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APRESENTACAO

Aobra “As Ciéncias da Saude” aborda uma série de livros de publicacéo da Atena
Editora, em seus 30 capitulos do volume Il, apresenta a importéncia de acées voltadas
para seguranca e o bem estar de pacientes e profissionais da saude, buscando elevar
a qualidade da saude publica brasileira.

Os profissionais de saude estdao se reinventando em busca de melhorar a
qualidade do tratamento e cuidado com pacientes. Aumentar a segurancga do paciente
gera beneficios ndo s6 para os mesmos, mas para todos os envolvidos. Entender os
sentimentos e 0 que pensam as pessoas que necessitam de cuidados com a saude,
buscar perfis em epidemiologia para entender o contexto desses atores, promover e
buscar melhorias no processo saude/doenca, avaliar a qualidade do cuidado recebido,
sdo apenas algumas formas de se garantir tal seguranca.

Dessa forma, a juncéo de pesquisas, a modernizag¢ao da tecnologia e o interesse
dos profissionais em promover o melhor cuidado possivel compdem um contexto que
eleva a qualidade de vida de pacientes.

Colaborando com esta transformacéo na saude, este volume Il é dedicado
aos profissionais de saude e pesquisadores que buscam crescer, melhorar seus
conhecimentos acerca do cuidado com o paciente e se reinventar para melhor atendé-
los. Dessa maneira, os artigos apresentados neste volume abordam espiritualidade/
religiosidade no contexto de saude/doenca, violéncia contra a mulher e as a¢cbes do
centro de referéncia de atendimento a mulher, desafios do diagnéstico de infeccoes
sexualmente transmissiveis emidosos, perfil socioeconémico e demografico e consumo
de bebidas alcodlicas em pessoas com hanseniase, qualidade da assisténcia pré-
natal prestada as puérperas internadas em uma maternidade publica, humanizag¢ao do
atendimento em unidade de ateng¢ao primaria a saude e incidéncia e prevaléncia de
lesédo por presséo em pacientes de Unidade de Terapia Intensiva.

Portanto, esperamos que este livro possa contribuir para melhorar a qualidade
do atendimento e cuidado de profissionais para com pacientes minimizando ou
eliminando consequéncias que acarretam prejuizos nos resultados clinicos e funcionais
dos pacientes, insatisfacdo da populacdo usuaria e custos desnecessarios para 0s
servigos de saude e o sistema.

Nayara Araujo Cardoso
Renan Rhonalty Rocha
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RESUMO: O céancer de mama caracteriza-se
como uma doencga heterogénea e multifatorial,
cuja complexidade é traduzida nos diferentes
comportamentos clinicos de seus subtipos
moleculares, sobretudo os definidos como triplo-
negativos (CMTN). Anticorpos recombinantes
capazes de reconhecer a diversidade
antigénica de células malignas s&do moléculas
interessantes para o diagndstico e prognéstico
da doenca. O objetivo do presente trabalho
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foi avaliar o papel do fragmento de anticorpo
FabC4 em CMTN e sua correlagdo com dados
clinicos, laboratoriais e nutricionais. Para isso
o FabC4 foi produzido em sua forma soluvel,
purificado e detectado por dot blot. Ensaios
de imunohistoquimica foram realizados para a
caracterizagao das pacientes e para a deteccao
do FabC4. As andlises de sobrevivéncia
utilizando o modelo de regresséo Log-normal
e Log-Burr Xll mostraram que a radioterapia
adjuvante, a utilizacdo do medicamento
Taxano, a terapia de reposicdo hormonal, as
gestacbes completas, a auséncia de necrose
e a nao realizacdo de mastectomia diminuem
a probabilidade de Obito das pacientes. Ja a
presenca de invasdo vascular sanguinea e
linfatica, do segundo tumor primario na mama
e ndo mamario, a retirada dos linfonodos, a
realizacdo de quimioterapia neoadjuvante, a
idade avancada e a menopausa séo fatores que
contribuem para a morte das pacientes. Quanto
ao FabC4, este apresentou-se como fator
preponderante no modelo proposto. Conclui-
se que a forma de tratamento adotada e os
fatores de risco possuem grande importancia
prognostica no CMTN.

PALAVRAS-CHAVE: Cancer de mama triplo-
negativo.

Imunohistoquimica. Anticorpo

recombinante.  Prognostico. Analise de

sobrevivéncia.
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ABSTRACT: Breast cancer is characterized as a heterogeneous and multifactorial
disease which complexity is translated into different clinical behaviors of its molecular
subtypes, especially those defined as triple-negative (TNBC). Recombinant antibodies
have the ability to recognize the antigenic diversity of malignant cells and, thus, are
promising molecules in the diagnosis and prognosis of this disease. The objective of
the present study was to evaluate the role of the FabC4 antibody fragment in triple-
negative tumors and its correlation with clinical, laboratorial and nutritional data. FabC4
was produced in soluble form, purified and detected by dot blot. Immunohistochemical
assays were performed for characterization of patients and for detection of FabC4.
Survival analyzes using the Log-normal regression and Log-BurrXll showed that
adjuvant radiotherapy, administration of Taxane drug, hormone replacement therapy,
complete pregnancies, not performing mastectomy and the absence of necrosis,
abortion and recurrence of the disease decreased the probability of patients death. The
presence of blood and lymphatic vascular invasion, second primary tumor in breast
and non-breast, the removal of lymph nodes, neoadjuvant chemotherapy, advanced
age, high body mass index and menopause are all factors contributing to patients’
death. The FabC4 was a preponderant factor in the Log-BurrXll model. Therefore, the
treatment strategy adopted and the risk factors are of great prognostic importance in
CMTN.

