 0s
REP estao envolvidos em propriedades de inibi¢do do crescimento (CHAN; PETROSSIAN;
CHEN et al., 2015).

O RE, receptor nuclear tem sua principal funcdo no nucleo, onde ativa a transcricao de
genes regulados por esse receptor e sua atividade depende da ligacdo com o estradiol. Este

receptor também pode ser encontrado no citosol em estado ndo ligante, mas pode entrar no
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ndcleo pela ativagéo ligante dependente ou ndo dependente. No citosol o RE é ligado a proteinas
Chaperones, tais como HSP90 e HSP70. Essas proteinas sdo essenciais para a estabilidade de
proto-oncogenes e dos receptores hormonais (CHAN; PETROSSIAN; CHEN et al., 2015).

Os RE tem funcdes que podem ser classificadas como gendmicas ou ndo genémicas. Na
via gendmica, o RE forma um dimero de ligacdo com o estradiol, este dimero apds ativado e
translocado para o interior do nucleo, se vincula nas regifes promotoras e inicia a ativagdo ou
repressao de transcrigdes, esta etapa ¢ conhecida como forma “classica”. Os RE podem também
interagir com outros fatores de transcricdo para ligar-se ao DNA e levar a ativacao ou repressao
de genes alvos, forma “ndo classica”. Um terceiro mecanismo envolve a ativacdo de fator
ligante independente do RE através da fosforilagdo de quinases de fator de crescimento em vias
de sinalizacdo do receptor. Com o auxilio das vias, os RE e seus coativadores podem ser
fosforilados independentes de ligantes, através dos mecanismos de DNA gendmico ou ndo
gendmico, o que pode conduzir a resisténcia endocrina (BUNONE et al., 1996).

Estudos observacionais e ensaios clinicos em mulheres, tem correlacionado o risco de
cancer de mama com a exposicao ao estrogeno, e esses resultados demonstram que a prolongada
exposicao de niveis elevados de estrogenos enddgenos, reposi¢do hormonal usando estrogénios
equinos conjugados associado ao acetato de progesterona, e contraceptivos orais que contém
etinil estradiol podem ser associados com um aumento significativo no risco relativo do
desenvolvimento do cancer de mama de aproximadamente 1,2-2,5 (YAGER, 2014).

A determinacdo de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) é uma estratégia
fundamental para estabelecer um tratamento adequado para pacientes com cancer mamario
(BOFF; WISINTAINER, 2006). Andlises multivariadas demonstram que 0s receptores de
estrogénio e progesterona sdo fortes fatores progndsticos em cancer mamario, principalmente
em pacientes com linfonodos axilares negativos (RAVAIOLI et al., 1998). Nas amostragens
em que estes receptores encontram-se positivos, observa-se um grande beneficio ao uso de
hormonioterapia (CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004).

O aumento da expressdo da proteina do REa € um fator prognostico bem estabelecido
em pacientes com cancer mamario, estes receptores normalmente sdo associados com tamanhos
tumorais pequenos, baixo grau tumoral, diploidia do DNA e um melhor progndstico no geral,
porém o significado progndstico do REP ainda ndo esta bem definido (TANEJA et al., 2010).

A andlise do status dos receptores hormonais orienta o melhor regime terapéutico
guimioterapico e a hormonioterapia avaliando também a sobrevida global, onde se observa uma
associacao entre status de receptores negativos com maior grau histolégico tumoral (G3 ou

tumores indiferenciados) e também com a presenca de linfonodos positivos (BARNES et al.,
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2004). O método imunohistoquimico tem na préatica, gradativamente, substituido o método
bioquimico, antes tido como o “padriao-ouro”, para a avaliacdo dos receptores hormonais,
principalmente apos o desenvolvimento de anticorpos capazes de reconhecer epitopos que nao
se degradam durante o processamento histologico (ARIAS; MAZZA; FUNKE, 2003).

No cancer de mama os receptores de estrogénio estdo presentes em quase 80%, e 0s
receptores de progesterona em quase 65% dos tumores, entdo a terapia enddcrina é considerada
tratamento complementar a cirurgia na maioria dos pacientes, levando a remissdo tumoral e a
consideraveis beneficios clinicos. Esta terapia consiste em supressdo da funcao ovariana, uso
de moduladores seletivos de receptores estrogénicos, receptores de regulacdo seletiva de
estrogénio, inibidores de aromatases ou a combinacdo de drogas (LUMACHI,;
SANTEUFEMIA; BASSO, 2015).

A avaliacdo de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) por
imunohistoquimica é uma estratégia fundamental para estabelecer um tratamento adequado
para pacientes com cancer mamario, estando estes receptores presentes em aproximadamente
70% dos tumores mamarios (BOFF; WISINTAINER, 2006). Anélises multivariadas
demonstram que os receptores de estrogénio e progesterona sdo fortes fatores prognosticos em
cancer mamario, principalmente em pacientes com linfonodos axilares negativos (RAVAIOLI
et al., 1998). Nas amostragens em que estes receptores encontram-se positivos, observa-se um
grande beneficio ao uso de hormonioterapia, em relacdo as amostras com status negativo.
(CIANFROCCA,; GOLDSTEIN, 2004).

1.5.5 HER-2 / c-erbB2

O gene HER-2 (receptor de crescimento epidérmico 2) localizado no cromossomo
17921, codifica um receptor transmembrana tirosina-quinase, membro da familia dos
receptores de crescimento epidérmico (EGFR) ou familia HER (ROSS et al., 2003). N&o
apresenta um ligante conhecido e foi inicialmente identificado em um modelo de glioblastoma
em rato (ARTEAGA et al., 2012).

O HER-2 ¢ o gene mais frequentemente amplificado no cancer de mama; o aumento da
expressao proteica do HER-2, geralmente atribuidos a amplificacdo deste gene, ¢ identificado
em 15% a 20% das neoplasias malignas das mamas (SEOL et al., 2012).

Esta familia de receptores estd envolvida na inter-relacdo célula-célula e célula-estroma,

primariamente através da traducdo de sinal, no qual fatores de crescimento epiteliais, ou
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ligantes, afetam a transcricdo de varios genes pela fosforilagdo ou desfosforilacdo de uma série
das proteinas transmembranas; e intermediérios de sinalizacdo intracelular, onde por diversas
vias culminara em alteracGes nos processos de proliferacdo, sobrevida, motilidade e aderéncia
celular (ZHOU; HUNG, 2003). Outros membros desta familia incluem: receptor de fator de
crescimento epidérmico HER-1; HER-3 e HER-4 (DUFFY, 2005) (Fig. 1.7).

Estes genes estdo envolvidos na regulagdo de crescimento celular, sobrevivéncia e
diferenciacdo através da transducdo de sinais interligados envolvendo ativacdo do PI3k/Akt,
Ras, Raf MEK e MAPK (ARTEAGA et al., 2012).
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Figura 1.7 — A Familia do Gene HER (erb).

Nota: HER-2/neu ndo tem ligantes conhecidos e que o HER-3 ndo tem atividade intrinseca tirosina-quinase.
Abreviacdes: TGF-o= fator de crescimento alfa transformante; AR= anfiregulina; EGF= fator de crescimento
epidérmico; HB-EGF= ligante de heparina EGF; 3-CEL= beta celulina; EPI= epinefrina; NRG1= neureguling;
NRG2= nereugulina 2.

Fonte: Adaptado de Ross et al., 2003.

O gene HER-2 é considerado um marcador tanto prognostico como de predi¢do de
resposta ao tratamento. Os tumores malignos da mama que apresentam a amplificacdo do HER-
2 sdo associados com fenotipo mais agressivo, alto grau histoldgico, maior tamanho tumoral,
aumento da atividade mitética, alta proliferacdo celular, niveis baixos de receptores hormonais
e um pior progndstico tanto em pacientes com linfonodos positivos, como também nos
negativos, observando-se uma diminuicdo nas taxas de sobrevida global (SLAMON et al.,
1987; CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004; BRAVATA et al., 2013).

Técnicas baseadas na morfologia celular e analises moleculares tém sido usadas para
avaliacdo do status do HER-2 em amostras de cancer de mama. A andlise imunohistoquimica
(IHC) da proteina é o método predominantemente utilizado. Na interpretacdo do HER-2, pelo
método imunohistoquimico, se faz necessario estabelecer a relagdo entre o numero de
receptores de HER-2 na superficie das células, e a distribuicdo e intensidade da coloracdo na
amostra de tecido examinada (WOLFF et al., 2013). Este procedimento foi normatizado, e de
acordo com a percentagem de células coradas (ou marcadas) se classifica 0 material examinado
em zero (auséncia de marcacdo ou imunocoloracdo da membrana incompleta e
fraca/dificilmente perceptivel em < 10% das células tumorais) 1+ (presenca de imunocoloragdo
de membrana incompleta que é fraca/dificilmente perceptivel em > 10% das células tumorais),

2+ (imunocolora¢do de membrana circunferencial completa e intensa em < 10% das células
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tumorais), ou 3+ (presenca de imunocoloracdo de membrana circunferencial completa e intensa
em > 10% das células tumorais) (WOLFF et al., 2013).

Outras formas de avaliacao € a hibridizacdo in situ cromogénica ou hibridizacdo in situ
por fluorescéncia (FISH). Essas técnicas permitem visualizar diretamente o nimero de copias
do gene HER-2 nos nucleos das células neoplasicas.

A concordancia entre os testes de FISH ou reacdo de IHC é de 90%, quando a IHC
mostrar aumento da expressdo 3+. Apenas em reagdes por IHC em que os resultados forem 2+,
recomenda-se 0 método de FISH (BARROS; BUZAID, 2007). Nos casos da presenca de HER-
2 (3+), ou FISH positivo para os resultados de HER-2 (2+), o uso do anticorpo monoclonal
Trastuzumab tem indicagdo com uma combinagdo de quimioterapia (HATAKE; TOKUDOME;
ITO, 2007).

A amplificacdo/superexpressdo no gene HER-2 sdo responsaveis pela transformacéo
celular in vitro, pelo desenvolvimento de neoplasias experimentais, assim como 0 surgimento
de tumores em humanos (TEWARI; KRISHNAMURTHY; SHUKLA, 2008).

O aumento da expressdo do gene HER-2 é associada com aumento no numero de
mitoses, transformacdo maligna, aumento da motilidade celular, invasdo e metastases em
linhagens de células mamarias e sistemas de modelos tumorais (OLAYIOYE et al., 2000).

O gene HER-2 é considerado um marcador tanto progndstico como preditor de resposta
ao tratamento. Os tumores malignos da mama que apresentam a amplificacdo do HER-2 s&o
associados com fenotipo mais agressivo, alto grau histolégico, maior tamanho tumoral,
aumento da atividade mitdtica, alta proliferacdo celular, niveis baixos de receptores hormonais
e um pior progndstico tanto em pacientes com linfonodos positivos e também em negativos,
observando-se uma diminuicdo nas taxas de sobrevida global (SLAMON et al., 1987;
CIANFROCCA; GOLDSTEIN, 2004; BRAVATA et al., 2013). Estudos revelam que o efeito
prognoéstico do HER-2 é forte tanto para a sobrevida global como para a recorréncia local
(ROSS et al., 2003; SCHLOTTER et al., 2003; TEWARI; KRISHNAMURTHY; SHUKLA,
2008).

O gene HER-2 é um biomarcador de predicdo de resposta a terapéutica em cancer de
mama. Varios estudos comparam diferentes métodos de testes na avaliagdo de HER-2 na
tentativa de descobrir a técnica mais acuracia e precisa. Nesses estudos foram demonstradas
uma alta correlacdo entre o nivel de expressdo da proteina HER-2 e a amplificacdo génica
(NOSKE, 2011).

Relatos na literatura demonstram a associa¢do da positividade do gene HER-2 em

tumores mamarios com a resposta ao esquema quimioterapico ciclofosfamida, metotrexate e 5-
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fluoracil (CMF) e aos regimes de quimioterapia contendo antraciclicos. Nestes, a resposta ao
tratamento foi mais eficaz quando comparada com o esquema CMF (CIANFROCCA;
GOLDDSTEIN, 2004; PUSZTALI, 2008). Dois amplos estudos randomizados para adjuvancia
associou o achado de amplificagdo do HER-2 com maior resisténcia aos regimes
quimioterapicos baseados no esquema CMF (RAVAIOLI et al., 1998).

Com base nas evidéncias avaliadas a respeito dos esquemas quimioterapicos, a ASCO
concluiu que altos niveis de expressdo do gene HER-2 pode individualizar aqueles pacientes
que irdo se beneficiar do regime terapéutico contendo antraciclicos; porém que a expressao
normal de HER-2 n&o poderia ser usada isoladamente na exclusdo do tratamento com os
antraciclicos (HARRIS et al., 2007, PUSZTALI, 2008).

O aumento da expressao do gene HER-2 é considerado como um dos principais fatores
prognosticos de fase 11 e 111 em pacientes tratadas com quimioterapia neoadjuvante em esquema
combinado entre antraciclicos e taxanes (EL-SAYED et al., 2012).

Vérias terapias dirigidas aos tumores que apresentam aumento da expressdo génica ou
amplificacdo do gene HER-2 foram desenvolvidas. A primeira droga foi o Transtuzumab
(Herceptin®), que é um anticorpo monoclonal aprovado para o tratamento de cancer de mama
com expressao proteica HER-2, esta droga liga-se a este gene em seu dominio extracelular. O
Pertuzumab (Perjeta®) foi desenvolvido posteriormente e é um anticorpo monoclonal
recombinante humanizado que se liga ao HER-2 em um dominio extracelular, porém diferente
do dominio do Trastuzumab, e impede a hetero-dimerizacéo resultando em um potente inibidor
de crescimento. O Adotrastuzumab emtansine (Kadcyla®) também dirigido ao HER-2 € uma
conjugacgdo de trastuzumab com um potente agente inibidor de microtubulos derivado de
maitansina (DM-1). Esta molécula tem trés propriedades anti-HER-2: inibicdo por trastuzumab,
efeito citotoxico pelo DM-1 e certo grau de especificidade pois dirige a acdo da droga apenas
as células que expressam o gene HER-2 (RECONDO et al.,, 2014). O Kadcyla® foi
recentemente aprovado para tratamento de metastase refrataria. O Lapatinib ¢ um bloqueador
intracelular que age simultaneamente nos receptores de tirosina-quinase do HER-2 e no EGFR
levando a um maior efeito inibitério (RECONDO et al., 2014).

Melhorias nas taxas de tempo livre de doenca e sobrevida global em um tergco das
pacientes sdo relatadas nas adjuvancias com trastuzumab, por isso a orientagéo publicada pela
ASCO a respeito da necessidade da pesquisa deste gene pela imunohistoquimica (PATANI;
MARTIN; DOWSETT, 2013).
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1.5.6 Classificacdo molecular do cancer de mama

Mesmo sendo reconhecidamente um preditor de prognéstico, a classificagdo
histopatoldgica classica ndo capta completamente todos os cursos clinicos do cancer de mama.
O tipo histologico, grau e tamanho do tumor, comprometimento dos linfonodos, status de
receptores de estrogénio e progesterona e do gene HER-2, todos estes achados influenciam o
prognostico e a resposta terapéutica. As maiores diferencas moleculares clinicas sdo observadas
entre 0s tumores receptores de estrogénio positivos e negativos (IWAMOTO, 2011).

Atraveés de técnicas de microarray, foi possivel o estudo da diversidade de expressdo
génica do cancer de mama, as quais proporcionariam posteriormente, o surgimento dos subtipos
moleculares atualmente conhecidos. No ano 2000, Perou et al. propuseram a correspondéncia
genética da diversidade morfoldgica dos tumores de mama. Foram analisados 42 casos, entre
carcinomas ductais, lobulares, carcinoma ductal in situ, fibroadenoma e amostras de mama
normal, onde observou-se, pela primeira vez, uma correspondéncia entre perfil de expresséo
génica e caracteristicas fenotipicas. Posteriormente, Sorlie e colaboradores (2003), em estudo
com um tamanho amostral maior, ratificaram a correspondéncia genotipica dos tumores
mamarios, estabelecendo cinco subtipos iniciais: luminal subtipo A, semelhante a mama normal
e com maior sobrevida; luminal subtipo B, ainda com expressdo de receptores hormonais,
porém com sobrevida menor comparada ao luminal subtipo A; ERBB2 positivo, um subgrupo
peculiar, caracterizado pela amplificacdo/superexpressao do gene HER-2; subtipo basal, com
perfil génico semelhante a células basais; e o subtipo semelhante a mama normal, o qual
posteriormente foi retirado da classificagéo.

Atualmente, o cancer de mama é subdividido em diferentes subtipos moleculares,
através de estudo imunohistoquimico, em correspondéncia com 0s ensaios de expressdo génica.
Os consensos de St. Gallen contribuiram para a consolidacdo da classificacdo dos tumores para
fins terapéuticos com base nos “subtipos intrinsecos’” luminal A, caracterizado por receptor de
estrogénio positivo, e auséncia de amplificacdo de HER-2 e Ki-67 abaixo de 14%, luminal
B/HER-2 negativo, com as mesmas caracteristicas do luminal A, porém com Ki-67 acima de
14%; luminal B/HER-2 positivo, HER-2 positivo, e triplo negativo. Essa divisdo de subtipos é
importante na avaliacdo de resposta patologica a quimioterapia e sobrevida que dependem
fortemente dos subtipos do tumor (LIPS et al., 2013). A partir de 2015, com base no novo
consenso de St. Gallen, a distin¢éo entre o grupos luminal A e luminal B atravées do Ki-67 foi
ainda mais discutida, sendo a maioria a favor de que a definigéo do grupo luminal B-like deveria

contar com um ponto de corte de Ki-67 entre 20 e 29%. Vale ressaltar que uma minoria
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considerou que o Ki-67 ndo deveria ser utilizado para este tipo de distingdo entre grupos
prognosticos (COATES et al., 2015).

Com o intuito de orientar a decisdo terapéutica por meio de avaliacdo de fatores
prognosticos e preditivos, foram desenvolvidos testes de perfil de expressao génica para estimar
o indice de recorréncia tumoral em pacientes com doenca em estagio inicial. O Oncotype Dx
(Genomic Health, Inc., Redwood City, CA) consiste na andlise da assinatura genética de 21
genes, em fragmentos de tumores mamarios, de paciente com linfonodo sentinela negativo e
com expressdo génica positiva para receptores hormonais. Este teste orienta a decisdo de
tratamento adjuvante, e fornece uma estimativa de recorréncia do tumor em 10 anos. Para isso,
é estabelecida uma escala de 1 a 100, que posteriormente € convertida em uma das categorias
de risco: baixo (RS menor que 18), intermediario (RS entre 18 e 30) e alto (RS maior que 30).
As pacientes de baixo risco se beneficiam apenas de hormonioterapia, nestes casos nao haveria
0 beneficio do emprego de quimioterapia adjuvant, nas pacientes HER-2 positiva ou triplo
ngativa este teste ndo tem aplicabilidade (PAIK et al, 2004; CANADIAN AGENCY FOR
DRUGS AND TECHNOLOGIES IN HEALTH, 2014).

Um outro estudo contendo um ndmero expressivo de pacientes, totalizando 1600, foi
desenvolvido para avaliar fatores progndsticos de tumores mamarios com o intuito de predizer
0 risco de recorréncia do cancer de mama em 10 anos. A pesquisa consiste na avaliacdo da
expressdo de 70 genes, em tumores de pacientes afetadas. Esses genes foram selecionados
previamente a partir de dados de expressdo de todo o0 genoma, tornando-se um método com alta
sensibilidade. Este método possibilitou o conhecimento de genes cujas funcGes eram
desconhecidas no processo da tumorigénese da mama, como exemplo o gene MTDH, que é
essencial no desenvolvimento de metastase e contribui para a resisténcia a quimioterapia; e 0
gene TSPYL5 que € um regulador negativo da proteina TP53. Ete teste é conhecido como
MammaPrint e tem como aplicabilidade pacientes com expressdo positiva para receptores
hormonais e HER-2 negativo no cancer de mama, e ndo devem ser aplicados nas pacientes
HER-2 positiva como também nas triplo negativo (VAN de VIJVER et al., 2002).

Vérios biomarcadores clinicos sdo usados para direcionar o uso de terapias alvos no
cancer de mama, incluindo o aumento da expressdo de HER-2, e a expressao de receptores de
estrogénio e progesterona. Diversas estratégias de terapias alvo foram desenvolvidas para
tumores mamarios que apresentam aumento da expressdo dessas proteinas. Estas terapias
incluem pequenas moléculas inibidoras de gquinases, tratamentos com anticorpos monoclonais
e terapias hormonais. No entanto, esses biomarcadores ndo podem predizer respostas a terapias

num grupo de tumores mamarios, como por exemplo, os tumores triplo negativos (HORIUCHI,
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2012). Assim, mais estudos envolvendo carcinoma mamario, pesquisa de biomarcadores, e
terapias alvo sdo necessarios com o intuito de direcionar tratamentos e obterem melhores
respostas clinicas nos pacientes.

O painel basico para estratificacdo em subtipos moleculares, atualmente, deve incluir o
status hormonal, avaliagdo da expressdo de HER-2 e o indice de proliferacdo celular. Quando
necessario, sobretudo em tumores triplo negativos, pode-se proceder a avaliacdo de marcadores
de células basais, EGFR e Claudina, a fim de se estabelecer melhor estratificagdo em outros

subgrupos mais especificos relacionados a prognostico e resposta terapéutica.

1.6 BIOMARCADORES

Biomarcadores em oncologia buscam informacdes, com o auxilio de biologia molecular,
importantes para a personalizagdo do tratamento. Os biomarcadores de diagnosticos, também
conhecidos como preditivos (alvos na intervencao diagndstica) sao identificados através da
caracterizacdo de mutacdes chaves e vias moleculares envolvendo o desenvolvimento tumoral
e sua proliferacdo. Biomarcadores de prognosticos identificam mutacdes somaticas
germinativas, mudancas na metilacdo de DNA, elevagdo de niveis de microRNA e célula
tumoral circulante no sangue (KALIA, 2015).

No manejo clinico do cancer de mama, a identificacdo de biomarcadores progndsticos
e preditivos de resposta a terapias alvo tém um importante impacto nas decisfes e indicacdes
de tratamento, como também na avaliacdo dos desfechos clinicos, onde varias variaveis
bioldgicas estdo sendo estudadas ao longo dos anos (RAVAIOLI et al., 1998).

Os pacientes tratados com quimioterapia sdo submetidos a severas toxidades no
tratamento, as doses de terapia anticancerigena sao muitas vezes perto ou até mesmo sobrepde-
se as doses toxicas. As taxas de respostas clinicas a estas terapias sdo inferiores a de algumas
doencas, por esses motivos se faz importante a identificacdo da populacao de doentes que serdo
ou ndo, susceptiveis a determinada terapia para o cancer. Para enfrentar este desafio, varios
biomarcadores estdo sendo estudados na atualidade. O objetivo do desenvolvimento de
biomarcadores serve para determinar as vias de predicdo da eficicia dos agentes moléculas-
alvo, incluindo taxas de respostas, de progressao, de tempo livre de doenca e da sobrevida
global (SAIJO, 2012).

A neoplasia maligna mamaria representa um grupo heterogéneo de lesdes em termos de
apresentagdes clinicas, achado anatomopatoldgico e desfechos, refletindo sua complexidade

molecular e diversidade bioldgica. A classificacdo histopatologica classica ndo capta
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completamente todos os cursos clinicos da doenca. O tipo histoldgico, grau e tamanho do tumor,
comprometimento dos linfonodos, status de receptores de estrogénio e progesterona e do gene
HER-2, todos estes achados influenciam o prognostico e a resposta terapéutica. As maiores
diferencas moleculares clinicas sdo observadas entre os tumores receptores de estrogénio
positivos e negativos (IWAMOTO, 2011).

A ASCO desenvolveu diretrizes para o auxilio de oncologistas e outros especialistas
para o uso apropiado de biomarcadores no auxilio da deciséo na aplicacéo de terapias sistémicas
adjuvantes em estagios iniciais de cancer de mama invasivo. Neste perfil de pacientes onde o
tumor esta em estégios iniciais e se tem o conhecimento do status dos receptores hormonais e
de HER-2 alguns painéis genéticos tem tido uma aplicabilidade importante nas decisbes da
terapia a ser aplicada. O oncotype DX, Mammaprint, PAM50, Mammostrat, Breast Cancer
Index séo exemplos de testes genéticos aplicados em pacientes receptores hormonais positivo
e HER-2 negativo, demosntrando que esses seriam 0s biomarcadores comprovadamente
importantes na decisdo terapéutica em cancer de mama (HARRIS et al., 2016).

O perfil da expressdo génica por microarray nos deu um panorama da complexidade e
heterogeneidade do cancer de mama, e pode ser usado para fornecer informacdes progndsticas
e na avaliacdo clinica. Em um estudo comparativo onde um painel de 50 genes e sua expressao,
em amostras de cancer de mama foram pesquisados com o objetivo de mensurar a utilidade
desses subtipos intrinsecos sozinhos, ou como preditor de recidiva da doenca em dois grupos:
um de pacientes que ndo receberam quimioterapia adjuvante e outro grupo de pacientes que
receberam quimioterapia neoadjuvante com esquema FAC + paclitaxel (PARKER et al., 2009).
Cada vez mais novos estudos tem analisado interacdes entre subtipos intrinsecos de cancer de
mama, prognostico, alteracBes genéticas e resposta a drogas. Uma importante descoberta desta
analise é gque todos os subtipos intrinsecos estdo presentes e com significancia clinica para
prever resultados em coortes de pacientes diagnosticados com tumores com RE positivos ou
RE negativos. Os subtipos HER-2 ndo mostraram significancia em predizer desfecho clinico,
no entanto houve uma clara separagdo nas curvas entre 0s tumores enriquecidos com HER-2
(pior progndstico) com os luminais (melhor progndéstico). Em resumo os subtipos de risco e
preditores intrinsecos baseados no conjunto de genes PAM50 adicionou valor progndstico e
preditivo para o estadiamento patoldgico, grau histologico e marcadores moleculares clinicos
(PARKER et al., 2009).

Devido a heterogeneidade bioldgica, apenas uma parte de pacientes com caracteristicas
particulares de malignidade, se beneficiam com um tratamento especifico. Assim, as taxas de

respostas a pacientes com diferentes tipos de canceres avangados variam de 10% a mais de
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90%. Estas terapias especificas sdo chamadas de “terapias alvo” e tém eficidcia em uma minoria
de pacientes. A capacidade de identificar prospectivamente pacientes susceptivel de responder
a um tratamento especifico ¢ de grande valor clinico (DUFFY, O’DONOVAN; CROWN,

2011).
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1.6.1 Gene MYC

O gene MYC localiza-se na regido cromossomica 8924, estende-se por 5359 pares de
bases nucleotidicas e € constituido por trés eéxons e codifica uma fosfoproteina nuclear que age
como fator de transcrigdo (Entrez Gene, 2014; TU et al., 2014). A sua transcricdo é controlada
por quatro promotores. Os dois maiores promotores, P1 e P2 contribuem em 75%-90% e 10%-
25%, respectivamente, para a formacdo de mRNAs citoplasmaticos de MYC (STEWART,;
BELLVE et al., 1984). Enquanto que P3 contribui em apenas 5% (RAY, ROBERT-LEZNES,
1989). O quarto promotor PO possui atividade similar, mas somente est& presente no gene MYC
de humanos (BENTLEY, GROUDINE, 1988).

Em neoplasias humanas, a amplificacdo/superexpressao de MYC ¢ atribuida a sua
capacidade de amplificacdo génica e as translocacdes dos cromossomos (TANSEY, 2014).

A estrutura do MYC contém duas sequéncias de localizagdo nuclear (NLS) e dominios
estruturais que caracterizam a proteina como um fator de transcricdo. Os primeiros 143
aminoéacidos da por¢cdo N-terminal da proteina MYC compreendem o dominio de transativacdo
(TAD), e contém regiGes chamadas MYC boxes (MB) | e Il (PELENGARIS KHAN; EVAN,
2002).

A porcdo terminal contempla trés importantes dominios: a regido bésica, que esta
implicada no reconhecimento especifico da sequéncia do DNA; hélice-alca-hélice; e o zipper
de leucina, estas duas Ultimas responsaveis pela formacéo de heterodimeros especificos entre a
proteina MYC e seus ligantes. Esta estrutura € comum as trés isoformas (PELENGARIS;
KHAN; EVAN, 2002) (Fig. 1.8).

36



Co-fransformagac

A Uto-SUpres s3o0
I | e
EBloqusioc da Diferenciagic
| I Transstvacio
H EH E N I N B B H Repressao
Thr-5E
cue AuG i
'L i
hIHz_:
1
’ 1 45 B3 129 143 165 365 410 432
MBI Ml MLS MLS
primaria secundaria
s X
naz4
TR-AP
TEP
| | BIM-1
] P10y
[ ] ] AP-2
| -1

Figura 1.8 - Estrutura, Funcgdes e Ligantes da Proteina MYC.

Nota: Os maiores dominios funcionais e os sitios de fosforilacdo estdo representados na estrutura protéica
central (cores azuis e amarelas). As regides responsaveis pelas atividades bioldgicas sdo indicadas acima da
estrutura protéica e s envolvidas na ligagdo com outras proteinas sdo enumeradas logo abaixo. A faixa
descontinua (azul) indica os dominios relacionados a repressdo transcricional, ainda ndo completamente
definidos. Exemplos de proteinas ligantes que promovem e a fungdo da proteina MYC sdo mostrados abaixo
(cor verde e vermelha). BR, regido basica; HLH, hélix-loop-hélix; LZ, zipper de leucina; Mbl, MYC Box I; MYC
BOX I, NLS, seqtiéncia de localizagdo nuclear.

Fonte: Adaptado de Faria e Rabenhorst, 2006.

Muitas evidéncias indicam que a proteina MYC funciona como fator de transcricéo,
formando complexos com DNA celular em altas concentrac@es, porém essa intera¢do ndo tem
significancia fisioldgica, requerendo sua interacdo com outra proteina, denominada MAX, que
contém estrutura semelhante a da MYC, com hélice-alca-hélice e ziper de leucina sendo
considerada como um par na dimerizacdo. Os heterodimeros MYC/MAX ligam-se a regides
especificas de DNA que contenham a sequéncia CACGTG, chamado de E-box (RYAN;
BIRNIE, 1996).

O gene MYC controla a transcricdo de aproximadamente 15% dos genes de varios
organismos, incluindo o genoma humano (FERNANDEZ et al., 2003). Os genes alvos de MYC
geralmente sdo genes envolvidos na progressdo do ciclo celular, proliferagdo, metabolismo,
adesdo, diferenciagéo e apoptose (SINGHI et al., 2012) (Fig. 1.9).
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Figura 1.9 - Processo Celular Controlado pelo MYC Durante Condi¢Ges Normais e Durante

a Génese Tumoral.

Nota: MYC é um regulador de muitas atividades biolégicas incluindo crescimento celular e divisdo; progresséo
do ciclo celular; apoptose; diferenciacdo celular; metabolismo celular; angiogénese; adeséao celular e motilidade.
Desajuste do MYC pode resultar em apoptose, instabilidade gendmica, proliferacdo celular incontrolada, fuga
da vigilancia imunoldgica, independéncia do fator de crescimento, e imortalidade.

Fonte: Adaptado de Henriksson e Vita, 2006.

MYC esta desrregulado em muitos canceres humanos. A ativacdo ectopica deste gene
em muitos tecidos engaja e mantém diversos programas intracelulares (crescimento celular,
progressao do ciclo celular, metabolismo biossintético, ribogenese e translacdo) e programas
extracelulares (recrutamento de células inflamatérias, remodelacdo de estroma, liberacdo de
citocinas , invasdo e angiogenese) (MEYER; PENN, 2008).

O grau de envolvimento do MYC na tumorigénese do cancer de mama tem sido muito
debatido. Varios estudos examinaram a amplificacdo do gene MYC e 0 aumento da expressao
de sua proteina nos diversos tipos de cancer de mama. No entanto, os dados foram conflitantes,
em que as frequéncias entre os diferentes relatos variam de 50-100% e de 1- 94% no aumento
da proteina e amplificacdo deste gene, respectivamente. A fonte desta variagcdo pode ser devido
a inconsisténcias nas pesquisas e nos reagentes usados para a sua deteccdo (SINGHI et al.,
2012).

Em uma meta-analise realizada por Deming (2000), observou-se uma ampla variacéo

entre a amplificacdo do gene MYC no cancer mamario. Nesta revisdo, o gene MYC se
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encontraria amplificado entre 1-94% (média de 15,5%) das bidpsias de neoplasia mamaria. Esta
heterogeneidade pode ser atribuida a baixa sensibilidade dos métodos de pesquisa usados em
alguns estudos, ao grau tumoral estudado e/ou ao pequeno nimero de casos avaliados em muitas
analises (LIAO; DICKSON, 2000).

No céncer de mama, a amplificagio do gene MYC pode estar correlacionada,
positivamente ou negativamente, com altera¢fes de outros genes. A regido 8924, também pode
apresentar nas suas sequéncias o gene HER-2, atraves de um evento de translocacdo, embora a
frequéncia da co-localizacdo destes dois genes e sua amplificagdo em comum, ndo seja um
evento frequente descrito na literatura. Poucos estudos relatam que a amplificagédo dos genes
MYC e HER-2 apresentam uma correlacéo positiva e ocorréncia simultanea em certas bidpsias
de cancer mamario (LIAO; DICKSON, 2000; SCHLOTTER et al., 2003).

