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RESUMO

Objetivos: A avaliagdo da angiogénese no cancer de mama € um importante fator
progndéstico e preditivo. A expressao do fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF) tem sido relatada como metodologia adequada posto sua relagdo com a
densidade microvascular tumoral (MVD), a dosagem de VEGF plasmatico assim
como com a expressao de outros genes relacionados a angiogénese.

Pacientes e Métodos: este estudo avaliou 30 pacientes com diagnéstico de
carcinoma de mama localmente avancado tratadas inicialmente pela quimioterapia
neoadjuvante e foi correlacionada a expressao da proteina VEGF e outros
caracteres clinico-patolégicos destas pacientes.

Resultados: A expressao da proteina VEGF foi significamente correlacionada com a
resposta patolégica completa (p= 0,04). Nao houve correlagdo entre expressao de
VEGF e tamanho tumoral (p= 0,76), envolvimento axilar (p= 0,70), RP (p= 0,92), RE
(p= 0,98), superexpressdo de HER-2 (p= 0,79), grau tumoral (p= 0,68) ou
menopausa (p= 0,07).

Conclusdes: A expressdao de VEGF foi consistentemente associada a resposta
patolégica completa e pode ser utilizada como fator preditivo para selecionar

pacientes com CMLA para tratamento primario pela quimioterapia.

Palavras-chave: Cancer de mama; fatores preditivo; VEGF; quimioterapia

neoadjuvante



SUMMARY

Purpose: The assessment of angiogenesis in breast cancer is a import predictive and
prognostic factor. Vascular endothelial growth factor (VEGF) expression has been
reported as reliable methodology to evaluate the relationship between microvascular
density (MVD). VEGF plasma level and the expression of other angiogenesis related
genes.

Patients and Methods: This study examined 30 locally advanced breast cancer
patients submitted to neoadjuvant chemotherapy. We analyzed the correlation
between VEGF protein expression and clinicopathologicalcharacteristics.

Results: VEGF expression was significantly correlated to complete pathological
response (p= 0,04). There were no correlation between a VEGF expression and
tumor size (p= 0,76), axillary involvement (p= 0,70), PR (p= 0,92), ER (p=0,96), HER-
2 overexpression (p= 0,79), tumor grade (p=0,68) or menopausal status (p= 0,07).
Conclusion: VEGF expression was consistently associated to complete pathological
response and may be used as predictive factor to select patients to primary

chemotherapy in LABC patients.

Key-Words: breast cancer; predictive factor; VEGF; neoadjuvant chemotherapy
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1. INTRODUCAO

1.1 O Cancer de Mama no Brasil e no Mundo

O cancer € um problema de saude publica, com estimativas de 16 milhdes de
casos novos em 2020, com 12 milhdes de obitos. Destes, 60% ocorrerao em paises
em desenvolvimento (UICC/2005). E uma das principais causas de morte em
mulheres ocidentais. Nos EUA, estima-se que para 2009, 192.370 mulheres
apresentaram-se com esta patologia, com 40.170 mortes (JEMAL et al, 2009). No
Brasil, o tumor de mama é a principal causa de mortes por doenga maligna entre as
mulheres, sendo responsavel por 15,6% das mortes por cancer entre elas,
contabilizando mais de nove mil 6bitos por ano, segundo dados de 2006 (INCA,
2010) . Este também é o segundo tipo mais incidente de cancer na populagéo
feminina, contabilizando cerca de 49 mil casos novos por ano, sendo ultrapassado
apenas pelos tumores de pele ndo melanoma. Apenas no estado de Sao Paulo, a
estimativa para 2010, revela aproximadamente 65 casos novos para cada 100.000
mulheres, com total de 27.620 pacientes, sendo o tipo de cancer mais incidente
nesta regido. O aumento da expectativa de vida da populagdo mundial e
consequente aumento da populacdo feminina em idade avancada promovera um
aumento da incidéncia de cancer de mama (INCA, 2010).

Dados analisados através de estudos clinicos randomizados mostraram, entre
1976 a 1990, que a deteccdo precoce através da avaliagdo mamografica pode
reduzir a mortalidade por cancer de mama em até 25% em mulheres entre 50 e 69

anos. Mais recentemente, analises de bases populacionais mostraram que
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programas de rastreamento em mulheres de 40 a 69 anos pode promover a redugao
da mortalidade em 40 a 45% dos casos (UICC, 2010).

Apesar das politicas de incentivo ao rastreamento mamografico para
deteccdo precoce do cancer de mama, aproximadamente 10% dos tumores,
mundialmente, sdo diagnosticados como cancer de mama localmente avangados,
com aumento do risco de metastases subsequentes e progndstico mais sombrio
(AHERN et al, 2005). Com a incorporagao de avangos, tanto na detecgao precoce
através do rastreamento mamografico, quanto na terapéutica, a mortalidade tende a
cair. No Brasil, no entanto, sessenta por cento dos casos novos sao diagnosticados
em fase avangcada (estadio Ill ou IV), o que determina tratamentos mais
dispendiosos, agressivos, com uma sobrevida menor e nas avaliagbes

epidemioldgicas, ha elevagao nas taxas de mortalidade pela neoplasia (INCA, 2003).