KEYWORDS: Triple-negative Breast Cancer. Immunohistochemistry. Recombinant
Antibody. Prognostic. Survival Analyzes.

11 INTRODUGCAO

O cancer é a segunda maior causa de mortes nos Estados Unidos, sendo o
cancer de mama (CM) a neoplasia mais comum, apds o cancer de pele nao melanoma,
em mulheres brasileiras (INCA, 2017; SIEGEL et al., 2017). O CM € uma patologia
heterogénea, com caracteristicas morfologicas e clinicas distintas, associadas a sua
diversidade genética, epigenética, alteracdes transcricionais e padroes moleculares
aberrantes (WEIGELT; REIS-FILHO, 2009). Dessa forma, tumores que possuem
a mesma histologia podem apresentar comportamento clinico diverso (GEYER;
MARCHIO; REIS-FILHO, 2009), o que justifica sua classificacdo em subtipos baseados
em sua expressao génica. Esses subgrupos sao definidos com base na presenca do
receptor de estrogénio (ER), do receptor de progesterona (PR) e do receptor tipo 2
do fator de crescimento epidérmico humano (HER2), os quais influenciam na escolha
da terapia. O tumor que nao apresenta a expressao de nenhum desses marcadores
€ chamado de cancer de mama triplo negativo (CMTN), de evolugdo nao definida e
ainda sem terapia especifica disponivel (CRISCITIELLO et al., 2012).

Os CMTNSs representam cerca de 15-20% dos casos diagnosticados (BLOWS
et al., 2010) e, em geral, afeta mulheres jovens com menos de 50 anos e possui
maior prevaléncia em afro-americanas (BAUER et al., 2007). E mais agressivo
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quando comparado aos demais subtipos e apresenta invaséo dos linfonodos ao ser
diagnosticado. Possui prognoéstico ruim e n&o pode ser tratado com terapias hormonais
(SEAL; CHIA, 2010), apenas citotoxica e radioterapia (GOLDHIRSCH et al., 2011).

Uma das alternativas para esses tumores, portanto, inclui a imunoterapia.
Anticorpos monoclonais ja transformaram o tratamento de muitas doengas. Contudo,
muito se tem a desenvolver para novos alvos biolégicos, selecionando e otimizando
suas a¢des. Emum curto periodo, anticorpos monoclonais tornaram-se o foco na terapia
oncogénica (SLIWKOWSKI; MELLMAN, 2013), pois sé&o uma classe de medicamentos
com alta eficacia e menor taxa de eliminacao e toxicidade quando comparados aos
agentes quimioterapicos tradicionais (GLASSMAN; BALTHASAR, 2014).

O crescente numero de anticorpos presentes nos ensaios clinicos sdo moléculas
humanas derivadas da tecnologia de Phage Display ou de camundongos transgénicos
capazes de expressar o repertorio génico das imunoglobulinas. Trata-se de tecnologias
gue oferecem novos caminhos na geracao de anticorpos humanos (CARTER, 2006).
Na ultima década, a tecnologia de Phage Display tem se mostrado uma ferramenta
robusta, versatil e amplamente utilizada na apresentacéo e selecao de fragmentos de
anticorpos e peptideos antibody-like na superficie de fagos que mimetizam a selecao
clonal do sistema imune (ZHAO et al., 2016). Embora exista uma ampla aprovagao
pela FDA de moléculas convencionais de imunoglobulinas, a utilizagdo de anticorpos
engenheirados e de novos peptideos antibody-like tem crescido substancialmente nas
triagens clinicas (SLIWKOWSKI; MELLMAN, 2013).

Dado o potencial dos anticorpos para diagnostico do cancer, Araujo e
colaboradores construiram, por Phage Display, uma biblioteca de anticorpos Fab
recombinantes utilizando o sangue de vinte pacientes com CM. O fragmento de
anticorpo FabC4 conseguiu distinguir a neoplasia maligna das doencas benignas e
do tecido normal com sensibilidade de 70% e especificidade de 62%. Logo, o FabC4,
descrito e caracterizado por nosso grupo de pesquisa, representa um importante
fragmento de anticorpo monoclonal mama especifico com potencial diagnéstico e com
possivel papel terapéutico. O alvo desse anticorpo, determinado por espectrometria
de massa, foi a citoqueratina 10 (CK10), que esta associada com controle do ciclo
celular e funcao estrutural preponderante. Além de sua capacidade de diagnéstico do
CM, o FabC4 apresentou importante valor prognéstico para o CMTN, pois pacientes
positivas apresentaram maior sobrevida da doenca (ARAUJO et al., 2014).

