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RESUMO

Raimundo LG. Homocisteina e cisteina séricas como marcadores epigenéticos
de progndstico e preditivos de resposta em tumores de mamas [Dissertacao].
Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2013.

O cancer de mama € a principal causa de mortalidade por cancer entre as
mulheres. Alguns biomarcadores e caracteristicas clinicas sdo utilizados para
avaliar o prognostico e prever a resposta a uma série de abordagens
terapéuticas. A Homocisteina é conhecida como um fator de risco para doenca
vascular aterosclerotica, mas sua participacdo na biologia do cancer ainda é
incerta. Cisteina € o aminoacido sulfurado derivado da Homocisteina no ciclo
da Metionina. Este ciclo metabdlico origina as bases nitrogenadas e também
determina o nivel de metilagdo da molécula de DNA. E atualmente reconhecido
que a hipometilacdo global do genoma € um evento chave na transformacéo
maligna das células. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis séricos de
homocisteina e cisteina como biomarcadores de sobrevida e de progressdo da
doenca em cancer de mama. Também foi avaliado o efeito de um curso de
curta duracdo (um meés) de tratamento hormonal sobre os niveis de
Homocisteina, Cisteina e metilacdo do DNA. Amostras de sangue foram
obtidos por ocasido da bidpsia inicial (pré-tratamento) em todas as pacientes e,
de tumor e de tecido normal adjacente, ao diagndstico eem um més apos, para
as pacientes que receberam o regime hormonal neo-adjuvante (pré-operatorio).
Todas as pacientes eram mulheres na pés-menopausa, com tumores de mama
ressecaveis, acompanhadas em dois hospitais publicos, que consentiram em
participar de outros dois protocolos de pesquisa prévios. Homocisteina e
Cisteina foram analisadas por HPLC e a metilacdo global do DNA do tecido foi
determinada por meio da técnica de MSRE (Methylation-Sensitive Restriction
Enzyme). Foi observada uma diferenca significativa entre os niveis pré e pos-
tratamento de Homocisteina e Cisteina em tumores avancados, sugerindo um
papel prognostico em pacientes com caracteristicas clinicas reservadas. As
variacbes nos niveis de Homocisteina se mostraram significativamente
correlacionadas com a sobrevida livre de doenca. O modelo de risco
proporcional de Cox demonstrou que os niveis de homocisteina e o status dos
linfonodos representaram fatores progndsticos independentes em termos de
sobrevida livre de doenca. Embora mais estudos sejam necesséarios para
confirmar estes resultados, nossa pesquisa sugere que a Homocisteina pode
ser usada como um biomarcador de progndstico para cancer de mama.

Descritores: Oncologia; Neoplasias da mama; Biologia Molecular; Epigénese
genéticalfisiologia; Repressdo epigenética; Metilacdo de DNA; Prognostico;
Andlise de sobrevida; Marcadores biolégicos de tumor; Homocisteina; Cisteina;
Receptor alfa de estrogénio; Tamoxifeno; Anastrozol



ABSTRACT

Raimundo LG. Serum homocysteine and cysteine as epigenetic markers of
prognosis and prediction of response in breast tumors [dissertation]. S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2013.

Breast cancer is the leading cause of cancer mortality among women. Some
biomarkers and clinical features are used to evaluate prognosis and to predict
response to a range of therapeutic approaches. Homocysteine is well known as
a risk factor in atherosclerotic vascular diseases, but its participation in cancer
biology is still unclear. Cysteine is a sulfur amino acid derived from
Homocysteine in the Methionine cycle. This metabolic cycle originates the
nitrogenous bases and determines the methylation level of the DNA molecule
as well. It is currently recognized that the global hipomethylation of the genome
is a key event in the malign transformation of cells. The aim of this study was to
evaluate serum Homocysteine and Cysteine as biomarkers of survival and
disease progression in breast tumor, as well as the methylation status of tumor
and normal tissues. The effect of a short course (one month) of hormonal
treatment on Homocysteine, Cysteine and DNA methylation levels was also
evaluated. Blood samples were collected during the initial biopsy (pre-
treatment) in all patients and, tumor samples and normal adjacent tissue, at
diagnosis and one month after, for the patients that received neo-adjuvant
hormonal regimen (pre-treatment). All patients were post-menopausal women,
with resectable breast tumors, followed at two public hospitals, and that had
consented to participate in two previous research protocols related to their
disease. Serum Homocysteine and Cysteine were analyzed by HPLC and
tissue global DNA methylation was determined by the MSRE (Methylation-
Sensitive Restriction Enzyme) technique. A significant difference was observed
between pre- and post-treatment levels of Homocysteine and Cysteine in
advanced tumors, suggesting a prognostic role in patients with poor clinical
characteristics. Variations in Homocysteine levels were significantly correlated
with disease free survival. Cox proportional risk model demonstrated that nodal
status and Homocysteine levels were independent prognostic factors for
Disease Free Survival. Although more studies are needed to confirm these
results, our research suggests that Homocysteine might be used as a
prognostic biomarker for breast cancer.

Descriptors: Medical oncology; Breast neoplasms; Molecular biology;
Epigenesis, genetics/physiology; Epigenetic repression; DNA methylation;
Tumor markers, biological; Survival analysis; Prognosis; Homocysteine;
Cysteine; Estrogen receptor alpha; Tamoxifen; Anastrozole
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1. INTRODUCAO

Até meados do século passado, o cancer de mama era tratado,
sobretudo com cirurgias extensas, com pouca evolucdo em relacdo a
mastectomia introduzida por Halsted no final do século XIX.

Durante anos acreditava-se que a cura do cancer de mama dependia da
habilidade do cirurgido e que a doenca avancava seguindo uma trajetoria
anatbmica: das mamas para os linfonodos axilares e dai para 6rgaos a
distancia.

Posteriormente, houve a compreenséo de que o cancer de mama é uma
doenca sistémica e que nem todas as pacientes deveriam ser tratadas da
mesma maneira. Cirurgias radicais determinavam muito mais morbidade que
beneficio clinico para uma parcela consideravel das pacientes.

O melhor entendimento dos fatores progndsticos, sobretudo os
relacionados a extensdo da doenca primaria, levaram a uma sistematizacao
das condutas a serem tomadas diante dos casos da doencga. Entre eles,
podemos destacar o tamanho do tumor, o numero de linfonodos
comprometidos e comprometimento de Orgdos a distancia. Estes fatores
consagrados foram a base do sistema de classificacdo ou estadiamento clinico
dos tumores, a partir do qual os médicos comecaram a se basear para
tomarem suas condutas e as pesquisas clinicas passaram a ser organizadas.

Paralelamente ao emprego de cirurgias mais conservadoras, novas
modalidades terapéuticas, adjuvantes ao tratamento definitivo, passaram a ser
empregadas. Podemos citar, como exemplos, o tratamento quimioterapico
adjuvante (com o objetivo de eliminar as células tumorais circulantes que néo
estdo ao alcance da abordagem cirurgica) e a radioterapia local (para eliminar
pequenos focos da doenca que possam ter sobrado no sitio operatério). Ainda
em relagcdo ao cancer de mama, outro tratamento adjuvante ganhou destaque
por reduzir significativamente as taxas de recidiva da doenga e mesmo diminuir
consideravelmente a sua mortalidade. Trata-se da terapia hormonal,
modalidade na qual drogas que inibem a acédo do estrogénio sobre as células

mamarias transformadas sdo empregadas. O Tamoxifeno foi o grande



protagonista desta revolugéo e foi seguido pelos inibidores de aromatase, que
melhoraram, ainda mais, os desfechos clinicos desta doenca entre as mulheres
na pés-menopausa (a grande maioria dos casos da doenca aparece neste
periodo da vida das pacientes).

Diante das varias opc¢des de regimes terapéuticos, os médicos passaram
gradualmente a individualizar, cada vez mais, suas decisbes diante das
pacientes. Boa parte deste processo requer a avaliacao de fatores prognoésticos
e preditivos de resposta terapéutica. Estes fatores sédo caracteristicas medidas
objetivamente nos tumores ou, até mesmo, nos proprios pacientes. Com
relacdo aos fatores prognosticos, estes predizem a sobrevida livre de doenca e
sobrevida global independentemente do tratamento. J& os fatores preditivos
estdo relacionados a resisténcia ou sensibilidade dos tumores a uma
determinada medicacdo. De uma maneira geral, os fatores progndsticos
ajudam na elaboracao do plano terapéutico, com a escolha das modalidades a
serem empregadas enquanto que os fatores preditivos auxiliam na escolha de
um agente terapéutico especifico.

Gracas a utilizagdo de metodologias moleculares o cancer de mama
passou a ser mais bem compreendido enquanto um grupo de doencas
relacionadas, mas ndo homogéneas. A determinacdo dos perfis moleculares
permitiu uma reclassificacdo dos tumores de mama baseada na diferenca de
expressao génica entre estes tipos, com relevancia prognostica. No entanto, os
ensaios baseados nestas metodologias ainda ndo foram testados
adequadamente em estudos prospectivos e sdo inacessiveis a parcela
consideravel das pacientes, devido ao custo e a complexidade das tecnologias
empregadas.

Portanto, ainda existem oportunidades de melhoria na conducgéo das
pacientes com cancer de mama, e fatores prognosticos e preditivos,
amplamente disponiveis, podem ajudar na tomada de decisao clinica.

Diante deste panorama, nos dispusemos a investigar a relevancia de
dois biomarcadores cuja determinacdo encontra-se amplamente acessivel nos
servicos de saude: a Homocisteina e a Cisteina. A Homocisteina ja €
amplamente conhecida como marcador de risco cardiovascular. A Cisteina é

derivada da Homocisteina no ciclo da Metionina. A sintese de bases



nitrogenadas e todas as reacdes de metilagdo intracelulares, incluindo a
metilacio do DNA, estdo atreladas ao metabolismo destes aminoacidos. A
metilacdo do acido nucléico é uma das modificacbes covalentes do DNA e
representa um evento epigenético. Alteracdes no padrdo de metilacdo normal
do material genético estdo implicadas no processo de génese tumoral.

Até o0 momento, poucos estudos investigaram a importancia destes
marcadores na oncologia. Para cumprir este objetivo, desenvolvemos este
estudo observacional a partir de uma coorte de pacientes que tiveram 0s niveis
destes aminoacidos medidos no momento do diagndéstico de cancer de mama,
e foram entdo acompanhadas por um periodo de tempo consideravel. Uma
parcela destas pacientes ainda participou de um estudo clinico, comparando
anastrozol ao tamoxifeno em um regime neoadjuvante (prévio a cirurgia) de
curta duragdo. Nestas ultimas, os niveis destes marcadores foram avaliados
novamente no momento da cirurgia e a sua variacdo péde também servir de
parametro. Desta forma, este estudo se propds a gerar hipéteses sobre o uso
da Homocisteina e da Cisteina como marcadores prognosticos e preditivos em

cancer de mama.



2. OBJETIVOS

Assim, o presente estudo teve como objetivos:

* Principal
o Correlacionar a concentracdo sérica de Hcy e de Cy com o0s seguintes
desfechos clinicos: sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenca (SLD),
sendo o desfecho principal a sobrevida global de acordo com niveis séricos de
Hcy.

» Secundarios
o Correlacionar os niveis seéricos destes metabdlitos com a taxa global de

metilacdo dos tecidos neoplasicos.

o Correlacionar a Hcy e a Cy como possiveis marcadores de resposta aos

diferentes regimes de tratamento empregados.



3. REVISAO DA LITERATURA

3. 1 Aspectos epidemioldgicos do Cancer de Mama

Ha alguns anos, o relatério da Organizacdo Mundial de Saude, World
Cancer Report 2008, estimou que o cancer de mama seria 0 cancer mais
comum entre as mulheres do mundo todo, com 1,29 milhdes de casos. Pela
sua alta prevaléncia, é a neoplasia com a mais alta taxa de mortalidade em
mulheres nos paises desenvolvidos e a segunda mais alta em paises em
desenvolvimento.®

De um total de 260.640 diagnosticos de cancer em mulheres brasileiras,
esperados para todo o ano de 2012, mais de 52.000 seriam de mama, de
acordo com as estimativas, representando um pouco mais que 20% dos
diagnoésticos de cancer em nosso pais para este sexo. Além desta elevada
incidéncia, uma vez que se trata do segundo tipo de cancer mais diagnosticado
no Brasil, do ponto de vista de mortalidade trata-se, também, de um tipo de
cancer em destaque. Em 2010, foi responséavel por 12.705 obitos entre as

mulheres em todo territorio nacional.?®

3. 2 Estadiamento e Fatores Prognésticos do Cancer de Mama

Fator prognostico € definido como qualquer caracteristica do tumor
(status dos linfonodos, tamanho do tumor primario, tipo histolégico, grau
histoldgico, invasao vascular, etc.) ou do paciente (idade, por exemplo) que
apresenta valor preditivo do desfecho clinico do individuo acometido pela
doenca, que é medido em termos de sobrevida especifica para cancer ou
sobrevida livre de doenca.®

Marcadores prognésticos e preditivos sdo ambos de alta relevancia para
a decisdo terapéutica e individualizacdo do tratamento, mas eles apresentam
significados e papéis distintos. Ambos podem ser derivados de caracteristicas

dos pacientes ou do tipo de tumor. Os fatores progndsticos se prestam a



prever, de maneira objetiva e independente, o desfecho clinico de um paciente
a despeito do tratamento. J4 os fatores preditivos tém o objetivo de predizer a
resposta do paciente a uma intervencado terapéutica e estdo associados a
sensibilidade ou a resisténcia do tumor aos tratamentos. Fatores progndésticos,
necessariamente, necessitam de definicdo em coortes de pacientes que néo se
submeteram a tratamento sistémico adjuvante.®

Até recentemente, o cancer de mama era tratado como uma Unica
doenca mortal para qual o emprego de tratamentos mais extremos era
justificavel. No final do século XIX, Halsted adaptou uma cirurgia descrita na
época renascentista para uma menos extrema, mas ainda muito extensa.®

Na primeira metade do século XX, os meédicos passaram a perceber que
nem todos os canceres de mama compartiihavam do mesmo progndstico.
Surgiram, entdo, iniciativas para definir melhor quais as caracteristicas que,
prontamente, poderiam distinguir as pacientes portadoras de tumores que
deveriam receber um tratamento mais agressivo."®.0 Sistema Tumor-
Linfonodos-Metastase (TNM) foi desenvolvido por Pierre Denoix, em 1942, e
representou uma tentativa de classificar o cancer baseado nos principais
atributos morfoldgicos dos tumores malignos, que eram considerados como 0s
fatores que influenciavam o progndéstico da doencga: tamanho do tumor primario
(T), presenca e extensdo do comprometimento de linfonodos regionais (N), e
presenca de metastases a distancia (M). A Unido Internacional Contra o
Céancer (UICC) apresentou classificacdo clinica do cancer de mama baseado
no sistema TNM em 1958, e o Comité da Junta Americana em Cancer (AJCC)
publicou o sistema de estadiamento do cancer de mama baseado no TNM em
seu primeiro manual de estadiamento de cancer, em 1977.¢9

Desde entdo, revisOes regulares séo realizadas refletindo os principais
avancos no diagnostico e tratamento. Na revisdo de 1987, as diferencas entre
a AJCC e a UICC do sistema TNM foram eliminadas.*V

A sexta edicao, de 2002, foi utilizada neste trabalho, sendo a sétima, e
Gltima, langada em 2010.4?

Para o meédico, o estadiamento estima o prognostico individual e
representa uma informacdo valiosa para a elaboracdo da estratégia

terapéutica. Bland e colaboradores calcularam a sobrevida em 10 anos de



acordo com o estadiamento TNM para 1,3 milhdes de casos registrados na
Base Nacional de Dados de Cancer (sigla em inglés NCDB — National Cancer
Data Base). Os autores verificaram diferencas significativas entre os estagios:
apenas 5% a 12% dos pacientes nos estadios I/ll faleceram nos primeiros 10
anos ap6s o diagnostico, enquanto mais de 60% dos pacientes no
estadiamento Il e mais de 90% no estadiamento IV faleceram durante este

periodo de acompanhamento.*?
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Figura 1: Sobrevida relativa em 10 anos associada com o Estadiamento Do Cancer de Mama da AJCC/UICC
(TNM). Adaptada de Singletary e Connolly, que se basearam no relato de Bland e colaboradores que utilizaram

informacgdes de 1.3 milhdes de casos (1985 a 1996) registrados na Base Nacional de Dados de Céancer.

Carter e colaboradores, em 1989, avaliaram o diametro inicial dos
tumores e o status do comprometimento dos linfonodos a analise patologica,
das pecas cirargicas, de 24.740 casos de cancer de mama. A analise destes
casos, a partir destas variaveis, permitiu aos autores observarem que tanto o
didmetro do tumor quanto o comprometimento de linfonodos exerciam efeitos
adversos com diferentes intensidades na sobrevida.®®

Observacbes com esta sdo universalmente aceitas pela unanimidade
observada em varios estudos e acabaram servindo de base para a elaboracao
e posterior refinamento do estadiamento TNM promulgado em conjunto pela

AJCC e UICC.t429



Outro fato que chamou a atencéo, foi a significativa queda na taxa de
sobrevida atribuida ao comprometimento de 4 ou mais linfonodos axilares
(21%) e que pode ser evidenciada para todas as categorias ordenadas pelo
tamanho do tumor. A sobrevida para mulheres com tumores menores de 2 cm,
com nenhum ou de 1 a 3 linfonodos comprometidos, varia de 77 a 99%, ao
passo que para mulheres com tumores de mesmo tamanho, mas com 4 ou
mais linfonodos comprometidos, a taxa de sobrevida cai para 64%. Outra
conclusao foi a de que estes tumores sao propensos a se disseminar da mama
para sitios distantes, com os linfonodos axilares representando uma espécie de
indicador para esta tendéncia de disseminacdo. O status dos linfonodos,
portanto, permanece como o mais importante indicador prognéstico.?

Estudos como este validam o sistema de estadiamento TNM como uma
ferramenta Util na prética clinica. No entanto, existem outros fatores
prognosticos a serem considerados na avaliagdo individual destas
pacientes.43Y

Certos tracos morfoldgicos estao relacionados ao grau de agressividade
tumoral e, a partir da andlise sistematica destas caracteristicas, surgiram as
classificacdes do tumor segundo o grau histolégico. O grau histologico também
representa um fator prognéstico independente e se correlaciona bem com a
sobrevida em 10 anos das pacientes.®? Este consiste em um escore calculado
a partir de trés caracteristicas morfologicas do tumor: formacéo tubular,
pleomorfismo nuclear e frequéncia de mitoses. O resultado final € um valor
numeérico: 1 (bem diferenciado), 2 (moderadamente diferenciado) ou 3 (pouco
diferenciado). Aproximadamente metade dos casos de cancer de mama sdo do
grau 3.6%3)

Outros fatores progndsticos tém sido analisados, mas poucos retém
significAncia como fatores independentes quando avaliados em analises
multivariadas.®?