1.2 Tratamento de tumores localmente avancados

A definicdo de cancer de mama localmente avangado (CMLA) inclui os
seqguintes critérios: tumores com diametro superior a 5¢cm, envolvimento linfonodal
extenso (adenomegalia axilar fixa — N2 — ou supra-clavicular ipsilateral — N3),
envolvimento da pele ou parede toracica ou carcinoma inflamatério de mama. Assim,
reune pacientes portadoras de doenga em estadio IlIA, IlIB, IlIC e subgrupo do
estadio IIB (T3NO).

Nas pacientes portadoras de doencga localmente avancada, a terapia
multidisciplinar, com combinagado de quimioterapia, radioterapia e cirurgia, torna-se
obrigatéria (AHERN et al, 2005). No caso das pacientes com CMLA, onde a cirurgia

primaria ndo é possivel, ou quando possivel, esta é restrita ao procedimento radical,
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a utilizagado do tratamento neoadjuvante ou tratamento primario pela quimioterapia
ou hormonioterapia torna-se uma opgao terapéutica (MACASKILL et al, 2006).

A utilizacédo isolada de cirurgia em casos considerados operaveis mostrou
resultados ruins em funcdo das elevadas taxas de recidiva local e sistémica, com
sobrevida de 5 anos inferior a 20% (ATKINS et al, 1961). Mesmo a adigdo de
radioterapia, com melhor controle local, ndo contribuiu para reduzir os indices de
recidiva a distadncia (FLETCHER GH, 1972).

Os primeiros dados do beneficio da quimioterapia primaria, neoadjuvante ou
pré-operatoria sdo da década de 70 (DE LENA et al, 1978). O objetivo da terapia
neoadjuvante é reduzir o volume do tumor primario, proporcionando operabilidade
nos casos inoperaveis e aumentando as taxas de cirurgia conservadora da mama
NOS casos operaveis.

As premissas que corroboram o uso da terapéutica sistémica primaria sao:
esterilizar areas de micrometastases, que poderiam sofrer estimulos apds a retirada
do tumor primario, através do processo de angiogénese; aumentar as taxas de
cirurgias conservadoras com reducdo dos riscos de recidiva local e finalmente,
testar, in vivo, o efeito dos quimioterapicos (SACHELARIE et al, 2006).

Os dados ainda contraditorios favorecem a hipotese de que nao ha aumento
da sobrevida global e do tempo livre de doenga nas pacientes usuarias de
quimioterapia neoadjuvante comparadas aquelas submetidas a quimioterapia
adjuvante (MAURI et al, 2005), excecgao feita aquelas que apresentam respostas
patolégica completa (BEAR et al, 2006; PEINTINGER et al, 2008), subgrupo este de
extrema importancia clinica, pois, a luz dos conhecimentos atuais é o Unico grupo de
pacientes que realmente tém beneficio em termos de sobrevida global ou sobrevida

livre de doenca do tratamento primario pela quimioterapia.



Introdugédo | 15

Detectar, através de fatores preditivos, quais pacientes apresentarao resposta
objetiva ao tratamento neoadjuvante, podendo seleciona-las para o tratamento e
evitar quimioterapia naquelas que ndo serdo beneficiadas, através da divisdo em

grupos biolégicos distintos, torna-se imperativo.

1.3 Angiogénese e Cancer de Mama

Como outros tumores sdlidos, os tumores de mama necessitam de um
microambiente que promova angiogénese e linfangiogénese, que nao apenas
mantém a viabilidade tumoral e seu crescimento, mas que também contribua com a
disseminacao da doenca. Esse mecanismo apresenta estreita relacdo com o
prognéstico da doencga.

Enquanto a vasculatura de um adulto normal encontra-se quiescente, com
divisbes das células endoteliais a cada dez anos, os tumores apresentam constante
formacao e remodelagao vascular.

Alguns dos fatores atuantes na angiogénese e linfangiogénese tumoral ja sao
conhecidos. O HIF e o HIF1-a, superexpressos em carcinomas ductais de mama,
induz diretamente a expressdao de mediadores pré-angiogénicos, notadamente o
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seus receptores (SCHOPPMANN
et al, 2002; BOS et al, 2005). Alguns dados mostram que n&o ha diferenca
estatistica entre os niveis plasmaticos de HIF-1a e VEGF antes e apds quimioterapia
neoadjuvante (GARIERI, 2008).

O VEGF é um potente peptideo angiogénico com agao no desenvolvimento
de stem cell hematopoiéticas, remodelagdo da matriz extracelular e regeneragéo de

citocinas inflamatérias. E fator de crescimento e permeabilidade vascular. A familia
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de VEGF ¢ formada pelo VEGF-A (VEGF), PIGF , VEGF-B, VEGF-C e VEGF-D.
VEGF-A atua através dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2, PIGF e VEGF-B através
de VEGFR-1; VEGF-C através dos receptores VEGFR-2 e VEGFR-3 e o VEGF-D
através do VEGFR-1 e VEGFR-2. O receptor VEGFR-3/FLT-4 e seus ligantes,
VEGF-C e VEGF-D, estédo relacionados a linfangiogénese e metastases linfaticas
em varios tipos de tumores sélidos (PRADEEP et al, 2005)

Os fatores VEGF-C e VEGF-D sao produzidos pelos macréfagos associados
ao tumor (TAMs) ativados, que também expressao o receptor VEGFR-3. Estudos
com tumores solidos, como carcinoma espinocelular de colo uterino, evidenciaram
que a densidade microvascular linfatica e a superexpressao destes dois fatores tem
relacdo com a disseminacao linfatica e prognéstico dos doentes (SCHOPPMANN et
al, 2002).