Portanto, avaliar o papel do anticorpo FabC4 no cancer de mama triplo-negativo
€ de suma importancia para determinar sua capacidade diagnéstica e prognéstica
nesse subtipo. Sendo assim, o presente trabalho visa determinar o papel do fragmento
de anticorpo FabC4 em tumores triplo-negativos e sua correlagdo com dados clinicos,
laboratoriais e nutricionais. Além disso, objetiva-se correlacionar esses dados com o
tempo de sobrevida das pacientes diagnosticadas com CMTN.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1 Grupo de Estudo

Foram utilizadas para esse estudo 34 mulheres diagnosticadas com CMTN,
cujos laudos dos exames anatomopatoldgicos fornecidos pelo Hospital de Clinicas da
UFU e Hospital AC Camargo Cancer Center em Sao Paulo. As neoplasias malignas
da mama foram classificadas de acordo com a sexta edicao do Sistema TNM, da
American Joint Comittee on Cancer (AJCC) (GREENE et al., 2002) e esse estudo
retrospectivo foi aprovado pelo Comité de Etica institucional. O CMTN foi confirmado
por ensaios de imunohistoquimica rotineiramente realizados no departamento de
patologia. Marcacbes para ER e PR inferior a 1% foram consideradas negativas ao
passo que pacientes HER2- incluiram aquelas sem marcag¢ao e/ou amplificagdo para
HER2 confirmadas.

Quanto as caracteristicas das pacientes, treze delas tinham idade inferior a 40
anos, dezenove tinham entre 40 e 60 e duas estavam acima dos 60 anos. Vinte e quatro
mulheres estavam na pré-menopausa e dez menopausadas. Seis ja haviam utilizado a
terapia de reposicao hormonal (TRH) enquanto que vinte e nove néo utilizaram. Com
relacdo ao indice de massa corporea (IMC), dezesseis pacientes possuiam um indice
menor que 25, onze delas estavam entre 25 e 29,9, e sete apresentavam um indice
maior que 30. Dez mulheres nao geraram filhos e vinte e quatro geraram, além disso,
sete sofreram abortos enquanto que vinte e sete nao.

O tipo de cirurgia realizada em vinte e cinco pacientes foi mastectomia e nove
realizaram cirurgia de setor. Vinte e oito sofreram necrose e seis ndo, duas tiveram
invasao vascular sanguinea (IVS) e oito tiveram invasao vascular linfatica (IVL). Das
pacientes, vinte e trés realizaram esvaziamento axilar e onze n&o, vinte e quatro fizeram
radioterapia adjuvante e dez n&o, treze utilizaram a quimioterapia neoadjuvante e
as demais nao, e apenas trés pacientes nao fizeram uso de taxano. Onze mulheres
sofreram recidivas enquanto vinte e trés n&o, duas pacientes tiveram segundo tumor
primario de mama e uma descobriu um segundo tumor primario ndo mamario.

2.2 Producao de Fab na forma soluvel

Para a producéao soluvel do anticorpo recombinante FabC4, 2,0uL do clone foram
inoculados em 5mL de meio SB (peptona de caseina 3,0% p/v; extrato de levedura
2,0% p/v e MOPS 1,0% p/v; pH=7,0) contendo 50ug/mL de carbenicilina e 2% de
glicose e crescidos durante a noite sob agitacéo a 37°C. O sobrenadante de cultura foi
transferido para um novo recipiente e armazenado a 4°C até ser purificado.

2.3 Purificacao do Fab e ensaio de dot blot

Para a purificacao foi utilizada a coluna HisTrap (GE Healthcare) e o sobrenadante
de cultura diluido em tampéo fosfato e solucdo de imidazol para uma concentracéo
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final de 40mM, ajustado o pH=7.4. O protocolo utilizado seguiu as recomendac¢des do
fabricante.

Para o dot blotforam pipetados 5 mL do purificado em membrana de nitrocelulose
0,22 mm (Hybond ECL, Amersham Biosciences) e deixados secar a temperatura
ambiente. Em seguida, a membrana foi bloqueada com uma solucao de BSA 3% em
PBS 1x diluido a partir de solucao estoque de PBS 10x (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM,
Na,HPO,12mM e KH,PO, 1,2 mM, pH 7,4) e incubada a temperatura ambiente durante
1 hora. A membrana foi lavada, rapidamente, por 3 vezes com PBST (Tween) 0,05%,
imersa em uma solugdo contendo o anticorpo anti-HA conjugado com peroxidase
(Sigma) (diluido 1:5.000 em BSA 3%) e incubada durante 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo. O ensaio foi revelado com o substrato DAB (Sigma Fast™
DAB). Para parar a reacéo, a membrana foi lavada em agua destilada.