Atualmente, os fatores prognosticos utilizados na rotina clinica para os
canceres de mama operaveis incluem o grau de comprometimento dos
linfonodos, tamanho do tumor primario e o grau histolégico. Outros fatores,

como tipo histologico, invaséo vascular e idade, apesar de amplamente citados,



ainda ndo foram identificados como clinicamente Uuteis na selecdo das
pacientes para terapias sistémicas em geral.*>®

A esta altura, podemos constatar que o progndstico € multifatorial e sua
melhor discriminacdo € alcancada com a avaliacdo integrada de fatores com
significancia independente comprovada.®®

Um método amplamente utilizado para a analise integrada dos fatores
prognosticos relevantes em cancer de mama € o Indice Prognéstico de
Nottingham descrito inicialmente em 1982.%® Trata-se de um indice com
elevado poder de discriminagdo, capaz de separar, adequadamente, as
pacientes em grupos com diferencas bem nitidas em termos de desfechos
clinicos E aplicavel a todos os canceres operaveis ao diagnostico clinico
(tumores localmente avancados, por serem submetidos a tratamentos pré-
operatorios, ndo sao considerados para esta analise uma vez que o tratamento
inicial altera os parametros utilizados no calculo do indice), incluindo tumores
pequenos detectados em rastreamentos ou em pacientes jovens. Além disto,
trata-se de meétodo ja validado em estudos prospectivos e multicéntricos
internacionais além de ser fécil e barato de ser executado.®?

Em virtude da melhora da sobrevida alcangcada com avancos no
tratamento das pacientes nas Ultimas décadas, o indice progndstico de
Nottingham foi atualizado com uma série de casos acompanhados de 1973 a
2000 e com especial atencéo para os casos tratados entre 1900 a 1999.5%

O indice é calculado da seguinte forma: Grau Histologico (1, 2 ou
3)+Status Linfonodal (graduado de 1 a 3)+ (Tamanho do maior diametro
tumoral em cm x 0,2). Tal indice gera um espectro que vai de 2,08 para um
tumor de 4 mm, grau 1 e sem comprometimento de linfonodos até 6,9 para um
tumor de 4,9 cm, grau 3 e comprometimento de multiplos linfonodos.®43%

Atualmente, s&o reconhecidos 6 grupos: Grupo de Prognéstico
Excelente; Grupo de Bom Prognostico; Grupo de Moderado Prognéstico I,
Grupo de Moderado Prognostico Il; Grupo de Progndstico Ruim; Grupo de
Prognéstico Muito Reservado.®¥

A sobrevida especifica, em dez anos, para os dois grupos de melhor
prognoéstico sdao de 96 e 93%, e entre estes dois grupos ndo houve uma

separacao significativa nestes estudos, devido ao baixo niumero de eventos
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letais observados. No entanto, para os demais grupos houve uma clara
separacao em termos de sobrevida, bem ilustrada pelas taxas de sobrevida em
10 anos: para os grupos de moderado prognostico (I e IlI) foram observadas as
taxas de 81 e 74%, e para 0s grupos de prognéstico reservado foram

observadas as taxas de 50 e 38%.%%

3.2.1 Receptores de Estrogénio e Progndstico

Em meados da década de 1980 e inicio da década de 1990, estudos
com acompanhamento de, pelo menos, 5 anos, e que apresentavam tanto
pacientes que ndo receberam terapia adjuvante sistémica adicional
(quimioterapia complementar a cirurgia) quanto pacientes que receberam tal
modalidade, sugeriam um melhor prognéstico das mulheres que apresentavam
expressdo de receptores hormonais.®"*%

Em 75% dos casos, 0s tumores de mama expressam receptores
hormonais e, na maioria das vezes, o aparecimento e diagndstico do tumor &
evidenciado em mulheres na menopausa.“?

Harvey e colaboradores determinaram o0s niveis de expressédo
imunoistoquimica do receptor de estrogénio de 1982 pacientes que se
submeteram a diferentes regimes terapéuticos de forma ndo randomizada
(tratamento definitivo foi cirdrgico para todas as pacientes, com 35% das
pacientes ndo recebendo nenhum tratamento adicional, e as mulheres
remanescentes receberam somente quimioterapia ou somente terapia
enddcrina ou, ainda, quimioterapia e terapia endocrina em combinacdo como
regimes adjuvantes) e foram acompanhadas por um periodo consideravel
(média de 65 meses).“*?

Como ndo se tratava de um estudo randomizado, e diante de varias
opcOes terapéuticas, a avaliagdo do valor prognoéstico da determinacdo do
status do receptor de estrogénio ficou prejudicada. Tanto para o0 grupo que néao
recebeu nenhum tipo de tratamento adjuvante (grupo de baixo risco), como
para as pacientes que receberam quimioterapia citotéxica adjuvante
(consideradas de alto risco) ndo houve associacdo entre o status do receptor e

os desfechos avaliados (sobrevida livre de doenca e sobrevida geral). Tal fato
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se deve, muito provavelmente, & baixa contribuicdo prognéstica do dado
representado pelo status do receptor hormonal. Em compensacgéao, para os dois
grupos remanescentes de pacientes (tratadas com a combinacdo de terapia
hormonal e quimioterapia e tratadas apenas com a terapia hormonal adjuvante)
a positividade para o receptor hormonal se relacionou significativamente com
melhora do tempo para a observacdo dos desfechos clinicos (maior sobrevida
livre de doenca e melhor sobrevida geral). O que evidenciou que o status do
receptor hormonal tem maior valor preditivo na resposta a terapia hormonal do
que propriamente valor como fator prognostico. Outra contribuicdo dos autores
foi a sugestdo de que as pacientes, cujo 0s tumores apresentem pelo menos
1% de células marcadas com qualquer intensidade a imunoistoquimica, se
beneficiam do tratamento hormonal.®*®

Barnes a colaboradores, avaliando uma série de 2660 casos tratados na
unidade de Mastologia do Guy’s Hospital, em Londres, acompanhadas por um
periodo de tempo mais prolongado, também concluiram que, diante de muitos
confundidores, o valor progndéstico do receptor de estrogénio fica dificil de ser
avaliado. Diante de varias modalidades de tratamento, pacientes com
diferentes prognosticos recebem diferentes regimes terapéuticos. Mais uma
vez, o valor do status do receptor hormonal deu-se na sele¢cdo das pacientes
que se beneficiariam da terapia endocrina e, portanto, o seu uso fundamental
seria o de fator preditivo de resposta terapéutica. “¥

Revisbes do status imunoistoquimico do receptor hormonal de tumores
de pacientes participantes de estudos clinicos multicéntricos randomizados
foram realizados em servicos de patologia de referéncia centralizados, como
observado nos estudos de Regan, Viale e seus colaboradores. Desta forma,
houve uma melhor garantia da qualidade dos resultados da imunoistoquimica,
como a observacdo de resultados iniciais falsos. Principalmente, falsos
negativos que influenciaram a distribuicdo das pacientes no periodo de
recrutamento destes estudos, assim como resultados falso positivos que
dificultaram a interpretacdo e a diferenciacdo entre os diferentes tratamentos.
Estas revisbes centralizadas demonstraram que a presenca de receptor
hormonal detectavel em, pelo menos, 1% das células tumorais, mesmo que

representando uma pequena parcela dos tumores com expressao destes
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receptores, apresentavam resposta a endocrinoterapia. Classicamente, 0s
niveis de expressao entre 1 a 10% eram considerados como tumores com
baixa expressdo de receptor hormonal, mas ndo necessariamente como
positivos para receptores hormonais. Estes mesmos estudos também
confirmaram os achados a respeito do valor preditivo de resposta do status do
receptor hormonal observados nas revisGes de estudos clinicos levadas a cabo
em centros individuais, ja citados nos paragrafos anteriores. 45-4©)

O nivel de receptores de estrogénio deve ser medido em todos 0s casos

de cancer de mama e a determinacdo imunoistoquimica é o método de
escolha.“34"
Atualmente, conhecemos dois tipos de receptores de estrogénio. O
primeiro tipo foi descrito em 1962 e recebeu, recentemente, a denominacgao de
receptor de estrogénio alfa (RE-alfa) em virtude da descoberta do segundo
receptor, batizado de receptor de estrogénio beta. Diante disto, o presente
estudo explora apenas o ER-alfa que € o receptor mais extensivamente
estudado e com significado clinico ja estabelecido. “®

A interpretacédo dos dados a respeito do status do receptor de estrogénio
foi complicada pela falta de consisténcia nos valores limites escolhidos pelos
laboratérios para definicdo do resultado como positivo ou negativo, a0 menos
até meados da década de 2000 a 2010.“"

Alguns laboratoérios consideravam tumores com receptores de estrogénio
detectaveis, porém em baixas concentracfes, como negativos, 0 que pode
explicar o fato de que algumas mulheres, com tumores considerados como
negativos para receptor de estrogénio, se beneficiaram da terapia
antiestrogénica em alguns estudos clinicos. Em 1980, por exemplo, Osborne e
colaboradores identificaram que 5 a 10% das mulheres com tumores de mama
metastaticos, negativos para receptor de estrogénio, apresentavam resposta ao
tratamento com tamoxifeno. “7*9 Estes laboratérios incluiam tumores contendo
de 10 a 20% das células apresentando receptor de estrogénio entre 0s
designados como receptor de estrogénio negativo.“*® Outros autores passaram
a sugerir que tumores com niveis muito baixos, porém detectaveis de receptor
de estrogénio podem ser considerados positivos, com significado clinico

observado em séries de casos.**%?
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Diante disso, a recomendacgéo do programa NHSBSP do Reino Unido é
a utilizacdo de pontuacao que varia de O e de 2 a 8 (conhecida como Allred
escore) sendo composta pela soma de dois outros escores relacionados a
proporcdo de nucleos corados (0= nenhuma coloracédo; 1= menos de 1% de
nucleos corados; 2= 1 a 10% de nucleos corados; 3= 11 a 33% de nucleos
corados; 4= 34 a 66% de nucleos corados; 5= 67 a 100% de nucleos corados)
e a intensidade da coloracédo (0= nenhuma coloracdo; 1= fraca intensidade; 2=
moderada intensidade; 3= forte intensidade).®V

Atualmente, o valor limite para considerarmos um tumor como positivo
para a expressao de receptor hormonal é a partir de 1% de células tumorais
com marcacao (independentemente da intensidade), segundo a pontuacéo ja

mencionada anteriormente, simplificando a forma de relatar tal achado.“®5%

3.2.2 Receptor de Progesterona

O status do receptor de progesterona (RP) deve ser avaliado e reportado
da mesma maneira que o receptor de estrogénio. ¢V

Do ponto de vista molecular, o receptor de progesterona € um dos
produtos finais resultantes da estimulagcéo estrogénica sobre os tecidos alvos,
através da interacdo com o receptor de estrogénio, por isso a existéncia do
receptor de progesterona sugere a expressao do receptor de estrogénio por
definigdo. %3

O fendtipo receptor de estrogénio negativo e receptor de progesterona
positivo, portanto, ndo é esperado como um tipo tumoral frequente, e de fato,
0s autores tem relatado a sua frequéncia de 2% até 11%, dependendo da
populacado estudada. “47*3%%

Acreditava-se, até recentemente, que parte consideravel destes tumores
era, de fato, tumores com resultados falso negativos para detec¢édo do receptor
de estrogénio, uma vez que apresentavam algum grau de resposta a terapia

hormonal. ¢7:5%)
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Estudos recentes, entretanto, tém provado a existéncia de tumores
expressando receptor de progesterona com insuficiente expressao do receptor
de estrogénio por meio da imunoistoquimica. ¢?

Adicionalmente, ja existem linhagens celulares bem estabelecidas com
este fenétipo, como a Evsa-T.®®

Tumores com a presenca de ambos 0S receptores hormonais sao 0s
mais frequentes e ndo ha duvidas que os fendtipos com a expressao de ambos
0S receptores e aqueles com ambos o0s receptores ndo expressos predizem
melhor se havera resposta a terapia hormonal.®®

Metade das pacientes, cujos tumores apresentam receptor de estrogénio
detectavel, apresentara remissao objetiva com a terapia hormonal e, quando
consideramos pacientes com tumores com ambos 0s receptores detectaveis,
esta taxa se eleva para trés quartos, muito provavelmente porque a expressao
de ambos os receptores denota que a via de sinalizagdo estrogénica esta
intacta, com o receptor de estrogénio funcionando.®?

Neste sentido o receptor de progesterona seria um suposto marcador de
um receptor de estrogénio funcional.®”

Com relacdo a resposta a endocrinoterapia, tumores com a expressao
de apenas um tipo de receptor hormonal (receptor de estrogénio ou de
progesterona) apresentam taxas de resposta intermediarias a endocrinoterapia
quando comparados aos tumores positivos e negativos para ambos o0s
receptores hormonais (RE+/RP+ e RE-/RP-).®® Para tumores localmente
avancados e metastéticos, a taxa de resposta a endocrinoterapia em relagéo
agueles com a expressao apenas de receptor de progesterona (RE-/RP+) &
inferior aos tumores com a expressdo de ambos os receptores.®®%% Os
tumores RE-/RP+ sdo geralmente considerados para terapia enddcrina, mas
alguns autores como Yu e colaboradores observaram que pacientes com
tumores apresentando este fenotipo ganham menos beneficio que as pacientes

com tumores RE+/RP+.®%
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3.2.3 As *“assinaturas” de expressao génica em cancer de mama: uma

contribuicdo do avancgo da medicina molecular

Com a utilizacdo da técnica molecular baseada na tecnologia de
microarrays de RNA, foi possivel determinar uma série de perfis genéticos
(baseados em diferencas da expressao génica) encontrados em neoplasias da
mama. Os resultados destes estudos confirmaram que o cancer de mama nao
€ uma doenca unica com tracos morfologicos variados e diferentes
marcadores, mas trata-se de um grupo de neoplasias distintas do ponto de
vista molecular.®®

Quatro classes moleculares de cancer de mama foram diferenciadas
pelo perfil de expressdo génica e constituem a classificacdo “intrinseca”
proposta por Perou e colaboradores: cancer de mama do tipo Basal que
correspondem a tumores negativos para receptores de estrogénio,
progesterona e de HER-2 (por isso, conhecidos como tumores “triplo
negativos”); tumores do tipo Luminal-A, que s&o, na sua maioria, positivos
para receptor de estrogénio e de baixo grau histolégico; tumores Luminal-B,
gue também sdo, em sua maioria, positivos para receptor de estrogénio, mas
podem expressar baixos niveis de receptores hormonais e, frequentemente,
apresentam alto grau histologico; e, finalmente, tumores HER-2 positivos que
evidenciam amplificacdo e alta expressdo do gene ERBB2 e alguns outros
genes do amplicon ERBB2.(¢1%%

Estes subgrupos apresentam diferentes progndésticos e respostas
terapéuticas. Os tumores luminais A de baixo grau apresentam altas taxas de
resposta a terapia antiestrogénica. Os tumores do tipo Luminal B e tumores
gue apresentam HER-2 e RE positivos, apresentam sensibilidade incompleta a
terapia enddcrina. Os tumores positivos para HER-2 apresentam uma historia
natural mais agressiva, porém sao sensiveis ao tratamento com Trastuzumab,
anticorpo monoclonal contra HER-2. Os tumores do tipo basal também
apresentam comportamento mais agressivo, mas apresentam maior
sensibilidade & quimioterapia.®®
Embora a obtencao do perfil genético seja considerada o padréo-ouro na

classificacdo deste tipo de tumor, as limitacdes ao acesso a essas tecnologias
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e a necessidade de maior padronizagdo na utilizacdo desta ferramenta
taxondmica tém tornado a imunoistoquimica uma técnica interessante para ser
empregada na rotina, na diferenciacdo destes tipos de tumor.©®

Estes subtipos correspondem bem a caracterizacdo dos tumores
baseada na positividade de RE (acessados pela imunoistoquimica) e HER-
2(Imunoistoquimica e/ou FISH), assim como marcadores de proliferacdo ou
mesmo grau histologico. Portanto, pouco valor clinico € acrescentado pela
determinacao do perfil molecular. ©¢?

A determinacdo molecular dos fenotipos do céncer de mama, no
entanto, tem influenciado profundamente os estudos envolvendo esta neoplasia
(incluindo estudos clinicos), uma vez que estas diferencas entre os fendtipos
podem representar futuros alvos terapéuticos, além de outras contribuicdes
como veremos nos paragrafos seguintes. %

O conhecimento gerado pela determinacao dos perfis genéticos tem sido
utilizado para o desenvolvimento de testes genéticos com o potencial de prever
melhor os desfechos dos pacientes que os padrdes clinicos e patologicos

tradicionais. ©°

Pesquisadores do Instituto de Cancer da Holanda
desenvolveram um teste para determinagédo da assinatura génica de 70 genes
selecionados a partir de uma série de 78 casos que ndo haviam recebido
tratamento adjuvante sistémico. O ensaio € conhecido como MammaPrint®
(Agendia).®”

Este ensaio mede a expresséo de 70 genes para classificar as pacientes
em dois grupos de risco (bom ou ruim) e foi aprovado pelo FDA para
acrescentar informacdo prognoéstica para mulheres com menos de 61 anos,
sem comprometimento de linfonodos, com doenca em estadio | ou Il e com
tumor de 5 cm ou menos.®"%®)

Outro ensaio molecular, o Oncotype DX® (Genomic Health) mede a
expressao de RE e HER-2, assim como transcritos regulados pelo RE e alguns
genes relacionados a proliferacdo celular. O teste é aplicado para pacientes
com tumores com RE+, sem comprometimento linfonodal, tratadas com
Tamoxifeno. O sistema do ensaio combina estas medidas em um “escore de

recorréncia” quantitativo, que pode ser utilizado para estimar a probabilidade de
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recorréncia em 10 anos, categorizando as pacientes em trés grupos de risco:
baixo, intermediario e alto (com taxas de 7, 14 e 30%, respectivamente).®%¢9
Embora muitos autores acreditem que 0s ensaios moleculares,
realmente tenham a capacidade de poupar uma parcela consideravel de
pacientes com cancer de mama inicial de se submeterem a quimioterapia
adjuvante, estes ensaios ainda nao foram validados adequadamente em
estudos prospectivos que mostrem sua real superioridade diante de preditores
clinicos, como o indice Progndéstico de Nottingham ou o programa “Adjuvant
Online”. Além disso, certamente, ainda sera necessario maior avango
tecnoldgico para que ensaios deste tipo estejam mais disponiveis do ponto de
vista econdbmico para se apresentarem como uma medida realmente custo-

efetiva na pratica clinica. *¢9

3.3 Homocisteina e seu uso como um marcador biolégi co

Marcadores prognosticos que sejam amplamente disponiveis podem
contribuir para o manejo clinico das pacientes de maneira bem efetiva. A
Homocisteina (Hcy) tém se mostrado como importante marcador sérico de
algumas doencas, nos ultimos anos, e 0 seu potencial como fator prognéstico
em oncologia ainda precisa ser mais bem investigado.>"™

O papel de destaque deste aminoacido na pratica clinica teve inicio em
1969, quando o patologista Kilmer S. McCully avaliava lesdes vasculares de
criancas que haviam falecido em decorréncia de erros inatos do metabolismo.
Estas condi¢cdes cursam com o aumento consideravel dos niveis plasmaticos e
teciduais de Hcy, e levaram o autor a formular a hipotese de que este
aminoacido sulfurado poderia estar envolvido na patogénese da doenca
vascular aterosclerética.™

A partir deste ponto, a preocupacdo se voltou para 0s pacientes que
apresentavam niveis moderadamente elevados de Hcy em decorréncia de
polimorfismos genéticos das enzimas envolvidas no seu metabolismo, ou da
deficiéncia nutricional de vitaminas que funcionam como cofatores nestas
reacoes metabdlicas e que previnem seu acumulo no organismo. Embora

inumeros estudos identifiquem uma relacdo causal entre Hcy e a doenca
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coronariana, a significancia clinica deste achado ainda permanece controversa:
estudos caso controle retrospectivos e prospectivos apresentam discrepancia.
Por exemplo, o “Physicians Health Study”, inicialmente, reportou que os niveis
de Hcy acima do percentil 95% estavam relacionados a risco trés a quatro
vezes maior de evento cardiovascular. O seguimento em longo prazo deste
mesmo estudo, no entanto, e mesmo outros estudos mais recentes, mostram
pouca ou nenhuma relacéo entre elevacdes moderadas de Homocisteina (Hcy)
e risco cardiovascular. Estudos prospectivos, com o emprego de tratamento
redutor dos niveis plasmaticos de Hcy a base de suplementacdo de Folato
(considerado o principal micronutriente determinante do status da
Homocisteina), falharam em demonstrar que esta medida previne eventos
cardiovasculares. Além disso, a populacdo americana esta submetida a
suplementacdo disseminada de Acido Folico, desde a politica de
suplementacdo de graos implementada em 1998 pelo FDA, o que pode ter
tornado esta populacao inadequada para tais estudos. Embora a avaliacdo dos
niveis de Hcy para determinacdo do risco cardiovascular ndo seja
recomendada na populagéo geral, o estudo deste marcador esta indicado para
pacientes de baixo risco, segundo os fatores risco tradicionais para doenca
cardiovascular (obesidade, idade, género, historia familiar e dislipidemia), mas
que tenham apresentado um evento deste tipo.(>""

A hiperhomocisteinemia também €é reconhecida como uma das mais
comuns condi¢des associadas a trombogénese, tanto venosa quanto arterial,
embora 0s mecanismos subjacentes a esta relagdo causal ainda sejam pouco
compreendidas.®

Outros estudos tém investigado o papel da homocisteina como fator de
risco para déficit cognitivo e reducdo da substancia branca cerebral, em
individuos senis saudaveis.®

A Hcy parece ser também, um marcador de inflamacdo, uma vez que é
possivel detectar algum grau de elevacdo desta em varias doencas
inflamatorias crénicas bem conhecidas como, por exemplo, artrite reumatoide,
doenca inflamatéria intestinal e psorfase.?%#) Como o processo inflamatério
€ reconhecido como elemento critico na patogénese e na progressao de todas

as doencas graves e potencialmente letais, podemos averiguar a ocorréncia de
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hiperhomocisteinemia em pacientes com acidente vascular cerebral,
insuficiéncia renal, doenca de Alzheimer e ndo apenas restrita a pacientes com
doenca vascular coronariana, ja citada anteriormente e considerada,
atualmente, como doenca inflamatoria cronica que cursa com disfuncdo do
endotélio vascular.®?