O wuso de anticorpos monoclonais, como o bevacizumabe, dirigido
especificamente contra o VEGF-A, impedindo a ligagdo da isoforma aos seu
receptores, em estudos pré-clinicos e em pacientes com doenca metastatica,
associados aos quimioterapicos, apresentam resultados benéficos no controle
tumoral (ROSEN et al, 2005).

Este conjunto de evidéncias favorece a hipotese de que a neoangiogénese, a
presenca de macrofagos associados ao tumor (TAMs), a expressao de VEGF-C e
VEGF-D e a densidade microvascular linfatica exerce atividade sobre a
disseminacao linfatica dos tumores de mama, correlacionando-se com o status axilar
e com o prognostico das pacientes. Sendo assim, o estudo e caracterizagao tumoral,
em relacdo a estes dados, associado aos efeitos dos quimioterapicos sobre eles,
pode oferecer dados consistentes ao beneficio da quimioterapia e potencializar

estratégias de tratamento para pacientes com neoplasias malignas de mama.
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2. OBJETIVOS

O estudo objetivou:

1) Correlacionar a expressao do VEGF em tumores de mama localmente avangado

a resposta ao tratamento neoadjuvante.

2) Correlacionar a expressao do VEGF com os fatores prognésticos classicos como

tamanho do tumor e comprometimento axilar.

3) Correlacionar a expressdao do VEGF com os marcadores de comportamento

bioldgico tumoral como os receptores de estrogénio, progesterona e o cerbB2.
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3. CASUISTICA E METODOLOGIA

3.1 Critérios de Selecao de Pacientes

Tornaram-se elegiveis para a participagao neste estudo do tipo transversal as
pacientes pertencentes ao ambulatério de Mastologia do Hospital das Clinicas da
faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-
USP), com idade entre 30 e 70 anos, com tumor localmente avangado de mama ou
com tumores estadio clinico Il, que, em decorréncia da relacdo tamanho do
tumor/mama n&o eram canditadas a tratamento conservador, e confirmado o
diagndstico de neoplasia maligna de mama, seriam submetidas a quimioterapia
neoadjuvante e tratadas posteriormente com cirurgia.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HC-FMRP-USP,
de acordo com o processo HCRP numero 9345/2007 (Apéndice 5).

As pacientes receberam quimioterapia neoadjuvante conforme esquemas de
tratamento protocolados pelo Setor de Mastologia do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto, com esquemas usando-se taxanes e antraciclinas, combinados ou
n&o.

Apos o fim do tratamento quimioterapico, as pacientes foram avaliadas
definitivamente e a resposta ao tratamento foi estabelecida usando-se os critérios
RECIST verséo 1.1: (I) resposta completa, consistindo de auséncia clinica de
neoplasia residual; (ll) resposta parcial, consistindo de pelo menos 30% de
diminuicdo na soma dos didmetros da lesao, (lll) progressdo da doencga, quando
aumento de pelo menos 20% na soma dos didmetros da lesdo, e (IV) doenca

estavel, quando o tumor ndo apresentou diminuicao suficiente para caracterizar
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como resposta parcial ou aumento suficiente para caracterizar como progressao da
doencga (EISENHAUE et al, 2009). Para fins de analise, dividimos as respostas em
completa e incompleta/ausente (engloba resposta parcial, progressdo da doenca e
doenca estavel). Quanto a resposta patoldgica, consideramos completa quando nao
foi encontrado neoplasia invasora ou in situ residual na pega cirurgica e quando

todos os linfonodos dissecados apresentavam-se negativos.

3.2 Coleta de Material

Amostras do tumor primario foram obtidas de 30 pacientes submetidas a
biépsia cirurgica diagndstica (bidpsia incisional) no HC-FMRP-USP, antes da
quimioterapia neadjuvante, conforme protocolo deste servigo.

As amostras foram obtidas assepticamente no ato cirdrgico a partir da
amostra inicial enviada para a rotina histoloégica. Apds retirada a bidpsia, foi
amostrado um fragmento de 0,125cm?® (0,5 x 0,5 x 0,5cm), que foi armazenado em

meio de congelamento OCT.

3.3 Caracteristicas das pacientes

A Tabela 1 mostra a distribuicdo das pacientes conforme as caracteristicas
epidemiolodgicas; verifica-se que a maioria da amostragem encontra-se na
menopausa (53,3%), com tumores agressivos do ponto de vista histologico (90%) e

em estadios avangados (73,4%).
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Tabela 1. Distribuicdo das pacientes com cancer de mama localmente avangado conforme

caracteristicas epidemioldgicas. Ribeirdo Preto, 2010.