2.4 Imunohistoquimica para deteccao do FabC4

Apos purificacdo do FabC4, sua afinidade de ligacao ao tecido mamario foi
verificada por imunohistoquimica. Os cortes foram desparafinizados em banho de xilol
a 110°C e hidratados em alcool etilico nas concentracées decrescentes de 100%,
80%, 50%. Posteriormente as sec¢des foram incubadas com perdxido de hidrogénio
3% por trés vezes de 5 minutos para bloqueio da peroxidase enddgena.

Para a recuperacéo antigénica, as laminas foram imersas em tampao citrato de
sodio (1M, pH 6,0) a 95°C durante 35 minutos e em seguida incubadas com PBS-BSA
10% durante 30 minutos a temperatura ambiente para bloqueio de sitios inespecificos.
O FabC4 purificado foi entdo adicionado aos cortes previamente lavados com PBS,
e incubado overnight a 4°C. A ligacdo do fragmento de anticorpo ao antigeno foi
verificada pela incubagéo com o anticorpo anti-HA conjugado com peroxidase (Sigma-
Aldrich) diluido no tampé&o (Novocastra IHC Diluent) na propor¢cao de 1:200.

AplOs esta etapa, para realcar a marcacdo da peroxidade as laminas foram
incubadas com o reagente Advance HRP Enzyme (Dako) a 37° C durante 30 minutos
e a deteccéo realizada com DAB liquido (3-3’ —diaminobenzidine tetrahydrochloride,
Dako cbdigo K3468). As laminas foram contracoradas com Hematoxilina de Mayer
durante 30 segundos e, por fim, os cortes foram desidratados com alcool etilico e
diafanizadas em xilol.

2.5 Leitura dos resultados e analises estatisticas

A intensidade e a area da marcacdo foram quantificadas pelo equipamento
ACIS (Dako) do Hospital AC Camargo, Sao Paulo utilizando o sistema HistoQuant™
(3DHistech™ Budapeste, Hungria). A intensidade da coloracéo e a area da marcacéao
de cada paciente foram avaliadas em ftriplicata, considerando trés regides diferentes
de cada spot.

Para as andlises estatisticas foi utilizado o software R versdo i386 3.3.2. Foi

Ciéncias da Saude 2 Capitulo 21




calculada a sobrevida global (OS) através da regressao log-normal utilizando como
end-point a morte da paciente por CM em um follow up de cerca de 10 anos. Para
a analise das 25 pacientes marcadas para o FabC4, foi utilizado o modelo Log-
Burr XII (HASHIMOTO et al, 2012). As variaveis: idade, indice de massa corpérea
(IMC), menopausa, terapia de reposicao hormonal (TRH), gestacdes, aborto, cirurgia,
esvaziamento axilar (EA), invasdo vascular sanguinea (IVS), necrose, radioterapia
(RT) adjuvante, invaséo vascular linfatica (IVL), quimioterapia neoadjuvante, recidiva,
uso de taxano, segundo tumor primario na mama e segundo tumor primario néo
mamario foram utilizadas nas analises de regressao log-normal. Foram considerados
significantes valores de p<0,05.

31 RESULTADOS

3.1 Regressao log-normal

Quanto as caracteristicas patologicas, a IVS foi o parametro nitidamente mais
relevante na sobrevida das pacientes, de modo que aquelas com invasao de vasos
sanguineos apresentaram 207,289% de chance de morrer pela doenca. Ja a IVL
contribuiu em torno de 30% para o pior prognostico. A auséncia do segundo tumor
primario, seja mamario ou nao, diminuiu a chance de morte em cerca de 85% e a
auséncia de necrose diminuiu em 20,972% a probabilidade de Obito (Tabela 1).

Considerando a estratégia de tratamento dessas pacientes, pacientes néo
submetidas a mastectomia apresentaram uma chance 25,458% menor de falecer,
assim como as que nao realizaram esvaziamento axilar também exibiram menor
risco de morte (21,589%). A realizacdo de radioterapia adjuvante e o0 uso de taxano
diminuiram o risco em 31,944 e 29,685%, respectivamente. Finalmente, aquelas
pacientes que realizaram quimioterapia neoadjuvante exibiram uma chance de 06bito
de 47,09% (Tabela 1).

Fatores considerados de risco também influenciaram na sobrevida das
pacientes. Parametros como idade avancada, menopausa e IMC contribuiam com
34,796%, 31,539% e 10,326%, respectivamente, para um pior progndstico. Por fim,
as pacientes que realizaram a TRH apresentaram melhor prognoéstico e, para aquelas
que tiveram gestacGes completas e ndo sofreram abortos, a probabilidade de vir a
Obito foi respectivamente 26,435 e 15,757% menor. Todos os valores apresentaram
p<0,005 (Tabela 1).
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Grupo Parametro Estimativa Erro padrao z Pr>z Probabilidade

