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RESUMO

Mesmo com intenso progresso da biologia molecular o cancer ainda constitui um desafio na
avaliacdo progndstica e no tratamento. O cancer de mama apresenta grande diversidade
bioldgica e heterogeneidade, o que estimula continuos estudos sobre seu perfil biolégico e
molecular. Os fatores de crescimento sdo elementos importantes da funcdo celular e
participantes ativos da sinalizacéo celular. Os receptores do fator de crescimento epidérmico
tipo 1 e do fator de crescimento insulina like sdo componentes determinantes na avaliacdo do
cancer de mama, a sinalizacdo celular alterada, decorrente da super expresséo destes fatores de
crescimento, tem papel relevante na origem e progressdo da neoplasia maligna, mantendo
estimulo constante a proliferacao e o bloqueio a apoptose. Neste estudo vamos avaliar como a
super expressao dos receptores EGFR RNAmsg e EGFR proteina e do IGF-1R RNAmsg e IGF-
1R proteina podem influenciar tipos bioldgicos especificos na evolug¢do do cancer de mama e
relacionar sua expressdo com fatores epidemiologicos. Nos resultados observamos que a
proteina do EGFR é mais expressa entre 18-40 anos, enquanto que no IGF-1R a superexpressao
€ mais vista entre 41-60 anos; 0 MRNA e proteina do EGFR foi mais expresso em nuliparas,
nas tabagistas, nas que possuem como antecedentes familiares parentes com cancer de mama,
em pacientes com indice de massa corpdrea (IMC) > que 25, o perfil biolégico que mais
expressou 0 EGF-1R foi 0 HER. Enquanto que o mMRNA e proteina do IGF-1R foi mais expresso
nas que gestaram; nas tabagistas e etilistas, em pacientes com antecedentes familiares de outros
canceres que ndo o de mama e mais associado ao perfil biolégico Luminal B. Ambas as
proteinas estdo super expressas em pacientes com acometimento linfonodal presente (de 1-3
linfonodos comprometidos) e em pacientes que evoluiram com desfecho desfavoravel como
recidivas, metastases e obitos. Mais estudos sdo necessarios para o aprofundamento do tema e

introducéo de novas possibilidades terapéuticas no cancer de mama.

Palavras chave: cancer de mama; EGFR; IGF-1R;



ABSTRACT

Even with intense progress in molecular biology, cancer still poses a challenge in the prognostic
evaluation and treatment. The breast cancer has the great biological diversity and heterogeneity
that require continuous studies on its biological and molecular profile. Growth factors have
been shown important elements of cellular function and active cell signaling participants.
Receptors of type 1 epidermal growth factor and insulin like growth factor are important
components in the current evaluation of breast cancer, there are promising indications that
altered cell signaling, due to the super expression of these factors of growth, plays a relevant
role in the origin and progression of malignant neoplasia, maintaining constant stimulation of
proliferation and blockage to apoptosis. In this study we want to evaluate whether how the super
expression of receptors EGFR RNA m and EGFR protein and the IGF-1R RNA m and IGF-1R
protein can influence specific biological types in the evolution of breast cancer and relate to the
expression of epidemiological factors. In the results we observed that EGFR protein is more
expressed in 18-40 years, while in IGF-1R overexpression is more seen between 41-60 years;
mMRNA and EGF-1R protein was more expressed in nulliparous, in smokers, in those with
relatives with breast cancer as family history, in patients with body mass index (BMI) > that
25, the biological profile that most expressed the EGFR was HER.. While mRNA and IGF-1R
protein was more expressed in those who were left; in smokers and alcoholics, in patients with
family history of cancers other than breast cancers and more associated with the biological
profile Luminal B. Both proteins are super expressed in patients with lymph node involvement
present (of 1-3 lymph nodes and in patients who evolved with unfavorable outcome such as
relapses, metastases and deaths. Further studies are needed to deepen the theme and introduce

new therapeutic possibilities in breast cancer.

Key words: breast cancer; EGFR; IGF-1R.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biologia Molecular e o Cancer de Mama

A biologia molecular tem evoluido muito nos ultimos 30 anos, clareando muitos
aspectos a respeito do cancer, no entanto, muitas lacunas ainda permanecem sem
esclarecimento, tanto no aspecto clinico quanto cientifico. O cancer é uma doenca genética,
apresenta etapas de iniciacdo, promogéo e a progressao que expressam lesdes cumulativas do
DNA e transmitem suas caracteristicas fenotipicas alteradas as células filhas. Varias fungdes
celulares e teciduais sdo reguladas por hormonios, fatores de crescimento (FC) e
neurotransmissores, sdo os ligantes, eles dependem das interaces com seus receptores
especificos, encontrados, em sua maioria, na superficie celular'?,

O céncer ¢ uma doenca caracterizada pela intensa proliferagdo celular e com
comunicagio inter e intracelular?. Alguns autores definiram “habilidades” do cancer que
mostravam capacidades funcionais adquiridas pelas células malignas para sobreviver, proliferar
e disseminar. Estas aquisi¢cOes foram determinadas por duas peculiaridades: desenvolvimento
da instabilidades gendmica e o status inflamatorio de lesGes pré-malignas e francamente
malignas e, ainda, outras aptiddes como a maior reprogramac¢ao do metabolismo celular e a
fuga das células malignas do ataque das células imunoldgicas. O inicio da transformacdo
neoplasica maligna apresenta etiologia multifatorial, notadamente com a superexpressio de
protooncogenes e a inibicdo dos genes supressores tumorais provocando assim a perda do
controle da proliferacdo celular. H4 a formacdo de um micro ambiente tumoral propicio a
tumorigénese: auto suficiéncia do sinal de crescimento; insensibilidade aos fatores inibitorios;
evasdo a apoptose; sustentacdo a angiogénese; potencial replicativo ilimitado; reprogramacéo
do metabolismo energético; evasdo da vigilancia imune; invasdo celular e metastase,
caracterizando o fen6tipo maligno?.

Este estado de proliferacdo crénica é uma habilidade adquirida pela célula tumoral, que
passa a controlar a producdo e o estimulo a sinalizacdo, controlar a homeostase e com a
desrregulacio das vias de sinalizagdo, as células se tornam auto-suficientes®2,

A ativacdo da angiogénese durante a progressao tumoral facilitara a expanséo e o
crescimento do tumor, e este processo é fundamental para a recuperacdo continua do
fornecimento de oxigénio e nutrientes. Novos vasos sanguineos surgem com a dissolugédo da
membrana basal vascular, aumento da permeabilidade vascular e degradacdo da matriz

extracelular, seguido pela migracdo da célula endotelial (MCE), invasdo, proliferacdo e
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formacgédo de tubos. A neovascularizagdo durante a progressdo tumoral, auxilia na invaséo
vascular, as células que sobrevivem na corrente sanguinea alcangam drgéos distantes, vencem
as barreiras fisicas e também o desafio da disseminacdo do carcinoma em sitio diferente do
tumor primario. A angiogénese patologica é principalmente uma marca registrada do cancer,
onde a vasculatura desenvolvida é mais complexa e anormal®,

A proxima etapa da evolucdo tumoral é a disseminacdo destas células mutadas atraves
da invasdo local, de modo individual ou coletivo, como grupos celulares, seguida de entrada ao
sistema linfatico ou hematopoiético e posterior evasao do lumem dos vasos para tecidos, existe
a principio a formacgdo de pequemos grupos de células neoplasicas (micrometastases) e com a
evolucdo do processo ha o crescimento destas lesbes para macrometastases, fenbmeno
conhecido como colonizagdo®. Apos a ruptura da membrana basal pelo aumento da expresso
de proteases, como as metaloproteases, estas células podem apresentar comportamento
agressivo e dar inicio ao processo de transicdo epitélio-mesenquimal, passo importante na
progressdo tumoral, caracterizado pela perda da adeséo celular, perda da polaridade celular e
pelo aumento da invasdo e da mobilidade das células do cancer. Nesta transicdo epitélio
mesenquimal as vias de sinalizagdo envolvidas sdo: Wnt, Notch, fator nuclear kappa B (NF-
Kb), fator de crescimento tumoral beta (TGF-pB), fator de crescimento endotelial vascular
(VEFG)®.

Figura 1 - Habilidades do cancer.
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Demonstrar as repercussdes da expressdo dos FC na evolucdo do cancer de mama é
fundamental para a compreensdo da evolucédo clinica e de possiveis manejos terapéuticas da
neoplasia de mama. A sinalizacdo celular alterada, pela a super expressdo de alguns FC, é
responsavel pela progressdo da neoplasia maligna, promovendo a manutengdo do estimulo
constante a proliferagdo e o bloqueio a apoptose, o que poderia culminar em uma resisténcia as

drogas usualmente utilizadas e comprometer a boa evolugéo clinica®®.

1.2 Vias de Sinalizacéo e Fatores de Crescimento

O avanco na compreensdo da biologia do cancer permitiu maior conhecimento das vias
envolvidas na transducdo de sinais, motivados pela ativacdo de receptores por seus ligantes,
tornando possivel a introducéo de novos tratamentos no cancer de mama. As vias de sinalizacédo
ocorrem entre uma molécula extracelular que se liga ao seu receptor intrinseco, alterando sua
conformacdo e afetando o espago citoplasmatico, segue-se uma sequéncia de alteracdes
intracelulares que culminam numa sinalizacdo nuclear capaz de influenciar a expresséo
génical®,

Os FC desempenham um papel importante no controle da maioria dos processos
celulares fundamentais, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, metabolismo e sobrevivéncia
celular, bem como migracao celular e controle do ciclo celular. Os receptores dos FC podem
sofrer desregulacdo em muitos processos patoldgicos, dentre os quais o cancer, a diabetes
mellitus, as inflamac@es, doencas Gsseas graves, arteriosclerose. Os sinais de desregulacao dos
FC estdo presentes em vérias das caracteristicas que configuram o fenétipo maligno, podemos
ressaltar a aquisicdo de auto-suficiéncia na producdo dos FC, a insensibilidade aos supressores
do crescimento, a resisténcia a morte celular e ao escape a destruicdo imune, a inducéo de
angiogénese, a ativacdo da invasdo e metastatizacdo, aquisicdo de um potencial replicativo
ilimitado, a instabilidade gendmica e mutagéo, o status de inflamag&o promovida pelo tumor, e
a desregulagdo energética celular?.

Nos tecidos normais a quantidade de FC € controlada por células adjacentes ou distantes
que os produzem e os langcam na circulagdo. Esta producdo proporciona niveis normais de
proliferacdo, no entanto, quando a célula replica FC produzidos por ela propria, sucede uma
condicdo de estimulagdo autdcrina ou auto estimulacdo que pode resultar numa proliferacdo
celular aberrante'®3, a propria sinalizacdo dos receptores pode também sofrer desrregulacio
pela elevacdo dos niveis de proteinas receptoras da superficie celular, tornando tais células

hiperesponsivas. Os FC sdo moléculas dinamicas por serem capazes de induzir a reposta celular,
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sua atuacdo é controlada pela expressdo génica, principalmente pelo inibigdo de sua sintese nas
células que apresentam os receptores cognatos, quando existe uma modificacdo dos fatores
regulatorios que ajem subregulando a comunicacdo prolongada do FC com seu receptor ha
estimulo a transformacgdo maligna. Os FC podem criar sinais desordenados capazes de provocar
desequilibrio na proliferacdo (fator de crescimento fibroblatico - FGF, fator de crescimento
epidérmico - EGF), na migracéo celular (FGF, EGF, VEGF - fator de crescimento do endotélio
vascular), na sintese de proteinases (FGF, EGF) e na angiogénese (FGF, VEGF), estes
estimulos impulsionam ndo apenas o crescimento tumoral, mas também, possibilitam condi¢des
para 0 propagacédo do tumor para outros tecidos®. A biodisponibilidade dos FC é regulada pelo
sequestro do espaco pericelular, pela matrix extracelular e por uma complexa rede de proteases,
sulfatases e possivelmente outras enzimas que liberam e os ativam, aparentemente, com uma
alta especificidade e de forma localizada*®.

Comumente a superexpressdo de FC estd associado ao desenvolvimento do cancer. O
EGF e sua familia estdo fortemente relacionados ao prognostico e tratamento do cancer de
mama. O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) esta envolvido em angiogénese,
proliferacdo celular, metastases, bem como inibicdo da apoptose®.