Idade (anos)
<50 10
50 + 20

Tamanho tumoral (cm)

Até 5 15
5,1-10 13
>10 2

Estado hormonal
Pré-menopausa 14
Menopausa 16
Subtipo histolégico
Ductal 28
Lobular 2

Grau histolégico

I 3
I 16
1l 11
Estadio clinico (TNM)

A 4
1B 4
A 10
B 7
nc 2
v 3

Total 30

33,3
66,7

50,0
43,3
6,7

46,7
53,3

93,3
6,7

10,0
53,3
36,7

13,3
13,3
33,4
23,3
6,7
10,0
100,0
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3.4 Processamento do Material

O material obtido foi encaminhado parcialmente para o departamento de
Patologia deste servigo, onde foi fixado em parafina e seccionado em micrétomo.
Apos fixacdo em lamina de vidro, foi, entdo, submetida a coloragcdo com
hematoxilina-eosina a fim de ser feito diagndstico histologico e definigdo do grau
tumoral (Classificacdo de Elston e Ellis). Com a execugdo da técnica de
imunohistoquimica, foram usados anticorpos primarios especificos para a definicao
do status de receptores para progesterona e estrogénio, além da presenga do
HER2.

Para a quantificagdo imunohistoquimica do antigeno HER-2, utilizou-se o
HercepTest (DAKO System), cujo sistema de score analisa a intensidade e a
completude da marcacdo de membrana das células tumorais para determinar o
status do HER-2 (Figura 1). Um score de 3+ (10% das células tumorais evidenciando
uma forte e completa coloracdo de membrana; marcagao citoplasmatica ndo é
levada em conta) era indicativo de positividade para o HER-2. Casos negativos nao
mostravam nenhuma marcacgao (score 0) ou a marcagdo da membrana é ausente
em mais de 10% das células tumorais (score 1+). (BARRETT et al., 2007; LEONG et
al., 2006). Para os tumores intermediarios entre essas duas categorias, era colocado
um score 2+ (indeterminado) e realizado o CISH (Figura 2). O CISH identifica a
amplificacdo génica usando as reagdes enzimaticas comuns em material parafinado,

com custo menor que a técnica FISH (CHANG et al., 2004).



Casuistica e Metodologia | 22

Figura 1: Superexpressao da proteina HER2 (IHQ): A- (0) negativo, B- (1+) negativo, C- (2+)
positivo fraco e D- (3+) positivo forte.
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Figura 2: Amplificacdodo gene cerb-B2 através do CISH: A- auséncia de amplificagao, B-
presencga da amplificagdo do gene.

A marcagao dos receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP) foi realizada
quando uma coloragé&o nuclear era visualizada, considerando-se positiva quando um

percentual de 10% ou mais de células tumorais eram marcadas (Figura 3).

Figura 3: Imunohistoquimica para receptores hormonais: A — Receptores de estrogénio
positivo; B — Receptores de progesterona positivo.
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No laboratoério de Imunologia deste servigo, o material previamente congelado
em OCT, foi utilizado para definir a expressdo ou nao da proteina VEGF no tumor

(Figura 4 e 5). Foi utilzado o anti-VEGFA, clone G153-694, isotipo Mouse 1gG2b, «

da industria BD Biosciences.

As reagdes de imunohistoquimicas com o material congelado foram
realizadas com o auxilio de um criostato, onde foram obtidos cortes com 4
micrdmetros de espessura. O método utilizado para as mesmas foi a biotina-
peroxidase-ABC. Os cortes foram fixados em acetona a 100% por 10 minutos a -20°
C. A peroxidase enddgena do tecido foi bloqueada através da incubagéo dos cortes
com agua oxigenada a 3% em PBS por 30 minutos. Posteriormente, as laminas
foram lavadas por trés vezes com PBS e incubadas com 3% de leite desnatado
(Nestlé, SP, Brasil) por 45 minutos a fim de se obter o bloqueio das ligacdes
inespecificas. Os cortes foram finalmente incubados com anticorpos primarios em
camara Uumida, a 37° C por 2 horas. Apds esse periodo, as laminas foram lavadas e
incubadas por 45 minutos a temperatura ambiente com os anticorpos secundarios
biotinilados. Apds novas lavagens, foi adicionado o complexo avidina-biotina
peroxidase (ABC kit, PK-4000; Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA) por 30
minutos, a temperatura ambiente. Decorridos os minutos de incubagao, os cortes
foram lavados com PBS e revelados através do substrato DAB (Zymed Laboratories
Inc., CA, USA). As Iaminas com os cortes foram contra-coradas com hematoxilina de
Mayer e, entdo, montadas com Balsamo do Canada (Vetec Quimica, Rio de Janeiro,
Brasil).

Em relagdo ao VEGF, a marcagao citoplasmatica foi considerada negativa
quando menos de 10% das células estavam marcadas e positiva quando um valor

igual ou maior que esta porcentagem foi encontrada (BOS et al., 2005).
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Figura 4: Paciente com forte expressao de VEGF em analise imunohistoquimica. DAB, 400x.

Figura 5. Paciente com auséncia de marcagao pelo VEGF em microscopia. DAB, 100x.