O gene MYC tem um papel importante na carcinogénese, e sua amplificacdo pode estar
associada com a progressao do carcinoma in situ para o estagio invasivo do tumor mamario,
com biologia tumoral desfavoravel, resultando em carcinomas com pior prognostico. Segundo
estudo realizado por Corzo et al. (2006), a amplificacdo do MYC foi encontrada apenas em
tumores mamarios invasivos, e ndo em espécimes benignas ou lesdes pré-invasivas. A
amplificagdo deste gene poderia refletir um avango na progressdo tumoral, podendo ser um
método citoldgico usado para diferenciar lesdes pré-invasivas das realmente invasivas em casos
de dificil diagnéstico (CORZO et al., 2006).

A amplificacao/superexpressdo do MYC apresenta correlacdo com o tipo histolégico ou
grupo molecular, estando presente em 70% dos carcinomas ductais, 10% dos lobulares e 1%
dos medulares (EFSTRATIADIS; SZABOLCS; KLINAKIS, 2007).

Pardmetros bem estabelecidos da doenca maméria mostram que a
amplificacdo/superexpressao do MYC pode ser um forte fator preditivo da progressdo da
doenca. Nos casos em que o status axilar encontra-se negativo e os receptores de estrogénio e
progesterona positivos e ha uma auséncia na amplificacdo do gene MYC, estes pacientes podem
apresentar até 0% de taxa de recorréncia. Andlises multivariadas indicaram que a
amplificacdo/superexpressao do MYC é um indicador de progndstico, independente de
recorréncia precoce, mais eficaz que o status de receptor de estrogénio e o tamanho tumoral
(NESBIT; TERSAK; PROCHOWNIK, 1999).

1.6.2 Gene KRAS

Os proto-oncogene RAS compde uma familia de genes estruturalmente relacionados e

expressos em varios tipos de células normais, que codificam uma pequena familia de proteinas
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com alto poder transformante. Essa familia de proteinas compreende, ao menos 5 subfamilias
classificadas estruturalmente em: ras, rho, rab, sarl/arf e ran. A proteina kras possui duas
isoformas; a principal com 189 residuos de aminoacidos, e a forma secundéria, que exibe
discreta atividade transformante e contém 188 aminoacidos (BOQUETT, FERREIRA, 2010).

As ativacGes de mutagbes pontuais em genes que codificam a subfamilia RAS de
proteinas de ligagdo de GTP contribuem para a formacdo de uma grande parte de tumores
humanos, onde 20% de amostras destes tumores realizam mutacgdes ativadoras nos genes KRAS,
NRAS ou HRAS (STECKEL et al., 2012). As proteinas GTP atuam como interruptores
moleculares para traduzir sinais extracelulares para o nucleo, onde regulam um conjunto de
respostas celulares. A ativagdo descontrolada de RAS é uma das alteracGes genéticas mais
comuns associadas ao cancer em humanos, onde mutacGes pontuais de genes de RAS levam a
abolicdo da proteina de ativacdo de GTPase dependente da atividade de hidrolise GTP de RAS
levando a uma proteina RAS ativada (KIM, 2013).

A ativagdo de um oncogene KRAS (12g2.1) estimula grande variedade de vias de
sinalizacdo, perturbando o equilibrio entre as diversas vias de sinalizacdo existentes na célula,
como também na diferenciacdo, no crescimento, na sobrevivéncia, na progressao do ciclo
celular, na migracao e na alteracdo do citoesqueleto. E ativagdes aberrantes da cascata de KRAS
direcionam as células cancerosas para um fenotipo mais agressivo, e por esta razdo o KRAS é
conhecido como um alvo atrativo para terapias do cancer (K1M, 2013).

Devido a importancia da ativacdo KRAS para a selecdo de terapias alvos, € crucial que
bons métodos sejam desenvolvidos para medir o estado de ativacdo do RAS em tumores. Em
decorréncia das alteracGes genéticas nos tumores e a complexidade de mecanismos subjacentes
envolvidos na ativacdo de uma via, 0 meio mais abrangente para avaliar estas alteracGes seria
0 conhecimento das vias de sinalizacdo. E a forma que permite esta leitura mais ampla da
atividade das vias de sinalizacdo consiste em identificar perfis de expressao de genes que sao
indicativos do estado da expressdo destes genes (LOBODA et al., 2010).

Em um estudo realizado no ano de 2011 foi demonstrado que existe uma variante de
KRAS enriquecida em cancer de ovario e esta mais frequentemente associada com os pacientes
de familias com sindrome de cancer de mama e ovario hereditario; e com base nestas evidéncias
esse mesmo estudo buscou avaliar o papel da variante KRAS no risco de cancer de mama e sua
biologia tumoral (PARANJAPE et al., 2011).

Modelos experimentais de canceres humanos realizados em murinos que avaliam a
regulagdo transgénica dos oncogenes mimetizam hipoteticamente as situacfes de terapias

nestes canceres humanos, para os quais a terapia alvo ¢é altamente eficaz, e que pode ser usada
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para bloquear a agdo de um ou mais oncogenes. Estes modelos de estudo s&o indispensaveis
para avaliar o efeito bloqueador de dois oncogenes humanos comuns que s&o 0 MYC e KRAS,
para 0s quais existem terapias alvos. Nesta abordagem, a regressdo tumoral apés a retirada
destes oncogenes tem sido observada em varios tipos de tumores como: linfomas, leucemias,
insulinomas, pulmao, figado, osso e tumores mamarios (PODSYPANINA et al., 2008).

A presenca de mutagBes na familia de oncogenes RAS é associada com a falta de
respostas as terapias alvo nos carcinomas de pulmao e colon-retal, e tumores ndo responsivos
com tratamento com agentes anti-EGFR. Alguns trabalhos publicados mostram que a mutacéo
de KRAS quando presente, leva a uma condicdo de maior agressividade tumoral, como também,
torna-se refratario ao tratamento quimioterdpico e consequentemente a um progndstico
desfavoravel (PEREIRA et al., 2013; MAGLIACANE et al., 2015, PARK et al., 2015).

Os oncogenes MYC, HER-2 e KRAS sdo elementos chaves na carcinogénese de
diferentes tumores humanos, incluindo o cancer de mama, podendo ser usados como
biomarcadores. O gene HER-2, assim como os receptores hormonais sdo biomarcadores
consolidados no tratamento do cancer de mama. A incluséo dos genes MYC e KRAS obedece
ao fato de suas proteinas sofrerem influéncia da via de sinalizacdo iniciada por HER -2 na
membrana da célula. Adicionalmente, os receptores hormonais podem regular a proteina MYC
no ndcleo da célula, sendo também um elemento chave nesta via de sinalizacéo (Fig. 1.10).
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Figura 1.10 - Via de Sinalizagdo do Gene HER-2 na Membrana da Célula.
Nota: A via de sinalizacdo controlada pelo gene HER-2 influenciando os genes MYC e KRAS
Fonte: Gong; Lou, 2016.
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1.7 QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE

Ao longo do século passado, 0 manejo do cancer mamario foi governado por um
paradigma que propunha o uso de cirurgias radicais e a radioterapia como formas de tratamento
para esta doenca. Entretanto, entre os anos de 1950 a 1960 a quimioterapia (QT) sistémica, e a
terapia hormonal comecaram a ser aplicadas nas doencas avancadas da mama (FISHER et al.,
1997). Anos depois, ja na década de 70, novos paradigmas surgem com a QT adjuvante: um
direcionado ao controle locorregional da doenca, e outro braco para a eliminacdo de
micrometastases. Neste periodo, a quimioterapia j& se mostrava promissora no controle
sistémico da doenca, como também na reducéo da incidéncia de recorréncia de cancer de mama
apos cirurgias conservadoras, como a quadrantectomia (FISHER et al., 1997; REDDEN;
FUHRMAN, 2013). Com base nessa nova fronteira, surge atual interesse em oferecer esta
terapia sisttmica que antes era administrada apds o tratamento cirirgico, agora 0 sera,
previamente a cirurgia. Terapia essa conhecida como quimioterapia neoadjuvante, primaria ou
de inducdo (FISHER et al., 1997; CLEATOR, PARTON; DOWSETT, 2012).

Apesar de historicamente a QT neoadjuvante ser reservada para pacientes com doenca
tida inoperavel, as condutas atuais no cancer de mama envolvem o tratamento neoadjuvante
para pacientes com: cancer de mama inflamatério, doenca localmente avancada, e pacientes
selecionadas com estagios iniciais da doenca. Levando agora a um novo horizonte de
tratamento, esta terapia pode beneficiar as pacientes com doencas consideradas operaveis. Essa
modalidade terapéutica tornou-se uma poderosa ferramenta, com significancia progndstica
individualizada baseada nas respostas clinicas e patologicas do tumor (TESHOME; HUNT,
2014).

A mudanca no paradigma do tratamento adjuvante para o neoadjuvante se baseia em
observacgdes na cinética tumoral, e na hipdtese da presenca de micrometastases em estagios
iniciais da doenca. Estudos em animais realizados por Fisher (1983 apud TESHOME; HUNT,
2014) mostrou gue existe uma mudanca da cinética tumoral com o aumento da proliferacéo
celular em sitios de metéstases apds resseccdo do tumor priméario. Uma preocupacao adicional
¢ a resisténcia a quimioterapia no aumento do crescimento tumoral, sugerindo que a
administracdo desta terapia deve ser feita logo apds o diagnostico da neoplasia mamaria.

Na abordagem multidisciplinar do cancer de mama, a administracdo de quimioterapia
neoadjuvante foi inicialmente sustentada em estudos realizados no Hospital MD Anderson,

onde pacientes em estagios I1B, 1A, 11I1B e IV regionais da doenca, foram tratados com terapia
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sistémica, acompanhado de cirurgia e radioterapia. Este grupo foi comparado com pacientes
que historicamente recebiam apenas tratamento cirdrgico e radioterapia. Neste Ultima
abordagem, com terapia sisttmica, uma diminui¢cdo em 50% no tamanho do tumor (resposta
parcial) foi alcancado em 67% dos pacientes e, resposta completa em 17% dos pacientes. As
taxas de tempo livre de doenga entre 5 a 10 anos foram de 71% (11B), 40% (I11A), 33% (111B)
e 30% (IV) respectivamente (REDDEN; FUHRMAN, 2013). Em uma meta-anélise
comparando momentos de administracdo da terapia sistémica, se prévia ou posterior a cirurgia,
ndo foi observado diferencas estatisticamente significativas na sobrevida global, na progresséao
da doenca e, na recorréncia de doencas a distancia nos pacientes do estudo (MAURI,
PAVLIDIS; IODANNIDIS et al., 2005).

A QT neoadjuvante refere-se a administracdo de drogas quimioterapicas antes do inicio
do tratamento locorregional, isto é, antes da realizacdo de procedimento cirdrgico ou de
radioterapia, terapias estas, que sdo padrdes no manejo de tumores localmente avancados de
mama e nos tumores inflamatérios (TEWARI; KRISHNAMURTHY; SHUKLA, 2008).

A quimioterapia neoadjuvante tem como objetivos e/ou vantagens: primeiro, ter a
oportunidade de monitorar a resposta tumoral durante o tratamento permitindo mudancas ou
descontinuidade do mesmo, caso o tumor néo seja responsivo. A mudanca no tratamento ainda
ndo foi comprovada como eficaz, porém a toxicidade de um tratamento ineficaz pode ser
evitada. Um segundo objetivo é aumentar as taxas de cirurgias conservadoras. Terceiro, a carga
de cancer residual € um poderoso marcador prognostico, mudando o perfil prognéstico de
acordo com a resposta do tumor a droga. A quarta vantagem é que nos estudos randomizados
com neoadjuvancia, marcadores preditivos, biologia tumoral, mecanismos de resisténcia e
novas abordagens terapéuticas podem ser investigadas mais rapidamente e com menor nimero
de pacientes do que os estudos com adjuvancia (MAKRIS et al., 1997; AMADORI et al., 2002;
PENAULT-LLORCA et al., 2008; GAMPENRIEDER; RINNERTHALER; GREIL, 2013).

Em 1988, teve inicio um estudo randomizado coordenado pelo NSABP (estudo B-18),
um dos primeiros e maiores estudos em neoadjuvancia versus adjuvancia, nas mulheres com
cancer de mama operavel. Foram randomizadas 1523 mulheres que receberam 4 ciclos de AC
(doxorrubicina 60 mg/m? e ciclofosfamida 600 mg/m?) previamente ou posteriormente a
cirurgia. A finalidade do estudo era inicialmente determinar se a quimioterapia neoadjuvante
levaria a um aumento na sobrevida global (SG) e/ou do tempo livre de doenga (TLD) e, a
posteriori avaliar a resposta do tumor primario e dos linfonodos axilares a QT. Nesta
randomizacdo ndo houve diferenca na SG ou TLD entre os bracos estudados. Entretanto, o

braco das pacientes que receberam QT neoadjuvante, apresentou um aumento na incidéncia de
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linfonodos axilares negativos ao exame anatomopatoldgico pés cirdrgico, como também, nas
taxas de cirurgias conservadoras (FISHER et al., 1997).

Um novo ensaio clinico semelhante ao anterior foi realizado pela Organizacdo Europeia
(Trial 10902), neste estudo um outro esquema de quimioterapia (fluoracil 600 mg/m?,
epirrubicina 60 mg/m?, ciclofosfamida 600 mg/m?) foi administrado. As respostas observadas
foram: 49% das pacientes respondera a QT neoadjuvante, com 6,6 % de resposta clinica
completa e 3,7% de resposta patoldgica completa no grupo estudado. Neste ensaio clinico
também ndo houve aumento na SG e TLD com a neoadjuvancia (VAN der HAGE et al., 2001).

Posteriormente um novo ensaio, iniciado em 1995, e que randomizou 2.411 mulheres
com cancer de mama operavel, e teve como objetivo principal avaliar se a adi¢cdo de um taxane
(docetaxel 100 mg/m?) ao esquema ja preconizado naquele momento (AC), teria um impacto
no aumento do TLD e na SG. Como objetivos secundarios incluia, o efeito no controle
locorregional da doenca, a resposta patolégica completa do tumor e linfonodos axilares, e no
aumento das cirurgias conservadoras. Este ensaio clinico também foi em neoadjuvéncia. O
estudo mostrou que a adi¢do desta nova droga levou a um aumento nas taxas de resposta clinica
de 86% para 91%, e na resposta patoldgica de 13% para 26%, e também no nimero de cirurgias
conservadoras. Embora o TLD e SG néo tiveram apresentado influéncia em suas respostas.
Entretanto, as pacientes que apresentaram resposta patolgica completa continuaram mostrando
beneficio na sobrevida global (BEAR et al., 2006).

Outras drogas quimioterapicas foram randomizadas em regimes de neoadjuvancia para
obter melhores taxas de resposta patologica completa. No estudo TOPIC foi avaliada a eficacia
de infusdo continua de 5-fluoracil durante 18 semanas e a integracdo de cisplatina. Este estudo
ndo mostrou ganho nas respostas patoldgicas, apenas aumento nas taxas de toxicidade, assim
como outros estudos como o TOPIC-11 investigando epirrubicina mais vincristina comparando
ao esquema AC, também sem beneficio (SMITH et al., 2004; CHUA et al., 2005).

Por vérios anos, antes da descoberta, ou melhor do emprego dos biomarcadores em
cancer de mama, os estudos incluiam todos os subtipos tumorais numa analise Unica de resposta,
muitas vezes obtendo respostas contraditorias entre eles, e esses conflitos se devia a
heterogeneidade do cancer de mama. Esta heterogeneidade levou a busca de terapias especificas
para cada caracteristica tumoral ou subtipo (IWAMOTO et al., 2011).

O estudo NOAH foi desenhado para avaliar a eficacia da QT neoadjuvante baseada em
antraciclicos e taxanes associada a uma droga alvo, o Trastuzumab (anticorpo monoclonal
recombinante humanizado), seguido de adjuvéncia com trastuzumab versus a administracdo

apenas de QT neoadjuvante, em pacientes com tumores localmente avangados ou inflamatorios
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com amplificacdo do gene HER-2. Como resultado se demonstrou o beneficio da administracéo
de trastuzumab (iniciando em neoadjuvéncia e continuando em adjuvancia), com melhora nas
taxas de respostas clinicas, e quase dobrando as respostas patologicas completas, além de
diminuindo o risco de recidiva da doenca, progressdo ou morte, quando comparados com as
pacientes que ndo receberam a terapia alvo (GIANNI et al., 2010).

Novas terapias alvo séo estudadas associadas a terapia neoadjuvante. O Pertuzumab é
um anticorpo monoclonal humanizado dirigido a dimerizacdo do dominio de HER-2. O
trastuzumab e pertuzumab apresentam diferentes sitios de ligacdo e por isso tem mecanismos
complementares de agdo. Em vista da melhora substancial nas taxas de RPC entre a combinacgao
de QT neoadjuvante com trastuzumab, um novo estudo foi desenhado (NeoSphere) para
comparar os efeitos terapéuticos da combinagdo de trastuzumab e pertuzumab, com ou sem a
associacdo de neoadjuvancia . O estudo foi dividido em quatro bragos: grupa A (trastuzumab +
docetaxel), grupo B (pertuzumab + trastuzumab + docetaxel), grupo C (pertuzumab +
trastuzumab) e grupo D (pertuzumab + docetaxel). As taxas de RPC foram de 29% no grupo A,
45,8% no grupo B, 24% no grupo D e de 16,8% no grupo C. A associacdo de agentes anti-HER-
2 com a terapia neoadjuvante melhorou as taxas de tumor responsivo (BASELGA et al., 2012).

Nos tempos atuais, ocorreu um aumento do interesse em particular de pesquisadores,
nos tumores de mama quinases, também conhecidos como proteinas tirosino quinase 6 (PTK6),
tornando-se um alvo terapéutico desejavel no que diz respeito a inibi¢do de tirosino quinase,
bem como a interrupc¢do da atividade independente de quinase. A atividade desta proteina é
significamente aumentada em tecidos mamarios malignos em comparacdo ao tecido mamario
normal, e apresenta uma superexpressao em mais de 80% dos tumores ductais invasivos de
mama. Alguns quimioterapicos ja sdo empregados em tumores mamarios tanto em forma
terapéutica como paliativamente, e temos como exemplos de inibidores de tirosina quinase
aplicados em cancer de mama, o Lapatinib, Erlotinib e Getfintib (HUSSAIN; HARVEY, 2014).

O Laptinib € um inibidor oral de tirosina quinase, alvo para EGFR e HER-2 com
poderosa acdo em pacientes com tumores mamarios e, carcinomas metastaticos de mama que
superexpressam HER-2. Apresentam uma melhora na sobrevida global, quando associados a
capecitabine. Desfechos favoraveis também sdo encontrados na associacdo desta droga ao
paclitaxel ou inibidores da aromatase. Um estudo foi desenhado comparando as taxas de RPC
com a administracdo de QT neoadjuvante associada ao trastuzumab ou ao lapatinib
concomitantemente. As taxas de RPC foram significativamente menores com o anticorpo
lapatinib demonstrando uma menor capacidade deste inibidor, em bloquear a via do HER-2

quando comparado com o anticorpo trastuzumab (UNTCH et al., 2012).
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O Geftinib é um inibidor de EGFR que tem uma agdo em células mamarias com
superexpressdo de HER-2, provavelmente agindo na reducdo na fosforilacdo do heterodimero
HER-2/EGFR. Esta droga tem acdo especialmente em tumores mamarios com receptores
hormonais positivos, onde as pacientes apresentam resisténcia ao Tamoxifeno. O Erlotinib tem
uma via de acdo semelhante ao do Geftinib, como um inibidor de EGFR. Clinicamente tem
indicacdo em tumores localmente avangados e metastaticos de pequenas células no pulméo,
porém sé recentemente os seus beneficios em cancer de mama comegaram a ser esclarecidos.
Esta droga tem algumas indicagdes em tumores de mama triplo negativos (UENO; ZHANG,
2011; HUSSAIN, HARVEY, 2014).

Em geral 60% a 90% dos pacientes que recebem QT neoadjuvante tem resposta clinica,
porém a resposta patologica completa é observada apenas em 3 a 30% dos ensaios clinicos em
cancer de mama. E esta discrepancia ocorre pois ndao ha um consenso entre eles do que seria
uma RPC (resposta no tumor primério e ndo resposta em linfonodos e vice-versa). Sendo a RPC
o fator preditor no desfecho da sobrevida global, cada vez mais se busca este desfecho
(TEWARI; KRISHNAMURTHY; SHUKLA, 2008).

Um grande nimero de substancias bem conhecidas, assim como novas substancias estdo
sendo testadas, neste momento, em fase Il e fase Ill de ensaios clinicos. O objetivo desses
estudos é ndo apenas melhorar as taxas de RPC e SG, como também reduzir a toxicidade e
individualizar o tratamento (GAMPENRIEDER; RINNERTHALER; GREIL, 2013).

Uma modalidade de imagem que pudesse ser uma ferramenta de resposta tumoral a QT
neoadjuvante teve que ser desenvolvida, e este exame seria benéfico caso mostrasse tumores
residuais apos o tratamento quimioterapico, ou identificasse as respostas tumorais clinicas
completas (LOBBES et al., 2013).

A Ressonancia Nuclear Magnética (RNM) foi proposta e tem papel importante na
orientacdo do manejo cirargico do cancer de mama através de mensuracao de tumor residual
apos a QT neoadjuvante. Este método apresentou boa sensibilidade, auxiliando na estimativa
do tamanho do tumor e sua localizacdo; presenca de focos adicionais ou de lesGes contra-
laterais, 0 que proporciona a decisdo cirurgica, seja para cirurgias conservadoras ou radicais
(LOBBES et al, 2013; MARINOVICH, 2013). Esta ferramenta diagnostica é aplicada com
frequéncia aumentada em dias atuais, por ter uma alta sensibilidade na detec¢do de tumores
mamarios, comparado a mamografia e ultrassonografia, como também na habilidade na
avaliacdo de respostas patoldgicas completas apos a terapia neoadjuvante (De LOS SANTOS,
2013).
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Tabela 1.1 - Ensaios clinicos comparando 0 mesmo

regime de quiomioterapia pré e pos-

operatério
L Neoadjuvante X Objetivo
Ensaio Clinico  Fase do estudo (n) Tumor adjuvante principal
TC 63% (33%
T2>3cm
IBBGS 11 (272) T3 NO-1 3XEVM +3x ETV apenas RT, 30% C
+RT) versus 0%
Instituit Curie 111 (390) T2-3,N0-1 4 x FAC TC 82 versus 77%
Royal Marsden 111 (293) TO0-4, NO-1 4 X 2MT TC 89 versus 78%
SG-5a:80
T1-3 versus 81%
NSABP B-18 111 (149) NO-N1 4xAC TLD - 5a - 67
verus 67%
SG-4a: 82
EORTC 10902 111 (698) Tlc-T4b 4 x FEC versus 84%
TRL melhor com
T1-3, NO-1 .
ABCSG-7 111 (423) RH- + alto risco RH+ 3 x CMF aqjuvanma, sem
diferenca na SG
6 x AC versus RPC 24 versus
ACCOG 111 (363) >3 cm ou T4d 6 x A + Doc 21%
Terapia baseada em
Metanalise IV (2455) 7 ensaios clinicos Antraciclico + RPE mEloy e

Taxane

Taxane sequencial

Fonte: Adaptado de Gampenrieder; Rinnerthaler e Greil, 2013.
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1.8 RESSONANCIA NUCLEAR MAGNETICA (RNM)

A deteccdo precoce e o diagnostico do cancer de mama sdo essenciais no sucesso do
tratamento. Exames radioldgicos tais como mamografia e ultrassonografia mamaria sao usados
rotineiramente como técnicas de detec¢do e localizagdo de tumores, porém esses exames Sao
ferramentas com baixa especificidade. A RNM mamaéria surge como um método de diagndstico
importante, aumentando a deteccéo do cancer de mama e, favorecendo diagnostico em situagdes
especiais em lesGes da mama como: na avaliacdo de tumores multifocais e multicéntricos,
doenga em mama contralateral, nos carcinomas lobulares mamarios, detec¢do de tumores em
mamas densas, tumores ocultos, e avaliagdo de resposta a quimioterapia neoadjuvante
(MENEZES et al., 2014).

As cirurgias conservadoras que anteriormente eram indicadas apenas em tumores
mamarios com estagios iniciais, passaram a ser aplicadas em estagios mais avangados, como 0s
estagios Il e 111 de mama, principalmente apos respostas clinicas satisfatorias a neoadjuvancia.
Em um estudo multicéntrico realizado em oito Centros Nacionais de Cancer nos EUA,
observou-se uma tendéncia no aumento das taxas de cirurgias radicais mamarias e foi levantada
a hipdtese da associacdo entre os achados da RNM maméria e sua influéncia na decisdo
cirirgica apés o tratamento com QT neoadjuvante. A conclusdo mostrou que imagens de
tumores residuais ou respostas incompletas pds QT tiveram um impacto neste aumento das
taxas de cirurgias radicais. No entanto, alguns pardmetros como: o estadiamento clinico ao
diagnostico; pacientes jovens; e 0s protocolos de cada institui¢do, foram mais determinantes na
decisdo cirurgica do que os préprios resultados das imagens obtidas pelo método empregado,
neste caso, a RNM mamaria (McGUIRE et al., 2015).

Apesar da maior sensibilidade deste método de imagem, a RNM realizada previamente
a cirurgia pode estar sujeita a erros potenciais. Processo inflamatério reativo do tumor, fibrose
e necrose pos QT neoadjuvante podem se apresentar como areas de reforco em imagens,
dificultando a distincdo entre o que é achado inflamatério, ou o que é fibrose de tumores
residuais. A diminuicdo do tumor em fragmentos, formando depositos tumorais pode levar a
confusdo na avaliacdo do diametro final do tumor. Carcinomas ductais in situ em alguns exames
sdo mal visualizados ou podem néo ser distinguido do carcinoma invasivo. Outra dificuldade
do método séo os artefatos de imagem (MARINOVICH, 2013).

As taxas de resposta clinica ap6s QT neoadjuvante variam entre 60% a 80%, e 10% a
20% quando se obtém resposta patoldgica completa. A identificagdo precoce da resposta ao

tratamento faz-se importante para o planejamento subsequente. Técnicas de RNM mamaria
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funcional servem para quantificar mudangas na microcirculagéo tumoral, na densidade celular,
hipoxia, metabolismo, e assim se tornar um marcador bioldgico substituto de predicdo de
resposta a quimioterapia neoadjuvante (O’FLYNN; DESOUZA, 2011).

A relacdo entre a aparéncia fenotipica das imagens de RNM do cancer de mama e a
respostas a QT neoadjuvante vem sendo bastante pesquisada. Embora exista no geral pouca
variacdo fenotipica, os estudos vem focando a separacdo entre os tumores de consisténcia
solidas e unifocais, mais delimitados ao exame; dos tumores multifocais, onde nesses o
comportamento € mais difuso, e se valoriza a infiltracdo tumoral. Pode-se perceber que tumores
com massas mais bem definidas e mais compactos apresentam melhor resposta a QT,
permitindo maior conservagdo mamaéria, demostrando que a caracteristica fenotipica tem
impacto na resposta a QT neoadjuvante. Tumores mamarios com massa bem definidas também
apresentam maior concordancia entre os achados da RNM com os do anatomopatologico,
principalmente aqueles que ndo expressam receptores hormonais. Nos casos em que se
apresentam como um tumor difuso percebe-se uma maior discordancia entre a RNM e o estudo
anatomopatoldgico (PRICE et al., 2015).

Estudos comparativos entre o fenotipo da RNM e o perfil molecular dos tumores
mamarios tem detectado uma associacdo entre tumor triplo negativo e presenga de imagem
unifocal. Massa multifocais sdo mais comuns entre tumores HER-2 positivos. Os tumores com
expressao de receptores hormonais ndo tem uma caracteristica fenotipica bem definida, mas séo
mais susceptiveis de visualizacdo de realce difuso sem presenca de massa tumoral (MUKHTAR
etal., 2013).

Até os dias atuais, ndo ha consenso na avaliacao precoce da resposta do cancer de mama
na terapia neoadjuvante. A palpacgdo, provavelmente é o método mais amplamente utilizado na
pratica clinica, entretanto é imprecisa para prever resposta patoldgica e é pouco adequada para
a avaliacdo de tumores pequenos. Bidpsia seriada de tumores € um método invasivo e esta
associada a uma amostragem heterogénea do tumor. Técnicas de imagem sdao métodos nao
invasivos, incluindo mamografia, ultrassonografia e RNM convencional, e muitas vezes séo
utilizadas na prética clinica como ferramentas, solucionando os problemas, ja que sdo métodos
ndo invasivos (CHEN et al., 2012). Existe uma divergéncia na literatura em relacdo a avaliacdo
por exame fisico e RNM mamaria nas respostas a quimioterapia, pois a RNM pode superestimar
tumores residuais pos tratamento. De acordo com a reviséo de Chen et al. (2012), a RNM com
realce foi a maneira mais precisa para avaliar tamanho do tumor residual (com realce) de fibrose
(sem realce), porém subestimagdo ou superestimacdo da doenca residual depois de QT

neoadjuvante, e os falsos negativos foram tambeém notados neste estudo (CHEN et al., 2012).
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Por mais de cinquenta anos, os estudos histopatoldgicos tem reconhecido o cancer de
mama como uma doenca heterogenea com variabilidade inter e intra tumoral. Porém, mais
recentemente, 0s avangos nas analises moleculares e sequenciamentos genéticos vem
descrevendo a diversidades dos tumores mamarios através de combinacfes de analises de
microarray e sequenciamento de DNA de nova geracdo (BARNARD; BOEKE; TAMIMI,
2015).

Atualmente, varios biomarcadores clinicos sdo usados para direcionar o uso de terapias
alvos no cancer de mama, incluindo o aumento da expressdo de HER-2, e a expressdo de
receptores de estrogénio e progesterona. Vérias estratégias de terapias alvo foram
desenvolvidas para tumores mamarios que apresentam aumento da expressdo dessas proteinas.
Estas terapias incluem pequenas moléculas inibidoras de quinases, tratamentos com anticorpos
monoclonais e terapias hormonais. No entanto, esses biomarcadores ndo podem predizer
respostas a terapias num grupo de tumores mamarios, como 0s tumores triplo-negativos
(HORIUCHI et al., 2012). Assim, mais estudos envolvendo carcinoma mamario, pesquisa de
biomarcadores, e terapias alvo sdo necessarios com o intuito de direcionar tratamentos e
obterem melhores respostas clinicas nos pacientes.

O céncer de mama é uma afec¢do relativamente rara em mulheres jovens, entretando
estima-se que 14.000 mulheres abaixo de 40 anos sdo diagnosticadas anualmente, s6 nos EUA,
ocasionando 3.000 mortes. E responsavel pela principal causa de 6bito em jovnes naquele pais.
O diagndstico desta neoplasia vem ampliando suas taxas em mulheres com idade entre 25 a 39
anos. Normalmente essas mulheres desenvolvem tumores com maior agressividade, maior
indiferenciacéo celular, menor expressao de receptores hormonais e, maior expressdo de gene
HER-2, todavia as razdes deste comportamento biolégico peculiar é pouco compreendida,
entretanto, a mutacdo do gene BRCAL pode explicar alguns casos de tumores triplo negativos
ou outros achados clinico-patolégicos de maior agressividade (FREEDMAN; PARTRIDGE,
2013).

A era da avaliagdo de risco para o cancer de mama foi introduzida ap6s o
desenvolvimento de modelos estatisticos como o modelo de Gail e o de Claus, de maneira que
possibilitasse uma melhor identificacdo de mulheres que portavam um risco aumentado para o
desenvolvimento desta doenca, e também, com o objetivo de aplicacdo de estratégias
preventivas. O cancer de mama hereditario é responsavel por 5 a 10% dos casos ocorridos.
Estudos moleculares e de andlises de ligacdo levaram a primeira correlacdo entre a
susceptibilidade genética com o cancer de mama. Os genes pesquisados foram 0 BRCAL e o

BRCAZ2, e posteriormente novos estudos revelaram outros genes também associados a maior
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risco de desenvolvimento desta neoplasia quando apresentavam mutacdo genética. Os genes
pesquisados foram: TP53, PTEN, STK11, CHEK2, ATM, PALB2, BRIP1 E CASP8 (NJIAJU;
OLOPADE, 2012).

Pelo que foi exposto anteriormente, € importante a investigacdo genética em pacientes
que desenvolvam o cancer mamario em idade jovem (até 40 anos), mesmo que estas mulheres
ndo apresentem histdrico familiar de cAncer mamario. A investiagacdo genética de genes de
risco para cancer de mama tem como objetivo orientar a elaboracdo de terapia para essas
mulheres e acnselhamento de seus familiares proximos. de elucidar se esta mutacdo, quando
presente, influenciaria o papel dos biomarcadores que classificam o cancer de mama, assim
como nos diversos subgrupos moleculares nos casos de cancer hereditario.

