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O cancer de mama é a afecgdo mais freqlente entre as mulheres em todo o
mundo e com elevada taxa de mortalidade. Estimulos as pesquisas em varias
diregcdes para compreensdo do comportamento biolégico e possibilidade de
melhor tratamento desta grave doenca tem sido o desafio da ciéncia. Neste
estudo foram avaliados a expressdo da proteina Bcl-2, fatores
anatomopatolégicos (tamanho do tumor, comprometimento de linfonodo axilar
e graduacao histologica) e da sobrevida. Os fatores anatomopatoldégicos
considerados foram: tamanho do tumor, metastases linfonodais. O fator
biolégico estudado é a proteina Bcl-2, analisado através da técnica
imunohistoquimica. Quanto a sobrevida, as pacientes foram divididas em trés
grupos: sobrevida até 5 anos, de 5 a 10 anos e acima de 10 anos. Foram
avaliados 117 mulheres com idade média de 50 a 59 anos que foram
submetidas a tratameto cirurgico, radioterapico e um dos trés esquemas de
tratamento de quimioterapia sistémica: G1: 38 pacientes tratadas com CMF
(Ciclofosfamida, Metotrexato e Fluoracil). G2: 35 pacientes tratadas com CEF
(Ciclofosfamida , Epirrubicina e Fluoracil). G3: 44 pacientes tratadas com
Tamoxifeno, 20 mg ao dia durante 5 anos. Os trés grupos G1, G2 e G3 néao
apresentaram diferenca estatisticamente significante quanto ao tamanho do
tumor, grau histologico, expressdo da proteina Bcl-2 e sobrevida. N&do houve
diferenca estatisticamente significante entre a expressédo da proteina Bcl-2 e
sobrevida em nenhum dos trés periodos avaliados. Nao houve diferenga
estatisticamente significante entre o tamanho do tumor e proteina Bcl-2 em
nenhum dos trés periodos de sobrevida avaliados. Houve diferenca

estatisticamente significante entre grau histologico e expressao da proteina




Bcl-2 nos periodos de 5 a 10 anos e acima de 10 anos. Houve diferenca
estatisticamente significante entre comprometimento axilar e expressdo da

proteina Bcl-2 no periodo acima de 10 anos.







Abstract

Breast cancer is the most common illness in women in the world and has a high
mortality rate. Stimuli towards different angles of research to understand its
biological behaviour and try to improve treatment for this serious disease have
challenged science. This study evaluated Bcl-2 protein expression,
anatomopathological factors (tumour size, axillary lymph node compromise, and
histological grade), and survival. Anamotopathological factors considered were
tumour size and lymph node metastases. The biological factor studied was Bcl-
2 protein, analyzed by immunohistochemistry. For survival, patients were
divided into three groups: up to 5 years, 5 to 10 years, and more than 10 years
survival. One hundred and seventeen women were evaluated; mean age was
from 50 to 59 years, they were submitted to surgery, radiotherapy, and one of
three systemic chemotherapy regimes: G1 — 38 patients treated with CMF
(Cyclophosphamide, Metotrexate, and Fluoracyl). G2: 35 patients treated with
CEF (Cyclophosphamide, Epirubicin, and Fluoracil). G3: 44 patients treated
with 20mg/day Tamoxyphen for five years. The three groups did not present
significant differences for tumour size, histology grade, Bcl-2 protein expression,
or survival. There was no significant difference between Bcl-2 protein
expression and survival in any of the three periods evaluated. There was no
significant difference between tumour size and Bcl-2 in any of the three periods
evaluated. There was significant difference between histological level and Bcl-2
protein expression in the 5-10 years and over 10 years periods. There was
significant difference between axillary compromise and Bcl-2 protein expression

in the more than 10 years period.
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1.1. Aspectos gerais do cancer de mama

O cancer de mama é doencga considerada problema de saude
publica em toda parte do mundo por sua morbidade, mortalidade e pelo
aumento da incidéncia nos ultimos anos em paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. E o cancer mais freqiiente entre as mulheres sendo
estimados aproximadamente 1 milhdo de casos novos no mundo e mais da
metade dos casos em paises desenvolvidos.

Segundo estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA,
2008), no Brasil sdo esperados 49.400 casos novos de cancer de mama neste
ano, com risco estimado de 51 casos a cada 100.000 mulheres. Na regiao
Sudeste e regido Sul espera-se uma incidéncia de 68 e 67 casos novos
respectivamente em cada 100.000 mulheres.

Varios fatores de risco para cancer de mama séo relacionados.
sendo os mais importantes o sexo, idade, hereditariedade, estado hormonal,
estilo de vida e irradiag&o.

Avancos tecnoldgicos e pesquisas tem sido direcionados para
que o diagnostico precoce e tratamento melhorem a sobrevida das mulheres
(Sather, 1986;INCA, 2008 ).

S&o relacionados mais de 100 fatores como marcadores
progndésticos em cancer de mama, estudados através de exames

anatomopatologicos, imunohistoquimicos ou biologia molecular (Clark, 1996).
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1.2. Fatores Anatomopatologicos

Os principais fatores anatomopatoldgicos relacionados ao
cancer de mama s&o: Tamanho do tumor (Rosen & Groshen,1990),
comprometimento de linfonodo axilar (Elston et al., 1982), graduacéo

histologica (Hopton et al, 1989) e tipo histologico (Ellis et al, 1992).

1.2.1. Tamanho do Tumor

O tamanho do tumor é considerado um dos fatores
progndsticos mais importantes no cancer de mama, e quanto maior o tamanho
do tumor, maior a probabilidade de comprometimento de linfonodo axilar,com
reducao no intervalo livre de doenga e sobrevida (Adair et al,1974; Roger et al,
1989). E parametro usado no sistema TNM para o estadiamento do cancer de
mama primario pelo International Union Against Cancer (IUAC).

Varios estudos demonstraram relacdo inversa entre tamanho
do tumor e sobrevida. Tumores menores que 10 mm e tumores com 17 a 22
mm apresentavam sobrevida em 5 anos 86% e 59%, respectivamente (Rosen

& Groshen, 1990 ; Elston et al, 1996).
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1.2.2. Comprometimento de Linfonodos axilares

A presenca ou nado de comprometimento de linfonodo axilar
assim como o numero, tamanho, localizagcdo e coalescéncia sdo importantes
fatores progndsticos no cancer de mama. O comprometimento do linfonodo
axilar pode ser conseqiente a agressividade do tumor primario, com tendéncia
a metastase para outros érgéos (Fisher et al 1984).

Varios estudos tém demonstrado pior prognéstico quando ha
comprometimento dos linfonodos axilares, comparados com axilas livres de
tumor (Veronesi et al, 1993).

O valor prognéstico de comprometimento axilar também é
avaliado pelo nivel em que se encontram os linfonodos metastaticos, sendo
considerado mais grave o comprometimento do nivel Il de Berg (Canavese et
al,1998; Valle, 1999).