Ha outro FC que comumente associa fatores socio epidemioldgicos, diabetes, obesidade
e sindrome metabdlica ao cancer, talvez por ser resultantes destas condigcdes a resisténcia a
insulina e a hiperinsulinemia. Os receptores do fator de crescimento insulina like (IGF-R) e
insulina (IGF) formam uma complexa rede de receptores de superficie celular, e todos
funcionam para mediar as respostas de insulina e IGF. A maioria dos tumores malignos tem
receptores de insulina e IGF-1. Os IGF e IGF-R sdo capazes de estimular a proliferacdo de
células malignas e favorecer a metastase, além de sua funcdo metabdlica’. Estas peculiaridades

estudadas nestes dois FC nos motivou a estuda-los.

1.2.1 Fator de Crescimento Epidérmico (EGF)

O EGF é um 53 citocina de aminoacido (6,2 kDa) que é secretado por células
ectodémicas, mondcitos e glandulas renais e duodenais e estimula o crescimento das células
epidérmicas e epiteliais. O EGF e pelo menos sete outros FC e seus quinases de receptores
transmembrana desempenham um papel importante na proliferagdo celular, sobrevivéncia,
adesdo, migracdo e diferenciacdo. A familia do receptor do EGF (EGFR) consiste de quatro
receptores transmembranares, que incluem EGFR HER1 (erbB-1), HER2 (erbB-2/neu), HER3
(erbB-3) e HER4 (erbB-4)8. O gene EGFR esta localizado no brago curto do cromossomo 7, na
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regido 7pl2.3pl2.1 e codifica, via splicing alternativo, 04 isoformas, a mais descrita na
oncologia e a que estudaremos ¢é a isoforma 1 (p170) composta por 28 exons, 1.210 aminoacidos
e transcreve 1500pb em seu RNAm, esta isoformas apresenta trés dominios funcionais
principais: um dominio extracelular com estrutura acopladora do ligante, um dominio
transmembrana hidrofébico que ancora e estabiliza a estrutura do receptor e um dominio
intracelular com sitio catalitico da tirosina quinase e multiplos sitios de autofosforilacdo
agrupados na porgao C-terminal®®.

HERZ, bem como HER2 sdo superexpressos em muitas células de tumores solidos, tais
como a mama, pulméo ndo-pequenas células, cabeca e pescoco e cancer de célon®. Os altos
niveis de expressdio HER1 e HER2 em células de cancer estdo associados um mau
progndstico®®. A desregulagio dos receptores HER ocorre por uma variedade de mecanismos,
entre eles: superexpressdo do receptor’; superproducdo de ligantes'?; superexpressio do
receptor acrescido de superproducéo de ligantes, o que resulta numa alca autdcrina®; mutacdes
que provocam a ativagdo constitutiva do dominio tirosina-quinase’*; efeito na internalizacéo
com consequente ndo desativagdo dos receptores, mecanismo conhecido como
downregulation®*,

Além dos mecanismos de desregulacdo, os receptores tirosina-quinase podem ser
estimulados por outras vias de sinalizagéo, processo conhecido como transativagdo ou Cross-
talk. Essas vias marginais podem advir da ativacdo de receptores acoplados a proteina G, de
receptores de citocinas/proteinas de adesdo, de receptores ativados por canais de célcio
voltagem dependentes, varias formas de estresse celular (radiacdo ultravioleta, radiacdo gama,
além de varios compostos oxidantes). Com os processos de desregulacéo, as células tornam-se
propensas a perpetuacao tumoral®4,

Devido a alta frequéncia da expressao EGFR no cancer de mama, os inibidores de
tyrosina quinase (TKI) e anticorpos monoclonais anti-EGFR foram estudados sozinhos e em
combinagdo com a quimioterapia e os resultados foram desanimadores sem nenhum beneficio
visto no estagio inicial ou configuracdo metastatica®, entretanto o objetivo de um recente
estudo®® foi desenvolver um conjugado de anticorpos (do inglés, antibody-drug conjugates -
ADC: brentuximabe vedotin, trastuzumabe emtansine e traztuzumabe deruxtecan) para tratar
canceres de mama sem expressao hormonal e nem HER 2 (c&ncer de mama triplo negativo -
CMTN), mas que tenham grande expresséo de EGFR. O ADC foi desenvolvido conjugando
anticorpos monoclonais anti-EGFR com uma potente carga citotdxica de mertansine (DM1)
que bloqueiam a polimerizacéo de microtubulos. E os resultados mostraram que o anti-EGFR

ADC e uma terapia-alvo promissora para 0s CMTN. A frequéncia de superexpressdo do EGFR
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pode variar muito de 13% a 76% e alguns estudos ja demonstraram que a expressao proteica do
EGFR é mais frequentemente superexpressa nos tumores que sdo receptores hormonais
negativos. A expressdo EGFR tem se mostrado um indicador prognostico independente de pior

sobrevida livre de doengas (SLD)™.

1.2.2 Fator de Crescimento Insulina Like (IGF)

O fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) € uma proteina semelhante a
insulina com efeitos anabolicos, cuja producdo é estimulada pelo hormdnio do crescimento (do
inglés, Growth Hormone - GH). De modo mais especifico o IGF promove a progressao do ciclo
celular e inibe a apoptose, esta atua¢do pode ocorrer por acao direta com outros FC e também
por acdo indireta interagindo com outros sistemas moleculares intracelulares envolvidos na
promog&o e/ou progressao do cancer.

Vaérios fatores podem ativar a atividade de quinase do seu receptor, o IGF-1R, levando
a interacdo com seu substrato, receptor de insulina (IR) e o Drc-homology-2 contendo proteina
SH2. Ap6s a fosforilacdo, essa proteina, ativa as quinases celulares e inicia diferentes vias de
sinalizacdo a jusante. Especificamente, o IGF-1R ativa o pi3K/AKT/mTOR e as vias de
sinalizago ras/raf/MEK, levando a carcinogénese'®?’.

Membros do IGF: IGF-I, IGF-II, receptores de IGF-I e IGF-II (IGF-IR e IGF-IIR), e as
IGF-binding proteins (IGFBPs 01-06), IGFBP proteases, e proteinas subreguladas estdo
envolvidas na sinalizacdo intracelular distal do IGF-IR e portanto podem ter um papel no
desenvolvimento e na progressdo de neoplasias. Altos niveis plasmaticos de IGF-1 e IGFBP-3
representam um fator de risco para o desenvolvimento e recorréncia de cancer de mama na
populacdo geral. Isso € particularmente avaliado nos de tumores hormono positivos,
independente do estado da menopausa®®*®,

Enquanto caminhos individuais tém sido associados a fen6tipos especificos de cancer,
é evidente que os sinais intracelulares iniciados apds a ativagdo do IGF-IR constituem uma rede
de interacio de eventos moleculares?®212?,

As principais diferencgas entre as IGFs e a insulina concentram-se na estrutura, nos
receptores preferenciais, nas interagdes com as proteinas ligadoras, e, conseqlientemente, na
funcdo. A insulina age como um ligante solto para ativar o seu receptor, designado como IR,
enquanto as IGF-1 e 11, uma vez ligadas as IGFBPs, ativam predominantemente o IGF-IR, que

tem estrutura semelhante ao 1R?3:24:25:26,
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Altos niveis de insulina induzem um nivel mais alto de soro IGF-1 que, por sua vez, tém
propriedades mitogénicas e promovem comportamento anti-apoptético nas células. Por isso, a
hiperinsulinemia crénica tem sido associada a carcinogénese. O IGF-1R ndo esta apenas
envolvido no processo de transformacdo dos canceres, mas também desempenha um papel
importante na manutencdo da transformagdo maligna®’282°,

As concentracdes circulantes de IGF-I, IGF-11 e IGFBPs variam entre individuos
normais, influenciadas por fatores genéticos e estilo de vida, em especial a alimentacao.
Pesquisas tém revelado risco elevado de cancer nos individuos com concentragdes de IGF-1 no
limite superior do normal . Estes dados s&o confirmados com estudos de carcinogénese in vivo,
mostrando aumento da taxa de divisdo celular e efeito anti-apoptético da IGF-I. A diminuicdo
da IGF-1 diminui as condi¢Ges permissivas para a proliferacio neoplasica®%31:32,

Bjorner®?, realizou um estudo clinico que investigou o IGF -1R, o IR e o receptor do
fator de crescimento tipo insulina-fosfo-insulina/IR no cancer de mama mostrando sua
implicacdo nos diferentes grupos, esta investigacao sugeriu a necessidade de encontramos
biomarcadores preditivos de resposta terapéutica para selecionar adequadamente as pacientes
para o tratamento hormonal, neste estudo foi avaliada a expresséo, individual e combinada, de
proteinas especificas do tumor por imunohistoquimica de IGF-1R, IR, IGF-1R fosforilada/rei,
em 1.026 pacientes portadoras de cancer de mama sem tratamento pré-operatério, na Suécia. A
forte expressdo do IGF-1R impactou a resposta ao tratamento endocrino, dependendo da idade
das pacientes e do tipo de terapia hormonal a ser administrada. Mostrou ainda que apos a
ativacdo dos receptores IGF1 R e IR, mediada por ligantes, estes tornam-se fosforilados e
iniciam um sinal de transducdo ajusante envolvendo as vias da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) e a proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), além disso ha interferéncia entre a
sinalizacdo do IGF e as vias de sinalizacdo do receptor de estrogénio (ER) e que esta rede de
sinalizagdo do IGF também pode conferir resisténcia a outros tratamentos, inclusive as
direcionadas ao HER -2, a radioterapia e a quimioterapia. A expressao tumoral do IGF 1R foi
associado ao tamanho do tumor invasivo, comprometimento linfonodal e a forte expressao dele
foi mais relacionado a canceres mais agressivos. Este estudo ressalta a complexidade de
sinalizacdo do hétero-homodimero IGF e sua interagdo com tratamento endocrino, sugerindo
que as combinagfes dos fatores envolvidos podem melhorar a selecdo dos pacientes para a
terapia alvo de IGF-1R%.

As implicacgdes centrais da via IGF-1R na proliferagdo de células tumorais e metastase
estdo, principalmente, na resisténcia aos bloqueadores hormonais, agentes de alvo do receptor

HER2 e na quimioterapia®.



20

1.3 Epidemiologia do Cancer de Mama

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais comum entre as mulheres no mundo.
Em 2021 foi estimado que 281.550 novos casos de cancer mamario serdo diagnosticados entre
as mulheres e 2.650 casos diagnosticados em homens. Aproximadamente 43.600 mulheres e
530 homens morrerdo por cancer de mama em 2021. Um pouco mais da metade desses casos
(53%) ocorrem em paises em desenvolvimento econémico, 0 que representa cerca de 82% da
populacdo mundial. O relato de mortes por cancer de mama em 2018 foi de 626.700 casos no
mundo*,

Existe grande variacao nas taxas de incidéncia no cancer de mama ao redor do mundo.
As maiores taxas sdo observadas na America do Norte, Australia e Europa, enquanto que taxas
de incidéncia menores, em partes da Africa e Asia. Estudos sugerem que a larga variagéo
internacional na incidéncia do cancer de mama reflete principalmente as diferencas do estilo de
vida e a influéncia do meio ambiente, de forma mais importante que herancas genéticas. As
baixas taxas de incidéncia dos paises em desenvolvimento, provavelmente, também refletem
baixo rastreio e dados incompletos em sua notificacdo®. O Brasil, apresenta incidéncia de 43,74
casos por 100.000 mulheres e uma estimativa nacional para 2021 de 66.280 novos casos, no
homem esta incidéncia é muito baixa, em cerca de 1%, ndo estando entre os 10 mais frequentes.
No estado do Para a incidéncia desta neoplasia, no ano de 2020, apresentou uma taxa bruta de
18,24/100 mil habitantes e na capital, Belém, taxa bruta de 37,80/100.000 habitantes,
mostrando a distribui¢do desigual entre a capital e o resto do estado, com grande concentracdo
em Belém.

A faixa etaria do cancer de mama apresenta maior incidéncia entre 45 a 55 anos. Estudos
demonstram uma incidéncia menor de casos novos antes dos 35 anos, embora percebamos uma
onda crescente de casos novos de cancer de mama em idades mais precoces em todas as regioes
do Brasil. Estatisticas indicam aumento da sua incidéncia tanto nos paises desenvolvidos
quantos paises em desenvolvimento®.