3.5 Analise dos Dados

Foi utilizado o pacote estatistico Intercooled Stata versao 8.0 (Stata Corporation,
Texas, USA) para interpretagédo dos resultados. O teste de Fisher foi utilizado para estipular
uma correlagéo entre os marcadores imunohistoquimicos (RE, RP, cerbB2) e a presencga ou
auséncia da expressdo da proteina VEGF. As médias, medianas e desvios-padrdao de
variaveis continuas também foram calculadas. Um nivel de significancia de até 5% foi

estipulado como limite para uma analise bicaudal.
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4. RESULTADOS

Do total de 30 pacientes, a média/desvio-padrao e mediana de idade foram de,
respectivamente, 51,6+12,6 e 52 anos. Em relagdo ao tamanho tumoral, a média dos
nddulos mamarios observados nas pacientes do estudo foram de 6,0+4,2 (2,7-25) cm.

Com relacdo a expressao dos receptores hormonais, 36,7% dos .casos de
nossa amostra foram negativos para receptores de estrogénio e 63,3% positivos
para RE. Nesta amostragem, 46,7% foram positivos para receptores de
progesterona e 53,3% negativos para RP. A superexpressao de HER-2 foi presente
em 33,3% dos tumores e ausentes em 66,7% deles. A expressao da proteina do
VEGF foi positiva em 19 casos (63,3%).

Na amostragem, 13 casos apresentaram resposta clinica completa, sendo
que destes, 6 casos tiveram resposta patoldgica completa.

Tabela 2. Distribuicdo das pacientes com cancer de mama localmente avangado conforme
marcadores imunohistoquimicos. Ribeirao Preto, 2010.

RE
Negativo 11 36,7
Positivo 19 63,3
RP
Positivo 14 46,7
Negativo 16 53,3
Cerb-B2
Positivo 10 33,3
Negativo 20 66,7
VEGF
Negativo 11 36,7
Positivo 19 63,3

Total 30 100,0
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Nao houve relacado da expressao da proteina VEGF com a condigdo clinica de
menopausa (p=0,91), assim como também nao houve relagdo entre expressao da
proteina VEGF e tamanho tumoral (p=0,76), comprometimento axilar (p=0,70), ou
estadio clinico (p=0,74). Foi avaliada ainda a correlagdo com grau tumoral (p=0,68),
receptores estrogénicos (p=0,98), receptores de progesterona (p=0,92) e cerb-B2
(p=0,79), todos sem significancia.

A avaliagado entre resposta clinica ao tratamento e expressdo da proteina
VEGF ndo demonstrou correlagdo (p=0,46), porém a resposta patologica esta

diretamente relacionada a expressao de VEGF pré tratamento (p=0,04).
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Tabela 3. Comparacédo entre a expressdo do VEGF e caracteristicas das pacientes e

tumorais. Ribeirdo Preto, 2010.

Faixa etaria (anos)
<50
50 +

Tamanho tumoral (cm)
Até 4,9
5e+
Estadio clinico (TNM)
A
11B
A
1B
"nc
v
Grau
|
Il
]

Status hormonal
Menopausa
Pré-menopausa
Resposta clinica
Completa
Incompleta/ausente
Resposta patoldgica
Completa
Incompleta/ausente
Status axilar
Positivo
Negativo
RE
Positivo
Negativo
RP
Positivo
Negativo
Cerb2
Positivo
Negativo

4 (40)
7 (35)

4 (33,3)
7 (38,89)

2 (50)
2 (50)
4 (40)
2(28,57)
1 (50)
0(0)

1(33,33)
7 (43,75)
3(27,27)

6 (37,50)
5(35,71)

4 (30,77)
5 (45,5)

0(0)
7 (33,33)

5(33,33)
6 (40)

7 (36,84)
4 (36,36)

5 (35,71)
6 (37,50)

7 (35)
4 (40)

6 (60)
13 (65)

8 (66,7)
11 (61,11)

2 (50)
2 (50)
6 (60)
5(71,43)
1 (50)
3(100)

2 (66,67)
9 (56,25)
8(72,73)

10 (62,50)
9 (64,29)

9(69,23)
6 (54,5)

6 (100)
8 (53,33)

10 (66,67)
9 (60)

12 (63,16)
7 (63,64)

9 (64,29)
10 (62,50)

13 (65)
6 (60)

* Teste de Fisher — < 0,05 — estati sticamente significante

0,79

0,76

0,74

0,68

0,91

0,46

0,04

0,70

0,98

0,92

0,79
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo analisou a relacdo da expressdo da proteina VEGF em
carcinoma de mama de pacientes submetidas a quimioterapia neoadjuvante. Nos
observamos que pacientes com tumores com alta expressao da proteina VEGF
apresentam uma maior taxa de resposta patolégica completa quando comparadas
com pacientes com baixa ou nenhuma expressao desta proteina. Podemos levantar
a hipotese que este marcador poderia ser adequado para a selecdo de pacientes
com CMLA a serem submetidas a quimioterapia neoadjuvante com ganhos
significativos em termos de sobrevida e intervalo livre de doenca.

Os carcinomas de mama localmente avangados (CMLA) tém sido
considerados um desafio terapéutico dentro da oncologia, posto que o seu
prognéstico € bastante reservado. Entre um ter¢co a metade destas pacientes ja se
apresentam com comprometimento axilar, refletindo sua agressividade, sendo a
sobrevida inversamente relacionada a extensao deste comprometimento axilar e ao
volume tumoral (HORTOBAGYI GN, 1990; KUERER HM et al., 1999 e BEAR HD,
1998; BEAR et al., 2006).