A abordagem axilar pode variar desde disseccéo total da axila,
pequenas amostras ou recentemente identificacdo de linfonodo sentinela
(Danforth, 1992; Krag et al, 1993; Giuliano et al,1994; Davidson,1995; Veronesi

et al,1999).
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1.2.3. Graduacao Histoldgica

A graduacéo histolégica dos tumores de mama é importante
fator prognéstico embora ndo seja parametro utilizado no estadiamento TNM.
Baseia-se nas caracteristicas arquiteturais do tumor (grau histolégico), do
nucleo (grau nuclear), e na proliferacdo das células neoplasicas (indice
mitoético).

Desde Greenough (1925), que demonstrou pela primeira vez a
relacéo entre grau histolégico do tumor e sobrevida, varios autores tém tentado
melhorar e uniformizar os sistemas de avaliacdo histopatolégica (Patey &
Scarff, 1928; Bloom & Richardson, 1957). O sistema de Scarff-Bloom-
Richardson (S B R), é o mais utilizado e define 3 graus histologicos, obtidos
pela soma de 3 variantes: Formacéao tubular, pleomorfismo nuclear e indice

mitotico graduados em escores 1, 2, 3.

Quadro 1 - Critérios para graduacéo histolégica de Bloom & Richardson (1957)
aplicados do cancer de mama.

1 Formacao tubular > 50%:1 10 -50%:2 <10%:3

2 Pleomorfismo nuclear Discreto: 1 Moderado: 2 Intenso: 3

3 indice mitético 1-10(10cgs): 1 | 11-20 (10 cga): 2 >20 (10 cga): 3
GRAU 1: escores 3 -5; GRAU 2: escores 6 - 7; GRAU 3: escores 8 -9

Cga: campo de grande aumento (400x).
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Elston & Ellis (1991), introduziram com intuito de avaliar com
maior rigor histoldégico o cancer de mama e propuseram outros critérios para os
mesmos parametros obtendo também boa aceitagcdo conforme os quadros

2 e 3.

Quadro 2 - Método de avaliagéo da graduacao histolégica em cancer de mama
proposto por Elston & Ellis (1991).

FORMACAO TUBULAR ESCORE
>75% 1
10 =75% 2
<10% 3
PLEOMORFISMO NUCLEAR ESCORE
Células pequenas e regulares 1
Moderado aumento em tamanho 2
Variacdo marcante 3
CONTAGEM DE MITOSES ESCORE
Depende do microscépio e area analisada 1-3

Quadro 3 - Avaliagdo do indice mitotico de acordo com microscopio e area
analisada, conforme preconizado por Elston & Ellis (1991).

MICROSCOPICO

Leitz Leitz
Ortholux Nikon Labophot Diaplan

Obvjetiva 25x 40x 40x
Diametro campo(mm) 0,39 0,44 0,63

Area campo(mm) 0,274 0,152 0,132

INDICE MITOTICO*

1 Ponto 0-9 0-5 0-11

2 Pontos 10-19 6-10 12-22

3 Pontos > 20 > 11 >23

* Avaliagdo do numero de mitoses por 10 campos na periferia do tumor

Genestie et al (1998), em estudo comparativo do valor
prognostico entre a classificacdo de Bloom & Richardson (1957) e Elston & Ellis
(1991), em uma série de 825 casos de cancer de mama nao observaram
nenhum beneficio em relagéo a utilizacdo do sistema Nottingham ao de Bloom

& Richardson (1957).
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1.3. Fator Biolégico

1.3.1.BCL-2

O gene Bcl-2 foi isolado pela primeira vez no linfoma folicular

célula B, onde é encontrado em até 90% dos casos, em decorréncia da

translocacao que ocorre entre os genes localizados no I6cus 21 do brago longo

do cromossomo 18 (18921) e no lécus 32 do brago longo do cromossomo14

(14932). A translocagao resulta em aumento da expressao da proteina Bcl-2

(Tsujimoto et al, 1985,1986; Eissa, 1998a 1998b; Schiller et al, 2002). Esta

proteina possui 26 Kda, 239 aminoacidos e pode ser encontrado na membrana

do reticulo endoplasmatico, na mitocondria e membrana nuclear.

Bcl-

(mb 3’
=

<
: 2m 5 /S
Chromosome ] V's Chromosome
14 J} 18
Cu gH
/3’ J D’s = T\
*m A 31 Bo- v % ,
5!
1 der(18)
gerdial Chromosome
Chromosome

Figura 1 — Bcl-2 Translocacéo: t (14;

(1998)

18) (932; gq21). Tsujimoto (1985); Eissa
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Esta relacionada ao aumento da sobrevida celular, inibindo a
apoptose, ou morte celular programada. Este processo embora ndo bem
esclarecido, € um mecanismo controlado e fisiolégico, de manutencdo da
homeostase tecidual (Kerr et al, 1972). Inicialmente, a célula em processo de
apoptose, separa-se das células vizinhas, com perda de estruturas
especializadas de membranas como os microvilos e desmossomos, havendo
enrugamento de membranas plasmaticas, com formagdo de vesiculas de
citosol desprovidas de organelas o que possibilita reabsor¢ao e eliminagcéo da
célula. Apos a fase de condensagdo da cromatina nuclear e das organelas
citoplasmaticas observa-se redugédo do volume citoplasmatico. A condensacéao
da cromatina e perda de permeabilidade da membrana nuclear resultam da

fragmentagado do DNA dos cromossomos em subunidades regulares.




Dntraducao 37

INTRINSECA

CASPASES EFETORAS

APOPTOSE

Figura 2 - Representacdo esquematica das vias intrinseca e extrinseca da
apoptose (modificado de REED, 2001)

A desintegracéo da célula forma os corpos apoptéticos, com
conteudo intracelular preservado, envolto por um halo claro sendo fagocitados
pelos macrofagos e digeridos pelos lisossomos (Kerr et al, 1972; Wyllie &
Currie, 1997). Esta acdo de morte celular programada que ocorre em células
humanas é realizada por um grupo de cisteino proteases intracelulares
chamados caspases (protease especifica de aspartato contendo cisteina), que

sao produzidas por células normais porém inativas na forma pré-caspase ou
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zimogénio (Wyllie & Currie, 1997). A remocéao de parte de um polipeptideo por
clivagem enzimatica do zimogénio daria origem a uma caspase ativa, umas
como iniciadora e outras como executoras da agcdo apoptética. As caspases
iniciadoras seriam clivadas em resposta a sinais de ativacdo a partir de outras
categorias de proteinas, estas por sua vez clivariam uma das caspases
executoras desencadeando a cascatas de eventos de clivagem com
consequente morte celular programada (Griffiths et al, 2000). Este evento esta
relacionado ao meio ambiente de contato intracelular e a fatores soluveis
extracelulares  hormonais, interleucinas, fatores de  crescimento,
neurotransmissores e citocinas (Louro et al, 2002). Existem varios receptores
de membrana com via intracelular de sensibilizacdo da célula pela apoptose,
que podem ser inibidos ou ativados pelas substancias do meio extracelular
sendo os mais relevantes a familia dos fatores TNF (tumor necrosis factors), os
receptores TNFR-1 e TNFR-2, que apresentam diferentes dominios
intracelulares com consequente resposta antagbnica quando ativados. A
ativacdo dos receptores FAS ou TNFR-1 desencadeia uma sequéncia de
eventos que leva a ativagdo da caspase-8 desencadeando a cascata das
caspases, seguindo-se a morte celular programada, enquanto a ativacéo dos
receptores CD30, CD40 e TNFR-2 promovem sinais de sobrevida celular
(Louro et al, 2002; Alberts et al, 2002 ).