Foi realizado um estudo sobre a proporcionalidade de 6bitos por cancer em mulheres,
em 2019, as mortes por neoplasia maligna da mama estdo em primeiro lugar no pais,
representando 16,1% do total. Esse padréo se repete em quase todas as regides brasileiras, na
regido Norte a percentagem é em torno de 13,2%. Os maiores percentuais na mortalidade
proporcional por cancer de mama foram os do Sudeste (16,9%) e Centro-Oeste (16,5%),
seguidos pelo Nordeste (15,6%) e Sul (15,4%)%.
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O crescente aumento da incidéncia e mortalidade se deve, provavelmente, a grande
heterogeneidade biolégica dos tumores malignos mamarios. Esta caracteristica &,
reconhecidamente, importante entrave a previsibilidade da resposta terapéutica, esta
variabilidade observada na resposta ao tratamento e na propria evolugdo pode ser observada em
todas as faixas etéarias. Existem avangos na compreensdo da carcinogénese e na biologia do
cancer, no entanto, os questionamentos persistem especialmente na predicdo da resposta
terapéutica. Usando parametros de progndstico clinico comprovado, deduz-se que varias
proteinas que apresentam funcgdes celulares essenciais tém sido propostas como potenciais

preditoras de resposta no cancer de mama®.

1.4 Classificacdo Histologica do Cancer de Mama

A nova classificacdo de tumores da mama elaborada pela Organizacdo Mundial da
Salde (OMS), em 2019, apresentou mudancas em relacdo as edicBes anteriores, Ha o
reconhecimento dos subtipos relevantes do tratamento do carcinoma invasivo, com base no
estado de RE e HER2 (fator de crescimento epidérmico tipo 2)%

Os tumores mamarios classificados segundo a classificacdo de tumores malignos, 8?
edicdo do Union for International Cancer Control (UICC), se aplicam apenas aos carcinomas
e tanto no cancer masculino como feminino. No caso de multiplos tumores primarios
simultaneos na mesma mama o0 tumor com a maior categoria T deve ser usado para
classificacdo. Os céanceres simultdneos devem ser classificados independentemente para
permitir a divisdo dos casos pelo tipo histopatoldgico.

T ( tamanho do tumor): Exame fisico e imagem, por exemplo: mamografia/ us mama
N (linfonodos): Exame fisico e imagens

M ( Metéastases): Exame fisico e imagem

TNM - Classificagdo Clinica

TX O tumor primario nao pode ser avaliado.

TO N&o ha evidéncia de tumor primario.

Tis Carcinoma in situ: carcinoma intraductal, ou doenca de Paget do mamilo sem tumor.
T1 - Tumor de 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

T1mic - Microinvaséo de 0,1 cm ou menos em sua maior dimensao.

T1la - Mais de 0,1, porém ndo mais de 0,5 cm em sua maior dimensao.

T1b - Mais de 0,5 cm, porém ndo mais de 1 cm em sua maior dimensao.

T1c - Mais de 1 cm, porém ndo mais de 2 ctn em sua maior dimensao.
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T2 - Tumor de mais de 2 cm, porém ndo mais de 5 cm em sua maior dimensao.
T3 - Tumor de mais de 5 cm em sua maior dimens&o.
T4 - Tumor de qualquer dimensdo, com extenséo direta a parede toracica ou a pele.
T4a - Extensdo a parede torécica.
T4b - Edema (inclusive "peau d'orange"), ou ulceragdo da pele mamaéria, ou nédulos cutaneos
satélite confinados a mesma mama.
T4c - Ambos (T4a e T4b).
T4d - Carcinoma inflamatério.
N -Linfonodos Regionais
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
NO - Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
NI - Metéstase em linfonodo(s) axilar(es), homolateral(ais), mével(eis).
N2 - Metéastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral (ais)fixo(s) uns aos outros ou a outras
estruturas.
N3 - Metastase em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(ais).
M -Metéstase a Distancia
MX -A presenca de metéstase a distancia ndo pode ser avaliada.
MO -Auséncia de metastase a distancia.
MI - Metéstase a distancia.
Segundo o manual de Estadiamento do Cancer da American Joint Committee on Cancer
(AJCC), oitava edicdo, 2018, a classificacdo TNM pode ser usada como progndstico clinico,

utilizando o grau histolégico, receptores hormonais e HER 2.



Figura 2 - Estadiamento clinico do cncer de mama segundo a AJCC, 2018.
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Fonte: American Cancer Society. AJCC 3
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A atualizacdo da OMS organizou os tumores mamarios de modo amplo incluindo os
tumores benignos, precursores e malignos®’. Dentre os tumores malignos destacamos 0s
principais achados na pesquisa:

Carcinoma ductal in situ (CDIS), que compreende trés apresentacGes: de baixo grau
nuclear, de grau nuclear intermediério e alto grau nuclear.

Carcinoma mamarios invasores: Carcinoma ductal invasor (CDI) e Carcinoma lobular

invasor (CL1)*".

1.4.1 Carcinoma ductal in situ

O CDIS, ou intraductal, é clinico, radiologico e histologicamente heterogéneo e nédo
precursor obrigatério do CDI. Aproximadamente 20% dos screening mamograficos sdo de
CDIS, pode apresentar-se como massa ou microcalcificagbes agrupadas, descarga papilar ou
doenca de Paget. A classificacao de trés niveis para CDIS ndo indica progressao de baixo para
alto grau nuclear, existem evidéncias que lesdes de CDIS de baixo e alto grau nuclear seguem
caminhos diferentes, tém diferentes perfis moleculares e genéticos, e estipulam diferentes taxas
de progressdo para CDI, altos niveis de instabilidade gendmica sdo vistos no CDIS de alto grau
nuclear, enquanto CDIS de baixo grau nuclear mostra menos alteracbes gendmica. Na
histopatologia CDIS € caracterizado como uma doenca unifocal limitada a um sistema de
ductos, mas pode se estender até os I6bulos. O CDIS foi classificado de acordo com o padrdo
arquitetdnico e categorizado como sdélido, cribriforme, micropapilar ou papilar. Alguns
sistemas utilizam a presencga ou auséncia de comedonecrose em combinagdo com grau nuclear
para categorizacdo. A comedonecrose € vista como folhas de material eosinéfilico granular
dentro do ducto limen com detritos nucleares associados®’ 8.

CDIS de baixo grau nuclear é composto de pequenas células monomaérficas, crescendo
em um padréo solido cribriforme, micropapilar, ou solido envolvendo mais de dois espagos
completos ou medindo > 2 mm. Os nucleos sdo uniformes em tamanho e forma, com cromatina
regular e nucléolos imperceptiveis. Os nucleos CDIS de baixo grau nuclear sdo 1,5-2 vezes 0
tamanho de um eritrdcito, as figuras mitéticas sdo raras. A microcalcificacdo é vista em

secrecOes dentro dos espacos luminais.
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O CDIS de grau nuclear intermediario € composto por células que mostram
variabilidade moderada em tamanho, forma e polarizacdo. Os nucleos tém cromatina
variavelmente grosseira e as vezes tém nucléolo proeminente. A necrose e figuras de mitose
podem ser vista. Microcalcificacbes podem estar presentes em secre¢des e/ou em material
necrosado.

CDIS de alto grau nuclear € formado por grandes células atipicas mais comumente com
uma arquitetura solida. No entanto, podem ser vistos padr6es micropapilar, cribriforme. A
polarizacdo em torno dos espacos de luminarias ¢ minima. Os nlcleos sdo grandes e tipicamente
pleomérficos, com contornos irregulares, cromatina grosseira, e muitas vezes nucléolo
proeminente. Em CDIS de alto grau, os nucleos sdo > 2,5 vezes o tamanho de um eritrécito de
diametro. Mitoses sdo usualmente evidentes. A comedonecrose central com microcalcificacdo

é frequentemente presente, mas nao é obrigatdria para o diagndstico®”%,

1.4.2 Carcinoma ductal invasor (CDI)

O CDI representa 80% a 90% dos carcinomas da mama e engloba um grande e
heterogéneo grupo de neoplasias epiteliais malignas da mama. Carcinomas que mostram um
padrdo histoldgico especial em 90% dos tumores sdo designados como um tumor especial puro,
como os carcinomas lobulares, mucinosos e tubulares. Tumores sem caracteristicas especificas,
séo designados como carcinoma invasores NST (no special tipe), que responde pela maioria
dos casos, aqueles com padrdes mistos®. Macroscopicamente, forma um nddulo sélido ou uma
area de condensacdo no parénquima, de coloracdo acinzentada ou branquicenta, com
consisténcia de “péra verde” ao corte (carcinoma cirroso), o que depende da quantidade de
fibrose de estroma, da elastose peritumoral e da presenca de necrose e de calcificacdes
relativamente grosseiras®.

Os CDI séo agrupados em subtipos definidos por biomarcadores para fins de tratamento
com base no status RH e do HER 2. Apesar de caracteristicas morfoldgicas sobrepostas, esses
subtipos definidos por biomarcadores mostram resultados distintos na terapia, bem como
diferencas no perfil genémico.

- RH-positivo, HER2-negativo;
- RH-positivo, HER2-positivo;

- RH-negativo, HER2-positivo;
- RH-negativo, HER2-negativo.
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Os CDI formam a maior parte dos casos de cancer de mama, e suas caracteristicas e
manejo prognostico sdo semelhantes ou ligeiramente pior. O prognostico é profundamente
influenciado pelas variaveis classicas: idade do paciente, grau histologico tumoral, estagio
tumoral, invasdo linfo-vascular e TILs que sdo células linfoides mononucleadas infiltrando-se
no tumor e seu estroma, eles refletem a resposta imune hospedeiro contra as células tumorais.
Além de preditores de reposta bem definidos, como RE, RP e status HER2. O indice de
proliferacdo KI-67 e o status AR (receptores androgénicos) mostraram ter valor progndstico
também. Aproximadamente 70-80% dos CDI sdo RE-positivos e 12-20°/0 de casos sdo HER2

positivos.

1.4.3 Carcinoma lobular invasor (CLI)

CLI é composto de células ndo coesivas que sdo mais frequentemente dispersas ou
organizadas em um padrdo linear de fileira Unica. Se apresenta uma massa palpavel mal
definida. Radiologicamente, o achado mais comum é massa espiculada/ou distorcdo de
arquitetura. Tumores podem ser impalpaveis, ndo avaliados ao ultrassom e a mamografia e ja
apresentar metastases. Calcificacdes sdo pouco frequentes, mas podem aparecer em lesGes
adjacentes . A mamografia tem menor sensibilidade para a detecgdo, com taxas falsas negativas
tdo altas quanto 19%. A ultrassonografia € mais sensivel em torno de 78-95%, embora o
tamanho do tumor possa ser subestimado. A ressonancia é mais util no diagndstico do CLlI,
particularmente em lesdes multifocais, mas pode apresentar falsos positivos e superestimacéo
do tamanho do tumor. A maioria das pacientes apresenta apenas um adensamento ou um
endurecimento local mal definido, por vezes, surgindo como uma nodularidade palpavel. O CLI
tende a ser freqlientemente multifocal e/ou multicénctrico. A bilateralidade é descrita em 6% a
28% dos casos, O CLI constitui de 05 a 15% de todos os carcinomas mamarios®:39 ,

Os tumores malignos mamarios apresentam grande heterogeneidade clinica e bioldgica,
e graus de agressividade diversos, houve a necessidade de padronizacdo da linguagem
anatomopatoldgica com fins progndsticos e terapéuticos. Patey e Scarff em 1928 idealizaram
um sistema de graduacdo no carcinoma mamario, em 1957 Bloom e Richardson acrescentaram
uma escala numérica a este sistema de graduacéo e desde 1968 usamos a classificacdo de Scarff,
Bloom e Richardson (SBR), adotada pela OMS, em 1991, o grupo de Nottingham introduziu

modifica¢Bes que acrescentaram parametros para avaliar a agressividade tumoral.

1.5 Graduagao Histoldgica do Cancer de Mama
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O sitema mais utilizado para graduacdo histologica no cancer de mama € o de
Nottingham baseado no arranjo tubular, pleomorfismo nuclear e contagem mitética*!, um score
de 01 a 03 € usado para garantir que cada fator seja avaliado independentemente. O arranjo
tubular é avaliado no tumor inteiro em baixa ampliacéo, somente estruturas que exibem limem
central rodeado por células neoplasicas polarizadas sdo contadas, os pontos de corte sdo 75% e
10% da area do tumor sdo usados para determinar o score, referentes a identificacdo da
quantidade de estruturas ductais bem diferenciadas formam a lesdo: grau 1 é considerado
guando mais de 75% dos ductos bem diferenciados estdo presentes, grau 2 quando 10% a 75%
de estruturas ductais bem diferenciadas e grau 3 quando menos de 10% de formacéo ductal bem
diferenciada.