Intercept 9.715763 0.8417  11.54271  8.04e-31
Necrose -0.235374 01205  -1.81792 6.91e02  20,972%
Invas&o vascular 1.122620 0.2730 411192 3.926-05  207,289%
. Invas&o linfatica 0.312455 0.1626 192144 547602  36,678%
g’ Recidiva -0.096295 0.1455  -0.66181  5.08e-01 9,1804%
o 2rumorprimariona 4 237798 02759  -6.20955 2.99e¢-10  82,409%

mama
27Wmor primario ndo 5 441975 04516  -467699  2.916-06 87,9%
mamario

Taxano -0.351480 02276  -1.54417  1.23e-01 29,685%
% S:g;('j‘iltj‘f/r:rf’t': 0.385900 0.1837 210072  3.57e-02  47,094%
£ Radioterapia -0.384835 01155  -3.33270 8.60e-04  31,944%
£ Cirurgia -0.293810 0.1576  -1.86455 6.22e-02  25,458%
Esvaziamento axilar -0.243203 0.2246 -1.08268  2.79e-01 21,589%
IMC -0.108989 00773  -1.41009  1.59e-01 10,326%
8 Idade 0.298590 0.1270 235079  1.87e-02  34,796%
g Menopausa 0.274136 0.1759 155872  1.19e-01 31,539%
8 Gestacdes 0.234557 0.1276 1.83835  6.60e-02  26,435%
§ Aborto -0.171466 01286  -1.33297  1.83e-01 15,757%
Reposicéo -0.106774 0.1891 -0.56458  5.72e-01 10,127%

Tabela 1. Estimativa de sobrevivéncia das pacientes com Cancer de Mama triplo-negativo
utilizando modelo de regressao log-normal

3.2 Perfil clinico do anticorpo recombinante FabC4

O anticorpo FabC4 demonstrou marcacgéo especifica para as células neopléasicas,
nao reconhecendo o estroma nem linfécitos presentes no microambiente tumoral
(Figura 1A).
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Figura 1. Ensaio de imunohistoquimica utilizando o anticorpo recombinante FabC4. (A) Tecido
mamario diagnosticado com tumor triplo-negativo. (B) Controle do ensaio de imunohistoquimica.

As pacientes que néo apresentaram IVS e o 2° tumor primario ndo mamario
apresentaram tempo médio de sobrevivéncia de 15 e 14 vezes maior, respectivamente,
em relacdo ao grupo que apresentou (Tabela 2).

Parametro Estimativa Erro padrao Valor p RR; IC,,..( RR)
k 9.2869 0.0023 0.0001 - -
o 0.2471 0.0998 0.0211 - -
B, 2.7794 0.6735 0.0004 - -
FabC4 -0.0241 0.2403 0.9211 0.9762 (0.5937; 1.6049)
Invaséo vascular 2.7794 0.6736 0.0004 16.1093 (3.9988; 64.8904)
Invaséo linfatica 0.4787 0.2890 0.1113 1.6140 (0.8876; 2.9346)
Radioterapia adjuvante 0.0507 0.2426 0.8364 1.1520 (0.6368; 1.7377)
2° tumor primario ndo mamario 2.7502 0.0130 <0.0001 15.6457 (15.2289; 16.0723)

Tabela 2. Modelo Log-Burr Xll para pacientes com cancer de mama triplo-negativo.

4 | DISCUSSAO

O tumor triplo-negativo é um dos subtipos do CM que apresenta maior
agressividade que comumente afeta mulheres mais jovens e afro-americanas, esta
relacionado com mutagcdes no gene BRCA1 e apresenta pior sobrevida global. Quanto
ao tratamento, a terapia citotoxica é uma das formas mais utilizadas, pois esse
subtipo ndo responde significativamente as terapias hormonais e/ou pelos anticorpos
rotineiramente utilizados, pois ndo expressa os receptores hormonais e/ou ndo possui
expressao significativa de HER2 (HURVITZ; MEAD, 2015). Patologicamente, séo
tumores caracterizados por um fenétipo extremamente heterogéneo, com alto grau,
histologia ndo especifica, altas taxas de mitose, baixa formacao de tabulos e grau de
pleomorfismo nuclear bem caracteristico (PALMA et al., 2015).

A presenca de necrose em tecidos tumorais tem sido considerada um marcador
de agressividade (KOMORI et al., 2013) e esta associada a caracteristicas patolégicas
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de alto risco como invasdo vascular, estagio avancado e elevado grau do tumor
(RICHARDS et al., 2012), como ja descrito em tumores uroteliais, colorretais e em
melanoma cutaneo (LADSTEIN et al., 2012). Também, em nosso trabalho, a auséncia
de necrose foi associada a um melhor progndstico.

Além disso, pacientes com IVS ou IVL apresentaram maior probabilidade de obito.
A invasao dos vasos linfaticos e sanguineos pelas células tumorais esta associada ao
processo de metastase do tumor, seja para linfonodos ou para 6rgaos distantes do
sitio inicial da doenca, o que se traduz em um pior prognéstico. Essa realidade clinica
desfavoravel é caracteristica em mulheres com CMTN, pois esse subtipo apresenta
alta densidade de vasos linfaticos comprometidos pelas células tumorais (LIU et al.,
2016; PISTELLI et al., 2013).