Sd0 denominados dominio de morte a sequéncia de
aminoacidos presentes na porgdo C-terminal caudal citoplasmatico dos
receptores FAS e TNFR-1. Trés proteinas s&o responsaveis pela promog¢éo da

apoptose, RIP, TRAD e FADD. Os outros membros da familia TNFR enviam
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sinais que elevam o limiar apoptotico da célula, como os TNFR-2, CD30 e
CD40, que interagem com as proteinas intracelulares, e com os fatores de
receptores TNF ou de sobrevida, denominados TRAF1 2 e 3, inibindo o
processo apoptético (Reed, 2001; Louro et al,2002).

Uma via intrinseca , de morte celular programada pode ocorrer
por estimulo dentro das mitocondrias que sao induzidas a liberar o citocromo c,
uma das proteinas mitocondriais que participa da respiracdo que por sua vez
se liga a uma proteina adaptadora chamada Apaf-1 (fator apoptético de
ativacdo de protease), que ativaria a caspase-9, que por sua vez ativaria a
caspase-3 determinando a apoptose (Reed, 2001; Alberts et al, 2002).

Por outro lado o mecanismo de morte celular programada pode
sofrer interferéncia da familia da proteina Bcl-2, onde dois grupos de
oncogenes sao considerados. O grupo de oncogene que promove apoptose
sdo Bad, Bax e Bak, enquanto outro grupo constituido por Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w,
Mcl-I e A1/Bcl-1, atua como proteinas inibidoras de apoptose, bloqueando a
liberacao de citocromo c, sendo o0 mais importante a proteina Bcl-2 (Griffiths et
al 2000; Alberts et al, 2002).

A expressao da proteina Bcl-2 pode manifestar-se em varios
tecidos normais embrionarios, fetais e adultos ou em tecidos malignos como
mama, pulmao (Fontanini et al,1995), colorretal (Sinicrope et al, 1995),
estbmago (Krajewska et al, 1996), e pancreas (Hockenbery et al,1991), n&o
tendo sido demonstrado em outros tecidos como muscular e hepatico
(Hockenbery et al,1991 ).

A estrutura da proteina Bcl-2 apresenta quatro diferentes
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dominios (BH1 a BH4) e sete regides de hélices alfa (alfal a 7). Entre os
dominios BH-4 e BH-3, apresenta uma regiao flexivel, provavelmente ligada a
fosforilacao proteica, regulando a sua funcéo. A regido que compreende 0s
dominios 1 2 e 3 corresponde a regido de dimerizacao. Entre os dominios BH1
e BH2 encontra-se a regido correspondente a alfa5 e alfa6, local diretamente
relacionado a formagao de canais de ions ou proteinas nas membranas em que
esta oncoproteina se encontra. O dominio BH-4, encontrado préximo a regiao
amino terminal da proteina, apresenta a primeira alfa hélice que esta
relacionada com a ligagao a proteina Raf-1 e a proteina calcineurim (proteina
fosfatase dependente) presentes em todas as proteinas inibidoras de apoptose
da familia Bcl-2 e nao identificadas nas proteinas estimuladoras de apoptose

(Reed, 1997;Ruvolo, 2001).

Figura 3 — Estrutura protéica do gene Bcl-2 com os seus dominios (BHI-4) e
sete regides de hélice alfa (modificado de REED, 1997).

O mecanismo de acao da proteina inibidora Bcl-2 parece estar
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ligado a formacao de canais de ions e proteinas, nas membranas em que estas
proteinas se encontram, inibindo a permeabilidade da membrana como da
mitocondria. A proteina Bcl-2 teria controle da apoptose pela capacidade de
interagir com outras proteinas como proteina quinase Raf-1, calcineurim
fosfatase, (Reed, 1997). Os estudos de Reed (1999) sugerem duas formas
possiveis de inibicdo da apoptose: bloqueando liberagdo de citocromo c pela
mitocdndria, impedindo ativacdo da caspase-9.apds interagir com proteina
citoplasmatica Apaf-1 (fator apoptético de ativacdo de protease). Outra forma
de inibicdo seria a proteina Bcl-2 ligando-se diretamente a proteina
citoplasmatica fator apoptético de ativagdo de protease (Apaf-1) com

consequente bloqueio de clivagem das caspases executoras como caspase-9.

1.3.2. BCL-2 e Carcinoma de Mama

No tecido mamario, a proteina Bcl-2 pode estar expressa em
epitélio ductal normal, na hiperplasia atipica, nos carcinomas intraductal e
invasivo. Em carcinoma ductal invasivo a expressdo da proteina Bcl-2 esta
presente em 100%, 90% e 33%, respectivamente, em tumores bem,
moderadamente ou pouco diferenciados. Em tumores mamarios intraductais,
os tipos papilar e cribriforme apresentam maior expressao de proteina Bcl-2
comparados com o tipo comedo (Siziopikou et al, 1996). Kobayashi et al,
(1997). Zhang et al, (1998), observaram que a expressao da proteina Bcl-2
esta presente na maioria das células epiteliais ductais e diminui conforme a

progressao para carcinoma intraductal e invasivo.
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Pela diversidade de resultados obtidos por diversos autores em
relacédo ao estudo da expressao da proteina Bcl-2 embora tivesse associacao
favoravel com outros fatores como diploidia, baixo indice mitético, baixo nivel
de proliferacdo, a sua real importdncia como marcador individual e fator
progndstico ou até preditivo é controversa.

Vérios estudos na literatura tem demonstrado associag¢des
favoraveis entre a expressédo da proteina Bcl-2 e receptores de estrogénio e
progesterona (Lee et al, 1996; Kymionis et al, 2001; Yang et al, 2003)
direcionando portanto para a possibilidade de tratamento hormonal favoravel.

Alguns autores relacionaram a expressdo da proteina com
menor tamanho do tumor (Silvestrini et al, 1994; Kobayashi, 1997; Yang et al,
2003), enquanto Berardo et al, (1998) e Park et al(2002) ndo demonstraram
esta relagéo.

Kobayashi et al, (1997, Kymionis et al (2001), Yang et al
(2003), Hlupic et al (2004) demonstraram diferenga estatisticamente
significante a presenga de expressdo da proteina Bcl-2 em tumores bem
diferenciados, baixo grau histologico e auséncia de comprometimento de
linfonodo axilar.

Chang et al, (2003) demonstram que a auséncia de proteina
Bcl-2 relacionava com significante pior sobrevida. Sierra et al, (2000)
encontraram associagéo estatisticamente significante entre alta expresséo da
proteina Bcl-2 e comprometimento axilar. No entanto Alsabeh et al, (1996)
Linjawi et al, (2004) ndo demonstraram esta associagéo.

Yang et al (2003) demonstraram respostas favoraveis a
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quimioterapia e hormdnioterapia na presenca da proteina Bcl-2 assim como
melhora na sobrevida em paciente com cancer de mama sem
comprometimento axilar, enquanto Gasparini et al (1995) estudando 180
pacientes com cancer de mama invasivo com comprometimento axilar
observaram que tanto os tratados com quimioterapia como hormonioterapia
adjuvantes, a sobrevida livre de doenga em 5 anos foram positivamente
melhores na presenca de proteina Bcl-2 se comparados com auséncia de
expressao da proteina Bcl-2 assim como em relagéo a sobrevida.