O pleomorfismo nuclear é avaliado na area que mostra maior grau de pleomorfismo em
comparacdo com a regularidade do tamanho e do contorno do nicleo de células epiteliais
normais do tecido mamario. O aumento da irregularidade do contorno nuclear, do tamanho do
nucleo e uniformidade da cromatina sdo usados como caracteristicas adicionais determinando
o score do pleomorfismo, este score varia de 01, quando o tamanho do ndcleo esta muito
semelhante a de células espiteliais pré existentes, mostra minimo pleomorfismo, um padrédo
uniforme de cromatina e nucléolo que ndo sao visiveis ou imperceptiveis. Score 02 que mostra
aumento do ndcleo, leve a moderado pleomorfismo e nucléolo pequeno mas, visivel. Score 03
guando o tamanho do nudcleo apresenta um aumento de 02 vezes maior do que os nucleos das
células epiteliais pré existentes, eles variam significativamente em tamanho e forma e muito
mostram nucléolo proeminente®.

Uma mudanca importante da ultima edicdo da OMS, sobre a classificagdo de tumores
mamarios € a conversdo da contagem mitotica do denominador tradicional de 10 campos de
alta poténcia para uma area definida expressa em mm?2. Isso serve para padronizar a verdadeira
area sobre a qual as mitoses sdo enumeradas, porque diferentes microscopios possuem campos
de alta poténcia de diferentes tamanhos*2. Contagem mitdtica requerem padronizagao para uma
area de campo fixo, contabilizando o nimero total de mitoses por campos de alta poténcia. A
pontuacdo é realizada na &rea que apresenta a maior frequéncia de figuras mitoticas,
normalmente a borda periférica do tumor. Se houver heterogeneidade, devem ser escolhidas
regies que apresentem maior frequéncia de mitoses, somente 0s campos com uma carga celular
tumoral representativa devem ser avaliados. Os trés valores sdo somados para produzir uma
pontuacdo de 03 a 09, as notas sdo atribuidas da seguinte forma: 3-5 pontos =grau 1, bem

diferenciado; 6-7 pontos = grau 2, moderadamente diferenciado; e 8-9 pontos = grau 3,
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indiferenciado, com a finalidade da garantia de qualidade, recomenda-se que 0s componentes
de pontuacdo individual sejam relatados, alem da nota calculada. A classificacdo de amostras
de pequenos tecidos como amostras de core biopsy ou puncdo de agulha grossa é possivel e
muitas vezes necessaria na era do tratamento neoadjuvante, mas devemos reconhecer que ha
limitacGes, em particular devido a capacidade reduzida de avaliar com precisdo a frequéncia
mitdtica. Isso pode levar a subestimar o verdadeiro grau em tal espécime3’42,

Avaliacdo morfoldgica do grau de diferenciagdo tem importante papel por fornecer
informacd@es Uteis de progndsticos no cancer de mama. Pacientes classificadas como tumores
grau | tém uma sobrevida significativamente melhor do que aqueles com tumores Il e 111 grau
(p< 0,0001). Estes resultados demonstram que este método de classificacdo histoldgica fornece
informacdo progndstica importante e, se, o protocolo de classificacdo for seguido de forma
consistente, resultados reprodutiveis podem ser obtidos. Grau histoldgico juntamente com o
tamanho do tumor tamanho e o status linfonodal, sdo variaveis que nos oferecem conhecimento

necessario para selecionar pacientes objetivando a terapia adequada®.

1.6 Subtipos Moleculares

Apbs o relevante estudo de Perou®® utilizando “cDNA microarray” de 38 carcinomas
invasivos (36 carcinomas ductais e 2 carcinomas lobulares), 1 carcinoma ductal in situ, 1
fibroadenoma e 3 amostras de mama normal, formou uma lista de genes “intrinsecos”cuja a
analise agrupada e hierarquizada mostrou a existéncia de quatro subtipos moleculares de cancer
de mama: luminal, mama “normal-like”, HER2 e “basal-like”. A classificagdo molecular por
microarray de DNA é baseada em analise complexa de expressdo génica, muito relevante e
precisa, mas que possui restrito acesso por parte da maior parte da populacdo, o que dificulta
sua implementacdo na pratica em larga escala. Uma classificagdo semelhante com modelos
imunohistoquimicos, mesmo que, as vezes, imprecisa, foi mais acessivel e intensamente
difundida. A imunohistoquimica (IHQ) usa anticorpos (Acs) especificos contra proteinas
intracelulares presentes no nucleo, no citoplasma e/ou na membrana celular, identifica o status
dos receptores hormonais: estrogeno (RE) e progesterona (RP); a super expressao da proteina
de membrana HER-2 e o indice de proliferacdo do Ki 67. Sdo usados para esse fim o0s seguintes
marcadores: RE, RPg, HER-2, CK 5/6, EGFR (HER-1) e Ki 67.

Os subtipos moleculares foram agrupados em: luminais A e B, HER2, basal-simile e
normal like**4, Esses perfis de expressio génica foram reproduzidos por IHQ e posteriormente

comprovados*+4°,
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1.6.1 Luminais Ae B

O subgrupo de tumores luminais indicam a presenca de receptores hormonais (RH) nas
células tumorais, representam cerca de 2/3 dos carcinomas mamarios e sdo considerados de
grande importancia progndstica e terapéutica, dividindo os carcinomas em RH negativos ¢ RH
positivos. Os receptores hormonais sdo proteinas que se ligam aos hormdnios circulantes,
mediando seus efeitos celulares. Existem 02 tipos de RE: a e  que sdo codificados por genes
independentes: Esrl e Esr2, localizados nos bragos cromossomicos 6g25.1 e 14q22-24,
respectivamente. Os dois receptores sdo classificados como receptores nucleares do tipo 1,
devido a localizacdo de ambos no citosol. A sinalizacdo depende e se inicia através da ligacéo
com o receptor do estrogénio, no entanto a resposta transcricional especifica aos receptores
estrogénicos depende de multiplos fatores. Um dos fatores importantes é a composi¢do das
proteinas correguladoras em uma determinada célula e as caracteristicas dos promotores dos
genes responsivos ao estrogénio. Considerando que os hormonios sdo moduladores da
transcricao, eles necessitam que outras vias de sinalizacdo gque estejam ativas no momento da
exposicdo do hormonio®®. Os receptores a estio implicados na promogédo do crescimento e
sobrevivéncia de células epiteliais mamarias, enquanto que os RE B estdo envolvidos em
propriedades de inibi¢do do crescimento?.

O receptor da progesterona (RP) faz parte da familia dos receptores esterdides derivados
do &cido retinoico. O gene para esse receptor encontra-se localizado no cromossomo 11¢22-23.
E importante regulador do crescimento da glandula mamaria e também encontra-se envolvido
na génese de tumores malignos. Esse receptor possui duas isoformas: a isoforma "A" é capaz
de inibir o gene de ativacdo dos receptores estrogénicos, e a isoforma "B" que tem a capacidade
de ativar os RE*’. A progesterona exerce acio mediadora na regulacio das metaloproteinases
de matriz extracelular, estimulando os fatores inibidores destas enzimas, age sobre a expressao
de fatores angiogénicos e sobre os fatores que regulam o ciclo celular. Também atua por meio
da estimulagio de EGF e citocinas que contribuem diretamente para a carcinogénese mamaria®’.

Os estrogénios téem importante papel no desenvolvimento do cancer de mama,
apresentam mais de um mecanismo de acdo, em ligacdo com o0s receptores hormonais
estimulam a proliferacdo das células mamarias, aumentam o nimero de células-alvo dentro dos
tecidos, aumentam a divisdo celular e a sintese de DNA elevando o risco de erros replicados o0s
quais podem resultar na aquisicdo de mutacdes prejudiciais que interrompem processos
celulares normais como a apoptose, proliferacdo celular ou a reparagdo do DNA e que além

disso 0 metabolismo dos estrogénios conduz a fabricacdo de produtos genotdxicos que
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poderiam diretamente danificar o DNA e novamente resultar em pontos de mutagéo, portanto
existem evidéncias que 0 estrogénio pode, atraves de ambos 0s mecanismos, iniciar e/ou
promover o cancer de mama“®,

Os estrogénios mediam a transcri¢do génica atraves de duas vias de sinalizagéo celular:
via gendbmica ou nuclear na qual ha a difusdo dentro da célula ligando-se ao RE localizado no
nucleo que entdo liga-se a outros elementos responsivos ao estrogénio, via interacdo proteina-
proteina com a proteina ativadora 1 (P1) ou em locais SP1 nas regiGes promotoras dos genes

responsivos ao estrogénio.

Figura 3 - Modelos de ativacdo dos receptores de estrogénio.
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Fonte: Adaptado de Morani*.

O outro mecanismo dito ndo gendmico ou extranuclear que ocorre através do RE
localizado na membrana plasmatica ou no citoplasma a partir de ativacéo de vias intracelulares
como 0 aumento dos niveis de Ca2 ou do 6xido nitrico (NO) e a ativacdo das vias MAPK e
PI3K, comuns aos receptores de FC com atividade tirosinoquinase*. O bloqueio da atividade
do ER s0 ¢ alcancado na via genémica, na via ndo gendmica os receptores hormonais podem

ser ativados mesmo na auséncia do estrogénio*®°,
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Figura 4 - Mecanismos de acdo dos estrogénios.
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Fonte: Deroo e Korach®,
ER: receptor de estrogénio; Co-reg: coregulador; ERE:elemento responsivo ao estrogénio.

A observacéo de que o crescimento de certos tumores, principalmente aqueles derivados
dos oOrgdos reprodutivos (mama, prostata, endométrio, ovario), € regulado pelos horménios
esterdides (estrogenos e androgenos) e tem tido um impacto fundamental na abordagem
terapéutica desse grupo de tumores. Aromatase e 0 RE o sdo duas proteinas chaves para a
resposta endocrina nos canceres de mama hormonio dependentes. Aromatase € uma enzima
envolvida na conversdo de androgeno (como a testosterona) em estrogénio (como 17 B-
estradiol), expressa especialmente na pds menopausa quando o androgénio, pela acdo da enzima
aromatase citocromo P450 (CYP19), é convertido a estrogénio na pele, musculos, tecido
adiposo, e tecido mamario benigno e maligno*.

A mutacdo ou amplificacdo do RE pode causar resisténcia enddcrina, e a fosforilagéo
que modula a atividade de aromatase associada a ativacdo de vias de sinalizagédo ndo genémicas
sdo importantes mecanismos de ativacdo independente do ER. Suspeita- se da ativacdo da via
ndo gendmica quando hd menor positividade ou mesmo negatividade do receptor de
progesterona, maior expressdo do HER1 e maior taxa de proliferacdo celular, conclui-se que,
tomados em conjunto, estas caracteristicas sdo fundamentais no desenvolvimento da resisténcia
enddcrina e maior risco de recorréncia*®°,

Os carcinomas luminais podem ser divididos em luminal A de melhor prognostico, mais

diferenciados, com indice de proliferacdo (Ki67) mais baixo <14%, expressando proteinas
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receptoras de estrogénio e progesterona, citoqueratinas luminais 08 e 18 e genes associados a
ativacdo do ER como o LIV1 e a ciclina D1. Os luminais B apresentam a expressdo dos
receptores hormonais, indice de proliferacdo (Ki67) mais alto >14% e maior risco de
recorréncia local. Alguns perfis biolégicos expressam RH e também amplificam o HER2, séo
os luminais hibridos ou triplo positivos estéo, geralmente, associados a pior prognostico. Dentro
dos tumores Luminais podemos, ainda, quantificar o risco de bom ou mau prognostico
considerando o comprometimento axilar, o grau histologico, receptor de progesterona, a
atividade proliferativa, a invasao vascular e a amplificacdo do HER 2 e classifica-los em grupo
favoravel de baixo risco e outro como de risco intermediario ou alto.