Nesse contexto, a recidiva da doenca é uma situacdo associada ao CMTN e,
conforme nossos dados, apresenta impacto negativo na sobrevida das pacientes. Os
resultados sdo consonantes com outros trabalhos, em que a ocorréncia de recidiva
distante afetou significativamente a sobrevida global decorrente do CM (SOPIK et
al., 2016; VAN ROOZENDAAL et al., 2016). Ainda nossos dados demonstram que
as pacientes que possuiam um segundo tumor primario, seja de mama ou nao,
apresentaram menor sobrevida global.

De fato, mulheres com CMTN apéds recorréncia tendem a apresentar maior
mortalidade que os outros subtipos e a auséncia de terapias mais especificas pode
contribuir para esse realidade (WU et al., 2016). A quimioterapia e radioterapia sao
as estratégias amplamente utilizadas para o tratamento dessas pacientes as quais,
conforme nossos dados, contribuiram diretamente para sua sobrevida.

Uma das classes de medicamentos utilizada na quimioterapia sao os taxanos,
conhecidamente associados a uma maior sobrevida em pacientes com resposta
patologica completa (RPC). Dentre os subtipos do CM, o TN é aquele que apresenta
maior quimiossensibilidade e maiores taxas de RPC, sobretudo nos casos em que o
taxano é utilizado (MUSTACCHI; DE LAURENTIIS, 2015). Este é associado a menor
risco de recidivas e de morte por CM (KONTANI et al., 2014) e nossas analises de
sobrevivéncia também evidenciaram essa eficacia.

Quanto a quimioterapia neoadjuvante, nossos dados a associaram a uma menor
chance de sobrevivéncia das pacientes. No entanto, essa forma de tratamento é
empregada, em especial, no caso de tumores agressivos e em estagios avancados,
0 que pode explicar sua influéncia negativa na sobrevida das pacientes. Nesse
cenario, quando a RPC néo € alcancada, ha alto risco de recidiva. De fato, pacientes
com tumor metastatico com RPC e quimiossensibilidade possuem menor sobrevida
(MUSTACCHI; DE LAURENTIIS, 2015).

Outra estratégia terapéutica contra o CMTN é a RT adjuvante e nossos dados
demonstraram que quando utilizada, aumenta as chances de sobrevivéncia. A utilizagao
dessa terapia tem sido demonstrada como benéfica ao aumentar a sobrevida das
pacientes TN com tumores de risco alto e intermediario. Para as que nao utilizaram
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RT o intervalo de sobrevida livre de doenca foi menor. Além disso, a presencga de IVL
foi associada com um maior risco de recorréncia loco-regional (CHEN et al., 2013).
Em outro estudo a RT possibilitou um aumento na sobrevida livre de recorréncia loco-
regional em pacientes com CMTN, independentemente do tipo de cirurgia recebida
durante o inicio do tratamento da doenca (WU et al., 2016).

Considerando a estratégia cirurgica como forma de tratamento, nossas analises
indicaram que as pacientes que realizaram mastectomia apresentaram menor chance
de sobrevivéncia. Essa cirurgia € associada a reincidéncia da doenca, além de
apresentarem pior prognostico (CINKAYA; AKIN; SENGUL, 2016; LOWERY et al.,
2012). De fato, a cirurgia conservadora da mama (CCM) associada a radioterapia
apresenta melhores taxas de sobrevivéncia (AGARWAL et al., 2014; KURIAN et al.,
2014), corroborando com nossos resultados.

O esvaziamento axilar (EA) esta associado com a mortalidade a curto e longo
prazo e também com a menor qualidade de vida (ASHIKAGA et al., 2010; LOPEZ
PENHA et al., 2014). No entanto, um melhor prognéstico também tem sido associado
ao EA (LI et al., 2016; YOUSSEF et al., 2016). Em nosso estudo, as pacientes que
nao o realizaram apresentaram maior probabilidade de falecer, 0 que evidencia a
importancia desse procedimento para o prognostico das mulheres com CMTN.

Entre os fatores que contribuem para o aumento do risco de desenvolvimento do
CM estao o indice de massa corporal (IMC), idade, status da menopausa, nuliparidade
e utilizacédo de TRH (MCPHERSON; STEEL; DIXON, 2000). Nossos dados mostraram
gue esses fatores de risco exercem influéncia, seja positiva ou negativa, no tempo de
sobrevivéncia das pacientes como ja demonstrado anteriormente (LEE; OH, 2014;
OBl et al., 2016; ZHU et al., 2015).