Derossi et al, (2003) demonstraram relacdo inversa entre
expressao da proeina Bcl-2 e baixo grau histolégico, estudando 118 casos de
carcinoma ductal invasivo através da puncdo aspirativa com agulha
fina,correlacionando-o com bom prognastico.

Grace et al, (2006) estudando 13 marcadores, entre eles a
proteina Bcl-2, em 930 casos de carcinoma invasivo de mama demonstraram
que a expresséao da proteina Bcl-2 é importante fator prognéstico independente
e de sobrevida com a possibilidade de utilidade junto ao indice Prognéstico de

Nottingham (NPI).




Estudar a expressdo da proteina Bcl-2 em mulheres com
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carcinoma ductal invasivo de mama. Correlacionar com fatores

anatomopatoldgicos e sobrevida.
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3.1. Pacientes e Tumores

Trata-se de estudo retrospectivo, analitico e observacional. A
aprovacao no Comité de Etica no anexo 1.

Foram avaliadas retrospectivamente 1050 laudos de carcinoma
ductal invasivo de mama proveniente do arquivo do Laboratério de Anatomia
Patolégica do Instituto Brasileiro de Controle do Céancer (IBCC), de 1986 a
1998 sendo periodo de seguimento até 2003 e destes foram selecionados 117
casos que obedeceram os seguintes critérios de inclusdo: Todos os tumores
representavam carcinoma ductal invasivo sem outras especificagdes (SOE),
com disponibilidade de informacdes referente ao tipo de tratamento realizado
(cirurgia, radioterapia, quimioterapia e hormonioterapia), tamanho do tumor,

comprometimento de linfonodos axilares, grau histologico e sobrevida.

3.1.1. Tratamentos cirurgicos realizados.

Todas as pacientes foram submetidas a um dos seguintes
tratamentos cirdrgicos: Mastectomia (Halsted, Patey ou Madden),
Quadrantectomia ou Setorectomia com margens comprovadamente livres do

tumor e esvaziamento axilar.

3.1.2. Tratamento adjuvante local

Todas as pacientes ap6s a cirurgia receberam radioterapia em

doses que variaram de 5000 a 6000 CGY.
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3.1.3. Tratamento Adjuvante Sistémico

Todas as pacientes, apds tratamento cirurgico e radioterapia,

receberam tratamento sistémico e foram divididas em trés grupos :

G1 - 38 pacientes receberam tratamento quimioterapico com CMF
(ciclofosfamida + Metotrexato + Fluoracil) de acordo com esquema :

600 mg/m2 EV (ciclofosfamida)

40 mg/m? EV (Metotrexato) intervalos de 21/21 dias.
duracéo de 6 — 8 ciclos

600mg/m? EV (Fluoracil)

G2 — 35 pacientes receberam tratamento quimioterapico com FEC (Fluoracil
+ Epirrubicina + ciclofosfamida) de acordo com esquema:

500mg/m? EV (Fluoracil)
100mg/m? EV (Epirrubicina)
500mg/m? EV (Ciclofosfamida)

intervalo de 21/21 dias
duracao de 6 Ciclos

G3 — 44 pacientes receberam tratamento hormonal com tamoxifeno na
dosagem de 20 mg por dia por um periodo de 5 anos.
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3.2. Tamanho do tumor

As medidas dos tumores foram fornecidas a partir dos laudos
anatomopatoldgicos e obedecendo a classificagdo TNM (T: tumor, N:
comprometimento de linfonodos axilares, M: metastase), proposta pela
International Union Against Cancer (IUAC). O tamanho dos tumores foi dividido

em trés subgrupos de acordo com o maior diametro:

T1: <2cm

T2: 2 —5cm

T3 :>5cm

3.3. Linfonodos Axilares

Dois subgrupos foram considerados com relagdo ao
comprometimento metastatico dos linfonodos axilares: L1 = auséncia de

comprometimento axilar e L2 = presenga de comprometimento axilar.

3.4. Graduagao Histologica

A graduacao histoldgica foi realizada de acordo com o método
proposto por Bloom & Richardson (1957). Foi utilizado microscopio Olympus e
a contagem foi realizada com aumento de 400x (40 x da objetiva e 10 x da

ocular).
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De acordo com essa analise a graduacao histoldgica foi

dividida em trés subgrupos:

Gl : ESCORES 3 -5
Gll : ESCORES 6 -7

Glll: ESCORES 8- 9

Figura 4 - Carcinoma ductal invasivo grau |, revelando formagéo tubular em
mais de 50% do tumor, células neoplasicas com nucleos redondos,
uniformes, com minima atipia nuclear, auséncia de figuras de
mitoses. Coloragéo pela Hematoxilina — Eosina; 400x.
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Figura 5 - Carcinoma ductal invasivo grau Il, revelando formacao tubular entre
10 a 50% do tumor, células neoplasicas revelando moderado
aumento de tamanho. Coloragéo pela Hematoxilina — Eosina; 400x

Figura 6 - Carcinoma ductal invasivo grau lll, com auséncia de formacéo
tubular; células neoplasicas revelando intensa atipia, pleomorfismo

acentuado e frequentes figuras de mitoses. Coloragdo pela
Hemotoxilina - Eosina; 400x.
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3.5. Sobrevida

De acordo com a sobrevida, as pacientes foram divididas em :
e Sobrevida global até 5 anos
e Sobrevida global de 5 a 10 anos

e Sobrevida global superior a10 anos

3.6. Imunohistoquimica

A proteina Bcl-2 foi pesquisada utilizando-se técnica de

imunohistoquimica.

3.6.1. Técnica Imunohistoquimica

Utilizamos o complexo avidina-biotina-peroxidase (ABC) com
modificagdes (HSU et al., 1981), com auxilio de recuperagédo antigénica pelo
forno de microondas, com o descrito a seguir:

Os tecidos fixados em formalina e incluidos em parafina foram
cortados com 3 micra de espessura e montados em l|aminas de vidro
previamente preparadas com adesivo poli-D Lisina (Sigma chemical
corporation, 127889, Saint Louis/MO, EUA) para evitar o descolamento dos
cortes durante a imunocoloragéo . Em seguida, os cortes foram desparafinados
em Xilol por 5 minutos (3 banhos), hidratados em alcool etilico absoluto (4

banhos) e lavados com solugédo salina tamponada (SST) em pH 7,4 por 5
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minutos. Posteriormente, os cortes foram tratados com peréxido de hidrogénio
(H202) a 3%, diluido em SST por 5 minutos para bloqueio da peroxidase
endogena. Utilizamos o método de recuperacéo de epitopos pelo calor (SST de
citrato com pH 6,4 por 15 minutos em forno de microondas caseiro SHARP,
modelo Interactive Touch On, a 900W) para pesquisa da proteina Bcl-2. Em
seguida, os cortes foram incubados com anticorpo primario anti — Bcl-2 na
diluicdo 1:300 em média por 16 horas, incluindo o periodo no forno. No dia
seguinte, ap6s lavagem com SST, os cortes foram incubados com anticorpo
secundario biotinilado anti-camundongo, na diluicdo de 1:160 (Vector
Corporation, Burlingame/CA, EUA). A seguir, realizou-se incubagao por 45
minutos com complexo ABC na propor¢do de uma gota do reagente A (avidina)
e uma gota do reagente B (biotina ligada a peroxidase) na diluicdo de 5ml de
solugdo de TRIS. Para visualizagdo da reacéo, os cortes foram tratados com
solucdo de DAB(3-3) - tetra — hidrocloreto de diaminabenzidina na
concentracéo de 1mg/ml de solugéo tampao de TRIS e solugéo de perdxido de
hidrogénio (H202) por 5 minutos. Os cortes foram, entdo, contra cortados com
verde de metila por 5 minutos com posterior desidratacdo em banho de alcool
etilico absoluto (5 banhos) e Xilol (3 banhos).

