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RESUMO

O cancer de mama ¢é o segundo tipo de cancer mais freqiiente no mundo e o mais
comum entre as mulheres. A quimioterapia neoadjuvante tem sido introduzida
para diminuir o tamanho do tumor, permitindo a conservagdo da mama e
ganhando controle sobre possiveis metastases. Polimorfismos em genes
envolvidos no reparo do DNA, controle do ciclo celular, apoptose e enzimas do
metabolismo e eliminacdo de drogas, poderiam determinar a susceptibilidade
individual ao céncer e a resposta ao tratamento. A proteina p53 é um fator de
transcricdo envolvido, entre outras fungdes, no processo de apoptose. Por outro
lado, a glicoproteina P é uma proteina de transmembrana responsavel pelo efluxo
de drogas nas células. Polimorfismos do gene TP53, Arg72Pro e Pro47Ser, tem sido
observado alterando o potencial de indugao de apoptose; quanto ao polimorfismo
C3435T do gene MDR-1, tem demonstrado sua influéncia sobre a atividade ou
expressdo da glicoproteina P. O presente trabalho teve por objetivo investigar se
os polimorfismos os genes TP53 e MDR-1 na susceptibilidade de cancer de mama
e na resposta a quimioterapia neoadjuvante. Para isso, 116 pacientes com cancer
de mama e 120 individuos controles foram genotipados pela da técnica de PCR-
RFLP. Analisando os genes TP53 e MDR-1, as freqiiéncias alélicas e genotipicas
encontradas foram similares em pacientes e controles para os polimorfismos
Arg72Pro e (C3435T; no entanto, para o polimorfismo Pro47Ser s6 foram
observados individuos apresentando o genodtipo selvagem. Os gendtipos
homozigotos polimérficos para os genes TP53 e MDR-1 foram mais freqiientes nos
controles ndo brancos e com idade maior que 50 anos, respectivamente, sugerindo
uma associacdo dos respectivos gendtipos com etnia e idade. Ndo foi encontrada
associacdo com as demais varidaveis em relacao ao risco de cancer de mama.
Também ndo foram observadas associagdes entre as caracteristicas pré-tratamento
das pacientes em relacdo a distribuicdo dos genétipos. Quanto a resposta a
quimioterapia, ndo houve associacao significativa quando as respostas clinicas e
patolégicas foram avaliadas. Porém, na distribuicio do nimero de linfonodos,
encontraram-se freqiiéncias aumentadas nos genétipo Pro/Pro do gene TP53 para
1-3 linfonodos metastaticos e no genétipo TT do gene MDR-1 para = 4 linfonodos
axilares metastaticos. Com base nesses dados, ndo foi possivel estabelecer
associagdes entre os polimorfismos e a susceptibilidade ao desenvolvimento de
cancer de mama, como também nao foi possivel determinar sua relacdo com a
resposta a quimioterapia neoadjuvante na nossa amostra. No entanto, mais
estudos devem ser feitos para determinar a contribuicdo destes polimorfismos no
cancer de mama e seu tratamento, e assim estabelecer estratégias de quimioterapia
mais eficazes.



ABSTRACT

“Polymorphisms of the TP53 and MDR-1 genes, susceptibility and response to

neoadjuvant chemotherapy in patients with breast cancer”

Breast cancer is the second most common cancer in the world and the most
common among women. Neoadjuvant chemotherapy has been introduced to
downstage tumors, facilitating breast conservation and gaining control of
probably metastasis. Polymorphisms in genes involving DNA repair, cell cycle
control, apoptosis and drugs metabolizing enzymes could determine the
individual susceptibility to cancer and response to treatment. The p53 protein is a
transcription factor and among other functions, is involved in apoptosis.
Moreover, the P-glycoprotein is a transmembrane protein responsible for drug
efflux from the cells. Polymorphisms of the gene TP53, Arg72Pro and Pro47Ser,
have been observed an altered apoptosis-inducing potential; whereas, the
polymorphism of the gene MDR-1, C3435T, has demonstrated influence on the P-
glycoprotein activity or expression levels. In this study, our purpose was to
investigate whether TP53 and MDR-1 polymorphism would be involved with
breast cancer risk and the response to neoadjuvant chemotherapy. We analyzed
116 patients with breast cancer and 120 health controls by PCR-RFLP technique.
The genotypic and allelic frequencies for Arg72Pro and C3435T polymorphisms in
patients and controls were similar. For the Pro47Ser polymorphism, only
individuals with the wild-type genotype were observed. The polymorphic
homozygous genotypes of the TP53 and MDR-1 genes were more frequent in
controls for the “non white”group and for the >50 years group, respectively,
suggesting an association with genotypes and their ethnicity and age. There was
no association with the other variables analyzed for breast cancer risk. The
distribution of pretreatment patient characteristics was not significantly different
among the polymorphic variants. Furthermore, no association was observed when
the clinical and pathological responses were evaluated. However, patients with
the Pro/Pro variant (ITP53 gene) and patients with the TT (MDR-1 gene) were
more likely to have 1-3 and >4 metastatic axillary lymph nodes, respectively.
Based on these data, it was not possible to determine associations between
polymorphisms and susceptibility to breast cancer neither to the response to
neoadjuvant chemotherapy in our sample. However, further studies should be
done to determine the contribution of these polymorphisms in the breast cancer
risk and its treatment, and thus, establish strategies for more effective therapies.



1. INTRODUCAO

1.1. Consideracoes gerais do cancer de mama

O céancer de mama ¢é o segundo tipo de cancer mais freqiiente no mundo e o
mais comum entre as mulheres. A cada ano, entre os casos novos de cancer em
mulheres, cerca de 22% sdo de mama. No Brasil, segundo o Instituto Nacional do
Céncer (INCA, 2007), o numero de casos novos esperados em 2008 é de 49.400,
com um risco estimado de 51 casos a cada 100 mil mulheres. Na regido Sudeste, o
cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres com um risco estimado de 68
casos novos por 100 mil mulheres e pontualmente, para o estado de Sao Paulo, é
de 72,52 casos a cada 100 mil mulheres.

A incidéncia de cancer de mama feminino apresentou crescimento continuo
na ultima década, o que pode ser resultado de mudancgas sécio-demograficas e
acessibilidade aos servigos de satde. Feuer e colaboradores (1993) inferiram que
esse aumento foi atribuido ao incremento dos estudos mamograficos nos anos 80.
Apesar de ser considerado um cancer de relativo bom progndstico quando
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade causadas pelo
cancer de mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a
doenga, na maioria dos casos, ainda é diagnosticada em estadios avancados.

As causas do cancer de mama ainda sao desconhecidas. O principal fator de
risco para o desenvolvimento de cancer de mama é o sexo do individuo, como fica

claramente evidenciado na relacdo homem : mulher (1:100) (Ahearne, et al. 1999),



diferenca, atribuida aos efeitos dos hormoénios ovarianos. Este fato é demonstrado
pelos dados epidemiolégicos que retratam o elevado risco de cancer de mama;
quando a idade da menarca é menor que 11 anos; a mulher é nuligesta ou tem seu
primeiro parto depois dos 30 anos; menopausa posterior aos 55 anos; ou utilizagao
de reposicao hormonal por mais de 10 anos (Henderson e Bernstein, 1996).

Nao existem medidas praticas especificas para a prevengdo primadria do
cancer de mama que sejam aplicdveis a populacdo, embora estudos tenham
sugerido que a prevengao de habitos como o tabagismo, o alcoolismo, a obesidade
e o sedentarismo possam reduzir o risco de cancer de mama (Kristensen e
Borresen-Dale, 2000; Hulka e Moorman, 2001). Avancos tecnoldégicos tém sido
obtidos e direcionados para o diagndstico precoce e também para o tratamento,
que se destacam na melhora da sobrevida média das pacientes, que atualmente é
de 61% (ap6s 5 anos), na populacdo mundial (INCA, 2007).

O cancer de mama é uma neoplasia maligna que tem sua origem na
proliferacdo acelerada e descontrolada de células que cobrem, em 70-80% dos
casos, o interior dos ductos responsaveis pelo transporte do leite (Figura 1). Este
tipo de cancer de mama é conhecido como carcinoma ductal. Em 10-20% dos
casos, 0 cancer tem sua origem no interior das proprias glandulas mamérias,
subdividida em l6bulos, sendo chamado de carcinoma lobular. Existem outros
tipos de cancer de mama (tubular, medular, papilar, mucinoso, entre outros), mas
eles sdo raros e sua freqiiéncia varia de 5-10% do total dos casos. Muitos canceres
de mama encontram-se confinados na luz dos ductos ou l6bulos sem invadir os

tecido vizinhos. Nesse caso, recebem o nome de carcinomas in situ. Quando estes



proliferam, atravessando a membrana basal e estendem-se infiltrando os tecidos
que circundam os ductos e 16bulos, recebem os nomes de carcinoma ductal e

lobular infiltrante (ou invasivo), respectivamente.
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Figura 1. Desenho da mama feminina. Modificado de McGraw-Hill Companies, Inc.

Embora apenas 5-10% da incidéncia do cancer de mama esteja
geneticamente relacionada a heranca de mutagdes altamente penetrantes, a
influéncia da histéria familiar sobre o subseqiiente risco de cancer de mama é
grande (Cummings e Olopade, 1998; Tsongalis et al., 1998). Mutagdes nos genes
BCRA1 e BCRA2 ocorrem em aproximadamente 20% das familias com evidéncia
de susceptibilidade herdada ao cancer de mama. Ja no gene TP53, mutacdes na
linha germinal ndo acometem mais do que 1% dos casos de cancer de mama
familial (Garber et al., 1991) e para mutacdes no gene da quinase (CHECK?2),

responséavel pelo controle do ciclo celular, esse valor é préximo de 5 % de todos os



casos (Meijers-Heijboer et al., 2002) (Figura 2). Os casos restantes de cancer de
mama (54%), presume-se que sejam devido a um indefinido ntiimero de genes com
diversos graus de penetrancia envolvidos com susceptibilidade, a exposicdo a

fatores hormonais e ambientais e a eventos genéticos estocdsticos (Wooster e

Weber, 2003).

GENES ASSOCIADOS AO RISCO DE CANCER DE MAMA

20% 5% 19

m Genes desconhecidos
m BRCA 1
m BRCA 2
m CHECK?2
TP53

20%

Modificado de Wooster e Weber (2003)

Muitas variantes genéticas em alelos de susceptibilidade com baixa
penetrancia poderiam elevar moderadamente o risco de cancer de mama. Estas
variantes genéticas sdo muito mais freqiientes nas populagdes do que as alteragdes
em genes de alta penetrancia e, desse modo, essas variantes juntas poderiam ter
substancialmente uma maior contribuicdo para o cancer de mama na populagao
do que as mutacdes em genes de alto risco (Dunning et al., 1999). Polimorfismos
em genes envolvidos no reparo do DNA, controle do ciclo celular, apoptose ou
enzimas metabodlicas poderiam determinar a susceptibilidade individual ao cancer
e a resposta ao tratamento (Goode et al.,, 2002). Genes de baixa penetrancia

poderiam se combinar aditiva ou multiplicativamente e contribuir na incidéncia



de cancer ou modificar a resposta a quimioterapia. A lista destes genes potenciais

esta diariamente em crescimento.

1.2. A quimioterapia

O sucesso dos tratamentos, tanto no cancer de mama quanto nos demais
tipos de cancer, depende diretamente do acimulo 6timo de droga no tumor. Os
tumores s6lidos apresentam obstaculos que ndo permitem aos diferentes
compostos alcangar a concentracdo necesséria. Outros mecanismos,
independentes das transformacgdes nas células tumorais, poderiam estar
envolvidos limitando a resposta terapéutica aos quimioterapicos. Dentre esses
mecanismos poderiam ser incluidas as alteragdes na farmacocinética da droga,
além das diferencas na eficacia bioldgica, metabolismo e eliminagdo da droga,
ou a inadequada distribui¢do da droga devido a considerac6es anatomicas

(fluxo sangiiineo, massa tumoral, etc).

Segundo Morrow e Cowan (1993) os mecanismos gerais de resisténcia as drogas

considerados na literatura sao:

diminuicdo do acdmulo de droga (incremento do efluxo, aumento do
influxo, ou alteragdo do trafico intracelular);

- diminuigdo na ativacdo da droga;

- aumento da inativagdo da droga ou seus intermediarios toxicos;

- aumento do reparo do dano induzido pelas drogas;

- alteragdo da droga alvo (quantitativamente ou qualitativamente);



- alteracdo de co-fatores ou niveis de metabdlitos;

- alteracdo da expressdo génica (mutagao, delecao, ou amplificacdo do DNA);
- alteracdo da transcricdao, processamento pos-transcricional ou tradugao;

- alteracdo da estabilidade molecular.

A quimioterapia neoadjuvante, também conhecida como quimioterapia
primdria ou pré-operativa, tem sido introduzida com o objetivo de diminuir o
estadio do tumor, facilitando desse modo, a conservacdo da mama e também
ganhando controle sobre uma provavel doencga sistémica existente. Além disso, a
quimioterapia neoadjuvante permite uma rapida estimativa da sensibilidade do
tumor a quimioterapia dentro de 3-4 meses comparado com os periodos de
acompanhamento de mais de 5 anos para avaliar a sensibilidade da quimioterapia
adjuvante (Fisher et al., 1998).

A maioria dos agentes anticancerigenos utilizados induz apoptose nas
células tumorais. Atualmente, os taxanos e as antraciclinas representam as drogas
mais potentes utilizadas no tratamento de cancer de mama (Estevez e Gradishar,
2004). O mecanismo exato de acdo das antraciclinas ainda estd em debate, mas
dentre os multiplos efeitos intracelulares conhecidos, a inibigdo da topoisomerase
IT parece ser o evento molecular final que leva a apoptose (Zunino e Capranico,
1990; Gewirtz, 1999). No caso dos taxanos, a toxicidade é induzida pela
estabilizacdo da tubulina com a conseqiiente parada do ciclo celular. Estes tém
demonstrado promover a apoptose por diversas vias de transducgdo de sinais,

incluindo aquela mediada por p53 (Wang et al., 1999).



As andlises de como os canceres humanos evadem a quimioterapia tém
revelado uma rica variedade de alteragdes genéticas baseadas em células
resistentes a drogas e, os polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNP: single
nucleotide polymorphisms) tém sido amplamente considerados no estudo da

variabilidade de respostas de cada individuo frente a diversos fatores.

Os polimorfismos outorgam caracteristicas diferenciais, tanto biol6gicas
quanto bioquimicas nos seus produtos de expressao e, eles podem ser utilizados
como marcadores de susceptibilidade e de resposta ao tratamento no cancer de

mama.

1.3. Polimorfismos do gene TP53

A proteina p53 é um fator de transcricao multifuncional envolvido na
progressao do ciclo celular, na manutencdo do DNA e da integridade gendomica,
no reparo do DNA lesado e na apoptose (Soussi e Beroud, 2001). O gene que
codifica esta proteina se encontra no cromossomo 17 e consta de 11 éxons. A
presenca de mutagdes no gene TP53 é umas das alteracdes genéticas mais
freqlientes encontradas numa ampla variedade de canceres (Hollstein et al., 1991).
Esta proteina possui uma regido critica para sinalizacdo de apoptose entre os
cédons 64 e 92, no éxon 4. Tal regido contém uma seqiiéncia rica em prolina com 5
motivos PXXP que abriga um dominio de ligagdo SH3, o qual é conhecido por ser
requerido no processo de apoptose induzido por p53, mas ndo no bloqueio do

ciclo celular (Walker e Levine, 1996; Sakamuro et al., 1997). Interessantemente,



dentro deste dominio, especificamente no cédon 72, encontra-se um SNP, em cuja
localizagdo pode ter um residuo prolina (CCC) ou arginina (CGC). As duas
variantes polimorficas tém demonstrado possuir, além de diferencas estruturais
refletidas nos diferentes padrdes de migracdo de eletroforese, algumas
propriedades bioquimicas e biolégicas diferentes (Harris et al., 1986; Matlashewski
et al., 1987; Thomas et al., 1999).

Varios estudos in vivo e in vitro destacam a diferenca funcional entre as
variantes prolina (Pro72) e arginina (Arg72), onde a forma Arg72 do gene TP53 do
tipo selvagem, aporta um potencial de indugdo de apoptose maior que a variante
Pro (Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003; Pim e Banks, 2004; Sullivan et al.,
2004). Para explicar esse fato, tem sido postulado que ao menos uma das fontes
desse potencial apoptético aumentado deve-se a maior capacidade da forma
Arg72 no gene TP53 para se localizar na mitocondria com a conseqiiente liberagao
do citocromo C no citosol (Dumont et al., 2003). Estudos recentes demonstram que
a presenca do residuo Arg72 ou Pro72 é crucial para a ligacdo das proteinas da
familia ASSP ao DNA, as quais estao envolvidas no crescimento celular e apoptose
durante a oncogénese em tumores (Bergamaschi ef al., 2006).