Toda essa heterogeneidade do cancer de mama, faz com que cada vez mais novas
pesquisas sejam necessarias para individualizar o comportamento bioldgico do tumor, e auxiliar
na estratégia terapéutica adequada. Esta tese foi desenhada com a proposta de avaliar a
influencia dos biomarcadores e dos achados clinico-patoldgicos de cancer de mama localmente
avancado na resposta clinica, como também na resposta patoldgica do tumor frente ao
tratamento quimioterapico neoadjuvante, com regime contendo antraciclicos e taxanes. E
avaliar se a presenca de mutacfes genéticas em genes de risco para o cancer de mama

influenciaria o papel dos biomarcadores do cancer de mama, e a resposta a terapia aplicada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito das caracteristicas clinicas, patoldgicas e moleculares de pacientes com

carcinoma mamario localmente avancado, na resposta clinica e patoldgica ao tratamento

quimioterapico neoadjuvante, com uso de antraciclicos e ciclofosfamida (AC) e com a adi¢éo
de taxanes (AC + T).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS NO TUMOR

1.

Investigar o valor preditivo dos biomarcadores C-MYC, HER-2, KRAS e receptores
de estrogénio e progesterona através de sua expressao protéica e amplificacdo génica
em pacientes com carcinoma mamario localmente avangado, na resposta clinica e
patoldgica ao tratamento quimioterapico neoadjuvante, com uso de antraciclicos e
ciclofosfamida (AC) e com adi¢do de taxane;

Investigar o numero de cépias dos gene HER-2 e C-MYC, como também os
centrdmeros dos cromossomos 17 e 8, em pacientes com carcinoma mamario
localmente avancado, submetidas aos esquemas de quimioterapia neoadjuvante com
uso de antraciclicos e ciclofosfamida (AC) e com adi¢do de taxane;

Investigar o status da mutacdo do gene KRAS em pacientes com carcinoma mamario
localmente avancado, na resposta clinica e patoldgica ao tratamento quimioterapico
neoadjuvante, com uso de antraciclicos e ciclofosfamida (AC) e com adicdo de

taxane.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS NA PACIENTE

4.

Correlacionar fatores sociodemograficos, historico hormonal e reprodutivo, fatores
de risco e caracteristicas anatomopatoldgicas, das pacientes com carcinoma
mamario localmente avangado, com a resposta clinica e patoldgica ao tratamento
quimioterapico neoadjuvante, com uso de antraciclicos e ciclofosfamida (AC) e com
adigéo de taxane;

Investigar painel genético das pacientes incluidas no trabalho, que tiveram o

diagnostico de cancer de mama localmente avancado em idade jovem (até 40 anos)
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e relacionar os resultados com a resposta clinica e patoldgica ao tratamento
quimioterapico neoadjuvante, com uso de antraciclicos e ciclofosfamida (AC) e com

adicdo de taxane.
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3 MATERIAIS E METODOS

Esta tese foi desenvolvida em duas etapas:

— Na primeira etapa foi realizado uma avaliacdo do efeito das caracteristicas clinico-
patoldgicas e moleculares na resposta a quimioterapia neoadjuvante, com o
esquema de Adriamicina e Ciclofosfamida (AC), em pacientes com carcinoma
mamario, tratadas no Hospital Ophir Loyola, no periodo de 2006 a 2011;

— Na segunda etapa foi realizado uma avaliacéo do efeito das caracteristicas clinico-
patologicas e moleculares na resposta a quimioterapia neoadjuvante, com o
esquema de Adriamicina e Ciclofosfamida (AC) e adi¢do de Taxane (AC + T), em
pacientes com carcinoma mamario, tratadas no Hospital Ophir Loyola, no periodo
de 2012 a 2015.

3.1 FASE RETROSPECTIVA- ETAPA |

Para uma melhor avaliacdo do efeito das caracteristicas clinico-patoldgicas e
moleculares na resposta a quimioterapia neoadjuvante no carcinoma mamario localmente
avancado, em pacientes tratadas no Hospital Ophir Loyola, no periodo de 2006 a 2011, foi

elaborado em estudo retrospectivo observacional de base hospitalar.

3.1.1 Populacao do estudo

Na primeira fase do estudo (estudo retrospectivo), foram selecionados 194 prontuarios
para analise, destes 57 foram excluidos por ndo apresentarem todas as informag6es necessarias
para o0 estudo, como: medidas do tumor antes e apds a quimioterapia, grau tumoral,
comprometimento de linfonodos. Restaram 137 prontuérios, porém 7 pacientes nao
completaram o esquema de quimioterapia neoadjuvante, 10 apresentaram metastase a distancia
apos o término dos exames de estadiamento e 4 pacientes ndo apresentavam em seu prontuario
informagdes sobre o resultado da anélise do perfil molecular no produto da bidpsia antes da
realizacdo da quimioterapia. Ao final, restaram 116 pacientes que foram incluidas no trabalho.

Na primeira fase do estudo, foram entéo selecionadas 116 pacientes com diagndstico
histoldgico de carcinoma invasivo mamario com Estadiamento clinico I11 (Illa, I11b ou Illc) e
que foram tratadas no Hospital Ophir Loyola, hospital de referéncia oncoldgica da cidade de
Belém, Estado do Para, Brasil, no periodo de 2006 a 2011.
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As pacientes foram orientadas sobre o estudo e aquelas que aceitaram participar do
mesmo, e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram incluidas.
(Apéndice A). Aquelas pacientes que ja haviam ido a obito no inicio da pesquisa foram
incluidas, seguindo as orienta¢des do Comité de Etica do hospital.

Seguindo o protocolo de estadiamento tumoral do servico, exames de imagens, como:
Tomografia computadorizada (TC) de abdome total, TC de torax e Cintilografia éssea foram
realizados para afastar possiveis metastases a distancia. Exames laboratoriais e ecocardiograma
foram realizados previamente ao inicio do tratamento de quimioterapico, com a finalidade de
avaliacdo clinica e da funcéo cardiaca.

Os critérios de exclusdo foram: gestantes, lactantes e cardiopatas ou outra comorbidade
que contra indicasse 0 esquema quimioterapico preconizado.

A confirmacdo anatomopatoldgica foi realizada através da analise de amostra tumoral
obtida por uma bidpsia incisional do tumor, e o resultado, confirmado por dois médicos
patologistas. As pacientes que eram encaminhadas ao hospital, com bidpsias prévias, realizadas
em outros servicos, os blocos de parafina dessas bidpsias eram solicitados para revisdo de

lamina e novo estudo anatomopatoldgico era realizado para confirmacao do resultado.

3.1.2 Resposta clinica a quimioterapia — Adriamicina e Ciclofosfamida

O tratamento quimioterapico neoadjuvante administrado consistiu de quatro (04) ciclos
de uma associacdo de Adriamicina (60 mg/m?2 de area corpdrea) com a Ciclofosfamida (600
mg/m? de &rea corpdrea), esquema esse conhecido como AC e administrado em intervalos de
21 dias obedecendo ao protocolo do Servigo de Oncologia do Hospital Ophir Loyola, de acordo
com ensaios clinicos relatados na literatura (FISHER et al., 1997, VON MINCKWITZ et al.,
2005).

A resposta clinica ao tratamento foi assim classificada: a) resposta clinica completa
(RCC) quando houve o desaparecimento completo do tumor; b) resposta clinica parcial (RCP)
quando houve redugio de > 50% no tamanho do tumor; ¢) sem resposta clinica (SR) quando foi
observado uma reducdo < que 50% no tamanho do tumor; d) progressdo (PRO) quando foi
observado aumento > 25% no tamanho do tumor ou aparecimento de uma nova lesao.

Os tumores foram considerados como responsivos ao esquema quimioterapico quando
apresentaram resposta clinica completa ou parcial; e ndo responsivos, quando ndo houve

resposta clinica do tumor ou houve progressédo no tamanho tumoral.
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O tamanho do tumor mamario era baseado em medidas bidimensionais (supero-inferior
e latero-lateral) com o auxilio de um paquimetro antes da quimioetarpia e entre 3 a 5 semanas

apos o término do ultimo ciclo de quimioterapia.
3.1.3 Selecéo do bloco de parafina

As amostras fixadas em formol e incluidas em parafina foram utilizadas para a rotina
diagndstica, incluindo a analise anatomopatoldgica do tumor por Hematoxilina e Eosina (HE),
e o perfil imunohistoquimico com avaliagdo da expressdo de receptor de estrogénio e
progesterona, HER-2, e Ki-67 e completado o estudo com hibridizagéo in situ por fluorescéncia
nos casos de HER-2 IHC 2+. Estas amostras foram processadas no laboratorio de anatomia
patoldgica do Hospital Ophir Loyola e Laboratério de imunohistoquimica da Universidade
Federal do Para (Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto).

Foi feita uma leitura microscopica das laminas com cortes histoldgicos corados pela
Hematoxilina-Eosina, para escolher a amostra, contendo tumor, para os procedimentos de
imunohistoquimica (IHC), hibridizacéo in situ fluorescente (FISH) e biologia molecular.

Os blocos de parafina, com materiais processados foram cortados em micrétomos
rotativos, onde foram obtidos cortes histoldgicos de 2 a 3 um de espessura, utilizando-se
navalhas descartaveis proprias para este fim. As fitas de parafina obtidas no processo de corte
pela microtomia foram cuidadosamente colocadas em banho maria histoldgico e os cortes

depositados em laminas silanizadas.

3.1.4 Imunohistoquimica

—Recuperacdo Antigénica - As novas sec¢des de 3 um foram submetidas ao pré-
tratamento, tido como trés em um, pois possibilita, a desparafinizacdo, re-hidratacdo e
recuperacdo do epitopo induzida por calor no equipamento PT Link (DAKO®).

—Bloqueio da Peroxidase Enddgena - ApoOs a recuperacdo antigénica, os cortes
histolégicos foram submetidos ao bloqueio da peroxidase endégena com solucdo de peroxido
de hidrogénio (H202) por 5 minutos (DAKO®).

—Incubacdo com o Anticorpo Primario - Foi demarcado o corte com o uso da
DakoPen, (Dako®), e em seguida colocado sobre cada lamina o anticorpo primario especifico
HER-2, RE, RP e Ki-67 (-DAKO®) diluidos em Antibody Diluent with Background Reducing
Components (DAKO ®). O tempo de incubagéo foi de 20 minutos em temperatura ambiente.
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—Incubacdo com o Anticorpo Secundario e Reacdo do Conjugado - Para o
procedimento técnico de imunohistoquimica foi utilizado o Kit Envision ™ Flex Dako, cujo
polimero & base de Dextrano é associado a varias moléculas de peroxidase.

—Revelacdo e Montagem - A revelacdo da reacdo foi feita por solucdo substrato-
cromogénica (Diaminobenzidina DAB 60 mg%), durante 5 minutos, em temperatura ambiente,
ao abrigo da luz. A contra-coloracao foi Hematoxilina (DAKO®) e as laminas foram montadas
com laminulas e Balsamo do Canada, para leitura em microscopia Optica comum.

- Critérios para interpretacdo da imunocoloracdo para receptores hormonais de
estrogénio e progesterona - De acordo com o consenso da ASCO e Colégio Americano de
Patologistas (CAP) de 2010, os receptores de estrogénio e de progesterona devem ser
considerados positivos quando had expressdo nuclear em > 1% das células neoplésicas,
independentemente da intensidade da imunocoloracdo. Quando nédo ha expressdo nuclear ou a
expressdo nuclear é observada em < 1% das células neoplésicas, o resultado deve ser
considerado negativo, independentemente da intensidade da imunocoloragdo (HAMMOND;
HAYES; DOWSETT, 2010).

Quadro 3.1 - Critérios para interpretacdo da imunocoloracdo para HER-2
Padréo de Coloragéo Escore  Conclusdo
Auséncia de imunocoloragdo de membrana citoplasmatica ou Escore  Negativo
imunocoloragdo de membrana incompleta e fraca/dificilmente 0
perceptivel em < 10% das células tumorais.

Imunocoloragdo de membrana incompleta que é Escore  Negativa
fraca/dificilmente perceptivel em > 10% das células tumorais. 1 +

Imunocoloragdo de membrana circunferencial que é Escore  Duvidoso/Inconclusivo
incompleta e/ou fraca/moderada em > 10% das células 2+ Esse resultado indica a
tumorais ou imunocoloracdo circunferencial completa e necessidade de confirmacdo por
intensa em < 10% das células tumorais. FISH ou CISH

Imunocoloragdo de membrana circunferencial completa e Escore  Positivo

intensa em > 10% das células tumoarais 3+

Fonte: Wolff et al., 2013.

A pesquisa imunohistoquimica da oncoproteina HER-2 foi realizada utilizando-se o
anticorpo monoclonal de coelho SP3 (Dako®).

Para a interpretacdo de MYC foram considerados positivos 0s casos com
imunocoloragdo > 10%, nas células neoplésicas. Para o Ki-67 foram considerados positivos 0s

casos com imunocoloracdo e foram estabelecidos seus percentuais de positividade.

3.1.5 Hibridacao in situ fluorescente
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Neste trabalho, foi utilizada sonda dual-color diretamente marcada para a regido alfa-
satélite do cromossomo 8 (8g11) e regido do gene MYC (8g24) (Dako A/S, Denmark) e ERBB2
FISH PharmDX™ Kit para avaliar a amplificacdo do gene MYC e HER-2, respectivamente. O
procedimento teve 0s seguintes passos:

a) Pré-tratamento das laminas — as laminas foram colocadas em solucéo de
2XSSC (pH7.0) a 37°C por 30 minutos. Apds esse tempo, as laminas foram transferidas para
uma bateria de trés boréis com etanol (70%, 80% e 95% respectivamente) para desidratacao,
por dois minutos em cada borel, em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram
submetidas a uma solugéo de 70% formamida/2xSSC (pH 7,0) a 70°C durante 2 minutos, para
a desnaturagdo do DNA e novamente transferidas para uma série de desidratacdo em etanol:
70%, 80% e 95% por dois minutos em cada a -20°C, para impedir o re-anelamento das fitas de
DNA. Apds esse procedimento, as laminas foram mantidas em estufa a 37°C para a secagem.

b) Preparo da sonda e incubagdo — uma aliquota de 10 puL da sonda foi
aplicada na lamina, coberta com laminula e selada com cola especial. A amostra (gotejada em
lamina) e a sonda foram desnaturadas em placa quente a 80°C por 2 minutos. A incubacgéo
ocorreu em camara Umida e escura por 16 horas a 37°C.

C) Lavagem pdés-hibridacdo — apds o periodo de incubacdo, a laminula foi
removida e as laminas foram lavadas em solugdo 0,4xSSC por cinco minutos a 72°C. Em
seguida, imersas em solucdo 1xPBD por cinco minutos a temperatura ambiente.

d) Contra-coloragéo — sobre a 1amina foram aplicados 10 uL de DAPI/antifade
(concentragdo final de 0,02 pg/ml). Em seguida, cobriu-se a lamina com laminula e foi mantida

a 4°C em caixa de lamina fosca por aproximadamente 1 hora antes da analise.

3.1.6 Analise citogenética molecular

A anélise citogenética molecular foi realizada em microscopio de fluorescéncia ZEISS
AXIOPHOT e OLYMPUS BX41, ambos com filtro triplo DAPI/FITC/TRICT. Os sistemas de
captura e analise de imagens utilizadas foram Isis e Applied Spectral Imaging, respectivamente.

O estudo somente foi realizado em laminas de boa qualidade e com hibridacéo in situ
superior a 70% (TAYLOR et al., 1994). Para cada amostra, foram analisados 60 células
tumorais. Para deteccdo da amplificacdo do gene HER-2 as taxas de sinalizagdo do cromossomo
17 (CEP17) foram calculadas de acordo com o padrdo estabelecido. Pacientes foram

classificados dependendo do status do gene HER-2, onde: amplificagdo positiva quando a razéo
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HER2/CEP17 > 2,2; a amplificagdo foi considerada negativa quando a razdo foi < 1,8 e
duvidosa quando a razdo ficou entre <1,8 a <2,2 (WOLFF et al., 2013).

A amplificacdo de MYC ndo tem um padréo estabelecido publicado na literatura, entdo
foram determinados pontos de corte como critérios prévios: 1- a taxa de sinais de MYC no
cromossomo 8 (CEP8)>2.2 foi aplicada para deteccdo da amplificacdo de HER-2; 2-
MYC/CEP8>1.3 ou MYC/CEP8 <1.3 com polissomia de 8 (3 ou mais cOpias de CEP8); 3- >5
copias MYC/nucleo (alto ganho de MYC); 4- > 2.5 MYC copias/nucleo, no qual inclui baixo
ganho de MYC.

As amostras foram analisadas seguindo as recomendacdes da Associacdo Americana de
Oncologia. Como controle negativo foi utilizado linfocitos do sangue periférico de um

individuo higido.

3.1.7 Andlise da mutacdo no gene KRAS

A purificacdo de DNA foi feita através de MagMAX ™ FFPE Kit para isolar DNA (Life
Technologies, USA). O ponto da mutacdo do codon 12 foi avaliado pela técnica de
polimorfismo de fragmento de restrigdo (RFLP-PCR) (DOBRZYCKA et al., 2009). O produto
do PCR foi digerido com endonuclease BstUI, e o produto dessa digestdo foi submetido a
andlise por eletroforese com gel de poliacrilamina com SYBR® Safe DNA GEL Stain (Life
Technologies, USA) e visualizado usando luz azul.

O tipo mutante (producdo de PCR néo restrita) foi de 189bp, enquanto o produtos dos
tipos selvagens foram de 160 bp. O produto de PCR mutado de KRAS foi sequenciado para
confirmagdo da mutacdo usando um ABI Prism ® 377 sequenciador de DNA (Life
Technologies, USA).

Um produto de um tipo selvagem de linfocitos periféricos sanguineos de um individuo
saudavel e, em amostra de cancer colo-retal com mutagdes do cddon 12 foram usadas com
controles negativos e positivos, respectivamente. Os controles foram incluidos em todos os

experimentos. Todas as reacGes foram realizadas em duplicado.

3.1.8 Andlise estatistica

O teste de Cohen Kappa (K) foi usado na avaliacdo de concordéncia entre o status de
HER-2 pelas técnicas de andlise pela imunohistoquimica e FISH. Estas taxas foram calculadas

considerando casos negativos, escores 0 a 1+ e sem amplificagdo; e positivos nos casos de
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escores 3+ de amplificacdo. Pacientes com escores ambiguo nos resultados de IHC ou FISH
foram excluidas. A concordancia foi acessada pela equacdo de Fleiss, na qual caracteriza
valores de k acima de 0.75, como excelente; 0.40 a 0.75, como bom; e abaixo de 0.40 é
considerado resultado ruim.

Nas andlises remanescentes, amostras com HER-2/cepl7>2.2 foi classificada como
presenca de amplificacdo de HER-2 e com escores de 2+ e 3+ com expressdo génica positiva
para HER-2.

A regresséo logistica foi usada para avaliar a relacdo entre a imunorreatividade da
proteina, a amplificagdo génica ou mutagdo, e achados clinicos-patoldgicos. Os resultados de
IHC, FISH ou RFLP-PCR, assim como os fen6tipos moleculares, foram considerados varidveis
independentes.

A idade das pacientes ndo foi adicionada como uma co-variavel, onde a idade nédo
variava entre os grupos (Teste T Student).

A regressdo logistica multivariada foi usada para identificar varidveis que poderiam
ajudar na predicdo de resposta a resisténcia a quimioterapia e identificar os fatores de risco em
tumores grau histologico 3. A idade foi adicionada como uma varidvel independente na analise
multivariada.

Em todas as analises, o p valor abaixo de 0.05 foi considerado significante. O odds ratio
com 95% de intervalo de confianga foi mostrado.

60



Fluxograma 3.1 — Fase retrospectiva do estudo

Estadiamento
Clinico (EC)
ECLIlelV ECHI
Exclufdos € > Inclusido no estudo
Analise Genética
Biopsia + AP — ¢ Histolégica
l do tumor
TC Torax e Abdome,
C.O + Ex laboratoriais
QT ¢ 5 Metastase
4 Ciclos (AC) (exclusio)

l

Avaliacao de Resposta
aQT

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

3.2 FASE PROSPECTIVA- ETAPA I

Para avaliar o efeito das caracteristicas clinico-patoldgicas e moleculares na resposta a
guimioterapia neoadjuvante (esquema com Adriamicina e Ciclofosfamida + Taxane) no
carcinoma mamario localmente avancado em pacientes tratadas no Hospital Ophir Loyola, no
periodo de 2012 a 2015 foi elaborado em estudo prospectivo observacional de base hospitalar.

3.2.1 Populagéo do estudo
Nesta fase foram selecionadas as pacientes que apresentavam carcinoma localmente
avamcados. Das pacientes selecionadas, quatro apresentaram metastases apds os exames de

estadiamento, uma ndo completou o exame de RNM mamaria, e duas pacientes abandonaram
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o tratamento ndo completando o esquema quimioterdpico preconizado. Restando ao final 52
pacientes.

Na segunda fase do estudo, foram incluidas 52 pacientes com diagnostico histoldgico
de carcinoma invasivo mamario com Estadiamento clinico 111 e que foram tratadas no Hospital
Ophir Loyola, hospital de referéncia oncologica da cidade de Belém, Estado do Pard, Brasil, no
periodo de 2012 a 2015.

As pacientes foram orientadas sobre o estudo e aquelas que aceitaram participar do
mesmo, e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foram incluidas.
(Apéndice A).

Seguindo o protocolo de estadiamento tumoral do servico, exames de imagens, como:
tomografia computadorizada (TC) de abdome total, TC de térax e cintilografia 6ssea foram
realizados para afastar possiveis metastases a distancia. Exames laboratoriais e ecocardiograma
foram realizados previamente ao inicio do tratamento de quimioterapia, com a finalidade de
avaliacdo clinica e da funcéo cardiaca.

Foram excluidas as pacientens gestantes, lactantes e cardiopatas ou com outras co-
morbidades que contra indicassem o esquema quimioterapico preconizado.

A confirmagao anatomopatoldgica foi realizada por meio da analise de amostra tumoral
obtida por bidpsia incisional do tumor, e o resultado confirmado por dois médicos patologistas.

As pacientes que chegavam ao hospital ja biopsiadas em outro servico, e com resultado
de biopsia mamaria prévea, nesta situacéo, os blocos de parafina referente a essas bidpsias eram
requisitados, com a finalidade de realizacdo de revisdo de lamina e confirmacao histopatoldgica

do resultado ja existente.

3.2.2 Resposta clinica e radioldgica a quimioterapia — Adriamicina e Ciclofosfamida +

Taxane

O tratamento quimioterapico neoadjuvante administrado consistiu de quatro (04) ciclos
de uma associacdao de Adriamicina (60 mg/m?2 de area corporea) com a Ciclofosfamida (600
mg/m2 de area corpdrea), esquema esse conhecido como AC associado a mais 04 ciclos de
Docetaxel (75 mg/m? de area corpdrea) administrado em intervalos de 21 dias de acordo com
protocolo vigente no Servico de Oncologia do Hospital Ophir Loyola que foi baseado em
ensaios clinicos, de acordo com ensaios clinicos relatados na literatura (VON MINCKWITZ et
al., 2005; BEAR et al., 2006).
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A resposta clinica ao tratamento foi assim classificada: a) resposta clinica completa
(RCC) quando houve o desaparecimento completo do tumor; b) resposta clinica parcial (RCP)
quando houve redugio de > 50% no tamanho do tumor; ¢) sem resposta clinica (SR) quando foi
observado uma reducdo < que 50% no tamanho do tumor; d) progressdo (PRO) quando foi
observado aumento > 25% no tamanho do tumor ou aparecimento de uma nova lesao.

Os tumores foram considerados como responsivos ao esquema quimioterapico quando
apresentaram resposta clinica completa ou parcial; e ndo responsivos, quando ndo houve
resposta clinica do tumor ou houve progressdo no tamanho tumoral.

O tamanho do tumor mamério era aferido em duas dimensdes (supero-inferior e latero-
lateral) com o auxilio de um paquimetro antes no inicio da quimioterapia e entre 3 a 5 semanas
apos o término do ultimo ciclo de quimioterapia.

Nesta segunda fase, além das medidas bidimensionais do tumor antes e ap6s a
quimioterapia neoadjuvante, foi também realizado RNM das mamas em dois momentos, antes
do tratamento quimioterapico e apds 3 a 5 semanas do término do ultimo ciclo de quimioterapia.

O exame foi realizado em aparelo GE Healthcare Brivo MR355 1.5 Tesla. Foram feitas
sequéncias de pulso sagital FSE T2 com supresséo de gordura, sequéncia VIBRANT dinamica
pré e p6s gadolinio, assim como sequéncia GE T1 3D, p6s gadolinio, difusdo (B0, B650, B700)
e processamento em work-station dedicada.

Os parametros analisados na RNM mamaéria foram: tamanho do tumor, velocidade de
whashing, curva de captacdo do contraste, comportamento da lesdo na difusdo, medida do
coeficiente de difusdo aparente e o tipo de curva observada apds administracdo do contraste.

Ao fazermos a analise dos resultados da RNM mamaria, foram feitas associagdes entre
0 padrdo de comportamento da imagem visibilizada ao exame, com o0s subtipos moleculares
daquele tumor pesquisado. Apesar de ndo ser objeto de nosso estudo, achamos importante fazer
essa correlacdo, ja que estudos prévios ja vém observando padrfes de imagens caracteristicos
de determinado subtipo molecular (McGUIRE et al., 2011; MUKHTAR et al., 2013; PRICE et
al., 2015).

A resposta ao tratamento foi classificada da mesma forma que na primeira fase do

estudo.

63



3.2.3 Anélise anatomopatoldgica e molecular

A analise dos achados anatomopatol6gicos, assim como dos genes e das expressdes
proteicas hormonais, foi realizada obedecendo os mesmos protocolos da primeira etapa do
estudo, de acordo com os itens (3.1.3; 3.1.4; 3.1.5; 3.1.6), anteriormente descritos.

Em nosso estudo consideramos como resposta patolégica completa a auséncia de tumor

residual, incluindo os tumores in situ, em mama e linfonodos axilares (ypTOypNO).

3.2.4 Andlise estatistica

Nesta etapa para a determinacao do tamanho da amostra (n), levou-se em consideracao
0 quantitativo médio de pacientes atendidas no Hospital Ophir Loyola com cancer de mama em
estagio clinico I1l, registrado no Sistema de Registro Hospitalar de Cancer desta unidade entre
0s anos de 2001 a 2009; um grau de confiabilidade de 95%; uma preciséo relativa de 5% e uma
prevaléncia de 15% a 20% dos genes HER-2 (SEOL et al., 2012), de 10% da mutacdo de KRAS
(BOQUETT, FERREIRA, 2010) e de 15,5% de amplificacdo de MYC (LIAO; DICKSON,
2000), que maximiza o tamanho da amostra.

Ao final dos procedimentos para o calculo do tamanho da amostra foi estimado que para
atingir os objetivos do presente estudo era necessario incluir no minimo de 54 pacientes. A
inclusdo das pacientes nesta segunda fase requereu a realizacdo de exame de alto custo, como
a RNM da mama, totalizando dois exames para cada paciente (pré e pds-quimioterapia); e apds
uma negociagao extensa com um patrocinador externo foi autorizada a realizagdo de 100 RNM,
no total. Por questdes de limitacGes de recursos financeiros propusemos a incluséo de 50
pacientes para o estudo.

Os dados foram analisados comparando-se 0s tumores responsivos e nao responsivos
segundo as variaveis que caracterizavam: a) perfil sciodemografico; b) histérico hormonal e
reprodutivo; c¢) fatores de risco ; d) caracteristicas anatomopatolégicas; e e) biomarcadores. A

seguir uma descricao das variaveis analisadas.

Caracteristicas sociodemograficas
—ldade ao diagnostico: Incluida por considera-la como caracteristica que pode
influenciar na resposta ao tratamento, pois tumores em idades mais jovens,
normalmente s&o mais agressivos. Categorias usadas: (25 a 40 anos, 41 a 50 anos e 51

a 62 anos).
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—Cor: Pode ser abordada sobre dois aspectos, correlagdo com o nivel sécioecondmico
que poderia influenciar no tempo do diagnostico e na resposta ao tratamento, ja que
alguns trabalhos correlacionam a raga negra como mais resistente a quimioterapia.
Categorias utilizadas: branca, parda e negra.

—Localidade da residéncia: esta categoria foi pesquisada para verificar se a distancia
entre a residéncia da paciente e o hospital de referéncia, teria influéncia na demora
para o inicio do tratamento. Categorias usadas: Belém (capital); outros municipios do

Estado do Para e outras localidades em outros Estados.

Caracteristicas do historico hormonal e reprodutivo

—ldade da menarca: avaliar o tempo de exposicdo hormonal. Categorias usadas:
menarca entre 9 a 12 anos e com 13 anos ou mais.

—Estava na menopausa: avaliar a influéncia da acdo hormonal. Categorias usadas:
estar ou ndo na menopausa.

—Numero de gestacOes: levar a gestacdao a termo é um fator protetor para o cancer de
mama, sendo entdo incluida esta categoria: nuligesta; de 1 a 2 gestacdes; e 3 gestacdes
ou mais .

—Nudmero de partos: categorias usadas: nulipara; 1 a 2 gestacOes; 3 gestacdes ou mais.

—ldade do primeiro parto: categorias usadas: até 20 anos; 21 a 34 anos; 35 anos ou

mais.

Fatores de risco

—Histdrico familiar de cancer de mama: nesta categoria foi inquerido se a paciente
apresentava parente de primeiro grau: como méae, irma ou filha; e parentes de segundo
grau, como: avo, tias e primas de primeiro grau. Os estudos mostram um aumento do
desenvolvimento do cancer de mama em mulheres que apresentam familiares
préximos acometidos com essa doenca. Categorias usadas: sim ou ndo (HULKA;
MOORMAN, 2001; JAMES et al.; 2007).

—Indice de Massa Corpdrea: evidéncias epidemioldgicas consistentes demonstram
uma correlagdo entre o aumento de risco de cancer de mama com maiores valores de
IMC. Categorias usadas: baixo peso, IMC normal, sobrepeso e obesidade (RAMOS-
NINO, 2013).

65



Caracteristicas anatomopatoldgicas

—Grau Histoldgico: o grau de Nottingham esta diretamente relacionado a agressividade
do tumor. Categorias usadas: grau 1 ou grau 2; e grau 3 (WEIGELT; GEYER; REIS-
FILHO, 2010).

—Numeros de linfonodos comprometidos: vérios estudos demonstram uma relacéo
direta entre 0 numero de linfonodos comprometidos com o progndstico clinico e o
tamanho tumoral. Categorias usadas: até 3 linfonodos; 4 ou mais linfonodos
(WILLETT etal., 2002; MARINHO et al., 2008).

Caracteristicas dos biomarcadores
—Subtipo molecular: atualmente o cancer de mama é dividido em diferentes subtipos
moleculares e esta divisdo é importante na avaliagcdo de resposta clinica e patologica e
sobrevida (LIPS et al., 2013). Categorias usadas: luminal; HER-2; Triplo negativo e
Triplo positivo.
—MYC pela técnica de FISH: este gene tem um papel importante na carcinogénese de
alguns tumores e sua amplificacdo pode estar associada com biologia tumoral
desfavoravel (CORZO et al., 2006).
—KRAS: a ativacdo deste oncogene influencia na diferenciacdo, crescimento e
sobrevivéncia de tumores, e favorece fendtipos tumorais mais agressivos (KI1M, 2013).
Para avaliar se as diferencas observadas nas caracteristicas estudadas, entre as pacientes
gue apresentaram tumor responsivo e nao responsivo, tinham significancia estatistica, foi
aplicado o teste de Fisher, considerando o nivel de significancia de 5%.

A regressdo logistica foi usada para avaliar o efeito das caracteristicas clinico-
patoldgicas e moleculares na resposta a quimioterapia neoadjuvante. As odds ratios e seus
respectivos intervalos com 95% de confianca foram calculados. Todos os procedimentos de

analise foram executados no Stata 12.0.
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3.2.5 Painel genético de genes associados ao risco de cancer de mama

Extracéo e quantificacdo de &cidos nucleicos

Para a realizacdo dos ensaios de sequenciamento de nova geragdo (NGS) foram
utilizadas amostras de DNA extraidas de leucocitos totais da sangue periférico das pacientes
diagnosticadas com cancer de mama que tinham caracteristicas relacionadas ao cancer de mama
hereditario. A extracdo de DNA foi realizada por método automatizado no equipamento
Maxwell® 16 (Promega), que utiliza como principio a recuperacdo do DNA por microesferas
ferromagnéticas. A quantificagdo do DNA extraido foi mensurada com 1pL do material por
leitura espectrofotométrica em NanoDrop 1000 (Thermo Scientific), e obtencdo do grau de
pureza através das razdes 260/230 e 260/280. O DNA previamente quantificado no NanoDrop
também foi avaliado no Qubit® 2.0 (Invitriogen) para quantificacdo de DNA integro (DNA
dupla-fita — dsDNA). Para quantificagdo no Qubit, 1uL do material foi misturado com 199uL
da solucdo de trabalho (1puL do reagente Qubit dSDNA BR + 199uL do tampao Qubit), enquanto
que para os padroes do kit, foram misturados 10uL de cada padrao com 190puL da solucdo de
trabalho. Todas as solugdes foram transferidas para o tubo apropriado para leitura no
equipamento, vortexadas por 3 segundos, incubadas por 2 minutos a temperatura ambiente

(TA), e posteriormente avaliadas no aparelho.