Com relacdo as neoplasias, a Hcy chamou a atencao dos pesquisadores
por ser um potencial fator de risco e, mesmo, um possivel marcador da doenca.
Chien Feng Sun e colaboradores relataram, no inicio da década passada, que
pacientes com algumas neoplasias, entre elas o cancer de mama, apresentam
niveis de Hcy acima do normal. Eles também observaram que a Hcy se
correlacionou com a taxa de proliferacdo das células neoplasicas em cultura.
Houve elevacdo do aminoacido nos sete primeiros dias de cultivo,
acompanhando a taxa de proliferacao celular. A partir do oitavo dia, no qual as
células ja haviam atingido a confluéncia e passaram a morrer, perdendo
aderéncia e flutuando no meio de cultura, os niveis da Hcy passaram a decair,
acompanhando a reducéo das células viaveis.®

Estudos prospectivos, do tipo caso-controle ou coortes de pacientes
dentro de populacdes maiores pertencentes a outros estudos epidemioldgicos
(Nurses’ Health Study e Women’s Health Study) avaliaram ndo sé os niveis
plasmaticos da Hcy, mas também das vitaminas cofatores de seu metabolismo.
Os autores destes estudos identificaram uma importancia significativa do
Folato. Em um estudo, pacientes com niveis elevados de Folato tinham menor
risco para o desenvolvimento do cancer de mama e tal fato foi mais relevante
entre as pacientes com consumo diario de alcool superior a 15 g ao dia. Este
estudo ja apontava um risco maior de desenvolvimento de cancer para
mulheres que consumiam alcool e a suplementacdo da dieta com as vitaminas
parece anular este risco. Muito provavelmente, os efeitos do alcool se devem a
perturbacdo do metabolismo do Folato (figura 2), além da diminuicdo da sua
absorcdo intestinal. O alcool também diminui a conversdo do 5-Metil-
Tetrahidrofolato em Tetrahidrofolato, prevenindo a participacdo do Folato no
metabolismo celular, e com esta restricdo a sua utilizagdo, menor quantidade

de Hcy é remetilada a Metionina e acaba se elevando no plasma. De fato havia
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uma tendéncia a correlacéo inversa entre os niveis de Hcy e Folato e entre Hcy
e vitamina B6.(3#

Em outro estudo, pacientes com niveis plasmaticos aumentados de
Cisteina (Cy) que € produzida a partir da Hcy via reacao de transulfuracéo e,
em menor grau, com niveis elevados de Hcy, tinham maior risco de
desenvolver cancer de mama, de forma estatisticamente relevante, quando os
niveis de Folato plasmaticos estavam baixos. &9

Todavia Alex Gatt e colaboradores observaram que os niveis de Hcy
eram maiores, de maneira significativa, entre as mulheres com cancer de
mama metastatico quando comparadas com mulheres saudaveis e que ndo
estavam em uso de nenhum tipo de medicacdo. Os autores observaram,
também, que a populacédo de pacientes com cancer de mama ndo metastatico
apresentavam uma média intermediaria para valores de Hcy quando
comparadas a populacdo controle a ao grupo de pacientes com doenca
metastatica, embora estas diferencas nao representassem significancia
estatistica. Este achado néo foi relacionado aos niveis de folato, de maneira
significativa, ao se analisarem estes dois parametros levando-se em conta seus
niveis em pacientes individuais, e 0os autores especularam, entdo, que além da
deficiéncia de folato, a propria presenca da doenga maligna estaria
contribuindo para elevacdo da Homocisteina.® De fato Jennifer Lin e
colaboradores, quando estudavam os niveis de Cy em uma coorte dentro do
estudo Women’s Health Study, ao excluirem da andlise pacientes que tiveram
o diagnéstico de cancer de mama em até 2 anos da coleta da amostra de
sangue, observaram uma perda de significancia estatistica entre a relacdo dos
niveis elevados de Cy e o risco para cancer de mama.®

Os estudos clinicos parecem comprovar é que a Hcy € um marcador
sensivel da deficiéncia de Folato. A deplecdo deste nutriente interfere na
conversdo de deoxiuridilato em timidilato e leva a uma massiva incorporagéo
da Uracila no DNA, o que pode causar quebras cromossomicas. Além disso, o0
Folato € o doador universal de grupos Metil para as reacbes de metilacdo
celulares e a sua deficiéncia pode levar a uma hipometilacdo global do

genoma, com consequéncias sérias para a estabilidade e reparo do material
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genético. Portanto, todos estes mecanismos contribuem para a instabilidade
genética que pode representar o primeiro passo da carcinogénese.

No entanto, uma correlacdo direta inversa entre 0s niveis de
homocisteina e de Folato dificiimente sdo estatisticamente significantes nos
estudos, tanto no cenario de risco de desenvolvimento como no de doenca ja
estabelecida. As razfes possiveis para este fato incluem: a principal forma
reduzida na qual o Folato € encontrado no sangue, o 5-Metil-Tetrahidrofolato,
pode representar uma forma “aprisionada ou metabolicamente morta” do
nutriente, na qual ele ndo estaria mais sendo utilizado pela célula em
decorréncia de um processo patologico; a elevacdo da Hcy é decorrente de
perturbacdes em uma série de reacdes celulares (como veremos a seguir) que
sofrem influéncia de polimorfismos genéticos das enzimas envolvidas e da
necessidade de outros cofatores (vitamina B12 e B6, por exemplo); uma
parcela da elevagdo da homocisteina pode ser devida também a extenséo da
doenca neoplasica em decorréncia de um processo multifatorial ainda pouco
elucidado.("®788%)

Em vista dos estudos acima citados, a Homocisteina € um potencial
marcador de risco e de atividade da doenca.!" 78848

A grande atencao dispensada nos ultimos anos a Homocisteina, muito
provavelmente, se deve a sua participacdo no metabolismo dos nutrientes de
carbono unico, também conhecido como ciclo da Metionina, e seus niveis no
plasma sdo consequéncia, em Ultima analise, do balango entre trés reacdes

bioquimicas: Remetilagéo, Transulfuracédo e Transmetilagao.

3.3.1 O Metabolismo da Homocisteina e o Metabolismo do DNA

A sintese e a metilagdo do DNA s&o demasiadamente dependentes da

disponibilidade de nutrientes de um carbono, doadores de grupos metil.®®
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Metionina
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Figura 2: O ciclo da Metionina. THF: Tetrahidrofolato; MTHFR: Metilenotetrahidrofolato Redutase. Modificado
de Burtis e col.2007.

A Metionina em excesso é degradada em Hcy (Transmetilacdo). Nesta
via, a Metionina funciona como doador de grupo Metil que é utilizado pelas
mais variadas Metiltransferases intracelulares na origem de produtos metilados.
Neste processo ha a formagdo do SAH (S-Adenosilhomocisteina) que €
convertido em Hcy. A Hcy, por sua vez € convertida em Cy por uma via de
transulfuracdo com reacdes dependentes da vitamina B6.%7%® No entanto,
diante de um balanco negativo da Metionina, a Hcy € remetilada & Metionina
em um processo que requer a vitamina B12 como cofator e metiltetraidrofolato
como cosubstrato.®®

A Unica fonte intracelular de Homocisteina (Hcy) € a hidrolise da S-
Adenosilhomocisteina (SAH) pela enzima SAH hidrolase (SAHH), a Unica
enzima que metaboliza a Hcy de forma reversivel. O outro produto desta
hidrolise, juntamente com a Hcy é a Adenosina.®%%?

Metionina sintase (MS ou 5-metiltetraidofolato-homocisteina S-
metiltransferase) e betaina-homocisteina metiltransferase (BHMT) determinam
a remetilacdo da Hcy em Metionina, ambas as reacles irreversiveis. A
remocao permanente da Hcy do ciclo da metionina pela cistationa R-sintase
(CBS), etapa da Transulfuracdo que culmina na formacédo de Cy, também &

uma reacdo unidirecional. O equilibrio dindmico da reagdo da SAHH tende a
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favor da sintese de SAH sobre a sintese da Hcy, e a eficiente remocao
metabdlica da Hcy e da Adenosina permite uma produgéo sustentada de Hcy
de maneira predominante.®V

Neste ponto do ciclo da Metionina, destacamos o papel do Folato, uma
forma soltvel de vitamina B que desempenha importante papel na mediacéo da
transferéncia de fragmentos de carbono uUnico. O Folato estd amplamente
disponivel para os tecidos periféricos em uma de suas formas metiladas e
reduzidas, denominada 5-Metil-Tatrahidrofolato que tem alta afinidade pela
Metionina sintase, enzima chave da reacdo de Remetilacdo, na qual a Hcy
recebe o grupo Metil do 5-Metil-Tatrahidrofolato para formar Metionina. Nesta
reacdo, € gerado, também, Tetrahidrofolato, que € substrato na formacéo de
5,10-Metileno-Tetrahidrofolato de forma dependente da conversdo de Serina
em Glicina (rea¢do na qual um atomo de carbono da Serina € transferido ao
Tetrahidrofolato).

O 5,10-Metileno-Tetrahidrofolato pode, entdo, doar um carbono para
uma molécula de deoxiuridina monofosfato para formar a timidina 5"trifosfoato
monofosfato (o0 nucleosideo de timina que sera incorporado a molécula de DNA
em formacdo) e Dihidrofolato (que pode ser reduzido novamente a
Tetrahidrofolato). Outra possivel reacdo quimica seria a oxidagdo do 5,10-
Metileno-Tetrahidrofolato a Formil-Tetrahidrofolato, que € substrato precursor
na sintese de novo de purinas. Outro possivel destino do 5,10-Metileno-
Tetrahidrofolato € ser reduzido, pela enzima Metileno-Tetrahidrofolato
Redutase (MTHFR), produzindo novamente 5-Metil-Tetrahidrofolato. Desta
forma, uma das reacdes responsaveis pela remocdo adequada da
Homocisteina, a Remetilacdo, esta acoplada a reacdes de conversao entre as
formas biodisponiveis do Folato intracelular com a subsequente geracdo dos
substratos moleculares para sintese de material genético (DNA e RNA)©®23)

Disturbios genéticos ou nutricionais que travam a remocao eficiente da
Hcy ou Adenosina induzem a reacao inversa da SAHH, determinando acumulo
da SAH.®

Deficiéncias nutricionais cronicas (folato, vitamina B-6 e B12) ou mesmo
funcionais (como no caso de ingestdo cronica de alcool) podem se associar a

polimorfismos genéticos ou mutacbes nas enzimas participantes do
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metabolismo do carbono uUnico (por exemplo, polimorfismo da enzima MTHFR),
alterando o fluxo dindmico natural destas reacdes e determinando o acumulo
de Hcy no interior das células que pode, entdo, cruzar a membrana celular e se
acumular no plasma, atuando como marcador sérico deste processo.®”

A Hcy em excesso é convertida em SAH, que apresenta alta afinidade
de ligagcdo a regido catalitica da maioria das Metiltransferases dependentes de
S-adenosilmetiltransferases, que a torna um potente produto inibidor do
processo de metilacao intracelular.®®

Por esta razéo, a hidrélise continua do SAH em Hcy e Adenosina é
essencial para manter a metilagdo normal do DNA, RNA, proteina, fosfolipidios,
histonas e neurotransmissores, assim como uma multiddo de pequenas
moléculas essenciais para a funcéo celular normal e sua viabilidade.®®

Com a utilizacdo de método sensivel de cromatografia liquida de alta
pressdo, um estudo conduzido por Cox e colaboradores evidenciou que
elevacbes moderadas na Hcy total do plasma estdo altamente relacionadas
com elevacOes paralelas da SAH citoplasmatica. Aléem do mais, aumento dos
niveis plasmaéticos e linfocitarios de SAH também esta associado com aumento
na hipometilacdo do DNA. Tal fato sugere que a elevacédo da Hcy plasmatica
pode ser um indicador indireto de elevacdo do SAH intracelular e do
comprometimento da capacidade celular de metilacdo por inibicdo das DNA (5-
citosina) Metiltransferases.®"%

Uma das consequéncias funcionais desta reduzida capacidade global de
metilacdo da célula seria a alteragdo da expressdo génica uma vez que a
metilacdo, uma modificacdo covalente do DNA, é um dos eventos epigenéticos

mais conhecidos. ®3100-101)

3.3.2 Epigenética

A definicdo atual de Epigenética foi mencionada primeiramente em 1996
e consiste no “estudo das mudancas de fungdo génica, herdadas meibtica e/ou
mitoticamente, que ndo podem ser explicadas por mudanca na sequéncia de
DNA"(102
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Os termos “epigenética” e “modificacdes epigenéticas” sdo amplamente
citados em estudos com células-tronco, sendo relacionados a diferentes
padrées de expressao génica entre as varias fases do desenvolvimento e entre
diferentes 6rgéo e tecidos.*%®

Mais recentemente, o estudo dos mecanismos epigenéticos ganhou
grande impulso com a descoberta de seu papel no desenvolvimento dos

tumores, podendo ter sua importancia comparada a das mutacdes.®
3.3.3 A Metilagao e Controle da Expressao Génica

Existem curtos trechos de DNA ricos em dinucleotideos CpGs (Citosina
precedendo Guanina) denominados de llhas de CpGs, que se encontram
localizados nas regibes promotoras ou nos primeiros exons dos mais diversos
genes.® O carbono 5  das citosinas ai situadas esta sujeito & metilacdo por
meio de Dnmts (DNA metiltransferases), proteinas responsaveis pela
manutencdo ou pela origem de um novo padrdo de metilacdo dos genes
durante os processos de mitose ou meiose.%5112)

A metilagdo do DNA, as modificagdes das histonas e o remodelamento
nucleossomal sdo o0s trés eventos epigenéticos conhecidos genericamente
como modificacdes covalentes do DNA.*9 Os nucleossomos, formados por
duas voltas da dupla fita de DNA ao redor das chamadas “histonas do core”
(H2A, H2B, H3 e H4), representam o primeiro nivel de compactacdo da
cromatina. Este “corddo de contas” € adicionalmente compactado juntamente
com outras histonas e enzimas envolvidas no metabolismo do material genético
para formar a cromatina de alta ordem.*?® Este microambiente de cromatina é
heterogéneo e nele podemos reconhecer diferentes graus de compactacao, os
quais refletem a concentracéo e a atividade transcripcional de genes.

Nesse sentido, a eucromatina € uma regido que apresenta uma maior
concentracdo de genes e menor grau de compactacdo em relacdo a
heterocromatina, apresentando maior acesso aos fatores de transcricao e,
consequentemente, a conformagdo com maior atividade transcricional. 222
Uma das teorias aceitas € a de que esses processos Sao

desencadeados por uma familia de proteinas que se ligam as CpGs metiladas,
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as histonas deacetilases, as histonas metiltranferases e aos complexos
remodeladores do nucleossomo para determinarem a alteragdo estrutural da

cromatina e, em Ultima andlise, o silenciamento do gene.3119

3.3.4 Homocisteina, Cisteina e o estresse oxidativo

Na circulacdo sanguinea, a maior parte da Hcy se liga a albumina
através de um de seus residuos de cisteina, formando uma ligacao dissulfito.
Aproximadamente 10 a 20% da Hcy circulante é representada como uma
mistura de dissulfitos com a Cy e com a propria Hcy, ou seja, uma parcela
infima da Hcy, aproximadamente 1%, circula livre, em sua forma reduzida.>#

Uma possivel causa importante de lesdo endotelial e dano ao DNA seria
um aumento na producdo de radicais livres de oxigénio gerado durante a
oxidacdo da Hcy. Uma vez que a forma reduzida livre apresenta um grupo
sulfidril, radicais livres (inclusive peroxido de hidrogénio) podem ser gerados
durante o estabelecimento das liga¢cfes dissulfidicas com os grupos sulfidril da
albumina , Cy e Hcy. Aparentemente, é o nivel plasmatico de Hcy reduzida livre
gue afeta e aumenta o estresse oxidativo. Portanto, as consequéncias
negativas sao decorrentes do processo de oxidacdo da Hcy, que ocorre
durante a liberacdo desta na circulacdo sanguinea e nao da simples presenca
da Hcy oxidada circulante.®%8)

Cy é um aminoacido precursor de proteinas, Glutationa, Coenzima A e
y- Glutamilcistenilglicina.*?®

Embora, classicamente, a Cy seja conhecida como um antioxidante
devido ao fato de ser o componente limitante da reacdo que da origem a
Glutationa, existem evidéncias recentes de que a Cy possua acédo pro -
oxidante que cause dano oxidativo ao DNA como resultado de uma
superproducao de radicais livres e peréxido de hidrogénio. 23132

O Peroxido de Hidrogénio ndo pode oxidar diretamente o DNA, mas
reage rapidamente com metais de transicéo para formar radicais Hidroxila (OH-
) na chamada reag&o de Fenton. Os radicais Hidroxila atacam ambas as partes
de acucar e base, levando a fragmentacdo do acucar, cisdo da fita e a

formacéo de adutores de base, como a 8-hidroxiguanine por exemplo.®®
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Estudos in vitro com cepas de bactérias sugerem que a Cy funciona
como importante agente redutor, sendo, dentre outros agentes, aquele que
renova mais eficientemente ions ferrosos (metal de transicdo) que sao

consumidos na Reacao de Fenton.*3%

3.3.5 Consequéncias do acumulo de SAH na regulagéo epigenética celular e a

interacdo com a Cy na potencializacao do dano ao DNA

N

DNA-metiltransferase, determinando uma hipometilagdo do DNA. Uma das
consequéncias deste fato é a alteracdo da expressao de genes especificos, a
inducdo da proliferacdo celular, alteracbes da conformacdo da cromatina e
mudancas fenotipicas.®**3"