Existem controvérsias quanto aos estudos que associam o risco de cancer de
mama ao polimorfismo Arg72Pro no gene TP53. Alguns trabalhos sugerem a
forma Arg72 como alelo candidato de baixa penetrancia para susceptibilidade no
cancer de mama (Papadakis et al., 2000; Buyru et al., 2003; Damin et al., 2006).
Porém, o alelo Pro72 também tem sido associado com o risco elevado deste tipo de

cancer (Dunning et al., 1999; Huang et al., 2003). Por outro lado, estudos que



argiem contra a contribuicdo do polimorfismo Arg72Pro na predisposi¢do ao
cancer de mama, tém sido reportados (Suspitsin et al., 2003; Khadang et al., 2007).

O polimorfismo Arg72Pro também tem sido associado com a resposta ao
tratamento contra o cancer de mama. Bonafe e colaboradores (2003) sugerem que a
retencdo do alelo Arg72, em tecido tumoral de pacientes heterozigotos Arg72Pro
com cancer de mama, estaria associada a reducdo de sobrevida livre de doenca e
sobrevida total. Em contraste, outros estudos sugerem que o alelo Pro72 estaria
associado a sobrevivéncia reduzida em pacientes com cancer de mama (Sullivan et
al., 2004; Tommiska et al., 2005; Toyama et al., 2007). Xu e colaboradores (2005),
verificaram que pacientes com cancer de mama com genétipo Pro/Pro poderiam
ser menos sensiveis ao tratamento baseado em antraciclinas do que aqueles com os
genotipos Pro/Arg ou Arg/Arg sugerindo que a andlise do polimorfismo do
cédon 72 do gene TP53 poderia ser um simples marcador preditivo para selecionar
aqueles pacientes com cancer de mama propensos a ter uma boa resposta a
quimioterapia neoadjuvante baseada em antraciclinas.

Mais recentemente, outro sitio polimoérfico no cédon 47 do mesmo éxon 4
do gene TP53, demonstrou que a proteina perde significativamente sua
capacidade em induzir apoptose (Li et al., 2005). O cédon 47 codifica uma prolina
(CCQG) no gene TP53 tipo selvagem, mas em um pequeno subgrupo de individuos
pode codificar uma serina (TCG). Esta variante, que substitui o residuo prolina
necessario para o reconhecimento por quinases dirigidas por prolinas, é um
substrato marcadamente pobre para a fosforilagdo na serina 46 pela p38 MAPK.

Sdo variadas as informagdes quanto a freqiiéncia do alelo Ser47 nas populacdes.



Felley-Bosco e colaboradores (1993) encontraram a presenca do alelo Ser em < 5%
de afro-americanos (n= 32) e em nenhum dos 69 caucasianos estudados. Em outro
trabalho, realizado com 200 afro-americanos, encontrou-se uma freqtiéncia alélica
de Ser47 de 1% (4/400) e nos 4 casos o alelo estaria atuando em cis com o alelo
Pro72, sugerindo que ambos os polimorfismos estariam ligados (Li et al., 2005). Em
contraste, em um estudo realizado na populagdo brasileira, foi descrita uma

prevaléncia maior do alelo Ser47 (Leite et al., 2006).

1.4. Polimorfismo do gene MDR-1

A glicoproteina P (gp-P), responsavel pelo efluxo de droga das células, é
uma proteina de transmembrana de 170 kDa membro da superfamilia dos
transportadores ABC (ATP binding cassette). O gene que codifica a gp-P é o ABCBI,
também conhecido como MDR1 (multi-drug resistance). O mesmo é constituido por
28 éxons e se localiza no cromossomo 7. A gp-P é um transportador completo
composto por 12 segmentos de transmembrana dividido em dois dominios, cada
um deles ligado a um dominio de unido de ATP. A incorporagao de um substrato
ao sitio de ligacao de alta afinidade resulta na hidrélise de ATP, causando uma
mudanca conformacional que traslada o substrato a um sitio de menor afinidade e
logo o libera ao espago extracelular ou camada externa da membrana (Sauna et al.,
2001).

Em 1976, a gp-P foi isolada pela primeira vez a partir de células de ovario
de hamster chinés (CHO) resistentes a colchicina (Juliano e Ling, 1976). Quanto ao

gene, este foi isolado a partir de células tumorais humanas resistentes a multiplas
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drogas, aproximadamente 10 anos depois (Chen et al., 1986; Roninson et al., 1986).
Em células cancerosas, a gp-P é associada com o fenétipo MDR, mediando
resisténcia a diversas drogas (Avendano e Menendez, 2002). Entre os substratos
temos adriamicina, daunorrubicina, epirrubicina, paclitaxel, docetaxel, vincristina,
vinblastina, VP16, mitoxantrone, actinomicina D, além de inibidores da gp-P
(Leonard et al., 2003).

Hoffmeyer e colaboradores (2000) verificaram vérios SNPs associados ao
gene MDR-1. Doze das 15 mutacGes encontradas ndo tinham efeito sobre a
seqiiéncia protéica e somente o polimorfismo silencioso no éxon 26 (C3435T) teve
uma correlagdo significativa com os niveis de expressao da glicoproteina P.
Aqueles individuos homozigotos para o polimorfismo 3435T apresentaram a
expressdo desta glicoproteina significativamente reduzida. Por outro lado, a
expressdo da gp-P nas células tumorais, pode estar associado ao acimulo nuclear
da proteina p53 (Nguyen et al., 1994; Linn et al., 1997).

Interessantemente, a freqiiéncia de C3435T varia significativamente entre os
diferentes grupos étnicos. Nos caucasianos europeus, freqiiéncias de 0,52-0,57 de
C3435T foram reportadas. Na Africa, no entanto, a prevaléncia é muito mais baixa
(0,17-0,27), enquanto em populagdes orientais tém sido reportados valores de 0,41-
0,47 (Ameyaw et al., 2001; Kim et al., 2001; Schaeffeler et al., 2001; Bernal et al., 2003;
Lee et al., 2005). Kafka e colaboradores (2003) acharam correlacdo entre o genétipo
TT e a resposta clinica completa em pacientes com cancer de mama submetidos a
quimioterapia neoadjuvante, mas ndo quando comparados com a reposta

patolégica completa, sugerindo que o polimorfismo C3435T poderia ajudar a
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predizer o resultado individual nas abordagens terapéuticas com drogas que sao
afetadas pela glicoproteina P.

Atualmente, os dados descritos pela literatura ndo evidenciam com clareza
a relacdo entre os polimorfismos nos genes TP53 e MDR-1 e sua influéncia na
susceptibilidade e na resposta ao tratamento, o que demonstra a importancia da
analise desses polimorfismos no intuito de subclassificar grupos de risco e

também determinar possiveis estratégias de tratamento mais individualizadas.
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2. OBJETIVOS

Com base nos dados até aqui apresentados e também devido ao grande
nimero de mulheres acometidas pelo cancer de mama, estudos que ajudem a
compreender melhor a biologia desta doenca, bem como a associacao de
polimorfismos que possam auxiliar no diagnéstico e no tratamento, sdo de

fundamental importancia.

Para esse fim, os objetivos do presente trabalho foram:

1. Determinar se as freqtiéncias alélicas e genotipicas para as variantes
selvagem e polimorfica dos genétipos referentes aos polimorfismos Arg72Pro e
Pro47Ser no gene TP53 e C3435T no gene MDR-1 sao diferentes em pacientes com
cancer de mama e em controles sadios.

2. Investigar a associacdo entre os polimorfismos funcionais nestes
genes e a relacdo com os parametros: idade, etnia, idade ao primeiro parto, idade
da menopausa e antecedentes de cancer de mama na familia, nos grupos de
pacientes e controles.

3. Avaliar a relacdo entre os polimorfismos dos genes TP53 e MDR-1 e
as caracteristicas clinico-patolégicas, respostas clinica e patolégica no tumor e nos
linfonodos axilares em pacientes com cancer de mama submetidas a quimioterapia

neoadjuvante baseada em taxanos e antraciclinas.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Caracteriza¢ao da amostra

O estudo foi realizado em amostras de sangue periférico de pacientes com
cancer de mama provenientes do ambulatério de Mastologia do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, USP e em
amostras de pacientes do mesmo ambulatério que ndo apresentavam a doenca
(ver Anexos, Tabela 4) e que receberam alta ap6s a realizacdo dos correspondentes
exames mamograficos e/ou biépsias. Tanto o grupo das pacientes como o grupo
controle foi composto por voluntarias na faixa etaria de 25 a 70 anos de idade. A
coleta de sangue de cada doadora foi feita logo apds assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (ver Anexos). O projeto de pesquisa, assim
como o termo de consentimento foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) do Hospital das Clinicas, FMRP-USP e posteriormente pelo
Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP, processo N° 9106,/2003) (ver

Anexos).

A coleta do material foi realizada sob a responsabilidade de médicos e
funciondrios do Hospital das Clinicas, FMRP-USP. As amostras de sangue
periférico foram coletadas por pungao venosa em tubos de 5 ml contendo 6% de

EDTA (ethylene diamine tetra-acetic acid).

A casuistica do presente estudo é composta por um total de 236 individuos,

sendo 116 pacientes com cancer de mama e 120 controles livres de doengcas
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oncoldgicas. Todas as amostras foram analisadas para a determinagdo da
freqtiéncia de cada um dos polimorfismos dos genes estudados. No entanto, para
avaliacdo da resposta s6 foram analisadas 81 das 116 amostras, correspondentes as
pacientes que receberam e completaram o mesmo tratamento neoadjuvante, cujo
regime se baseou em taxanos e antraciclinas (docetaxel 75 mg/m? e epirrubicina 50
mg/m?, infusdo IV, em um tnico dia, com intervalos de 21 dias, durante 3 ou 4
ciclos).

O tamanho do tumor foi definido como o maior didmetro do tumor medido
por exame fisico e/ou mamografia e/ou ultrasonografia antes da terapia. Em
todos os casos, uma biopsia incisional prévia ao tratamento foi realizada para
confirmacgdo do diagndstico patolégico e determinacdo imuno-histo-citoquimica
(IHC). O estadio do tumor foi determinado de acordo com a classificagio TNM
(Tumor-Node-Metastasis) baseado no Sistema de Estadiamento de Cancer do
Comité da Junta Americana para o Cancer de Mama (AJCC) (Singletary et al., 2002;

Woodward et al., 2003) (ver Anexos, Tabelas 1 e 2).

3.2. Extracao e quantificacao de DNA genoémico

A extracdo do DNA foi feita a partir de amostras sangue periférico,

utilizando o kit de extracdo WIZARD® (Genomic DNA Purification, Promega),

conforme especificacdes do protocolo fornecido pelo fabricante. A quantificacdo

do DNA foi realizada por espectrofotometria no aparelho GENEQuant (GE) e as
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amostras de DNA foram estocadas em aliquotas a concentracdo de 100ng/pl, e

mantido a -20°C até o uso.

3.3. Genotipagem e PCR - RFLP

Os polimorfismos foram analisados a partir de DNA genomico pela técnica
de PCR - RFLP. Os fragmentos de interesse foram amplificados em termociclador
e submetidos a eletroforese em gel de agarose convencional 2% (100 - 120 Volts)
em cuba horizontal contendo tampao TBE 0,5x e corado com Brometo de Etidio
(na concentracdo de Img/ml) para a comprovacao do produto de amplificacdo,
mediante a visualizagdo do fragmento em transluminador ultravioleta. Apds a
digestdo com as correspondentes enzimas de restricdo para cada gene, os produtos
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (29:1) 10% e 120 Volts
em cuba vertical contendo tampao TBE 1x e corado com nitrato de prata.

Para identificar o peso das bandas foram utilizados marcadores de peso
molecular de 50 ou 25 pares de bases (pb). Em todos os casos, também foi
utilizado um controle negativo (todos os reagentes, exceto o DNA), com o intuito

de assegurar que nao houve contaminac¢do das amostras.

3.3.1. Deteccdo dos gendtipos do gene TP53

Polimorfismo Arg72Pro: éxon 4
A amplificagdo do fragmento correspondente a regido polimorfica do éxon
4 do gene TP53 (Arg72Pro) foi feita baseada no método descrito por Liu et al.

(2001) com modificacdes. Para reacdo de PCR (25 pul) foram utilizadas as seguintes
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condigdes: 1x de tampao de reacdo (20 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, pH 84)
(Invitrogen); 2 mM de MgCL (Invitrogen); 200 uM de dNTPs (Invitrogen); 0,2 pM
de cada um dos iniciadores (sense e antisense) (Invitrogen); 1,0 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen); 200 ng de DNA gendmico; e 4gua ultra-pura e estéril.

O ciclo de amplificacao foi: 95°C/5min; 35 ciclos (95°C/1 min, 65°C/1 min,
72°C/1 min); 72°C/8 min; 4°C/ 0.
As seqiiéncias dos iniciadores utilizados foram:
F: 5- TTG CCG TCC CAA GCA ATG GAT GA -3

R:5'- TCT GGG AAG GGA CAG AAG ATG AC-¥

Ap6s a reacdo de amplificagdio do fragmento de interesse, a reacdo de
digestdo foi realizada utilizando: 10 pl de produto de amplificagdo, tampao de
reacdo 1X (NEB2), 6 U da enzima BstUI (New Englands, Biolabs, ME), 4gua ultra-
pura estéril; volume final de 25 pL. A incubacao foi a 60°C overnight, em banho
térmico.

O produto amplificado do gene TP53 gera um fragmento de 199 pb e seu
polimorfismo é caracterizado pela presenca ou auséncia do sitio de restricdo para a
enzima BstUI (CG"CG). A presenca do sitio de corte para BstUI em ambos os
alelos é representada pelo genétipo tipo selvagem (Arg/Arg), que apresenta dois
fragmentos: 113 pb e 86 pb. A auséncia do sitio de corte em ambos os alelos
representa o gendtipo homozigoto para o alelo polimérfico (Pro/Pro), o qual é

caracterizado pela presenca de um fragmento de 199 pb. Um alelo polimérfico e
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outro normal caracterizam o genétipo heterozigoto (Pro/Arg), mostrando os trés

padrdes de bandas: 199 pb, 113 pb e 86 pb.

Polimorfismo Pro472Ser: éxon 4

A amplificacdo do fragmento correspondente a regiao polimorfica Ser47Pro
do gene TP53 foi a mesma utilizada para o polimorfismo Arg72Pro, descrita
anteriormente.

Apés a reacao de amplificacdo do fragmento de interesse, a reacdo de
digestdo foi realizada utilizando: 10 pl de produto de amplificagdo, tampao de
reacdo 1X (NEB2), 10 U da enzima Mspl (New Englands, Biolabs, ME), agua ultra-
pura estéril; volume final de 25 pL. A incubacao foi a 37°C overnight, em banho
térmico.

O produto amplificado do gene TP53 gera um fragmento de 199 pb e seu
polimorfismo é caracterizado pela presenga ou auséncia do sitio de restrigao para a
enzima Mspl (CM"CGG). O fragmento amplificado apresenta dois sitios de corte
para Mspl, um deles constitutivo, gerando uma banda de 57 pb e o outro
polimorfico representada pelo alelo tipo selvagem Pro47. Portanto, o genoétipo
homozigoto selvagem (Pro/Pro) apresenta trés fragmentos: 105 pb, 57 pb e 37 pb.
A auseéncia de sitio de corte na posicao 47 é representada pelo alelo polimérfico
Ser47, de modo que o gendtipo homozigoto (Ser/Ser) é caracterizado pela
presenca de dois fragmentos de 142 pb e 57 pb. Um alelo polimérfico e outro
normal caracterizam o genétipo heterozigoto (Pro/Ser), mostrando um padrao de

4 bandas (142 pb, 105 pb, 57 pb e 37 pb) apds o tratamento com a enzima.
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3.3.2. Deteccao dos gendtipos do gene MDR-1

Polimorfismo C3435T: éxon 26

A amplificagdo do fragmento correspondente a regido polimorfica do éxon
26 do gene MDR-1 (C3435T) foi feita baseada no método de Cascorbi e
colaboradores (2001) com modificagdes. Para reagdo de PCR (25 pl) foram
utilizadas as seguintes condicdes: 1x de tampao de reacdo (20 mM Tris-HCI, 50
mM KCl, pH 8,4) (Invitrogen); 2 mM de MgCl (Invitrogen); 200 pM de dNTPs
(Invitrogen); 0,075 uM de cada um dos iniciadores (sense e antisense) (Invitrogen);
0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen); 200 ng de DNA gendémico; e dgua
ultra-pura e estéril.

O ciclo de amplificacdo foi: 94°C/2min; 35 ciclos (94°C/30seg, 60°C/45 seg,
72°C/45 seg); 72°C/10 min; 4°C/ .
As seqiiéncias dos iniciadores utilizados foram:
F: 5 TGT TTT CAG CTG CTT GAT GG &
R:5 AAG GCA TGT ATGTTG GCCTC ¥

Ap6s a reacdo de amplificacdo do fragmento de interesse, a reacdo de
digestdo foi realizada utilizando 10 pl de produto de amplificacdo, tampao de
reacao 1X (NEB3), 5 U da enzima Mbol (New England BioLabs), agua ultra-pura
estéril; volume final de 25 pL. A incubagdo foi a 37°C overnight, em banho térmico.