A forma mais aceita de se iniciar o tratamento dos CMLA é pela quimioterapia
primaria ou também chamada de neoadjuvante, que visa conhecer a sensibilidade
do tumor as drogas utilizadas, proporcionar o tratamento cirdrgico em pacientes com
tumores inoperaveis bem como aumentar as taxas de cirurgias conservadoras da
mama. Embora nenhum estudo tenha demonstrado beneficio em termos de
sobrevida global em pacientes submetidas a tratamento neoajuvante quando

comparadas com o grupo tratado com quimioterapia adjuvante, o subgrupo de



Discussao | 29

pacientes que apresenta resposta patolégica completa apresenta ganho na
sobrevida global (BEAR et al., 2006, NSABP -B27).

A observacdo de que pacientes com resposta completa ao tratamento
apresentam melhor progndstico estda em acordo com a sensibilidade do tumor ao
tratamento citotoxico utilizado. Assim, a busca por fatores de predicido de resposta
se faz necessaria para selecionar pacientes que mais se beneficiardo do tratamento
evitando os efeitos adversos em pacientes com baixa probabilidade de resposta.

Durante o processo de crescimento e disseminagao tumoral a angiogénese se
torna um passo crucial, propiciando ndo s6 a oferta de nutrientes essenciais ao
crescimento, mas também, uma via de disseminagdo (FOLKMAN J., 1998; TOl et al,
2001). Neste sentido, fatores relacionados a angiogénese vém sendo estudados
como marcadores da intensidade deste processo, como o fator de crescimento
vascular endotelial, que apresenta duas formas soluveis e detectaveis no sangue
periférico (FERRARA N, 1999; FERRARA N, et al 2003), e outras duas que nao sao
soluveis, e detectaveis somente por imunohistoquimica (PRADEEP et al, 2005).
Estes valores foram correlacionados tanto com o volume tumoral quanto com o
prognéstico de pacientes com cancer de mama (FOEKENS JA, et al., 2001,
LINDERHOLM B, et al 2000). Existe uma correlacdo positiva entre lesdes
carcinomatosas da mama progressivamente maiores e aumento dos valores de
VEGF (BOS et al.,, 2001). Furstenberger et al., (2006) avaliando pacientes em
estadios variados, com franca predominancia de estadios iniciais, encontrou valores
de VEGF de 132 pg/ml para o grupo de tumores e 92 pg/ml para os controles.
Garieri et al. (2008) ndo encontrou correlagao significativa entre volume tumoral e

valores plasmaticos de VEGF (p=0,7), o que se deve ao fato de termos nesta
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casuistica somente tumores localmente avangados e n&o uma variagdo de
tamanhos.

Os tumores mais bem diferenciados, de menor grau nuclear e citoplasmatico
estdo relacionados a expressao positiva dos receptores hormonais de estrogeno
(RE+) e progesterona (RP+). Estes tumores tém como caracteristica bioldgica
comum um crescimento lento, manter a axila negativa mesmo com tumores
localmente avangados e terem melhor prognéstico em termos de sobrevida global e
livre de doenga (ANDRADE et al, 1994). Assim, parece que neste grupo a
angiogénese é organizada de forma mais lenta e elaborada, como €& a propria
biologia do tumor, cursando com niveis mais baixos de VEGF, como detectado em
trabalho prévio de nosso grupo (GARIERI et al, 2008). Na atual casuistica, com
avaliagdo da expressao desta proteina por imunohistoquimica ndo encontramos
correlacao positiva nesta condicéo, provavelmente pela pequena amostra estudada.

Os tumores que apresentam superexpressao da proteina HER-2 apresentam
um crescimento rapido, desorganizagao estrutural e citolégica importantes, axilas
extensamente comprometidas, e uma pior performance em termos de sobrevida
global e livre de doenca (HENNESSY et al, 2005). Assim, os valores de VEGF séao
mais elevados, com a angiogénese acelerada e diretamente relacionada com este
comportamento biolégico do tumor (FIDLER et al, 1994). Em nossa casuistica, no
entanto, ndo encontramos tal correlacao.

As hipéteses que justificam o achado do estudo da correlagdo entre a
expressdo da proteina VEGF e resposta patoldégica completa seriam a melhor
perfusdo tecidual e menor numero de células primordiais nestes tumores. Uma vez

que a presenga da proteina VEGF promove aumento da neoangiogénese e da
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permeabilidade vascular, poderiamos inferir que os agentes citotoxicos poderiam
atuar mais facilmente nesta populacao celular.

Outra hipotese seria que os tumores com alta expressao da proteina VEGF
apresentam menor numero de células primordiais, que estariam relacionadas a
resisténcia quimioterapica (DAVE et al, 2009). Estas células parecem depender de
um microambiente caracterizado por hipdxia, o que nao teriamos nos tumores com
maior densidade vascular.

Novos trabalhos serdo necessarios para a consolidacdo da expressao do
VEGF como fator preditivo e progndstico do cancer de mama localmente avangado e

fator decisivo para a indicagéo de tratamento quimioterapico neoadjuvante.
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6. CONCLUSOES

1. A expressao da proteina VEGF no periodo pré quimioterapia tem
correlagdo, nesta casuistica, com a resposta patolégica completa pos

quimioterapia.