Em decorréncia destas alteracbes moleculares do DNA, regides
normalmente metiladas podem se tornar ndo-metiladas, diminuindo a
repressdo transcricional de proto-oncogenes, promovendo, portanto, a sua
ativacdo génica. 14

Além desta possivel diminuicdo da repressdo transicional de proto-
oncogenes, temos o fato de que a Hiperhomocisteinemia e o dano oxidativo ao
DNA tém sido implicados na patogénese de uma série de doencas, incluindo
alguns tipos de cancer. Uma hipotese ainda ndo explorada seria a de que a
hipometilacdo do DNA mediada pelo SAH poderia aumentar a vulnerabilidade
do DNA aos radicais livres, que sé&o prontamente renovados via acdo da Cy,
demonstrado como um eficiente agente redutor.®***% Por conta da elevacéo
paralela da SAH e da Hcy, temos um aumento de um agente responsavel pela
hipometilacdo do DNA (SAH) e, ao mesmo tempo, do substrato para a
formacdo da Cy (Hcy). Estd bem estabelecido que o DNA hipometilado esta
associado a uma cromatina hiperacetilada e descondensada devido a

diminuicdo da ligacdo proteinas sensiveis ao grupo metil como as Proteinas

Ligadoras ao Metil-CpG e Histonas Deacetilases.**?
A cromatina ficaria menos condensada devido a agdo de agentes
hipometilantes como o SAH. A conformac&o mais aberta do DNA é muito mais

vulneravel a clivagem por endonucleases e estresse oxidativo, que também
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pode determinar cisdo da fita do DNA, além da formac¢do dos radicais adutores
e, consequentemente, de mutacdes.****" De maneira interessante, estudos
observacionais tém associado a hiperhomocisteinemia e a deficiéncia de folato
com algumas doencas cronicas préoprias do envelhecimento, hipometilacdo do

A. (148199 Niveis aumentados de

DNA e aumento de quebras de fita de DN
guebra de fita de DNA e, consequentemente, apoptose sao induzidos por
ambos, a Hcy e SAH e estdo presentes em células neoplasicas, em doenca
hepatica alcodlica, nas lesdes ateroscleroticas e nas células cerebrais de

pacientes com Alzheimer.148:150-1%%)
3.3.6 Hipometilacéo e Tumorigénese

Alteracdes da metilagdo do DNA, que influenciam a expressdo genética

e a Integridade do genoma, sdo um importante componente do
desenvolvimento tumoral.®%®

Embora a hipometilacdo localizada e a hipermetilacdo de genes

especificos tenham sido estudadas mais intensivamente, a hipometilagéo

global € uma caracteristica fundamental da maioria dos genomas tumorais,

incluindo o cancer de mama. Tem sido proposto que a hipometiliagcdo contribua

para o desenvolvimento desta doenca pela ativacdo de oncogenes, inducéo da

instabilidade gendmica e por causar instabilidade cromossdmica.**"7?)

3.4 Cancer de Mama: estratégias terapéuticas

Em oncologia, os pilares terapéuticos ainda sdo representados pela
cirurgia, quimioterapia e radioterapia.'”

O tratamento primario do céancer de mama pode ser a cirurgia
conservadora seguida de irradiacdo ou a mastectomia seguida ou ndo de
reconstrucdo mamaria. O emprego de terapias sistémicas adjuvantes tem
elevado a sobrevida global das pacientes a partir da eliminagcdo de focos
metastaticos distantes do tumor primario. As terapias adjuvantes empregadas
no tratamento do cancer de mama incluem a quimioterapia e a terapia

hormonal.*™
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Adicionalmente a estas estratégias sistémicas, a radioterapia é usada,
em casos selecionados, como um tratamento adjuvante local, com o intuito de
destruir as células de cancer de mama que podem permanecer na parede
toracica, tecidos adjacentes ou nos linfonodos regionais, apés a cirurgia.“"®

A cirurgia de Mastectomia Radical, proposta por Halsted no final do
século XIX, representou um marco para 0s pacientes com cancer de mama.
Por aproximadamente 80 anos, com apenas poucas modificaces, tanto com o
aumento de sua extensdo para a disseccdo e inclusdo dos linfonodos
mamarios internos, como para sua reducdo para que 0os musculos mamarios
fossem poupados (mastectomia radical modificada), a cirurgia proposta por
Halsted foi utilizada, praticamente, como havia sido descrita.®1"

Até primeira metade do século XX, os especialistas acreditavam que o
cancer de mama era uma doenca que progredia gradualmente a passos
anatémicos da mama para os linfonodos e destes para o sangue.“"

Cirurgias extensas continuariam a ser advogadas até que Fisher propds,
no final da década de 60, que o cancer de mama deveria ser tratado com uma
doenca sistémica e que cirurgias extensas aumentavam o risco de morbidade,
sem melhora apreciavel da sobrevida. A partir dos anos 1970, surgiram 0s
primeiros estudos aleatorizados com diferentes propostas cirdrgicas, que
representaram um avanco do ponto de vista clinico e oncolégico (melhor
relacdo entre morbidade e sobrevida).*"®""

A cirurgia conservadora da mama, i.e., a retirada parcial do tecido
mamario e pele, acompanhada de esvaziamento axilar ou mesmo bidpsia de
linfonodo sentinela, € empregada no tratamento do cancer de mama em
estadios iniciais (estadios | e Il com tumor de até 4 cm de
didmetro).Atualmente, € o procedimento para tratamento de cancer mamario

mais comumente aplicado no mundo. "7
3.4.1 Radioterapia
Estimativas sugerem que 70 a 83% das pacientes com cancer de mama

sdo submetidas a radioterapia em algum momento durante seu

acompanhamento.®



30

Clarke e colaboradores, em 2005, concluiram uma meta-analise
demonstrando que a radioterapia apresentou reducdo significativa da
recorréncia local em 5 anos de acompanhamento e, também, reducdo na
mortalidade especifica pelo cancer de mama em 15 anos de seguimento. Em
contrapartida, os autores observaram, também, que houve pequeno incremento
da mortalidade por doenca cardiaca e cancer de pulmé&o nestas pacientes.®"®
Darby e colaboradores também observaram que a exposicdo do coragcdo a
radiacdo ionizante aumenta o risco de doenca cardiaca isquémica.*’®

Embora raramente realizada nos dias atuais, a mastectomia radical
ainda permanece como uma importante opcao terapéutica para o tratamento
de cancer de mama, especialmente para os tumores localmente agressivos ou
avancados.?

De acordo com os especialistas do M.D. Anderson Cancer Center,
podemos considerar como neoplasias localmente avancadas, os tumores
maiores que 5 cm, ou que comprometam a pele ou a parede toracica, ou ainda
agueles que se apresentam com linfonodos axilares fixos ou, ainda,
envolvimento dos linfonodos supraclaviculares, infraclaviculares ou mamarios
internos ipsilaterais. De maneira geral, todos os tumores do estadio Ill, assim
como um subgrupo do estadio IIB (T3NO), sdo considerados como localmente
avancados. 8V

Apesar da clara reducédo da taxa de recidiva local com o emprego da
irradiacdo direta da parede toracica e linfonodos locais ap0s a mastectomia
radical e em vista dos seus riscos, apenas recentemente a recomendacao
formal de radioterapia adjuvante neste cenario clinico foi recomendada pelos

autores e especialistas.®%?
3.4.2 Quimioterapia

O processo de disseminacdo tumoral por meio de metastases
determinou a necessidade de uma abordagem terapéutica baseado em drogas
sistémicas.

Testes empiricos iniciais com cultura de células malignas levaram a

utilizacdo das drogas citotéxicas.™®® A estreita margem de seguranca destas
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drogas torna essencial o seu uso de maneira racional. Atualmente, estas
drogas sao usadas em combinacao de diferentes classes, com o intuito de se
obter maior eficiéncia do tratamento com doses menores de cada medicacéo e,
portanto, melhor toleradas pelos pacientes.

A quimioterapia adjuvante (pds-operatoria) reduz o risco de recidiva e
aumenta a taxa de sobrevida entre as pacientes com cancer de mama inicial. A
magnitude do beneficio, entretanto, € modesta e muitas pacientes tém de ser
tratadas para que poucas sejam beneficiadas. Dados do Early Breast Cancer
Clinical Trialists' Collaborative Group demonstram que a quimioterapia tem
impacto nos tumores que surgem precocemente durante 0 acompanhamento,
com maior beneficio observado durante o primeiro ano de seguimento. Diante
dos efeitos adversos da quimioterapia citotoxica, o0 médico atendente deve
ponderar uma série de dados progndsticos para selecionar as pacientes que
realmente se beneficiariam da quimioterapia adjuvante, (184189

Para mulheres com cancer de mama localmente avancado, o regime de
quimioterapia neoadjuvante (pré-operatorio) representou um avancgo, pois,
anteriormente, boa parte destas pacientes era considerada como portadora de
um tumor inoperavel. Trata-se de um esguema de terapia sistémica de
inducéo, administrada anteriormente a terapia local definitiva, que faz com que
o tumor diminua ou, eventualmente, se torne indetectavel. Esta modalidade
terapéutica também pode ser utilizada para evitar o emprego de cirurgias mais
extensas.®189) A maioria dos pacientes apresenta algum grau de resposta a
quimioterapia neoadjuvante, sendo que 10 a 20% alcangcam resposta clinica
completa e 50 a 60% alcancam uma resposta parcial.(186:188:190-198)

A resposta clinica ndo corresponde, necessariamente, a resposta
patologica, sendo que, aproximadamente um terco dos pacientes com resposta
clinica, apresenta doenca residual ao exame anatomo-patolégico.!90-191:193-194)
De maneira geral, a resposta patoldégica completa € o melhor preditor de
sobrevida global e sobrevida livre de doenca para as pacientes com cancer de
mama localmente avancado que se submetem & quimioterapia
neoadjuvante.%)

Kuerer e colaboradores observaram que 12% das pacientes com cancer

de mama localmente avancado alcancaram resposta patoldgica completa a
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quimioterapia  neoadjuvante e apresentaram taxa de sobrevida
significativamente melhor. Entretanto, 13% das pacientes que haviam
apresentado resposta completa acabaram apresentando recidiva da doenca ou
faleceram em até 5 anos.®

Portanto, marcadores preditivos e progndsticos confidveis seriam
clinicamente importantes para a adequada identificagdo dos pacientes que se
beneficiardo da quimioterapia neoadjuvante, como 0s que alcancardo resposta
patolégica completa e ainda permanecerdo livres da doenca por um longo

periodo de acompanhamento.®®"

3.4.3 Terapia Hormonal: a primeira terapia-alvo empregada com grande

sucesso no tratamento do cancer de mama

O Estrogénio é o principal hormdnio envolvido no desenvolvimento e no
crescimento das neoplasias mamarias.®®® A ooforectomia foi a primeira
intervencao que se mostrou eficaz na regressao do cancer de mama avancgado,
ha mais de um século.?®® Desde entdo, a privacdo de estrogénio tém sido
adotada como importante estratégia terapéutica.®*?

O Tamoxifeno foi aprovado para o tratamento de mulheres com cancer
de mama avancado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 1977 e,
alguns anos depois, para o tratamento adjuvante deste cancer. ¢

Trata-se de um modulador seletivo do receptor de estrogénio (sigla em
inglés SERM), pois faz parte de um grupo de drogas que apresentam tanto
acao antiestrogénica como estrogénica, na dependéncia do tipo de organismo
e tecido considerado, através de um mecanismo de acdo molecular ainda
pouco entendido. ¥°® O Tamoxifeno inibe a ligacdo do estrogénio com seus
receptores do tipo alfa de forma competitiva. “°® Como consequiéncia, o
Tamoxifeno bloqueia a expressdo de genes regulados pelo estrogénio,
incluindo fatores de crescimento e angiogénicos secretados pelo tumor de
forma autdcrina ou paracrina. Como resultado, ocorre um bloqueio da fase G1
do ciclo celular determinando a involucdo tumoral.®®® O Tamoxifeno pode,

também, induzir, diretamente, a apoptose destas células.?®”
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O Tamoxifeno reduz o risco de recorréncia e prolonga a sobrevida em
mulheres com doenca restrita a mama e/ou linfonodos axilares, quando o tumor
apresenta expressao de receptores hormonais.*"2%)

Para mulheres com tumores positivos para o receptor de estrogénio e
tratadas por 5 anos com o Tamoxifeno adjuvante, os estudos clinicos
evidenciam reducgdo nas taxas anuais de recidiva e de mortalidade da ordem
de 50 e 28%, respectivamente. Isto significa que metade das recorréncias e
mais de um quarto dos eventos letais atribuidos ao cancer séao evitados a cada
ano de tratamento.®®® Este dado se traduz em milhares de vidas salvas
anualmente e, certamente, contribuiu para queda da mortalidade atribuida ao
cancer de mama ao longo da década de 90. Tais dados delineiam uma histoéria
de sucesso dentro da oncologia.®®®

Devido a sua acéo diferencial nos diversos tecidos, o uso de Tamoxifeno
resulta em beneficios adicionais aos pacientes: protecdo para doenca
cardiovascular aterosclerotica e aumento da densidade 6ssea. Nao obstante,
as pacientes podem apresentar efeitos colaterais indesejaveis como sintomas
caracteristicos da menopausa, tromboembolismo, além de ser uma droga com
potencial de induzir a proliferacdo do tecido endometrial.#”#10-1%)

Apesar dos beneficios evidentes, o sucesso do Tamoxifeno é parcial,
pois podemos observar que a metade das mulheres tratadas com este
medicamento  apresenta  recidiva da doenca ao longo do
acompanhamento.(?%:21®)

Tal fato, contudo, ndo impediu que o Tamoxifeno fosse considerado o
tratamento hormonal padréo para o cancer de mama, até que uma classe de
drogas, conhecidas como Inibidores da Aromatase, passasse a complementar
o Tamoxifeno no tratamento de mulheres na pds-menopausa com cancer de
mama positivo para receptor de estrogénio.*®

O nivel residual, porém estavel, de estrogénio encontrado durante a
menopausa € resultado da atividade da aromatase periférica, que € encontrada
em uma série de tecidos ndo glandulares (cérebro, figado, musculo, tecido
mamario normal, e gordura subcutanea) e, também, no tecido neoplasico
mamario, sendo este Ultimo o principal compartimento responsavel pelos niveis

séricos de estrogénio nas pacientes.®"219
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Em mulheres apdés a menopausa, o nivel deste horménio no tecido
tumoral mamario é 10 vezes maior que no plasma, muito provavelmente, em
parte devido a presenca de aromatase no tecido tumoral.®?%

O uso investigacional dos inibidores da aromatase em mulheres na pré-
menopausa tem sido minimo, pois um dos efeitos do uso destas drogas € a
diminuicdo do feedback negativo de estrogénio sobre o hipotalamo e pituitaria,
provocando aumento dos ovarios em alguns modelos animais. 2%

O Aminoglutetimide foi a primeira droga utilizada na supressédo de
hormonios esteroidais da adrenal (“adrenalectomia medicamentosa”), para o
tratamento do cancer de mama avancado. Devido a seus efeitos colaterais,
esta medicacdo passou a ser contra-indicada. Com a descoberta, no entanto,
de que sua efetividade era proveniente de sua acdo inibidora da enzima
aromatase, houve um esforgo ao longo da década de 1980 e inicio dos anos
1990 para o desenvolvimento de novas drogas com tal efeito. Hoje, nés as
conhecemos de acordo com a ordem cronologica em que foram clinicamente
desenvolvidas (primeira, segunda ou terceira geracdo) e de acordo com seu
mecanismo de acao (tipo 1 e 2).(209222:229)

Os inibidores do tipo 1 sdo analogos esteroidais da androstenediona e
se ligam de maneira irreversivel a molécula de aromatase. Os inibidores do tipo
2 ou nao-esteroidais se ligam de maneira reversivel ao grupo heme da
enzima.®%

Atualmente, pela sua maior eficacia farmacolégica e maior
especificidade pelo alvo molecular, séo os inibidores de aromatase de terceira
geracado que sdo recomendados para o tratamento clinico desta neoplasia.®®

De maneira geral, tanto o tamoxifeno quanto os inibidores da aromatase
de terceira geracdo, constituem um grupo de drogas bem toleradas pelos
pacientes devido a alta especificidade de suas agdes. Alguns efeitos colaterais,
de ambas as classes, dividem a mesma natureza, como ondas de calor e
vagina seca. Por outro lado, os inibidores de aromatase estdo associados a um
maior risco de fraturas, pois a supressao de estrogénio aumenta os niveis de
absorcéo dssea. 6230
De maneira geral, para mulheres na pés-menopausa com tumores com

receptores hormonais positivos, os estudos clinicos tém apontado para uma
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superioridade dos inibidores de aromatase, nos diversos cenarios clinicos no
que diz respeito a alguns desfechos clinicos como: resposta tumoral, tempo
para progressdo da doenca e sobrevida livre de doenca. Em termos de
sobrevida global, os estudos ainda ndo conseguiram demonstrar superioridade
absoluta dos inibidores de aromatase, mas as informagfes geradas até o
momento sustentam a utilizacéo preferencial destas drogas.#*¢231-232)

O tratamento com o objetivo de modular a atividade do receptor de
estrogénio foi, provavelmente, o primeiro tratamento que poderia ser chamado
de “terapia alvo”, que se destina a inibir um fator especificamente envolvido na
tumorigénese do cancer de mama. Mas esta abordagem néo é a Unica terapia
especifica disponivel para o tratamento desta neoplasia.®®

Nos ultimos anos, foi identificada uma série de vias moleculares
envolvidas na tumorigénese mamaria.?*¥ Este conhecimento tornou possivel o
desenvolvimento de terapias anticancer direcionadas contra estes alvos
moleculares e que apresentam poucos efeitos adversos comparados aos
agentes citotoxicos. Um exemplo € o Trastuzumab (Herceptin, Genentech,
South San Francisco, CA) um anticorpo monoclonal humanizado que se liga
com alta afinidade ao dominio extracelular do receptor transmembrana HER-2,
e tém sido empregado no tratamento de tumores de mama com alta expresséo
deste receptor, com melhora significativa (cerca de 50%) na sobrevida destas
pacientes.®®

Frente ao exposto, é possivel compreender que o cancer de mama nao
€ mais considerado como uma doenca Unica, mas sim uma colecdo de
doencas neoplasicas distintas do ponto de vista molecular e clinico. Uma vez
que diferentes doencas se originam de diferentes tipos celulares, diferentes
contextos moleculares podem estar presentes. As maiores diferencas
moleculares e clinicas sdo encontradas entre os canceres de mama ER
positivos e negativos e autores como Pusztai tém demonstrado, por exemplo,
que a maquinaria celular destes tumores difere na expressdo de milhares de
genes.®%%32%) Estydos que ndo levam em conta tais diferencas podem incorrer
em resultados inconclusivos.

Atualmente, ndo existem estudos explorando 0s niveis séricos de

metabolitos envolvidos no ciclo dos nutrientes de carbono Unico como
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marcadores de desfecho clinico em cancer de mama e, tal fato, & ainda mais
verdadeiro se levarmos em conta o cancer de mama ER positivo. Como vimos,
0S niveis séricos da Hcy e a Cy podem refletir alteragbes na homeostasia
epigenética da célula, através de modificacdes da taxa de metilacdo dos genes
envolvidos na regulagédo do ciclo e diferenciagao celulares ou mesmo morte
celular programada.