O produto amplificado do gene MDRI gera um fragmento de 197 pb. O
polimorfismo que caracteriza este gene é detectado pela presenca ou auséncia do
sitio de restrigdo para a enzima Mbol (*GATC). A presenca do sitio de corte para

Mbol em ambos os alelos origina o genétipo tipo selvagem (CC), que apresenta
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dois fragmentos: 158 pb e 39 pb. A auséncia do sitio de corte em ambos os alelos
representa o gendétipo homozigoto para o alelo polimérfico (TT), o qual é
caracterizado pelo fragmento de 197 pb. Um alelo polimérfico e outro normal
caracterizam o gendtipo heterozigoto (CT), mostrando os trés padrdes de bandas:

197 pb, 158 pb e 39 pb.

3.4. Estimativa da resposta

Somente as pacientes com o tratamento completo de quimioterapia
neoadjuvante foram analisadas para estimativa da resposta. A resposta clinica e
patolégica foi avaliada apds a cirurgia, a qual foi realizada ndo mais do que 4
semanas ap6s o ultimo ciclo, baseada na andlise macro e microscopica,
respectivamente. Esta analise foi realizada pelo Departamento de Patologia do
Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, como parte da rotina do Ambulatério de
Mastologia. A classificagdo utilizada foi baseada no sistema conhecido como
RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumors) (Therasse et al., 2000). A
resposta clinica, medida e avaliada unidimensionalmente, foi classificada como
resposta completa (RC), quando ha redugao do tumor em 100%; resposta parcial
(RP), com reducdo do tumor 2>30%; doenca estivel (DE), quando ndo é
considerado RP nem progressdo; e progressio da doenca (PD), quando ha
aumento >20% e ndo houve documentagado prévia de RC, RP ou DE. As pacientes
foram agrupadas em duas classes para sua posterior andlise: o grupo de resposta
objetiva (RO), no qual todas as classificagdes RC e RP foram designadas e, o

grupo de nao resposta (NR), correspondente a todas as pacientes classificadas
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como DE e PD. Para a resposta patoldgica, as categorias adotadas foram: resposta
patolégica completa (RPC), definida como a ndo evidéncia de doenga residual
invasiva na mama ou linfonodos; doenca residual minima (DRM),
correspondente a todas as pacientes com tumores invasivos na mama medindo
<lcm e linfonodos negativos; e doenca residual extensa (DRE), definida como
tumores invasivos na mama medindo >lcm ou qualquer linfonodo na axila

independente do tamanho do tumor residual na mama (Zhang et al., 2003).

3.5. Analise estatistica

A freqtiéncia dos polimorfismos dos genes TP53 e MDRI1 foi calculada para
a amostra total de 116 pacientes com cancer de mama e para os 120 individuos
controle. A anadlise estatistica foi realizada pelo teste do Qui Quadrado ou pelo
teste exato de Fisher (bi-caudal) (Agresti, 1992), quando necessario. O mesmo foi
aplicado para verificar a significAncia estatistica das associacbes quando
comparadas com as freqiiéncias de cada genoétipo e alelos estudados na amostra
total de pacientes e controles. Foi também utilizado para determinar a associagdo
entre os gendtipos e a resposta a quimioterapia neoadjuvante. O nivel de
probabilidade (P) menor ou igual a 0,05 foi utilizado como critério de significancia.
A “odds ratio” (OR) (razdes de probabilidade) e o intervalo de confianca (IC) de

95%, de acordo com Kleinbaum et al. (1982), foram calculados como uma

estimativa de risco relativo e grau de associacao.
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Todas as analises foram realizadas pelo software InStat (GraphPad InStat,

versao 3.0, GraphPad Software) e pelo software SigmaStat 1.0 (Jandel Scientific).

A assessoria estatistica foi prestada pelo Prof. José Carlos Barbosa da
Universidade Estadual de Sdo Paulo em Jaboticabal (UNESP), e pela Profa.
Claudia Cristina Paro de Paz da Universidade de Sao Paulo em Ribeirdo Preto

(USP).
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4. RESULTADOS

4.1. Deteccao dos polimorfismos

Entre os polimorfismos no gene TP53, dois sdo caracterizados pela
presenca ou auséncia de sitios de corte para as enzimas BstUI e Mspl nos c6dons
72 e 47, respectivamente. A partir do mesmo produto de amplificagdo (199 pb)
foram obtidos os padroes de bandas descritos a seguir. No polimorfismo
Arg72Pro, o genétipo tipo selvagem (Arg/Arg), apresenta dois fragmentos, 113 pb
e 86 pb; o gendtipo heterozigoto (Arg/Pro), apresenta trés fragmentos: 199 pb, 113
pb e 86 pb e finalmente o homozigoto polimérfico (Pro/Pro) apresenta apenas um

fragmento de 199 pb (Figura 3).

M 12 3 4 56 7 8

199 pb
125 pb 113 pb
86 pb
50 pb
25 pb

Figura 3. PCR-RFLP para a deteccdo do polimorfismo Arg/Pro no éxon 4 do gene TP53, digeridos com a
enzima BstUI. M = marcador de peso molecular (25 pb). Linhas 1, 6, 7 e 8 : homozigoto para o alelo selvagem
(Arg/Arg). Linhas 3 e 4 : heterozigoto (Arg/Pro). Linhas 2 e 5: homozigoto para o alelo polimérfico (Pro/Pro).
Gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata.
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No caso do polimorfismo Pro47Ser, o genétipo homozigoto polimérfico
(Ser/Ser) apresenta duas bandas: 142 pb e 57 pb, uma vez que possui um sitio de
corte constitutivo o qual serve como controle positivo da digestdo. O genétipo
homozigoto selvagem (Pro/Pro) apresenta trés bandas (105 pb, 57 pb e 37 pb) e o
genotipo heterozigoto apresenta quatro bandas: 142 pb, 105 pb, 57 pb e 37 pb. A

Figura 4 mostra o polimorfismo Pro47Ser.

M 1 2 3 4
Dol Baal 4

125 pp—» % ]
P — ﬁ W W «—105pb

75 pb—» et .
50 pb -/ - - 9-;— 57 pb

. . «—37pb

Figura 4. PCR-RFLP para a detec¢do do polimorfismo Pro/Ser no cédon 47 no éxon 4 do gene TP53, digeridos
com a enzima Mspl. M = marcador de peso molecular (25 pb). Linhas 1, 2, 3 e 4: homozigoto para o alelo
selvagem (Pro/Pro). Gel de poliacrilamida 10%, corado com nitrato de prata.

2

.-D}-‘, C

A figura 5 representa o polimorfismo C3435T para o gene MDR-1. A
amplificacdo gera um produto de 197 pb. O homozigoto selvagem apresenta o
sitio de corte para a enzima Mbol, sendo caracterizado por dois fragmentos: 158 pb
e 39 pb. O homozigoto polimoérfico ndo possui sitio de corte para a enzima,
apresentando um unico fragmento de 197 pb, enquanto o genétipo heterozigoto

apresenta trés bandas: 197 pb, 158 pb e 39 pb.
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175 pb 197 pb
50 pb 39 ob
P
25 pb

Figura 5. PCR-RFLP para a detec¢do do polimorfismo C—T na posicao 3435 no éxon 26 do gene MDR-1,
digeridos com a enzima Mbol. M = marcador de peso molecular (25 pb). Linhas 4 e 6: homozigoto para o alelo
selvagem (CC). Linhas 1 e 2: heterozigoto (CT). Linhas 3 e 5: homozigoto para o alelo polimérfico (TT).

4.2. Distribui¢oes dos genétipos dos genes TP53 e MDR-1

As distribuicdes das freqiiéncias genotipicas e alélicas para os genes TP53
(polimorfismos Arg72Pro e Pro47Ser) e MDR-1 (polimorfismo C3435T), para a
amostra total de pacientes com cdncer de mama (CM) e controles livres de
neoplasias estdo apresentadas na Tabela 1.

Quando foi analisada a freqiiéncia do polimorfismo para o gene TP53 -
Arg72Prona amostra total de pacientes (n = 116) e controles (n = 120), o genétipo
homozigoto para o alelo polimérfico (Pro/Pro) foi detectado em 13,8% das
pacientes com CM e em 15,8% dos controles. Para os genétipos heterozigoto

(Arg/Pro) e homozigoto selvagem (Arg/Arg) as freqiiéncias também foram

25



semelhantes entre pacientes (41,4% e 39,2%) e controles (44,8%; 45%),
respectivamente. Quando calculadas as frequiéncias alélicas para a variante
polimérfica (Pro72) os resultados foram: 0,345 para as pacientes com CM e 0,354
para os controles (Tabela 1). No presente estudo, as distribuicdes das freqiiéncias
fenotipicas observadas para o polimorfismo Arg72Pro no gene TP53 ndo
demonstraram um desvio do equilibrio de Hardy- Weinberg.

Para o polimorfismo TP53 - Pro47Ser nao foram observados individuos
homozigotos para o alelo polimérfico (Ser/Ser) nem heterozigotos (Pro/Ser) no
total da amostra. Por este motivo o polimorfismo ndo foi submetido a andlise
estatistica no nosso estudo. Portanto, na amostra de 236 mulheres analisadas,
houve uma freqtiéncia de 100% para o genétipo selvagem (Pro/Pro).

Em relagdo ao polimorfismo do gene MDR-1, C3435T, 12,9% das pacientes
com CM e 15,8% dos controles apresentaram o genétipo homozigoto para o alelo
polimérfico (TT). Para o gendétipo heterozigoto (CT) verificou-se que a prevaléncia
deste também nao diferiu entre os dois grupos estudados (49,2%, pacientes CM;
43,4%, controles). No caso do genodtipo selvagem, as freqiiéncias encontradas para
pacientes com CM (37,9%) e controles (40,8%) também foram similares. As
freqtiéncias alélicas foram idénticas, tanto para pacientes quanto para os controles

e os gendtipos encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 1).
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Tabela 1: Distribuicdo das freqtiéncias dos polimorfismos dos genes TP53 e MDR-

1 em pacientes e controles.

NUMERO/TOTAL (%)
LOCUS GENOTIPO Pacientes  Controles OR (95% IC) p

Arg/Arg 52/116 (44,8) 54/120 (45,0) 1,0 (referéncia) -
TP53 Arg/Pro 48/116 (41,4) 47/120(39,2) 0,94 (0,54 -1,64) 0,8880
(c6don72)  Pro/Pro 16/116 (13,8)  19/120 (15,8) 1,14 (0,53 - 2,46) 0,8457

Arg/Pro+Pro/Pro  64/116 (552) 66/120 (55,0) 0,99 (0,59 - 1,65) 1,0000

Alelos

Arg 0,655 0,646 - 0,8474

Pro 0,345 0,354 _

Pro/Pro 116 (100) 120 (100) - -
TP53 Pro/Ser - - - -
(c6don72)  Ser/Ser - - - -

Alelos

Pro 1,0 1,0 - -

Ser - -

cC 44/116 (37,9) 49/120 (40,8) 1,0 (referéncia) -

CT 57/116 (49,2) 52/120 (43,4)  1,22(0,70-2,12) 0,5724

TT 15/116 (12,9) 19/120 (158) 0,87 (0,39 -1,93) 10,8416
MDR-1 CT+TT 72/116 (62,1) 71/120(59,2) 0,88 (0,52 -1,49) 0,6904
(C3435T)

Alelos

C 0,625 0,625 - 1,0000

T 0,375 0,375 .

OR = "odds ratio”; IC = intervalo de confianga; P = os valores foram calculados pelo teste Exato de Fisher.
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4.3. Distribui¢des dos genétipos dos genes TP53 e MDR-1 em relacdo a idade,
etnia e fatores de risco para o cincer de mama.

As freqiiéncias dos genétipos TP53 e MDR-1, para as pacientes com CM e
controles também foram correlacionadas com idade (< 50 anos; > 50 anos), etnia
(brancos; ndo brancos), idade ao primeiro parto (< 30 anos; > 30 anos), idade da
menopausa (< 55 anos; = 55 anos) e antecedentes de cancer de mama na familia
(parentes em primeiro grau).

A média de idade para as pacientes foi de 50,2 e para as controles foi de
45,7. Cinquenta e sete pacientes com CM (49,1%) tinham idade < 50 anos,
enquanto nos controles esse nimero foi de 88 mulheres (73,3%). As freqiiéncias
dos gendtipos do gene TP53 foram 43,8% (Arg/Arg), 40,4% (Arg/Pro) e 15,8%
(Pro/Pro) no grupo de pacientes com CM < 50 anos e, 45,8%, 42,4% e 11,8% nas
pacientes com CM acima de 50 anos, respectivamente. Para o grupo controle, a
distribuicdo dos genodtipos foi 42,1% (Arg/Arg) 40,9% (Arg/Pro) e 17,0%
(Pro/Pro) em mulheres < 50 anos e, 53,1%, 34,4% e 12,5% em mulheres acima de
50 anos, respectivamente, onde ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(Tabela 2).

Entretanto, para o polimorfismo MDR-1, observou-se, em relacdio ao
genoétipo homozigoto polimérfico (TT), que o grupo dos controles com idade
maior que 50 anos apresentou uma freqiiéncia maior desse gendtipo em
comparagdo com seu respectivo grupo controle, com diferenca estatisticamente
significativa (p= 0,0213), verificando-se uma prevaléncia 3,8 vezes maior do

genotipo TT no grupo controle com idade maior que 50 anos (OR= 3,83; 95% IC=
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1,24 - 11,80). Este resultado sugere uma associacao significativa do genétipo MDR-
1 (TT) com o risco reduzido de CM em mulheres com idade acima de 50 anos

(Tabela 2).

Tabela 2: Distribuicao dos polimorfismos dos genes TP53 e MDR-1 em pacientes e

controles de acordo com a idade.

NUMERO/TOTAL (%)

GENOTIPO <50 anos >50 anos OR (95% IC) P
TP53 (Arg/Arg)
Pacientes 25/57 (43,8) 27/59 (45,8) 1,0 (referéncia) -
Controles 37/88 (42,1) 17/32 (53,1) 1,0 (referéncia) -
TP53 (Arg/Pro)
Pacientes 23/57 (40,4) 25/59 (42,4) 1,00 (0,45-2,20) 1,0000
Controles 36/88 (40,9) 11/32 (34,4) 0,66 (0,27-1,61) 0,3839
TP53 (Pro/Pro)
Pacientes 9/57 (15,8) 7/59 (11,8) 0,72 (0,23-2,22) 0,7757
Controles 15/88 (17,0) 4/32 (12,5) 0,58 (0,16-2,01) 0,5574
MDR-1 (CC)
Pacientes 19/57 (33,4) 25/59 (42,4) 1,0 (referéncia) -
Controles 38/88 (43,2) 11/32 (34,4) 1,0 (referéncia) -
MDR-1 (CT)
Pacientes 32/57 (56,1) 25/59 (42,4) 0,59 (0,26-1,31) 0,2314
Controles 41/88 (46,6) 11/32 (34,4) 0,92 (0,36-2,38) 1,0000
MDR-1 (TT)
Pacientes 6/57 (10,5) 9/59 (15,2) 1,14 (0,34-3,75) 1,0000
Controles 9/88 (10,2) 10/32 (31,2) 3,83 (1,24-11,80)  0,0213*

OR = “odds ratio”’; IC = intervalo de confianca; P = os valores foram calculados pelo teste Exato de Fisher.
* estatisticamente significativo (p<0,05).
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Quanto as etnias, os grupos foram divididos em brancos e ndo brancos,
tanto para as pacientes com CM quanto para os controles, sendo que 21,6% das

pacientes e 13,4% dos controles foram considerados “ndo brancos” (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuicdo dos polimorfismos dos genes TP53 e MDR-1 em pacientes e

controles de acordo com a etnia.

NUMEROQ/TOTAL (%)

GENOTIPO Brancos Nao brancos OR (95% IC) P
TP53 (Arg/Arg)
Pacientes 40/91 (44,0) 12/25 (48,0) 1,0 (referéncia) -
Controles 51/104 (49,0) 3/16 (18,7) 1,0 (referéncia) -
TP53 (Arg/Pro)
Pacientes 41/91 (45,0) 7/25 (28,0) 0,56 (0,20-1,59) 0,3170
Controles 39/104 (37,5) 8/16 (50,0) 3,48 (0,86-14,01)  0,1071
TP53 (Pro/Pro)
Pacientes 10/91 (11,0) 6/25 (24,0) 2,00 (0,60-6,64) 0,3324
Controles 14/104 (13,5) 5/16 (31,3) 6,07 (1,29-28,57)  0,0246*
MDR-1 (CC)
Pacientes 31/91 (34,1) 13/25 (52,0) 1,0 (referéncia) -
Controles 45/104 (43,3) 4/16 (25,0) 1,0 (referéncia) -
MDR-1 (CT)
Pacientes 46/91 (50,5) 11/25 (44,0) 0,57 (0,22-1,43) 0,2480
Controles 41/104 (39,4) 11/16 (68,8) 3,01 (0,89-10,22)  0,0933
MDR-1 (TT)
Pacientes 14/91 (15,4) 1/25 (4,0) 0,17 (0,02-1,43) 0,0896
Controles 18/104 (17,3) 1/16 (6,2) 0,62 (0,86-14,01)  1,0000

OR = "odds ratio”; IC = intervalo de confianga; P = os valores foram calculados pelo teste Exato de Fisher.
* estatisticamente significativo (p<0,05).
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No caso do gendtipo homozigoto para o polimorfismo do gene TP53,
Pro/Pro, detectou - se uma freqiiéncia aumentada deste genétipo nos controles do
grupo ndo branco (31,3%), conferindo um efeito protetor (OR= 6,07 ; 95% IC=1,29-
28,57) para o desenvolvimento de CM na populagdo feminina ndo branca
(p=0,0246) (Tabela 3).