2. Nao ha correlacédo entre a expressao da proteina VEGF com o tamanho

tumoral, grau histolégico e comprometimento axilar.

3. Nao ha correlagao entre a expressao da proteina VEGF com a presencga ou
auséncia de receptores de estrogénio e progesterona ou com a

superexpressao do HER2.
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APENDICE

Apéndice 1 - Formulario de Coleta de Dados Amostrais

Nome:

NGmero da biépsia: | Registro:

| Data da biépsia:

Data do caso novo:

Data de nascimento:

Idade: Consentimento:
Procedéncia: Telefone:

Menarca: DUM:

Paridade: Primeira gestacéo:
Antecedentes familiares: Habitos:

Uso de ACO: Uso de TH:
Patologias: Medica¢des em uso:
H.M.A.:

Exame Fisico:

Pele:

Parede toracica:
Axila:

Estadiamento Clinico: T

N S5 |

Mamografia:

Us de mamas:

RNM de mamas:

Puncéo biépsia aspirativa:

Exames de estadiamento
Rx de torax:
Us de abdome:
Cintilografia:

Outros exames de imagem:

Diagnéstico histolégico

Tipo:

Grau de diferenciagéo:
Receptor de estrogénio:
c-erb-B2:

p53:

Numero da biépsia na patologia:

Invasao angiolinféatica:

Receptor de progesterona:

Data:
Quimioterapia:

Toxicidade da quimioterapia:

Data:
Quimioterapia:

Toxicidade da quimioterapia:




Data:
Quimioterapia:

Toxicidade da quimioterapia:

Data:
Quimioterapia:

Toxicidade da quimioterapia:

Data:
Quimioterapia:

Toxicidade da quimioterapia:

Data:
Quimioterapia:

Toxicidade da quimioterapia:

Resposta clinica:

Data da cirurgia:

Cirurgia realizada:

Patologia:
Tipo histolégico:
Grau:
Receptor de estrogénio:
c-erb-B2:
Tamanho do tumor:
Margens:
Axila:

Ivasdo angiolinfatica:
Receptor de progesterona:
p53:

Resposta patolégica:

Programacéo de tratamento:

Dados do experimento pré-Qtx:
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Apéndice 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, Viviane Fernandes Schiavon, médica e pds-graduanda do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da Universidade de
Sao Paulo, estou desenvolvendo um estudo com pacientes portadoras de tumor maligno na
mama, como é o seu caso. O titulo do estudo é: Avaliagcdo da producdo de VEGF por
macrofagos intratumorais em tumores de mama submetidos a quimioterapia neoadjuvante
com docetaxel e epirrubicina. O objetivo é analisar algumas substancias que sdo produzidas
pelo tumor, avaliando se apds a quimioterapia houve diferenca na sua produgao.

Em casos como o seu, o tratamento consiste em iniciar quimioterapia antes da
cirurgia, com a finalidade de tentar diminuir o tamanho do tumor, como estabelecido pelo
protocolo de tratamento utilizado neste servigo.

Antes de iniciar a quimioterapia, todas as pacientes sao submetidas a uma bidpsia
do tumor (retirada de um pequeno fragmento), para que este seja submetido a exame
patolégico e sejam avaliados o tipo de tumor e algumas caracteristicas importantes para o
tratamento. Essa bidpsia é feita com anestesia local e algumas complicagdes podem
ocorrer, como: abertura da cicatriz, infecgdo ou acumulo de sangue no local, porém sao
incomuns.

Caso a senhora aceite participar deste estudo, quando realizar a bidpsia, iremos
utilizar um pequeno fragmento do tumor retirado para ser analisado separadamente, sem
necessidade de aumentar a quantidade retirada. Além deste procedimento, quando a
senhora for submetida a cirurgia definitiva, sera guardada outra pequena amostra do tumor,
feita apos a retirada cirurgica.

Esses procedimentos sdo feitos freqientemente de rotina em todas as pacientes
com o mesmo problema que o seu neste hospital, sendo que sua contribuigdo para o estudo
sera apenas com um pequeno fragmento do material retirado. Apés a dosagem de algumas
substancias nestas amostras, o material sera desprezado, ndo sendo possivel nenhuma
informacao adicional sobre a senhora ou sua doenca.

Os resultados deste estudo ainda ndo serviram para mudanca
do seu tratamento, ndo sendo portanto trazidos ao seu conhecimento. Servirdo para novos
estudos e descobertas para o tratamento do cancer de mama em futuras pacientes.

Como todos estes procedimentos que a senhora realizara fazem parte do seu

tratamento, ndo ocorrendo nenhuma mudanga ou necessitando de nenhuma consulta
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adicional, a senhora nao recebera nenhuma ajuda financeira ou ressarcimento e nao tera
nenhum custo adicional para participar do estudo.

Se a senhora tiver alguma duvida ou sentir qualquer mal-estar durante o tratamento,
podera procurar imediatamente a equipe do setor de Mastologia do Hospital das Clinicas de
Ribeirdo Preto, durante os dias da semana, no periodo diurno, nos telefones 3602-2585 ou
3602-2322 e, nos fins de semana, a noite ou feriados, procurar a Unidade de Emergéncia do
HC, no centro de Ribeirdo Preto. Sempre ha alguém da nossa equipe com um BIP, que
pode ser acionado através do telefone 3602-1000, o numero é 7139. Eu, Dra. Viviane
Fernandes Schiavon, estou a disposi¢ao para qualquer duvida, também, nestes telefones.