Fatores metabdlicos, além de serem relacionados ao risco de
desenvolvimento do céncer de mama segundo alguns autores, sobretudo
tumores RE+, podem ter significado progndstico por interferirem nos
mecanismos epigenéticos.*#" Estes constituem em fator de singularidade
tumoral com relacdo ao nivel de expressao de diferentes genes envolvidos na

contribuicdo da diversidade de comportamento deste tipo de cancer.®*27-23®

A Hcy e a Cy representam analitos cuja afericdo é realizada por
metodologias j& amplamente disponiveis e acessiveis aos clinicos, e se a sua
determinacao tiver significado prognostico e preditivo, pode contribuir de forma
significativa na tomada de decisdo individualizada na pratica clinica, frente a

uma paciente com neoplasia de mama.®3%24%
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4. CASUISTICA E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, em que as informacdes clinicas e
dados relevantes foram recuperados dos prontuarios fisicos das pacientes
participantes, provenientes dos arquivos de duas instituicbes: Hospital S&o
Paulo e Hospital Pérola Byington-SP, Brasil.

Noventa e sete pacientes foram recrutadas nos ambulatorios
especializados destes dois servicos.

Estas pacientes foram inicialmente estudadas em dois protocolos de
estudos, sendo as 30 primeiras participantes do projeto “Correlacdo entre dieta
e 0s niveis globais de metilacdo do DNA em carcinomas de mama” (Germano
PBMR, Gebrim LH, Jasiulionis MG, Correa M, e col.) protocolo n° 1160/04
aprovado no Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Sdo Paulo; e as 67
seguintes incluidas no estudo de acordo com o protocolo 0904/4, aprovado no
mesmo Comité de Etica e Pesquisa e que rendeu a publicagdo “Short-term
anastrozole therapy reduces Ki-67 and progesterone receptor expression in
invasive breast cancer: a prospective, placebo-controlled, double-blind trial.” J.
Cancer Res. clin. Oncol. 01 outubro 2010.

Apesar de diferencas de protocolos entre os dois estudos, todas as
pacientes apresentavam critérios de inclusdo em comum: todas se
encontravam na menopausa e apresentavam tumores ressecaveis (estadios I,
Il e ). A auséncia de expressao para receptores hormonais nao foi
considerada critério de exclusdo, e tais pacientes poderiam se submeter a
ambos o0s protocolos. Apenas pacientes com carcinoma de mama invasivo
poderiam ser incluidas.

Todas as pacientes foram submetidas a bidpsia diagnostica. As
amostras de tecidos, obtidas por bidpsia excisional neste momento, foram
denominadas como iniciais ou pré-tratamento.

As 30 pacientes iniciais foram submetidas a diferentes regimes
terapéuticos, em concordancia com seu estadio clinico, sendo acompanhadas
prospectivamente apos prévio consentimento (TCLE aprovado pelo Comité de

Etica e Pesquisa do hospital S4o Paulo - Universidade Federal de S&o Paulo,
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anexo 1) . Amostras de soro e plasma foram coletadas imediatamente antes ou
apos a bidpsia inicial, e armazenadas a -20° C até o momento da analise.

As 67 pacientes restantes, todas também no periodo pds-menopausa,
apos terem conhecimento do estudo e concordarem em participar do mesmo
assinando o Termo de Consentimento previamente aprovado pelo mesmo
Comité de Etica e Pesquisa (anexo 2), foram submetidas a esquema
neoadjuvante, com a duracédo de quatro semanas, em trés grupos (placebo ou
tamoxifeno 20 mg ou anastrozol 1 mg), seguido ou nado de tratamento
adjuvante de acordo com critérios clinicos determinados pelo médico que
realizou o acompanhamento. O periodo de tratamento neoadjuvante de 4
semanas foi escolhido pois trata-se do intervalo de tempo meédio necessario
para a conclusédo dos testes de rotina pré-operatérios nos dois servicos onde
as pacientes foram recrutadas, justificando o uso de placebo sem
consequéncias clinicas adversas para as pacientes. Para estas pacientes,
amostras de soro e plasma também foram obtidas no pré ou pdés-operatoério
imediatos e armazenadas a -20°C até o momento da analise.

Amostras de tumor também foram obtidas a partir da cirurgia definitiva,
representando as amostras finais ou pés-tratamento neoadjuvante.

Informagfes clinicas e histologicas foram obtidas dos prontuarios das
pacientes. Por ocasido do diagndéstico e tratamento das pacientes arroladas em
nosso estudo, a referéncia de estadiamento foi a sexta edicdo do manual
revisada e lancada em 2002.%*Y Entre os parametros clinicos observados,
temos o tamanho do tumor (T), acometimento de linfonodos (NO, sem
acometimento de linfonodos e N1; comprometimento de um ou mais linfonodos
em qualquer cadeia), estadio clinico (EC, estadios iniciais= | e Il; Estadio
avancado= Ill), recidiva local, recidiva a distancia, data do ultimo evento
(recidiva, morte ou Ultima visita ao ambulatério) e a causa da morte (evento
fatal devido ao tumor ou ndo). O tamanho inicial do tumor foi definido por
exame clinico ou por exame de ultrassonografia, aguele que apresentasse 0
maior valor. O tamanho final do tumor foi definido por exame histolégico da
peca cirurgica.

A determinacdo do status dos receptores hormonais foi realizada por

imunoistoquimica e as pacientes que participaram do estudo randomizado para
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endocrinoterapia neoadjuvante tiveram o status dos receptores hormonais de
suas amostras posteriormente revisados por dois patologistas segundo a
pontuacao de Allred, considerando o limite de 2 (amostras tumorais contendo
pelo menos 1% das células marcadas em qualquer intensidade foram
consideradas como positivas para expressao dos receptores hormonais: RE
e/ou RP).

Todas as 97 pacientes foram acompanhadas por periodos que variaram

de 4 a 7 anos (média: 5,58; mediana: 5,6).

4.1 Determinacédo dos niveis sanguineos de Hcy e Cy

As amostras de sangue foram coletadas pelas Equipes de Enfermagem
da Casa da Mastologia da Unifesp-EPM ou do Hospital Pérola Byington, por
puncdo venosa, juntamente com 0s outros exames solicitados pelo corpo
clinico e foram transportadas para o laboratorio da Disciplina de Imunologia da
Unifesp-EPM em isopor com gelo. Foram imediatamente centrifugadas a 2000
rom por 10 minutos. O soro e o plasma foram aliquotados em dois (2)
eppendorfs cada e congelados em freezer a -20°C.

A dosagem das concentracdes de Hcy e Cy no plasma das pacientes foi
realizada a partir do método de Pfeiffer e colaboradores e adaptado por Nunes
e colaboradores para aplicagdo em cromatografia liquida de alto desempenho
(HPLC — high performance liquid chromatography) com detecc¢éao fluorimétrica e
eluicdo isocratica.®°%40)

Descrevendo brevemente, o método consiste na separacdo do plasma
através do uso de anticoagulante EDTA na coleta do sangue e posterior
centrifugacdo. O plasma € tratado com agente redutor tris-carboxietilfosfina
(TCEP) para separacao da homocistina em duas moléculas de Hcy e daquelas
ligadas a proteinas plasmaticas, permitindo a quantificacdo da Hcy total. Apos
a interrupcéo da reagdo e precipitagdo das proteinas com acido tri-cloro acético
(TCA), centrifuga-se novamente para separacdo das proteinas. O
sobrenadante é transferido para outro recipiente para reagir com o agente 7-

fluorobenzo-2-oxa-1,3-diazole-4-sulfonato (SBD-F), especifico para marcacao
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fluorescente do atomo de enxofre. Apds incubacéo, o produto é injetado em um
HPLC utilizando coluna de fase reversa, ocorrendo a deteccdo em cerca de 7
minutos. A deteccdo da fluorescéncia dos compostos separados é feita com
detector ajustado para excitacdo 385nm e emissdo 515nm. #9240

AHcy (ou ACy) positiva ou negativa foram definidas como o valor da Hcy
no pos-tratamento (ou Cy) menos o valor da Hcy (ou Cy) pré-tratamento.

4.2 Determinagao da Taxa de Metilagdo Global

Tecido tumoral e tecido de mama normal adjacente, obtidos a bidpsia
diagnéstica e na peca cirargica, foram submetidos a extracdo de DNA. Os
fragmentos coletados foram picotados em pequenos cortes e colocados em
1000 pL do tampéo de lise TELT (100 mM Tris HCI, pH 8,5; EDTA 5 mM; 0,2%
SDS e 200 mM NacCl). Essa solucéo foi agitada por inversao durante 5 minutos
e, 5uL de Proteinase K 20 mg/ml (Invitrogen, Carslab, CA, EUA) foram
adicionados. Os fragmentos foram incubados por aproximadamente 16 horas a
55°C. ApOs este periodo o homogeneizado é subdividido em 2 tubos e a cada
tubo s&o adicionados 500uL de fenol saturado em Tris 0,1M pH 8.0 (Invitrogen,
Carslab, CA, EUA). A solucdo € entdo agitada por 5 minutos e centrifugada
14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. A fase aquosa superior é transferida para
novo tubo onde sdo adicionados 500uL de fenol saturado em Tris 0,1M pH 8.0
(Invitrogen, Carslab, CA, EUA). A solugdo é agitada por 5 minutos e
centrifugada 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. A fase aquosa superior foi
transferida para tubos limpos, onde foram adicionados 500uL de cloroformio
(Merck) e a solugédo deve entdo ser homogeneizada por inversao durante 3
minutos. Os tubos sédo centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. A
fase superior é transferida para novo tubo e o procedimento repetido. A fase
aguosa resultante € transferida para novo tubo e entdo adicionado 1 ml de
etanol absoluto gelado e o DNA e submetido a precipitacdo a -20°C por 30
minutos. Os tubos sdo entdo centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos, a 4°C,
e 0 sobrenadante descartado. O precipitado € posteriormente lavado em 1 ml

de etanol 70% e centrifugados a 14.000 rpm por 5 minutos a 4°C. O
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sobrenadante é entdo descartado e o DNA mantido durante aproximadamente
15 minutos em temperatura ambiente para secar. Posteriormente, o DNA é
ressuspenso em agua Milli-Q autoclavada e incubado por 15 minutos a 37°C
para sua completa solubilizacdo. A dosagem do DNA gendmico extraido dos
diferentes fragmentos foi realizada em espectrofotbmetro Nanodrop (Thermo
Scientific) e sua integridade demonstrada em eletroforese em gel de agarose
0.8%, preparado em tampéo TBE.

O DNA obtido foi submetido a ensaio de determinacdo da taxa de
metilacdo global pela técnica de MSRE (Methylation-Sensitive Restriction
Enzyme) em triplicata. Dois microgramas de cada amostra de DNA extraido
foram digeridos separadamente com 2 uL das enzimas de restricdo Mspl e
Hpall (Fermentas, St. Leon-Rot, Germany) por aproximadamente 16 horas a
37°C. ApOs este periodo, adiciona-se mais 1 pyL de cada enzima e os DNAs
sao digeridos por mais 1 hora a 37°C. DNAs sem digerir (controle) e digeridos
foram visualizados em gel de agarose 0,8% e as imagens obtidas através do
programa ImageQuant (GE Lifescience). A densitometria das bandas
resultantes foi realizada através do programa ImageJ 1.43u (Wayne Rasband,
National Institute of Health,USA). Posteriormente, foi calculada a porcentagem
de metilagdo de cada amostra, tratada ou n&o, subtraindo-se a banda
resultante da digestdo com Mspl da Hpall e dividindo-se pela banda sem digerir
(Hpall-Mspl/DNA néao digerido).
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Figura 3: Exemplo de ensaio de determinagdo da taxa de metilacdo global pela técnica de MSRE
(Methylation-Sensitive Restriction Enzyme) em duplicata. A porcentagem de metilagdo de cada amostra é obtida
subtraindo-se a banda resultante da digestdo com Mspl da Hpall e dividindo-se pela banda sem digerir (Hpall-
Mspl/DNA né&o digerido).

4.3 Andlise Estatistica

O teste Kruskal-Wallis foi usado para comparar Hcy, Cys e valores do
tamanho do tumor, e estas variaveis foram correlacionadas usando o teste de
correlacdo de Spearman quando adequado.®? O teste de x* de Pearson foi
utilizado para comparar as proporcées dos tratamentos pds-operatorios entre
as pacientes do primeiro estudo e as do segundo.

Sobrevida livre de doenca (SLD) foi calculada a partir da data do
diagnoéstico até a data da primeira recidiva ou da morte, e apresentada
utilizando-se o método de Kaplan-Meyer.®*® O periodo de seguimento foi
determinado da data de diagnéstico até a data da Ultima consulta ambulatorial
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ou data da morte. As curvas de sobrevida foram comparadas utilizando-se o
teste de Log-rank ou de Breslow quando observada alguma intersec¢do das
curvas. Andlise univariada e multivariada foram realizadas pelo método de
regressao de Cox.

Andlises multivariadas testaram todas as varidveis encontradas na
analise univariada com um valor de p inferior a 0,05, e as pacientes com dados
incompletos foram excluidas. Todos os testes estatisticos foram bi-caudados, e
o nivel de significancia estabelecido em 5%. As analises foram feitas utilizando
0 programa Statistical Package for Social Science SPSS (release 15.0,
Chicago, lllinois, USA). As andlises estavam de acordo com as recomendacgdes

de estudos para marcadores prognésticos.®
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5. RESULTADOS

As informac¢des clinicas iniciais acerca das pacientes se encontram
resumidas na tabela 01 e na tabela 02 temos os desfechos clinicos principais.
Podemos notar que a média do tamanho do tumor ao diagndéstico foi de apenas
pouco mais de 4 cm, no entanto, aproximadamente 40% das pacientes
apresentaram comprometimento de, ao menos, um linfonodo na apresentacéo

inicial.

Tabela 01: Caracteristicas clinicas das pacientes.

Caracteristica Média/Mediana n(%)

Idade 65.90/66.5 88

T (Tamanho do tumor)

1 2 (2%)
2 67 (69.%)
3 7 (7%)
4 14 (14%)
Desconhecido 7 (7%)

N (comprometimento linfonodal)

Sim 40 (41%)
Nio 52 (54%)
Desconhecido 5 (5%)

Estadio Clinico

loullAoullB 68 (70%)
A ou II1B 20 (21%)
Desconhecido 9 (9%)

Receptor de Estrogénio Alfa (Tumor

RE+)

Sim 58 (60%)
Ndo 27 (23%)
Desconhecido 12 (12%)

Receptor de Progesterona (Tumor RP+)

Sim 40 (41%)
Ndo 35 (36%)
Desconhecido 22 (23%)
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Receptor Hormonal*

Sim 62(64%)
Nio 19(20%)
Desconhecido 16(16%)

*pacientes com tumor com expressdo de ao menos um dos receptores hormonais; n: nimero de pacientes; RE:

receptor de estrogénio alfa; RP: receptor de progesterona.

Chama a atencdo o numero muito baixo de Obitos nesta populacéo,
apenas 9 pacientes faleceram em decorréncia do cancer de mama, ao longo do
acompanhamento.

Com relacdo a resposta ao regime hormonal neoadjuvante de curta
duracdo, uma paciente pertencente ao braco de tratamento do anastrozol

apresentou um tumor residual de menos de 1mm a cirurgia definitiva.

Tabela 2: Desfechos principais.

Evento Média/Mediana n(%)
Recidiva Local
Sim 6 (6%)
N3o 75 (77%)
Desconhecido 16 (17%)

Recidiva a Distancia

Sim 21 (22%)
Nao 59 (61%)
Desconhecido 17 (18%)
Sobrevida

Vivas 71 (73%)
Morte por Cancer 9 (9%)
Morte por outras causas 2 (2%)
Desconhecido 15 (15%)
Tamanho Inicial do Tumor (cm) 4,26/4,0 94
Tamanho Final do Tumor (cm) 3,05/3,0 76
ATU (cm) (Inicial - Final) 1,13/1,0 75

n: nimero de pacientes; ATU: diferenga no tamanho do tumor ao diagnéstico e ap6s a cirurgia (cm).

Na tabela 03 estdo descritos 0s regimes terapéuticos adotados para

todas as pacientes.
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Sessenta e seis pacientes foram aleatoriamente selecionadas para
comporem trés bracos possiveis, com a utilizacdo da droga por 4 semanas,
antes da cirurgia definitiva: placebo, anastrozol e tamoxifeno. Estas opcoes
compdem o chamado regime hormonal neoadjuvante de curta duracao.

Cada paciente poderia receber até 4 regimes complementares a cirurgia
definitiva: regime hormonal de curta duragdo ou quimioterapia sistémica como
regimes neoadjuvantes, radioterapia loco-regional, quimioterapia sistémica e/ou
hormonioterapia adjuvantes.

As cirurgias inicialmente planejadas (de acordo com as diretrizes adotadas pela
Federacdo Brasileira de Ginecologia e Obstetricia e pela Sociedade Brasileira
de Mastologia, vigentes na época) nao sofreram nenhuma mudanca a despeito
do nivel de resposta ao regime hormonal neoadjuvante de curta duragdo, ou
seja, 0 planejamento cirdrgico seguiu a indicagdo pelas caracteristicas clinicas
iniciais  (estadiamento clinico) e ndo sofreu nenhuma alteragédo

independentemente do grau de resposta alcancada.

Tabela 3: bragos do regime hormonal neoadjuvante de curta duragdo e regimes terapéuticos complementares.

- *

Randomizag¢ido e Modalidades Terapéuticas 1 o8

Placebo pré-operatério 12 (12,3%)
Anastrozol pré-operatdrio 24 (24,7%)
Tamoxifeno pré-operatdrio 30 (30,9%)
Modalidades Cirurgicas Empregadas t=97
Mastectomia Radical Modificada 69 (71,1%)
Quadrantectomia (Cirurgia Conservadora da Mama) 13 (13,4%)
Dados incompletos 15 (15,5%)
Tratamentos Adjuvantes** t=97
Radioterapia loco regional 50 (51,5%)
Quimioterapia Citotdxica Adjuvante 47 (48,4%)
Terapia Hormonal Adjuvante*** 43 (44,3%)
Dados incompletos 33 (34,0%)

*uma paciente inicialmente recrutada teve indicag&do de receber quimioterapia citotdxica pré-operatoria e foi
desligada do estudo clinico do regime hormonal de ¢ urta duracdo; **cada paciente poderia receber uma

combinagdo de até trés modalidades de tratamento ad  juvante (radioterapia, quimioterapia citotoxica et  erapia
hormonal); ***terapia com o emprego de Tamoxifeno o  u Anastrozol, por 5 anos, apés a cirurgia definitv. ~ a; t:

total de pacientes.
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Na tabela 04 encontram-se representadas os dados bioquimicos e
moleculares das pacientes.

Os niveis de Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) foram mensurados no
momento da biopsia inicial em todas as pacientes. Pacientes que n&o
participaram da randomizacdo e nao receberam regime hormonal de curta
duracdo pré-operatério ndo tiveram medida de Hcy e Cy realizadas no

momento da cirurgia definitiva.

Tabela 4: dados bioquimicos e moleculares das pacientes.