Considerando as pacientes com CM para o gene MDR-1, detectou-se a
presenca diminuida do genétipo homozigoto polimérfico (TT) no grupo de ndo
brancos (4%). Apesar de no grupo controle se observar uma freqiiéncia aumentada
do gendtipo heterozigoto (CT) também para o grupo de nado brancos (68,8%), essas
variagdoes (p= 0,08 e p= 0,09, respectivamente) nao foram estatisticamente
significativas (Tabela 3).

Para a avaliacdo da distribuigdo dos genétipos em relacdo a idade ao
primeiro parto, ndo foram consideradas na analise mulheres <30 anos nuligestas
que ainda poderiam ter seu primeiro parto antes dessa idade. Mulheres nuligestas
maiores de 30 anos foram incluidas na andlise, dado que pertencem ao grupo de
risco para cancer de mama.

Do total analisado, 77% (n=113) das pacientes com CM tiveram seu
primeiro filho antes da idade considerada de risco, enquanto 82,3% (n= 113) dos
controles também tiveram seu primeiro filho antes dos 30 anos. Comparando o
grupo das pacientes com CM (com idade ao primeiro parto maior que 30 anos)
para o genétipo polimérfico Pro/Pro do gene TP53 em relacdo ao gendtipo
homozigoto selvagem, observou-se uma freqiiéncia diminuida (7,7%), mas ndo

houve diferenca estatisticamente significativa. No caso do gene MDR-1, este
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mesmo grupo (pacientes CM; >30 anos) apresentou uma freqtiéncia aumentada do

genoétipo heterozigoto CT (61,5%), mas a diferenca também néo foi significativa

(Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicdo dos polimorfismos dos genes TP53 e MDR-1 em pacientes e

controles de acordo com a idade ao primeiro parto.

NUMEROQ/TOTAL (%)

GENOTIPO <30 anos >30 anos OR (95% IC) P
TP53 (Arg/Arg)
Pacientes 37/87 (42,5) 14/26 (53,8) 1,0 (referéncia) -
Controles 43/93 (46,2) 8/20 (40,0) 1,0 (referéncia) -
TP53 (Arg/Pro)
Pacientes 37/87 (42,5) 10/26 (38,5) 0,71(0,28-1,81) 0,4929
Controles 35/93 (37,6) 8/20 (40,0) 1,22 (0,41-3,60) 0,7864
TP53 (Pro/Pro)
Pacientes 13/87 (15,0) 2/26(7,7) 0,40 (0,30-2,58) 0,3262
Controles 15/93 (16,1) 4/20 (20,0) 1,43 (0,37-5,45) 0,7229
MDR-1 (CC)
Pacientes 35/87 (40,2) 7/26 (27,0) 1,0 (referéncia) -
Controles 37/93 (39,8) 8/20 (40,0) 1,0 (referéncia) -
MDR-1 (CT)
Pacientes 41/87 (47,1) 16/26 (61,5) 1,95 (0,72-5,28) 0,2320
Controles 42/93 (45,2) 8/20 (40,0) 0,88 (0,30-2,58) 1,0000
MDR-1 (TT)
Pacientes 11/87 (12,7) 3/26 (11,5) 1,36 (0,30-6,19) 0,6984
Controles 14/93 (15,0) 4/20 (20,0) 1,32 (0,34-5,09) 0,7290

OR = "odds ratio”; IC = intervalo de confianga; P = os valores foram calculados pelo teste Exato de Fisher.

Quanto a analise da caracteristica menopausa, a valor de corte considerado

para andlise foi baseada na idade considerada de risco, sendo que foram excluidas
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da analise aquelas mulheres com menos de 55 anos que ainda poderiam entrar na
menopausa antes desta idade. Portanto o nimero de casos analisados foi de 59
para o grupo das pacientes com CM e de 44 para o grupo controle. Dentre as
mulheres que tiveram a menopausa com idade = 55 anos, 81,8% foram pacientes
com CM e 18,2% pertenciam ao grupo controle. Dentre as mulheres com idade
inferior a 55 anos, 54,3% foram do grupo de pacientes com CM e 45,7% do grupo

controle (Tabela 5).

Na anélise do polimorfismo do gene TP53, foi observada uma diminuicdo
na freqiiéncia do genétipo heterozigoto no grupo controle que apresentou
menopausa com idade inferior a 55 anos (28,6%) em comparagdo ao respectivo
grupo de pacientes com CM (40%); entretanto, ndo foram encontrados individuos
controles que apresentaram menopausa com idade = 55 anos para o genétipo
polimérfico Pro/Pro. No caso do gene MDR-1, ndo foram observados individuos
controles com idade acima de 55 anos para a menopausa com relagao ao genétipo
homozigoto selvagem CC. Por outro lado, o genétipo polimérfico TT apresentou
uma freqiiéncia diminuida para o grupo de pacientes com CM que apresentou

menopausa antes dos 55 anos (14%) em relacdo aos controles (28,6%) (Tabela 5).

Para a determinagao da relacdo dos antecedentes familiares e os respectivos
genotipos foram considerados como positivos somente os casos de cancer de

mama em parentes em primeiro grau (mae ou irma).
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Tabela 5: Distribuicao dos polimorfismos dos genes TP53 e MDR-1 em pacientes e

controles de acordo com a idade da menopausa.

NUMEROQ/TOTAL (%)

GENOTIPO < 55 anos 2 55 anos OR (95% IC) P
TP53 (Arg/Arg)
Pacientes 24/50 (48,0) 3/9(33,3) 1,0 (referéncia) -
Controles 23/42 (54,7) 1/2 (50,0) 1,0 (referéncia) -

TP53 (Arg/Pro)
Pacientes 20/50 (40,0) 5/9 (55,6) 2,00 (0,42-9,42) 0,4583
Controles 12/42 (28,6) 1/2(50,0) 1,91 (0,10-33,43)  1,0000

TP53 (Pro/Pro)

Pacientes 6/50 (12,0) 1/9 (11,1) 1,33 (0,11-15,20)  1,0000
Controles 7/42 (16,7) 0/2 (0,0 1,04 (0,03-28,46)  1,0000
MDR-1 (CC)

Pacientes 20/50 (40,0) 2/9(22,2) 1,0 (referéncia) -
Controles 14/42 (33,3) 0/2 (0,0 1,0 (referéncia) -
MDR-1 (CT)

Pacientes 23/50 (46,0) 5/9 (55,6) 2,17 (0,39-12,46)  0,4444
Controles 16/42 (38,1) 1/2(50,0) 2,63 (0,09-69,94)  1,0000
MDR-1 (TT)

Pacientes 7/50 (14,0) 2/9(22,2) 2,85 (0,33-24,31)  0,5595
Controles 12/42 (28,6) 1/2(50,0) 3,48 (0,12-93,37)  0,4815

OR = "odds ratio”; IC = intervalo de confianga; P = os valores foram calculados pelo teste Exato de Fisher.

No total, 7,8% das pacientes com CM tinham histérico de pelo menos um
parente com cancer de mama, enquanto o valor para o grupo controle foi 9,2%. No
caso do gene TP53, avaliando o grupo com histérico familiar de CM, ndo foram
observados individuos com genétipo homozigoto polimérfico Pro/Pro. Também
nao foram observados pacientes homozigotos para o genoétipo polimérfico TT do

gene MDR-1 no grupo com histérico de cancer de mama. Os genétipos
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heterozigotos e os genotipos homozigotos selvagens para ambos os genes (TP53 e

MDR-1) apresentaram freqiiéncias similares (Tabela 6).

TABELA 6: Distribuicao das pacientes e controles, em relagao as freqtiéncias dos
polimorfismos dos genes TP53 e MDR-1, de acordo com a existéncia de

antecedentes de cancer de mama (mae ou irma).

NUMERO/TOTAL (%)

GENOTIPO sim nao OR (95% IC) P
TP53 (Arg/Arg)
Pacientes 5/9 (55,5) 47/107 (43,9) 1,0 (referéncia) -
Controles 7/11 (63,6) 47/109 (43,2) 1,0 (referéncia) -

TP53 (Arg/Pro)
Pacientes 4/9 (44,5) 44/107 (41,2) 1,17 (0,29-4,64) 1,0000
Controles 4/11 (36,4) 43/109 (39,4) 1,60 (0,43-5,85) 0,5371

TP53 (Pro/Pro)

Pacientes 0/9 (0,0) 16/107 (14,9) 3,82 (0,20-72,96)  0,3301
Controles 0/11 (0,0) 19/109 (17,4) 6,15 (0,33-113,2)  0,1788
MDR-1 (CC)

Pacientes 5/9 (55,5) 39/107 (36,5) 1,0 (referéncia) -
Controles 5/11 (45,5) 44/109 (40,4) 1,0 (referéncia) -
MDR-1 (CT)

Pacientes 4/9 (44,5) 53/107 (49,5) 1,69 (0,42-6,74) 0,4977
Controles 5/11 (45,5) 47/109 (43,1) 1,06 (0,28-3,94) 1,0000
MDR-1 (TT)

Pacientes 0/9 (0,0) 15/107 (14,0) 4,13 (0,22-82,86)  0,3155
Controles 1/11 (9,0) 18/109 (16,5) 0,90 (0,09-8,85) 1,0000

OR = "odds ratio”; IC = intervalo de confianga; P = os valores foram calculados pelo teste Exato de Fisher.
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4.4. Distribui¢cdes dos genodtipos nos genes TP53 e MDR-1 de acordo com as

caracteristicas das pacientes antes do tratamento neoadjuvante.

Para estimar a influéncia dos polimorfismos em relacdo ao tratamento
neoadjuvante foram avaliadas 81 pacientes. Todas elas foram submetidas ao
mesmo tratamento neoadjuvante (docetaxel 75 mg/m? e epirrubicina 50 mg/m?,
infusdo IV, em um dnico dia; com intervalos de 21 dias; durante 3 ou 4 ciclos). A
média para o ndmero de ciclos para as 81 pacientes foi de 3,45 ciclos. As
caracteristicas histo-patolégicas (histologia, grau histologico) e IHC (receptor de
estrogeno e progesterona, p53 mutante e erbB2) das pacientes foram determinadas
antes do inicio do correspondente tratamento. Nas tabelas 7 e 8, observa-se a
distribuicdo dos genodtipos dos genes TP53 e MDR-1, respectivamente, com relacdo
as variaveis analisadas.

A distribuigdo dos gendtipos nas 81 pacientes analisadas foi a seguinte:
Arg/Arg (43,2%), Arg/Pro (45,7%) e Pro/Pro (11,1%) para o gene TP53; e CC
(39,5%), CT (46,9%) e TT (13,6%) para o gene MDR-1.

A média de idade foi de 49,8 anos, sendo que 50,6% tinham idade < 50
anos. As freqiiéncias observadas para cada genétipo foram similares em ambos os
genes.

Quanto ao tamanho do tumor, 56,8% dos pacientes apresentaram tumor
maior que 5 cm e entre os tumores < 5 ¢cm, somente 6 apresentaram tamanho <
3cm. Para determinar o estadio do tumor, além do tamanho é considerado o
ndamero de linfonodos axilares palpédveis. Para a classificacdo foi utilizado o

sistema da AJCC para o estadiamento do cancer de mama (ver Anexos, Tabelas 1 e
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2). A maioria dos tumores encontrava-se em estadios mais avancados da doenga,
onde 50,6% eram estadio III (A ou B) e 0s 49,4% restantes foram classificados como
estadio II (A e B). Quanto a distribuicdo das freqtiéncias em relacdo ao grau para
cada genotipo, no caso do gene TP53 foram similares e, no gene MDR-1, observou-
se uma freqtiéncia diminuida do genétipo CC para o estadio II quando comparado
com os genodtipos CT e TT, mas essa diferenca nao foi estatisticamente significativa
(p=0,223).

O cancer do tipo ductal foi o mais freqliente representando 82,7% dos
tumores. Na categoria “outros” foram incluidos alguns casos de cancer do tipo
ductal e lobular quando associados a outros tipos celulares no mesmo tumor. Na
distribuicdo dos genétipos para o gene TP53, o genétipo heterozigoto teve a sua
freqtiéncia um pouco aumentada na categoria “outros” (18,9%) em comparacao
aos outros tipos histolégicos, mas essa diferenca ndo foi significativa (p= 0,383).
Na anélise do gene MDR-1, foi observado um aumento das freqiiéncias para o
gendtipo heterozigoto na mesma categoria (18,4%) e do genétipo homozigoto
polimérfico para o tipo lobular (18,2%) em comparacdo aos demais grupos, mas
esta diferenca também ndo foi estatisticamente significativa (p= 0,067).

O grau histolégico dos tumores foi baseado na classificagdo de Scarff,
Bloom e Richardson (1957), modificada por Elston e Ellis (1991), o qual determina
o grau de diferenciacdo das células neoplasicas, considerando formacao tubular,
pleomorfismo nuclear e contagem mitética (ver Anexos, Tabela 3). O grau II
(moderadamente diferenciado) foi o mais comum entre as amostras analisadas

(56,2%), mostrando que 18% apresentaram grau I (bem diferenciado) e 26,4% grau
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III (pouco diferenciado), este tltimo considerado o tipo mais agressivo. Em relagao
a variante polimorfica Pro/Pro para o gene TP53, observaram-se freqiiéncias
aumentadas nos grau I e II (37,5 % para cada um deles). Em contraste, para a
variante polimorfica TT do gene MDR-1, a freqiiéncia aumentada foi encontrada
para o grau III (40,0%), enquanto para os outros genétipos, as freqiiéncias foram
similares para os dois genes (p= 0,526) e (p= 0,446), respectivamente.

A distribuicdo dos genétipos em relacdo a condicdo pré- ou pos-
menopausa das pacientes (55,5% e 44,5%, respectivamente) foi homogénea tanto
para o gene TP53 quanto para o gene MDR-1.

Os dados de IHC revelaram que 63,3% e 48,1% das pacientes foram
positivas para os receptores de estrogeno e progesterona, respectivamente. Apesar
do polimorfismo Pro/Pro para o gene TP53 apresentar uma freqiiéncia aumentada
para receptor de estrégeno positivo (88,9%), ndo houve diferenca significativa;
quanto ao receptor progesterona positivo as freqiiéncias foram similares para os
trés genotipos. No caso do gene MDR-1, a distribuicdo dos genétipos foi uniforme

para os dois tipos de receptores hormonais.
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Tabela 7. Distribuicdo das varidveis das 81 pacientes com cancer de mama

submetidas a quimioterapia neoadjuvante e a relacdo entre o polimorfismo

Arg72Pro do gene TP53 e as caracteristicas pré-tratamento.

Variavel n % Arg/Arg, n (%) Arg/Pro,n (%) Pro/Pro,n (%) P
Idade
<50 anos 41 50,6 16 (45,7) 21 (56,7) 4 (444) 0.663
> 50 anos 40 494 19 (54,3) 16 (43,3) 5 (55,6)
Tamanho do tumor
<5cm 35 43,2 16 (45,7) 15 (40,5) 4 (444) 0,948
>5cm 46 56,8 19 (54,3) 22 (59,5) 5 (55,6)
Estadio clinico
II (A eB) 40 494 19 (54,3) 17 (45,9) 4 (444) 0,737
III (A e B) 41 50,6 16 (45,7) 20 (54,1) 5 (55,6)
Histologia
Ductal 67 82,7 30 (85,7) 29 (78,4) 8 (88,9) 0,383
Lobular 4 50 3 (8,6) 1(2,7) 0 (---)
Outros 10 12,3 2(57) 7 (18,9) 1(11,1)
Grau histopatologico
I 13 18,0 6 (20,0) 4 (11,8) 3 (37,5) 0,526
I 40 55,6 16 (53,3) 21(61,7) 3 (37,5)
II 19 26,4 8(26,7) 9 (26,5) 2 (25,0)
Nao determinado 9 -
Condi¢ao menopausica
Pré-menopausa 45 55,5 18 (51,4) 22 (59,5) 5 (55,6) 0,857
Pés-menopausa 36 445 17 (48,6) 15 (40,5) 4 (44,4
Receptor de estrogeno
Positivo 50 63,3 19 (54,3) 23 (65,7) 8 (88,9) 0,183
Negativo 29 36,7 16 (45,7) 12 (34,3) 1(11,1)
Nao determinado 2 -
Receptor de progesterona
Positivo 38 481 16 (45,7) 16 (45,7) 6 (66,7) 0,508
Negativo 41 51,9 19 (54,3) 19 (54,3) 3 (33,3)
Nao determinado 2 -
p53
Positivo 29 51,8 16 (57,1) 12 (54,5) 1 (16,6) 0,221
Negativo 27 48,2 12 (42,9) 10 (45,5) 5 (83,4)
Nao determinado 25 -
erbB2
Positivo 17 274 7(24,1) 8(29,6) 2(33,3) 0,773
Negativo 45 72,6 22 (75,9) 19 (70,4) 4 (66,7)
Nao determinado 19 -
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Tabela 8. Distribuicdo das varidveis das 81 pacientes com cancer de mama
submetidas a quimioterapia neoadjuvante e a relacdo entre o polimorfismo

C3435T do gene MDR-1 e as caracteristicas pré-tratamento.