O anticorpo Ki67 (acKi67), ele age com o antigénio nuclear Ki67, esta presente em
todas as fases do ciclo celular, exceto em GO. A imunomarcacdo pelo Ac Ki67 permite a
determinacdo da fracdo de crescimento tumoral e a percentagem de células marcadas, portanto
correlaciona-se com a fracdo de crescimento tumoral, determinada pelo nimero de células em
fase S. Para a determinacdo de expressao do Ki67 avalia-se o percentual contados de ndcleos
para o antigeno Ki67. Este percentual apresenta estreita relacdo com a fracdo de crescimento
das neoplasias. Este método de avaliacdo da proliferacdo celular tem sido cada vez mais
utilizado, ancorado em sua validade bioldgica e aplicabilidade em tecido parafinado, através do
anticorpo MIB-I. Ainda ndo ha uma forma padronizada de avaliacdo deste marcador. Nas
publicacdes cientificas predominam os métodos de contagem, enquanto na pratica diaria
costuma-se fazer uma estimativa do percentual de ndcleos marcados pela reacéo
imunohistoquimica. A estimativa apresentou grande concordancia com a contagem, quando a
area mais proliferativa era avaliada, pois esta é uma &rea pequena que determina uma
variabilidade menor dos campos selecionados para avaliacdo. A concordancia ndo foi tdo
elevada quando o padrdo geral da neoplasia era avaliado. Os presentes resultados apontam para
a validade da estimativa da fracdo proliferativa na pratica da avaligdo progndéstica em carcinoma
de mama, principalmente quando selecionada a area de maior proliferagdo®!. A analise deste
indice nos permite caracterizar o grau de proliferacdo celular tumoral (taxa de crescimento) e,
consequentemente, o seu grau de agressividade, maior risco de novos clones tumorais,

mutagdes, dificultando pelo sistema imunoldgico a contengéo tumoral®2,

1.6.2 HER-2

O gene HER-2 esta localizado no cromossomo 1721 e tem como perfil codificar um

receptor transmembrana de tirosina-quinase, € um membro da familia dos EGFR ou familia
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HER. A amplificacdo deste gene estd associada com a superexpressao de sua proteina na
membrana das células neoplasicas, esta expresso em 1/3 dos canceres de mama. Os receptores
do HER sé&o também chamados ErbB, (proteinas tirosina-quinases transmembranosas que ligam
o fator de crescimento epidérmico - EGF - e outras moléculas assemelhadas), esta terminologia
se deve a descoberta de seu oncogene anélogo viral (v-ErbB) na transformacao leucémica de
progenitores eritroides em aves, sendo posteriormente descrito o receptor celular endégeno (c-
ErbB, ou HER2)%,

Os tumores que expressam a amplificacdo do HER-2 apresentam fendtipo mais
agressivo, geralmente com alto grau histolégico, tumores maiores, com aumento da atividade
mitética, maior proliferacdo celular, niveis de receptores hormonais mais baixos e um pior
progndstico mesmo com linfonodos negativos e diminuico nas taxas de sobrevida global®,

A amplificacdo do HER 2 pode ser detectada pela producdo aumentada de proteina,
através da imuno-histoquimica, diretamente pela quantificagdo génica do nimero de copias,
pelos transcritos de RNA no citoplasma ou pela determinacao sérica de fragmentos liberados
da porcdo extracelular da molécula. Sdo recomendadas pelo Colégio de Patologistas
Americanos e pela Sociedade Americana de Oncologistas Clinicos apenas as duas primeias
técnicas. O resultado varia em 0, 1+, 2+ e 3+ , considerado positivo apenas o 3+, quando
considerado duvidoso 2+ utiliza-se o estudo da amplificacdo do gene por FISH (hibridizagéo in
situ marcada por fluorescéncia) para confirmacdo da amplificacao de cépias do gene HER 2.

Algumas terapéuticas foram desenvolvidas para os tumores que apresentam o aumento
da expressdo génica do HER-2, a primeira descoberta de terapia alvo foi em 1998, com o
Trastuzumab (Herceptin), um anticorpo monoclonal que se liga a este gene em seu dominio
extracelular, depois o Lapatinib, aprovado no Brasil em 2009, esta droga é blogueador
intracelular que age nos receptores tirosina-quinase do HER-2 e no EGFR levando a um maior
efeito inibitério. Posteriormente, em 2012, o Pertuzumab (Perjeta) anticorpo monoclonal
recombinante humanizado com ligacdo em seu dominio extracelular, mas em dominio diverso
do Trastuzumab, este inibe a hetero-dimerizagdo tornando-se importante inibidor de
crescimento. Em 2014 foi aprovado no Brasil o Adotrastuzumab emtansine (Kadcyla) é
direcionado ao HER-2, trata-se de uma associacdo do Trastuzumab a um potente inibidor de
microtdbulos derivado de mertansina (DM-1), esta droga possui a inibicdo do Trastuzumab, o

efeito citotoxico do DM-1 e a especificidade para as células que expressam 0 HER-2%.
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1.6.3 Basaloide / Triplo negativo

O tipo basaldide apresenta esta terminologia pela analogia com as células basais da
glandula mamaéria mais indiferenciadas, precursoras das células epiteliais e mioepiteliais. Nao
apresenta expressdo de receptores hormonais e nem de HER2, portanto ndo possuem alvo
terapéutico, possuem ceélulas com alta atividade proliferativa, expressdo variavel de
citoqueratinas basais (CK5/6 e CK17), presenca de marcadores musculares lisos, expressdo do
receptor do fator de crescimento epidérmico tipo 1 (EGFR), c-kit e vimentina (presente em
células mesenquimais). Apesar da grande similaridades alguns subtipos intrinsecos por
classificacdo molecular e subtipos imunohistoquimicos ndo sdo iguais. Com efeito, a maior
parte dos basaloides ¢ de triplo-negativos e a maior parte dos triplo-negativos é de basaloide®’.
A estimativa de acerto de correspondéncia com o perfil basaloide aumenta quando os triplo-
negativos exibem a expressao de citoqueratinas (CK) 5/6 e/ou EGFR e tém auséncia de
receptores androgénicos (RA). Prat e col®, em 2013, enfocaram especificamente esta questdo
- basaloides e triplo-negativos - por critérios moleculares e imunohistoquimicos. Foram
testados 412 triplo negativos e 473 tumores basoloides e 21,4% e 31,5% foram identificados
como néo basaloides e ndo triplo negativos, respectivamente.

Alguns subtipos menos conhecidos como os subtipos claudin-low e o molecular
apocrino também foram estudados e descritos, o perfil bioldgico do claudin-low foi reconhecido
em 2007, sdo tumores também triplo-negativos, com baixa expressdo de genes das claudinas 3,
4 e 7, e perda de E-caderina®. Sua frequéncia é estimada em 5% de todos os carcinomas de
mama e sua origem estd vinculada a células muito préximas hierarquicamente as primitivas
células tronco-mamarias. Claudinas sdo proteinas transmembrana (familia de 24 membros)
envolvidas na adesdo entre as células, e sabe-se que a downregulation de algumas delas esta
associada ao cancer de mama, talvez, por silenciamento epigenético, facilitando a migracao
celular e a invasdo tecidual. Nos carcinomas claudin-low estdo ausentes marcadores de
diferenciacdo luminal, ao contrario, estas formas sdo ricas em marcadores de células-tronco, de
células iniciadoras de cancer, de transicdo epitélio-mesénquima e de genes associados a
resposta imune. E o tumor cujas células mais se assemelham as células-tronco®.
Histologicamente, costumam ser do tipo invasivo (NST- no specific type), mas também podem
ser medulares e/ou metaplésicos, e sobrevir em portadoras de mutacdo de BRCAL, tém alto
grau histoldgico, pouca diferenciacdo e mostram acentuado infiltrado linfocitario.

Farmer et al.®° descreveram o subtipo molecular apécrino em 2005. Nos primeiros casos

reportados foi observada morfologia apdcrina, por isto esta terminologia. No entanto, achados
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apocrinos nao foram mais encontrados com muita frequéncia por outros autores, o tumor
molecular apécrino foi chamado de luminal receptor de androgénio positivo por Lehman-Che
et al.% oque o encontraram em 10% do pool de carcinomas triplo-negativos.
Caracteristicamente, apresenta-se como triplo-negativo pela imunohistoquimica, porém com
quase 100% de expressao de receptores androgénicos (RA), os quais estdo ausentes nos basal-
like e claudin-low. Existe alta atividade de autofagia nas células e foi proposta uma relacéo
direta entre niveis de RA e mutacdes do gene codificador da phosphatidylinositol-3 kinase

(PI3K), descortinando-se novas possibilidades terapéuticas para este subtipo®%6%:,

1.6.4 Normal-like

Este termo foi utilizado porque seus genes estdo normalmente presentes nos tecidos
epiteliais normais, talvez sua descri¢do tenha ocorrido pela contaminagdo com amostras de
tecido normal. E necessario relatar que a classificacdo imunohistoquimica tem a limitacéo de
deixar uma série de casos sem catalogacao, devido a mistura de marcadores (exemplo: RE+ e
RPg- ou RE- e RPg+). Uma forca-tarefa de peritos (The Impakt 2012 Working Group) adotou
como critério RE e/ou RPg+ para aproximacao com luminal A ou B e subdividiu os luminais B
em HER-2 negativos e HER-2 positivos, criando o perfil triplo-positivo por

imunohistoquimica®?.

1.7 Abordagem Terapéutica

A cirurgia e a radioterapia sdo a base do controle locorregional da doenca e de possiveis
recidivas locais e a hormonioterapia e quimioterapia estabelecem o controle sistémico no cancer
de mama, metastases e suas complicacbes. O tratamento sistémico no cancer de mama,
encontra-se em constante aperfeicoamento, 0s quimioterapicos representam um importante
papel no tratamento do cancer de mama e muitos esquemas individualizados sdo descritos. A
quimioterapia pode ser realizada antes da cirurgia com finalidade de avaliar a resposta in vivo,
proporcionando uma avaliagdo quanto ao progndstico, reduzir o tamanho tumoral e viabilizar a
possibilidade de cirurgia conservadora da mama e também nos subtipos bioldégicos HER
superexpresso e nos triplos negativos. Como acréscimo, na dependéncia de status axilar,
tamanho tumoral, pode ser realizada também apds o tratamemto cirirgico como complemento

do tratamento sistémico.
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A escolha entre cirurgias conservadoras e cirurgias radicais da mama dependem da
relacdo entre o volume do tumor e o tamanho da mama. O tamanho tumoral é considerado o
segundo fator mais importante de progndéstico da doenca, traduzindo o risco cumulativo de
metastases. Todas as cirurgias oncologicas mamarias por cancer de mama invasor devem ser
complementadas com a abordagem axilar, seja por meio da bidpsia do linfonodo sentinela
(BLS) nos casos de axilas clinicamente negativas ou submetendo-a a linfadenectomia axilar
nos casos em que haja a confirmacao citologica prévia de um linfonodo axilar clinicamente
comprometido, resultando em efetivo controle local®. Isoladamente o comprometimento de
linfonodos axilares no cancer de mama é o mais importante fator progndéstico descrito, quanto
maior o acometimento de linfonodos maior a chance de metastatizacdo e menor sobrevida livre
de doenca, considera-se grande envolvimento axilar quando mais de 10 linfonodos encontram-
se positivos para a neoplasia®.