Sequenciamento de nova geragao

O sequenciamento de Nova Geracao foi realizado na plataforma lon Torrent Personal
Genome Machine (PGM) (Life Technologies). Os genes ATM (NM_000051), BARD1
(NM_000465), BRCA1 (NM_00724), BRCA2 (NM_000059), BRIP1 (NM_032043),
CDH1(NM_004360), CHEK2 (NM_007194), MRE11A (NM_005591), MUTYH
(NM_001048174), NBN (NM_002485) , PALB2 (NM_024675), PTEN (NM_000314), RAD50
(NM_005732), RAD51C (NM_002876), STK11 (NM_000455), TP53 (NM_000546) e TWIST1
(NM_000474) foram selecionados baseados em dados da literatura que descreveram mutagoes
relacionadas ao cancer de mama de origem hereditaria. Os alvos sequenciados abrangem todos
0s éxons e mais 25 pares da regido intrénica ao lado de cada éxon. Dois conjuntos (pools) de
iniciadores desenhados por meio da ferramenta Ampliseq Designer (Life Technologies)
geraram 560 amplicons totalizando 100,76 kb do genoma, abrangendo uma cobertura de
97,96% dos alvos. Cerca de 10 ng de cada amostra de DNA gendmico foi submetida a

amplificacdo pelo kit lon AmpliSeq Library Kit 2.0 (Life Technologies) no termociclador Veriti
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(Applied Biosystems) para obtencdo da biblioteca génica. Os iniciadores foram parcialmente
removidos pela adi¢do da enzima Fupa, conforme recomendacao do fabricante. Aos fragmentos
amplificados na etapa anterior, foram adicionados numa extremidade um adaptador (idéntico
para todas as amostras) e adaptadores contendo barcodes individuais para cada amostra, com a
finalidade de identificar cada paciente apds o sequenciamento, utilizando o kit lon Xpress
Barcode Adapters library (Life Technologies).

Ap0s a adicdo do adaptador e do barcode, as amostras da biblioteca foram purificadas
por meio de ligacdo do DNA em esferas magnéticas do kit Agencourt AMPure XP (Beckman
Coulter), lavadas com etanol 70% e eluidas com Low TE (Life Technologies) para recuperar
0 DNA purificado. A concentracdo da biblioteca purificada foi determinada por meio do kit
lon Libray Quantification kit (Life Technologies) como descrito a seguir. A quantificacdo
absoluta por PCR em tempo real utilizou como referéncia uma curva padrdo contendo 3
concentragfes conhecidas de DNA contendo 0,068 pM, 0,068 pM e 0,68 pM. Foram
adicionados 10 ul de TagMan Master Mix (2X), 1ul de TagMan Assay (20X) e 9 ul e cada
amostra de DNA diluida 1:100. A ciclagem foi realizada no equipamento ViiA 7 (Applied
Biosystems) iniciando com um ciclo de 95°C por 20 segundos e 40 ciclos de 95°C por 1 segundo
e 60°C por 20 segundos.

Em seguida, cada biblioteca foi diluida para uma concentracéo de 25 pM. As amostras
que apresentaram concentracao abaixo desse valor foram re-amplificadas pelo kit lon AmpliSeq
Library Kit 2.0 (Life Technologies), conforme recomendac¢do do fabricante e quantificadas
novamente conforme descrito anteriormente. Uma vez que todas as amostras foram
normalizadas para 25 pM, as 19 amostras foram divididas para formar 2 bibliotecas multiplex,
sendo uma constituida por um conjunto de 10 amostras e a outra constituida por 9 amostras.

Para a amplificacdo clonal da biblioteca, cada fragmento foi ligado a uma esfera
magnética [lon Sphere Particle (ISP)] que foi submetida uma PCR em emulsdo no equipamento
lon Touch 2 (Life Technologies) utilizando o kit lon PGM Template OT2 200 (Life
Technologies). Nesta etapa, cada esfera magnética contendo um Gnico fragmento da biblioteca
é isolada e amplificada dentro de uma micela lipidica, que ap6és amplificacdo por PCR gera
esferas monoclonais contendo multiplas copias do mesmo fragmento de DNA.

Com o objetivo de avaliar o nivel de enriquecimento da biblioteca, foi realizado uma
reacdo de ligacdo de sonda especifica utilizando o kit lon Sphere Quality Control (Life
Technologies) e a marcacao das esferas enriquecidas foi medida no equipamento Qubit 2.0
(Invitrogen) utilizando o programa no modo lon. Para o sequenciamento somente foram

utilizadas bibliotecas que apresentaram uma taxa de enriquecimento de ISP entre 10 a 30%.
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Amostras com mais de 30% de enriquecimento geralmente geram muita policlonalidade,
prejudicando a qualidade do sequenciamento. Por outro lado, bibliotecas com menos de 10%
de enriquecimento também foram descartadas, pois também tém pouco aproveitamento pela
baixa quantidade de material.

A eliminacdo das ISP's que ndo apresentaram fragmento amplificado por PCR em
emulsdo, ou seja, 0 enriquecimento da biblioteca, foi realizado pela ligacdo da biblioteca a
DynaBeads MyOne streptavidin C1 beads do kit lon PGM Template OT2 200 conforme
recomendacéo do fabricante utilizando equipamento lon OneTouch ES (Life Technologies).

Apo6s o enriquecimento, a biblioteca foi submetida a uma reacdo de sequenciamento
utilizando o kit lon PGM Sequencing 200 Kit v2 (Life Technologies) e posteriormente, 30 pl
do volume final foi carregado no chip lon 316 (Life Technologies) de acordo com o
recomendado. O equipamento lon Torrent foi inicializado utilizando agua MiliQ e os reagentes
do kit lon PGM Sequencing 200 Kit v2 (Life Technologies). O ajuste das solucdes foi realizado
pelo equipamento. Uma vez inicializado, o chip carregado foi colocado no equipamento e a
corrida foi realizada utilizando 500 fluxos, com auxilio de nitrogénio gasoso para injecdo dos
reagentes.

Os dados gerados no sequenciamento foram transferidos para o servidor do equipamento
e inicialmente analisados na ferramenta lon Suite. Utilizando o plugin “Variant Caller" foi
realizado o alinhamento com o genoma de referéncia humano hg19 (UCSC Genome Browser -
http://genome.ucsc.edu/) gerando os arquivos contendo as variantes. Esses arquivos foram
submetidos a ferramenta "Ingenuity Variant Analysis" (http://www.ingenuity.com) que utiliza
0s bancos de dados abaixo como parametro:

— dbSNP (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/SNP/);
— 1000 Genomes (http://www.1000genomes.org/);
— HGMD (www.hgmd.cf.ac.uk);
— Polyphen (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/data/) e
— SIFT (http://sift.jcvi.org/).
Foram consideradas apenas as variantes classificadas como patogénicas, provavelmente

patogénicas e de significancia incerta.

Sequenciamento direto automatico
A regido das variantes de interesse descritas acima foi submetida ao sequenciamento
direto automatizado (método de Sanger) para confirmar os resultados do sequenciamento de

Nova Geragdo. Para a amplificacdo por PCR, cerca de 50 ng de DNA das pacientes foram
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incubados com 1 unidade (U) de Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen),
tampéo da enzima, 2 mM de Mg>S0Os4, 0,2 mM do conjunto de 4 nucleotideos (ANTP), 0,2 uM
de cada um dos iniciadores. A reacdo foi realizada no termociclador Veriti-96-well (Applied
Biosystems) primeiramente com a ativagdo da enzima a 95°C por 2 minutos, seguida de 35
ciclos de amplificacdo com temperatura de 95 °C por 30 segundos para desnaturagédo, 55 a 60°C
para anelamento (dependendo do iniciador), e 1 minuto a 72° C para extensdo da cadeia de
DNA. O tamanho em pares de base (pb) de cada amplicon esta descrito na tabela 3.1.

Os produtos de PCR foram resolvidos em gel de agarose 1% e visualizados sobre luz
ultravioleta para extrair o fragmento de agarose contendo a banda de DNA especifica. Em
seguida as bandas foram purificados no kit Promega Wizard SV Gel and PCR Clean-up System
conforme recomendacdo do fabricante e 0 DNA extraido foi quantificado no espectrofotémetro
Nanodrop (Nanodrop).

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit BigDye Terminator v3.1. Foram
utilizadas 10 ng para amostras com até 500 pb, e 20 ng de DNA para amostras com tamanho
maior que de 500 pb a cada reacdo de sequenciamento. Ao DNA foi adicionado 1 pl de tampéo
fornecido pelo kit e 2 ul de BigDye Terminator e o volume foi completado com agua até 10 pl
em cada poco da placa MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems). A
obtencdo de produtos para sequenciamento foi obtida pela ciclagem da reacdo no
termociclador Veriti-96-well (Applied Biosystems) por 10 segundos a 94°C, 55°C por 30
segundos e 60°C por 4 minutos durante 40 ciclos.

A precipitacdo das amostras ocorreu pela adicdo de 50 ul de isopropanol seguida de
incubacdo por 15 minutos em temperatura ambiente. Entéo, a placa foi centrifugada a 4°C por
4000 rpm durante 50 minutos. O isopropanol foi retirado pela inverséo da placa e o0 DNA foi
lavado com 100 pl de etanol 70% gelado e a centrifugacéo foi repetida. O excesso de etanol foi
retirado da mesma forma, e a placa foi centrifugada por 2 minutos a 500 rpm com o fundo
invertido para retirar o excesso de etanol. Para remover o etanol ainda remanescente, a placa
foi incubada a 95°C por 2 minutos para secagem total. Os produtos da reacdo de
sequenciamento foram sequenciados na plataforma 3130XL Genetic Analyzer segundo as
recomendacdes do fabricante. Os arquivos gerados contendo os eletroferogramas do
sequenciamento foram analisados no programa BioEdit (Tom Hall/lbis Biosciences) e o0s
resultados foram alinhadas com sequéncias de referéncia pela ferramenta Nucleotide Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Tabela 3.1 - Oligonucleotideos utilizados para sequenciamento direto das mutagdes
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gene POsIcao no sequéncia tamanho do amplicon (pb)

genoma
5 - TCCCAAAGTGCTGGGATTAG
BRCAL 41242980 5'- AATCCAGTCCTGCCAATGAG 495

5' - TGTAGAACGTGCAGGATTGC
BRCAL 41219623 5'- CGACCACACCCAGCTAATTT 406

5 - ATATGACGTGTCTGCTCCAC
*
BRCAL 4120079 5. AGTCTTACAAAATGAAGCGG 219

5'- CCTCCCTGATGTACCACCAA
BARDI 215645503 5' - AATGGAAAACGTGGCCATCA 180

5' - ATGATCCCTGCTGGAAAGAA
BRIP1 59886018 5' - CCTGGCCACTGTTCTAGGTG 213

5'- CCCAATGATTGCAACACAAA
MRELIA 94179032 5'- CTCCCAAAGTGCTGGGATTA 4%8

5'-TGCTCTGGTCTCCTGACAAA
BRIPL 59763389 5' - ACCAAATTTTCCCTGGGTTT 551

5 - TGAAAGTGAAGAAAGCCATCAA
BARDL 215632255 5'- ATGGGCACCTGAAGGTAGTG 360

5' - AAACCCAGAGCACTGTGTAAACTC
BRCAZ 32915046 5 -TCTCCTCTTCTTTTTCCAATTCTTG 489

5'-GGCACCTTTTCCTTCTCCTC
PALB2 23652563 5' - GGATTTAATTGGCCGGAGTT 238

5'- CAGTCGCTACCGGGAAAATA
NBN 90996805 5' - CAGGTGGAAGTGGAAAGGAA 068

5' - GCGAGAGCAGGAGAGAAAGA
MUTYH 45803816 5'- CTCCTCGTGGCTAGTTCAGG 601
5 - ATTGCTCTGAATGGCTGCTT

MUTYH 45799239 5'- CCTGTCCAGGTCCATCTCAT 665

*sequéncia de acordo com http://web.hku.hk/~ykchanc/BRCAL sequence and primers listed in BIC database.htm
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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4 RESULTADOS

Das 116 pacientes, 23,3% foram diagnosticadas com idade até 40 anos, considareadas
como pacientes jovens. Destas pacientes 82,8% os tumores foram classificados como grau 1 ou
2 de Nottingham, e 92,3% dos tumores eram T3 ou T4 no estadiamento clinico. O
comprometimento ganglionar foi presente em 94,9% das pecas cirurgicas apos a quimioterapia.
As pacientes apresentaram reducdo de sua area tumoral em 43,1% dos casos. Apés o0 estudo
imunohistoquimico, das 116 pacientes incluidas no estudo 53,4% ndo apresentavam expressao
proteica para 0s receptores hormonais (estrogénio e progesterona) e 42,2% apresentavam
expressao proteica de HER-2.

Os tumores foram classificados como luminal A, luminal B, HER2 super-expresso e
triplo negativo baseados no status dos receptores de estrogénio, receptores de progesterona e
HER-2. Foram também divididos aqueles pacientes que tiveram tumores de inicio precoce
(abaixo de 40 anos de idade) e inicio tardio (acima de 40 anos de idade).

4.1 RESULTADOS DO ESTUDO RETROSPECTIVO

O resultado da fase retrospectiva do estudo refere-se a expressao das proteinas dos genes
MYC, HER-2 e receptores hormonais; e da mutacdo do cddon 12 de KRAS. O status desses
genes foram correlacionados com a resposta clinica e patoldgica do tumor ao tratamento com
quimioterapia neoadjuvante.

Das 116 pacientes, 27 (24,2%) pacientes foram diagnosticadas com idade até 40 anos,

cancer de mama jovens. Destas pacientes, 96 (82,8%) os seus tumores foram classificados como
grau 1 ou 2 de Nottingham, e a grande maioria que totalizava 107 (92,3%), os tumores eram T3
ou T4 no estadiamento clinico. O comprometimento ganglionar foi presente em 56 (94,9%) das
pecas cirdrgicas apos a administracdo da quimioterapia. As pacientes apresentaram reducdo em
mais de 50% de sua area tumoral em 43,1% dos casos.
Os produtos de bidpsias tumorais foram analisados e o0 estudo imunohistoquimico mostrou que
62 (53,4%), das 116 pacientes incluidas no estudo, ndo apresentavam expressao proteica para
0s receptores hormonais (estrogénio e progesterona), porém 49 (42,2%) apresentavam
expressao proteica para o gene HER-2.

A Tabela 4.1 vem mostrando a correlagdo entre o status da proteina HER-2, que foi
pesquisado através de duas técnicas aplicadas no trabalho, o estudo imunohistoquimico e a

técnica de FISH. A expressdo proteica do gene HER-2 foi observada em 42,2% dos tumores,
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como mencionado anteriormente, enquanto que a amplificacdo deste gene foi detectada em 28
(24,1%) dos casos. A porcentagem de concordancia entre os resultados das duas técnicas
aplicadas IHC e FISH para HER-2 foi de 93% (k = 0.833; excelente).

Tabela 4.1 - Proteina HER-2 e 0 status génico no cancer de mama

FISH
IHQ Nao amplificado Indeterminado Amplificado Vet
1+ 60 (89,55%) 2 (2,99%) 5 (7,46%) 67 (57,76%)
2+ 23 (71,87%) 3(9,38%) 6 (18,75%) 32 (27,59%)
3+ 0 (0%) 0 (0%) 17 (100%) 17 (14,65%)
Total 83 (71,55%) 5 (4,31%) 28 (24,14%) 116 (100%)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Todos os tumores estudados neste trabalho apresentavam concordancia na presenca de
imunorreatividade para receptores de estrogénio e de progesterona. Desta forma, 0s tumores
com expressdo para receptores de estrogénio e progesterona foram renomeados como
receptores hormonais positivos, com a finalidade de facilitar analises posteriores.

Uma correlacdo foi feita entre os resultados da expressdo proteica dos receptores
hormonais, e dos genes HER-2 e C-MYC avaliados pela imunohistoquimica, com os achados
clinicopatoldgicos (Tabela 4.2).

Quando analisamos a idade, observa-se que 15 (24,2%) mulheres que ndo expressavam
receptores hormonais, tinham até 40 anos de idade ao diagndstico. A grande maioria das
mulheres que ndo expressaram o gene HER-2 e o gene MYC tinham mais de 40 anos de idade,
que correspondia a 82.1% e 85.0% respectivamente.

O grau histoldgico 3 que confere maior agressividade tumoral foi mais frequente nos
tumores que ndo expressavam receptores hormonais (25.8%), nos que tinham expressdo
proteica positiva para HER-2 (28.6%) e nos que apresentavam amplificacdo de MYC (19.4%).

No estadiamento clinico teve uma predominancia para os tumores T3 e T4 que sdo 0s
com maior volume tumoral, com 93.5% destes tumores sem expressao de receptores hormonais,
93.9% com presenca de expressao de HER-2 e 94.4% com amplificacdo de MYC.

A resposta ao tratamento quimioterapico é uma das variaveis mais importantes deste
estudo, e apos analise observamos que 87.1% dos tumores resistentes a quimioterapia ndo
expressavam receptores hormonais, e 83.7% deles apresentavam expressédo proteica de HER-
2, e 75% amplificavam o gene MYC.

Os tumores que expressavam receptores de estrogéneo e progesterona, em 64.2% nao

expressavam o gene HER-2 e apenas 30.6% deles apresentavam amplificacdo de MYC. E um
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pouco mais de 2/3 (70%) dos tumores HER-2 negativos ndo apresentavam amplificagdo de
MYC.
As Fig. 4.1 e 4.2 representam a imunorreatividade da proteina e do gene MYC por estudo

imunohistoquimico e a amplificacdo génica observado por FISH, respectivamente.
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Figura 4.1 - Imunorreatividade de MYC por IHQ Figura 4.2 - Hibridizag¢do de MYC por FISH.
Fonte: Dados da pesquisa, 2016. Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

As amostras tumorais foram classificadas em subtipos moleculares, e foi realizada
através dos dados obtidos pela amplificacdo do gene HER-2 juntamente com a expressdo das
proteinas dos RH. Das 116 amostras, 42,2% foram classificadas como sendo do subtipo luminal
A, 4,3%, como luminal B, 19,8%, como HER-2 positivo, e 33,6%, como triplo-negativo. A
expressao proteica de HER-2, assim como a sua amplificacdo génica foi associada com a
expressao proteica dos receptores hormonais (OR:0,162; IC 95%: 0.070-0.373; OR: 0,173; IC
95%: 0.060-0.497, respectivamente).
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Tabela 4.2 - Achados clinico-patolégicos correlacionados com o status da expressdo proteica.

Fator (N)
OR(95%IC)

Expressdo RH [N(%)]

OR (95% IC)

Expressdo HER2 [N(%)]

OR (95% IC)

Expressdo MYC [N(%0)]

Idade
<40 (27)

> 40 (89)*

Grau
1/2 (96)

3(20) *

Invasao
Tumoral
T1/T2 (9)

T3/T4
(107) *

Metastase
linfonodal
Ausente

(6)

Presente
(110) *

Resposta
aqQT
Sensivel
(50)

Resistente

(66) *
Expressao
RH
Negativo
(62)

Positivo
(54) *
Expressao
HER2
Negativo
(67)

Positivo
(49) *

Negativo

15
(24.2%)

47
(75.8%)

46
(74.2%)

16
(25.8%)

4
(6.5%)

58
(93.5%)

6
(9.7%)

56
(90.3%)

8
(12.9%)

54
(87.1%)

Positivo*

12
(22.2%)

42
(77.8%)

50
(92.6%)

4
(7.4%)

5
(9.3%)

49
(90.7%)

0(0)

54
(100%)

42
(77.8%)

12
(22.2%)

1117
(0.470-
2.655)

0.230
(0.072-
0.738)
*%

0.676
(0.172-
2.656)

<0.001
)

0.042
(0.016-
0.113)

Negativo

12
(17.9%)

55
(82.1%)

61
(91.0%)

6
(9.0%)

6
(9.0%)

61
(91.0%)

2
(3.0%)

65
(97.0%)

42
(62.7%)

25
(37.3%)

24
(35.8%)

43
(64.2%)

Positivo*

15
(30.6%)

34
(69.4%)

35
(71.4%)

14
(28.6%)

3
(6.1%)

46
(93.9%)

4
(8.2%)

45
(91.8%)

8
(16.3%)

4
(83.7%)

38
(77.6%)

11
(22.4%)

0.495
(0.207-
1.182)

4.067
(1.433-
11.537)
*%

1.508
(0.358-
6.352)

0.346
(0.061-
1.971)

8.610
(3.483-
21.283)
*k

0.162
(0.070-
0.373) **

Negativo

12
(15.0%)

68
(85.0%)

67
(83.8%)

13
(16.2%)

7
(8.8%)

73
(91.2%)

3
(3.8%)

77
(96.2%)

41
(51.3%)

39
(48.7%)

37
(46.2%)
43
(53.8%)
56
(70.0%)

24
(30.0%)

Positivo*

15
(41.7%)

21
(58.3%)

29
(80.6%)

7
(19.4%)

2
(5.6%)

34
(94.4%)

3
(8.3%)

33
(91.7%)

9
(25.0%)

27
(75.0%)

25
(69.4%)
11
(30.6%)
11
(30.6%)

25
(69.4%)

0.247
(0.100-
0.610) **

1.244
(0.450-
3.439)

1.630
(0.322-
8.264)

0.429
(0.082-
2.235)

3.154
(1.318-
7.547) **

0.379
(0.164-
0.872) **

5.303
(2.255-
12.473) **

*Analise de regressdo logistica do grupo de referéncia; ** Diferencialmente expressas entre os grupos, p<0.05. N: nimero
da amostra; OR: odds ratio; IC: intervalo de confiancia; RH: receptor hormonal; QT: Quimioterapia.
Fonte: Pereira et al., 2013.

Na Tabela 4.3 sdo demonstrados os resultados da expressdo dos receptores hormonais e

dos genes HER-2 e MYC correlacionados com os achados clinico-patolégicos porém analisados

pela técnica de FISH.

A expressdo proteica do gene MYC foi observada em 31% dos tumores estudados, ja a

presenca de ganho de MYC, assim como da polissomia do cromossomo 8, variou entre 11,2%

a 76,7% dos casos, dependendo do critério adotado. A expressdo proteica de MYC também
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apresentou associacdo com os receptores hormonais (OR: 58.333, 95% IC: 0.164-0.872). A
Tabela 4.3 vem descrevendo os achados correlacionados ao gene MYC. O ganho de MYC foi
associado a superexpressdo de MYC (p< 0,05, para todos os cortes aplicados), aos receptores
hormonais (p< 0,05, para todos os pontos de cortes) e a expressdo de HER-2 (p< 0,05 exceto
para o ponto de corte #4), como também com a amplificacdo de HER-2 (p< 0,05 para todos 0s
pontos de corte).

A grande maioria das pacientes que ndo apresentavam amplificacdo de MYC ,
correspondendo a 75,7% tinham mais de 40 anos ao diagnostico. O grau histologico de menor
e maior agressividade ndo teve uma correlagdo com a presenca ou ndo da amplificacdo do gene
MYC
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Tabela 4.3- Achados clinico-patol6gicos e a expressdo proteica avaliada através do status dos genes HER-2 e MYC

Fator HER2 amplificagdo OR (95% MYC amplificacéo OR (95%  MYC duplicacdoou pol8 OR (95%  Alto ganho de MYC  OR (95% OR (95%
(N) [N(%0)] IC) [N(%0)] IC) [N(%0)] IC) [N(%0)] IC) ganho MYC [N(%)] IC)
Positivo e
Negativo  Positivo Negativo  Positivo Negativo MYCI Negativo Eﬂo\?gllv 0 Negativo Positivo
HER2l  HER2I MYCI MYCI MYCI CEP18 MYCI niicleo>S) MYCI MYCI
CEP17  CEP17 CEP18 CEP18 CEP18 >1.3) ou nucleo<5) = nicleo<2.5) nucleo>2.5)*
2.2) >2.2)* <2.2) >2.2)* <1.3) pol8
Idade
wen Y10 (e 2 2 G S 22 ooso- 23 oas L 26 0012
= (193%) (35.7%) 100) (243%)  (154%) 4 295) (8.9%) (36.6%) 0,488)"* (245%)  (166%) ¢ 085) (3.7%) (29.2%) 0,723
>40 71 18 78 11 51 38 74 15 26 63
(89)* (80.7%)  (64.3%) (75.7%)  (84.6%) (91.1%) (63.4%) (75.5%)  (83.4%) (96.3%) (70.8%)
Grau
1,923 1,518 1,500 1,464 1,260
1296 2 21 ©0681- S8 10 ©0378- 48 48 (0563-  °2 14 ©042- 23 3 (0,383-
(85.2%) (75.0%) ¢ 132) (834%)  (76.9%) ¢ 100) (85.7%) (80%) 2.997) @3.7%)  (17.7%) ¢ 028) (85.2%) (82.0%) 4.150)
3 (20" 13 7 17 3 8 12 16 4 4 16
(14.8%)  (25.0%) (16,6%)  (23.1%) (14.3%) (20.0%) (16.3%)  (22.3%) (14.8%) (18.0%)
Invaséao
Tumoral
P , 1123 5 , 0,401 = a 1,373 P 3 0,615 q . 0,389
TUT2O) (7.906)  (7.1%) éoﬁi(; 68%)  (15.4%) gol%c; 89%)  (6.6%) go,gség- 71%)  (11.1%) 202?37) (3.7%) (8.9%) goé%g-
T3IT4 81 26 9% 11 51 56 91 16 26 81
(107)*  (92.1%) (92.9%) (93.2%)  (84.6%) (91.1%) (93.4%) (92.9%)  (88.9%) (96.3%) (91.1%)
Metéstas
e
Linfatica
0,619 0,612 2,231 0,914 1,700
Ausente 4 2 ©0107- O L 0t 2 0392~ o . L ©100 2. 4 (0,294-
(6) (45%)  (7.1%) 3.575) (4,8%) 7% g 689) (7.2%) (3.3%) 12,636) (5.1%) (5.5%) 8.318) (7.4%) (4.5%) 8.632)
Presente 84 26 98 12 52 58 93 17 25 (92.6%) 85
(110%)  (95.5%) (92.9%) (95.2%)  (92.3%) (92.8%) (96.7%) (94.9%)  (94.5%) ) (95.5%)
Resposta
a terapia
SESIE A 4 ?2’517016- o 1(0,86) (110 b 2 ?i3c?§9- =3 2 (71'65?6- 12 o2 %601:1-
(50) (522%) (142%) 55 500y (47.6%) : 86 840)** (53.6%) (33.3%) 4,800 48.9%)  (111%) 5/ 199)+ (44.4%) (42.7%) 2.557)
Resistent 42 24 54 12 26 40 50 16 15 51
e (66)*  (47.8%) (85.8%) (52.4%)  (10,34) (46.4%) (66.7%) (51.1%)  (88.9%) (55.6%) (57.3%)
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HER2 amplificacdo = OR (95% MYC amplificacdo OR (95% MYC duplicagéo ou pol8 OR (95% Alto ganho de MYC OR (95% OR (95%
Fator (N)
[N(%0)] IC) [N(%0)] IC) [N(%0)] IC) [N(%)] IC) ganho MYC [N(%)] IC)
Negativo Positivo Negativo  Positivo Negativo Positivo Negativo  Positivo Negativo Positivo
HER2I HER2I MYCI MYCI MYCI MYCI MYCI MYCI MYCI MYCI
CEP17 CEP17 CEP18 CEP18 CEP18 CEP18 nucleo<5) ndcleo>5)* ndcleo<2.5) nicleo>2.5)*
<2.2) >2.2)* <2.2) >2.2)* <1.3) >1.3) ou pol8
HR
expresséo
Negativo 39 23 (()0107630 50 12 (()(’)007190_ 21 41 (()0217289 46 16 ?01321 4- 8 54 ?021738
0, 0, ! 0, 0, ! 0, 0, ! 0, 0, ! 0, 0, !
(62) (44.3%)  (82.1%) 0,497)%* (48.5%)  (92.3%) 0,627)** (37.5%)  (68.3%) 0,599)** (46.9%)  (88.9%) 0,507)** (29.6%)  (60.6%) 0,691)**
Positivo 49 5) 53 1 35 19 52 2 19 35
(54)* (55.7%)  (17.9%) (51.5%) (7.7%) (62.5%) (31.7%) (53.1%) (11.1%) (70.4%)  (39.4%)
HER?2
expressao
Negativo 62 5 (13? S 2 ?1'4539_ n 26 ?i5g§6_ 65 2 (15’ 8w 47 ?655831-
0, 0, ‘ 0, 0, g 0, 0, 0 0, 0, J 0, 0, ’
(67) (70.4%) (17.8%) 31,081)** (63.1%)  (15.4%) 44.721)% (73.2%)  (43.3%) 7,808)%* (66.3%) (11.1%) 72,663)** (74.0%)  (52.8%) 6,642)%
Positivo 26 23 38 11 15 34 33 16 7 42
(49)* (29.6%)  (82.2%) (36.9%)  (84.6%) (26.8%)  (56.7%) (33.7%)  (88.9%) (26.0%)  (47.2%)
MYC
expressao
58,333 39,500 21,593
Negativo 7 3 (15,062- 79 1 (4,883- 53 27 (6,067- 78 2 (36162203(’)- 26 54 %2658572
(80) (87.5%)  (10.7%)  225,913)* (76.7%) (7.7%) 319,520)* (94.6%)  (45.0%)  76,850)* (79.6%) (11.1%) ' (96.3%)  (60.6%) '
N - . 146,981)** 129,871)
Positivo 11 25 24 12 3] 33 20 16 1 35
(36)* (12.5%)  (89.3%) (23.3%) (92.3%) (5.4%) (55.0%) (20.4%)  (88.9%) (3.7%) (39.4%)
HER?2
amplificacd
0
65,250 20,647 134,455 11,323
Negativo _ ) ) 87 1 (7,923- 54 34 (4,603- 87 1 (16,267- 26 62 (1,461-
(88) (84.5%) (7.7%) 537,398)* (96.4%) (60.0%) 92,614)* (88.7%) (5.5%) 1111,302)* (96.3%) (69.6%)  87,758)*
* * * *
Positivo ) ) 16 12 2 26 11 17 1 27
(28)* (15.5%)  (92.3%) (3.6%) (40.0%) (11.3%)  (94.5%) (3.7%) (30.4%)

*Grupo de referéncia para analise de regressao logistica; **Diferencga expressiva entre grupos, p<0,05. N: nimero de amostras; RC: Razédo de Chance; IC: Intervalo de Confianga; HR: receptoe
hormonal; CEP17: sinalizagdo no cromossomo 17; CEPS8: sinalizagdo no cromossomo 8; pol8: polimorfismo do cromossomo 8.
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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A mutacdo do codon 12 do gene KRAS foi observada em 9 (7,76%) das amostras
tumorais, e foi associada a amplificacdo do gene HER-2 (OR: 4,565, 95% IC: 1.133-18,39)
como também a amplificacdo do gene MYC (OR: 4.850; 95% IC: 1.049-22.424, por ponto de
corte #1) (Tabela 4.4).

O resultado do impacto dos genes MYC e KRAS no fen6tipo molecular, influenciando a
resposta ao tratamento quimioterapico neoadjuvante

A expressdo do gene MYC teve uma maior associagdo com os fendtipos moleculares
luminal B e HER-2 positivo (p= 0,008; OR: 24, 95% IC: 2.329-247.368; p< 0,001, OR: 63,
95% 1C:12.021-330.170; respectivamente), quando comparados com o subtipo molecular
luminal A. A presenca de duplicacdo de MYC ou de polissomia do cromossomo 8 foi associada
ao subtipo molecular HER-2 positivo (p<0,001, OR: 49.867, 95% IC: 6.143-404.814).

A tabela 4.4 vem analisando a correlagdo dos achados clinico-patolégicos com a
presenca da mutacdo no codon 12 do gene KRAS. Na nossa amostragem obervamos uma
predominancia da auséncia do gene KRAS em mulheres que detectaram a neoplasia mamaria
com mais de 40 anos de idade, que correspondeu a quase 80%, embora sem significancia
estatistica (OR: 0.342, 95% IC 0.085-1.379) . A mutacdo deste gene foi detectada em 1/49 (2%)
dos tumores classificados como : subtipo luminal A, 1/5 (20%) luminal B, 4/23 (17,4%) HER-
2 positivo e 3/39 (7,7%) no triplo negativo.