Variavel n % CC, n (%) CT, n (%) TT, n (%) P
Idade
<50 anos 41 50,6 14 (43,7) 23 (60,5) 4 (36,4) 0,370
> 50 anos 40 494 18 (56,3) 15 (39,5) 7 (63,6)
Tamanho do tumor
<5cm 35 43,2 11 (34,4) 17 (44,7) 7 (63,6) 0,237
>5cm 46 56,8 21 (65,6) 21 (55,3) 4 (36,4)
Estadio clinico
II (A eB) 40 494 12 (37,5) 22 (55,0) 6 (54,5) 0,223
III (A e B) 41 50,6 20 (62,5) 16 (39,0) 5 (45,5)
Histologia
Ductal 67 82,7 28 (87,6) 31 (81,6) 8(72,7) 0,067
Lobular 4 50 2 (6,2) 0 () 2 (18,2)
Outros 10 12,3 2 (6,2) 7 (18,4) 1091
Grau histopatolégico
I 13 18,0 4 (14,3) 6 (17,6) 3 (30,0 0.446
II 40 55,6 18 (64,3) 19 (55,9) 3 (30,0)
III 19 264 6 (21,4) 9 (26,5) 4 (40,0)
Nao determinado 9 -

Condi¢ao menopausica

Pré-menopausa 45 555  18(56,3) 21 (55,3) 6 (54,5) 1,000
Pés-menopausa 36 445 14 (43,7) 17 (44,7) 5 (45,5)

Receptor de estrogeno
Positivo 50 633 19(594) 24 (66,7) 7 (63,6) 0,899
Negativo 29 36,7 13(40,6) 12 (33,3) 4 (36,4)
Nao determinado 2 -

Receptor de progesterona

Positivo 38 48,1 13 (40,6) 19 (52,8) 6 (54,5) 0,584
Negativo 41 51,9 19 (59,4) 17 (47,2) 5 (45,5)
Nao determinado 2 -

p53
Positivo 29 51,8 12 (57,1) 14 (50,0) 3 (42,8) 0,807
Negativo 27 482 9 (42,9) 14 (50,0) 4 (57,2)
Nao determinado 25 -

erbB2
Positivo 17 274 5 (20,0) 10 (34,5) 2 (25,0) 0,533
Negativo 45 72,6 20 (80,0) 19 (65,5) 6 (75,0)
Nao determinado 19 -
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Em relacdo a expressao das proteinas p53 e erB2 nas células neoplésicas,
51,8% e 27,4%, respectivamente, foram positivas na detec¢ao por IHC. Observou-
se que somente o gendtipo polimérfico homozigoto Pro/Pro do gene TP53
apresentou uma freqiiéncia aumentada (83,4%) para expressdao negativa da
proteina p53 mutante em comparagdo aos genétipos heterozigoto Arg/Pro e
homozigoto selvagem Arg/Arg, mas esta diferenca nao foi significativa (p= 0,221).
As freqiiéncias para os genoétipos restantes nos dois genes, em relagdo a expressao
de p53 e erbB2, apresentaram distribuigdes similares.

Nas tabelas 7 e 8 esta claramente demonstrado que a distribuigdo do estadio
clinico inicial, o tamanho do tumor, a condi¢do menopdusica, a condicao dos
receptores de estrégeno e progesterona, a expressao de p53 mutante e erbB2 nao
foram significativamente diferentes para as variantes polimorficas tanto do gene

TP53, quanto do gene MDR-1.

4.5. Distribuicoes dos genétipos dos genes TP53 e MDR-1 de acordo com a

resposta clinica e patolégica ap6s a quimioterapia neoadjuvante.

A avaliagdo da resposta clinica foi baseada no critério RECIST. Para a
andlise estatistica as respostas foram agrupadas em duas categorias: resposta
objetiva (RO) e a ndo resposta (NR).

Como pode ser observado na Tabela 9, 77,8% das pacientes apresentaram
resposta completa ou parcial. Para andlise estatistica os genétipos homozigoto
selvagem e heterozigoto dos genes TP53 e MDR-1 foram agrupados e comparados

com o gendtipo homozigoto polimérfico (Arg/Arg + Arg/Pro vs. Pro/Pro; CC
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+CT vs. TT, respectivamente). Quando analisado o polimorfismo do gene TP53,
os genodtipos Arg/Arg e Arg/Pro apresentaram freqiiéncias aumentadas para o
grupo RO (82,8% e 78,4%, respectivamente); e para o genétipo Pro/Pro observou-
se uma freqiiéncia aumentada desta variante no grupo NR (44,5%) em relacdao aos
genotipos portadores do alelo Arg, entretanto, a andlise estatistica ndo revelou
diferenca significativa (p= 0,1051). No caso do gene MDR-1, o gendtipo
heterozigoto (CT) apresentou uma freqiiéncia elevada no grupo RO (84,2%) e o
gendtipo polimérfico (TT) no grupo NR (36,4%), no entanto quando agrupados,

nao houve diferenga estatisticamente significativa (p= 0,2509).

Tabela 9. Relacdo entre os polimorfismos dos genes TP53 (Arg72Pro) e MDR-1

(C3435T) e a resposta clinica apds a quimioterapia neoadjuvante.

Resposta Clinica?

NUMERO (%)
ROP NRe P*
TP53 (Arg/Arg) 29 (82,8) 6 (17,2)
TP53 (Arg/Pro) 29 (78,4) 8 (21,6) 0,1051
TP53 (Pro/Pro) 5 (55,5) 4 (44,5)
MDR-1 (CC) 24 (75,0) 8 (25,0)
MDR-1 (CT) 32 (84,2) 6 (15,8) 0,2509
MDR-1 (TT) 7 (63,6) 4 (36,4)

a Baseado no critério RECIST (Response Evaluation Criteria In Solid Tumor).

bResposta objetiva. < Nao resposta.

* Genoétipos homozigota selvagem + heterozigota vs. Genétipo homozigota polimérfico.
(Arg/Arg + Arg/Pro vs. Pro/Pro; CC +CT vs. TT)

42



A resposta patologica foi baseada nos resultados do exame anatomo-
patolégico do tumor ou drea tumoral remanescente como também dos ganglios
axilares retirados. As classes RPC e DRM foram agrupadas em uma unica
categoria para a andlise estatistica, j4 que sdo consideradas como bons
respondedores (Tabela 10).

Quando a resposta foi analisada, observou-se que 17,3% das pacientes

apresentaram RPC ou DRM e 62,7 % resultaram em DRE.

Tabela 10. Relacdo entre os polimorfismos dos genes TP53 (Arg72Pro) e MDR-1

(C3435T) e a resposta patologica apds a quimioterapia neoadjuvante.

Resposta Patologica

NUMERO (%)
DRE: DRMP + RPC:e P*
TP53 (Arg/Arg) 29 (82,8) 5b +1c (17,2)
TP53 (Arg/Pro) 30 (81,0) 3b + 4c (19,0) 1,0000
TP53 (Pro/Pro) 8 (88,9) Ob +1c (11,1)
MDR-1 (CC) 36 (85,7) 3b +3¢ (14,3)
MDR-1 (CT) 30 (78,9) 50+ 3¢ (21,1) 0,2034
MDR-1 (TT) 11 (100) 0> +0c (0,0)

a Doenga Residual Extensa. » Doenca Residual Minima. ¢ Resposta Patolégica Completa.
*(DRM + RPC) do genoétipo homozigoto polimérfico comparado com os genétipos homozigoto selvagem
e heterozigoto (ArgArg + ArgPro vs. ProPro; CC +CT vs. TT)

A distribuicao das freqiiéncias genotipicas para o gene TP53 foi homogénea
em ambos os grupos de resposta. No caso do gene MDR-1, ndo foram observados

individuos homozigotos TT. Nao foi observada diferenca estatisticamente

43



significativa quando comparados o grupo DRM +RPC em relacdo ao grupo DRE
(p=0,2034).

O numero de linfonodos positivos para metédstase pode estar ligado aos
estadios mais avancados do tumor e, por este motivo, foi avaliado como outro
parametro da resposta a quimioterapia. Nas tabelas 11 e 12, observam-se as
freqtiéncias de linfonodos metastaticos para cada um dos genodtipos nos genes
TP53 e MDR-1, respectivamente. Do total, 45,7% das pacientes foram negativos
para linfonodos metastaticos, enquanto 33,7% apresentaram de 1 a 3 linfonodos e
21,3% aprestaram 4 ou mais linfonodos axilares metastaticos.

Para a andlise estatistica, os genétipos homozigoto selvagem e heterozigoto
de cada gene foram agrupados e comparados com o genétipo homozigoto para o

alelo polimoérfico.

Tabela 11. Relacdo entre o polimorfismo Arg72Pro do gene TP53 e o ntimero de

linfonodos axilares metastaticos apds a quimioterapia neoadjuvante.

NUMERO (%)

Linfonodos metastaticos Arg/Arg Arg/Pro Pro/Pro pP*

0 17 (48,6) 18 (48,6) 2 (22,2) 0,1700
1-3 11 (31,4) 10 (27,0) 6 (66,6) 0,0539
24 7 (20,0) 9(244) 1(11,2) 0,6762

* Para cada categoria o genétipo ProPro foi comparado com os genétipos ArgArg + ArgPro.
** estatisticamente significativo (p<0,05).

No caso do gene TP53, observou-se uma freqiiéncia aumentada no genétipo
polimorfico para a classe 1-3 linfonodos quando comparada com os gendtipos

Arg/Arg e Arg/Pro, encontrando-se essa diferenca proxima do valor considerado
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estatisticamente significativo (p= 0,0539). Os genétipos homozigotos selvagem e

heterozigoto apresentaram freqiiéncias aumentadas para a classe livre de

linfonodos metastaticos, mas estes valores nao foram significativos (p=0,1700).

Com relagao ao polimorfismo do gene MDR-1, verificou-se uma freqiiéncia

aumentada do genétipo polimérfico TT na categoria = 4 linfonodos (45,4%)

quando comparada com os genétipos CC (14,7%) e CT (15,8%), mostrando uma

diferenca estatisticamente significativa (p= 0,0472) (Tabela 12).

Tabela 12. Relagdo entre o polimorfismo C3435T do gene MDR-1 e o nimero de

linfonodos axilares metastaticos apds a quimioterapia neoadjuvante.

NUMERO (%)

Linfonodos metastaticos CC CT TT

0 15 (46,9) 19 (50,0) 3(27,3)
1-3 11 (34,4) 13 (34,2) 3(27,3)
>4 6 (18,7) 6 (15,8) 5 (45,4)

PX—
0,2139

0,7436

0,0472+*

*Para cada categoria o genétipo TT foi comparado com os genétipos CC +CT.
** estatisticamente significativo (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

5.1. Polimorfismos dos genes TP53 e MDR-1 e a susceptibilidade genética

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum entre as mulheres e, no
Brasil, é a principal causa de morte que as acomete (INCA, 2008). Muitos avangos
tém sido feitos para a deteccao da doenca em estadios iniciais e no tratamento do
cancer e embora, varios fatores de risco tenham sido identificados, como os
inerentes a predisposicdo genética, pouco é conhecido acerca da etiologia, biologia
ou mecanismos moleculares subjacentes a carcinogénese.

Mutagdes no gene TP53 sdo as alteragdes mais comuns em cancer e podem
ser encontradas em 20-30% dos casos de cancer de mama esporadicos (Hainaut e
Hollstein, 2000; Borresen-Dale, 2003). Em adicdo as mutagdes genéticas, alguns
polimorfismos no gene TP53 tém sido descritos. No cédon 72 existe um sitio
polimoérfico, onde uma arginina ou prolina podem ser codificados, conferindo
propriedades diferenciais as células que possuem um ou outro aminoacido
(Thomas et al., 1999; Dumont et al., 2003; Pim e Banks, 2004; Sullivan et al., 2004).

Outra alteragdo no gene TP53 foi descrita no cédon 47, sugerindo que este
polimorfismo é funcionalmente significativo e poderia ter influéncia sobre o risco
de cancer, progressao e eficiéncia da quimioterapia (Li et al., 2005), embora existam
poucos relatos devido a baixa freqtiéncia deste polimorfismo (Felley-Bosco et al.,

1993).
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Por outro lado, vérios polimorfismos no gene MDR-1, tém sido reportados.
No entanto, o polimorfismo silencioso C3435T, foi o dnico que demonstrou
variagdes na expressao e na atividade da glicoproteina P, codificada por este gene
(Hoffmeyer et al., 2000). Alguns relatos sugerem que as diferengas determinadas
geneticamente no gene MDR-1, poderiam ter relevancia sobre diversas doengas,
incluindo o cancer, entretanto estes resultados sdo incertos e ainda precisam de
confirmagdo (Fromm, 2002; Leonard et al., 2003; Jamroziak et al., 2004; Sakaeda,
2005; Cascorbi, 2006; Chinn e Kroetz, 2007).

Com base nestes dados, decidiu-se verificar se os polimorfismos dos genes
TP53 e MDR-1 poderiam estar envolvidos no risco de desenvolvimento do cancer
de mama em mulheres brasileiras. Para isso, foi determinada a freqtiéncia do
polimorfismo destes genes em 116 mulheres com cancer de mama e em 120
mulheres controles.

Dados na literatura, referentes a distribuicdo das freqtiéncias genotipicas do
gene TP53 e o risco de cancer de mama, sdo contraditorios (Papadakis et al., 2000;
Buyru et al., 2003; Huang et al., 2003, Noma et al., 2004; Damin et al., 2006). E
possivel que estes resultados conflitantes sejam atribuidos as caracteristicas
inerentes a populacdo analisada (Sjalander et al., 1996a; Gaspar et al., 2001;
Tommiska et al., 2005; Damin et al., 2006), devido a substancial variagdo étnica e
geogréfica deste polimorfismo. Em concordancia com esta hipdtese, tem sido
demonstrado que a distribuicdo do alelo Pro72 varia nos diferentes grupos étnicos
(Sjalander et al., 1996b) e a freqiiéncia do alelo Arg72 aumenta com a distancia a

partir do Equador (Beckman et al., 1994). Suspitsin e colaboradores (2003),
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sugerem que essas discrepéncias entre os trabalhos, além das diferencas étnicas e
desvios aleatérios, poderia ser devido a publicacdes propensas a achados
“positivos”.

Na amostra analisada, ndo foram observadas diferengas nas freqiiéncias
genotipicas entre pacientes e controles, o que esta de acordo com outros estudos,
onde também ndo houve associacdo entre o risco de cancer de mama e o
polimorfismo Arg72Pro (Suspitsin et al., 2003; Tommiska et al., 2005, Khadang et
al., 2007).

Em relacdo aos parametros idade e fatores de risco (idade ao primeiro
parto, menopausa e antecedentes de cancer na familia) ndo foram encontradas
diferencas significativas nos subgrupos quando comparados com os
polimorfismos de Arg72Pro. Quando avaliada a etnia, o grupo controle
homozigoto Pro/Pro apresentou uma associacdo significativa com a categoria ndo
brancos (p= 0,0246). Este resultado estd de acordo com as variagdes étnicas acima
mencionadas, apresentando maiores freqiiéncias do alelo Pro72 em populagdes
negras (africanas), préximas ao Equador (Beckman et al., 1994) e portanto,
mulheres ndo brancas com o alelo TT teriam um risco menor de desenvolver
cancer de mama. Em relagdo ao fator de risco menopausa, ndo foram encontradas
diferencas, embora alguns autores, como Noma e colaboradores (2004), tenham
observado que pacientes com cdncer de mama positivos para receptores de
estrégeno e na pés-menopausa tém um risco 3 vezes maior de desenvolver cancer

de mama (p= 0,01).
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Em relacdo ao polimorfismo Pro47Ser no gene TP53, ndo foram encontrados
individuos com o alelo Ser47, portanto a amostra foi composta exclusivamente de
individuos com genétipo homozigoto para o alelo selvagem Pro/Pro. Dados na
literatura, diferem quanto a freqiiéncia deste polimorfismo, que aparentemente,
também seria influenciado pela origem étnica da amostra, sugerindo inclusive que
o alelo Ser47 estaria atuando em cis com o alelo Pro72 (Felley-Bosco et al., 1993; Li
et al., 2005). Nossos resultados diferem das freqiiéncias encontradas por Leite e
colaboradores (2006), em um estudo realizado em 229 individuos brasileiros, no
qual a freqtiéncia do genodtipo heterozigotos Pro47Ser foi 27%. A mistura étnica da
populacdo brasileira ocasionada por continuos fluxos migratérios, poderia ser a
responsavel pelas diferentes freqiiéncias observadas. Estudos mais amplos,
incluindo um maior namero de individuos das diferentes regides do Brasil, seriam
necessarios para estabelecer a real prevaléncia do alelo Ser47.