Todos o0s passos da reagdo imunohistoquimica foram
realizados a temperatura ambiente, com excecdo da incubagcéo no forno de
microondas. Entre cada passo da reacdo, as laminas foram lavadas varias

vezes com SST (pH =7,4).
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3.6.2. Resultados Imunohistoquimicos e Escores utilizados.

Segundo os resultados imunohistoquimicos as pacientes foram
subdivididas em dois grupos:
Grupo A (GA): < de 50% de imunorreatividade em padrao

citoplasmatico nas células neoplasicas .

Figura 7 - BCL-2 (-)

Grupo B (GB): > ou = 50% de imunorreatividade em padrao

citoplasmatico nas células neoplasicas.

Figura 8 - BCL-2 (+)
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3.7. Metodologia Estatistica

Para estudo da associagdo entre as variaveis foi utilizado o
teste do qui quadrado e para estudo da sobrevida foi utilizado o estimador de
Kaplan-Meier, sendo que o nivel de significancia utilizado foi de 5%. Os
resultados foram apresentados em forma de tabelas e graficos (Fisher et al,

1993).
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Proporcao de freqiéncia da idade nos grupos G1, G2 e G3.

e Aidade média nos grupos G1 : 50,8 anos
e Aidade média nos grupos G2 : 50 anos

e Aidade média nos grupos G3 : 59,4 anos

Proporcao de frequéncia dos grupos G1, G2 e G3

considerando os periodos de sobrevida até 5 anos, de 5 a dos 10 anos e acima

de 10 anos.

Os trés grupos G1, G2 e G3 ndo apresentaram diferenca

estatisticamente significante com relagdo aos periodos de sobrevida

considerados.

60

Percentual

ERXT CMF
BRXT FEC
BORXT TMX

Sobrevida

Grafico 1 - Percentual de pacientes segundo periodo de sobrevida (anos) e
grupos G1, G2 e G3 (p=0,61)
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Proporcao de freqiéncia do tamanho do tumor (T) nos grupos
G1,G2eG3

A maioria dos tumores nos trés grupos foi T2 seguidos por T1 e
T3, porém nao houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos

com relagéo ao tamanho do tumor.

70

oG1
0 G2

60 - o G3

50 -
40 - 379, 39%

Grupos

30 -
20 -

13%

10 - r 7%
3% H
0

T1 T2 T3
Tamanho do Tumor

Grafico 2 - Percentual de pacientes segundo grupos e tamanho do tumor (T)
(p=0,50)
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Proporcao de frequéncia da graduacao histolégica (G) nos

grupos G1, G2 e G3.

A maioria dos tumores nos trés grupos foi Gll seguidos por GllI

e Gl, porém néao apresentaram diferenca estatisticamente significante quanto a

graduacéo histologica.
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Grafico 3 - Percentual de pacientes segundo grupo e graduacéo histoldgica

Gl

(G) (p=0,19)
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Graduacao Histoldgica

Glll
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Proporcao de frequiéncia do tamanho do tumor (T), nos grupos
GA e GB considerando o periodo de sobrevida até 5 anos.
Nos GA e GB prevaleceram tumores T2, seguidos de T3. Nao
verificamos tumores T1 em GA e s6 2 tumores em GB. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos GA e GB.

120 +

100%

100 -

B Negativo
B Positivo

Percentual

2a5cm

Tamanho do tumor

Grafico 4 - Percentual de pacientes com sobrevida até 5 anos segundo
tamanho do tumor e expressao da proteina Bcl-2 (p=0,48).
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Proporcao de frequiéncia do tamanho do tumor (T) nos grupos
GA e GB considerando a sobrevida de 5 a 10 anos.

Tanto no grupo A como no grupo B prevaleceram os tumores
T2 seguidos de T1 e T3. Tumores do grupo B estdo em maior quantidade, que

no grupo A porém sem diferencga estatistica significante.

68% 64%

50 4

ENegativo
B Positivo

40 1

Percentual

30 4

20 4

2ad cm

Tamanho do tumor

Grafico 5 - Percentual de pacientes com sobrevida de 5 a 10 anos, segundo
tamanho do tumor e Bcl-2 (p=0,44)
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Proporcao de freqiéncia do tamanho do tumor (T) nos grupos
GA e GB considerando o periodo de sobrevida acima de 10 anos

No grupo A nao houve tumor T3 e no grupo B, foi representado
por apenas um caso. Tanto no grupo A como no grupo B a proporgao entre T1
e T2 nao foram diferentes. Portanto n&do apresentaram diferenca

estatisticamente significante entre os 2 grupos.
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Grafico 6 - Percentual de pacientes com sobrevida acima de 10 anos, segundo
tamanho do tumor e Bcl-2 (p=0,72).
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Proporcao de freqiéncia do grau histologico (G) nos grupos GA
e GB considerando o periodo de sobrevida até 5 anos.

Tanto no grupo A como no grupo B ndo houve tumores
Gl.Tumores GIlI prevaleceram em ambos os grupos A e B. Nao houve

diferenca estatisticamente significante entre os 2 grupos.

8 .
7 67% 67%
60 |

50 A

B Negativo

40 4 B Positivo

Percentual

30 A

20

Grau histolégico

Grafico 7 - Proporgcao de freqiéncia dos grupos GA e GB considerando os
periodos de sobrevida até 5 anos, segundo graduacao histologica
e Bcl-2. (p= 0,14).
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Proporcao de freqiéncia do grau histologico (G) nos grupos GA
e GB considerando o periodo de sobrevida de 5 a 10 anos.

No grupo A prevaleceram tumores Gll, seguidos por Glll e GlI.
No grupo B prevaleceram os tumores GlI, seguidos de Gl e Glll. Houve

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
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Grafico 8 - Percentual de pacientes com sobrevida de 5 a 10 anos, segundo
graduacéo histologica e Bcl-2 (p=0,003)
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Proporcao de freqiéncia do grau histologico (G) nos grupos GA
e GB considerando o periodo de sobrevida acima de 10 anos.

No grupo A houve igual numero de tumores Gll e GlIl. No
grupo B prevaleceram tumores Gll, seguidos de GI, com auséncia de tumores

GllI. Houve diferenca significante entre os grupos.
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Grafico 9 - Percentual de pacientes com sobrevida superior a 10 anos,
segundo graduacao histologica e Bcl-2 (p=0,014).
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Proporcao de frequéncia do comprometimento axilar (L) nos
grupos GA e GB considerando o periodo de sobrevida até 5 anos.