Quando analisamos a variavel grau histologico, observamos uma maior associacdo da
auséncia da mutacdo de KRAS com os graus 1 e 2 de Nottingham (OR: 4.550, 95% IC 1.102-
18.788). Nao foi observado nos resultados encontrados no estudo uma associacdo entre a
presenca da mutacao do cédon 12 do gene KRAS com o tamanho do tumor; com a presenca de
comprometimento linfonodal; com a sensibilidade do tumor a resposta ao tratamento aplicado,
como também a expressao proteica dos receptores hormonais, de HER-2 e de MYC, entretanto
vemos a presenca de associagdo positiva entre a presenca de amplificacdo do gene HER-2 com
a presenca da mutacao do codon 12 de KRAS, com significancia estatistica (OR: 4.565, 95% IC
1.133-18.390). O que conferiu uma maior associa¢do ao subtipo molecular HER-2 positivo
guando comparado ao subtipo luminal A (p= 0.044, OR: 10.105, 95% IC 1.06-96.336) (Tabela
4.4).
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Tabela 4.4 - Achados clinico-patoldgicos e a expressao da mutacdo de KRAS

Fator (N) Mutacdo KRAS [N(%0)] OR (95% IC)
Ausente Presente*

ldade

<40 (27) 23 (21.5%) 4 (44.4%) 0.342 (0.085-1.379)

>40 (89)* 84 (78.5%) 5 (55.6%)

Grau

1/2 (96) 91 (85.0%) 5 (55.5%) 4.550 (1.102-18.788)**

3 (20)* 16 (15.0%) 4 (44.5%)

Invaséo tumoral

T1/T2 (9) 8 (7.5%) 1(11.1%) 0.646 (0.071-5.835)

T3/T4 (107)* 99 (92.5%) 8 (88.9%)

Metéstase linfonodal

Ausente (6) 5 (4.7%) 1 (11.1%) 0.392 (0.041-3.775)

Presente (110)* 102 (95.3%) 8 (88.9%)

Respostaa QT

Sensivel (50) 48 (44.8%) 2 (22.2%) 2.847 (0.565-14.345)

Resistente(66)* 59 (55.2%) 7 (77.8%)

Expressdo RH

Negativo (62) 55 (51.4%) 7 (77.8%) 0.302 (0.060-1.522)

Positivo (54)* 52 (48.6%) 2 (22.8%)

Expressdao HER2

Negativo (107) 63 (58.8%) 4 (44.4%) 1.790 (0.455-7.043)

Positivo (9)* 44 (41.2%) 5 (55.6%)

Expressdo MYC

Negativo (80) 76 (71.0%) 4 (44.4%) 3.065 (0.771-12.176)

Positivo (36)* 31 (29.0%) 5 (55.6%)

Amplificacéo

HER2

Negativo (88) 84 (78.5%) 4 (44.4%) 4,565 (1.133-18.390)**

Positivo (28)* 23 (21.5%) 5 (55.6%)

Amplificacdo

MYC

MYC/CEP8<2.2 (103) 97 (90.6%) 6 (66.6%) 4.850 (1.049-22.424)**

MYC/CEP8>2.2 (13)* 10 (9.4%) 3 (33.4%)

*Andlise de regressdo logistica do grupo de referéncia; ** Diferenca de expressao entre 0s grupos, p<0.05. N: nimero de amostra; OR:

odds ratio; IC: Intervalo de confianca. RH: receptor hormonal; CEP8: sinais do cromossomo 8; QT: Quimioterapia

Fonte: Pereira et al., 2013.

O resultado do impacto da expressédo proteica dos status dos genes nos achados clinico-

patoldgicos

O estudo avaliou a expressao proteica e o status dos genes em relagdo as variaveis
clinicas. A expressdao e o ganho de MYC foram mais frequentes associados a mulheres que
desenvolveram a neoplasia maligna em idade jovem (até 40 anos) quando comparado com as
mulheres diagnosticadas com mais de 40 anos (Tabela 4.2 e 4.3). Os resultados mostraram
ainda, uma associacao de protecdo da presenca da expressao positiva de RH nos tumores de
maior agressividade, grau histologico 3. Por outro lado, a expressao proteica do gene HER-2 e

a presenca de mutacdo do cddon 12 de KRAS parecem sugerir um risco para tumores de grau
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histoldgico 3 (OR: 0.23, 95% IC: 0.072-0.738) (Tabela 4.2). Foi encontrada uma associa¢do
entre tumores do subtipo molecular HER-2 e triplo negativo com tumores grau 3 histoldgico,
qguando comparados com aqueles classificados com subtipo molecular luminal A (Tabela 4.2 e
4.3). No entanto, a presenca de mutacdo de KRAS foi a Unica variavel independente observada
no modelo final de regressdo logistica associada ao maior risco para a presenca de tumor grau
3 histoldgico.

O impacto da proteina e do status dos genes na resposta a quimioterapia

No presente estudo, as taxas de resposta clinica dos tumores mamarios ao tratamento
quimioterapico foi de 43%. Entre as pacientes que responderam ao tratamento, apenas 4 delas
(8%) vieram a Obito ao final do estudo (tempo minimo de seguimento de 12 meses). Essas
pacientes apresentaram tempo livre de doenca de dois anos apds o tratamento para o cancer de
mama primario.

A expressdo de RH sugeriu ser um efeito protetor para a resisténcia ao tratamento (OR:
0.042, IC: 95%: 0.016-0.113) (Tabela 4.2). Por outro lado a expressdo do gene HER-2 e sua
amplificacdo sugeriu ser um fator de risco para a resisténcia a quimioterapia, ambos no objeto
do estudo (OR: 8.610, IC: 95% : 3.483-21.283; p=0, 001, OR: 6.571, 95%, IC: 2.106 — 20.509,
respectivamente) (Tabela 4.2 e 4.3).

Adicionalmente, os tumores classificados como HER-2 positivo (OR: 46.67 95%, IC:
9.229- 235.97) e triplo negativo (OR: 24.44, 95%, IC: 7.887-75.756) apresentaram uma
associacdo com aumento de risco a resisténcia ao tratamento quimioterapico empregado,
qguando comparados aos tumores classificados como luminal A.

A expressdo do gene MYC e sua amplificagdo mostraram uma maior associagcdo com
risco de resisténcia a quimioterapia administradas as pacientes, quando analisadas de forma
univaridvel (p= 0,01, OR: 3.154, 95%, IC: 1.318 — 17.547; p < 0.05, exceto quando o ponto de
corte #4 foi aplicado, respectivamente) (Tabela 4.2 e 4.3).

O odds ratio foi calculado considerando o grupo resistente ao tratamento quimioterapico
e relacionando ao grupo que obteve resposta clinica satisfatoria. O modelo final incluiu a
amplificacdo de MYC, definida como a razdo MYC/nticleo > 2.5 (ponto de corte #4; p=0.016,
OR: 0.109, 95% IC: 0.018 — 0.664) e, esta razdo se mostrou ser um fator protetor ao tratamento
empregado. Por outro lado a idade (p= 0.02, OR: 1.063, 95% IC: 1.01 - 1.12) parece ser um
fator de risco para a resisténcia ao tratamento quimioterapico. Adicionalmente, os tumores
classificados como subtipos moleculares: luminal B, HER-2 positivo e triplo-negativo (OR:

42.063, 95% IC: 2.956 - 598.51; OR: 172.754, 95% IC: 15.754 — 1894.386; OR: 49.008, 95%
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IC: 8.789 — 273.268, respectivamente) apresentaram uma associa¢do positiva com o risco de
serem resistentes a quimioterapia quando comparados aos tumores do subtipo luminal A. Os
tumores grau 2 histologicos (OR: 10.544, 95% IC: 1.087 — 102.252) também apresentaram uma
associacdo positiva com o risco resisténcia ao tratamento quimioterdpico aplicado quando
comparados com os tumores grau 1. No entanto, nessa anélise, quando se faz a correlacdo
apenas entre os graus histologicos, ndo houve significancia estatistica entre 0s graus

histoldgicos tumorais e a resposta ao tratamento na amostra estudada.

4.2 RESULTADOS DA ETAPA I

Caracterizacdo da amostra

Durante a pesquisa alguns parametros que nao fazem parte da caracteriza¢do da amostra,
e sim do fluxo dessas pacientes na busca de diagndéstico e tratamento foram avaliados, com a
finalidade de detectar possiveis dificuldades ao acesso a rede publica, assim como também
analisar o tempo de espera para o diagnostico e o inicio do tratamento adequado.

O periodo entre a percepc¢do da doenca (constatacao clinica ou radioldgica do tumor) e
o0 diagndstico (data do resultado da bidpsia) foi de 9.23 + 6.01 meses (variando entre 0 a 36
meses). O tempo transcorrido entre a percepcao da doenca e o diagndéstico foi de até 6 meses
em 14 casos estudados (28%), 27 (54%) pacientes permaneceram de 7 a 12 meses com a
constatacdo clinica do tumor, porém sem diagndstico histopatoldgico, e 9 (18%) casos este
periodo foi maior do que 13 meses.

Apbs o resultado da bidpsia, marco em que consideramos como diagndstico, foi
mensurado o tempo entre este e o inicio do tratamento quimioterapico (data da infusdo do
primeiro ciclo de quimioterapia). Este inicio foi em 71.15% (37 pacientes) em até 60 dias, e no
restante, totalizando 15 pacientes, o tratamento teve inicio com 61 dias ou mais.

Na etapa prospectiva do estudo foram incluidas 52 pacientes. A média de idade foi de
43.92 + 9.65 de idade (variando de 25 a 62 anos) . As pacientes com idade entre 51 e 62 anos
apresentaram tumores responsivos na totalidade dos casos. A raga predominante foi a negra. A

maioria das pacientes eram procedentes de outros municipios do Estado do Para (Tabela 4.5).
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Tabela 4.5 - Distribuicdo das pacientes com cancer de mama localmente avancado segundo
resposta patoldgica e caracteristicas sociodemograficas, no periodo de 2012 a 2015.
Resposta Patoldgica

Caracteristicas socio- Completa ou Sem Resposta ou TOTAL p-
demogréficas Parcial Progressao valor
n % n % n %
TOTAL 40 76.92 12 23.08 52 100.00 n.a.
Faixa Etaria
25 a 40 anos 14 35.00 5 41.67 19 36.54 n.a.
41 a 50 anos 11 27.50 7 58.33 18 34.62
51 a 62 anos 15 37.50 0 0.00 15 28.85
Cor
Branca 12 30.00 3 25.00 15 28.85 0.733
Parda 7 17.50 1 8.33 8 15.38
Negra 21 52.50 8 66.67 29 55.77
Local de Residéncia
Belém 14 35.00 2 16.67 16 30.77 n.a.
SX”OS municipios do 24 60.00 10 83.33 34 6538
Fora do PA 2 5.00 0 0.00 2 3.85

Nota: n.a. N&o se aplica.
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

A média do inicio da vida reprodutiva, caracterizado pela menarca foi de 13.25 + 1.67
anos de idade. A maioria das mulheres ndo estavam na menopausa no momento do diagnastico.
Houve um maior numero de mulheres com 3 ou mais gestacGes e, consequentemente com maior
namero de partos. Uma minoria delas teve o primeiro parto apds os 35 anos de idade (Tabela
4.6).
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Tabela 4.6 - Distribuicdo das pacientes com cancer de mama localmente avancado segundo
resposta patolégica e histérico hormonal e reprodutivo

Resposta Patolégica

Caracter|st|<;arse?)c;0hdlztt(i)\|;(|)co hormonal Completa ou Parcial Sergggi‘;g:;i ou TOTAL p-valor
n % n % n %
Idade na Menarca®
9 a12anos 13 32.50 5 45.45 18 35.29 0.488
13 anos e mais 27 67.50 6 54.55 33 64.71
Estava na Menopausa
Né&o 27 67.50 11 91.67 38 73.08 0.144
Sim 13 32.50 1 8.33 14 26.92
Numero de Gestacgoes
Nuligesta 6 15.00 1 8.33 7 13.46 0.820
1 a 2 gestacOes 16 40.00 6 50.00 22 42.31
3 gestacgdes ou + 18 45.00 5 41.67 23 44.23
Ndmero de Partos
Nulipara 6 15.00 1 8.33 7 13.46 0.820
1 a 3 partos 16 40.00 6 50.00 22 42.31
4 a 17 partos 18 45.00 5 41.67 23 44.23
Idade no Primeiro Parto
Até 30 anos 17 50.00 5 45.45 22 48.89 1.000
20 a 34 anos 14 41.18 5 45.45 19 42.22
35 anos ou mais 3 8.82 1 9.09 4 8.89

Nota: ™ Corresponde ao niimero de casos com valores ausentes em cada variavel.
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as pacientes que tinham
histérico familiar de cancer de mama, com aquelas que ndo relataram histérico. Um pouco mais
de % das pacientes apresentavam indice de massa corpérea acima do considerado normal pela
OMS (Tabela 4.7).
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Tabela 4.7 - Distribuicdo das pacientes com cancer de mama localmente avancado segundo
resposta patoldgica e fatores de risco

Resposta Patolégica

Fatores de risco Completa ou Parcial Sergggip;g:;?) ou TOTAL p-valor
n % n % n %
Histérico Familiar de Cancer de Mama
Néo 32 80.00 9 75.00 41 78.85 0.701
Sim 8 20.00 3 25.00 11 21.15
Tabagismo
Sim 33 82.50 11 91.67 44 84.62 0.663
Néo 7 17.50 1 8.33 8 15.38
Categorias de Indice de Massa Corporal (IMC)
Baixo Peso 1 2.50 1 8.33 2 3.85 0.378
Peso Normal 10 25.00 1 8.33 11 21.15
Sobrepeso 18 45.00 7 58.33 25 48.08
Obesidade 11 27.50 3 25.00 14 26.92

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Na analise anatomopatoldgica, foi observado uma proporcdo semelhante entre os
tumores com graus de menor agressividade (G1 e G2), com o de maior agressividade (G3). A
maioria das pacientes apresentavam até trés linfonodos axilares comprometidos em exame
anatomopatoldgico realizado apos os ciclos de quimioterapia neoadjuvante (Tabela 4.8).

O estadiamento clinico da totalidade das pacientes foi o Ill segundo a classificacdo
TNM, e que para efeito didatico foi subdividido em Il1A (23 casos), I1IB (26 casos) e I1IC (3
€asos).

Das pacientes que apresentaram tumor responsivo ao esquema guimioterapico aplicado,

5 (9,61%) delas apresentaram resposta patoldgica completa.

Tabela 4.8 - Distribuicdo das pacientes com céancer de mama localmente avangado segundo
resposta patoldgica e caracteristicas anatomopatolégicas

Resposta Patoldgica

Caracteristicas Completa ou Sem Resposta ou TOTAL p-
anatomopatoldgicas Parcial Progressio valor
n % n % n %

Grau Histol6gico®

Grau 1 ou Grau 2 20 52.63 6 50.00 26 52.00 1.000
Grau 3 - pouco diferenciado 18 47.37 6 50.00 24 48.00

Ndmero de Linfonodos Comprometidos
Até 3 linfonodos 27 71.05 3 50.00 30 6818 0.364
4 ou mais linfonodos 11 28.95 3 50.00 14 31.82

Nota: ™ Corresponde ao niimero de casos com valores ausentes em cada variavel.
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Caracterizacao dos biomarcadores

A maioria das mulheres da amostra apresentavam ap06s analise do perfil molecular do
tumor presenca da expressdo de receptores hormonais, caracterizados como Luminais
(englobando o luminal A e B). A amplificacdo do gene MYC teve uma associacao significativa
com 0s tumores que apresentaram resposta clinica ou patolégica satisfatoria, com reducéo de
mais de 50% do volume tumoral (p=0.005). A auséncia da mutagdo do cddon 12 do gene KRAS
foi estatisticamente significativa (p= 0.011) na influéncia da resposta favoravel do tumor ao
tratamento aplicado (Tabela 4.11).

A porcentagem de concordéncia entre os resultados de IHQ e FISH para o gene HER-2
foi de 55,7% (x = 0, 258; concordancia pobre), j para o0 gene MYC esta concordéncia foi de
90,3% (x = 0,740; concordancia intermediaria para boa). Neste estudo, dez casos que obtiveram
escore 0 ou 1+ pela IHQ, apresentaram amplificacdo génica a técnica de FISH. Quando se
analisa 0 gene MYC, 5 casos classificados como negativos pela IHQ apresentaram na técnica
de FISH resultado duvidoso (quando a raz&o ficou entre <1,8 a <2,2). Na anélise do gene HER-
2 por FISH, encontramos 23 amostras tumorais que apresentam amplificacdo génica, e 13 casos

com amplificacdo limitrofe.

Tabela 4.9 - Avaliacdo do gene HER-2 sob os testes usados IHQ e FISH

HER2 HQ Negativo Positli_|onR2 e Limitrofe Total
Negativo 16 10 13 39
Positivo 0 13 0 13
Total 16 23 13 52

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Tabela 4.10 - Classificacdo dos subtipos moleculares da amostra pela técnica de IHQ e FISH
Subtipo molecular por FISH

Subtipo molecular por IHQ

HER-2 | Luminal TN | TP | Total
HER-2 5 0 0 0 5
Luminal 0 9 0 16 25
TN 7 0 7 0 14
TP 0 0 0 8 8
Total 12 9 7 24 52

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Tabela 4.11 - Distribuicdo das pacientes com cancer de mama localmente avancado segundo
resposta patoldgica e biomarcadores
Resposta Patolégica

Biomarcadores Colranple.ta ou Sem Respos:ca ou TOTAL p-valor
arcial Progressao
n % n % n %
Subtipo Molecular
Luminal 23 57.50 2 16.67 25 48.08 0.058
HER2+ 3 7.50 2 16.67 5 9.62
Triplo Negativo 9 22.50 5 41.67 14 26.92
Triplo Positivo 5 12.50 3 25.00 8 15.38
MYC FISH
Amplificado 26 65.00 2 16.67 28 53.85 0.005
Limitrofe 9 22.50 2 41.67 11 26.92
Nao amplificado 5 12.50 8 41.67 13 19.23
KRAS
Mutado 3 7.50 6 41.67 9 15.38 0.011
N&o Mutado 36 92.50 6 58.33 42 84.62

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Os resultados mostraram uma menor associagdo na resposta ao tratamento
quimioterapico entre os tumores classificados como subtipo molecular HER-2 positivo quando
comparados aos tumores luminais, ajustados pela amplifcacdo do gene MYC, chegando a 59%
dos casos.

Ocorreu uma menor associacao entre a resposta ao tratamento quimioterapico entre 0s
tumores subtipo molecular triplo negativo quando comparado com os tumores luminais,
ajustados pela amplificacdo do gene MYC, chegando a 97%.

Foi observado ainda, nos resultados analisados que a chance do tumor responder ao
tratamento parece ser maior entre os tumores com amplificacdo limitrofe de MYC, em relagéo
aos tumores com a presenca da amplificacdo em MYC, quando ajustado pelo subtipo molecular
do tumor, chegando a 96%. Outra associacdo mostrou que o risco do tumor ser responsivo ao
tratamento empregado parece ser muito menor (98%) entre os tumores que ndo apresentam
amplificacdo de MYC quando comparados aos amplificados, ajustado pelos subtipos

moleculares do tumor (Tabela 4.12).
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Tabela 4.12 - Resultados do modelo final de regressédo logistica

OR 1Co5%

Subtipo Molecular

Luminal 1.00

HER2+ 0.41 (0.00-0.87)

Triplo Negativo 0.15 (0.02-1.16)

Triplo Positivo 0.03 (0.00-0.53)
MYC

Amplificado 1.00

Limitrofe 0.04 (0.00-0.57)

N&o amplificado 0.02 (0.00-0.39)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Resultados das imagens da Ressonancia Nuclear Magnética mamaria

O padrao da imagem obtida pelo RNM mamaéria das pacientes da amostra na fase
prospectiva foi avaliado e correlacionado ao subtipo molecular dos respectivos tumores. Este
padrdo foi analizado com base nas imagens das RNM realizadas antes do inicio da
guimioterapia neoadjuvante. Nao foi levado em consideracdo as imagens obtidas apds a QT
neoadjuvante, pois algumas pacientes tiveram reducdo completa ou quase completa do tumor,
impossibilitando esta avaliacdo, e também para evitar que mudancas no padrdo de imagem
pudessem ser influenciadas pela agéo da QT.

Das 52 pacientes incluidas na pesquisa, apenas uma paciente teve que ser excluida desta
avaliacdo, pois seu exame apresentou problemas técnicos no processamento das imagens
geradas, totalizando ao final 51 ressonancias mamarias. Para obter esta correlacdo entre 0s
achados de imagens da RNM e o perfil molecular do tumor, a técnica de FISH foi a escolhida
para a classificacdo molecular e ndo o resultado da imunohistoquimica, visto que, nesta fase do
estudo tivemos uma concordancia pobre entre as técnicas aplicadas para classificacdo tumoral
(IHQ e FISH).

Do total de imagens analisadas, 10 pacientes apresentavam perfil molecular triplo
negativo. Na RNM observamos que 70% destas pacientes apresentaram lesdo Unica ao exame
de imagem.

Nas pacientes que foram classificadas como subtipo molecular HER-2 positivo, 66,7%
delas apresentavam les6es multifocais e/ou multicéntrias, ou um padrdo de massa tumoral ndo
definida. Nos tumores classificados como luminais ou luminais/HER-2 ndo houve uma
caracteristica predominante das lesdes encontradas. Estas variaram entre lesdes multicéntricas
em 55,5%, lesdo Unica em 33,3% e presenca de realce em 11,1% dos casos.

Em nosso estudo nao observamos diferencas significativas para avaliar a resposta clinica
do tumor através de exame clinico quando comparadas com a mensuragao tumoral através da

imagem gerada pela RNM, fortalecendo a nosso ver, que o exame clinico é um excelente
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método de avaliacdo de resposta clinica tumoral, desde que aplicado pelos mesmos
examinadores e de maneira sistemética, obdecendo parametros de mensuracdo, como foi o
realizado em nosso trabalho, feito pela mesma equipe de mastologistas e com uso de paquimetro

para o auxilio desta medicdo.

Resultado do sequenciamento genético

A primeira reacdo de sequenciamento abrangeu as amostras de 10 pacientes (Tabela
4.13, coluna da esquerda) que resultou em 53% de esferas clonais com 2124099 fragmentos
lidos (reads), sendo 313 Megabases (Mb) com indice de qualidade igual a 20 (AQ20). O
tamanho das reads apresentou uma média de 170 pb e uma mediana de 182 pb. Destes, 99,5%
alinharam com as sequéncias de referéncia dos genes alvo.

Ja o segundo sequenciamento foi realizado com as amostras de 9 pacientes (Tabela 4.13,
coluna da direita). A reagéo resultou em 67% de clonalidade das quais 3295493 reads foram
aproveitadas totalizando 495 Mb com qualidade AQ20. A média de tamanho das reads foi de
173 pb e uma mediana de 185 pb e 99% alinharam com as sequéncias de referéncia dos genes
estudados.

O nimero de variantes encontrada em cada amostra, tomando como referéncia o genoma
humano versdo hgl9, esté descrito na Tabela 4.13. A cobertura média de todas as amostras foi
de 337,7. A menor cobertura foi observada na paciente 7 da Tabela 4.13 (88,2) e a maior na
paciente 1 da Tabela 4.13 (546,2). Em todos os casos, o resultado foi bastante satisfatdrio, pois
em todas as amostras, a cobertura foi superior a 30 vezes, que € a minima recomendada para a
analise de mutagdes germinativas (Tabela 4.13).

Com base nos bancos de dados pesquisados pela ferramenta de analises de variantes

Ingenuity (http://www.ingenuity.com/products/variant-analysis), foram identificadas quatro

variacdes de significancia incerta e mais sete mutacdes com relevancia de patogenicidade. Das
19 pacientes, oito delas apresentaram mutacfes, sendo cinco com significancia de
patogenicidade. As muta¢cdes mais comuns encontradas na amostra encontravam-se nos genes
BRCAL e BARDL1 (3 cada uma). As demais mutac6es foram encontradas nos genes BRIP1 (2),
BRCA2, MRE11A e ATM. Todas as sequéncias foram avaliadas com base no genoma hgl9
(GRCh37) e todas as variantes descritas foram confirmadas por sequenciamento direto.

As mutacdes em BRCA1 foram encontradas somente em pacientes com perfil molecular
triplo negativo. Por outro lado, as mutagdes em BARD1 foram relacionadas as pacientes com

fendtipo luminal A (2 de 3) e uma paciente triplo negativo. Mutac6es em BRIP1 foram descritas
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em duas pacientes com feno6tipo molecular luminal A e a Unica mutacdo em BRCA2 foi
encontrada em uma paciente com fen6tipo molecular luminal A.

Dentre os fenotipos de cancer de mama das pacientes analisadas, o triplo negativo foi o
mais comum, sendo trés mutacdes de relevancia patogénica e uma com variacdo de
significancia incerta, seguida por trés pacientes luminais A (2 relevancia patogénica e 1 com
variacdo de significancia incerta) e apenas uma paciente com fendtipo luminal B/HER2
enriquecido. Considerando as pacientes que carregam mutacdes dentre as dezenove estudadas,
nenhuma era exclusivamente luminal B ou HER2 positiva.

A amostra 10 da Tabela 4.13, descrita abaixo, apresentou dele¢cdo de uma sequéncia CT
na posicao 41242980 de BRCAL (p.S1342; delCT) em heterozigose. Essa mutagdo gerou uma
alteracdo no quadro de leitura (frameshift) que provavelmente gerou um cédon de parada TGA

logo apds a serina 1342, gerando uma proteina truncada (Fig. 4.3A).

Tabela 4.13 - Numero de variantes das pacientes sequenciadas e cobertura média para os alvos
selecionados

amostra ndmero de cobertura amostra ndmero de cobertura média

variantes média (reads) variantes (reads)
1 69 546,2 11 103 274.,8
2 36 343,4 12 108 2954
3 83 522,6 13 96 290,3
4 70 476,1 14 107 235,8
5 a7 448,9 15 76 277,3
6 77 499,2 16 112 309,9
7 78 88,2 17 93 209,2
8 59 480 18 85 262
9 91 297,4 19 92 255,1
10 102 304,8

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

A amostra 16 da tabela acima apresentou duas mutagdes: uma em BRCAL e outra em
BARD1, ambas em heterozigose. A mutacdo BRCA1 fica numa regido de splicing descrita no
banco dbSNP com o codigo rs80358089. De acordo com o banco de dados ClinVar
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), este alelo tem relevancia patogénica (Fig. 4.3B). Foi
encontrada também uma delecdo da sequéncia TTGCCTGAATGTTCTTCACCA de 21 pares
de base no gene BARD1 que abrange a regido intronica e exonica gerando uma perda de 5
aminoacidos da sequéncia da proteina (p.L340 _P346del). A mesma mutacdo também foi
encontrada nas amostras 2 e 4 da Tabela 4.13, em heterozigose. De acordo com a base doSNP
(rs28997575), esta variante ndo foi mencionada como patogénica, embora a ferramenta de
analise de variantes do Ingenuity a tenha descrito como provavelmente patogénica, talvez

devido a alteragdo na sequéncia de aminoacidos. Porém, a presenca de trés amostras (16, 2 e 4)
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com a mesma variante e a frequéncia de 4,47% na base de dados 1000 Genomes pode indicar
que esta alteragdo pode ser um polimorfismo.

A terceira mutacdo em BRCAL em heterozigoze foi encontrada na amostra 5 da Tabela
4.13, cuja delecdo de uma base G na posi¢do 41209079 gerou um frameshift (p.Q1709fs*74)
(Fig 4.3C). Esta mutacdo esta registrada na base dbSNP (rs397507247) e de acordo com a
ferramenta ClinVar é descrita como patogénica.

Além da variante em BARD1, a amostra 4 da Tabela 4.13 possui uma substituicdo do
alelo A para G no gene BRIP1 na posi¢cdo 59886018 em heterozigose. Esta variacdo causou
uma alteracdo missense (p.1243T) da proteina, que ndo esta descrita em nenhuma das bases de
dados estudadas, embora a ferramenta SIFT conclua que esta alterag&o é danosa para a proteina.
Novos estudos poderao elucidar se esta variante realmente tem impacto clinico.

Outra possivel mutacdo em BRIP1 na posicdo 59763389 foi encontrada na paciente 3.
Esta variacdo causou a troca de uma base T por uma C em heterozigose gerando uma mudanca
na sequéncia da proteina (p.N905D). Esta variante foi classificada como de significancia
incerta, pois ndo ha dados descritos até 0 momento nos bancos de dados estudados. Da mesma
forma, outra variante de significancia incerta no gene BRCA2 em heterozigose foi encontrada
na mesma paciente. Neste caso, houve a troca de um alelo C por outro T na posi¢do 32915046
(p.A2185V).

Uma variante de significancia incerta foi observada na paciente 6 da Tabela 4.13,
localizada no gene MRE11A na posicdo 94179032 em heterozigose, gerando uma troca de
aminoéacido (p.R604P). Esta variante esta descrita no dbSNP (rs148637964), e de acordo com
o0 banco de dados ClinVar, sua significancia para patogenicidade € incerta.

Por fim, uma variante de significancia incerta em heterozigose foi detectada no gene
ATM da amostra 2 da Tabela 4.13. Neste individuo, a substituicdo do alelo C para o alelo G

ocorreu na posicdo 108216533 gerando uma variavel missense da proteina (p.Q2828E).
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Quadro 4.1 — Caracteristicas clinicas das pacientes com mutacdo patogénica

Paciente Idade (anos)  Mutacéo Subtipo Resposta ao Evolucéo
molecular tratamento
1 35 BARD1 Luminal A Clinica completa Recidiva

locorregional com 2
anos de seguimento

2 37 BARD1 Luminal A Clinica completa Sem recidiva , 2 anos
de seguimento
3 28 BRCA1 Triplo negativo  Clinica parcial Recidva
>50% do tumor locorregional cm 1,5
anos de seguimento
4 37 BRCA1 Triplo negativo  Clinica parcal Sem recidiva, 2 anos
>50% do tumor de seguimento
5 39 BRCAL/ Triplo negativo  Clinica completa Sem recidiva, ap6s
BARD1 2,5 nos de
seguimento

Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

O sequenciamento genético foi realizado em todas as pacientes do estudo que foram
diagnosticadas com cancer de mama até os 40 anos de idade. Apos o resultado do exame
genético e a identificacdo das mulheres portadoras de mutagdes genéticas patogénicas, foi
informado a presenca da mutacéo encontrada e seu significado clinico. Essas informacdes apds
0 consentimento dessas pacientes, foi repassado a toda equipe clinica (Oncologista clinico,
Mastologista, Radioterapeuta). Os familiares destes pacientes foram orientados quanto aos
riscos da presenca da mutacdo familiar, e estdo sendo acompanhados com consultas e exames
de rastreamento de cancer de mama.

Previamente ao inicio deste estudo, ndo havia no Estado do Par4, um servico de
aconselhamento de céancer familial estruturado, porém ap6s os resultados encontrados neste
trabalho, onde foi observado que a maior parte das mulheres que apresentaram mutacdes
patogénicas, ndo relatavam presenca de histérico familiar de cancer de mama ou de outros
sitios. Uma outra observacao importante € como seguir essas mulheres e seus familiares. Entdo
este trabalho alavancou um projeto que ja vinha sendo desenhado e estruturado com a finalidade
de formacdo de um servico que pudesse oferecer acomselhamento genético a essas mulheres e
seus familiares proximos. O Hospital Ophir Loyola adquiriu em janeiro de 2016 um laboratério
de genética e biologia molecular, o primeiro da regido Norte, voltado a assisténcia hospitalar.
Este laboratorio contem um sequenciador genético de nova geracdo, como também toda uma
estrutura para pesquisas de mutacGes genéticas e outros exames importantes no auxilio do

tratamento oncoldgico e outras doencas.
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Figura 4.3 — Confirmagdo do sequenciamento genetico das mutagdes encontradas na
populagéo pesquisada

Nota: A esquerda sdo representados os eletroferogramas correspondentes ao sequenciamento direto. A
sequéncia abaixo (mais proximas aos picos) é idéntica ao genoma de referéncia. A sequéncia acima se refere a
variante encontrada. A direita sd0 mostrados os graficos do programa IGV representando as reads sequenciadas
por NGS. A. Delecdo de CT em heterozigoze. Essa variagdo causou um frameshift evidenciado pelos picos
duplos no eletroferograma apos a dele¢do. B. Troca de uma base A por uma base G. C. Insercdo de uma base
G.

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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5 DISCUSSAO

Em nosso conhecimento, este estudo foi pioneiro em correlacionar os achados clinico-
patoldgicos e moleculares com a resposta clinica tumoral a quimioterapia neoadjuvante, tendo
como o auxilio a avaliacdo de biomarcadores (MYC, KRAS, HER-2 e receptores hormonais).

A pesquisa foi conduzida de forma criteriosa, atentando para a garantia e o controle de
qualidade em todas as etapas.

A interpretacdo dos resultados obtidos, as limitagdes encontradas e as implicacdes para
estudos futuros sdo discutidas a seguir.

O céncer de mama com o passar dos anos vem confirmando o quanto € complexo e
heterogéneo o seu comportamento molecular e demonstra também, o grande nimero de genes
potencialmente envolvidos no controle do crescimento, morte e diferenciacao celular, levando
a grandes diferencas no comportamento clinico e nas respostas tumorais as terapias empregadas
(SZRLIE et al., 2001). A identificagédo de subpopulagdes de pacientes que provavelmente teréo
melhores respostas da doenca frente a determinada terapia preconizada é o objetivo central da
medicina molecular moderna.

Muitas andlises sdo realizadas na identificacdo de fatores de risco que estdo envolvidos
na progressdo do cancer, em especial do cancer de mama, que é objeto de nosso estudo. A
resposta histopatoldgica observada frente a administracdo de quimioterapia neoadjuvante € um
dos preditores mais fortes no progndéstico de pacientes com cancer de mama. Biomarcadores
tém sido descritos e pesquisados, e sdo Uteis como ferramentas na avaliacdo progndstica, ou na
predicdo de respostas terapéuticas.

Diferentes regimes de quimioterapia sdo aplicados dentro da oncologia, podendo ser
administrados tanto previamente, assim como, apds tratamento cirdrgico. Entretanto, a
identificacdo da melhor terapia a ser disponibilizada ainda € motivo de investigacdes atuais e
futuras.