Em relacdo as freqiiéncias genotipicas do polimorfismo C3435T do gene
MDR-1, a maioria dos relatos encontrados na literatura diferem nos niveis de
expressdao encontrados, tanto no mRNA quanto na proteina, em funcdo do alelo
presente. Esse fato poderia modular a biodisponibilidade dos diferentes substratos
da glicoproteina P no organismo, e conseqiientemente, o risco que essas diferengas
poderiam representar frente as diversas doengas, entre elas, o cancer (Hoffmeyer
et al., 2000; Cascorbi et al., 2001; Sakaeda et al., 2001; Fromm, 2002; Leonard et al.,
2003; Sakaeda, 2005; Wang et al., 2005).

Estudos in vitro verificaram que em linhagens celulares de tecido mamério e

de ovario a ndo expressdo, ou a expressdo basal do gene MDR-1 esteve
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significativamente associada a genétipos TT (Sauer et al., 2002). Trabalhos mais
recentes demonstram que individuos com pelo menos um alelo T, seriam mais
suscetiveis ao desenvolvimento de cancer de mama (29,8% e 18% de genétipos
homozigotos portadores do alelo T em pacientes e controles, respectivamente; p =
0,013) (Turgut et al., 2007) e de endométrio (genédtipo TT: 31,3%, pacientes; 22,2% ,
controles; e 23,6% em amostra de voluntérios) (p = 0.004) (Mrozikiewicz et al.,
2007). Em contraste com esses resultados, Zubor e colaboradores (2007),
encontraram que o alelo C esteve associado ao risco elevado de cancer de mama
em mulheres com alto indice de massa corporal quando expostas a substancias
toxicas.

Nossos resultados revelam que ndo houve diferencas significativas que
possam indicar a prevaléncia de um ou outro alelo, ou genétipo do gene MDR-1,
com o risco de desenvolvimento de cdncer de mama na amostra analisada. No
entanto, quando a amostra foi dividida por idade, observou-se uma associagdo
significativa para os controles homozigotos TT acima de 50 anos em relacdo ao seu
respectivo controle. Estes dados discordam dos resultados de Kurzawski e
colaboradores (2005) que observaram que pacientes com o genétipo TT ou que
possuem pelo menos um alelo T e idade abaixo de 50 anos, apresentaram um risco
aumentado em 2,7 vezes e 1,7 vezes, respectivamente, de desenvolver de cancer de
colon (p <0,05).

Quanto aos outros subgrupos analisados, ndo foi observada diferenca

estatisticamente significativa na amostra estudada.
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5.2. Polimorfismos nos genes TP53 e MDR-1 e a resposta a quimioterapia

neoadjuvante.

As proteinas p53 e mdrl estdo envolvidas em diferentes processos
celulares, dentre eles a apoptose e o efluxo de drogas, respectivamente, sendo
estes dois processos muito importantes na resposta dos pacientes as diferentes
drogas que comumente sdo utilizadas no tratamento contra o cancer. A
quimioterapia neoadjuvante oferece a oportunidade de verificar mudancas em
varidveis bioldgicas, antes e depois do tratamento, utilizando o tumor como
medida de quimio-susceptibilidade. A identificacdo de novos fatores preditivos
para a resposta ao tratamento pré-operatério poderia, portanto, ajudar a definir
subgrupos de pacientes que seriam, provavelmente, beneficiados a partir deste
tipo de abordagem terapéutica (Bonadonna et al., 1991; Fisher et al., 1998).

O alcance da resposta patolégica na quimioterapia neoadjuvante é uma
medida direta da sensibilidade a droga e estd correlacionada com a sobrevida
(Fisher et al., 1998). Na avaliacdo da resposta clinica, as informagdes sobre a
resposta histoloégica de tumores de mama primarios e metéstases axilares a
quimioterapia neoadjuvante sdo limitados. Aqueles pacientes que apresentam
resposta patolégica completa, ap6s a quimioterapia neoadjuvante, deveriam ter
uma maior chance de sobrevida livre de doenca quando comparados com
pacientes com respostas inferiores (Ellis et al., 1998; Fisher et al., 1998; Kuerer et al.,

1999).

Diversos estudos demonstram que a apoptose é induzida pela

quimioterapia neoadjuvante em cancer de mama (Ellis et al., 1997; Cascorbi et al.,
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2001; Tiezzi et al., 2006). A proteina p53 é responsavel pela morte daquelas células
que sdo danificadas pela acdo dos agentes anticancerigenos. Variagdes em p53,
como o polimorfismo Arg72Pro, que alteram a capacidade apoptética de uma
célula, poderiam levar as alteragdes da resposta do tumor a quimioterapia
(Sullivan et al., 2004).

Um dos maiores problemas da quimioterapia no cancer é o
desenvolvimento de resisténcia cruzada aos agentes citotoxicos estabelecidos,
incluindo substancias as quais as células do tumor nunca antes foram expostas.
Este fendmeno, conhecido como resisténcia a multiplas drogas esta, em muitos dos
casos, associada com a hiper expressdo do gene MDR-1. Portanto, alteragdes nos
niveis de expressao do produto génico conferidas pelos polimorfismos, como é o
caso de (C3435T, poderiam ser utilizados como marcadores genéticos para a
estimativa da resposta a quimioterapia (Leonard et al., 2003).

Caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes como idade, tamanho do
tumor, histologia, grau histol6gico, receptores hormonais, entre outras sao fatores
considerados para a escolha do melhor tratamento a ser utilizado em cada
paciente. Foi por este motivo que a distribuicdo destas caracteristicas foi
examinada previamente a avaliacdo da resposta, com o intuito de determinar se
existia associagdo com alguns dos polimorfismos.

Trabalhos na literatura indicam a relacao de algumas caracteristicas clinico-
patolégicas com o gene TP53, como por exemplo, o alelo Pro72 ter sido mais
freqiiente em carcinomas do tipo lobular e em tumores grau I, e o alelo Arg72 mais

freqtiente em carcinomas do tipo lobular e em tumores grau III (p= 0,004 e p=
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0,029, para histologia e grau, respectivamente). No entanto, para outras
caracteristicas ndo foram observaram diferencas significativas (Tommiska et al.,
2005). A associacdo entre uma maior freqiiéncia de tumores positivos para
receptor de estrogeno no genodtipo Arg/Arg, também tem sido descrita (Noma et
al., 2004). Entretanto, na maioria dos trabalhos encontrados na literatura, nao ha
associacdo significativa entre as caracteristicas clinico-patolégicas e o
polimorfismo Arg72Pro (Papadakis et al., 2000; Bonafe et al., 2003; Tommiska et al.,
2005; Xu et al., 2005; Damin et al., 2006, Wegman et al., 2006; Toyama et al., 2007) ou
o polimorfismo C3435T (Kafka et al., 2003; Turgut et al., 2007).

No presente trabalho nao foi observada associa¢des entre as caracteristicas
clinico-patolégicas e a distribuicdo dos genétipos, tanto para os polimorfismos do
gene TP53 quanto para o gene MDR-1. Estes resultados indicam que cada um dos
genoétipos apresentava caracteristicas clinico-patologicas similares antes da
quimioterapia neoadjuvante ser administrada; portanto, as diferentes respostas ao
tratamento nao seriam devido aos potenciais efeitos destas caracteristicas.

A maioria dos trabalhos encontrados na literatura, em relacdo aos
polimorfismos nos genes TP53 e MDR-1, mostram resultados de resposta a terapia
associada a sobrevida livre de doenca ou sobrevida total, ou seja, ao tratamento
depois de longos periodos de tempo, comumente, 5 anos apds o inicio da
quimioterapia (Bonadonna, 1992; Ellis et al., 1998; Aas et al., 2003; Bonafe et al.,
2003; Sullivan et al., 2004; Tommiska et al., 2005; Wegman et al., 2006; Mazouni et
al., 2007; Toyama et al., 2007; Turgut et al., 2007). Sdo poucos os ensaios clinicos e

outros estudos que tém utilizado a resposta patolégica do tumor e dos linfonodos
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axilares como parametro da resposta ao tratamento neoadjuvante (Kafka et al.,
2003; Xu et al., 2005; Steger et al., 2007) .

Estudos avaliando a resposta ao tratamento em relagdo ao polimorfismo
Arg72Pro apresentam diversos resultados. Bonafé e colaboradores (2003)
encontraram que a retencdo do alelo Arg72 no tecido tumoral de pacientes com
cancer de mama heterozigotos Arg/Pro, estd associado com reducdo na sobrevida
livre de doenca e sobrevida total. Outros autores observaram uma sobrevida
reduzida no caso de pacientes homozigotos Pro/Pro no tratamento com diferentes
regimes (Tommiska et al, 2005); no tratamento adjuvante com CMF
(ciclofosfamida + metotrexato + 5’flouroracil), mas nao quando receberam terapia
hormonal adjuvante (Toyama et al., 2007). Por outro lado, Wegman e
colaboradores (2006) encontraram um aumento na sobrevida livre de recorréncia
local do tumor, embora estatisticamente ndo significativa (p=0,21), em pacientes
com o alelo Pro72 quando compararam a radioterapia ou quimioterapia (CMF);
entretanto, essa diferenca foi significativa quando comparados pacientes com e
sem o tratamento com tamoxifeno (p= 0,0033).

O namero de trabalhos encontrados para o polimorfismo C3435T do gene
MDR-1 é reduzido. Wu e colaboradores (2006) observaram, em pacientes com
cancer de esofago, que o alelo T aumentou a sobrevida daqueles individuos com
genotipos homozigoto polimérfico e heterozigoto (médias 42,3 meses e 29,3 meses,
respectivamente) quando comparados com pacientes com genétipos homozigoto
selvagem (CC) (média= 16,8 meses) (p= 0,0296). Em contraste, Sohn e

colaboradores (2006) observaram que o genétipo CC estava associado com uma
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N

melhor resposta a quimioterapia, comparando respondedores e nao
respondedores e agrupando os genotipos CT e TT (p= 0,025). Isto seria devido ao
baixo nivel de expressao da glicoproteina P para o genétipo homozigoto selvagem
em pacientes com cancer de células pequenas de pulmdo, no tratamento
combinado de etoposido e cisplatina. Por outro lado, Turgut e colaboradores
(2007) nao encontraram associacdo estatisticamente significativa entre a sobrevida
livre de doenga e o polimorfismo C3435T em pacientes com cancer de mama
submetidos a quimioterapia e radioterapia.

Na andlise da resposta clinica, nossos dados revelaram uma freqiiéncia
aumentada dos pacientes com genétipos homozigotos polimérficos, para ambos
os genes, no grupo de ndo resposta quando comparados aos genétipos selvagens;
entretanto, essas diferencas nao foram estatisticamente significativas. A analise da
resposta patolégica também nao demonstrou associagdes significativas.

Nossos resultados diferem de outros encontrados na literatura os quais
observaram que o genétipo Pro/Pro foi 7 vezes menos sensivel ao tratamento
neoadjuvante baseado em antraciclinas, quando comparado com pacientes com as
variantes Arg/Pro e Arg/Arg (OR= 6,7; 95% IC= 1,4 - 31,2; p= 0,016) (Xu et al.,
2005). Por outro lado, Kafka e colaboradores (2003), no polimorfismo C3435T do
gene MDR-1, encontraram que pacientes portadores do genétipo polimoérfico TT
tiveram uma associacdo significativa entre a resposta clinica completa em relagao
aos genotipos CC e CT, quando comparada com a nao resposta clinica (p= 0,029);
entretanto, essa associacdo nao foi significativa quando comparada com a resposta

patolégica completa.
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Quanto a relacao entre as variantes polimorficas e a resposta patolégica nos
linfonodos axilares apds a quimioterapia, nossos dados demonstraram uma
freqiiéncia aumentada do genétipo Pro/Pro no grupo positivo para 1-3 linfonodos
axilares quando comparada com os gendtipos homozigoto selvagem e
heterozigoto, embora estatisticamente esta diferenca tenha ficado acima do nivel
de significancia (p= 0,0539). Estes resultados estdo em oposi¢do com os observados
por Xu e colaboradores (2005), onde os genétipos com o alelo Arg72 tiveram uma
freqtiéncia aumentada no grupo negativo para linfonodos axilares metastaticos,
enquanto o gendtipo homozigoto Pro/Pro foi mais freqiiente no grupo >4
linfonodos axilares metastaticos. No caso do polimorfismo C3435T para o MDR-1,
o genoétipo homozigoto para o alelo polimoérfico TT teve uma freqiiéncia
aumentada no grupo >4 linfonodos axilares metastaticos em comparacdo aos
genotipos com o alelo C, sendo esta diferenca estatisticamente significativa (p<
0,05), indicando que o genétipo TT foi 4 vezes menos sensivel ao tratamento de
quimioterapia neoadjuvante; entretanto, ndo foram encontrados trabalhos na
literatura para comparar este resultado.

A baixa freqtiéncia de pacientes com resposta clinica e patologica completa
observada neste trabalho pode estar associada ao tamanho do tumor e aos ciclos
de quimioterapia administrados. Embora, outros autores demonstrem diferencas
significativas envolvendo a resposta ao tratamento, as amostras por eles
analisadas apresentavam variacoes de grande relevancia com relagdo ao tamanho

do tumor (na sua maioria inferiores a 3 cm) e ao protocolo de tratamento utilizado
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(superior a 4 ciclos de quimioterapia), quando comparadas as amostras analisadas
no presente trabalho.

Esta discrepancia pode explicar a baixa freqiiéncia de pacientes que
apresentaram resposta clinica e patologica completa neste estudo em relagdo as
freqtiéncias relatadas na literatura (Kafka ef al., 2003; Xu et al., 2005).

Além dos dados acima discutidos, outros fatores podem estar associados as
variagdes envolvidas na resposta ao tratamento, dentre elas os protocolos de
quimioterapia administrados. E sabido ainda que, um ntimero maior de pacientes
deve ser analisado para se determinar com maior precisdo a influéncia dos
polimorfismos Arg72Pro e C3435T na resposta a quimioterapia neoadjuvante e
assim, definir o possivel papel dos mesmos como marcadores preditivos de
resposta.

Embora este trabalho tenha demonstrado diversos dados relevantes, ainda
restam questdes a serem esclarecidas com o objetivo de determinar o tratamento
mais adequado para cada paciente e para cada tipo de cancer, visando assim um
maior sucesso na terapia, e conseqiientemente, a melhora na sobrevida e na

qualidade de vida das pacientes.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi realizada a investigacdo dos polimorfismos dos
genes TP53 e MDR-1 associados a susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer
de mama. Também foi avaliado o envolvimento desses polimorfismos na resposta
ao tratamento quimioterdpico. Diante dos objetivos propostos e os resultados

obtidos foram inferidas as seguintes conclusoes:

1. Nao foi verificada nenhuma associagdo entre o polimorfismo do
TP53 e o risco elevado de desenvolvimento de cancer de mama.

2. O polimorfismo do gene MDR-1, ndo apresentou relagdio com
susceptibilidade aumentada para o cancer de mama.

3. A freqiiéncia do genétipo homozigoto polimérfico TT para o gene
MDR-1 foi prevalente no grupo controle com idade superior a 50 anos.

4. A frequiéncia aumentada do homozigoto polimérfico Pro/Pro do
gene TP53 esteve associada ao grupo de controles ndo brancos, sugerindo
associagao deste polimorfismo com a etnia.

5. Foi observada, entre as pacientes com cancer de mama, uma
tendéncia de associacdo entre o genétipo homozigoto TT e o carcinoma do tipo
lobular.

6. Nao foi observada nenhuma associagdo entre os genodtipos dos

genes TP53 e MDR-1 com relacdo a resposta clinica e patologica apds a

quimioterapia neoadjuvante.
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7. Foi observado um aumento da freqiiéncia do genoétipo Pro/Pro do
gene TP53 em relagdo a presenca de 1-3 linfonodos axilares metastaticos.