Tanto no grupo A como no grupo B prevaleceram tumores com
comprometimento axilar.

Nado houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos.
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Grafico 10 - Percentual de pacientes com sobrevida até 5 anos, segundo
comprometimento de linfonodos axilares e Bcl-2 (p=0,71)
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Proporcao de frequéncia do comprometimento axilar (L) nos

grupos GA e GB considerando o periodo de sobrevida de 5 a 10 anos.

Tanto no grupo A como no grupoB houve maior numero de L2,

porém, sem diferenca estatisticamente significante (p=0,50)

Distribuicdo de frequéncias dos tumores L1 e L2 nos grupos

GA e GB — Sobrevida de 5 a 10 anos.
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Grafico 11 - Percentual de pacientes com sobrevida de 5 a 10 anos, segundo
comprometimento de linfonodos axilares e Bcl-2 (p=0,50)
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Proporcao de frequéncia do comprometimento axilar (L) nos

grupos GA e GB considerando o periodo de sobrevida acima de 10 anos.

No grupo A houve 7 casos L1 e 2 casos L2 enquanto no grupo

B houve 6 e 10 casos, L1 e L2 respectivamente, havendo diferenca estatistica

significante (p=0,05).
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Grafico 12 - Percentual de pacientes com sobrevida acima de 10 anos,
segundo comprometimento de linfonodos axilares e Bcl-2

(p=0,05)
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Grafico 13 - Sobrevida de pacientes segundo BCL-2 para o grupo CMF
(p=0,85).
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Grafico 14 - Sobrevida de pacientes segundo BCL-2 para o grupo FEC
(p=0,13).
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Grafico 15 - Sobrevida de pacientes segundo BCL-2 para o grupo TMX
(p=0,65).

Proporcao de freqiiéncia dos grupos GA e GB considerando os
periodos de sobrevida até 5 anos, de 5 a 10 anos e acima de 10 anos.
Os grupos GA e GB néo apresentaram diferenca

estatisticamente significante nos trés periodos de sobrevida considerados.




Resultados 71

s a-<oiTon
o
~
1

T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 anos

Tempo
— ausente —— presente

Grafico 16 - Sobrevida de pacientes segundo periodo de tempo e Bcl-2
(p=0,99)







O cancer de mama representa um desafio para a medicina
atual em decorréncia da incidéncia crescente e perspectiva de cura ainda em
niveis indesejaveis embora possa apresentar prognéstico favoravel se
diagnosticados e tratados nos estadios iniciais. E considerado o 2° cancer mais
frequUente entre mulheres brasileiras, perdendo apenas para cancer de pele nao
melanoma, segundo estimativas do INCA referente ao censo de 2008.

O desafio dos pesquisadores tem sido o estudo do mecanismo
pelo qual algumas células neoplasicas do mesmo tumor tem comportamento
mais agressivo com capacidade de induzir metastase a distancia, resisténcia a
quimioterapia e ou hormonioterapia. Uma resposta a este comportamento foi
sugerido por Teixeira et al (1996), e Heim et al (2001), chamando atencéo para
existéncia da policlonalidade do carcinoma de mama ja na sua origem. Se por
um lado houve avango em relagéo a abordagem cirurgica, com a possibilidade
de cirurgia conservadora e se preservarem os linfonodos axilares pela
identificacéo do linfonodo sentinela reduzindo a morbidade, por outro, alguns
tumores de estadio inicial, portanto, presumivelmente de melhor prognéstico e
sobrevida podem levar a paciente rapidamente para a morte. Algumas
pacientes com progndstico reservado, no entanto podem apresentar um
periodo livre de doencga relativamente longo (Berardo et al,1998).

Varios marcadores de tumores estdo sendo estudados na
literatura com a finalidade de se avaliar o progndstico de cancer de mama e
ainda individualizar o tratamento, tentando assim aumentar a sobrevida das
pacientes. S&o bem conhecidos os receptores de estrogénio e progesterona, o

c-erbB-2, P53 e indice de proliferagéo celular (Ki-67).




Os receptores de estrogénio e progesterona, quando
presentes, estao relacionados com melhor prognéstico da doenga, ao contrario,
a positividade para c-erbB-2, P 53 e Ki-67 se associam a um prognéstico mais
reservado. Os receptores de estrogénio e progesterona, o c-erbB-2 sao
considerados fatores preditivos para cancer de mama. Assim, quando os
receptores de estrogénio e progesterona séo positivos nos permitem o uso
terapéutico de drogas antiestrogenicas, como o Tamoxifeno (Bezwoda et
al,1991) e mais recentemente vem sendo preconizado o uso de inibidores de
aromatase, o anastrozol com resultados importantes (The ATAC Trialists
Group. 2002). Desde final de 2000, na reunido de consenso em Salvador (BA),
no Brasil, a Sociedade Brasileira de Mastologia deu reconhecimento oficial ao
exame de linfonodo sentinela para deteccdo de micrometastase porém, a
importancia quanto a decisdo do tratamento ainda segue em estudo no mundo
cientifico , Souza (2005) cita varios fatores que levariam ao erro na avaliagéo
da presenca de micrometastase como problema na coloracédo por H-E em
células epiteliais benignas, megacariécitos ou a imunorreagdo em pacientes
sem evidéncias de doenca. Urban et al, (2004), também, no artigo de reviséo
relaciona o indiscutivel beneficio trazido as pacientes portadoras de cancer de
mama com a pesquisa de linfonodo sentinela, para deteccdo da
micrometastase, porém o seu significado bioldgico, tratamento e progndstico
ainda permanece controverso.

Em casos de cancer de mama c-erbB-2 positivo tem sido
utilizado as antraciclinas como tratamento quimioterapico de elei¢ao (Paik et al,

1998). Outros marcadores tumorais estdo sendo estudados na literatura como




um possivel fator prognéstico e preditivo no entanto nenhum desses fatores
podem ser considerados como marcador individual na predicédo e evolugao do
cancer de mama, que é atribuida a sua heterogeneidade de fatores.

Um dos marcadores muito estudado na literatura recentemente,
a proteina Bcl-2 esta relacionado a sua alta expressdo ou ndo no cancer de
mama.

Identificado inicialmente no linfoma folicular célula B por
Tsujimoto et al (1985), sua expressao esta relacionado ao cancer de mama.
Entretanto esta proteina é expressa em epitélio ductal normal, em tecido
mamario de nao gravidas e nao involutiva, assim com hiperplasia. Sua acéo
consiste no bloqueio do processo de morte celular, a apoptose, sendo primeira
proteina com acao antiapoptotica descoberta.

Inumeros fatores progndsticos favoraveis sado relacionados
quando da presenca da expressao da proteina Bcl-2 como receptores de
estrogénio e progesterona, diploidia, baixo grau histoldégico, tumores bem
diferenciados, auséncia de c-erbB-2 e P 53, assim como em relacdo a
sobrevida, embora alguns autores ndo os confirmassem (Alsabeh, 1996;
Linjawi et al, 2004).