A radioterapia € indicada no tratamento cirdrgico conservador do cncer de mama, nos
tumores T3 (tumores maiores que cinco cm) e T4 (envolvimento de pele e/ou parede toracica),
e em casos de linfonodos axilares comprometidos. Segundo a American Society Clinical of
Oncology (ASCO) as evidéncias disponiveis mostram que radioterapia pos mastectomia
(PMRT) reduz os riscos de falha locorregional (LRF), reduz também recorréncia e mortalidade
de cancer de mama para pacientes com cancer de mama T1-T2; com um a trés linfonodos
axilares positivos. No entanto, refere que alguns subconjuntos desses pacientes sdo susceptiveis
de ter um baixo risco de LRF e que o beneficio absoluto de PMRT compensa os efeitos de suas
toxicidades potenciais. O objetivo da radioterapia apds mastectomia € a limpeza de doenca sub
clinica na parede toracica e em linfaticos regionais em pacientes de alto risco. Pacientes com
comprometimento nodal axilar apds sistémica terapia neoadjuvante devem receber PMRT 6465,

A hormonioterapia refere-se ao bloqueio hormonal nos tumores RH positivos, que pode
ser usado como tratamento inicial, isolado ou em combinacéo, exceto nos casos de doenca
avancada com risco imediatamente fatal. As opcdes terapéuticas atuais incluem os SERMs,
agentes que agem seletivamente nos receptores de estrogénio, como tamoxifeno na dose de 20
mg e o fulvestranto 250mg, intramuscular, 28/28 dias que age na ligacdo e no bloqueio do
receptor celular de estrogeno, causando degradacdo da proteina deste receptor, com
consequente inibicdo da sinalizacdo intracelular, para pacientes com cancer de mama
metastatico na primeira linha, ou ap6s falha da primeira ou segunda linhas hormonais. O uso
de terapias dirigidas aos mecanismos de resisténcia a terapia enddcrina, como inibidores de
MTOR e inibidores de CDK4/6, em combinacdo com hormonioterapia também tem

demonstrado eficacia na pratica clinica®®. Ha ainda a supressdo ovariana ou ablagdo com a



37

radioterapia pélvica, o uso de analogos do horménios hipofisarios ou a ooforectomia, recursos
a serem considerada nas mulheres de elevado risco®®7:%, para as mulheres na pés menopausa
usa-se os inibidores de aromatase (IAs) ndo-esteroidais como o anastrozol, letrozol que é um
inibidor ndo esterdide e o exemestano avaliado como um inativador que possui estrutura
esterdide. A aromatase é um complexo enzimatico da familia do citocromo P-450, produto do
gene CYP19, altamente expressa na placenta, células da granulosa dos foliculos ovarianos e em
tecidos ndo glandulares, incluindo gordura subcutanea, musculo, figado, cérebro, tecido
mamario normal e tumoral. A aromatase catalisa a conversdo da antrostenediona e a

testosterona em estrona e estradiol, respectivamente®%7©,

1.8 Receptores Hormonais e Fatores de Crescimento

Evidéncias sugerem que o cancer evolui ao longo de duas vias sinalizagdes moleculares
divergentes de progressdo principalmente relacionada aos receptores hormonais. Os canceres
de RE-positivos e RE-negativos sdo doencas fundamentalmente distintas, dentro dos canceres
RE-positivos, o grau histologico e a proliferacdo estdo fortemente associados a extenséo,
complexidade e tipo de aberragdes genéticas. A primeira sinalizacgdo do RE-positivo &
caracterizado por ganhos de 1q, perda de 16q e infrequentes amplificacbes do 17912, e uma
assinatura de expressdo genética que é predominantemente em populacdes com genes
associados ao fendtipo RE-positivo. A segunda via de RE-negativo € comumente caracterizada
pela perda do 13g, ganho da regido cromossomica 11gl13, amplificacdo de 17qg12, e uma
assinatura de expressdo genetica por genes associados com proliferacdo celular. Esta via
consiste predominantemente de tumores de médio e alto grau. Mutagdes PI3K geralmente
ocorrem em ambas as vias, € mutagfes TP53 sdo frequentes na via RE-negativa. Os RE-
negativos incluem ambos os grupos HER2-positivo e HER2-negativo. Nesses grupos (todos 0s
quais sdo em sua maioria de alto grau, geneticamente instavel, e principalmente aneupléides),
mutacOes TP53 sdo comuns. No grupo RE-negativo, HER2-positivo, as mutagdes PIK3CA séo
muito frequentes, além da amplificacdo de 17g12. Nos tumores RE-negativos, HER2-negativos
ha alta atividade proliferativa, aumento do infiltrado imunolégico, um fenotipo basal- like e
mesenquimal, e deficiéncia na recombinagdo homdloga.

O 17 beta estradiol (E2) associado a receptores de membrana ou do citoplasma é
rapidamente ativado por sinalizagdo intracelular que inclui ERK, PI3K, STATL2. A
sinalizacdo do E2 interage com as vias do IGF-1 e do EGF, em diferentes niveis, por exemplo,

através da rapida ativacao dos receptores do IGF-IR e do EGFR e consequente inducéo da
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ativacdo do MAPK nas células do cancer de mama. Entretanto h4 efeitos mitogénicos do EGF
gue nédo sdo mediados pelo E2 sugerindo que a relagdo entre as vias de sinalizacdo do estrogénio
e do EGF podem ocorrer por outros mecanismos. Um grande nimero de genes parece estar
implicado na resposta e resisténcia a terapéutica hotmonal.

Segundo Hou”®, em nivel molecular varios fatores sdo responsaveis pela resisténcia a
hormonioterapia, em particular ao tamoxifeno: super expressao/ ativacdo do co-ativador do ER;
subregulacédo/inibicdo do co-repressor do ER; ativacdes de mutagdes ou ligantes independentes
da ativacdo do ER. Além disso, a ativacdo de receptores de FC como o EGFR e 0 HER 2
também foram identificados na resisténcia celular ao tamoxifeno pela inducdo das vias de
sinalizacdo do MAPK e do PI3K/AKT, realcando os efeitos mitogénicos e anti apoptoticos,
estes aspectos fornecem resisténcia a célula e ddo a esta habilidade de sobrevivéncia
compensatoria que é independente das vias de sinalizacdo dos receptores de estrogénio.

Segundo Milani et al.”* a enddcrino resisténcia no cancer de mama tem sido
correlacionada a ativacéo de outras vias de sinalizacdo que incluem a IGF e o EGF, associando
também a super expressdo de componentes da vias de sinalizacdo do IGF e do EGF, incluindo
0 EGFR, HER 2, IGR-IR e c-Src. Além disso, segundo Masuda et al.” indica que ha um efeito
bifasico do EGF sobre a proliferacdo celular do cancer de mama e demonstrou que a Src
funciona como um gatilho da sinalizacdo do EGF, dependendo da sua concentracdo. O EGF
parece induzir a inibicdo da proliferacdo através da estimulacdo da interleucina 6 e da
oncostatina M tanto nos tumores mamarios receptores positivos como nos receptores

negativos’®’’.
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2 JUSTIFICATIVA

A sinalizacdo celular tem assumido relevante papel no desenvolvimento e progressao
do cancer de mama. O valor da super expressdo dos receptores dos FC e dos receptores
hormonais na evolucédo clinica tem sido objeto de projetos de pesquisa ao redor do mundo.
Alguns estudos ja correlacionam os RH negativos ao EGFR e a IGF-1R ao aumento do IMC ,
entretanto ndo avaliaram o perfil biologico associado a prognostico e aos fatores socio
econdmicos. Ha, ainda, estudos que demonstram que tumores RE positivos com aparecimento
precoce de recidivas e metastases, revelando resisténcia ao bloqueio hormonal, provavelmente
por apresentarem também super expresséo das vias EGF e IGF’®7°, Portanto ha grande interesse

no estudo destas variaveis que impactam a evolugédo do cancer de mama.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Auvaliar se a expressdo do RNAm e da proteina do EGFR e do IGF-IR pode influenciar

perfis bioldgicos especifivos na evolucao do cancer de mama.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar a associacdo da expressdo do EGFR e IGF-IR, com o tamanho de tumor,
numero de linfonodos comprometidos, indice de massa corporal (IMC), receptores de
estrogénio, invasao angio linfatica e follow up;

- Descrever caracteristicas epidemioldgicas das pacientes cadastradas: idade, IMC,
antecedentes morbidos pessoais e familiares, tempo de acesso ao tratamento, tempo de

acesso ao tratamento complementar pos tratamento inicial.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos

O estudo foi realizado de acordo com a Resolugédo n° 466/2012 — Diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos e Resolugdo 580/2018 -
Especificidades éticas das pesquisas de interesse estratégico para o Sistema Unico de Salde
(SUS), do Conselho Nacional de Saude (CNS). Seu desenvolvimento teve inicio apds
aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Ophir Loyola (HOL)
em, 11/11/2016, parecer n°® 2016/40198, CAAE 55/2016.

4.2 Delineamento do Estudo/Coleta de Dados

Apos a aprovacado do estudo pelo CEP, foi coletado dados de 104 pacientes portadoras
de cancer de mama cadastradas no HOL, entre novembro de 2016 e janeiro de 2017, através
da livre demanda, de modo aleatério e acompanhadas até dezembro de 2018.

Estas pacientes, apos orientacdo sobre a pesquisa, assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido e foram submetidas a um questionario (Anexo 1).

As pacientes foram submetidas a cirurgia ou quimioterapia neoadjuvante segundo
protocolos do Servico de Mastologia e Oncologia do HOL. Durante o ato cirurgico, foram
separados fragmentos tumorais apds a excisdo da peca, incluido em meio proprio e
posteriormente congelados e transferidos para a realizacdo das analises.

Os tumores foram coletados de modo randémico, portanto previamente a analise imuno-
histoquimica. Depois os dados coletados pelas pacientes e as informacdes colhidas nos
prontuarios foram cadastrados em planilha de excel contendo: registro hospitalar, idade,
paridade, menarca, menopausa, uso de terapia hormonal, antecedentes pessoais e familiares,
peso, altura, IMC, tempo de doenca, mamografia e ultrassonografia mamaria realizadas, tempo
de espera do exame (considerado o tempo entre a percepcdo do tumor pela paciente até a
realizacdo do exame), bidpsia, tempo de espera a realizacdo da biopsia (tempo de percepc¢do do
tumor pela paciente até a realizacdo da biopsia).

Dados clinicos patoldgicos: tratamento inicial (cirurgia ou quimioterapia neoadjuvante),
histopatoldgico (incluindo: tamanho do tumor, presenga ou auséncia de invasdo angiolinfatica

e/ou invasdo perineural, status axilar, estadiamento patolégico), estadiamento clinico,
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imunohistoquimica, tratamento pds quimioterapia neoadjuvante, inicio da quimioterapia pos
cirurgia, inicio da radioterapia, inicio da hormonioterapia, follow up com 02 anos.

Foram coletadas também fragmentos tumorais, apds consentimento livre e esclarecido
de 18 pacientes portadoras de tumores benignos e 04 pacientes que foram submetidas a
mamoplastia redutora e avaliadas quanto a idade, paridade, menarca, menopausa, dum,
antecedentes pessoais e familiares, peso e altura. Estas coletas destinam-se ao estudo

comparativo entre o valor a ser considerado como normal e a superexpressao.

4.3 Analise das Amostras

As amostras foram inicialmente fixadas em formol e posteriormente incluidas em
parafina, rotina utilizada comumente para a analise histopatoldgica do tumor por hematoxilina
e eosina (H&E), e para estudo do perfil imunohistoquimico, quando avaliado & expressao de
ER e progesterona, HER-2, e Ki-67 por meio do método da estreptavidina-biotina-peroxidase
com anticorpos primarios comerciais. Além disso, os fragmentos foram submetidos a extracdo
do RNA mensageiro e de sua proteina, através de PCR-RFLP para o estudo dos receptores dos
fatores de crescimento: EGF e IGF. Estas amostras foram processadas e armazenadas no
laboratério de anatomia patolégica e de biologia molecular do HOL.

A analise estatistica foi realizada pelo teste Cohen’s kappa, utilizado para avaliar os
resultados de IHC. Analise de regressdo logistica foi utilizada para avaliar a relagdo entre
expressdo proteica, amplificacdo e mutacdo génica e variaveis clinicas e patoldgicas. Analise
de regressdo logistica multivariada pelo método de passo a passo foi utilizada para identificar
variaveis que viessem ajudar a prever a resisténcia a quimioterapia, especialmente em tumores
triplos negativos que, normalmente, apresentam pior prognéstico e a hormonoterapia em
tumores que expressam receptores hormonais.

Os resultados de IHC e PCR-RFLP, assim como o fenotipo molecular, foram
considerados variaveis dependentes, e a idade dos pacientes foi utilizada como covariavel.

Valores de p < 0.05 foram considerados significantes.
4.4 Criterios de Inclusao e Excluséo
Foram convidadas a participar da pesquisa portadoras de cancer de mama, do sexo

feminino com tumores operaveis.

Foram exluidas mulheres portadoras de sarcomas, gestantes, lactantes.
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5 RESULTADOS
Os resultados desta tese foram publicados na revista Breast Cancer: Targets and
Therapy2021:13 325-339 (Anexo II).

5.1 Resultados Sécio-epidemioldgicos

O HOL é o tinico Centro de Assisténcia de Alta Complexidade em Oncologia (CACON)
de Belém, atende pacientes do SUS acolhendo a malha terciaria das neoplasias malignas da
mama, no entanto ainda nao dispde de infra estrutura que permita que o intenso fluxo de
pacientes de todo o estado, seja submetida a rapido inicio de tratamento. Foram avaliadas 125
pacientes entre 28 e 89 anos de idade, o maior nimero das pacientes estavam na faixa etaria
entre 40 e 60 anos, a extensa maioria 88,8 % gestaram e amamentaram, o IMC mais prevalente
foi entre 25 e 30, no entanto se somarmos os indices acima de 25 se evidencia que 62,4% das

mulheres em analise se apresentavam com sobre peso. Uma paciente abandonou o tratamento.