Nosso estudo também mostrou que pacientes com IMC menores apresentaram
um progndéstico melhor em relagcado aquelas com o indice elevado. Alguns trabalhos
descrevem a existéncia de correlagédo entre obesidade e menor sobrevida de mulheres
com CM, seja em fase de pré-menopausa ou poés-menopausa (BAO et al., 2016;
CHAN et al., 2014). O mecanismo de atuacao da obesidade na reduc¢ao da sobrevida
em mulheres com CMTN ainda nao é claro, no entanto, diferentes aspectos podem
contribuir para o quadro. A secrecédo de proteinas como leptina e adiponectina pelo
tecido adiposo, associadas com a proliferacdo, apoptose e/ou migracéo das células
tumorais mamarias (OH et al., 2011) podem contribuir para o pior progndstico dessas
pacientes. Essa menor sobrevida também pode estar relacionada ao surgimento de
outras enfermidades decorrentes do excesso de peso, como diabetes e doencas
cardiovasculares (SWEDE et al., 2016). Ao mesmo tempo, pode ocorrer subdosagem
no tratamento dessas pacientes, pois pacientes com sobrepeso e obesas recebem
doses limitadas da terapia, uma vez que estas nao se baseiam em seu peso corporal
real e sim na dose limite de seguranca (GRIGGS et al., 2012). Considerando que,
conforme descrito nos resultados, o uso de Taxano também diminui as chances
de morte, a relacdo entre obesidade e subdosagem contribui para o aumento da
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mortalidade gerando um prognostico desfavoravel nessas pacientes, tanto associado
ao fator de risco, quanto ao sub-tratamento quimioterapico recebido.

Aidade avancada, um dos fatores de risco mais bem caracterizados para o CM,
apresentou valor prognéstico negativo no nosso grupo de pacientes triplo-negativas.
Outro estudo descreveu resultados muito semelhantes, em que pacientes com
CMTN e idade elevada apresentaram maior indice de mortalidade e menor tempo de
sobrevida (ZHU et al., 2015). Ainda que mulheres jovens apresentem uma doenca
mais agressiva que se traduz em menor tempo de vida, pacientes idosas, mesmo
com tumores que tendem a ser menos agressivos, podem desenvolver comorbidades
debilitantes a saude. Nesse cenario, a estratégia de tratamento também pode contribuir
para a sobrevivéncia (ACEVEDO; CAMUS; SANCHEZ, 2015). Como o CMTN né&o
conta com tratamentos especificos, utiliza-se a quimioterapia como terapia sistémica e
cirurgia e radioterapia como formas de terapia local para combater a doenca (KUMAR;
AGGARWAL, 2016). Contudo, as pacientes idosas sdo menos propensas a receber
terapia local por riscos de complicacbes pOs operatérias e por sua condicéo fisica
possivelmente debilitada (LAVELLE et al., 2014; ROCCO et al., 2013). Além disso,
as preferéncias pessoais também sao relevantes pois, mesmo com recomendacao
médica, muitas pacientes idosas tendem a recusar a radioterapia e a quimioterapia
(ZHU et al.,, 2015). Essa realidade compromete a taxa de sobrevida conforme
demonstrado em nossos resultados.

O status da menopausa é um fator cujo papel prognostico ainda é contraditorio.
Mulheres menopausadas no diagnostico, conforme nossas analises, possuiram
menores chances de sobrevivéncia, o que foi também identificado por outros trabalhos
(MAKANJUOLA; POPOOLA; OLUDARA, 2014). Por outro lado, pacientes com CM
bilateral na pré-menopausa foram também descritas como associadas a menor taxa
de sobrevida e tumores mais agressivos (CHOLLET-HINTON et al., 2016).

Nossos resultados demonstraram que a gestacado influenciou positivamente
na sobrevivéncia das pacientes. Mulheres que geraram filhos apresentaram menor
probabilidade de Obito em relacdo as nuliparas. A gravidez tem sido associada a
maior sobrevida global e especifica para 0 CM em mulheres na pré-menopausa,
independentemente da idade da paciente no momento da primeira gestacao e que
pode aumentar a sobrevivéncia das pacientes em 10 anos (LEE; OH, 2014; WARREN
ANDERSEN et al., 2011). A gravidez induz altera¢gdes hormonais no organismo, gera
mudancas no tecido epitelial mamario e modificagcdes na remodelagem da cromatina
e expressao génica na mama. Assim, o perfil génico encontrado em mulheres que
geraram filhos é diferente das demais (ASZTALOS et al., 2010). A auséncia de
maturacdo da mama, que ocorre durante a gravidez, também pode explicar o papel
negativo da nuliparidade na sobrevivéncia das pacientes (SLAOUI et al., 2016).

N&o sao descritas associagdes entre 0 aborto e as caracteristicas do CM, como
grau do tumor, estagio, expressao dos receptores hormonais e sobrevida de pacientes
(JIA et al., 2015). Entretanto, observamos que as mulheres com CMTN que sofreram
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abortos apresentaram maior sobrevida que aquelas que néo o fizeram.