8. O gendtipo TT do gene MDR-1 apresentou-se associado a presenca
de 4 ou mais linfonodos axilares metastaticos.

9. Os polimorfismos analisados ndo apresentaram associagao relevante

em relacdo as demais variaveis clinicas avaliadas.
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Abstract

The TP53 gene contains a common single nucleotide polymorphism at codon 72, a proline residue
or an arginine residue, which was demonstrated to have a differential apoptosis-inducing potential.
Apoptosis plays an important role in the response to drugs and failure to undergo apoptosis is
considered a major mechanism of tumor chemo-resistance. Peripheral blood was collected from
120 controls and 116 patients with breast cancer. To estimate the influence of the polymorphism in
the response to chemotherapy, 81 patients with inoperable breast cancer submitted to taxane- and
anthracycline-based neoadjuvant chemotherapy were analyzed. The allele frequencies of the TP53
polymorphism were: Arg=0.65 and Pro=0.35. The genotypic frequencies in breast cancer patients
were similar to those of the controls. The distribution of pretreatment patient characteristics was
not significantly different among the polymorphic variants. Moreover, the objective response rate
(clinical complete or partial response) was 77.8% but only 17.3% achieved good pathological
response, defined as a complete pathological response or minimal residual disease. We found that
only 8% and 7.2% of patients with the Pro/Pro variant had an objective response and a good
pathologic response, respectively, in comparison with the patients heterozygous and homozygous
wild-type, but statistical analysis revealed a non significant association. There also was not
significant difference between axillary lymph node status among the three genotypes. In our study
we were unable to demonstrate any association between 7P53 codon 72 polymorphism and the
response to taxane- and anthracycline-based neoadjuvant chemotherapy in Brazilian women with

inoperable breast cancer.

Keywords: TP53 gene - Single nucleotide polymorphism - Neoadjuvant chemotherapy - Breast

cancer -
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Introduction

Neoadjuvant chemotherapy, also known as primary or preoperative chemotherapy,
has been introduced to downstage tumors, thereby facilitating breast conservation and
gaining control of probably existing systemic disease [1]. Neoadjuvant chemotherapy
permits a rapid assessment of tumor sensitivity to chemotherapy within 3-4 months
compared with a follow-up period of more than 5 years to evaluate the sensitivity of
adjuvant chemotherapy [2].

Most anticancer agents induce apoptosis in tumor cells. The taxanes and
anthracyclines represent the most potent drugs used in breast cancer treatment. The
mechanisms of action of anthracyclines in cancer cells are still debated. In spite of the
multiple intracellular effects known for the anthracyclines, the inhibition of topoisomerase
IT seems to be the final molecular event leading to apoptosis [3, 4]. Taxane cytotoxicity is
induced by tubulin stabilization and cell cycle arrest. They have been shown to promote
apoptosis by several signal transduction pathways, including 7P53 [5].

Protein p53 is a multifunctional transcription factor involved in the control of cell
cycle progression, DNA maintenance and genome integrity, repair after DNA damage and
apoptosis [6]. It contains a proline-rich sequence with five PXXP motifs, resembling a SH3
binding domain, which is known to be required for p53-induced apoptosis but not for cell
cycle arrest [7, 8]. Interestingly, within this domain, there is a common single-base-pair
polymorphism at codon 72, resulting in either a proline (Pro) residue (CCC) or an arginine
(Arg) residue (CGC) at this position. The two polymorphic variants have been shown to
have not only structural differences, as reflected by distinct electrophoresis patterns of

migration [9, 10], but also some different biochemical and biological properties [11].
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Several studies in vivo and in vitro have recently highlighted the functional
difference between the Pro and Arg variants, with the Arg form of wild-type 7P53
harboring a greater apoptosis-inducing potential than the Pro variant [11-14]. It has been
postulated that at least one source of this enhanced apoptotic potential is the greater ability
of the Arg form of 7P53 to localize in the mitochondria with a consequent release of
cytochrome c into the cytosol [12]. It has been recently demonstrated that the presence of
Arg or Pro in codon 72 is crucial for the binding to DNA of ASSP family proteins, which
are involved in cell growth and apoptosis during oncogenesis in tumors [15]. Xu et al. [16]
found that breast cancer patients with the Pro/Pro variant may be less sensitive to
anthracycline-based treatment than those with the Pro/Arg or Arg/Arg variants and
suggested that analysis of 7P53 codon 72 polymorphism may provide a simple predictive
marker for selecting the breast cancer-prone patients who will respond to anthracycline-
based neoadjuvant chemotherapy in the clinical setting.

The aim of our study was to investigate the relationship between 7P53 codon 72
polymorphism and the response to taxane- and anthracycline-based neoadjuvant

chemotherapy in inoperable breast cancer in a cohort of Brazilian women.

Materials and methods

Casuistic

A total of 116 breast cancer patients and 120 control subjects were admitted in this study
from July 2004 to October 2006, but only 81 patients was included to estimate the response
to neoadjuvante chemotherapy. The sample was composed of patients with inoperable

breast cancer confirmed by incisional biopsy, between 25 and 70 years old. The patients
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were submitted to the same taxane- and anthracycline-based neoadjuvant treatment
(docetaxel 75 mg/m’ and epirubicin 50 mg/m’ IV infusion, on day 1, with a 21-day
interval for 3 or 4 cycles) at Hospital das Clinicas of Ribeirdao Preto School of Medicine
(HCFMRP-USP). Tumor size was defined as longest tumor diameter measured by physical
examination and/or mammography and/or ultrasound before therapy. An incisional biopsy
was performed before treatment for pathologic diagnosis (histology, histological grade,
expression of hormone receptors, mutant p53 and erbB2). The patients’ characteristics
analyzed are listed in Table 1. Tumor stage was classified according to the tumor-node-
metastasis (TNM) classification of the American Joint Committee on Cancer Staging
System for Breast Cancer [17, 18]. This study was approved by the National Ethics
Committee (Process N°9106/2003). Patients gave written informed consent prior to

enrollment.

DNA extraction and Genotyping

Genomic DNA was isolated from peripheral blood lymphocytes using the Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega). PCR-RFLP (polymerase chain reaction-
restriction fragment length polymorphism) analysis of codon 72 of the TP53 gene,
modified from a technique described by Liu et al. [19], was used to identify 7P53
genotypes. The forward primer used was 5’-TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA-3’
whereas the reverse primer was 5’-TCTGGGAAGGGACAG-AAGATGAC-3’. Each
mixture for PCR (50 puL) contained 0,2 uM of each primer, 2 mM of Mg2Cl, 200 uM each
deoxynucleotide triphosphate, 1 unit of Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen, Sio
Paulo, Brazil) and 100-300 ng of genomic DNA. PCR conditions were initial denaturation
at 95°C for 5 min, 95 °C for 1 min and 65 °C for 1 min, followed by 72°C for 1 min, for 35

cycles. The final extension was at 72°C for 8§ min. The quality of PCR products (size 199
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pb) was confirmed by agarose gel electrophoresis before the enzymatic treatment. Next,
each 10 uL PCR product was digested with 6 units of restriction enzyme BstUI (New
England Biolabs Inc.) at 60°C for at least 4 h. The DNA fragments were separated by 10%
polyacrylamide gel electrophoresis and detected by silver staining. The pattern of BsfUI
digestion was as follows: homozygotes for the Arg allele yielded two smaller fragments
(113 and 86 bp); homozygotes for the Pro allele produced a single 199 bp band and the
heterozygotes were identified by three bands corresponding to 199, 113 and 86 bp. The
genotypes of all patients were determined after they concluded the neoadjuvant

chemotherapy.

Assessment of response

Only 81 patients with a complete neoadjuvant treatment were analyzed. The clinical and/or
pathological response to preoperative chemotherapy was evaluated about after surgery (no
more than 4 weeks after the last cycle), based on macro- and microscopic analysis. The
clinical response to treatment, measured and evaluated unidimensionally, was classified as
complete response (CR), partial response (PR), stable disease (SD), and progressive
disease (PD). This classification was based on the recommended response evaluation
criteria in solid tumors (RECIST) [20]. The patients were grouped into two classes: the
objective response group (OR), to which all classified as CR or PR were assigned, and the
no response group (NR), containing all patients classified as SD and PD. For the
pathological response, the patients were classified into three categories as follows:
complete pathological response (pCR), defined as no evidence of residual invasive disease
in the breast and lymph nodes; minimal residual disease (MRD), containing all patients

with invasive tumors measuring < 1 cm in the breast and negative lymph nodes; and
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extensive residual disease (ERD), defined as invasive tumors measuring > 1 cm in the
breast or any positive lymph node in the axilla regardless of the size of residual disease in

the breast [21].

Statistical analysis
Potential correlations of the measured variables with response to therapy were calculated
by Fisher’s exact test. All statistical analyses were done using the InStat (GraphPad InStat,

version 3.0, GraphPad Software) and the software SigmaStat 1.0 (Jandel Scientific).

Results

In a sample of 236 women (116 patients with breast cancer and 120 controls), the
allele frequencies were 0.65 and 0.35 for the Arg and Pro allele, respectively and the
polymorphism was shown to be in Hardy-Weinberg equilibrium. In order to assess
response to neoadjuvant chemotherapy, detection of 7P53 codon 72 polymorphism by
PCR-RFLP was successfully conducted in eighty-one cases. The mean age of the enrolled
patients was 49.8 years (range 27-67 years). Fifty-two (44.8%) patients were homozygous
for the Arg/Arg genotype, 48 (41.4%) patients were heterozygous for the Arg/Pro
genotype, and 16 (13.8%) patients were homozygous for the Pro/Pro genotype. The
association between clinicopathological characteristics such as age, tumor size, clinical
stage, histology, histological grade, menopausal status, estrogen receptor, progesterone
receptor, mutant p53 expression, and erbB2 expression among the three genotypes was
carefully analyzed. In this sample, 82.7% (67 of 81) of patients had ductal carcinoma and
56.8% (46 of 81) had tumors which were measuring more than 5 cm. Most tumors (73.6%)

were histological grade I or II, 44.5% of patients were post-menopausal and 63.3% of
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patients were positive for estrogen receptor. There was no significant difference between
the polymorphic variants and the clinicopathologic characteristics (Table 1). Thus, the
potential effects of these parameters should not interfere with the response to treatment.

Objective response to preoperative chemotherapy was observed in 92 % of patients;
NR was observed in the other patients. Statistical analysis revealed no significant
correlation between complete clinical response and the three genotypes (Table 2). pCR was
observed in only 6 patients, and MRD in 8 patients, all considered good responders,
resulting in an overall rate of 17.3 %. There was also no significant difference between
pathological response and the 7P53 codon 72 polymorphism (Table 3). Interestingly, only
one patient in the group of good pathologic response (pCR, and MDR) carried the Pro/Pro
genotype.

The relationship between the polymorphic variants and the pathologic axillary
lymph node response after neoadjuvant chemotherapy was also evaluated. Patients with the
Pro/Pro genotype were more likely to have 1-3 positive lymph nodes (66.6%), compared
with patients with the Arg/Arg or Arg/Pro variant, but there was no association between
the axillary lymph node status and 7P53 codon 72 polymorphism after neoadjuvant

chemotherapy (Table 4).

Discussion

Failure to undergo apoptosis is considered a major mechanism of tumor chemo-

resistance. Some studies have reported that chemotherapy can induce apoptosis in breast

cancer [22, 23]. The TP53 tumor suppressor gene is a key gene in the process of

carcinogenesis, as a regulator of cell cycle progression and apoptosis. In particular, the
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TP53 codon 72 polymorphism has been extensively studied. The more interesting
characteristic of this polymorphism is the differential effect of two alleles, Pro and Arg, on
cell growth and apoptosis [12-15]. Taken together, these findings led us to investigate the
relationship between 7P53 codon 72 polymorphism and the response to taxane- and
anthracyclines-based neoadjuvant chemotherapy in Brazilian women with inoperable
breast cancer.

Conflicting results regarding correlation between response to chemo and/or
radiotherapy and 7P53 codon 72 polymorphism have been reported. Wegman et al. [24]
observed a significantly improved recurrence-free survival in patients carrying the Pro
allele when treated with tamoxifen compared to non-tamoxifen treatment, but there was no
significant difference when genotype was compared with local recurrence and treatment
with radiotherapy or CMF (cyclophosphamide, methotrexate and 5-fluorouracil). Sullivan
et al. [14] reported that response rates and survival (both overall and progression-free)
were significantly higher in patients whose cancers expressed the Arg allele, and suggested
that patients with advanced head and neck squamous cell carcinoma receiving chemo-
radiotherapy regimens based on cisplatin, but also containing 5-fluorouracil and taxol, are
influenced by the 7P53 codon 72 polymorphism. Bonafe et al. [25] found that retention of
the Arg allele was associated with reduction of both disease-free survival and overall
survival in Arg/Pro heterozygous patients with breast cancer. Tommiska et al. [26] suggest
a significantly reduced survival for Pro homozygous breast cancer patients. Differently
from these reports, which evaluated the outcome of adjuvant therapy, we evaluated the
response to neoadjuvant chemotherapy. Nevertheless, Fisher et al. [1] showed that pre-
operative chemotherapy is as effective as post-operative chemotherapy, but the former
allows to assess the responsiveness as an in vivo measure of treatment efficacy. Thus, we

evaluated the response to neoadjuvant chemotherapy immediately after treatment and
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observed an increased frequency of patient with the Pro/Pro genotype, but our statistical
analysis revealed a non significant correlation between clinical response rates and the three
genotypes.

There is only one previous study associating pathological response and 7P53 codon
72 polymorphism. Xu et al. [16] suggested that breast cancer patients with the Pro/Pro
variant may be less sensitive to anthracycline-based treatment than those with the Pro/Arg
or Arg/Arg variants. In the present report, there was no significant difference between the
three genotypes and the pathologic response, although only one patient with the Pro/Pro
genotype had a pCR, showing a tendency in agreement with the possibility of the Pro
genotype being less sensitive to chemotherapy [16]. It is important to emphasize that in our
sample the overall rate of a good pathologic response (pCR and MRD) was lower (17.3%),
probably, due to the percentage of patients (56.8%) with tumor size larger than 5 cm and
the number of cycles of neoadjuvant chemotherapy for each patient lower in comparison
with other studies [16]. These characteristics, size tumor and number of cycles of
chemotherapy, may influence the final number of patients with CR, resulting in a no
significant statistical analysis.

Kuerer et al. [27] indicated that the complete histological elimination of invasive
disease from the breast, the axillary lymph nodes, or both, after neoadjuvant chemotherapy
confers a survival advantage. We analyzed the possibility of nodal status to be associated
with Arg or Pro alleles, but we found no significant difference. This may also be associated
with tumor size, since the possibility of any patients to have axillary lymph nodes is
directly proportional to size tumor.

It is very difficult to state if 7P53 codon 72 polymorphism is a predictive
biomarker or not when several factors such as type of therapy, drugs used in

chemotherapy, single drug or combined regimens, tumor size, number of cycles of
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chemotherapy, intervals between cycles, or even ethnicity might affect the outcome in
response to treatment, and this is reflected in the variable results obtained in the different
studies. In conclusion, in our study we were unable to demonstrate any association
between 7P53 codon 72 polymorphism and the response to taxane- and anthracycline-

based neoadjuvant chemotherapy in Brazilian women with inoperable breast cancer.
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Table 1. Distribution of variables in a group of 81 patients with breast cancer receiving

taxane- and anthracycline-based preoperative chemotherapy and correlation between p53

codon 72 polymorphism and pretreatment patient characteristics.

Variable n__ %  Arg/Arg,n (%) Arg/Pro,n (%) Pro/Pro, n (%) P
Age
<50 years 41 50,6 16 (45,7) 21 (56,7) 4 (44,4) 0.663
> 50 years 40 49,4 19 (54,3) 16 (43,3) 5(55,6)
Tumor Size
<5cm 35 432 16 (45,7) 15 (40,5) 4 (44,4) 0,948
>5cm 46 56,8 19 (54,3) 22 (59,5) 5(55,6)
Clinical stage
II (A and B) 40 49,4 19 (54,3) 17 (45,9) 4 (44,4) 0,737
III (A and B) 41 50,6 16 (45,7) 20 (54,1) 5(55,6)
Histology
Ductal 67 82,7 30 (85,7) 29 (78,4) 88 (88,9) 0,383
Lobular 4 50 3(8,6) 1(2,7) 0(--—-)
Others 10 12,3 2(5,7) 7 (18,9) 1(11,1)
Histological grade
I 13 18,0 6 (20,0) 4(11,8) 3(37,5) 0,526
I 40 55,6 16 (53,3) 21(61,7) 3(37,5)
I 19 26,4 8 (26,7) 9 (26,5) 2 (25,0)
Not determined 9 -
Menopausal status
Pre-menopausal 45 555 18 (51,4) 22 (59,5) 5(55,6) 0,857
Post-menopausal 36 44,5 17 (48,6) 15 (40,5) 4 (44,4)
Estrogen receptor
Positive 50 63,3 19 (54,3) 23 (65,7) 8 (88,9) 0,183
Negative 29 36,7 16 (45,7) 12 (34,3) 1(11,1)
Not determined 2 -
Progesterone receptor
Positive 38 48,1 16 (45,7) 16 (45,7) 6 (66,7) 0,508
Negative 41 51,9 19 (54,3) 19 (54,3) 3(33,3)
Not determined 2 -
pS3
Positive 29 51,8 16 (57,1) 12 (54,5) 1(16,6) 0,221
Negative 27 48,2 12 (42,9) 10 (45,5) 5(83,4)
Not determined 25 -
c-erb-B2
Positive 17 27,4 7(24,1) 8 (29,6) 2 (33,3) 0,773
Negative 45 72,6 22 (75,9) 19 (70,4) 4 (66,7)
Not determined 19 -
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Table 2. Correlation between p53 codon 72 polymorphism and clinical response after

taxane- and anthracycline-based neoadjuvant chemotherapy

Clinical Response® Total Arg/Arg, n (%) Arg/Pro, n (%) Pro/Pro, n (%) [P
OR® 63 29 (82,8) 29 (78,4) 5(55,5)

0,1051
NR® 18 6(17,2) 8 (21,6) 4 (44,5)

* Based on RECIST criteria (Response Evaluation Criteria in Solid Tumor).
® Objective response.
¢ No response.