Varios autores relacionaram a relagao inversa presente entre
as proteinas Bcl-2 e P53. Assim, tumores com baixa expressao de Bcl-2
apresentaram menor sobrevida do que quando da elevada expressédo da
proteina Bcl-2. Observaram também que a elevada expressédo de P53 estava

relacionada a menor sobrevida (Mc Laughlin et al, 2001).




Os trabalhos de Kim et al (2001) demonstraram que
quimioterapia com antraciclicos em pacientes com tumores com
comprometimento axilar e receptor estrogénio negativo principalmente em pré
menopausada aumenta a sobrevida, ao contrario, ha pouco beneficio na
sobrevida quando receptor estrogénio positivo, pelo envolvimento da proteina
Bcl-2 que induziria as células neoplasicas residuais pelo aumento plasmatico
de estrogénio provocado pelo tamoxifeno, reduzindo assim a sensibilidade a
quimioterapia quando em uso concomitante. Assim, maior beneficio a
sobrevida ocorreria se quimioterapia precedesse a hormonioterapia. Yang et al
(2003) no seu estudo demonstraram também maior susceptibilidade a
quimioterapia (FEC) e endécrino terapia (Tamoxifeno), em pacientes com
carcinoma na auséncia de expressao da Bcl-2, porém, a sobrevida estava
associada a positividade de expressao da Bcl-2.

Estudo realizado em pacientes submetidas a quimioterapia
neoadjuvante com FEC por carcinoma de mama ductal invasivo n&o revelaram
diferenca estatisticamente significante (Faneyte et al,2003), quanto a
expressao da proteina Bcl-2 no pds tratamento.

A expressao da proteina Bcl-2 em carcinoma de mama varia de
acordo com autores. Assim, Bhargava et al (1994), Silvestrini et al (1994),
Alsabeh et al (1996) e mais recentemente Park et al (2002) verificaram
presenca da expressédo de Bcl-2 em 59%; 63%; 79% e 61 a 70%
respectivamente. Em nosso estudo realizado em 2001 (tese de mestrado) foi
verificado em 53% e neste de 63% a diferenga atribuida ao numero de

casuistica.




5.1. Discussao de metodologia

Somente 117 casos foram selecionados dos aproximadamente
1050 laudos de exames anatomopatoldgicos de carcinoma ductal invasivo de
mama abordados do Laboratério de Anatomia Patoldgica do Instituto Brasileiro
de Controle do Cancer (IBCC), que abrangeu o periodo de 1986 a 2003, por
razbes relacionadas a prontuarios incompletos, abandono de tratamento,
seguimento, por ter vindo a submeter-se somente ao tratamento cirurgico sem
intuito de prosseguimento na instituicdo e ainda pela insuficiéncia de obtencao
de amostras nos blocos de parafina em alguns casos. Foram também
excluidos os casos mais recentes em que foram submetidos ao tratamento
neoadjuvante quimioterapico.

A maioria das pacientes foram submetidas a mastectomia, as
mais recentes conforme a possibilidade do protocolo, a conservadora o que
nao interferiu na sobrevida das mesmas.

Em relacdo ao tratamento quimioterapico e hormonioterapico
as pacientes foram divididas em trés grupos: G1, G2 e G3 de acordo com os
esquemas terapéuticos utilizados. Os trés grupos de pacientes né&o
apresentaram diferenca estatisticamente significante com relacado a sobrevida,
tamanho do tumor, grau histolégico e expressao da proteina Bcl-2, enquanto
em relagdo ao comprometimento de linfonodo axilar foi demonstrado diferencga
estatisticamente significante entre os trés grupos.

A sobrevida foi considerada em trés periodos: até 5 anos, de 5

a 10 anos e acima de 10 anos, ao contrario dos descritos nos estudos de




literatura que consideraram o periodo de dez ou mais anos (Lipponen et al,
1995 ; Berardo et al, 1998; Zhang et al, 1998; Schiller et al, 2001).

Varios critérios de estratificacdo sao adotados por autores em
relacdo ao estudo imunohistoquimico para a proteina Bcl-2. Alsabeh et al
(1996); dividiram em trés grupos de acordo com a intensidade de
imunorreatividade em células neoplasicas em forte (3+) moderada (2+) e fraca
(1+); enquanto Schiller et al (2001); utilizaram dois parametros para dividir
inicialmente em trés categorias : intensidade da imunorreatividade e
porcentagem de células neoplasicas imunorreativas , assim : negativo: menor
de 10% de células neoplasicas imunorreativas; fracamente positiva: 2+ de
intensidade de imunocoloragdo em 10 — 50% células neoplasicas ou 1+ em
acima de 10% das células neoplasicas; e fortemente positiva : 3+ de
imunocoloragédo em maior ou igual a 10% das células neoplasicas ou 2+ de
imunocoloragédo em acima de 50% das células neoplasicas ; considerando-se
somente dois grupos, positivo e negativo para imunorreatividade para proteina
Bcl-2 pelo numero pequeno de carcinoma fracamente positivo.

Em nosso trabalho também utilizamos o critério de divisdo em
dois grupos: que foram denominados como GA (grupo de baixa
imunorreatividade em padréo citoplasmatica nas células neoplasicas) e GB
(grupo com alta presenga de imurreatividade em padréo citoplasmatica nas
células neoplasicas). Considerando-se como negativo para proteina Bcl-2
quando a imunorreatividade estava ausente ou fracamente presente em menos
de 50% e positivo para presenca de proteina Bcl-2 quando a imunorreatividade

estava presente moderada ou fortemente, em 50% ou mais de células




neoplasicas.

Consideramos como fatores anatomopatolégicos o tamanho do
tumor, grau histolégico e comprometimento axilar por serem marcadores
classicos na literatura.

O tamanho do tumor e o comprometimento de linfonodos
axilares foram submetidos de acordo com as classificagdes internacionais TNM
e NSABP.

Em relacdo a graduacéao histolégica o método proposto foi de

Bloom & Richardson (1957), que € o mais utilizado em nosso meio.




5.2. Discussdo dos Resultados

5.2.1. Frequéncia da idade nos grupos G1,G2 e G3.

Verificamos em nosso resultado que no grupo G3 houve
predominio de mulheres acima de 50 anos p6s menopausadas grupo este que
receberam tratamento adjuvante, a radioterapia seguida de hormonioterapia. O

tamoxifeno por 5 anos, sendo esta prevaléncia de acordo com a literatura.

5.2.2. Grupos G1, G2 e G3 X Fatores Anatomopatolégicos X
Sobrevida.

As pacientes foram divididas em trés grupos, G1, G2 e G3, de
acordo com o tratamento instituido apoOs cirurgia, radioterapia e esquemas
terapéuticos a quimioterapia e hormonioterapia, porém 0s mesmos nhao
influenciaram na sobrevida como também em relagdo ao tamanho do tumor e
grau histologico. No entanto houve diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao comprometimento de linfonodo axilar.

Os esquemas quimioterapicos e hormonioterapicos eram os
preconizados no periodo considerado no nosso trabalho. Atualmente com
novos estudos, através dos marcadores tumorais veio a somar ao tratamento
adjuvante possibilitando até individualizagdo das pacientes e assim

aumentando a sobrevida.