Finalmente, avaliamos o papel da TRH no prognéstico de pacientes com
CMTN. A TRH é uma das formas de tratamento mais eficazes para os sintomas da
menopausa, no entanto é correlacionada ao aumento do risco de desenvolvimento
do CM (CHLEBOWSKI; ANDERSON, 2015; BARNABEI et al., 2005). Ainda, elevadas
taxas de mortalidade tém sido verificadas em mulheres com CM que utilizaram a
terapia. A utilizacéo de estrogénio e progestina, além de aumentar a incidéncia do CM,
interfere na detec¢do da doenca, pois relaciona-se ao aumento da densidade da mama,
o que dificulta diagnéstico do tumor (POCOBELLI et al., 2014). Por esses motivos, 0
TRH € um importante objeto de estudo na avaliacéo de seu impacto na sobrevida das
mulheres com CM, uma vez que os resultados permanecem controversos. Em nosso
estudo a utilizacdo de TRH reduziu a probabilidade de 6bito das pacientes, o que ja
foi descrito em outros estudos, 0os quais ndo encontraram associacdo entre o uso de
estrogénio e o risco de CM fatal, relacionando a TRH a um progndstico favoravel sem
aumento na mortalidade e menor incidéncia de metéstases e recidivas (BIESHEUVEL
et al., 2011; REDING et al., 2011).

Apesar de inUmeros aspectos rotineiramente utilizados na avaliagao e tratamento
do CMTN, torna-se necessaria a busca de novos marcadores, sobretudo prognosticos
e preditivos, uma vez que indicardo a evolugao clinica das pacientes (MENKE et al,
2000) e auxiliardao no direcionamento de terapias mais eficazes (GULBEN et al, 2007).

Para o cancer de mama estéo disponiveis poucos biomarcadores prognosticos
e preditivos (GEYER; MARCHIO; REIS-FILHO, 2009), porém muitos trabalhos estao
investigando possiveis moléculas com essa capacidade (SANA; MALIK, 2015). Uma
destas € a CSPG4, uma proteoglicana presente na superficie celular e expressa em
diferentes tipos de tumores, incluindo o CMTN, promovendo a proliferagdo, sintese
proteica, crescimento, metastases e angiogénese (WANG et al., 2010). O anticorpo
monoclonal CSPG4-especifico vem sendo estudado como um biomarcador diagnoéstico
e possivelmente terapéutico, uma vez que consegue inibir vias de sinalizacao
extremamente importantes para o desenvolvimento do CMTN (CATTARUZZA et al.,
2013). A enzima Cox-2, que converte acido araquidbnico a prostaglandinas e cuja
expressao esta alterada em alguns casos de CM também vem sendo investigada, uma
vez que pode ser utilizada como marcador de resposta a quimioterapia neoadjuvante
(YADAV; CHANANA; JHAMB, 2015). Além disso, estarelacionada a um pior prognostico,
invasao tumoral e metastase (HUGO et al., 2015). Por fim, a alta expressao de integrina
av36 também esta associada a um pior progndstico ao promover a invasao e migracao
celular resultando em metastases (LIU et al., 2017). Nesse cenario, novas abordagens
biotecnoldgicas vém se destacando, como a tecnologia de Phage Display, uma vez
que permite caracterizar novas e promissoras moléculas.

O Phage Display € um método econémico e altamente eficiente que possibilita a
selecao de peptideos longos, curtos, lineares ou ciclicos simples, além de identificar
ligantes mesmo sem conhecimento prévio sobre qual é seu receptor na célula. Através
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dessa metodologia varios anticorpos e peptideos com valor diagnéstico, prognoéstico
e terapéutico tém sido identificados para diversos tipos de tumores (LIU et al., 2017).
O fragmento de anticorpo FabC4 foi selecionado utilizando o Phage Display e foi
associado a tumores mais agressivos e considerado um bom biomarcador prognéstico
no CMTN (ARAUJO et al., 2014). A marcacdo FabC4 foi essencial para o ajuste do
modelo de sobrevida utilizada nesse estudo, o que sugere seu papel importante na
avaliagdo clinica das pacientes. Dessa forma torna-se evidente a necessidade de
mais estudos para avaliar e determinar o papel do anticorpo nos tumores de mama,
em especial nos triplo-negativos, que apresentam maior agressividade e que ainda
apresentam poucas opc¢des quimioterapicas eficazes.

51 CONCLUSAO

Nosso estudo avaliou a importancia de diferentes aspectos clinicos, patoldgicos
e fatores de risco na sobrevida de pacientes com CMTN. As variaveis RT adjuvante,
utilizacdo do medicamento Taxano, TRH, auséncia de necrose e ndo realizagcéo de
mastectomia diminuiram a probabilidade de 6bito das pacientes. Ja a presenca do
segundo tumor primario na mama e nao mamario, a IVS e IVL, a retirada dos linfonodos,
a realizacdo de quimioterapia neoadjuvante, a idade avancada e a menopausa séao
fatores que contribuiram para a morte das pacientes. O anticorpo FabC4 apresentou-
se como variavel modificadora de efeito. Sendo assim, a forma de tratamento adotada
e os fatores de risco possuem grande importéancia prognostica no CMTN. No entanto,
novos estudos sdo necessarios para melhor compreendermos o papel do anticorpo
FabC4, além de validarmos novos biomarcadores para o tratamento de casos de
CMTN.
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