Table 3. Correlation between p53 codon 72 polymorphism and pathologic response after

taxane- and anthracycline-based neoadjuvant chemotherapy.

Pathologic Response Total Arg/Arg, n (%) Arg/Pro, n (%) Pro/Pro, n (%) P*

ERD® 67 29 (82,8) 30 (81,0) 8 (88.,9)

MRD® 8 5 3 0
(17,2) (19,0 (11,1)
pCR° 6 1 4 1

1,0000

? Extensive residual disease.
® Minimal residual disease.
¢ Complete pathological response.

Table 4. Correlation between p53 codon 72 polymorphism and axillary lymph node status

after neoadjuvant chemotherapy.

Metastatic lymph nodes Total _ Arg/Arg, n (%) Arg/Pro, n (%) Pro/Pro, n (%) P

0 37 17 (48,6) 18 (48,6) 2(22,2) 0,3023
1-3 27 11(31,4) 10 (27,0) 6 (66,6) 0,0929
>4 17 7 (20,0) 9(24,4) 1(11,2) 0,7956
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ANEXOS

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAQO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO

CEP. 14048-900
RIBEIRAQ PRETO - 5.P. CAMPUS UNIVERSITARIO — MONTE ALEGRE
BRASIL FOMNE: 602-1000 - FAX (016} 633-1144

Ribeirao Preto, 09 de outubro de 2003

Oficio n® 3025/2003
CEP/CDGC

Prezada Senhora:

O trabalho intitulado “DETERMINACAO DE
MARCADORES MOLECULARES DE RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA EM
PACIENTES COM CANCER DE MAMA”, foi analisado pelo Comité de Etica em
Pesquisa, em sua 165* Reunido Ordinaria realizada em 06/10/2003, e
enquadrado na categoria: APROVADO, bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP n°
9106/2003. Lembramos que devem ser encaminhados a este CEP relatérios
semestrais e relatorio final da pesquisa.

Entretanto, deve-se agnardar a manifesta¢do
da CONEP, pois o projeto serd encaminhado para apreciagio e aprovacio.

Aproveito a oportunidade para apresentar a

Vossa Senhoria protestos de estima e consideracéo.

M
PROF* DR* CLARIS G.CARVALHEIRO

.

Vice-Coordenadora do ité de Etica em Pesquisa
do HCFMRP-USP e da FMRP-USP
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ANEXOS

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA

DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAQ PAULO
Campus Universitirio Monte Alegre - Fone: 602-1000 - Fax: 633-1144
CEP 14048-900 RIBEIR AQ PRETO - SAO PAULO

Mem. n° 13/2004
GS-31LHBS
Ribeirdo Preto, 21 de janeiro de 2004

{lustrissima Senhora

MONICA BEATRIZ MAYORANO

Prof* Dr* Catarina Satie Takahashi {Orientadora)
Depto. de Genética — FMRP-USP

Laboratorio de Citogenética e Mutagénese

Em maos

Prezada Senhora;

Atendendo solicitagdo do Coordenador do Comité de Etica em
Pesquisa, Prof. Dr. Sérgio Pereira da Cunha, encaminho a Vossa Senhoria Parecer n°
093/2004 — CONEP, referente ao Projeto de Pesquisa intitulado “DETERMINAGAO DE
MARCADORES MOLECULARES DE RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA EM
PACIENTES COM CANCER DE MAMA”, de acordo com o Processo HCRP n° 9106/2003.

O parecer informa que seu projeto encontra-se APROVADO.

Aproveito a oportunidade para renovar os protestos de estima e

LAfS é‘vﬁ%a‘%{m Sit VEIRA

Diretora do Servigo de Comunicagbes
Administrativas
R.F.n° 1373

consideraggo.

Alenciosamente.
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ANEXOS

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO
PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
Campus Universitario Monte Alegre - Fone: 633-1000 - Fax: 633-1144
CEP 14048-900 RIBEIRAO PRETO - SAO PAULO

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

NOME DA PESQUISA: DETERMINACAO DE MARCADORES MOLECULARES DE
RESISTENCIA A QUIMIOTERAPIA EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Moénica Beatriz Mayorano

Prezada doadora, sabe-se que o cancer de mama é uma doenca que atinge um grande
numero de mulheres e que parte do tratamento inclui o uso de medicamentos que agem sobre o
tumor. Cada individuo possui no seu DNA caracteristicas que o fazem tnico e que pode responder
de jeito diferente aos remédios que sdo utilizados nos tratamentos das diferentes doengas. O
objetivo deste projeto ¢ estudar se ha uma relagdo entre as variagdes em alguns genes na populagio
brasileira e a resisténcia aos medicamentos utilizados no tratamento do cancer de mama.

Para a realizacdo dessa pesquisa sera necessaria a participagdo de mulheres com cancer de
mama tratadas com diversos remédios ¢ mulheres sds, que serdo utilizadas como controle na
pesquisa. Caso concorde em contribuir com este estudo serao retirados 20 ml de sangue, 0 mesmo
sera colhido pelo pessoal treinado para tal fim, utilizando material descartavel, sendo que uma
picadinha de agulha é o unico desconforto a que sera submetida. O material serd guardado em
tubos rotulados sem nomes, de modo que nenhuma doadora possa ser identificada, mantendo o
carater confidencial da informagdo, sendo simplesmente um niimero de identificagdo o unico citado
em tese ou trabalhos cientificos produzidos por esta pesquisa. Uma vez acabada a investigagdo, ou
caso de ndo continuar participando da mesma, o material sera descartado, ndo podendo ser utilizado
para nenhum outro fim. Em todo momento, a informagdo obtida estara disponivel caso a doadora
queira ter os resultados da analise.

Sua participag@o ndo trara nenhum prejuizo a continuidade de seu tratamento, bem como
também ndo serd remunerada nem terd nenhum gasto pela mesma, estando livre para retirar seu

consentimento a qualquer momento, deixando de participar da pesquisa.

PESQUISADOR RESPONSAVEL
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EU

R.G. n°: , abaixo assinado,

tendo recebido as informacgodes acima, e ciente dos meus direitos abaixo relacionados,

concordo em participar.

1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
davida a cerca dos procedimentos, riscos e beneficios e outros relacionados com a

pesquisa e tratamento a que serei submetido;

2. A liberdade de retirar meu consentimento a qualquer momento e deixar de participar do

estudo sem que isso traga prejuizo em relagdo ao meu tratamento;

3. A seguranga de que ndo serei identificado e que sera mantido o carater confidencial da

informacao relacionada com a minha privacidade;

4. O compromisso de me proporcionar informagdo atualizada durante o estudo, ainda que

esta possa afetar minha vontade de continuar participando;

5. A disponibilidade de tratamento médico e a indenizagdo que legalmente teria direito,
por parte da Instituicdo a Saude, em caso de danos que a justifiquem, diretamente

causados pela pesquisa e;

6. Que se existirem gastos adicionais estes serdo absorvidos pelo or¢amento da pesquisa.

Tenho ciéncia do exposto acima

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura do paciente
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Tabela 1. Classificacdo Tumor-Noédulo-Metastase (TNM) utilizada para a

caracterizagdo do cancer de mama pela Unido Internacional Contra o Céncer

(UICC).

Tis

T1
T1lmic
Tla
T1b
Tlc

T2

T3

T4
T4a
T4b
T4c
T4d

N1

N2a

N2b

N3a

N3b

N3c

Carcinoma in situ

<2cm
<0,1cm
>0,1 cm até 0,5 cm
>05cmatélcm
>1 cm até 2 cm

>2cmaté 5 cm

>5cm

Parede toracica/ pele
Parede toracica
Edema/ulceragao cutanea, nédulos cutaneos satélites
Ambos T4a e T4b
Carcinoma inflamatorio

Linfon. axilares moveis pNImi Micrometastase, > 0,2 mm < 2mm
pNla 1-3 linfonodos axilares
pN1b  Linfonodos mamarios internos com metastase
microscépica por biopsia de linfonodo sentinela,
mas nao clinicamente aparente
pNlc 1-3 linfonodos axilares e mamarios internos com

metéstase microscépica por biopsia de linfonodo
sentinela, mas ndo clinicamente aparente

Linfonodos axilares fixos pN2a 4-9 linfonodos axilares

Linfon. mamarios internos, pN2b Linfonodos mamarios internos, clinicamente

clinicamente aparentes parentes, sem linfonodos axilares

Linfon. infra-claviculares pN3a > 10 linfonodos axilares ou infra-claviculares

Linfon. mamarios internos pN3b Linfonodos mamarios internos, clinicamente

e axilares aparentes, com linfonodo(s) axilar(es) ou > 3
linfonodos axilares e mamadrios internos com

Linfon. supra-claviculares metéstase microscopica por biopsia de linfonodos

sentinela, mas ndo clinicamente aparente

pN3c Linfonodos supraclaviculares
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Tabela 2. Classificagdo segundo a AJCC (American Joint Committee on Cancer).

Estadiamento 0 Tis, NO, MO

Estadiamento I T1, NO, MO

Estadiamento IIA TO, N1, MO / T1,N1,MO0 / T2, N0, MO

Estadiamento IIB T2,N1, M0 / T3, N0, MO

Estadiamento IITIA TO, N2, M0 / T1,N2,M0 / T2,N2,M0 / T3,N1, M0 / T3, N2, M0
Estadiamento IIIB T4,NO, MO / T4,N1,M0 / T4, N2, MO

Estadiamento IIIC Qualquer T, N3, MO

Estadiamento IV Qualquer T, qualquer N, M1

Tabela 3. Escala de subdivisao dos carcinomas na determinagdo do grau

histolégico.
Formacao tubular Escala (pontos)
Maioria do tumor (> 75 %) 1
Grau moderado (10 % - 75 %) 2
Pouca ou nenhuma (< 10 %) 3

Pleomorfismo nuclear

Ntcleo pequeno, regular e uniforme 1
Moderado aumento no tamanho e variabilidade 2
Variagdo marcante, nucléolo presente 3

Contagem mitética

Indice baixo (0 - 10 / 10 CGA) 1
Indice moderado (11 - 20 / 10 CGA) 2
Indice alto (> 21 / 10 CGA) 3

Graus*:1(3ab), Il (6e7)elll (8e9)

* O somatoério dos pontos determinados na escala define o grau histolégico da
classificagdo de Scarff, Bloom e Richardson [1], modificada por Elston e Ellis [2]:

* 3-5 pontos: grau I ou bem diferenciado;

* 6-7 pontos: grau II ou moderadamente diferenciado;

* 8-9 pontos: grau III ou pouco diferenciado.
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Tabela 4. Caracterizacdo das doengas diagnosticadas nas pacientes do ambulatério

de mastologia utilizadas como controles na nossa amostra.

ID Diagnéstico

001C | Hiperplasia ductal tipica e alteracdes fibrocisticas da mama
002C | Cistos mamaérios

003C | Fibroadenoma

004C | Nodulagdo tipica

005C | Tecido fibrogranular e densidade assimétrica

006C | Hiperplasia ductal sem atipias e fibroadenoma

007C | Cistos mamarios

008C | Mama acessoria

009C | Microclacificacoes agrupadas

010C | Doenca fibrocistica da mama e microcalcificacGes

011C | Calcificagdes de aspecto benigno

012C | Microcalcificagbes

013C | Fibroadenoma

014C | Microcalcificacbes agrupadas

015C | Fibroadenoma

016C | Cisto mamario

017C | Tecido fibroadiposo compativel com tecido mamario acessorio
018C | MicrocalcificacGes e atrofia mamaria

019C | Cistos mamaérios

020C | Doenga fibrocistica da mama

021C | Ectasia ductal bilateral

022C | Ectasia ductal bilateral

023C | Mamilo umbilicado. Mastite crénica

024C | Mama supranumeraria axilar

025C | Papiloma intracistico associado a fibrose e focos de lobulite crénica
026C | Lipoma

027C | Fibrose, adenose, cistificagdo e hiperplasia ductal sem atipias
028C | Ectasia ductal. Absceso subareolar

029C | Ectasia ductal. Absceso subareolar

030C | Cistos bilaterais

031C | Multiplos cistos mamarios

032C | Microclacificacoes agrupadas

033C | Ectasia, hiperplasia ductal sem atipias e altera¢des fibrocisticas
034C | Fibroadenoma hialinizado

035C | Ectasia ductal e mastite crénica

036C | Cisto mamadrio simples

037C | Ectasia ductal bilateral

038C | Alteracoes fibrocisticas da mama

039C | Fibroadenoma

040C | Cisto mamario

041C | Alteragoes fibrocisticas da mama

042C | Microcalcificacbes monomorficas

043C | Multiplos cistos mamarios

044C | Cistos mamaérios

045C | Fibroadenoma associado a alteragdes fibrocisticas da mama
046C | Auséncia de sinais de malignidade

047C | Alteracoes fibrocisticas benignas e focos de calcificacdo
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ID

Diagnéstico

048C
049C
050C
051C
052C
053C
054C
055C
056C
057C
058C
059C
060C
061C
062C
063C
064C
065C
066C
067C
068C
069C
070C
071C
072C
073C
074C
075C
076C
077C
078C
079C
080C
081C
082C
083C
084C
085C
086C
087C
088C
089C
090C
091C
092C
093C
094C
095C
096C
097C
098C
099C
100C

Doenca fibrocistica da mama

Fibroadenoma

Calcificagdes de aspecto benigno

Sem evidencias de lesdes suspeitas

Cistos mamarios bilaterais

Papilomatricoma

Exame dentro dos limites da normalidade
Microcalcificagbes

Parénquima mamario dentro dos limites histol6gicos de normalidade
Sem evidencias de lesdes suspeitas
Fibroadenoma

Multiplos cistos bilaterais

Fibroadenoma hialinizado

Cistos mamarios bilaterais

Sem evidencias de lesdes suspeitas

Auséncia de sinais de malignidade

Parenquima mamario com focos de fibrose
Fibroadenoma intracanalicular totalmente ressecado
Fibroadenoma

Parenquima mamario com adenose e fibrose
Lesao epitelial proliferativa maligna
Fibroadenoma

Necrose gordurosa

Fibroadenoma

Alteragdes fibrocisticas da mama

Alteragdes fibrocisticas da mama

Fibroadenoma

Cistos benignos

Alteragdes fibrocisticas da mama

Cistos benignos

Fibroadenoma

Mamas parcialmete liposubstituidas

Mama supranumeréria

Hipotrofismo mamario

Fibroadenoma

Parénquima mamario dentro dos padrdes histolégicos de normalidade
Alteragdes fibrocisticas da mama

BIRADS II

BIRADS II

Exame dentro dos limites da normalidade
Exame dentro dos limites da normalidade

Sem evidencias de lesdes suspeitas

Alteragdes fibrocisticas da mama

Fibroadenoma hialinizado

Alteragdes fibrocisticas e adenose esclerosante
Fibroadenoma

Alteragdes fibrocisticas da mama

Fibroadenoma com focos de degeneracdo hialina
Alteragdes fibrocisticas da mama

Hipertrofia mamaria com fibrose, adenose e cistificagdo ductal
Parénquima mamario dentro dos padrdes histolégicos de normalidade
Fibroadenoma de padrao peri-canalicular
Fibroadenoma
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ID Diagnéstico

101C | BIRADS II

102C | Hiperplasia ductal tipica com focos de adenose esclerosante
103C | Fibrose estromal

104C | Fibroadenoma intracanalicular sem sinais de malignidade
105C | Exame dentro dos limites da normalidade

106C | Fibroadenoma

107C | Microcalcificacoes

108C | Fibroadenoma

109C | Fibroadenoma

110C | Nédulo benigno. BIRADS III

111C | BIRADS III

112C | Abscesso mamario

113C | Tecido mamario ectépico. Mama supranumeraria

114C | Ptose mamaria

115C | Fibroadenoma

116C | Adenose simples e mastite cronica

117C | Fibroadenoma

118C | Parénquima mamadrio com fibrose estromal

119C | Hipotrofismo mamario

120C | Fibroadenoma
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