5.2.3. Expressdao da proteina Bcl-2 X Tamanho do tumor (T) X
Sobrevida.

A maioria dos estudos da literatura nao relacionam a expressao
da proteina Bcl-2 com tamanho do tumor e sobrevida. Silvestrini et al, (1994)
no seguimento clinico de 6 anos de 283 casos que elevada expressdo estava
presente em tumores menores no entanto nado observaram relacdo
estatisticamente significante com sobrevida. Lipponen et al (1995), em
seguimento de 10 anos, verificou também que a sobrevida fora independente
ao tamanho do tumor e auséncia de comprometimento de linfonodo axilar.

Os resultados de nosso trabalho, de acordo com os autores,
nao houve relacdo significante entre a expressado da proteina Bcl-2 com
tamanho do tumor e sobrevida nos trés periodos considerados até 5 anos, de 5

a 10 anos e acima de 10 anos.

5.2.4. Expressao da proteina Bcl-2 X Grau histolégico X Sobrevida.

Desde que Greenough (1925), demonstrou a relagédo entre
grau histolégico e sobrevida sua importancia através do tempo como fator
prognostico € reconhecido, embora nao incluido no estadiamento TNM, porém
obrigatoriamente avaliado em todos os casos de carcinoma de mama. A
maioria dos autores na literatura relaciona a baixa expressao da proteina Bcl-2
com alto grau histologico e piora na sobrevida. (Yang et al, 2003) e Hlupic et
al,(2004) demonstraram diferenca estatisticamente significante com relagao

inversa entre expressao da proteina Bcl-2, grau hitolégico e sobrevida no




seguimento de 106 e 156 meses, respectivamente. Os resultados do nosso
estudo mostraram a sobrevida considerada até 5 anos em relagéo a expresséao
da proteina Bcl-2 e grau histolégico, auséncia de diferenca estatisticamente
significante, no entanto devemos notar que nao houve casos de tumor de grau
histolégico |. Entretanto, tanto os periodos compreendidos de 5 a 10 anos
como acima de 10 anos, observamos relagcédo entre a expressao da proteina
Bcl-2 e tumores Gl e Gll, mostrando diferencas estatisticamente significante em
relacéo a sobrevida, concordando com o trabalho de Yang et al (2003) e Hlupic
et al (2004), embora com os periodos de seguimento em nosso trabalho seja
até 10 ou mais anos. No entanto devemos considerar estes resultados com

ressalva devido ao nimero de casos.

5.2.5. Expressdo da proteina Bcl-2 X Comprometimento axilar X
Sobrevida.

Os resultados demonstrados por varios autores sédo diversos
quanto a avaliagcdo da expressao da proteina Bcl-2 com comprometimento
axilar e sobrevida.

Silvestrini et al (1994), observaram em estudo de 283 pacientes
com carcinoma ductal sem comprometimento axilar mais tempo livre de
recidiva e sobrevida total, enquanto Lipponen et al (1995), demonstraram que
havendo comprometimento axilar a presenga da proteina Bcl-2 ndo tem
significado prognoéstico. Berardo et al (1998), Zhang et al (1998), relaciona a
alta expressdo da proteina Bcl-2 com menor numero de linfonodos

comprometidos com maior periodo livre de recorréncia e sobrevida total, ao




contrario Hlupic et al (2004), ndo demonstraram relagéo significante entre as
trés variaveis em estudo.

Em nossos estudos foi verificado relagéo entre a proteina Bcl-2
com comprometimento de linfonodo axilar no periodo de sobrevida acima de 10
anos, enquanto nos periodos compreendidos até 5 anos e de 5 a 10 anos néo
foi demonstrado relagao significante.

Como para efeito de analise atualmente sao considerados, em
relacdo ao envolvimento de linfonodo axilar a presenga ou néo de linfonodo
metastico axilar e também linfonodo sentinela optamos por dividir em dois
grupos: L1 e L2; auséncia e presengca de linfonodo metastico axilar
respectivamente.

Assim talvez possamos intuir que a relagdo presente entre as
trés variaveis seja decorrente da presenca de casos de menor numero de
linfonodos metastatico com alta expressao da proteina Bcl-2 como observados

por Berardo et al (1998) e Zhang et al (1998).

5.2.6. Expressao da proteina Bcl-2 X Sobrevida

A maioria dos trabalhos da literatura comparando a expressao
da proteina Bcl-2 x sobrevida tem demonstrado relacao positiva entre presenca
da proteina Bcl-2 e sobrevida. Lipponen et al (1995), demonstraram no
seguimento de até 10 anos que a alta expressao da proteina Bcl-2 ocorreu em
75% dos tumores e 55% dos tumores quando em baixa expressédo, com longo

periodo livre de recidiva corroborados por Berardo et al (1998), Mc Laughlin et




al (2001), Schiller et al (2002) e Yang et al (2003), que observaram também
que alta expressao da proteina Bcl-2 estava relacionada maior periodo livre de
recorréncia e sobrevida, baixa expressdo da proteina Bcl-2 com menor tempo
livre de recorréncia e sobrevida. Entretanto Linjawi et al (2004) e Hlupic et al
(2004) nao observaram associagdo entre expressdao da proteina Bcl-2 e
periodo livre de recorréncia e sobrevida. Nossos resultados ndao demonstraram
relacdo estatisticamente significante entre a expressdo da proteina Bcl-2 e
sobrevida avaliados até 5 anos, 5 a 10 anos e acima de 10 anos em
concordancia com os trabalhos de Linjawi et al (2004) e Hlupic et al (2004). A
maioria dos trabalhos direcionam no sentido de que a presenga de proteina
Bcl-2 esta relacionado com bom fator prognéstico pela demonstracdo da
mesma junto aos outros fatores de bom prognéstico conhecidos como diploidia,
baixo indice mitotico, presenca de receptores estrogénio e progesterona; assim
como auséncia de P53 mutado e Cerb B-2 entre os mais estudados. Porém,
apds avaliarmos a importancia da proteina Bcl-2 relacionados aos fatores
anatomopatolégicos com sobrevida, acreditamos que no momento seja um
fator que possa ser somado na estratégia do tratamento.

Neste cenario de intensa busca para o tratamento de cancer de
mama feminino, segundo registro hospitalar do INCA (periodo 2000/2001) os
estadios Illl e IV foram os mais freqlentes mostrando a necessidade de
melhores estratégias para alcancgar o diagndstico precoce para assim melhorar

a sobrevida das pacientes.
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Os resultados obtidos em nosso estudo nos permitem as
seguintes conclusdes:

e Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos G1, G2 e G3 quanto ao tamanho do tumor, grau histolégico, expressao
da proteina Bcl-2 e sobrevida.

e Nao houve diferengca estatisticamente significante entre
expressao da proteina Bcl-2 e sobrevida em nenhum dos periodos avaliados.

e Nao houve diferengca estatisticamente significante entre
tamanho do tumor e proteina Bcl-2 em nenhum dos periodos de sobrevida
avaliados.

e Houve diferenga estatisticamente significante entre grau
histoldgico e expressédo da proteina Bcl-2 e sobrevida nos periodos de 5 a 10
anos e acima de 10 anos.

e Houve diferenca estatisticamente significante entre
comprometimento axilar e expressao da proteina Bcl-2 no periodo de sobrevida

acima de 10 anos.
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