Apesar da amostra do estudo ter sido de conveniéncia, provavelmente as mulheres
potencialmente elegiveis para este trabalho foram representativas da populacdo com cancer de
mama em Belém, em razdo do Hospital Ophir Loyola atuar como hospital de referéncia para o
tratamento de doencas malignas, na rede de assisténcia municipal e estadual do Estado do Paré-
Regido Norte.

Na primeira etapa do trabalho foi avaliado o possivel significado progndstico e

preditivo das alteragdes dos genes MYC e KRAS, concomitantemente com o padrdo de RE, RP
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e HER-2, em pacientes com cancer de mama localmente avangado tratados com quimioterapia
neoadjuvante com a administracdo de doxorrubicina e ciclofosfamida (Anexo B).

Nos primeiros resultados foi observado que 24% dos tumores apresentavam
amplificacdo de HER-2 , corroborando com o estudos prévios (18-20%) (SLAMON et al.,
1987). A amplificacdo de HER-2 é o primeiro mecanismo da super-expressdao de HER-2
(AKIYAMA; YAMADA, S. YAMADA, K., 1986). Embora a concordancia entre IHC e FISH
tenha sido excelente, 5 casos foram discordantes entre essas técnicas, onde receberam escore
1+ pela IHC e apresentaram amplificacdo do gene HER-2. Desde a padronizacdo dos estudos
imunohistoquimicos, testes podem ser afetados por fatores analiticos e pré analiticos, e varios
grupos tém sugerido a utilizagdo de resultados da proteina HER-2 pela técnica de FISH nos
canceres de mama (MARTIN et al., 2012).

Vaérias definicdes para a amplificacdo de MYC sdo usadas em estudos de cancer de
mama. Entretanto, estas diferentes defini¢bes conduzem a resultados inconsistentes relativo ao
papel do gene MYC na carcinogénese mamaria. Neste trabalho, foi aplicado diferentes pontos
de corte para definir a amplificacdo de MYC como anteriormente descrito, incluindo a aceitacédo
do baixo ganho de MYC com ou sem polissomia do cromossomo 8. A frequéncia da
amplificacdo de MYC foi de 11. 2% (ponto de corte #1) para 76.7% (ponto de corte #1) em
nossas amostras. Embora haja uma associagéo entre a amplificagdo de MYC e sua expresséo,
como descritos em trabalhos prévios, nossos dados confirmam que outros mecanismos de
amplificacdo génica estdo envolvidos na super-expressdo de MYC no cancer de mama (XU;
CHEN; OLOPADE, 2010). Entretanto, as avalia¢cdes da expressdo de MYC por meio de IHQ
leva a variados resultados dependendo do anticorpo usado, do protocolo estabelecido e do
sistema de score aplicado, destacando que a técnica de FISH pode ser uma ferramenta
interessante na pratica clinica devido sua reprodutividade (CHEN; OLOPADE, 2008).

Foi observado ainda neste estudo que a amplificacdo de MYC e sua expressdo proteica
parece ser mais associada nos tumores mamarios que nao expressam receptor de estrogénio e
de progesterona, corroborando com estudos prévios (PEREZ et al., 2011). Entretanto, algumas
invertigacdes ndo mostraram este achado, ou pelo contrario, mostraram uma correlacdo inversa
ao observado na revisdo anterior (LIAO; DICKSON, 2000). Os achados na literatura sao
inconsistentes na associacao entre a amplificacdo de MYC e os parametros clinico-patologicos
do cancer de mama, e isto se deve provavelmente, a falta de pontos de corte unificados na
definicdo da amplificacdo deste gene. Uma meta-analise observou que a Unica associacdo
estatisticamente significativa foi da correlacdo da amplificacdo de MYC com a auéncia da

expressao proteica da progestrerona (DEMING et al., 2000).
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Em nossos achados foi detectado uma associacao entre a amplificacdo de MYC e HER-
2, como anteriormente relatada (AL-KURAYA et al., 2004). Foi também observado uma
associacdo entre a super-expressdo/amplificacdo de MYC com os subtipos moleculares luminal
B ou HER-2 positivo em relacéo ao luminal A. Esses achados sugerem que o gene MYC pode
estar envolvido em vias de sinalizacéo especificas para cada subtipo molecular.

Em nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que relata a associacdo do gene MYC
no cancer de mama primario. O mecanismo exato no qual o gene MYC pode estar envolvido
em tumores de idade jovem precisa ser elucidado. Entretanto, a amplificacdo de MYC parece
esta associada na inativacdo do gene BRCA-1 em um grupo de cancer de mama hereditério e
esporédico. BRCA-1 esta usualmente associado com tumores em pacientes jovens, com um
fenotipos distintos caracterizado por grau tumoral elevado, aneuploidia, taxas altas de
proliferacdo e expressao negativa para receptor de estrogénio. A investigacao de alvos do MYC
¢ ainda necessaria para 0 melhor entendimento da heterogeneidade do cancer de mama
(GRUSHKO et al., 2004).

A amplificacdo de MYC, assim como a do gene HER-2 sdo associadas com a mutagédo
do cddon 12 do gene KRAS. Nas células do cancer de mama, o KRAS pode ser ativado pela via
de HER-2, reforcado pelo acimulo da atividade de MYC, que pode levar a instabilidade do
cromossomo e contribuir para a amplificagdo do MYC (CLEATOR; PARTON; DOWSETT,
2012). A mutacdo de KRAS foi identificada em 7.76% das amostras tumorais, corroborando
com estudos prévios que relatam que a frequéncia da mutacdo de KRAS no cancer de mama
gira ao redor de 5-10% dos casos (KARNOUB; WEINBERG, 2008). Mais de um caso de tumor
com super-expressao de HER-2 ou triplo negativo apresentaram mutacdo de KRAS, embora
estudos prévios ndo mostram a associacdo entre KRAS e subtipo molecular triplo negativo.
Acreditamos que seja pela baixa frequencia desta mutacdo observada em tumores mamarios.
Entretanto um aumento no numero de tumores estudados sera essencial para promover
evidéncias no papel do KRAS na carcinogénese mamaria (SANCHEZ-MURNOZ et al., 2010;
MARTIN et al., 2012).

Em nossa populacdo, o perfil molecular HER-2 positivo e triplo negativo sdo mais
frequentemente associados aos graus mais agressivos do tumor, como 0 grau 3, e
consequentemente apresentam fendtipos mais agressivos. Adicionalmente, nds observamos que
a mutacéo do codon 12 do gene KRAS podera ser um meio de avaliar resposta em tumores com
grau 3 histoldgico. Devido sua baixa frequéncia, investigacfes futuras ainda sdo necessarias
para avaliar quando a mutagdo do cédon 12 de KRAS pode predizer um pior prognostcio em

pacientes com cancer de mama (SGRLIE et al., 2001; VAN 'T VEER et al., 2002).
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Em relacdo a resposta a quimioterapia, n6s observamos que 0s receptores hormonais
podem predizer a quimiossensibilidade, como anteriormente relatado. Em outra diregéo, a
amplificacdo de HER-2 ou sua super-expressdo predizem resisténcia aos antraciclicos em
nossas pacientes, destacando que este grupo de pacientes pode ser adequado para tratamento
com anticorpo monoclonal trastuzumab (CLEATOR; PARTON; DOWSETT, 2012).

A expressdo de MYC, assim como sua amplificagéo, foi fator de risco (exceto com baixo
ganho) para a quimiorresisténcia quando avaliado por meio de regressao logistica univariada.
Entretanto, na analise multivariada para identificar fatores de predicdo de resisténcia para
doxorrubicina associado a ciclofosfamida, nés observamos que este gene foi um fator de
quimiossensibilidade quando ajustado pelo grau histologico, idade, e fenétipos moleculares.
Este achado deve-se, provavelmente, a significante associacdo entre MYC com receptores
hormonais (bom progndstico) e HER-2 (mau prognastico).

O gene MYC pode ter uma dupla funcdo na célula do céncer, isto é, promove
proliferacdo celular e induz a apoptose, dependendo dos antecendentes moleculares e do
microambiente tumoral. Células em proliferacdo sdo mais sensiveis a quimioterapia, isto pode
sugerir que MYC pode ser sensivel em células de cancer de mama para a apoptose . Estudos
prévios, in vitro, demonstraram o aumento da sensibilidade de células de cancer de mama com
a amplificacio de gene MYC para o paclitaxel seguido de FEC (5-
fluoracil+epirrubicina+ciclofosfamida) por meio de analise univariada. Entretanto a analise
multivariada falhou na demonstracdo desta associacdo (PELENGARIS; KHAN, 2003,
YASOJIMA et al., 2011).

Um estudo conduzido por Todorovic-Rakovic e colaboradores (2012), sem a realizacéo
de anélise multivariada, concluiu que pacientes com amplificacdo de MYC tratadas com
quimioterapia (CMF ou FEC) tinham beneficios clinicos em contraste com pacientes que ndo
apresentavam a amplificacdo. Perez e colaboradores (2011), relataram que tumores com ganho
de MYC ou polissomia do cromossomo 8 mostravam um maior beneficio com o uso de
trastuzumab, quando comparado com tumores sem esta alteracdo. Este autor também relatou
que pacientes com co-amplificacdo de MYC e HER-2 tiveram um beneficio significativo maior
com o trastuzumab do que pacientes com a amplificagdo apenas em HER-2. Nossos resultados,
assim como esses da literatura sugerem que a amplificacdo de MYC pode ser usada como um
fator de predigdo de quimiossensibilidade e na indicacdo do tratamento. Entretanto, é
importante que varios marcadores sejam avaliados para experimentar e determinar um modelo
estatistico aplicavel na identificacdo de pacientes que poderiam apresentar melhores respostas

ao tratamento indicado.
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Na segunda etapa do trabalho foi avaliado o efeito dos achados clinico-patoldgicos e
moleculares na resposta a quimioterapia neoadjuvante com a administragdo de doxorrubicina
e ciclofosfamida e adi¢do de taxane, em pacientes com cancer de mama localmente avancado.
Foi pesquisado também o possivel significado prognostico e preditivo das alteracdes dos genes
MYC e KRAS, concomitantemente com o padrdo de RE, RP e HER-2, nessas pacientes
(ANEXO A). Ainda nesta etapa foi desenado um painel contendo 17 genes com a finalidade de
associar a presenca de possiveis mutacBes germinativas na resposta & quimioterapia
neoadjuvante, em pacientes que desenvolveram a doenca até os 40 anos de idade. Nesta etapa
atual, a adicdo de taxane foi proposta com base em ensaios clinicos mais recentes que
adicionaram o uso de taxane ao esquema quimioterdpico anteriormente aplicado. Neste novo
esquema terapéutico foi demonstrado o beneficio nas taxas de resposta patoldgica completa em
até 26% , quando comparadas com o0 esquema anterior que alcancava taxas de 13%, assim como
demonstrou também uma diminuicdo na presenca de linfonodos comprometidos pela neoplasia
em pecas cirrgicas, e um aumento nas taxas de cirurgias conservadoras. Embora esses ensaios
ndo tenham observado aumento no tempo livre de doenca e sobrevida global, os pacientes que
alcancaram resposta patoldgica completa ap6s o tratamento, tiveram impacto positivo na
sobrevida (BEAR et al., 2006; RASTOGI et al., 2008). Apesar da discordancia existente no
papel da neoadjuvancia na influéncia da sobrevida global, a grande maioria deles, por outro
lado, pactuam que esta forma de terapia aumenta o nimero de cirurgias conservadoras, como a
quadrantectomia. E consenso também que a neoadjuvancia pode avaliar marcadores de predico
de resposta, e mecanismos de resisténcia do tumor, com maior rapidez do que na terapia
adjuvante (SMITH et al., 2002, RASTOGI et al, 2008, GAMPENRIEDER,;
RINNERTHALER; GREIL, 2013; PARK et al., 2015,). Os estudos mais recentes mostram que
a resposta patoldgica completa do tumor é forte ferramenta para a determinacéo da sobrevida
global. (YANG, 2016).

As pacientes que estavam dentro da faixa etéria entre 51 a 62 anos, ao diagndstico da
doenca, apresentaram na sua totalidade, resposta clinica satisfatdria. Nesta faixa etaria, a
maioria dos tumores mamarios tém expressao proteica positiva para receptores hormonais
(estrogénio e/ou progesterona), assim como uma alta procentagem de tumores com subtipo
molecular luminal A, conferindo tumores com caracteristicas biologicas mais indolentes,
conduzindo a uma menor agressividade tumoral e, possivel melhor resposta terapéutica (TEW
et al., 2014). No entanto, alguns ensaios clinicos demonstraram que tumores mamarios
receptores hormonais positivos teriam uma menor resposta patolégica completa (RPC), com

terapia neoadjuvante, quando comparados com os tumores HER-2 positivos e triplo negativos.
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Esta resposta mais pobre, pode ser explicada nestes casos, pois nestes subtipos moleculares que
expressam receptores hormonais, a terapia alvo é reservada para a adjuvancia, com a
administracdo de hormonioterapia, e adicionalmente a administracdo de mais dois ciclos de
quimioterapia poderia influenciar no aumento nas taxas de RPC, com esquema contendo
antraciclicos (HUOBER et al., 2010; VON MINCKWITZ; FONTANELLA, 2013). Em um
estudo que comparou as caracteristicas patoldgicas de ndo resposta a quimioterapia
neoadjuvante, 0s tumores que expressavam receptores de estrogénio e progesterona
apresentaram maior taxas de ndo resposta do que resposta a esta terapia (BALMATIVOLA et
al., 2014).

O historico hormonal e reprodutor das participantes do estudo (idade da menarca, o
status da menopausa, a idade do primeiro filho) ndo influenciou na resposta a quimioterapia
neoadjuvante. Esses fatores tém correlacdo com o risco para o desenvolvimento da doenca,
porém isoladamente, ndo interferem na resposta ao tratamento sistémico (HULKA,
MOORMAN, 2008; CGHFBC, 2012).

Ao momento do diagndstico das pacientes envolvidas no estudo, 75% delas,
apresentavam seu indice de massa corporea maior ou igual a 25, o que é considerado acima da
faixa de normalidade segundo a Organizacdo Mundial da Sadde. A influéncia da obesidade ja
é bem estabelecidade na literatura, como sendo um fator de risco para o desenvolvimento do
cancer de mama (MICHELS et al., 2007; AMARAL, 2010; RAMOS-NINO, 2013;
KAMINSKA et al., 2015).

A amplificacdo do gene HER-2 foi observada em um pouco menos que 10% nas
amostras tumorais, quando avaliadas pela técnica de imunohistoquimica, uma porcentagem um
pouco menor do que relata a literatura, que gira ao redor de 15% a 20% (SLAMON et al., 1987;
BRAVATA et al., 2013; PANIS et al. 2015). Quando esta analise da amplificacdo génica é
feita pela técnica de FISH, achamos um total de 23 pacientes com tumores enriquecidos por
HER-2, representando 44,23% dos casos estudados. Este valor é bastante expressivo, sendo
bem acima ao encontrado em estudo brasileiro sobre as incidéncias dos subtipos moleculares
nas diversas regides brasileiras. Na regido Norte, embora seja a que mais expressa HER-2, a
incidéncia de tumores enriquecidos por este gene é de 24% (CARVALHO et al., 2014).
Acreditamos que este resultado discordante da literatura se deva a caracteristica da amostra
estudada, com tumores com alta agressividade e estadiamento clinico elevado.

Na primeira etapa do trabalho, a concordancia entre as técnicas aplicadas na
investigacdo de HER-2, foi excelente, entretanto, nesta segunda etapa, foi considerada pobre,

com apenas 55,7% de concordancia, (indice de xappa : 0,258). Este fato pode ter ocorrido
100



talvez, pela aplicacdo de métodos diferentes para a recuperacdo antigénica e de amplificagéo,
como também pela utilizacdo de clones diferentes de anticorpos primarios, e pela possivel
variabilidade interobservador. Uma outra hipdtese para esta divergéncia entre técnicas, pode
ser justificada com base em alguns estudos que ja relatam a superioridade da técnica de FISH,
na analise de HER-2, quando comparada com a técnica de IHQ. Uma pesquisa publicada
recentemente, que analisou a expresséo do gene HER-2 em amostras tumorais de pacientes com
carcinoma mamario, por diferentes técnicas moleculares (IHQ, FISH e PCR), observou que um
numero de pacientes classificadas como negativas para a expressdo de HER-2, pelas técnicas
de IHQ e FISH, tinham em suas dosagens séricas, altos niveis proteicos de calpain-10, que é
uma proteina encontrada em tumores mamarios e, esta associada a tumores de pior progndstico.
O estudo sugeriu que a super-expressao de calpain-10, em tumores com fen6tipo negativo para
HER-2, ocorreria devido a perda do dominio extracelular deste gene no cancer de mama, que é
0 dominio que confere o fenotipo do tumor, porém a célula tumoral permaneceria com o
dominio intracelular, que é dominio responsavel pela ativacdo de proteinas tirosino quinases
(PANIS et al., 2015). Na atualidade, ja existem terapias especificas para estas proteinas, como
também para a amplificacdo de HER-2, as chamadas terapias alvos, que ja se mostram bastante
efetivas na reducao tumoral. A perda do dominio extracelular, pode acarretar em nao deteccdo
de tumores que apresentam um comportamento mais agressivo, comprometendo a indicacéo de
terapia mais adequada para 0s pacientes em questdo, assim como no tempo livre de doenca e
sobrevida global. (SHARMA et al, 2010; UENO; ZHANG, 2011; BASELGA et al. 2012).

Foi observado ainda nesta segunda fase do estudo, que tumores com amplificacdo do
gene HER-2 tem uma associacdo estatisticamente significativa (p = 0.002) com a expressao
proteica positiva para MYC, o que nos faz acreditar que a adicdo do taxane nédo altera a biologia
tumoral quando acrescentada ao regime contendo antraciclico e ciclofosfamida, em
neoadjuvancia. Foi feito modelo estatistico comparando a amplificacdo dos genes MYC e HER-
2 associados com a resposta clinica a quimioterapia neoadjuvante, e nao encontrada
significancia estatistica nestas associa¢fes. Pacientes com cancer de mama que tem co-
amplificacdo desses genes tem substancialmente piores desfechos do que os pacientes que
apresentam uma amplificacdo Unica em um dos genes. Este fato foi observado em um estudo
randomizado, e a hipotese para este resultado € que a amplificagdo de MYC pode conferir
resisténcia a terapia com trastuzumab em pacientes com fendtipo HER-2 positivo (KIM et al.,
2005; PEREZ et al., 2011). Porém este estudo contradiz um ensaio clinico, batizado de B31 e
realizado pelo NSABP, onde neste a co-amplificacdo dos genes MYC e HER-2 mostrou

beneficio maior ao uso de trastuzumab quando usada em adjuvancia (PEREZ et al., 2011) .
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Em referéncia ao gene MYC, o seu papel como vias de sinalizagdo comandado pela
ativacdo de HER-2, € controversa. No cancer de mama, as alterac6es do gene MY C parece afetar
as respostas a terapias especificas e a co-existéncia de HER-2 com a amplificacdo de MYC, foi
correlacionada a um pior prognostico. Em nosso estudo foi observada uma maior frequéncia
absoluta nos tumores com amplificacdo génica de HER-2 e que ndo foram responsivos a
quimioterapia. (CHEN; OLOPADE, 2008; PEREZ et al., 2011).

Apesar da excelente concordancia encontrada entre a IHQ e o FISH na pesquisa de
MYC, na primeira fase do estudo, ainda tivemos casos, principalmente nesta segunda fase do
estudo, em que a presenca do gene so foi evidénciada pela técnica de FISH, por isso, alguns
trabalhos sugerem que o FISH é o exame padréo ouro na analise deste gene (SINGHI et al.,
2012).

Né&o foi observado associacdo significativa entre a amplificacdo de MYC e os subtipos
moleculares, como também no grau histolégico tumoral. Encontramos apenas uma maior
frequéncia nos subtipos moleculares: luminal e HER-2 positivo. Este resultado n&o condiz com
os achados de Chen e Olopade (2008) em estudo prévio. Na casuistica daquele grupo, a
amplificacdo de MYC foi mais associada aos subtipos moleculares triplo negativo, e em menor
namero nos luminais e HER-2 positivo. O que nos faz pensar que a pouca consisténcia entre a
correlacdo de MYC com os subtipos moleculares e achados histopatoldgicos se deve a grande
heterogeneidade do cancer de mama e a diversidade nos métodos empregados nas pesquisas.

Apesar da baixa frequéncia de mutacdo da KRAS nas amostras do estudo (15,38%), o
encontrado foi discretamente superior ao encontrado por Boquett e Ferreira, 2010. Porém esta
mutacéo foi encontrada em até 49% das amostras de cancer de mama, em outro estudo. Porém
neste, as mutagdes foram pesquisadas nos codons 12, 13 e 61, o que nos faz acreditar que 0s
tumores de nosso estudo poderiam ter um maior nimero de mutacGes se mais codons fossem
pesquisados (LEUNG et al. 2012). Encontramos uma associacao estatisticamente significativa
entre o estadiamento clinico e a presenca da mutacdo em KRAS (p= 0.05). Apesar de todas as
pacientes do estudo, no momento do diagnostico, estarem classificadas com estadiamento
clinico 1ll, algumas delas apresentavam maior volume tumoral, e também um maior
comprometimento axilar, dai serem subclassificadas em I1IA, 11IB e 1HIC. A maior frequéncia
de mutacgdes ocorreu nas paciente com EC IIC. Nas estadiadas como EC IlIA, ndo houve
mutacdo no codon 12 de KRAS em nunhuma amostra tumoral. Este achado se deve
provavelmente, a maior agressividade dos tumores na presenca da mutacdo deste oncogene
(BOQUETT; FERREIRA, 2010). O KRAS também teve um associacdo fortemente positiva a

expressao proteica de MYC, com p =0.005. Estudos mostram que o gene KRAS quando presente,
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leva a um pior progndstico com resisténcia a quimioterapia e um curso clinico desfavoravel da
doenga no cancer de mama. Esse gene pode possivelmente, ser uma ferramenta com
significancia prognostica e preditiva a resposta quimioterapica, quando presente a mutacdo no
tumor, e também quando associado a outros genes mutados, como o0 MYC (PEREIRA et al.,
2013; PARK et al., 2015).

A quimioterapia neoadjuvante é a terapia padrdo ouro para o tratamento de cancer de
mama localmente avancado, como também vem sendo adotada em tumores menos volumosos,
no objetivo de diminuicdo tumoral e aumento das taxas de cirurgias conservadoras. E mais
recentemente, prescrita para obter avaliacdo confiavel da sensibilidade ou resisténcia para
aquele tratamento empregado, possibilitando a prescri¢ao de tratamentos alternativos nos casos
de ndo resposta clinica (MAKRIS et al., 1997; BERRUTI et al., 2014).

A resposta patologica completa (RPC) tem demonstrado ser um forte fator preditor de
desfecho clinico e sobrevida, sendo considerada como a melhor avaliacdo para o desfecho
clinico, com significativa melhora no tempo livre de doenca, e na sobrevida global quando
comparada com pacientes que apresentam tumor residual apds a quimioterapia neoadjuvante
(GAMPENRIEDER; RINNERTHALER; GREIL., 2013; TESHOME; HUNT, 2014; VIALE,
2013; BERRUTI et al., 2014).

O Food and Drug Admnistration (FDA) recomenda que a RPC seja usada como o
“endpoint” para a aceleragdo na aprovagdo de novos agentes quimioterapicos que possam ser
aplicados na terapia neoadjuvante. Embora a sobrevida livre de doenca seja o achado de maior
relevancia para a plena aprovacao destas novas terapias. Por isso, a padroniza¢do no conceito
de RPC nos ensaios clinicos € de suma importancia para a aplicacdo destes estudos, que
acarretara em beneficios para os pacientes (BOSSUYT et al. 2015).

A RPC ¢ considerada como a auséncia de tumor residual invasivo em mama e nos
linfonodos axilares (ypTO/isypNO ou ypTOypNO). Apesar de existirem discrepancias na
literatura , pois alguns trabalhos consideram a RPC como a auséncia de tumor na mama ou nos
linfonodos axilares, ndo havendo a necessidade desta regressao tumoral ocorrer em ambos. O
importante é sabermos que apenas o componente residual invasivo, e ndo a presenca de
carcinoma in situ, influéncia na resposta patolégica completa (KUERER et al., 1999;
MAZOUNI et al., 2007).

A maioria dos ensaios clinicos focam nas taxas de RPC, negligenciando as respostas
parciais e 0s tumores ndo responsivos. Entretanto, o cancer de mama devido sua
heterogeneidade bioldgica, apresenta varias possibilidades de resposta clinica frente as terapias

aplicadas na neoadjuvancia, e a identificagdo de marcadores que sinalizam as respostas parciais
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ou até mesmo a nao resposta a neoadjuvancia, podem ser usados no auxilio dos tratamentos
sistémicos aplicados (BALMATIVOLA et al, 2014).

Na segunda fase do estudo, 42 pacientes apresentaram resposta clinica parcial, porém
apenas cinco destas apresentaram resposta patoldgica completa, (dois casos de fendtipo
molecular triplo negativo, um era HER-2 positivo, e dois classificados como triplo positivo,
com expressdo para receptores hormonais e HER-2). A avaliagdo da resposta patologica tem
maior acuracia na determinacdo da resposta ao tratamento, por isso nosso foco foi em avaliar
tanto a resposta patoldgica parcial, como a resposta patologica completa, sendo considaradas
como “endpoints® para analise desses dados.

Os achados de RPC encontrados condizem com os da literatura, onde as melhores
respostas clinicas e patoldgicas sdo observadas em tumores triplo negativos e com HER-2
enrriquecido. Embora nos tumores HER-2 enrriquecidos as respostas clinicas e patoldgicas
sejam superiores quando se associa a terapia alvo (transtuzumab, pertuzumab) a neoadjuvancia,
as pacientes do nosso estudo, apresentaram resposta clinica satisfatéria. Em nossas amostras a
amplificacdo de HER-2 ndo foi um fator preditor de resposta patoldgica. No trabalho a terapia
alvo (tratuzumab) foi administrada em adjuvancia (GIANNI et al.,, 2010; GIANNI;
PIENKOWSKI, 2012; TESHOME; HUNT, 2014; PARK et al, 2015).

A média de idade dessas pacientes foi de 38,6 anos (variando entre 31 e 48 anos), o grau
histoldgico foi classificado como G3 em 60% dos casos. A presenca de resposta clinica parcial
, resposta clinica completa, resposta patoldgica parcial ou resposta patolégica completa ndo
tiveram associacdo com o intervalo de tempo entre o diagnostico e o inicio do tratamento, em
entre o tempo entre os sintomas e o diagndstico da neoplasia (p> 0.05).

A imunorreatividade de MYC foi mais frequentemente observada nos tumores com
amplificacdo de MYC ou com alto ganho de MYC do que nos tumores sem ganho de MYC. E
tanto nos casos de expressdo de MYC e alto ganho de MYC foram associados com resposta
patoldgica parcial. A presenca de MYC/CEPS ratio > 2.2 ndo foi um fator de predigdo para a
resposta patoldgica parcial nesta analise de regressao logistica, entretanto, foi mais frequente
em tumores de pacientes com resposta patoldgica parcial que nas pacientes sem RPP. O
aumento da relacdo MYC/nucleo ou MYC/CEPS foi associada com a resposta clinica parcial.
Essas correlacGes nos faz acreditar que o MYC pode ter um papel na quimiossensibilidade para
0s esquemas AC e/ou docetaxel. Nosso grupo ja observou esta quimiossensibilidade para o
esquema AC, como descrito anteriormente.

Por trabalhos anteriores mostrarem associagdo entre a amplificacdo de MYC com altas

taxas de RPC no esquema FEC (5-fluoracil/epirrubicina/ciclofosfamida) em cancer de mama
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(YASOJIMA et al., 2011). E em linhagens celulares de cancer de mama, foi demonstrado in
vitro que os taxanes (paclitaxel e docetaxel) inibiam preferencialmente as células que
apresentavam amplificacdo de MYC (UITDEHAAG et al., 2015). Apos 0s nossos achados e 0s
relatos na literatura, sugerimos que a investigacdo da amplificacdo do gene MYC pode ser
incluida na pratica clinica, assim como ja se faz a pesquisa de receptores hormonais e HER-2.
(UITDEHAAG et al., 2015).

Os tumores com mutacdo de KRAS foram menos responsivos ao esquema de
quimioterapia adotada do que os tumores sem a presenca da mutacdo, porém nao foi
considerada uma variavel independente para predicao de resposta.

Nossos resultados tiveram como destaque, a amplificagdo de MYC como um fator
preditor de resposta patologica tanto para o regime AC como o para 0 AC + T nas pacientes
com cancer de mama localmente avancados. Entretanto, pacientes com aumento do nimero de
copias de MYC mostraram uma maior frequencia nas RPC neste tratamento neoadjuvante. A
analise da amplificacdo de MYC pela técnica de FISH pode auxiliar na identificacdo de
pacientes que teriam uma melhor resposta a terapia neoadjuvante preconizada para esta
neoplasia.

A mutacdo do cddon 12 nos tumores estudados destacou-se por conferir maiores taxas
de ndo resposta do tumor aos regimes quimioterapicos empregados, sugerindo que nesses
pacientes, uma nova opcao terapéutica deveria ser aplicada.

105



6 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo, foram observadas associagdes entre esses biomarcadores.

—A expressdo proteica dos receptores hormonais, a amplificacdo do gene HER-2 e 0
ganho de MYC influenciaram a resposta clinica ao regime de quiomioterapia com
adriamicina e ciclofosfamida;

—A expressdo e a amplificacdo de MYC sdo mais frequentes em tumores de
acometimento em pacientes com idade até 40 anos do que em tumores de aparecimento
em idades com mais de 40 anos;

—A amplificacdo do MYC e a mutacdo do cddon 12 de KRAS se deu de forma distinta
quando comparadas as pacientes responsivas versus ndo responsivas ao tratamento
com Iregime contendo adriamicina + ciclofosfamida associado ao taxane;

—A andlise da amplificacdo de MYC pode auxiliar no planejamento terapéutico visando
melhor resposta ao regime adriamicina + ciclofosfamida associado ao taxane;

—Somente as caracteristicas moleculares do tumor foram associadas a resposta ao
regime quimioterapico com adriamicina + ciclofosfamida associado ao taxane;

—As principais mutacdes genéticas em pacientes com até 40 anos foram encontradas nos
genes BRCAL e BARD1,

—A presenca de mutacBes patogénicas ndo interferiu na resisténcia ao regime
adriamicina + ciclofosfamida associado ao taxane.

—A anélise da amplificacdo de MY C pode auxiliar no planejamento terapéutico visando
melhor resposta ao regime contendo adriamicina + ciclofosfamida associado ao
taxane;

—A amplificacdo de MYC ¢é um fator de predicdo de resposta patologica no regime AC

+ T em pacientes com cancer de mama.
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Apéndice A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

PROJETO: Biomarcadores de resposta a quimioterapia no cancer de mama localmente
avancado.

Nome do VOIUNEArio: —-------=-=mmmmmmmm oo e

Vocé estd sendo convidada a participar de um estudo que tem por objetivo avaliar a
expressdo dos genes c-MYC, HER-2 e kras como fatores de resposta a quimioterapia
neoadjuvante em cancer de mama e que envolve a coleta de material para a realizagdo de
uma bidpsia (analise de pequenas amostras de tecido para o diagnostico do tipo do tumor)
e a realizacdo de um exame para avaliacao do tamanho do tumor (Ressonancia Magnética).

O Cancer de mama € o tipo de tumor mais frequente em mulheres no Brasil e 0 segundo no
Estado do Pard. Infelizmente muitos destes tumores sdo descobertos em estagio avangado,
precisando de tratamento com quimioterapia antes da realizacdo de cirurgia, chamado de
quimioterapia neoadjuvante. Esta quimioterapia visa diminuir o tumor para melhorar as
condicdes da cirurgia, porém nem todos 0s pacientes apresentam a mesma reducdo do tumor.
Conhecer algumas caracteristicas deste tumor, como 0s genes que pretendemos estudar, é
importante para compreende melhor a doenga, o tratamento e as respostas a quimioterapia
ajudando assim na identificacdo dos pacientes que se beneficiardo ou ndo das medicacGes
fornecidas.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus
beneficios, riscos e implicacdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo tem como objetivo avaliar as expressdes proteicas dos genes C-MYC, HER-
2 e KRAS como fatores de predicdo de resposta a quimioterapia neoadjuvante em cancer
de mama localmente avancado, nas pacientes tratadas no Hospital Ophir Loyola.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo sera coletada uma amostra do tumor
para a realizacédo da bidpsia (exame que diagnostica o tipo de tumor). A coleta de material
para a biopsia sera feita por uma médico (a) pesquisador (a) participante desse estudo.
Também vocé ira realizar um exame de imagem (Ressonancia Magnética) das mamas. Essas
amostras de tumor serdo levadas ao laboratério onde serd realizado em estudo
imunohistoquimico, FISH e RFLP-PCR para avaliar os genes (C-MYC, HER-2 e KRAS) nas
células do tumor. Essas técnicas vao detectar as proteinas dos genes que queremos estudar e
correlacionar com a resposta do tumor a quimioterapia que voceé ird receber como parte de seu
tratamento. Esta quimioterapia serd a que é feita de rotina no Hospital Ophir Loyola para o
tratamento de cancer de mama. O material isolado das amostras de tumor serd armazenado no
Servico de Anatomia-patologica deste hospital, apés a utilizacgdo do mesmo para 0s
procedimentos relacionados a este projeto. Se vocé concordar em participar deste projeto de
pesquisa 0s pesquisadores participantes também consultardo seus registros médicos para obter
dados que podem ser importantes para compreender o cancer de mama.
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METODOS ALTERNATIVOS

Sua participacdo nesse estudo é totalmente voluntaria. Vocé ndo é obrigada a
participar do estudo. Se vocé ndo concordar em realizar a Ressonancia mamaria e
permitir a biopsia de seu tumor, vocé nao participara desse estudo.