Tabela 1 - Perfil socio-epidemioldgico das participantes da pesquisa, no periodo: novembro/2016 a
janeiro/2017.

Variaveis NuUmero Percentagem Total
Idade
< 40 anos 25 20,3%
41-60 anos 70 56%
> 60 anos 30 24,4%
125
IMC
<25 37 29,6%
25-30 42 33,6%
> 30 36 28,8%
Néo 10 8%
125
Antec pessoais
Tabagismo 27 21,6%
Etilismo 2 1,6%
tabagismo e etilismo 13 10,4%
Qutros 83 66,4%
125
Antec familiares
CA mama 30 24%
outros canceres 38 30,4%
Ndn 57 45,6%
125
Paridade
Nuliparas 14 11,2%
Gestaram 111 88,8%

125
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os antecedentes pessoais ndo mostraram predominio de fumantes ou etilistas nas
pacientes avaliadas, algumas outras comorbidades, mas, sem importancia estatistica. No que se
refere aos antecedentes familiares a predominancia foi de pacientes sem histérico oncoldgico.
A maior parte das doentes avaliadas, apos a percepcdo da doenca, apenas conseguiu realizar o
exame pretendido ap6s 04 meses de procura, pela faixa etaria predominante o exame mais
realizado foi a mamografia ou ambos, mamografia e ultrassonografia mamaria e, mesmo com
0 prova radiologica, a biopsia foi realizada, em sua maioria, ap6s 06 meses da suspeita da
doenca. Na nossa amostra 03 pacientes ndo realizaram bidpsia indo diretamente ao

procedimento cirdrgico com congelacdo intra operatdria.

Tabela 2 - perfil relacionado ao diagndstico e tratamento das participantes da pesquisa, no periodo:
novembro/2016 a janeiro/2017.

Variaveis NUmero Percentagem Total

Tempo de acesso ao exame
01-03 meses 35 28%
04-06 meses 27 21,60%
mais de 06 meses 29 23,20%
nao realizaram 34 27,20%

125
Exame usado para o diagndéstico
ultrassonografia mamaria 16 12,80%
mamografia 33 26,40%
mamografia e ultrasson 42 33,60%
Nenhum 34 27,20%

125
Tempo de acesso a bidpsia
até 01 més 12 9,60%
02 - 06 meses 49 39,20%
mais de 06 meses 61 48,80%
cirurgia 3 1,60%

125
Tempo para o inicio do tratamento
quimioterapia neoadjuvante
até 01 més 20 16%
02 - 06 meses 51 40,80%
mais de 06 meses 2 1,60%

58,40% 73

cirurgia
até 01 més 2 1,60%

02 - 06 meses 28 22,40%
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mais de 06 meses 21 16,80% 51
40,80%
Tabela 2 - perfil relacionado ao diagnostico e tratamento das participantes da pesquisa, no periodo:
novembro/2016 a janeiro/2017.

Variaveis Numero Percentagem Total
Cirurgia realizada
Quadrantectomia 31 25%
Mastectomia 92 74,1%
124
Inicio da radioterapia apds cirurgia
até 01 més 1 0,80%
02 - 04 meses 24 19,20%
mais de 04 meses 53 42,00%
néo realizou 47 37,60%
125
Presenca de IAL e/ou IPN
Sim 62 49,60%
Néo 61 48,80%
sem neoplasia residual 2 1,60%
125
Estadio no diagnostico
estadio 1 3 2,40%
estadio 22 20 16%
estadio 2B 21 16,80%
estadio 32 43 34,40%
estadio 3B 36 28,80%
estadio 4 0 0,00%
tx 2 1,60%
125

Fonte: Dados da pesquisa.

Apbs a confirmacdo histopatoldgica, as pacientes, em sua grande maioria, foram
destinadas a quimioterapia neoadjuvante, no entanto o inicio deste tratamento ocorreu apenas
entre 02 a 06 meses ap0Os a bidpsia. As que foram selecionadas para a cirurgia também so
conseguiram realiza-la ap6s 02 a 06 meses na maioria das vezes. Mais de 70% das pacientes
foram submetidas a mastectomia e 26,4% ao tratamento conservador, o tratamento
complementar com radioterapia apresentou um inicio tardio em grande nimero de pacientes,
apenas ap6s 04 meses apoOs a cirurgia e a presenca da invasao angiolinfatica e perineural
apresentou distribuicdo homogénea entre as pacientes. As pacientes apresentavam tumores
maiores e comprometimento axillar na entrada ao nosso servico, portanto a predominancia foi

do estadio III.
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5.2 Resultados da Expressdo de EGFR e IGF-1R

Foram avaliadas a expressdo quantitativa de RNAm e proteina de EGFR e IGF-1R em
amostras de fragmentos tumorais de 124 pacientes com cancer de mama. ldentificamos os
niveis de expressdo genética EGFR com significancia estatistica (p <0,001) para IMC, invaséao
angiolinfatica, linfonodos comprometidos, foloow up e perfis biologicos. Pacientes com IMC
< 25, apresentaram niveis mais elevados de EGFR [RNAmM mediana (intervalo interquartil,
IQR): 1,96 (1,13); mediana proteica (IQR): 1,78 (1,03)]. Observou-se também que os niveis de
proteina RNAmM e EGFR aumentaram mais de 1,5 vezes (pelo menos 50% de expressdo) em
54,8% das amostras de tumores desses pacientes. ldentificamos pacientes positivos para
invasdo angiolinfatica com niveis mais elevados de EGFR [RNAmM mediana (IQR): 2,51 (1,05);
mediana proteica (IQR): 2,14 (0,92)], neste caso, 0 aumento dos niveis de RNAm e proteina de
EGFR foi superior a 1,5 vezes em 57% dessas amostras de tumores. Os pacientes com mais de
03 linfonodos comprometidos, apresentaram maiores niveis de EGFR [RNAmM mediana (IQR):
2,37 (1,27); mediana proteica (IQR): 1,91 (1,01)]. Esse aumento foi identificado mais de 1,5
vezes em 40,9% dos tumores com maior numero de linfonodos. Os resultados do seguimento
dos pacientes que evoluiram a 6bito, apresentaram aumento significativo no EGFR [mediana
do IQR): 2,57 (1,27); mediana proteica (IQR): 2,11 (1,02)]. Os niveis de RNAm e proteina de
EGFR aumentaram mais de 1,5 vezes em apenas 22,6% dessas amostras de tumores. Pacientes
com perfil biologico de RE negativo (40,3%) apresentaram aumento significativo no EGFR
[RNAmM mediano (IQR): 2,48 (1,11); mediana proteica (IQR): 1,93 (0,82)] e HER
superexpresso com aumento em [RNAmM mediana (IQR): 2,74 (1,86); mediana proteica (IQR):
2,62 (1,75)]. Os niveis de RNAm e proteina deste gene aumentaram mais de 1,5 vezes em
58,1% das amostras de tumores de pacientes.

Identificamos um aumento significativo no IGF-1R (p <0.001) apenas para as variaveis
de perfil bioldgico. Este aumento foi no Luminal A com [mediana RNAm (IQR): 1,99 (1,18);
mediana proteica (IQR): 1,81 (1,17)], no Luminal B com [mediana RNAm (IQR): 2,78 (1,87);
mediana proteica (IQR): 2,47 (1,74)] e no Luminal B HER com [RNAmM mediana (IQR): 1,01
(0,21); mediana proteica (IQR): 0,94 (0,24)]. Encontramos niveis de IGF-1R, RNAm e
proteina, aumentados em mais de 1,5 vezes em 41,9% dessas amostras de tumores em
comparagdo com as 22 amostras de tecido mamério normal extraido das mamoplastias

redutoras.
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Tabela 3 - Perfil de RNA m e proteina do EGFR e do IGF-1R relacionado as variadveis, das participantes
da pesquisa, no periodo de novembro/2016 a janeiro/2017.

N N.(%) [praborty EGFR RNAm FGFR Proteim IGE-IR RNAm IGE-IR proteina
RQ (Median=1QR) | pvalue (b) | RQ (Medianz TQR) | p-valwe (b) | RQ (Medianz IQR) | p-vaue () | RQ(Median = 1QR) | p-value (b)
Tdade (Ams)
18-40 26 21.0) 185+ 1.06 171092 130049 119043
4160 68(54.8) | <0.001% 1.86£1.31 0.286 177093 0,546 1432086 0.042% 1310386 0,056
Acima de 60 30Q42) 157177 146+124 181£1.70 150159
Paridade
Nulipara 14(113) | | 198+1.27 o 181078 . 1232065 . 1.09+0.60 .
Gestram TR Rl B SE 0.3 165= 108 0434 145 £094 0125 1332089 0109
Antecedentes Pessoais
Tabagismo 27QL8) 159+ 1.31 151074 147£1.27 129£131
Etlismo 2(16) | <0.001* 1422009 0372 133+ 008 0439 192002 070 1.81+0.02 0698
Tabagismo + Filismo 13(10.5) 2461 1.0 2121145 131176 122£1.63
ndn 82(66.1) 1.87+1.16 LT7+099 142+0.86 132087
Antecedentes Familiares
CAmama 2234 200+ 1.4 1842083 131£1.99 120180
Oufros canceres 396L5) | 001 1.86+ 1.3 0413 L7107 0,537 160114 0,519 1491124 0478
ndn 56452) 1.68+1.21 18112 1432069 130063
IMC
<25 473379 1.9+ 1.13 1.8£103 142 £0.78 129082
>25 68(54.8) | <0.001% 1.8241.36 0.049% 167109 0027% 146+133 0,831 130£130 0,789
IMC o avalndo 9(73) 135104 128033 168156 147152
Iwasio angiolinfatica
Presents 55 (444) 251+ 1.06 21409 142 £087 127090
Ausenie 67(4.0) | <0.001% 1.55+ 0.61 0.001* 141052 0001* 149085 0,087 1380381 0,072
Imasio Naoavalada 2(L6) 1.21+0.17 1L18+017 0.88+0.03 0.82+001
T
0 35444) 157+ 1.4 141093 142+1.36 126+122
1-3 27018 | 0009 1.85+ 0.9 0.005% 174089 0002* 162138 0,609 152138 0487
>3 42(339) 23717 191101 1400353 125035
Tamanho do tumor (cm)
Q 14(11.3) 21215 LB=+112 142+1.88 1.28+180
2-5 69 (55.6) | <0.001* 1.59+ 1.4 0,067 1.51+ 100 0114 154110 0123 140097 0282
>5 4133.1) 247217 1.89+097 1332061 1.22 056
Imunohistoquimica
RE>10 105(34.7) 0.002 1.80+1.28 0718 161+ 111 079 ]_Mt!JT 0584 129+138 0362
RE<I0 19(15.3) 196+ 1.09 177084 142£0.56 1332056
Folbw wp
SLD 81(65.3) 1599+ 1.15 151090 160131 146126
Recidiva ou metistases 19(15.3) | <0.001* 196+1.20 0.004* 180+078 0013% 135064 0351 120054 0,425
Obtido 24(194) 25518 220101 130028 132037
Tempo de acesso ao tratamenio
I més 27Q21.8) 1.58=1.53 145+ 088 142+0.79 1330.70
02 - 03 meses 53427 | 0015 1.89= 134 0,502 1H£115 0322 138098 0,39 124092 0414
)3 meses 4355 1.83=1.01 171092 147=121 137132
Perfil Biologico
Lummal A 25002 1.5420.65 139061 199118 181117
Luminal B 3326.6) 1.58+1.17 151+103 278+1.87 247174
Lummal B HER 8(6.5) | <0.001% 1.38+0.39 0.001* 133030 0001# 101+021 0.001* 094024 0.001*
Tripb Negativo 50 40.3) 24811 1952082 125043 1142034
HER Super expresso 8(6.5) 2741 1.8 282175 128036 1.19£030

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3 Relacgado entre expressdes EGFR e IGF-1R

Identificamos diferentes variacGes da expressao genética EGFR e IGF-1R nos tipos de

perfis bioldgicos utilizando o status dos receptores de estrogénio. Por exemplo, identificamos

que os niveis de EGFR, RNAm e proteina, elevaram mais de 1,5 vezes em 58,1% dos tumores
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com perfis negativos de receptores. Por outro lado, os niveis de IGF-1R, RNAmM e proteina,
foram 1,5 vezes maiores em apenas 41,9% em tumores receptores positivos.