Caracteristica Média DP Minimo Maximo n
Hcy biopsia (LM) 17,6 10,25 7,1 71,48 83
Hcy cirurgia (uUM) 13,65 6,49 4,89 42,94 43
AHcy (biopsia-cirurgia)  -2,89 11,54 -39,43 21,67 40
Cy biopsia (LM) 595,4 101,71 389,03 951,65 83
Cy cirurgia (uM) 535,66 170,14 181,06 1055,67 43
ACy (biépsia-cirurgia) -12,27 189,62 -413,03 463,74 40
MSRE N biopsia (%) 44,39 7,03 32,88 56,92 18
MSRE N cirurgia (%) 48,27 11,01 23,62 72,63 26
AMet N (bidpsia-

cirurgia) 9,29 17,43 -17,21 36,85 7
MSRE T biopsia (%) 37,01 11,61 12,97 58,56 40
MSRE T cirurgia (%) 35,01 11,45 10,45 64,99 36
AMet T (biépsia-

cirurgia) -3,39 13,54 -38,51 26,14 23

DP: desvio padréo; n: nimero de pacientes; Hcy: homocisteina; Cy: cisteina; AHcy: diferenca entre os niveis de
homocisteina no perioperatério e no momento da biépsia; ACy: diferenca entre os niveis de cisteina no perioperatério e
no momento da bidpsia; MSRE N: nivel de metilag&o global do DNA no tecido normal adjacente; AMet N: diferenca nés
niveis de metilacdo do DNA na peca cirrgica e no material de biépsia, em tecido normal adjacente ; MSRE T: nivel de
metilagé@o global do DNA em tecido tumoral; AMet T: diferenga nos niveis de metilagdo global do DNA na pega cirtrgica
e no material de bidpsia, em tecido tumoral.

A diferenca de entre o nimero de amostras de tecidos normais e
tumorais disponiveis para a determinacdo da taxa de metilacdo deveu-se ao
fato de que a prioridade dos procedimentos de biopsia seria a de obtencgéo de
amostra tumoral para a avaliacdo histopatoldégica e imuno-histoquimica do
tumor. Tal fato comprometeu o numero de amostras de tecido mamario

adjacente ao tumor, obtidas no momento inicial.
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Os valores de Hcy e Cy registrados estavam muitos dispersos, com
ampla diferenca entre os valores maximos e minimos registrados para ambos
0S parametros, como visto na tabela 4.

Levando-se em conta a variacdo de idade entre as pacientes e também
a possibilidade da relacdo entre os niveis de Hcy e a idade, avaliamos a
possibilidade de os niveis de Hcy terem se levado gradualmente em funcdo da
idade, calculando a correlacdo de Pearson entre estes dois parametros. A

figura 4 representa o grafico da Hcy em funcéo da idade (r: -0,015; p= 0.901).
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Figura 4: niveis de Homocisteina (Hcy) em fungdo da idade das pacientes.

Hcy: homocisteina.

Algumas pacientes apresentaram queda expressiva destes parametros
(Hcy e Cy) enquanto outras apresentaram um aumento também expressivo.

Para a nossa populacdo estudada, tanto os niveis iniciais quanto finais
de Cy estavam demasiadamente elevados, como observado na tabela 4.

No projeto “Correlacdo entre dieta e os niveis globais de metilagdo do
DNA em carcinomas de mama” (Germano PBMR, Gebrim LH, Jasiulionis MG,
Correa M, e col.), no qual 30 pacientes do presente estudo haviam participado,
foi observada uma correlacdo importante entre parametros bioquimicos e
moleculares, que motivou a exploracdo das relagdes entre os niveis de Hcy e
Cy e suas varia¢cdes com o nivel de metilacdo global de DNA e sua variagao,

tanto em tecido tumoral como em tecido normal adjacente. Adicionalmente em
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nosso estudo, avaliamos a possivel relacdo entre estes parametros e o grau
resposta tumoral (ATu em cm) ao regime hormonal de curta duragdo. Como a
resposta clinica ndo corresponde, necessariamente, a resposta patoldgica, a
medida do tamanho final do tumor foi realizada ao exame

anatomopatolégico,(190-191:193-194)

Tabela 5: CorrelagGes entre os dados bioquimicos, epigenéticos e variagdo do tamanho do tumor.

MSREN  MSREN MSRET  MSRET
Correlagdo | Hcypré Hcy pos AHcy Cy pré Cy pos ACy i i AMet N i i AMet T
pré pos pré pos
r| -0,013
Hcypdés p 0,938
N 40
r| -0,549 0,751
AHcy p | <o0,001 <0,001
N 40 40
r| 0,579 -0,087 -0,298
Cy pré p| <0,001 0,592 0,062
N 83 40 40
r| -0,035 0,756 0,505 -0,069
Cypés p | 0,832 <0,001 0,001 0,672
N 40 43 40 40
r| -0,342 0,671 0,621 -5,562 0,823
ACy p| 0031 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
N 40 40 40 40 40
r| 0,056 -0,309 -0,318  -0,083  -0,400  -0,409
MSREN p| 0,830 0,355 0,340 0,751 0,223 0,212
pré N 17 11 11 17 11 11
r| 0,067 -0,188 -0,236 0,189 -0,135  -0,182 -0,214

MSREN p| 0,761 0,427 0,316 0,388 0,569 0,443 0,645

pos N 23 20 20 23 20 20 7
r| 0,000 -0,657 -0,771 0,286 -0,371  -0,486 -0,679 0,821
AMetN p 1,000 0,156 0,072 0,535 0,468 0,329 0,094 0,023
N 7 6 6 7 6 6 7 7
r| -0,159 -0,067 -0,011 -0,366 -0,122  -0,025 0,346 0,056 -0,543
MSRET p 0,353 0,746 0,958 0,028 0,553 0,907 0,174 0,863 0,266
pré N 36 26 24 36 26 24 17 12 6
r| -0,060 -0,131 -0,076 0,052 0,026 -0,058 0,370 0,446 0,179 0,405
MSRET p 0,743 0,490 0,697 0,776 0,890 0,766 0,293 0,033 0,702 0,062
pos N 32 30 29 32 30 29 10 23 7 22
r| 0,192 -0,210 -0,432 0,231 0,192 0,021 -0,552 0,224 0,486 -0,699 0,170
AMetT p 0,404 0,360 0,057 0,313 0,404 0,930 0,098 0,484 0,329 <0,001 0,450
N 21 21 20 21 21 20 10 12 6 23 22
r| 0,023 0,062 0,100 0,116 -0,110  -0,061 -0,062 -0,047 0,090 -0,291 -0,135 0,084
ATU(cm) p 0,856 0,713 0,562 0,354 0,511 0,725 0,813 0,827 0,848 0,090 0,454 0,710
N 63 38 36 63 38 36 17 24 7 35 33 22

Correlacdo de Spearman. r = coeficiente de correlacédo; p = valor do teste estatistico, n= nimero de pacientes. Hcy:
homocisteina; Cy: cisteina; AHcy: diferenca entre os niveis de homocisteina no perioperatério e no momento da
biopsia; ACy: diferenca entre os niveis de cisteina no perioperatério e no momento da bidpsia; MSRE N: nivel de
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metilagdo global do DNA no tecido normal adjacente; AMet N: diferenca nés niveis de metilacdo do DNA na peca
cirrgica e no material de biopsia, em tecido normal adjacente; MSRE T: nivel de metilagdo global do DNA em tecido
tumoral; AMet T: diferenca nos niveis de metilagéo global do DNA na pega cirdrgica e no material de biépsia, em tecido
tumoral; ATU: diferenga no tamanho do tumor ao diagndstico e apds a cirurgia (cm).

Os niveis de Hcy e Cy, iniciais e no peri-operatorio, e suas variacdes (A)
estavam correlacionados diretamente, como observado na tabela 5.

Com relacdo a Cy, uma correlacdo inversa entre os niveis iniciais de Cy
e taxa de metilagdo global inicial dos tumores se mostrou estatisticamente
significativa.

Para avaliar se os parametros bioquimicos apresentavam informacao
prognéstica, consideramos, quando aplicavel, todas as pacientes na analise
dos desfechos do tipo tempo-para-evento, uma vez que nao houve diferenca
estatistica entre as pacientes no que se refere ao periodo de acompanhamento
pOs-operatorio e regimes complementares empregados. Tanto as mulheres que
receberam regime hormonal pré-operatdrio quanto as demais estavam sujeitas
aos mesmos critérios de escolha de tratamentos adjuvantes complementares e
nao diferiram, significativamente, em relacdo a chance de recorréncia e obito.

Os tempos médios de sobrevida global (SG) estimados segundo
categorias de interesse (dados bioquimicos e moleculares, medicacao
hormonal neoadjuvante e categorias progndsticas ja estabelecidas) e resultado
dos testes comparativos estdo resumidos na tabela 6.

Para uma adequada categorizacdo das pacientes no presente estudo,
em termos de estadiamento clinico, as pacientes com tumores nos estadios |,
IIA e IIB sé&o consideradas como portadoras de cancer de mama em estadio
inicial. JA as pacientes com tumores IlIA e IlIB sé&o consideradas como
portadoras de cancer de mama em estadio tardio.

Com relagédo ao comprometimento dos linfonodos, as pacientes foram
categorizadas em duas possibilidades: presenca de comprometimento
linfonodal (a0 menos um linfonodo comprometido) e auséncia de

comprometimento linfonodal.



Tabela 6: Sobrevida Global (SG) de acordo com variaveis clinicas e patolégicas.

Obitos

% Obitos

Variavel Tempo Médio n P
Estimado em Meses
Tratamento 0,204
P 65,43 12 0 0
T 58,74 27 5 18,5
A 66,68 19 2 10,5
Total 63,64 58 7 12,1
AHcy 0,579
Aumento 61,49 19 2 10,5
Diminuicao 63,43 18 16,7
Total 65,74 37 13,5
ACy 0,941
Aumento 59,39 15 2 13,3
Diminuicao 65,11 22 13,6
Total 65,74 37 13,5
Estadio Clinico 0,959*
Inicial 67,47 58 5 8,6
Tardio 61,53 15 20
Total 66,43 73 8 11
N (Linfonodos Palpaveis) 0,082
Presenca 57,45 34 6 17,6
Auséncia 70,08 42 14,8
Total 66,55 76 8 10,5
T 0,831*
1 70,03 2 0 0
2 66,01 56 6 10,7
3 59,69 6 1 16,7
Total 64,99 64 7 10,9
RE ou RP 0,435*
Positivo/Positivo 62,68 35 5 14,3
Negativo/Positivo ou
Positivo/Negativo 51,83 12 1 8,3
Negativo/Negativo 60,07 19 3 15,8
Total 62,32 66 9 13,6

51

*Resultado do teste de Breslow. n: nimero de pacientes; p = valor do teste estatistico; P: placebo; T: tamoxifeno; A:

anastrozol; AHcy: diferenca entre os niveis de homocisteina no perioperatério e no momento da bidpsia; ACy:

diferenca entre os niveis de cisteina no perioperatério e no momento da biopsia; RE: receptor de estrogénio alfa; RP:

receptor de progesterona.

Com relacdo as andlises dos desfechos clinicos do tipo tempo-para-

evento, observamos, inicialmente, que a Sobrevida Global ndo se alterou

estatisticamente segundo tratamentos (Tamoxifeno, Anastrozol e Placebo),
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variacdo da Hcy ou Cy, estadiamento clinico, valor de T (classificacdo do
tamanho do tumor ao estadiamento clinico) e receptores hormonais (status do
RE, RP ou a combinacdo de ambos). A presenca de linfonodos
comprometidos também n&o acarretou alteracao estatisticamente significativa
nos tempos de sobrevida, Figura 5.
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Fig 5: Variagbes da Homocisteina (Hcy) e Cisteina (  Cy) nédo se correlacionam com SG (Sobrevida Global).

Curvas de Kaplan-Meier para SG para aumento e diminui¢do dos niveis da _Hcy (A) e _Cy (B) (p=0,579 e p=0,941,
respectivamente). + indica evento censurado. Eixo Y(SG): porcentagem de pacientes vivas. Adaptado de lerardi e col.,
2013, @

Os tempos médios de sobrevida livre de doenca (SLD), estimados

segundo categorias de interesse (dados bioquimicos e moleculares, medicacao
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neoadjuvante e categorias prognosticos ja estabelecidos) e resultado dos
testes comparativos estdo resumidos na tabela 07.

Tabela 7: Tempos médios de Sobrevida Livre de Doenga (SLD)estimados segundo categorias de interesse e resultado

dos testes comparativos

Variavel Tempo Médio n Recaida % p
Estimado em Meses Recaida

Tratamento 0,471
P 52,1 12 3 25
T 50,15 27 9 33,3
A 61,25 19 4 22,1
Total 56,07 58 16 27,6
AHcy 0,039*
Aumento 54,1 19 5 26,3
Diminuigdo 43,69 18 9 50
Total 51,19 37 14 37,8
ACy 0,249
Aumento 53,59 15 4 26,7
Diminui¢ao 46,35 22 10 45,5
Total 51,19 37 14 37,8
Estadio Clinico 0,037
Inicial 58,4 58 14 24,1
Tardio 43,39 15 8 53,3
Total 55,42 73 22 30,1
N (Linfonodos Palpaveis) 0,003
Presencga 43,93 34 16 47,1
Auséncia 64,14 42 6 14,3
Total 56,05 76 22 28,9
T 0,486*
1 70,03 2 0 0
2 56,87 56 15 26,8
3 44,1 6 3 50
Total 55,88 64 18 28,1
RE ou RP 0,701*
Positivo/Positivo 54,75 35 10 28,6
Negativo/Positivo ou
Positivo/Negativo 45,75 12 3 25
Negativo/Negativo 51,16 19 6 31,6
Total 54,13 66 19 28,8

p = valor do teste estatistico (log-rank e Breslow); n: nimero de pacientes; *Resultado do teste de Breslow; P: placebo;
T: tamoxifeno; A: anastrozol; AHcy: diferenga entre os niveis de homocisteina no perioperatério e no momento da
bidpsia; ACy: diferenca entre os niveis de cisteina no perioperatério e no momento da biépsia; RE: receptor de

estrogénio alfa; RP: receptor de progesterona.
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Com relacdo a SLD, esta apresentou uma influéncia negativa e
importante do ponto de vista estatistico do estadiamento clinico e da presenca
de linfonodos. A Sobrevida Livre de Doenca nao sofreu influéncia dos valores
de T e do status dos receptores hormonais. Com relacdo aos metabdlitos, as
pacientes que apresentam elevacdo nos niveis de Hcy, ou seja um valor de
AHcy positivo, apresentaram maior tempo de sobrevida livre de doenca, tal fato
parece também ocorrer em relacdo a variagcdo de Cy ou ACy. O impacto das
variacbes nos niveis destes metabolitos sobre a SLD € mais bem observado

nas curvas de Kaplan-Meier da figura 6.
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Fig 6: Variagdes dos niveis da Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) se correlacionam com a SLD (Sobrevid a
Livre de Doenga). Curvas de Kaplan-Meier para SLD para aumento e diminuicdo nos niveis da _Hcy (A) e _Cy (B).
(p=0,039 e p=0,249, respectivamente). + indica evento censurado. Eixo Y (SLD): porcentagem de pacientes sem
recorréncia da doenca. Adapatado de lerardi e col., 2013.%*9

Analisando conjuntamente os fatores que influenciaram a Sobrevida
Livre de Doenca na andlise univariada, observamos que a variagdo na Hcy
(AHcy) e a presenca de linfonodos exercem influéncia no tempo de sobrevida
livre de doenca, com o aumento nos niveis de Hcy diminuindo a chance de
recidiva, ao passo que a presenca de linfonodos comprometidos aumenta a
chance de recidiva da doenca. O modelo de risco proporcional de Cox,
incluindo estadiamento clinico, comprometimento linfonodal e variacdo da Hcy,
demonstrou que o comprometimento linfonodal e a variacdo da Hcy séo fatores
prognosticos independentes no que diz respeito a Sobrevida Livre de Doenca
(Tabela 8).
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Tabela 8: Andlise multivariada da Sobrevida Livre de Doenca (SLD)

IC( 95%)
Modelo Variavel RR Inferior Superior p

AHcy 0,96 0,92 1 0,04
Estadio Clinico 0,33
Inicial 1

Parcial Tardio 1,93 0,51 7,21
N (Linfonodos palpaveis) 0,116
Auséncia 1
Presenca 2,91 0,77 11
AHcy 0,96 0,92 1 0,042
N (Linfonodos palpaveis) 0,027

Final Auséncia 1
Presencga 3,86 1,16 12,79

RR: razao de risco; IC: intervalo de confianca; p = valor do teste estatistico (modelo de riscos proporcionais de Cox);
AHcy: diferenca entre os niveis de homocisteina no perioperatorio e no momento da bidpsia.

Como o estadiamento clinico e o comprometimento linfonodal influenciam a
SLD, assim com a AHcy, o proximo passo foi analisar os niveis de Hcy em
relagdo a estes parametros clinicos nos momentos em que estes dados foram
aferidos e que serviram para a determinagcdo do valor da sua variagcéo
(momentos pré e pdés o regime hormonal neoadjuvante). Nas tabelas 9 e 10
temos as medidas de tendéncia central estratificada nos momentos por estadio

clinico e comprometimento de linfonodos.

Tabela 9: Valores médios de Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) de acordo com momento (pré e pds regime hormonal

neoadjuvante) e estadio.

Estadiamento Clinico

Varidvel Inicial Tardio

Média DP n Média DP n
Hcy (Pré) 17,18 9,25 59 21,08 13,64 18
Hcy (P&s) 14,42 6,66 37 8,78 1,97 5
Cy (Pré) 582,17 96,2 59 655,89 112,19 18
Cy (Pds) 556,8 169,66 37 391,99 117,99 5

DP: desvio padrédo; n: numero de pacientes; HCy: homocisteina; Cy: cisteina.
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Tabela 10: Valores médios de Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) segundo momentos (pré e pos regime hormonal

neoadjuvante) e presenca de linfonodos comprometidos.

N (Linfonodos comprometidos)

Variavel Presenca Auséncia

Média DP n Média DP n
Hcy (Pré) 20,72 13,39 36 15,59 6,23 43
Hcy (P6s) 13,65 8,98 19 13,65 3,73 24
Cy (Pré) 611,36 117,29 36 586,58 89,88 43
Cy (Pés) 474,57 154,61 19 584,02 169,02 24

DP: desvio padrédo; n: nimero de pacientes; HCy: homocisteina; Cy: cisteina.

Na tabela 12, as médias de Hcy e Cy nao diferem entre os estadios clinicos no

momento pré regime hormonal neoadjuvante, mas o comportamento da Hcy é

melhor elucidada na tabela 11, onde observamos que o0s valores médios da

Homocisteina se comportam de maneira diferente nos estadios entre os

momentos clinicos (pré e pos regime hormonal neoadjuvante) de maneira

independente da presenca de linfonodos comprometidos. Ainda na Tabela 11,

observamos também que as médias da Cy apresentam comportamento

estatisticamente diferente entre os momentos, porém de forma dependente do

comprometimento de linfonodos.

Tabela 11: Modelos de Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) segundo momentos (pré e pbs regime hormonal

neoadjuvante) e estadiamento clinico ou presenca de linfonodo.

Variavel Fator Estatistica de p
teste (Wald)

Momento 17,84 <0,001

Hcy Estadio Clinico 0,19 0,662
Momento*Estadio clinico 7,09 0,008
Momento 21,93 <0,001

Cy Estadio Clinico 2,46 0,117
Momento*Estadio clinico 14,67 <0,001

Momento 8,06 0,005

Hcy N (Linfonodos Palpaveis) 2,49 0,115
Momento*(Linfonodos palpaveis) 2,62 0,106

Momento 6,66 0,01

Cy N (Linfonodos Palpaveis) 2,51 0,113
Momento*(Linfonodos palpaveis) 6,15 0,013

p: valor do teste estatistico (ANOVA); Hcy: homocisteina; Cy: cisteina.
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Na tabela 12 observamos que tanto Hcy como Cy apresentam reducao
estatisticamente significativa de seus valores médios apenas no estadio tardio
e, consequentemente, os valores médios destes analitos sédo estatisticamente
menores, N0 momento pos regime hormonal, nas pacientes com estadiamento
tardio quando comparadas as pacientes no estadio inicial. Notamos, também,
que os valores médios do Cy apresentam uma diferenca importante, mas nao
estatisticamente significativa, entre os estadios clinicos no momento pré regime

hormonal.