RISCOS

O seu tratamento serd exatamente 0 mesmo caso Vocé participe ou ndo deste estudo. E é
importante que vocé saiba dos riscos implicados na coleta de uma amostra do tumor e na
realizacdo da Ressonancia mamaria. A bidpsia do tumor e a quimioterapia sdo procedimentos
que fazem parte do tratamento usual do cancer de mama, porém a ressonancia ndo faz parte da
rotina. A coleta da bidpsia de seu tumor pode causar sangramento no local. Caso isso acontega,
esse sangramento serd controlado pela médico (a) que realizara a coleta. A Ressonancia
mamaria é um exame ndo invasivo que visa o0 estudo do tamanho do tumor e dos ganglios, vocé
precisard tomar um contraste, porém este exame sera realizado em ambiente hospitalar
diminuindo os riscos de alguma complicagdo que possa ocorrer.

BENEFICIOS

Vocé nao tera beneficios com os resultados dessa pesquisa. Entretanto, os resultados
gerados por ela poderdo ajudar a compreender melhor o cancer de mama e auxiliar no
tratamento do mesmo, no futuro, para outras mulheres.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

E importante que vocé saiba que o seu tratamento serd 0 mesmo, caso aceite ou nao
participar desse projeto. E que vocé tem direito de saber qualquer informacio gerada
nessa pesquisa relacionada a sua doenca. Essa pesquisa é coordenada pela Dra. Cynthia
Lins, qualquer duvida que tenha respeito pode ser sanada entrando em contato pelo
telefone (91) 98129-8434.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de salde que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola e equipe de
pesquisadores envolvidos nesse estudo. Seu nome ndo sera revelado ainda que
informacdes de seu registro médico sejam utilizadas para propdsitos educativos ou de
publicacéo, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa e que
necessite de atendimento médico, ficara a cargo da Instituicdo (Hospital Ophir Loyola). Seu
tratamento e acompanhamento médico independem de sua participacdo neste estudo.

CUSTOS

Né&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participacdo nesse
estudo.
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BASES DA PARTICIPACAO

E importante que voceé saiba que a sua participacio neste estudo é completamente voluntaria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer momento,
sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida
interromper sua participacdo no estudo, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a
coleta e 0 uso das amostras para os fins relativos ao estudo sera imediatamente interrompida.

O médico responsavel por sua internacdo pode interromper sua participacdo no estudo a
qualquer momento, mesmo sem a sua autorizacdo. Caso issoO aconteca 0 motivo serd
comunicado a voce.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Cynthia Lins no telefone (91) 98129-8434. Se
voceé tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode
contar com um contato imparcial, o0 Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola,
situado a Avenida Governador Magalhdes Barata, n° 992 Belém - PA, CEP: 66063-240
Telefone: (91) 3342-1100, ou também pelo e-mail: cmblins@gmail.com.

Li as informac@es acima e entendi o proposito deste estudo assim como os beneficios e riscos
potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo.

Entendo que poderei ser submetido a uma bidpsia e a um exame de Ressonancia das mamas
adicionais ao necessario para 0 meu tratamento e que néo receberei compensacdo monetaria por
minha participacdo neste estudo.

Autorizo o uso do material coletado para outros projetos com a finalidade de Pesquisa:

O SIM CONAO
Eu recebi uma cépia assinada deste formulario de consentimento
/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano

(Nome do Paciente — letra de forma)

/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a paciente.
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Apéndice B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para coleta de sangue para
Pesquisa de painel genético de genes de risco para cancer de mama

PROJETO: Pesquisa de painel genético de genes de risco para cancer de mama

Nome do voluntario: --------=-=-=-=-mmmmmmmemmm oo et

Vocé estd sendo convidada a participar de um estudo que tem por objetivo a pesquisa de
um painel genético contendo genes de risco para o desenvolvimento de cancer de mama.
Este painel contém a pesquisa de 17 genes, que sdao: ATM, BARD1, BRCA1, BRCA2,
BRIP1, CDH1, CHEK2, MRE11A, MUTYH, NBN, PALB2, PTEN, RAD50, STK11, TP53 e
TWIST. e que envolve a coleta de sangue para a realizacdo do sequenciamento genético
destes genes.

O Céncer de mama é o tipo de tumor mais frequente em mulheres no Brasil e 0 segundo no
Estado do Para. Infelizmente muitos destes tumores sdo descobertos em estagio avancgado,
precisando de tratamento com quimioterapia antes da realizacdo de cirurgia, chamado de
qguimioterapia neoadjuvante. Esta quimioterapia visa diminuir o tumor para melhorar as
condicGes da cirurgia, porém nem todos 0s pacientes apresentam a mesma reducdo do tumor.
Conhecer algumas caracteristicas deste tumor, como 0s genes que pretendemos estudar, é
importante para compreende melhor a doenca, o tratamento e as respostas a quimioterapia
ajudando assim na identificacdo dos pacientes que se beneficiardo ou ndo das medicacGes
fornecidas.

Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste estudo, precisa conhecer seus
beneficios, riscos e implicacdes.

OBJETIVO DO ESTUDO

Este estudo tem como objetivo a pesquisa de um painel genético contendo genes de risco
para o desenvolvimento de cancer de mama nas pacientes com diagndéstico de cancer de mama
até os 40 anos de idade, que sdo consideradas jovens, tratadas no Hospital Ophir Loyola,
na cidade de Belém, Estado do Para.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Se vocé concordar em participar deste estudo sera coletado 2 tubos de sangue EDTA,
para extracdo de DNA e realizacao de sequenciamento genético contendo o0s genes a serem
pesquisados. A coleta de sangue para o sequenciamento genético sera realizado por um(a)
técnico(a) de laboratorio e encaminhado para pesquisador (a) participante desse estudo.
Essas amostras de sangue serdo levadas ao laborat6rio onde seré realizado a extracdo de DNA,
a realizacdo de uma biblioteca genética e o sequenciamento direto automatico. Essas técnicas
tem a finalidade de deteccdo de genes com relevancia patogénica em pacientes que
desenvolveram o cancer de mama em iadade jovem, até os 40 anos de idade. O material
icoletado seréa processado no laboratério do Centro de Transplante de Medula Ossea (CEMO)
do Instituto Nacional do Céancer José Alencar Gomes da Silva. Se vocé concordar em participar
deste estudo genético os pesquisadores participantes também consultardo seus registros
médicos para obter dados que podem ser importantes para compreender o cancer de mama.
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METODOS ALTERNATIVOS

Sua participacdo nesse estudo é totalmente voluntaria. Vocé ndo é obrigada a
participar do estudo. Se vocé ndo concordar em realizar a coleta de sangue, vocé nao
participara desse estudo.

RISCOS

O seu tratamento serd exatamente 0 mesmo caso Vocé participe ou ndo deste estudo. E é
importante que vocé saiba dos riscos implicados na coleta de sangue. A coleta de sangue é
realizada em varios momentos de seu tratamento, como por exemplo: antes de cada ciclo de
quimioterapia. A coleta de sangue pode causar uma equimose no local da puncao, como também
um pequeno processo inflamatorio, chamado de flebite. Caso isso acontega, essas complicacoes
serdo controladas pela médico (a) que realizara a coleta.

BENEFICIOS

Vocé podera ap0s o0 sequenciamento genético ter conhecimento da mutacéo de um dos
genes pesquisados que sdo de risco para o desenvolvimento de cancer mamario, como
também de outros tumores. E 0 conhecimento dessas mutacgdes podera auxiliar no seu
aconselhamento genético como também de seus familiares.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

E importante que vocé saiba que o seu tratamento serd 0 mesmo, caso aceite ou n&o
participar desse projeto. E que vocé tem direito de saber qualquer informacdo gerada
nessa pesquisa relacionada a sua doenca. Essa pesquisa é coordenada pela Dra. Cynthia
Lins, qualquer duvida que tenha respeito pode ser sanada entrando em contato pelo
telefone (91) 98129-8434.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de salde que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola e equipe de
pesquisadores envolvidos nesse estudo. Seu nome ndo sera revelado ainda que
informacdes de seu registro médico sejam utilizadas para propdsitos educativos ou de
publicacéo, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Todo e qualquer dano decorrente do desenvolvimento deste projeto de pesquisa e que
necessite de atendimento médico, ficara a cargo da Instituicdo (Hospital Ophir Loyola), assim
como o0 seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua participacdo neste
estudo.

CUSTOS

N&o havera qualquer custo ou forma de pagamento para vocé pela sua participacdo nesse
estudo.
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BASES DA PARTICIPACAO

E importante que voceé saiba que a sua participacio neste estudo é completamente voluntaria
e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua participacdo a qualquer momento,
sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé tem direito. Caso vocé decida
interromper sua participacdo no estudo, a equipe de pesquisadores deve ser comunicada e a
coleta e o0 uso das amostras para os fins relativos ao estudo sera imediatamente interrompida.

O médico responsavel por sua internacdo pode interromper sua participacdo no estudo a
qualquer momento, mesmo sem a sua autorizacdo. Caso issoO aconteca 0 motivo serd
comunicado a Vocé.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazerem perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Cynthia Lins no telefone (91) 98129-8434. Se
voceé tiver perguntas com relacdo a seus direitos como participante do estudo, também pode
contar com um contato imparcial, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola,
situado a Avenida Governador Magalhdes Barata, n° 992 Belém - PA, CEP: 66063-240
Telefone: (91) 3342-1100, ou também pelo e-mail: cmblins@gmail.com.

Li as informac@es acima e entendi o propdsito deste estudo assim como os beneficios e riscos
potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas foram
respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar neste
estudo.

Entendo que poderei ser submetido a uma bidpsia e a um exame de Ressonancia das mamas
adicionais ao necessario para 0 meu tratamento e que néo receberei compensacdo monetaria por
minha participacdo neste estudo.

Autorizo o uso do material coletado para outros projetos com a finalidade de Pesquisa:

O SIM CONAO
Eu recebi uma cépia assinada deste formulario de consentimento
/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano

(Nome do Paciente — letra de forma)

/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste estudo a paciente.
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MYC amplification predictive of complete pathological response to docetaxel-based
neoadjuvant chemotherapy for breast cancer
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Title: MYC Amplification as a Predictive Factor of Complete Pathological
Response to Docetaxel-based Neoadjuvant Chemotherapy for Breast Cancer

Article Type: Original Study

Keywords: breast cancer; neoadjuvant chemotherapy; taxane; docetaxel;
pathological response; MYC.
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Abstract: Background: Neoadjuvant chemotherapy is a standard treatment
for Stages II and III breast cancer. The identification of biomarkers
that may help in the prediction of response to neocadjuvant therapies is
necessary for a more precise definition of the best drug or drug
combination and induce a better response. Material and methods: We
assessed the role of Ki67 and hormone receptors expression, HER2 and MYC
genes and their protein status, and KRAS codon 12 mutations as predictor
factors of pathological response to anthracycline-cyclophosphamide (AC)
followed by taxane docetaxel (T) neocadjuvant chemotherapy (AC+T regimen)
in 51 invasive ductal breast cancer patients. Results: After neocadjuvant
chemotherapy, 82.4% patients showed pathological partial response, with
only 9.8% showing pathological complete response. In multivariate
analysis, MYC immunoreactivity and high MYC gain defined as MYC/nucleus
2 5 were significant predictor factors for pathological partial response.
Using the ROC curve analysis, the ratio of 2.5 MYC/CEP8 (sensitivity of
80% and specificity of 89.1%) or 7 MYC/nuclei copies (sensitivity of 80%
and specificity of 73.9%) as the best cutoff in predicting a pathological
complete response was i1dentified. Thus, MYC may have a role in
chemosensitivity to anthracycline-cyclophosphamide and/or docetaxel
drugs. Additionally, MYC amplification may be a predictor factor of
pathological response to AC+T regimen in breast cancer patients. Moreover,
patients with increased number of MYC copies showed more frequently
pathological complete response to this neoadjuvant treatment. Conclusion:
The analysis of MYC amplification may help in the identification of
patients that may have better response to AC+T treatment.
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Title: MYC Amplification as a Predictive Factor of Complete Pathological Response to
Docetaxel-based Neoadjuvant Chemotherapy for Breast Cancer

Authors: Cynthia Brito Lins Pereira, Mariana Ferreira Leal, Eliana Saul Furquim Werneck
Abdelhay, Sdmia Demachki, Paulo Pimentel Assumpg¢éo, Mirian Carvalho de Souza, Caroline
Aquino Moreira-Nunes, Adriana Tanaka, Marilia Cardoso Smith, Rommel Rodriguez Burbano

Dear editor,

On behalf of my co-authors, I submit the manuscript entitle “MYC Amplification as a Predictive
Factor of Complete Pathological Response to Docetaxel-based Neoadjuvant Chemotherapy for
Breast Cancer” for consideration by the Clinical Breast Cancer. The content of the manuscript
is original and it has not been published or accepted for publication, either in whole or in part,
in any form. No part of the manuscript is currently under consideration for publication
elsewhere.

All authors have contributed significantly, and that all authors are in agreement with the content
of the manuscript. All authors have approved the final manuscript. All authors declare that they
have no conflicts of interest.

In the present study, we evaluated hormone receptor expression, Ki67, HER2 and MYC genes
and their protein status, and KRAS codon 12 mutations in 51 breast tumors from women who
underwent neoadjuvant chemotherapy with anthracycline-cyclophosphamide followed by
taxane docetaxel (AC+T regimen). Several analyses have been performed to identify the risk
factors for breast cancer progression and the patients who respond best to a specific treatment.
To our knowledge, this is the first study to evaluate the prognosis significance of MYC and
KRAS alterations concomitantly with hormone receptors and HER2 status, in breast cancer
patients treated with this chemotherapy regimen. After neoadjuvant chemotherapy, 82.4%
patients showed pathological partial response, with only 9.8% showing pathological complete
response.

We performed univariate and multivariate statistical analyses. In multivariate analysis, it was
observed that MYC immunoreactivity and high MYC gain defined as MYC/nucleus > 5 were
significant predictor factors for pathological partial response. Using the ROC curve analysis,
the ratio of 2.5 MYC/CEPS8 (sensitivity of 80% and specificity of 89.1%) or 7 MYC/nuclei copies
(sensitivity of 80% and specificity of 73.9%) as the best cutoff in predicting a pathological
complete response was identified. Thus, MYC may have a role in chemosensitivity to
anthracycline-cyclophosphamide and/or docetaxel drugs. Additionally, MYC amplification
may be a predictor factor of pathological response to AC+T regimen in breast cancer patients.
Moreover, patients with increased number of MYC copies showed more frequently pathological
complete response to this neoadjuvant treatment. The analysis of MYC amplification may help
in the identification of patients that may have better response to AC+T treatment.

This study was approved by the appropriate ethics committee.
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Mariana Ferreira Leal, Ph.D.
Federal University of Sdo Paulo
Office phone number: +55-11- 55764260 / Office fax number: +55-11-55764260
E-mail address: mariana.morf@epm.br.
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Highlights

Microabstract
— The identification of biomarkers may help in the prediction of response to
neoadjuvant therapies.
— Ki67, hormone receptors, HER2, MYC and KRAS role as predictor factors of
response to anthracycline-cyclophosphamide followed by taxane neoadjuvant
chemotherapy was investigated in 51 breast cancer patients.

— MYC amplification analysis may help in the identification of patients that better
response to this treatment.
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Abstract

Background: Neoadjuvant chemotherapy is a standard treatment for Stages Il and 111 breast
cancer. The identification of biomarkers that may help in the prediction of response to
neoadjuvant therapies is necessary for a more precise definition of the best drug or drug
combination and induce a better response. Material and methods: We assessed the role of Ki67
and hormone receptors expression, HER2 and MYC genes and their protein status, and KRAS
codon 12 mutations as predictor factors of pathological response to
anthracyclinecyclophosphamide (AC) followed by taxane docetaxel (T) neoadjuvant
chemotherapy (AC+T regimen) in 51 invasive ductal breast cancer patients. Results: After
neoadjuvant chemotherapy, 82.4% patients showed pathological partial response, with only
9.8% showing pathological complete response. In multivariate analysis, MYC
immunoreactivity and high MYC gain defined as MYC/nucleus > 5 were significant predictor
factors for pathological partial response. Using the ROC curve analysis, the ratio of 2.5
MYC/CEP8 (sensitivity of 80% and specificity of 89.1%) or 7 MYC/nuclei copies (sensitivity
of 80% and specificity of 73.9%) as the best cutoff in predicting a pathological complete
response was identified. Thus, MYC may have a role in chemosensitivity to
anthracyclinecyclophosphamide and/or docetaxel drugs. Additionally, MYC amplification may
be a predictor factor of pathological response to AC+T regimen in breast cancer patients.
Moreover, patients with increased number of MYC copies showed more frequently pathological
complete response to this neoadjuvant treatment. Conclusion: The analysis of MYC
amplification may help in the identification of patients that may have better response to AC+T
treatment.
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Background

Breast cancer is one of the major causes of death by cancer in women. Neoadjuvant
chemotherapy is one of the standard treatments for Stage Il and Il breast cancer, however
prognosis is reportedly better in patients who have achieved a pathological complete response
(pCR) compared with those who have not.1 Several neoadjuvant chemotherapy protocols have
been used, but the identification of patients who would better respond to a specific neoadjuvant
regimen remains arbitrary. The development of strategies for accurate prediction of patient
response to commonly used chemotherapeutic drugs are still necessary and may limit the use
of ineffective treatments in many patients.2

Biomarkers that predict response to therapy may eliminate unnecessary treatments or could help
adapt treatment regimens to induce a better response.s It is still important to determine the best
predictive biomarker for each neoadjuvant drug or drug combinations. We previously evaluated
the association between hormone receptor expression, HER2 and MYC genes and their protein
status, and KRAS codon 12 mutations in breast cancer with clinicopathological features and
chemotherapy response in breast cancer patients from Northern Brazil.4 We demonstrated that
MYC amplification defined as MYC/nucleus ratio of >2.5 was a protective factor for
anthracycline-cyclophosphamide (AC) neoadjuvant chemotherapy resistance in these patients.4
However, only about 15-20% of patients treated with standard neoadjuvant chemotherapy
(such as AC treatment) show pCR.s This proportion can increase to 26% in a regimen with AC
treatment followed by a taxane,s such as docetaxel and paclitaxel. The taxanes have substantial
activity against breast cancer, even after failed treatment with anthracyclines.z However, the
treatment with this regimen presents several adverse effects, including nausea, vomiting, low
white blood cell counts, cardiotoxicity, fever, diarrhea, and peripheral neuropathy.ss
Nowadays, there are no clinically useful predictive markers to identify patients who are likely
to respond to taxanes.1o

Therefore, in the present study, we aimed to assess the role of Ki67 and hormone receptors
expression, HER2 and MYC genes and their protein status, and KRAS codon 12 mutations as
predictor factors of pathological response to AC followed by taxane neoadjuvant chemotherapy
(AC+T regimen) in breast cancer patients.

Material and Methods

Patients and tumor samples

Between 2012 and 2015, 51 female patients were selected from a cohort of patients with locally
advanced invasive ductal carcinoma who underwent therapeutic surgery for a first incidence of
breast cancer. All tumors were at stage 111 according to TNM staging.11

Cardiac problems, pregnancy, lactation or any other contraindication for neoadjuvant
chemotherapy were the exclusion criteria. Patients with incomplete neoadjuvant
chemotherapeutic cycle (2 patients) were also not included. Signed informed consent was
obtained from all patients prior to samples collection with the approval of the ethics committee
of the Ophir Loyola Hospital (Protocol #184.445). All patients were from Northern Brazil,
where human population is composed of interethnic crosses between three main origin groups:
European (mainly represented by the Portuguese), Africans, and Amerindians.12 The mean age
of patients was 43.7 years (range of 25-62). Table 1 shows the clinicopathologic characteristics
of the 51 studied patients.

All patients were treated at Ophir Loyola Hospital (Para State, Brazil) and received Adriamycin
(doxorubicin; 60 mg/m2) plus Cytoxan (cyclophosphamide; 600 mg/mz2) by intravenous every
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21 days for four cycles and then taxane docetaxel (75 mg/mz) by intravenous every 21 days for
four cycles. No patient was treated with tratuzumab chemotherapy.

Tumors samples obtained by incisional biopsy before neoadjuvant were formalin-fixed
paraffin-embedded (FFPE). Sections of FFPE tissue were stained with hematoxylineosin for
histological evaluation or used for immunohistochemical, fluorescence in situ hybridization
(FISH) and polymerase chain reaction (PCR) analyses.

Clinical and pathological response evaluation

Before neoadjuvant chemotherapy treatment and surgery, patients were examined using a 1.5
tesla MRI scanner (GE Healthcare, Germany) and gadolinium-based contrast media (10 mL).
No clinical evidence of tumor in the breast and axillary lymph nodes was defined as a clinical
complete response (cCR). Reduction in total tumor size of 50% or greater was graded as a
clinical partial response (cPR). Tumors were defined as treatment resistant if no response (less
than 50% reduction or less than 25% increase) or progression (at least a 25% increase or
presence of new lesions) was observed.

Pathological response of breast cancers to neoadjuvant treatment was accessed in the 51
patients. Pathologic complete response (pCR) was defined as no residual invasive tumor in the
breast and the regional lymph nodes by the anatomopathological evaluation of the surgical
samples.13,14 A pathologic partial response (pPR) was defined as a specimen with evidence of
residual tumor.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed with primary monoclonal antibodies against Ki67
(MIB-1, Dako, USA) ER (SAB4500810, Sigma, USA), PR (HPA004751, Sigma, USA), HER2
(Clone CBL11, Life Technologies, USA) or MYC (clone 289-19510, Life Technologies, USA)
as previously described by our group.4 Positive Ki67, ER, PR or MY C expression was defined
as clear nuclear immunostaining in more than 10% of tumor cells.1s-18 Since there is no standard
cutoff for Ki67 analysis, the percentage of Ki67 staining and the cut off 20%19,20 or 35% (Ki67
high)21,22 were also recorded in each case. HER2 protein staining was scored as 0 (negative),
1+ (weakly positive), 2+ (moderately positive) and 3+ (strongly positive).2s Double-blind
analysis was performed on all samples.

Dual-color FISH

HER2 and MYC amplification analyses by dual-color FISH assay were also performed as
previously described.s For the detection of HER2 amplification, the ratio of HER2 signals to
chromosome 17 (CEP17) signals was calculated according to the established guidelines.
Patients were stratified depending on their HER2 gene status as: amplified if HER2/CEP17 ratio
>2.2; not amplified if HER2/CEP17 <1.8; equivocal if 1.8<HER2/CEP17<2.2.23 MYC
amplification was defined as the ratio of MYC signals to chromosome 8 (CEP8) signals
>2.2.2425 Additionally, high MYC gain was defined as >5 MYC copies/nucleus.2s Cases with
>2.5 MYC copies/nucleus or MYC/CEPS ratio >1.3 were considered to present at least low MYC
gainzs or gene duplication,24,25 respectively.

Mutation analysis

KRAS mutation analysis was performed by PCR-RFLP2s and DNA sequencings as previously
perfirmed by our group. A wild-type sample of peripheral blood lymphocytes from normal
healthy individual and a colorectal cancer sample with codon 12 mutations were used as
negative and positive controls, respectively. The controls were included in all experiments.
All reactions were performed in duplicate.

Statistical analyses

Chi-squared (X2) test was used to investigate the possible associations between protein
expression, gene amplification or mutation. Univariate and multivariate logistic regression were
used to identify variables that may help to predict pPR and pCR. In addition, we performed an
ROC curve to evaluate the change in MYC copies that predicted for pCR. In all analyses, p
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values less than 0.05 were considered significant. Odds ratio (OR) with 95% confidence
intervals are shown.

Results and Discussion

Treatment response

All patients presented tumors greater than 2 cm before treatment by MRI evaluation. Among
the studied patients, 41 (80.4%) displayed at least cPR, including 12 (23.5%) showing cCR.
After neoadjuvant chemotherapy, 42 (82.4%) patients presented at least pPR, with only 5
(9.8%) showing pCR. However, 8 (15.7%) cases presented clinical complete response but
without pCR and therefore were false-positives. The presence of falsepositives in the MRI
evaluation may be explained by the residual invasive cancer which does not require vasculature
due to their small tumor volumes or a low viability of cancer cells.27 The presence of cPR, cCR,
pPR or pCR did not depend of the time interval between diagnosis and treatment or the time
between the onset symptoms and diagnosis (p > 0.05; univariate logistic regression analysis).
Since the pathologic evaluation is more accurate to determine the treatment response, we used
pPR and pCR as the primary endpoints of the following analyses of the present study.
Predictor factors for pPR

Table 1 shows the relationship between the pPR rate and the clinicopathological characteristic
as well as biomarkers. In our sample, T4 tumors were less responsive (pPR) than T3 tumors
(p=0.048; OR=0.21; 95% CI. 0.48-0.99; Univariate logistic regression). Therefore,
multivariate logistic regression analyses were adjusted for T stage. Although the presence of
distant metastasis was not a predictor factor for pPR by logistic regression analysis, distant
metastasis was more frequently observed in patients without pPR than in patients with pPR
(p<0.001; X2 test).

Ki67 is a nuclear marker of proliferation which is expressed in all phases of the cell cycle, with
the exception of GO phase.2s Ki67 is a prognostic marker in early breast cancer, its role in breast
cancer management remains uncertain.29 In the present study, Ki67 positive expression (>10%
cells with immunoreactivity) was detected in all cases. The mean Ki67 expression was 36%
(range of 10%—90%). Since there is no standard cutoff for Ki67 analysis, we evaluated whether
the percentage of Ki67 staining, as well as the cutoff of 20% or 35% (Ki67 high), may be a
predictor factor for pathologic response. No association was observed between the percentage
of Ki67 expression and pPR (p=0.478; OR=0.35; 95% CI: 0.02-6.18; Univariate logistic
regression). Additionally, both cutoffs of 20% or 35% were not predictors factors for pPR
(p>0.05; Univariate logistic regression). Although no consensus is reached, some previous
studies reported that Ki67 may have a predictive role for clinical or pathological response to
neoadjuvant chemotherapy (see reviewso). The percentage of tumors with low Ki67 was lower
in the present cohort than in other previously studies, in which about 50% of tumors had a low
Ki67.21,31 In addition to tumor heterogeneity, differences in neoadjuvant chemotherapy
regimens and in studied populations may explain the variances among the studies.

Previous studies reported that patients with hormone-positive tumors presented early response
with AC+T treatment.s2 The estrogen and progesterone receptors immunoreactivity were
detected in 28 (54.9%) and 30 (58.8%) samples, respectively. Although estrogen-positive
receptor tumor presented pPR more frequently than estrogennegativereceptor tumors (p=0.044;
OR=5.69; 95% CI: 1.05-30.83; Univariate logistic regression) in the present cohort, it did not
remain significant predict factor for pPR by a multivariate logistic regression model adjusting
by T stage (p=0.112).

Despite in vitro studies demonstrated that HER2 overexpression confers increased resistance to
paclitaxel in breast cancer cells, controversial results regarding the relationship between HER2
and taxane benefits in breast cancer have been published (see review1o). Here, HER2 protein
staining was scored as 0, 1+ and 3+ in 31 (60.8%), 7 (13.7%) and 13 (25.5%) of tumors,
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respectively. HER2 amplification was observed in 22 (43.1%) of cases. All cases with 3+
protein staining score presented HER2 amplification. HER2 expression and its amplification
were not predictors factors for pPR in our sample (p>0.05; Univariate logistic regression). Our
results agree with the studies showing that HER2 has not a predictive value regarding taxane-
based treatment (without combined tratuzumab treatment) responsess-ss and, therefore it is still
not ready to use in current clinical practice to predict this type of chemotherapy treatment
response.1o

MYC is a transcription factor that is now known to be one of the most frequently deregulated
oncogenes.s7 MYC constitutes a direct target and effector of growth regulatory pathways,
influencing basic cellular processes such as cell proliferation, growth, apoptosis, energy
metabolism and various biosynthetic pathways (see reviewss). MYC overexpression and
activation occur mainly by gene amplification or translocation.ss In the present study, MYC
immunoreactivity was detected in 36 (70.6%) of the cases. The presence of MYC amplification,
defined as the ratio of MYC signals to chromosome 8 (CEP8) signals 2.224,25 was observed in
27 (52.9%) of tumors. However, all tumors presented >2.5 MYC copies/nucleus, which included
low MYC gain,2s and 50 (98%) cases presented at least MYC duplication (MYC/CEPS8 ratio
>1.3).24,25 Additionally, high MYC gain defined as >5 MYC copies/nucleus was detected in 35
(68.6%) of breast cancer samples. MY C immunoreactivity was more frequently observed in the
tumors with MYC amplification (75% vs 25%; p<0.001; X2test) or with high MYC gain (88.9%
vs 11.1%; p<0.001; Xztest) than in tumors without MYC gain. Both MY C expression (p=0.013;
OR=7.33; 95% CI: 1.53-35.24; Univariate logistic regression) and high MYC gain (p=0.002;
OR=34; 95% CI: 3.70-312.09; Univariate logistic regression) were also associated with pPR.
In the multivariate logistic regression model, MY C immunoreactivity (p=0.024; OR=6.46; 95%
Cl: 1.27-32.74) and high MYC gain (p=0.004; OR=29.91; 95% CI: 2.92-306.50) remained
significant. Furthermore, the presence of MYC/CEPS ratio >2.2 was not a predictor factor for
pPR by logistic regression analysis; however, it was more frequent in tumors samples of
patients with pPR than in patients without pPR (p=0.047; X2 test).

As described above, our group previously observed that MYC amplification was a biomarker
for clinical response for AC neoadjuvant chemotherapy.s Additionally, Yasojima et al. showed
that MYC amplification is significantly associated with a high pCR rate to 5-
luorouracil/epirubicin/cyclophosphamide (P-FEC) in breast tumors.so Moreover, Kurosumi et
al. described that breast cancer whose tumors overexpressed HER2 showing a high signal ratio
MYC/CEP17 (>2.5) might be more sensitive to the treatment with docetaxel and trastuzumab.s1
In vitro, taxane paclitaxel and docetaxel seems to preferentially inhibit the proliferation of
MY C-amplified cell lines.s2 In breast cancer cell lines, Uitdehaag et al.

showed that neratinib and docetaxel drugs show a synergistic effect specific for the
MYCamplified cells and suggested that the combination of this chemotherapy drugs can be
target depending on tumor cells.42 Thus, MYC may have a role in chemosensitivity to AC and/or
docetaxel drugs.

Activation of RAS plays a critical role in cell growth control through the enhancing of active
MYC protein.s3 In a transgenic mouse model, the synergistic effects of Myc and the mutant
Kras leads to breast tumor formation, maintenance, and recurrence.s4 KRAS mutations result in
reduced intrinsic GTPase activity, which result in constitutive activation of KRAS itself and
downstream signaling pathways, thereby mediating malignant transformation.ss As previously
reported by our group,4s KRAS mutation was associated with MYC amplification and expression
in the studied cohort of breast cancer samples (p<0.05; for the comparisons; Xz test). Thus, we
also evaluated whether KRAS mutation status may help in the prediction of pPR. KRAS codon
12 mutation was observed in 8 (15.7%) of tumors. The tumors with KRAS mutation were less
responsive to neoadjuvant chemotherapy cycles than wild-type KRAS tumors (p=0.017;
OR=0.13; 95% CI: 0.03-0.70; Univariate logistic regression). In the multivariate logistic
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regression model, this factor remained significant (p=0.025; OR=0.13; 95% CI: 0.02-0.77).
Then, we conducted another multivariate regression model to identify predictors of pPR
entering T stage, KRAS mutation, MYC expression or its amplification (testing the different
cutoffs described above for MYC status) as dependent variables. In this multivariate analysis,
only high MYC gain was a significant independent predictor factor (p=0.013; OR=21.481; 95%
Cl: 1.91-241.46). Therefore, further investigation is still necessary to understand KRAS
mutation role in response to AC+T chemotherapy for breast cancer.

Predictor factor for pCR

Concerning the possible predictors of pCR, no categorical factor was a significant biomarker in
the primary logistic regression analysis. However, increased MYC/nuclei (p=0.015; OR=2.78;
95% ClI: 1.22-6.33; Univariate logistic regression) or MYC/CEP8 (p=0.003; OR=29.89; 95%
Cl: 3.12-286.00; Univariate logistic regression) were associated with pCR. Therefore, we
performed an ROC curve to evaluate the change in MYC copies that predicted for pCR. This
curve and the corresponding AUC show that MYC/nuclei (AUC=81.3%, p=0.023) or
MYC/CEP8 (AUC=87.8%, p=0.006) have predictive ability to discriminate patients with pCR
from those without pCR. Using the ROC curve analysis, we identified the ratio of 2.5
MYC/CEP8 or 7 MYC/nuclei copies as the best cutoff in predicting a pCR to neoadjuvant
chemotherapy. The 2.5 MYC/CEPS cutoff value was associated with an optimal sensitivity of
80% and specificity of 89.1%. The 7 MYC/nuclei cutoff value was associated with an optimal
sensitivity of 80% and specificity of 73.9%.