Este projeto tem a autorizagdo do Comité de Etica em Pesquisa do nosso hospital,
que se localiza no Campus Universitario, no bairro Monte Alegre, na cidade de Ribeirdo
Preto e o numero de seu telefone é (16) 36022228.

A sua participagcdo neste estudo é completamente voluntaria, podendo se recusar a
participar do mesmo ou interrompé-la quando quiser, sem prejuizos no atendimento
recebido neste hospital. Também tera a garantia de que suas informacdes serdo tratadas
com o absoluto sigilo, pois as amostras ndo serdo identificadas com seu nome e seu
registro, com esta relacao feita apenas por mim.

A senhora recebera uma cépia deste Termo de Consentimento para retirar possiveis

duvidas.

Eu, , RG: ,

abaixo assinado, tendo recebido as informagdes acima, aceito participar da pesquisa

intitulada “Avaliacdo da producdo de VEGF por macrofagos intratumorais em
tumores de mama submetidos a quimioterapia neoadjuvante com docetaxel e

epirrubicina”.

Participante Dra.Viviane Fernandes Schiavon

Ribeirao Preto, / / Testemunha*

* No caso de paciente impossibilitada de ler o termo de consentimento, este sera lido na

presencga de uma testemunha.
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Apéndice 3 — Classificacdo Clinica TNM para Cancer de Mama

Estadiamento do AJCC 2002

T- Tumor primario

T1 — Tumor < 2 cm na maior extensao
T1 mic — microinvasao < 0,1cm
T1a->0,1cme <0,5cm
T1b->0,5cme <1cm
T1c->1cme < 2cm

T2 — Tumor > 2cm e < 5cm na maior dimensao

T3 — Tumor > 5cm na maior dimensao

T4 — Tumor de qualquer tamanho com:
T4a — extensao a parede toracica
T4b — extensao a pele
T4c — ambos

T4d — cancer inflamatoério

N- Linfonodos regionais

N1 — Linfonodos axilares ipsilaterais moveis

N2a — Linfonodos axilares ipsilaterais fixos entre eles ou a outras estruturas
N2b — Apenas na cadeia mamaria interna ipsilateral, sem metastase na
cadeia axilar

N3a - Linfonodo da cadeia infraclavicular ipsilateral, com ou sem

acometimento axilar
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N3b — Linfonodo da cadeia mamaria interna ipsilateral, com acometimento
axilar
N3c — Linfonodo na cadeia supraclavicular ipsilateral, com ou sem

acometimento das cadeias axilar ou mamaria interna

M- Metastases a distancia

M1 — metastase a distancia



Apéndice

a3

Apéndice 4 — Agrupamento dos Estadios Clinicos TNM

Estadio |

Estadio IIA

Estadio 1I1B

Estadio IlIA

Estadio 11IB

Estadio IlIC

Estadio IV
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N1
NO
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N2
N2
N1
N2
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qaN

MO
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MO

MO
MO
MO
MO
MO

MO
MO
MO
MO

M1
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Apéndice 5 — Termo de Aprovacao pelo Conselho de Etica

- =
www.herp fmrp.usp.br = A

USP - RIBEIRAD

nEskStENCia - EnSinG - DESTESD

Ribeirdo Preto, 12 de junho de 2008

Oficio n°® 2079/2008
CEP/MGV

Prezados Senhores,

O trabalho intitulado “AVALIACAO DA PRODUCAO
DE VEGF POR MACROFAGOS INTRATUMORAIS EM TUMORES DE
MAMA SUBMETIDOS A QUIMIOTERAPIA NEOADJUVANTE COM
DOCETAXEL E EPIRRUBICINA”, foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa “AD REFERENDUM” e enquadrado na categoria: APROVADO,
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo
com o Processo HCRP n® 9345/2007.

Este Comité seque integralmente a Conferéncia
Internacional de Harmonizagao de Boas Prdticas Clinicas (IGII-GCP), bem
como a Resolugdo n® 196/ 96 CNS/MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o
Relatério Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.
A 06D WUOA©_

2 CIA GUIMARAES VILLANOVA
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimos Senhores

PROF. DR. HEITOR RICARDO COSISKI MARANA
VIVIANE FERNANDES SCHIAVON (Orientanda)
Depto. de Ginecologia e Obstetricia

Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP - Campus Universitario
FWA — 0000 2733; IRB — 0000 2186 e Registro SISNEP/CONEP n° 4
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep(@hcrp.fimrp.usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto  SP
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Autorizacao

Autorizo a reproducao e/ou divulgacgao total ou parcial da presente obra, por qualquer

meio convencional ou eletrénico, desde que citada a fonte

Viviane Fernandes Schiavon

Instituicdo: Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo

Local: Ribeirao Preto, Sdo Paulo

Endereco: Avenida Bandeirantes, 3900

CEP.: 14048-900

Ribeirdo Preto — Sao Paulo

E-mail: vfschiavon@hotmail.com