Tabela 12. Anélises multivariadas de Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) segundo estadiamentos clinicos e momentos

(pré e p6s regime hormonal neoadjuvante).

Variavel Estadio clinico/Momento Diferenca Erro Padrao p
Média

Inicial/pré Vs Tardio/pré -3,9 3,34 >0,999

Hey Inicial/pré Vs Inicial/pds 2,76 1,6 0,509
Tardio/pré Vs Tardio/pds 12,17 3,15 0,001
Inicial/pds Vs Tardio/pds 5,51 1,34 <0,001
Inicial/pré Vs Tardio/pré -73,54 28,54 0,06

oy Inicial/pré Vs Inicial/pds 26,87 30,52 >0,999
Tardio/pré Vs Tardio/pds 268,11 55,11 <0,001
Inicial/pds Vs Tardio/pds 167,71 54,5 0,013

p: valor do teste estatistico; Hcy: homocisteina; Cy: cisteina.

Como consequéncia, notamos que tanto para a Hcy quanto para a Cy
temos uma queda consideravel em relacdo as médias iniciais das
concentracbes destes metabodlitos apds o tratamento hormonal adjuvante
(Tamoxifeno, anastrozol ou placebo) nos estadios avancados, ou seja,
pacientes dos estadios tardios apresentaram quedas nos valores de ambos os
metabdlitos de maneira significativa do ponto de vista estatistico, como
evidenciado na Tabela 12.

Considerando a presenca de linfonodos comprometidos, o principal fator
prognéstico em cancer de mama (fato significativo também evidenciado em
nossa coorte), analisamos a possivel influéncia deste dado clinico no

comportamento dos metabdlitos.
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Tabela 13: Resultados das comparagfes multiplas da Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) segundo presenca de
linfonodo e momentos da coleta (pré e pos regime hormonal neoadjuvante).

Variavel N (Linfonodos comprometidos)/ Diferenca Erro p
Momento Média Padrao
Hcy Pré Vs Pdos 4,23 1,49 0,005
Presenca pré Vs Auséncia pré 24,81 23,56 >0,999
oy Presenca pré Vs Presenca pds 136,98 40,85 0,005
Auséncia pré Vs Auséncia pos 2,75 35,53 >0,999
Presenca pods Vs Auséncia pos -109,43 48,32 0,141

p: resultado do teste estatistico; Hcy: homocisteina; Cy: cisteina.

Na tabela 13 observamos que ha redugédo nos valores médios da Hcy
em ambos os momentos de coleta, independente da presenca de linfonodo. A
meédia da Cy se reduz estatisticamente apenas em pacientes com presenca de
linfonodos comprometidos, compativel com os resultados apresentados na
tabela 11, onde observamos que o comportamento da Cy é dependente do
comprometimento dos linfonodos.

Os comportamentos da Hcy e Cy em relacdo ao estadio clinico e
presenca de linfonodos comprometidos estdo resumidos no gréafico da figura 7
abaixo.
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Figura 7: Niveis de Homocisteina (Hcy) e Cisteina (Cy) aprese  ntam maior diminui¢cdo apés o regime hormonal
de curta duragio em pacientes com estagio clinicoa  vangado. Niveis de Hcy e Cy antes (pré) e apés (pos)

tratamento nos estadios iniciais e tardios (A e C, respectivamente), e na presenca ou auséncia de linfonodos

comprometidos (B e D, respectivamente). *p<0.05. Adapatado de lerardi e col., 2013, (244)

Com relacdo aos diferentes tratamentos hormonais empregados,
exploramos a possivel influéncia de cada droga nas variacbes dos dados
bioquimicos e moleculares, com o intuito de avaliar se cada uma delas
influenciou o comportamento dos metabdlitos e a alteracdo da metilagdo do
DNA de maneira diferente. Além disso, avaliamos se as respostas dos tumores
alcancadas em cada braco da randomizacdo diferiam estatisticamente,
buscando identificar se havia superioridade de uma droga sobre a outra. Caso
houvesse diferenca significativa nestes parametros, poderiamos identificar,
além da melhor droga, marcadores bioquimicos e moleculares da resposta

tumoral, com potencial uso na pratica clinica.
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Tabela 14: Descricdo das variagbes na Homocisteina (Hcy), Cisteina (Cy), metilagcéo e tamanho do tumor segundo
tratamentos e resultado das comparagoes.

Varidavel Tratamento Meédia DP Mediana Minimo Maximo n p
P -2,06 6,08 -1,7 -11,58 8,37 8
T -4 -2 -28,24 17 17
AHey ,3 8,65 ,3 8, 6, 0,372
A -1,73 16,21 0,53 -39,43 21,67 15
Total -2,89 11,54 -1,2 -39,43 21,67 40
P 52,5 176,75  -101 274,11 301,96 8
T -29,08 214,66 -19 -413,03 463,74 17
ACy 0,414
A 28,24 169,88 67,5 -276,1 315,2 15
Total -12,27 189,62 -18 -413,03 463,74 40
P -7,33 10,37 -7,3 -14,66 0,01 2
T -1,55 13,51 -6,6 -20,58 26,14 13
AMet T 0,853
A -5,39 15,25 -0,3 -38,51 10,26 8
Total -3,39 13,54 -2,5 -38,51 26,14 23
T 439 18,99 11,9 -17,21 18,47 3
AMet N A 12,98 18,02 10,4 -5,74 36,85 4 0,724
Total 9,3 17,43 11,9 -17,21 36,85 7
P 0,54 1,43 0,5 -1,5 3,6 12
ATU
., T 0,64 1,95 1 -3,5 4 26
(pré - pos 0,687
em cm) A 0,96 1,66 1 -3 4 19
Total 0,72 1,73 1 -3,5 4 57

n: nimero de pacientes; p: resultado do teste estatistico (Kruskal-Wallis); P: placebo; T: tamoxifeno; A: anastrozol;
AHcy: diferenca entre os niveis de homocisteina no perioperatério e no momento da biopsia; ACy: diferenca entre os
niveis de cisteina no perioperatério e no momento da bidpsia; AMet N: diferenca nés niveis de metilagcdo do DNA na
peca cirdrgica e no material de biépsia, em tecido normal adjacente; AMet T: diferenca nos niveis de metilagéo global
do DNA na pecga cirlrgica e no material de bidpsia, em tecido tumoral; ATU: diferenca no tamanho do tumor ao
diagndstico e apos a cirurgia (cm).

Com relagéo aos diferentes bragos de tratamento do estudo clinico, ndo
h& diferenca estatisticamente significativa nas variagbes da homocisteina,

cisteina, metilacdo e tamanho do tumor entre os tratamentos (Tamoxifeno,

Anastrozol e placebo; todos com p > 0,05 na tabela 13).
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6. DISCUSSAO

As pacientes participantes do estudo foram acompanhadas por um
periodo de tempo consideravel, e a sobrevida livre de doenca pode ser
adequadamente apurada. Além disso, apresentaram 6tima aderéncia ao
esquema neoadjuvante de curta duragédo, sendo que nenhuma foi censurada
dos calculos estatisticos devido ao ndo cumprimento do regime inicial de 4
semanas. Se do ponto de vista dos niveis iniciais da Hcy, ndo pudemos
classificar todas as pacientes como portadoras de Hiperhomocisteinemia, todas
elas apresentaram valores extremamente elevados de Cy ao diagndstico inicial
(acima de 300 umol/L). Nesta populacéo, foi constatada também, correlacdo
interessante entre a variacdo da Hcy e a Sobrevida Livre de Doenca. Esta
observacdo chama a atencéo para descobertas importantes no estudo destes
aminoécidos dentro da oncologia. Entretanto, existem algumas limitagcdes nesta
populacdo no que diz respeito ao numero de individuos envolvidos e sua
heterogeneidade em termos de condicdes clinicas e regimes terapéuticos pos
cirdrgicos empregados.

Temos pacientes que receberam ou ndo quimioterapia citotoxica
neoadjuvante, foram submetidas a cirurgia radical ou conservadora da mama,
com ou sem irradiacdo loco-regional, e, de maneira mais significativa e com
impacto em estudos investigando fatores progndsticos, muitas pacientes
receberam quimioterapia sistémica adjuvante com agentes citotoxicos
(associada ou ndo a endocrinoterapia de longa duracao).

O estudo tomou lugar em duas instituicdes publicas com niveis de
complexidade de atencdo semelhantes, sendo que os tratamentos propostos e
empregados pelos médicos atendentes estavam de acordo com 0S recursos
disponiveis nestas instituicdes.

Os preceitos clinicos foram determinantes no planejamento e
desenho dos dois estudos anteriores que recrutaram as pacientes. Como as
pacientes foram submetidas a diferentes esquemas terapéuticos, incluindo
terapia sistémica adjuvante, somente fatores progndsticos extremamente
relevantes poderiam ser destacados neste desenho de estudo. No entanto, no

que diz respeito a avaliacdo de marcadores preditivos precoces de resposta
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terapéutica e comparacao entre agentes terapéuticos, o estudo representa um
o0timo exemplo da utilizagdo do cenério neoadjuvante como modelo
experimental, sem alterar o curso e 0 prazo normais do tratamento destas
pacientes.

No que diz respeito as pacientes envolvidas no estudo clinico, além dos
tratamentos complementares a cirurgia radical ou conservadora definitiva
(possibilidade de radioterapia e quimioterapia e/ou endocrinoterapia adjuvante)
estas pacientes foram submetidas a um curto periodo de tratamento com
drogas antiestrogénicas (Tamoxifeno e Anastrozol) ou placebo antes da
cirurgia. O uso de placebo, nesta condicao, foi justificado, pois o periodo de
complementacdo da rotina pré-operatdria, nos servicos em que as pacientes
estavam em acompanhamento tem duracdo de, aproximadamente, um més.
Uma paciente, que inicialmente seria recrutada no estudo clinico foi excluida,
pois apresentava indicacdo formal de quimioterapia citotoxica neoadjuvante
(tumor localmente avancado) e foi excluida dos célculos estatisticos referentes
ao estudo clinico.

Com relacdo a possibilidade de tratamento com duas medicacdes
diferentes, apenas nos ultimos anos os inibidores de aromatase de terceira
geragdo como O Letrozol e o Anastrozol se mostraram superiores ao
Tamoxifeno, quando empregados na adjuvancia e neoadjuvancia de tumores
com expressdo de receptores hormonais, em mulheres na menopausa.
Inclusive, muitas pacientes que estavam em uso de Tamoxifeno adjuvante
passaram a usar Anastrozol ao longo do acompanhamento. No entanto, a
época do desenho do estudo clinico ndo havia evidéncias a respeito da
superioridade dos inibidores da aromatase, apenas dados preliminares
promissores em favor destes, e havia a necessidade de estudos comparativos
que pudessem ajudar na selecdo da melhor escolha terapéutica em termos de
custo/beneficio. Naquele momento, o Anastrozol foi selecionado como
representante dos inibidores de aromatase de terceira geracdo, pois era o
representante desta classe que estava disponivel em nosso pais.

O wuso do regime neoadjuvante como cenario pré-operatorio
experimental, pode trazer informacdes importantes a respeito do grau de

reposta do tumor a regimes terapéuticos. Com o emprego das medicacoes
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antiestrogénicas de diferentes mecanismos de acéo e, medindo os efeitos nos
marcadores analisados, os pesquisadores envolvidos na concepg¢éo do projeto
do estudo clinico esperavam obter informacfes que norteassem a conduta
clinica futura nas pacientes com cancer de mama com expressao de
receptores hormonais ou positivos para receptores hormonais.®45-24®)

Até o momento, ndo ha, na literatura especializada, estudos explorando
o potencial uso da Hcy e da Cy como marcadores clinicamente uteis em
oncologia. Dados preliminares da pesquisa, que recrutou inicialmente parte das
pacientes participantes do estudo atual (“Correlacdo entre dieta e o0s niveis
globais de metilacdo do DNA em carcinomas de mama”’) apontaram
correlacdes interessantes entre os niveis de Hcy e hipometilacdo global do
genoma e deste parametro molecular com caracteristicas associadas a
agressividade tumoral. Desta forma a hipotese de que a Hcy seria um
marcador do nivel de hipometilacdo global, um dos principais mecanismos
envolvidos oncogénese mamaria, tornou-se palpavel. Apos o periodo de tempo
considerado, o levantamento dos prontuarios traria dados retrospectivos
importantes acerca da sobrevida destas pacientes, com a possibilidade de
observacéo de correlagbes prognosticas. O estudo presente tem, portanto, a
intencdo de criar hipdteses a serem testadas em grupos com maior nimero de
observacdes, e de maneira prospectiva.

O acompanhamento destas pacientes evidenciou que a coorte, Como um
todo, apresentou aparente bom prognéstico. Apenas 9 (9,28%) das pacientes
haviam falecido em decorréncia do cancer de mama ao longo do periodo de
acompanhamento, o que influenciou a falta de correlacédo significativa entre
fatores prognosticos consagrados, com o comprometimento de linfonodos e o
tamanho do tumor, e a SG. Ao final do seguimento, que durou, em média, 5,60
anos, 71 das pacientes estavam vivas, totalizando 71% de sobrevida em pouco
mais de 5 anos (15 pacientes perderam seguimento e 2 faleceram por eventos
cardiovasculares). Este dado é de dificii comparacdo com os dados
apresentados na literatura, uma vez que as pacientes encontram-se
estratificadas por diversos parametros clinicos e divididas em diferentes bragos

terapéuticos de acordo com critérios de inclusdo particulares a cada estudo.
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De maneira geral, a sobrevida mundial para cancer de mama, em 5
anos, é de 61%. No entanto, nesta estimativa sdo levados em conta casos de
tumores metastaticos, enquanto a populacdo estudada consiste apenas de
pacientes com tumores ressecaveis. Em nossa coorte, onde 71% das
pacientes apresentavam tumores nos estadios | e Il (IIA e 1IB), foi observada
uma taxa de mortalidade especifica por cancer de 9% em pouco mais de 5
anos de acompanhamento. Para os estadios | e Il, de acordo com os
levantamentos de Bland e colaboradores, a mortalidade seria de 5 a 12% em
10 anos.™ Com relacdo a resposta ao regime hormonal neoadjuvante de curta
duracdo, uma paciente pertencente ao braco de tratamento do anatrozol
apresentou um tumor residual de menos de 1mm a cirurgia definitiva.
Provavelmente, esta paciente, se completasse o esquema neoadjuvante por 4
meses, apresentaria uma resposta patolégica completa. Apenas recentemente,
o tratamento hormonal primério, com inibidores de aromatase de terceira
geracdo por 4 meses, demonstraram beneficios comparaveis aos da
quimioterapia neoadjuvante.?*® Estes beneficios representam aumento do
namero de cirurgias conservadoras da mama embora ndo altere,
significativamente, a SG e SLD j4 alcancadas com o emprego de terapia
hormonal adjuvante.®>®

Devido ao baixo numero de eventos e tempo de seguimento muito
variado entre as pacientes (de 4 a 7 anos), fatores progndésticos consagrados
tiveram pouca influéncia na Sobrevida Global. Nesta amostra, apenas o
comprometimento de linfonodos (1 ou mais linfonodos comprometidos) mostrou
correlagcdo com a SG das pacientes.

O status dos receptores hormonais (tumores positivos para RE, RP ou
mesmo ambos) foi revisado centralmente e analisada de acordo com o escore
de Allred por dois patologistas em concordancia com estudos avaliando a
expressao destes receptores. A positividade dos receptores hormonais néo
mostrou influéncia como fator prognostico, o que ja € esperado uma vez que
real valor do status tumoral para estes marcadores esta em sua contribuicdo
como fator preditivo de resposta a terapia hormonal.

De maneira geral, o0s tumores apresentaram resposta a

endocrinoterapia, o que foi acompanhado pela diferenca de tamanho
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observada ao diagndstico e na peca cirargica. A escolha para a avaliagdo do
tamanho final ao exame patologico provavelmente diminui a influéncia do
processo inflamatoria decorrente do procedimento de biopsia. A avaliacdo
clinica da resposta em um intervalo de tempo tao curto quanto 4 semanas seria
imprépria devido ao edema e hematoma que resultam do procedimento de
bidpsia (um periodo de 2 a 3 meses seria necessario para uma adequada
avaliacdo clinica da resposta tumoral). A escolha de diferentes formas de
avaliacao inicial (clinica) e final (patoldégica) do tamanho do tumor né&o
influenciou de maneira significativa os resultados. Embora a menor preciséo da
avaliacdo clinica da medida do tumor pode ser observada pela diminui¢cdo dos
tumores das pacientes no grupo placebo, esta diferenca foi infima e
acreditamos que isto ndo possa ser considerado um viés a favor das taxas de
resposta a endocrinoterapia.

Entre as pacientes que participaram do estudo clinico, 10 se mostraram
como portadoras de tumor de mama negativos para a expressao de ambos os
receptores hormonais. Para evitar viés de selecdo durante a distribuicdo
randémica das pacientes, as pacientes que preenchiam os critérios de inclusdo
(menopausadas com tumores ressecaveis) iniciavam o regime hormonal
imediatamente ap6s a realizagdo da bidpsia confirmatoria. Os meédicos
atendentes dos servicos participantes do estudo, iniciavam as medicacdes
antes de receberem o resultado da Imunoistoquimica, cuja conclusdo era
liberada para consulta ao longo do periodo de 4 semanas que antecedia a
cirurgia, em conjunto com os demais exames da rotina pré-operatoria nestes
servicos.

A influéncia fatores patolégicos como o tipo e grau histolégico néo
poderiam ser adequadamente avaliadas nesta amostra, uma vez que a
esmagadora maioria dos tumores era do tipo ductal e pouco diferenciados de
grau histoldgico II.

Aumento nos niveis de Hcy tem sido estudado ja ha um bom tempo
como fator de risco para doenca cardiovascular e mais recentemente tem sido
correlacionado com doencas neurolégicas e complicacdes na gravidez.?®" A
quantificacdo da Hcy plasmatica é feita por metodologia relativamente simples

e rapida e existem estudos apontando uma possivel contribuicdo da Hcy na
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carcinogénese a como um fator de risco para cancer de mama.®*®) Poucos
biomarcadores bioguimicos praticos e baratos estao disponiveis rotineiramente
para predizer progndéstico ou resposta ao tratamento do cancer, e, neste
contexto, Hcy poderia ser um biomarcador Uutil.

O Céncer de mama € um tipo muito comum de céancer, e tém sido
extensivamente estudado. Ao longo do século passado houve uma evolugéo
progressiva e dramatica do entendimento desta doenca, o que foi
acompanhado de uma melhora gradual na forma da abordagem terapéutica.
Tratamentos radicais passaram gradualmente do posto de abordagens mais
comuns para opc¢des de excecdo no cuidado do cancer de mama. Por se tratar
de uma doenca sistémica, grandes abordagens cirdrgicas radicais traziam mais
comorbidades com pouco ou nenhum beneficio clinico. O emprego da
quimioterapia adjuvante representou mais um avanco relacionado a este
entendimento da doenca. Posteriormente, houve o aparecimento de terapias
alvo, fato que pode ser adequadamente exemplificado com o advento e
evolucdo da terapia antiestrogénica. A Terapia hormonal mudou
vertiginosamente o progndéstico dos tumores com expressdo de receptores
hormonais e, hoje em dia, pesquisadores tem se esforcado para poupar
pacientes de se submeterem a quimioterapia citotdxica adjuvante e seus
efeitos colaterais. Todo este processo sO foi possivel diante de um melhor
conhecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos da doenca e do consequente
uso racional de fatores progndsticos e biomarcadores identificados neste
processo.