The univariate logistic analysis confirmed that 2.5 MYC/CEP8 and 7 MYC/nuclei cutoff were
predictor factors for pCR. Tumor with >2.5 MYC/CEP8 (p=0.004; OR=32.8; 95% CI: 3.04—
354.36) or >7 MYC/nuclei (p=0.038; OR=11.33; 95% CI: 1.15-111.69) ratio presented
increased rate of pCR.

Therefore, the analysis of MYC amplification adds in the determination of the best neoadjuvant
treatment for breast cancer patients. Taking together our results and those from literature, we
suggest that the MYC amplification investigation should be included in clinical practice as it is
already performed for hormone receptors and HER2 expression/amplification. In this analysis,
patients with higher number of MYC copies seems to have increased odds to present cPR and
the AC+T regimen should be indicated.

Conclusion

Our results highlight that MYC amplification is a predictor factor of pathological response to
AC+T regimen in breast cancer patients. Moreover, patients with increased number of MYC
copies showed more frequently pCR to this neoadjuvant treatment. The analysis of MYC
amplification by FISH may help in the identification of patients that may better response to
AC+T treatment.
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Table 1. Partial pathological response to neoadjuvant chemotherapy m relaton to

chmcopathological charactenstics and biomarkers tumor status m a senes of 31 breast

cancer patients

Characteristic N Without pPR With pPR p-value’ Adjusted p-value
IN(%)] N (%)]

Age (years)

=40 19 4QLD 15(789) 0624 0.578°

=40 32 5(156) 27(844)

Menopausal status

Premenopause 38  8(Q2L.D 30(789) 0297 0.243°

Menopause 13- 1(07) 12(923)

Smoldng habit

No-smoker 42 §(186) 35(814) 0680 0.700°

Smoker 8 1(123) 7(875)

BMI

Non-obese (= 30) 38  6(158) 32(842) 0554 045

Obese (= 30) 13- 331 10(76.9)

Grade’

| Uy 26 5(192) 21(808) 0814 0.526°

3 25 4(16) 21(84)

Tumor invasion®

T3 37 4(108) 33(89.2)  O.48¢ -

T4 14 5357 9(643)
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Lymph node metastasis®
Abszent

Present

Distant metastasiz®
Absent

Present

Ki67 expression’
<20%

=20%

High Ki67 expression’
Negative (= 35%)
Poative (= 35%)

ER expression
Negative

Poaitive

PR expreszion
Negative

Poaive

HER?2? expression
01+

3+

HER? amplification
Negative (<2.2 HER2/CEP17)

37

14

17

31

30

38
13

0(0)
9(18.8)

0 (0)
9 (64.3)

2(11.8)
6(19.4)

2077
6(27.3)

7(30.4)
2(7.1)

5(23.8)
4(13.3)

5(13.2)
4(30.8)

4(13.8)

145

3 (100)
39(81.3)

37 (100)
5(35.7)

15 (88.2)
25 (80.6)

24 (92.3)
16 (72.7)

16 (69.6)

26 (92.9)

16 (76.2)
26(86.7)

33 (86.8)
9 (69.2)

25(86.2)

0.999

0.997

0.504

0.087

0.044*

0.340

0.162

0411

0.999°

0.997

0.971°

0.240

0.112

0.562

0.113

0.288°



Poative (=2.2 HER2/CEP17)
Breast cancer subtype
Luminal &

Luminal B

HER2 overexpression
Trple-nezative

MYC expression

Negzative

Posifive

MYC amplification
Negative (<2.2 MYC/CEPS)
Pozitive (2.2 MYC/CEPS)
High MYC zain

Negative (=5 M¥C/nucle1)
Pozitive (=3 MY C/nuclei)
KR4S mutation

Absent

Prezent

22

14

15
36

16
35

43
8

52

29.1)
3214
229

2(28.6)

6 (40)
3(83)

7(29.2)
2(74)

8(50)
129

5(11.6)
4(50)

17(77.3)

20 (90.9)
11(78.6)
6(75)
5(714)

9 (60)
33(91.7)

17 (70.8)
25(92.6)

8(50)
340971

38(884)
4(50)

0.579

0.013*

0.057

0.002#

0.017*

0.460

0.024*

0.077

0.004*

0.025*

*Significant predictor factor for pPR; *p-value of umvanate logistic regression; “p-value of
multivanate anzlysis adjusted for T status (T3 ws T4): °T status remained a significant
predictor factor for pPR: “Histological grade was assessed using the modified Scarff-
Bloom-Richardson system [41]: “According to TNM staging [11]; “Three tumors samples
were not evaluated. N: number of samples: pPR: pathologc partial response to necadmvant

chemotherapy: BMI: body mass index: ER: estrogen receptor: PR: progesterone receptor.

CEP17: chromosome 17 centromere signal; CEPS: chromosome 8 centromere signal.
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Abstract

Breast cancer is a complex disease, with heterogeneous clinical evolution. Several analyses have been performed to identify
the risk factors for breast cancer progression and the patients who respond best to a specific treatment. We aimed to
evaluate whether the hormone receptor expression, HER2 and MYC genes and their protein status, and KRAS codon 12
mutations may be prognostic or predictive biomarkers of breast cancer. Protein, gene and mutation status were
concomitantly evaluated in 116 breast tumors from women who underwent neoadjuvant chemotherapy -with doxorubicin
plus cyclophosphamide. We observed that MYC expression was associated with luminal B and HER2 overexpression
phenotypes compared to luminal A (p<0.05). The presence of MYC duplication or polysomy 8, as well as KRAS mutation,
were also associated with the HER2 overexpression subtype (p<0.05). MYC expression and MYC gain were more frequently
observed in early-onset compared to late-onset tumors (p<<0.05). KRAS mutation was a risk factor of grade 3 tumors
(p<<0.05). A multivariate logistic regression demonstrated that MYC amplification defined as MYC/nucleus ratio of =2.5 was
a protective factor for chemotherapy resistance. On the other hand, age and grade 2 tumors were a risk factor. Additionally,
luminal B, HER2 overexpression, and triple-negative tumors presented increased odds of being resistant to chemotherapy
relative to luminal A tumors. Thus, breast tumors with KRAS codon 12 mutations seem to present a worse prognosis.
Additionally, MYC amplification may help in the identification of tumors that are sensitive to doxorubicin - plus
cyclophosphamide treatment. If confirmed in a large set of samples, these markers may be useful for clinical stratification
and prognosis.
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Introduction predictor factor for either resistance or sensitivity to difterent types
of chemothcerapeutic agents. However, the literature results arc still

Several analyses have been performed to identify the risk factors controversial, especially concerning the response to anthracyclines

for breast cancer (BC) progression. The histological response to [2].
preoperative chemotherapy is one of the most reliable predictors R, PR and HER2 had heen used Lo classify twmors according
for prognosis of BC paticnts. Many different chemotherapy 0 luminal A (ER+/HER2-), luminal B (ER+/HER2+), HER?2
regimens have been applied in the preoperative setting. However, overexpression (ER—/HER24+), and triple-negative (ER— /PR~ /
the identification of patients who respond hest 0 a specific HER2—} molecular subtypes. HER? overexpression and triple-
treatment is still critical to the appropriate management. negative are more aggressive and present poor prognosis than the
Some markers have been described as useful factors for luminal subtypes [3,4]. Moreover, molecular phenotypes have
prognostic evaluation or predicting therapeutic response. Scveral become increasingly valuable in guiding treatment decisions.
studics demonstrated that lack of estrogen (ER) and/or proges- However, these markers remain imperfect tools and, therefore,
terone (PR) receptors predicts for chemosensitivity {1]. On the new prognostic and predictive factors are still required to optimize
other hand, it has been proposed that HER2 (c-erbB2) is a treatments among BC patients [5].
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MYC acts as a downstream target of HER2-driven proliferative
signals in BC cells in aitro [6] and may be regulated by ER or PR
contributing to different cell phenotypes [7]. MYC plays a role in
the regulation of ccll growth and proliferation, metabolism,
differentiation, apoptosis, and angiogenesis [8]. M1C amplification
and its protein overexpression have been found in about 15% and
40% of BC, respectively [9]. Due to the elevated frequency ‘of
alteration, it has been advocated that MYC is involved in BC
devclopment and progression [10].

Activation of HER2 induces activation of RAS, which enhances
the accumulation of MYC activity by stabilizing the MYC protein
[1,11}. In a wansgenic mouse model, the synergistic effects of Myc
and the mutant Kras leads (o breast tumor formation, mainte-
nance, and recwrrence [12]. These data suggest that the KRAS
mutation may have a role in breast carcinogenesis.

In the present study, we evaluated the hormone receptor (HR)
expression, HER2 and MYC genes and their protein status, and
KRAS codon 12 mutations in BC from women who underwent
neoadjuvant chemotherapy, as well as their associations with
clinicopathological features and chemotherapy response.

Methods

Patients and tumor samples

During the period from 2005 to 2011, 116 females were selected
from a cohort of patients with locally advanced invasive ductal
carcinoma who underwent therapeutic surgery for a first incidence
of BC!. All tumors were at stage III according to TNM staging
[13]. Cardiac problems, presence of distant metastasis, pregnancy
or lactation were exclusion criteria. The mean age of patients was
5212 years (range of 31-83).

All patients were treated at Ophir Loyola Hospital (Para, Brazil)
and received Adriamycin (doxorubicin; 60 mg/m2) plus Cytoxan
(cyclophosphamide; 600 mg/m2) by intravenous every 21 days for
four cycles. The responsc to chemotherapy was based on the
change in the primary tumor size on pre- and post-therapy. The
tumor size was asscssed by clinical palpation using a caliper.
Tumors were classified as sensitive to chemotherapy if complete
(macroscopic disappearance) or partial (at least a 50% reduction)
response was achieved. Tumors were defined as treatment-
resistant if no response (less than 50% reduction or less than
25% increase) or progression (at least a 25% increase or presence
ol new lesions) was observed.

Tumors were obtained by incisional biopsy before neoadjuvant
chemotherapy. ‘The tumor invasion and the nodal status were
determined according to TNM staging [13]. The histological
grade was assessed using the modified Scarfl-Bloom-Richardson
system [14].

Tumors were classified as luminal A, luminal B, HER2
overexpression, and triple-negative subtypes based on the ER,
PR, and HER? status [15]. We also classified data into tumors of
carly-onsct {patients with =40 years of age) and late-onset (>40
vears) [16,17].

Tumors samples were formalin-fixed paraffin-embedded
(FFPE). Sections of FIPE tissue were stained with hematoxylin-
cosin for histological cvaluation or used for immunohistochemical,
FISH and PCR analyses.

The study was approved by the ethics committee of the Federal
University of Para, Brazil. Written informed consent with approval
of the ethics committee was obtained from all patients prior to
specimen collection.

PLOS ONE | www.plosone.org
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Immunohistochemistry :

Immunohistochemistry was performed with primary m‘onor,lo-
nal antibodies against ER (SAB4500810, Sigma, USA), PR
(HPA004751, Sigma, USA), HER2 (Clone CBI11, Life Technol-
ogies, USA) or MYC (clone 289-19510, Life Technologies, USA).
Universal peroxidase-conjugated secondary antibody kit: (Dako-
Cytomation, USA) was used for ‘the detection system and 3,30~
diamino-benzidine/HO, (Dakocytomation, Denmark) was used
as the chromogen. Positive ER, PR or MYC: expression was
defined as clear nuclear immunestaining in more than 10% of
tumor cells [18,19,20,21). HER2 protein staining was scored as 0
(negative), 1+{weakly positive), 2+ (moderately positive) and 3+
(strongly positive) [2]. Double-blind analysis was performed on all
samples.

A breast tissue sample from a male with gynecomastia was used
as negative control. In addition, negative controls with primary
antibody replaced with Tris-buflered saline were run with the
patient slides.

Dual-color FISH

HER? and MYC amplification was evaluated b} dual-color
FISH assay using Dako ERBB2 FISH PharmDX'™ Kit and
MYC/CEN-8 FISH Probe Mix (Dako A/S, Denmark), respec-
tively. FISH scoring was performed by counting fluorescence
signals in at least 60 tumor cells. Double-blind analysis was
performed on all samples.

For the detection of HER?2 amplification, the ratio of HER2
signals to chromosome 17 (CEP17) signals was calculated
according to the established guidelines. Patients were stratificd
depending on their HER2 gene status as: amplified if HER2/
CEP17 ratio >2.2; not amplified if HER2/CEP17<1.8; equivocal
if 1.8<<HER2/CEP17<2.2 [2].

Since no established’ guideline was published, M¥C amplifica-
tion was defined using different cutoffs as per previously-criteria: 1)
the ratio of MYC signals to chromosome 8 (CEP8) signals >2.2
[22,23] as applied for the detection of HER2 amplification; 2)
MIC/CEPS ratio=1.3 (at least gene duplication) or MYC/CLP8
ratio<1.3 with polysomy 8 (3 or more copied of CEP8) [22,23);
3)>5 MYC copies/nucleus (high MYC gain) [23]; 4)=2,5 MYC
copies/nucleus, which included low MYC gain [23].

Mutation analysis N

DNA was purified using MagMAX'~ FFPE DNA Isolation Kit
(Lifc Technologics, USA). KRAS codon 12 point mutation was
evaluated by PCR-RFLP as previously described [24]. PCR
products were digested with endonuclease BstOl. The digestion
products were clectrophoresed  on polyacrylamide gels with
SYBR® Safc DNA Gel Stain (Life Technologies, USA) and
visualized using blue light. The mutant-type (non-restricted PCR
products) were 189 bp, whercas the wild-type products were
160 bp (Figure 1). The PCR products of muted KRAS were
scquenced for confirmation of inutation using an ABI Prism® 377
DNA Sequencer (Life Technologies, USA).

A wild-type sample of peripheral blood lymphocytes from
normal healthy individual and a colorectal cancer sample with
codon 12 mutations were used as negative and positive controls,
respectively. The controls were included in all experiments. All
reactions were performed in duplicate.

Statistical analyses

Cohen’s kappa test (k) was used to evaluate the concordance
between the HER2 status by IHC and FISH. This rate was
calculated considering negative cases (scores 0 and 14+ and no
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189 bp
160 bp

3

Figure 1. Mutation analysis by PCR-RFLP of KRAS codon 12. 1
and 6: tumors with mutation. 2-5: tumors without mutation. L: size
marker.

doi:10.1371/journal pone.0060576.g001

amplification), and positive cases (score 3+ and amplification).
Patients with cquivocal THG or FISH results were not considered
for this purpose [25]. Concordance was assessed by Fleiss’ equally
arhitrary guidclines, which characterize & values over 0.75 as
excellent, 0.40 to 0.75 as fair to good, and below 0.40 as poor [25].

In the remaining analyses, samples with HER?/CEP17>2.2
were classificd as presenting HER2 amplification and with scores
of 2+ and 3+ as positive HER2 expression.

Logistic rcgression was used to cvaluatc the relationship
between protein immunoreactivity, gene amplification or muta-
tion, and clinicopathological fatures. THC, FISH or PCR-RFIP
results, as well as molecular phenotype, were considered depen-
dent variables. Age was not added as a co-variable, since age did
not differ hetween groups (by Student’s T-test; data not shown).

A multivariate logistic regression in a forward stepwise approach
(condition method) was used to identify variables that may help to
predict chemotherapy resistance and to identify risk factors for
grade 3 tumors. Age was also added as a dependent variable in the
multivariatc analyses.

In all analyses, p values less than 0.05 were considered
significant. Odds ratio (OR) with 95% confidence intervals are
shown.

Results

The protein and gene status and their relationships

For HER2, the pereentage of concordant results between THC
and FISH was equal to 93.9%, with a statistically significant x
value of 0.833. The 5 discordant cases were classified as score 1+
by THC and showed gene amplification by FISH. Tn addition, 6/
32 of tumors classified as score 2+ presented HER?/CEP17 ration
=22 (Table 1)

Table 1. HER2 protein and its gene status in the breast tumors.

MYC and KRAS Alterations in Breast Cancer

Table 2 presents the IHC results and Table 3 the FISH resufts.
Figure 2 represents protein immunofeactivity by IHC and gené
amplification by FISH assay. No ER-positive «case was' “fousd
without concomitant PR immunoreactivity. Thcmfox'e Wﬁ
with ER and PR immunoreactivity were renamed as H'R—pom
cases for further analyses.

HER?2 expression and its amplification were associated with HR
(p<0.001, OR: 0.162; 95% CI: 0.070-0.373; p=0:.001, OR:
0.173; 95% CI: 0.060-0.497, respectively) and MYC expression
(p<0.001, OR: 5.303, 95% CI: 2.255-12.473; p<0.001, OR:
58.333, 95% CI: 15.062-225.913, respectively) (Table 2 and 3).

MYC expression was also associated with HR (p =0.023, OR:
0.379, 95% CI: 0.164-0.872) (Table 2). MYC gain was associated
with MYC (p<<0.05, for all applied cutoffs), HR (p<<00.05, for all
cutofls) and HER2 expression (p<<0.05, except for the cut point
#4), as well as with HER2 amplification (p<<().03, for all cutoffi)
(Table 3).

KRAS codon 12 mutation was observed in 9 (7.76%) tumors.
KRAS mutation was associated with HER? (p =0.033, OR: 4.565,
95% GIL: 1.133-18.39) and MYC amplificaton (p=0.043, OR:
4.850; 95% CI: 1.049-22.424, for cut point #1) (Table 4).

The impact of MYC and KRAS in the molecular phenotype

Taking in account the HR expression and HERZ amplification
(o classify tumors by molecular phenotype, 49 (42.2%) of the
tumors were deemed luminal A, 5 (4.3%) were luminal B, 23
(19.8%) were HER2 overexpressed, and 39 (33.6%) were triple-
negative.

MYC expression was associated with luminal B and HER2
overexpression phenotypes (p=0.008, OR: 24, 95% CI: 2.329-
247.368; p<0.001, OR: 63, 95% CI: 12.021-330.170; respec-
tively) compared to luminal A. The presence of MYC duplication
or polysomy 8 (cut point #2) was also associated with the HER2
overexpression subtype (p<0.001, OR: 49.867, 95% CI: 6.143~
404.814).

ARAS mutation was detected in 1749 (2%) luminal A, 1/5 (20%)
luminal B, 4/23 (17.4%) HER2 overexpression and 3/39 (7.7%)
triple-negative tumors. KRAS mutation was associated with HER2
overexpression phenotype in relation to luminal A (p=0.044, OR:
10.103, 95% CI: 1.06-96.336).

The impact of protein and gene status on
clinicopathological features

MYC expression and MYC gain were more frequently observed
in carly-onset compared o late-onsct tumors (p=0.002, OR:
0.247, 95% CI: 0.100-0.610; p<<0.05, for cutoffs #2 and #4;
respectively) (Table 2 and 3).

The expression of HR expression presented a protective effect
for grade 3 tumors (p=0.014, OR: 0.23, 95% CI: 0.072-0.738)

FISH

IHC Total

Not amplified Equivocal Amplified
1+ 60 (89.55%) 2 (2.99%) 5 (7.46%) 67 (57.76%)
2+ 23 (71.87%) 3 (9.38%) 6 (18.75%) 32 (27.59%)
3+ 0 (0%) 0 (0%) 17 (100%) 17 (14.65%)
Total 83 (71.55%) 5 (4.31%) 28 (24.14%) 116 (100%)

IHC: immunohistochemistry; FISH: fluorescence in situ_ hybridization.
doi:10.1371/journal.pone.0060576.t001

PLOS ONE | www.plosone.org 3

149

March 2013 | Volume 8 | Issue 3 | e60576



MYC and KRAS Alterations in Breast Cancer

(Table 2). On the other hand, HER?2 expression and ARAS
mutation was a risk factor for grade 3 tumors (p=0.008, OR:
4.067, 95% CL: 1.433-11.537; p=0.036, OR: 4.55; 95% CI:
1.102-18.788, respectively) (Table 2 and 4). Since HR and HER2
expression were associated with grade 3 tumors, logistic regression
was also performed using the molecular phenotype as dependent
variables. Women with HER2 overexpression and triple-negative
tumors (p=0.027, OR: 5.412, 95% CI: 1.216-24.094; p=0.017,
OR: 5.287, 93% CI: 1.342-20.836, respectively) had clevated risk
of being diagnosed with grade 3 tumors relative to those with
luminal A wmors.

The logistc regression model performed to verily if molecular
were together associated with the risk of grade 3 tumors showed
that the final model onlv included ARAS mutation.

The impact of protein and gene status on chemotherapy
response

The overall response rate of primary tumor to preoperative
chemotherapy was 43%. Among responsive patients, only 4 (8Y%)
patients dicd at the end of this study (minimum follow-up time of

PLOS ONE | www.plosone.org

Table 2. Clinicopathological features by protein expression status.
Factor (N) HR expression [N(%)] OR (95% Cl HER2 expression [N(%}] OR (95% CI} MYC expression [N(%)] OR (,g* o
Negative - Positive® Negative. Positive* ' Negative Postiver

Age N

=40 (27) 15(1293)- - 1201034) 1117 12:(10.34} 15:(12.93) 0495 : 12/(1034): ] 15(1293) - - 0.247
0.470-2.655} 02071782 0 : (0.100-0.610)%

>40 (89)* 47 (40.52) 42 (36.21) 55 (47.41) 34 (29.31) 68 (58.62) 21 (18.10)

Grade :

1/2 (96) 46 (39.66) 50 (43.10) 0.230 61 (52.59) 35 (30.17) 4.067 67 (57.76) 29 (25.00) 1244
(0.072-0.738)** (1.433-11.537* (0.450-3.439)

3 (20* 16 (13.79)- 4 (345) 6 (5.17) 14.{12,07) 13:0121) . 7(6.03)

Tumor invasion

T1/T2.(9) 4 (3.45) 5431 0676 6(5.17) 3(259) 1508 7.(6.03) 20172 1630
{0.172-2.656) {0.358-6:352) : (0.322-8.264)

T3/T4 (107)* 58 (50) 49 (42.24) 61 (52.59) 46 (39.66) 73(6293)  34(29.31)

Lymph node

metastasis

Absent (6) 6(5.17) 0 (0} <0.001 (0) 2(1.72) 4(345) 0346 3259 3 (259) 0429

(0.061-1.971) (0.082-2.235)

Present (110)* 56 (48.28) 54 (46.55) 65 (56.03} 45 (38:79) 77 (66.38) 33(2845)

Response to

therapy

Sensitive (50) 8 (6.90) 42 (36.21) 0.042 42 (36.21) 8 (6:9) 8.610 41 (35.34) 9 (7.76) 3.154
0.016-0.113)* (3.483-21.283)** (1.318-7.547)»

Resistant (66)* 54 (46.55) 12 (10.34) 25 {21.55) 41 (35.34) 39 (33.62) 27 (23.28)

HR expression

Negative (62) - - - 24 (20.69) 38 (32.76) 0.162 37 (31.90) 25 (21.55) 0379

0.070-0.373** (0.164-0.872)**

Positive (S4)* - - 43 (37.07) 11 (9.48) 43 (37.07) 11 (9.48)

HER2 expression

Negative (67) - - - - - - 56 (48.28) 11 (9.48) 5.303

(2.255-12.473)*

Positive (49)* - - - - 24 (20.69) 25 (21.55)

*Reference group for logistic regression analysis; ** Differentially expressed between groups, p<0.05. N: number of samples; OR: odds ratio; CI: confidence interval. HR:

hormone receptor.

doi:10.1371/journal.pone.0060576.t002

over 12 months). These patients presented metastatic wmors
about 2 years after the treatment for primary cancer.

The expression of HR presented a protective effect for
treatment-resistance  (p<0.001, OR: 0.042, 95% CI. 0.016-
0.113) (Table 1). On the other hand, HER2 expression and its
gene amplification were a risk factor for chemotherapy resistance
(p<0.001, OR: 8.610, 95% CI: 3.483-21.283; p=0.001, OR:
6.571, 95% CI: 2.106-20.509, respectively) (Table 2 and 3.
Additionally, HER2 overexpression (p<0.001, OR: 46.67, 93%
CI: 9.229-235.97) and triple-riegative (p<<0.001, OR: 24.44, 95%
CI: 7.887-75.759) subtypes presented an increased risk of being
resistant 1o chemotherapy relative to luminal A,

MYC expression and its gene amplification were a risk factor for
chemotherapy resistance (p=0.01, OR: 3.154, 95% CI: 1.318-
7.547; p<(.05, except when the cut point #4 was applicd;
respectively) (Table 2 and 3).

We conducted a forward stepwise logistic regression model to
wentify predictors of chemotherapy resistance, entering age, stage,
grade, molecular phenotype, ARAS mutation, MYC. expression,
and the FISH results for detection of its amplification (ncluding
the different cutoffs described above for MYC status) as dependent
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Figure 2. IHC and FISH analysis in breast tumors. a) Progesterone
immunoreactivity (400x); b) Estrogen immunoreactivity (100x); ¢} HER2
immunoreactivity, score 3+ (400x); d) Interphase nuclei presenting two or
more signals for chromosome 17 centromere (green) and HER2 (red)
(1000x); ) MYC immunoreactivity (400x); f) Interphase nuclei presenting
two or more chromosome 8 centromere (green) and MYC signals (red)
{(1000x).

doi:10.1371/journal.pone.0060576.9002

variables. ‘The OR was calculated considering the treaiment-
tesistant group in relation o chemotherapy sensitivity group. The
final model included M¥C amplification defined as MFC/nucleus
ratio of =25 (cut point #4: p=0.016, OR: 0.169, 95% Cl:
0.018-0.664) as a protective factor. On the other hand, age
(p=0.02, OR: 1.063, 95% CIL: 1.01-1.12) was a risk factor.
Additonally, luminal B, HER2 overexpression, and triple-negative
tumors (p = 0.006, OR: 42.063, 95% CI: 2.956--398.51; p<<0.001,
OR: 172,754, 95% CI: 15.754- 1894.386; p<<0.001. OR: 49.008,
95% CIL: 8.789-273.268, respectively) presented increased odds of
being resistant to chemotherapy relative to luminal A tumors.
Moreover, grade 2 tumors presented an increased risk of being
resistant o treatment relative 1o grade 1 (p=0.042, OR: 10.544,
95% Cl 1.087-102.252). However, grade 3 tumors did not
present an increased risk relative (o grade 1 in this model.

Discussion

In this stucy, we evaluated ER and PR expression, HER? and
MY genes and their protein status, and ARAS mutations in the
same set of BO. First, we ohserved that 24% of tumors presented
HER? amplification, corroborating a previous study {18-20%;
[26]. HER2 amplification is the primary mechanism of HER2
overexpression [27]. Although an excellent concordance between
[HC and FISH results was detected, 5 cases were scored as 1+ by
IHC: and presented HER2 amplitication. Since standardization of
IHC tests may be affected by preanalytical and analytical factors,
some groups have suggested the utilization of FISH results for
HER2 protein overexpression determination in BC: {23). There-
fore, we used onlv the FISH result for HER? in the molecular
phenotype classification and, then, in the multivariate analyses.
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Table 4. Clinicopathological features and protein expression
by KRAS mutation.
Factor (N) KRAS mutation IN(%)] oR (95% cI)

- ‘Absent ' Present*
Age
=40-27) 237(19.83) 4:3.45) 0.342 (0.085-1.379)
>40 (89)* 84 (72.41) 5(4.31)
Grade
1/2 (96) 91 (78.45) 5(4.31) 4.550 (1.102-18.788)**
3 oy 16 (13.79) 4:(3.45)
Tumor invasion
T1/12 (9) 8 (6.9) 1 (0.86) 0.646 (0.071-5.835)
T3/T4 (107)* 99 (85.34) 8(6.9)
Lymph node metastasis
Absent (6) 5(4.31) 1 (0.86) 0.392 (0.041-3.775)
Present (110} 102 (87.93) '8(6.9)
Response to therapy
Sensitive (S0) 48 (41.38) 2(1.72) 2.847 (0.565-14.345)
Resistant {66)* 59 (50.86) 7 (6.03)
HR expression
Negative (62) 55 (47.41) 7 (6.03) 0.302 {0.060~1.522)
Positive (54)* 52 (44.83) 2{1.72)
HER2 expression
Negative {107) 63 (54.31) 4 (3.45) 1.790 (0.455-7.043)
Positive (9)* 44 (37.93) 5 (431)
MYC expression
Negative (80) 76 (65.52) 4 (3.45) 3.065 (0.771-12.176)
Positive (36)* 31 (26.72) 5{4.31)
HER2 amplification
Negative (88) 84 (72.41) 4 (3.45) 4.565 (1.133~18,390)**
Positive (28)* 23(19.83) 5 (431}
MYC amplification
MYC/CEP8=2.2 (103) 97 (83.62) 6 (5.17) 4.850 (1.049-22.424)~*
MYC/CEP8>2.2 (13)* 10 (8.62) 3.(2.59)
*Reference group for logistic regression analysis; ** Differentially expressed
between groups, p<0.05. N: number of samples; OR: odds ratio; Cl: confidence
interval. HR: hormone receptor; CEP8: chromosome 8 signals.
doi:10.1371/journal.pone.0060576.t004

Several detinitions for WM1Y€ amplification have been used in BC
studies. However, these different definitions lead to inconsistent
results concerning the role of M1 in breast carcinogenesis. Here,
we applied different cutofls o define M€ amplification  as
deseribed above, including the aceeptance of Tow MTC gain with
or without polysomy 8. The frequency of AMIC amplification
ranged from 11.2% (cut point #1) 1o 76.7% (cut point #4) in our
sample. Furthermore, MYC overexpression was detected in 31%
of BU. Although we found an association between MIT
arplification and its expression, as already described in previous
stuclics, our data confirm that mechanisms other than gene
amplification are involved in MYC overexpression in BC {9].
However, the assesments of MYC expression by IHC provide
variable results depending on the antibody, testing protocol, and
scoring system used [10], highlighting that FISH may be an
interesting tool in clinical practice due to its reproducibility.
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We observed that M¥Camplification and expl‘éssion were more
frequent in BC without ER ‘or PR expression, rorroboratmg
previous studies. [23). ‘However, some investigations did not find
such inverse correlation. or ‘&ven show the opposntc correlation (see
review [28]). Although literature findings are inconsistent regard-
ing associations between MYC amplification and chmcopatholog—
ical parameters (in part, probably duc to the lack of a unique cutoff
for MYC amplification definition), a meta-analysis demonstrated
that the correlation of MYC amplification with PR negativity was
the only statistically significant association [29].

Here, we detected an association between MYC and HER?, as
previously reported [30,31]. As expected, we also observed an
association between MYC expression or its amplification with
luminal B or HER2 overexpression in relation to luminal A,
confirming the results for HER2 and HR described above, These
findings suggest that MYC may he involved in subtype-specific
pathways.

MYC cxpression and gain were more frequently observed in
early-onset compared to late-onset BC. To our knowledge, this is
the first study to report this association in human primary BC. The
exact mechanisms by which MYG may be involved in carly-onsct
BC nceds to be clucidated. However, MYC amplification seems to
be associated to BRCAI inactivation in a group of hereditary and
sporadic BC [32]. BRCAI inactivation is usually predisposed to
carly-onset (umors, with a distinct phenotype characterized hy
high tumor grade, ancuploidy, high proliferation rate, and ER-
negativity [32]. The investigation of MYC targets is stll nece ssary
to better understand the heterogeneity of BC.

MIC amplification, as well as HER? amplification, was
associated with KRAS codon 12 mutation. Tn BC cells, KRAS
may be activated by HER2 [1], enhancing the accumulation of
MYC activity [11], which may lead to chromosomal instahility
[33] and contibute to MYC amplification. ARAS mutation was
detected in 7.76% of the tumors, corroborating a previous study
which reported that 5% of BC presented some ARAS mutation
[34]. More than one case of HER?2 overexpression and triple-
negative subtypes presented KR4S mutation. However, previous
studics did not find any KRAS mutation in triple-negative tumors,
probably due 1o its low frequency [35,36]. Thus, an increased
number of tumors are essential (o provide evidence of the role of
KRAS in human breast carcinogenesis.

In our population, HER2 overexpression and triple-negative
were more frequently grade 3 tumors, which is in agreement with
the more aggressive phenotype of these (umors [3.4]. Additionally,
we observed that the ARAS mutation was the main predictive
factor for grade 3 wmors. Due 1o its small frequency, further
investigations are still necessary to evaluate whether a KRAS codon
12 mutation may predict a worse prognosis in BC patients.

Concerning the response to chemotherapy, we observed that
HR predicts chemosensitivity, as previ iously reported [1]. On the
other hand, HER? amplification or expression predicts resistance
w anthracyclines in our sample, highlighting that this group of
patients may be suitable for treatment with the monoclonal
antibody trastuzumab [37].

Furthermore, MYC expression and amplification {except when
aucplmg low MYC gain) was a risk factor for chemoresistance by
univariate logistic regression. However, in the multivariate analysis
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