Nossas amostras apresentavam 46,75% de tumores RE negativos (triplo-negativo e
HER) e 53,25% para receptores positivos em A luminal, B e B/HER. Analisamos a relagéo das
expressdes entre EGFR e IGF-1R através do agrupamento no mapa de calor, e se deduz desta
analise a influéncia da expressdo genética associada a receptores negativos e positivos. Os
pacientes que mais expressam (>1,5 vezes) EGFR, expressavam receptores negativos e
evoluiram com mau desfecho apds 1 ano de tratamento. Enquanto os pacientes que mais
expressam (>1,5 vezes) IGF-1R, expressam receptores positivos e sdo pacientes que evoluiram

com sobrevida livre de doenca.

5.4 Analise de Sobrevivéncia

Utilizou-se analise de sobrevivéncia para avaliar a contribuicdo de alta expressdo do
EGFR e IGF-1R para a sobrevida global das 124 pacientes estudadas. A analise da curva ROC
classificou os pacientes de alta e baixa expressdo, associados ao acompanhamento em dois
grupos: sobrevida livre de doencas e desfecho ruim (recidiva/metéstase e dbito) para avaliar o
valor prognostico desses genes apds 1 ano de doenca e tratamento. O ponto mais alto da curva
AUC foi escolhido como ponto de corte para (EGFR: AUC = 0,891; sensibilidade = 94,2%,
especificidade = 75,4% e para IGF-1R: AUC = 0,60; sensibilidade = 80,1%, especificidade =
69,5%). Sensibilidade é o percentual de verdadeiros positivos e especificidade é o percentual
de verdadeiros negativos. A partir desses dados, os valores de expressao foram considerados
1,5 para ambos os destinatarios. A analise kaplan-Meier mostrou que ha associacdo entre alta
expressdao de EGFR (teste de classificacdo de log, p = 0,038) e diminuicdo da sobrevida geral
no grupo de pacientes que expressaram muito EGFR dentro dos perfis RE negativos (TN e
HER2). Isso ndo aconteceu com o grupo de pacientes que expressaram IGF-1R (Teste de
classificacdo de log, p = 0,0023), revelando associacdo entre a baixa expressdo IGF-1R e a

diminuicao da sobrevida geral dos pacientes.
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Figura 5 - Distribuigdo dos perfis biol6gico nas amostras.
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Nota: A — relacdo entre a expressdo de EGFR RNAm e proteina e IGF-1R RNAm e proteina com os tumores
receptores negativos. B- relacdo entre a expressao de EGFR RNAm e proteina e IGF-1R RNAm e proteina com
0s tumores receptores positivos. C- relacdo entre a expressdo de EGFR RNAmM e proteina e os subtipos
moleculares. D- relacdo entre IGF-1IR RNAm e proteina e os subtipos moleculares. E — relagdo entre os RE
negativos e 0 EGFR RNAm e proteina e os RE positivos e 0 IGF-1R RNAm e proteina.
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Figura 6 - Correlagdo entre 0 EGFR RNAm e proteina e os perfis moleculares.
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Figura 7 - Correlacéo entre IGF-1R RNAmM e proteina e os subtipos moleculares
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6 DISCUSSAO

As caracteristicas moleculares do cancer de mama incluem a expressdao do HERZ2,
codificado por ERBB2, receptores hormonais, e/ou mutagdes BRCA. Este estudo analisou 124
pacientes com cancer de mama cujas caracteristicas sociodemograficas mencionadas, estdo de
acordo com as estatisticas populacionais brasileiras e sul-americanas, porém a idade média de
desenvolvimento do cancer de mama e do IMC é menor do que a indices do programa iniciativa
norte-americana de saude da mulher (WHI), por outro lado, o percentual de individuos que
gestaram e amamentaram é maior neste estudo do que o WHI. Investigamos a influéncia da
expressao genética EGFR e IGF-1R na evolucdo do cancer de mama, pois ha indicios
promissores da ativacao de diferentes vias de sinalizacdo celular pelos fatores de crescimento,
atuando na progressao da malignidade, prevencao da apoptose, resisténcia a medicamentos e
metastase. Nossos resultados da qPCR e da western blot, mostraram um aumento significativo
na expressao EGFR para IMC, invasao angiolinfatica, linfonodos comprometidos, follow up e
perfis biologicos (p< 0,001). A anélise dessas variaveis mostrou que os niveis de EGFR RNAm
e proteina aumentaram mais de 1,5 vezes nos tumores dos pacientes. Por outro lado, o aumento
dos niveis de expressdo do IGF-1R em mais de 1,5 nos tumores mamarios das pacientes foi
significativo apenas nos perfis bioldgicos.

Observamos que o EGFR foi mais expresso em pacientes de 41 a 60 anos, nulos,
fumantes e alcoolatras, que tinham tumores maiores que 5 cm de tamanho, com mais de trés
linfonodos afetados, expressando uma taxa de ER <10 que evoluiram ao 6bito. A anélise da
expressao de 58,1% das amostras tumorais desses pacientes, mostrou altos niveis de proteina
EGFR em perfis triplo-negativos e superexpressdo de HER. Os Triplo Negativo (TN) tem pior
prognostico, em nossos dados, encontramos expressao proteica EGFR em 40,3% (50 casos) e
de HER em 6,5% (8 casos).

Consistentemente, nossa analise da sobrevida global com o estimador Kaplan-Meier
mostrou que o tempo de sobrevivéncia para o grupo de pacientes com alta expressao de EGFR
apos 1 ano de tratamento foi menor do que pacientes com baixa expressao (teste de classificacao
de tronco, p = 0,038). O EGFR tem sido extensivamente estudado na analise de mecanismos
moleculares que regulam o trafego endocitico e o papel desse trafego na transducéo de sinal. O
papel da superexpressdo/mutacdo do EGFR e os novos moduladores do trafego de EGFR no
cancer e a resposta a terapéutica do cancer ainda estdo sendo amplamente estudados. Ha
hipGteses de que haja uma relagdo entre o trafego do EGFR e a sobrevivéncia celular®. No

trabalho de Jeong et al., a expressio aberrante de EGFR foi associada com o pior prognostico
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em canceres de mama RH + e especialmente com o subtipo Luminal B. Ele conclui que a
diminuicdo ou perda dos RH induzida pela ativagdo EGFR leva a resisténcia ao tamoxifeno e
que 0 EGFR pode ser um alvo terapéutico para superar a recorréncia do cancer de mama RH
+ com expressdo de EGFR elevada. Nesta pesquisa encontramos 27 pacientes que evoluiram a
obito, dentre elas apenas 07 eram receptores positivos, mesmo as 42 mulheres que apresentaram
maus eventos: recidiva ou metastase, apenas 13 eram luminais.

A expressao e a atividade de tirosina quinases no IGF-1R, no EGFR e HER 2 estéo
significativamente aumentados em canceres de mama mais resistentes. A ativagdo das vias de
proteina ativada por mitogénio (MAPK) e fosfoinositida 3-kinases (PI3K)/AKT pelo EGFR e
pelo HER2 contribui para a fosforilagdo de RE o e esta pode afetar a resposta a hormonioterapia.
A perda de expressdo RE-o é observada em 15-20% dos pacientes com cancer de mama
metastatico®l. Estudos anteriores sugeriram que os resultados decepcionantes dos ensaios
clinicos de fase Il podem estar associados a incapacidade de identificar populagdes adequadas
para prever os beneficios dos inibidores do EGFR. O estudo avaliou a expressdo de EGFR e
seu valor como um fator prognostico para investigar a possibilidade de terapia EGFR-alvo para
pacientes com cancer de mama ER +. Nos resultados deste estudo de Jeong, as taxas de
sobrevida de pacientes com cancer de mama EGFR e ER+ foram piores do que os pacientes
com cancer de mama ER+ sem a super expressdo do EGFR. Além disso, o co-tratamento com
tamoxifeno e gefitinib sinérgicamente aumentou a morte de células apoptéticas em EGFR e ER
+ cancer de mama in vivo e in vitro. Portanto, demonstramos que a terapia combinada com
inibidores de tirosina (TKIs) e o tamoxifeno contra 0 EGFR e RH +, foi mais eficaz do que o
tratamento Unico para pacientes com cancer de mama EGFR e ER (+).

A IGF-IR foi expressa mais em pacientes com mais de 60 anos de idade que tiveram
filhos e alcoolatras, tumores entre dois e cinco centimetros de tamanho, com um e até trés
linfonodos afetados, expressando uma taxa de ER >10. A coorte de amostras com maior
expressdo de IGF-1R teve um aumento na sobrevida livre de doengas. A analise de expressdo
mostrou 41,9% das amostras de tumores com altos niveis de proteina IGF-IR com perfis
bioldgicos de luminal A e B. Em nossos dados, encontramos a maior expressao IGF-IR em
luminal B com 26,6% (33 casos), luminal A com 20,2% (25 casos) e HER B luminal com 6,5%
(apenas oito casos), respectivamente.

Na avaliagdo do RNAmM e RNAproteina do IGF-1R, este apresentou super expressao
mais predominantemente no perfil biolégico Luminal B, no estudo de Lee et al.®? pacientes
com cancer de mama tendem a apresentar altos niveis no soro de IGF-1 e a ativacdo da

assinatura do gene IGF tem sido observada em linhas de células de cancer de mama triplo-
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negativas ou basais. Além disso, ha evidéncias que o IGF-1R altamente expresso foi fortemente
associado a recorréncia precoce de tumores, a ativacdo da sinalizacdo de IGF-1R reduz a
susceptibilidade das células tumorais as quimioterapias; ambos os resultados resultam da
inducdo de marcadores pluripotentes. Portanto, a sinalizagdo do IGF continua a ser um alvo
terapéutico promissor para as células tronco do cancer e para as doengas quimioresistentes.
Uma hipdtese para explicar a reducdo da sobrevida no grupo de pacientes com expressao
reduzida de IGF-1R pode ser explicada pela possibilidade de que esses tumores que expressam
receptores hormonais e evoluiram de eventos desfavordveis durante a hormonioterapia,
apresentam uma expressao desregulada do IGF-1R. A expressdo reduzida do IGF-1R nas
células malignas esta associada a diminuicdo da expressao e-cadherina e a0 aumento da
motilidade celular, a E-cadherin é frequentemente expressa em células epiteliais da mama e sua
presenca esta relacionada a um fen6tipo ndo metastatico, portanto a diminuicdo dos niveis de
expressdo de E-cadherina no cancer de mama est&o associadas a indicadores prognosticos ruins.
Enquanto isso, o tempo de sobrevivéncia do grupo de pacientes com alta expressdo de
IGF-1R foi maior em comparacao com pacientes com baixa expressao (teste de classificacdo
de log, p = 0,0023). Esse resultado confirma a influéncia do EGFR em pacientes com RE
negativos, com alta sensibilidade (94,2%) e especificidade (75,4%) em contraste com a
diminuicdo da sensibilidade (80,1%) e especificidade (69,5%) do IGF-1R na curva ROC,
revelando associacdo entre baixa expressdo IGF-1R e diminuicdo da sobrevida geral para o

grupo de pacientes.
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7 CONCLUSAO

Condicbes desfavoraveis na evolucdo do cancer de mama podem ocorrer devido a
combinacdo de alteracBes genéticas/epigenéticas, incremento das vias de sinalizacdo dos FC
que se cruzam com a sinalizagdo alterada/estimulada dos RE. Concluimos que os subtipos
moleculares RE negativos e que superexpressam EGFR, tendem a evoluir mal (recidiva,
metéastase ou morte) e que a andlise da expressdo de EGFR e IGF-1R associadas as
caracteristicas clinicas dos pacientes, isoladas ou em conjunto, influenciou a evolu¢édo da cancer

de mama.
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ANEXO 1
QUESTIONARIO

PRONTUARIO =

NOME=

IDADE=

PARIDADE=

MENARCA=

MENOPAUSA =

ANTECEDENTES PESSOAIS E HABITOS=

PESO/ ALTURA/ IMC=

ANTECEDENTES FAMILIARES =

TEMPO DE DOENCA= PERCEPCAO DA PACIENTE

MAMOGRAFIA ( DATA / LAUDO COMPLETO)=

US MAMA ( DATA/ LAUDO COMPLETO)=

BIOPSIA ( DATA/ LAUDO COMPLETO)=

CIRURGIA (DATA/ LADO/PROCEDIMENTO)

HISTOPATOLOGICO =

IMUNOHISTOQUIMICA=

TNM=

QUIMIOTERAPIA ( DATA DOS CICLOS ; INICIO E TERMINO)=

RADIOTERAPIA ( PERIODO)=
EVOLUCAO EM 06 MESES =

EVOLUCAO EM 01 ANO=
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