Embora alguns biomarcadores estejam disponiveis na literatura, muitos
pesquisadores continuam buscando novos candidatos para que o diagndstico e
o tratamento do cancer se tornem cada vez mais personalizado.?%22%%

Entretanto, muitos destes esfor¢os se concentram em perfis moleculares
e dependem de instalacOes de alta complexidade para abordagens genéticas e
processamento de amostras teciduais, que ndo sao amplamente disponiveis.

O Metabolismo da Hcy pode sofrer interferéncia por defeitos nas vias de
Transulfuracdo e/ou Remetilacdo, que podem causar um aumento Nos seus
niveis. Embora a Hcy possa ser considerado um marcador sensivel de

alteracdes metabolicas importantes como deficiéncia absoluta ou funcional de
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Acido Fdlico ou outras vitaminas integrantes do ciclo metabdlico da Metionina,
em decorréncia de uma série de processos patolégicos, como os inflamatdrios
cronicos, nao € possivel excluir completamente um papel causal da Hcy no
agravamento destas condicges.®?

A Hcy em excesso pode levar ao aumento dos niveis de Cy, que
também tem sido relacionado a alguns processos patolégicos, incluindo o
cancer.®

A Hcy e a Cy estdo relacionados no ciclo dos nutrientes de carbono
Unico e sado potencias fatores de risco e biomarcadores de neoplasias, uma vez
gue participam do estresse oxidativo, de maneira indireta, e estao relacionados
a hipometilacdo do DNA, com suas consequéncias sobre a instabilidade do
material genético e nivel de expressdo de diferentes genes (como proto-
oncogenes e supressores de tumor).828%123-141)

De acordo com Jacobsen, o espectro normal de valores para a Hcy
plasmatica € de 5 a 15 pmol/L. Valores entre 15 e 25 pmol/L correspondem a
uma hiperhomocisteinemia leve; entre 25 a 50 umol/L sdo considerados como
uma hiperhomocisteinemia intermediaria e acima de 50 pmollL,
hiperhomocisteinemia severa. *>®

Em nosso estudo observamos pacientes que poderiam ser enquadradas
tanto na categorial normal para niveis plasmaticos de Hcy como, também, nas
diversas categorias clinicas de hiperhomocisteinemia.

J4 a concentragdo da Cy plasmatica de individuos considerados
saudaveis é em torno de 250 pmol/L. Valores acima de 300 pmol/L séo
categorizados como elevados, em estudos que avaliaram o risco de doenca
cardiovascular e Cy.%®

Para a nossa populacdo estudada, tanto os niveis iniciais quanto finais
de Cy estavam demasiadamente elevados. Antes de receber o regime
hormonal neoadjuvante, todas as pacientes apresentavam valores
anormalmente elevados de Cy e algumas poucas pacientes apresentaram
valores normais ou baixos (abaixo de 250 umol/L) deste metabolito, apés terem
recebido o esquema hormonal neoadjuvante.

De maneira geral, houve grande variacdo entre os valores de Hcy e Cy

das pacientes ao diagnoéstico, com meédia de Hcy inicial considerada como
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pertencente a faixa de Hiperhomocisteinemia leve (17,60 pmol/L) e a média
dos valores finais estava abaixo de 15,00 pmol/L. J& a Cy apresentou valores
elevados tanto quando consideramos a média dos valores ao diagnostico
quanto no peri-operatério. Além do fato de valores de Cy serem da ordem de
20 vezes os valores da Hcy, todos os valores iniciais da Cy estavam
consistentemente elevados acima do nivel de significAncia clinica (acima de
300 pmol/L).

As amostras de sangue foram submetidas a dosagem destes
aminoacidos em dias diferentes, desta forma, tanto as afericbes da Hcy quanto
da Cy foram processadas em mais de uma rotina laboratorial. Se
considerarmos que foi utilizada uma metodologia de referéncia, em um
laboratorio que segue as orientacdes de boas praticas, a hipotese de que todas
as medidas da Cy estariam sujeitas a um mesmo erro sistematico analitico
(detector fluorimétrico mal calibrado, por exemplo) se torna improvavel. Pode-
se inferir que os niveis de Cy que representam melhor o distdrbio metabdlico
do Ciclo dos Nutrientes de Carbono Unico neste grupo de individuos, embora
algumas pacientes apresentassem, também, niveis extremos de Hcy ao
diagnéstico.

Os niveis de Hcy sé@o determinados por trés possiveis rea¢ges do ciclo
da Metionina: Remetilacdo, Transulfuracdo e Transmetilacdo; ao passo que a
Cy é produzida a partir de apenas uma destas reacdes, a Transulfuracéo e,
portanto, estaria teoricamente mais sujeita alteracdes diante de processos
patolégicos de repercussao sistémica. Isto, provavelmente, explica um fato
evidenciado por Lin e colaboradores no estudo acerca dos niveis de cisteina
em uma coorte dentro do estudo Women’s Health Study: quando pacientes que
tiveram o diagnéstico de cancer de mama em até 2 anos da determinacdo dos
niveis de Cy foram excluidas da andlise, os autores observaram uma perda de
significancia estatistica entre a relacdo dos niveis elevados de Cy e o0 risco
para cancer de mama. Durante este periodo, tumores subclinicos poderiam
estar contribuindo para a elevacao dos niveis de Cy e influenciando o resultado
do estudo.®* 8890
Nosso estudo encontrou uma correlacdo direta significativa entre o0s

niveis destes dois aminoacidos e suas variagcdes. Provavelmente, pela
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contribuicdo multifatorial representada pelo tumor (como a massa tumoral e o
processo inflamatoério associado) ja clinicamente estabelecido, e o fato desta
relacdo se manter apesar do emprego da terapia, favorece ainda mais a
hipotese que o0s niveis destes metabolitos estdo sob forte influéncia do
processo patoldgico neoplasico.

Outra observagcdo importante é que ocorreram diferentes
comportamentos dos metabdlitos tanto em relagdo ao uso anastrozol quanto
para o uso do tamoxifeno ou mesmo do placebo, ou seja, observamos que
alguns pacientes que receberam o0 mesmo medicamento apresentaram
aumento dos niveis séricos destes metabdlitos enquanto outros apresentaram
queda dos mesmos. A contribuicdo relativa do efeito direto das medicacdes
sobre a variacdo dos niveis dos aminoacidos nao foi estatiscamente relevante
em nosso estudo, como pudemos observar na tabela 14.

Apesar da possibilidade do efeito direto dos medicamentos sobre os
niveis da Hcy, o que parece ter influenciado o comportamento destes
metabdlitos, de maneira preponderante, foi a extensdo da doenca em si. Como
vimos, as reducgdes significativas da Hcy e Cy ocorreram nas pacientes de
estadio clinico mais avancado (A e 111B).?*” E importante salientar que o
estadiamento clinico € um dado que sintetiza uma série de caracteristicas
tumorais como extensao da neoplasia e seu padrdo de disseminacdo. Em um
estudo com pacientes com carcinoma espinocelular primario de cabeca e
pescoco (HNSCC), e que nao receberam tratamento, ndo foram observadas
correlacdes entre os niveis Folato, vitamina B12 e Hcy e a progressao da
doenca, sugerindo que a diferenca entre os niveis Hcy e Cy e progressao
podem ser especificos para diferentes tipos tumorais.®*®

A idade avancada é considerada um fator de risco para
Hiperhomocisteinemia.®®*® Para a nossa populacdo, ndo houve correlacdo
entre a idade das pacientes e 0s niveis plasmaticos de homocisteina ao
diagnéstico.

A metilagdo do DNA é um mecanismo epigenético bem estudado,
envolvido no controle da expressédo génica.?®® Alteracbes nos niveis de Hcy
podem resultar em mudancas nas concentracoes celulares de S-

AdenosilMetionina (SAM) e consequentemente promover alteracdes do padrao
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de metilagdo do DNA.®® Soares e colaboradores j4 demonstraram a
importdncia da hipometilagdo como um evento epigenético envolvido na
tumorigénese do tecido mamario.*¢?

Com relacdo a Cy, uma correlacao inversa entre os niveis iniciais de Cy
e taxa de metilagcdo global inicial dos tumores se mostrou estatisticamente
significativa. Este resultado é interessante e esperado, uma vez que existe uma
correlacdo metabdlica entre Hcy, Cy e metilacio de DNA no ciclo da
Metionina.

Embora ndo tenhamos observado qualquer correlagcédo entre o tamanho
do tumor e os niveis de metilacdo global do tumor, observamos correlagédo
inversa entre variacdo da Hcy (AHcy) e a variacdo da metilacdo na amostra
tumoral (AMet T), embora esta relacdo ndo tenha se provado estatisticamente
relevante. Estes parametros podem ser influenciados, também, por alguns
fatores como a dieta, polimorfismo das enzimas envolvidas no metabolismo da
Metionina, o efeito direto de dois medicamentos diferentes (Anastrozol e
Tamoxifeno) e, também, de forma importante, a metodologia utilizada para
avaliacdo da taxa de metilagdo. Técnicas desenvolvidas com a utilizacdo de
enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo requerem quantidades significativas
de DNA integro de boa qualidade para resultados adequados. Outra questédo
importante € que estes ensaios sdo limitados pelo nimero de dinucleotideos de
CpG que podem ser analisados, pois apenas aqueles sitios de CpG que
estiverem presentes nas sequencias reconhecidas pelas enzimas de restricéo
sensiveis a metilagdo poderiam ser analisados, além de possibilidade de
clivagem incompleta pelas enzimas.?%?

Até a presente data, existe pouca informacao disponivel a respeito do
papel da Hcy na biologia do tumor. Jennifer Lin, Shumin M. Zhang e
colaboradores avaliaram a relacéo entre os niveis de Hcy e Cy e risco para o
desenvolvimento de tumores de mama. Alguns estudos observaram que
aumento no risco de cancer estava associado com altos niveis de Hcy ou Cy
em mulheres com baixos niveis de Folato.*®* Altos niveis plasmaticos de Hcy
foram também observados em pacientes com outros tipos de cancer. 4263267
Embora a maioria dos autores tenha analisado os niveis da Hcy e outros

componentes do ciclo da metionina como fatores de risco para o
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desenvolvimento de céncer, apenas poucos estudos discutem o possivel papel
da Hcy como fator prognéstico. Bobe e colaboradores observaram que altas
concentracbes de Hcy estavam associadas com recorréncia de adenoma
colorretal. Nenhum estudo correlacionando Hcy e progndstico em cancer de
mama foi encontrado.®®?

Foi também estudado a relagcédo das concentragdes da Hcy e/ou Cy com
0s niveis de metilacdo global, para avaliar possiveis mecanismos biologicos
por trds desta associacdo, nado conseguimos demonstrar correlacdes
significativas neste estudo, Unica excec¢do para correlacédo inversa observada
entre os niveis iniciais de Cy e taxa de metilacdo global inicial dos tumores.
Dado que também corrobora a hipétese de que é a Cy que esta mais
relacionada ao processo patologico tumoral. Para checar o possivel valor
prognostico e preditivo da Hcy e/ou da Cy, avaliamos pacientes com tumores
de mama ressecaveis, seguidas por um periodo de 4 a 7 anos. Devido ao
pequeno numero de eventos fatais, o estudo ndo teve poder estatistico para
determinar a contribuicdo destes aminoacidos na Sobrevida Global.

No entanto, dados significantes na analise univariada apontaram para
influéncia do estadiamento clinico, status dos linfonodos e, de maneira
interessante, a variagdo da Hcy (AHcy) na Sobrevida Livre de Doenca. A
analise multivariada evidenciou que o aumento nos niveis plasmaticos de
Homocisteina (AHcy positiva) apés o regime neoadjuvante de curta duracao,
aumentava a Sobrevida Livre de Doenga ao passo que o comprometimento de
um ou mais linfonodos ao diagndstico aumentava o risco de recidiva do cancer
de mama.

Este achado sugere a hipdtese que as pacientes que apresentaram
elevacdo nos niveis destes aminoacidos poderiam corresponder a pacientes
com tumores que apresentassem maiores niveis de metilagdo global do
genoma, correspondendo portanto, a neoplasias com as vias de sinalizacéo
celulares dos receptores hormonais mais integras, representando canceres de
mama mais responsivos a terapia hormonal. Estas pacientes apresentariam os
desfechos clinicos como sobrevida global e sobrevida livre de doenca apds

maior periodo de tempo.
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Em contrapartida, as pacientes que apresentaram queda dos niveis de
Hcy, apresentariam neoplasias com menor grau de metilagdo global do
genoma (genoma mais hipometilado) e, portanto com maior instabilidade
cromossOmica e alteracdo das vias de sinalizacdo intracelulares,
representando canceres de mama mais resistentes a endocrinoterapia. Esta
hipétese, no entanto, ndo péde ser demonstrada em decorréncia de algumas
limitacGes técnicas e de numero de pacientes randomizadas em cada braco
terapéutico. Mas, de uma maneira geral, as variacdes da Hcy poderiam ser
empregadas como um marcador precoce do comportamento tumoral frente ao
emprego da endocrinoterapia, tendo seu nivel sofrido forte influéncia dos
mecanismos bioldgicos multifatoriais subjacentes a resposta tumoral frente aos
tratamentos empregados.

Este achado sugere que a variacdo da Hcy possa ser um potencial
marcador prognostico para o tumor de mama, confirmando a associacdo entre
Hcy e prognostico. Como vimos anteriormente, a analise multivariada mostrou
que os niveis de Hcy e o comprometimento dos linfonodos, mas ndo o tamanho
do tumor, representam fatores progndsticos independentes no que diz respeito
a Sobrevida Livre de Doenca, implicando que a variacdo nos niveis de Hcy
podem ser mais um marcador progndstico util na predigcdo de resposta de
tratamento em pacientes com tumores de mama.

O tratamento de curta duracdo com Tamoxifeno e Anastrozol,
provavelmente, teve pouca influéncia na Sobrevida Global ou Sobrevida Livre
de Doenca. Um estudo da Washington University mostrou que o uso de 4
meses de Tamoxifeno ou Letrozol (outro inibidor de aromatase comparavel ao
anastrozol) ndo teve impacto na sobrevida livre de recidiva ou sobrevida
atribuida ao cancer.®®® Uma meta-andlise reunindo 4 estudos comparando
Anastrozol ao Tamoxifeno, em regimes de tratamento neoadjuvante com
duracdo de 3 ou 4 meses, detectou uma superioridade do Anastrozol referente
a taxa de cirurgias conservadoras, 0 que nao pode ser encontrado em nosso
estudo por causa do pequeno numero de sujeitos em cada braco terapéutico e
pelo tempo curto de exposicdo das pacientes aos medicamentos (4

semanas).?®?
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O regime endocrino de curta duragdo provocou 0s mais diversos
comportamentos nos niveis dos aminoacidos (Hcy e Cy) de acordo com sua
acdo nas celulas tumorais. No entanto, devido ao pequeno numero de
pacientes em cada braco terapéutico e possiveis fatores confundidores como o
grau de expressao de receptores hormonais (tanto a expressao de apenas um
ou outro receptor, como o proprio nivel de expressdo avaliado pelo Allred
escore) e expressdao de HER-2 (ndo revisada no estudo), fatores hoje
relacionados ao grau de resposta de tumores de mama a endocrinoterapia,
esta aplicacdo clinica da Hey ndo pode ser aqui demonstrada. ¢">%"Y) Portanto,
a utilizacdo da Hcy e também da Cy como fatores preditivos de resposta ao
tratamento hormonal também merece especial atencdo em investigacdes

futuras.
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7. CONCLUSAO

Alto nivel de Hcy € um fator de risco cardiovascular bem estabelecido.
Além disso, Hcy € um marcador tumoral em potencial. Este € um dos primeiros
estudos que avalia o valor das variacbes da Hcy como marcador prognostico
ou preditivo para cancer de mama. A despeito das limitacbes deste estudo,
analise retrospectiva de um grupo heterogéneo de pacientes, péde observar,
pela primeira vez, o potencial uso da variagdo da Hcy como um marcador da
Sobrevida Livre de Doenca em pacientes com cancer de mama. Este achado
gera uma hipotese fascinante que devera ser confirmada em estudos futuros,
acrescentando um marcador amplamente disponivel e de facil determinacao na

pratica clinica.
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Anexo 1: Termo de consentimento CEP  n° 1160/04

Termo de Consentimento livre e Esclarecido

1 — Projeto: Correlacdo entre dieta e niveis globais de metilacdo do DNA em
carcinomas de mama.

2 — Essas informac0fes estado sendo fornecidas para sua participacao voluntaria
neste estudo, que visa buscar uma correlagdo entre o nivel de ingestdo de
folato, vitamina B6, vitamina B12 e metionina na dieta e o nivel global de
metilacdo do DNA de fragmentos de tumores de mama.

3 — Os procedimentos realizados serdo: 1. retirada de um fragmento de bidpsia
adicional do tumor de mama quando esse procedimento ja estiver indicado
para 0 seu caso e posterior analise do nivel de metilacdo do DNA desse
material; 2. aplicacdo de um questionario de freqiiéncia alimentar e 3. coleta de
sangue por puncao periférica da veia do antebraco e posterior dosagem dos
niveis plasmaticos de folato, vitamina B6 e B12 e homocisteina;

4 — O desconforto adicional esperado dizem respeito a puncéo venosa para a
coleta do sangue;

5 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos
profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
davidas. O principal investigador é o Dr. Luiz Henrigue Gebrim que pode ser
encontrado no endere¢co Rua Botucatu, 527, nos Telefones 55764618 ou
55764100. Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua
Botucatu, 572 — 1° andar — c¢j 14, 5571-1062, FAX: 5539-7162 — E-mail:
cepunifesp@epm.br

6 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento
e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu
tratamento na Instituicao;

7 — Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em
conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a identificacdo de nenhum

paciente;
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8 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das
pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesquisadores;

9 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o0 participante
em qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nao ha
compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

10 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou
tratamentos propostos neste estudo (nexo causal comprovado), o participante
tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as indeniza¢des
legalmente estabelecidas.

11 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que i
ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo’Correlagédo entre niveis de

metilacdo do DNA em carcinomas de mama e dieta”.

Eu discuti com o Dr. Luiz Henrique Gebrim sobre a minha decisdo em participar
nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sao os propositos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servico.
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Assinatura do paciente/representante
Data / /

legal

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos

ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste
estudo.

Dr. Luiz Henrique Gebrim Data / /
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Anexo 2: Termo de consentimento CEP  n° 0904/4
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
“Estudo dos efeitos farmacodinamicos do tamoxifeno e dos inibidores de

aromatase (Arimidex <) em pacientes com cancer de mama.”

Eu, , abaixo

assinada, fui esclarecida sobre o objetivo do presente estudo e eventuais

desconfortos que poderei sofrer.

Confirmo ter revisado o
conteldo de informacdo precedente, relativo ao estudo a que estou

concedendo a minha participacao por livre e espontanea vontade.

Estou ciente dos
propdsitos do estudo, dos procedimentos a serem realizados, desconfortos e
riscos, vantagens e beneficios, bem como a garantia do sigilo total de minha
participacdo e esclarecimentos permanentes durante a pesquisa. Ficou claro
também que minha participacdo € isenta de despesas e que tenho garantia do

acesso a tratamento hospitalar quando necessario.

Concordo
voluntariamente em participar deste estudo, sabendo que poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no
meu atendimento neste servico.

Data: [/ [

Assinatura da paciente ou representante legal:

Data: [/ [/
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Assinatura da

testemunha:

Eu, André Mattar, declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
consentimento livre e esclarecido da paciente acima ou representante legal

para a participacéo neste estudo.

Data:_ / _/

Assinatura do pesquisador



