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Resumo

Objetivos: avaliar a relacao entre a superexpressédo do oncogene HER-2/neu e
as caracteristicas das pacientes e dos tumores, e a sobrevida livre de doenga em
mulheres portadoras de carcinoma de mama localmente avangado tratadas com
quimioterapia neo-adjuvante contendo antraciclina. Sujeitos e Métodos: estudo de
coorte reconstituido, em que foram avaliadas 118 mulheres com carcinoma de
mama estadios IlIA e IlIB, excluindo as portadoras de carcinoma inflamatorio,
tratadas no Ambulatério de Oncologia Clinica do CAISM-UNICAMP, com
poliquimioterapia neo-adjuvante contendo antraciclina. Foram avaliados quanto a
possivel associagdo entre a superexpressao do HER2/neu e o estado menstrual,
graus histologico e nuclear, receptores hormonais e respostas clinica e patologica a
quimioterapia primaria. A expressdo deste foi determinada por imunoistoquimica.
Também se avaliou uma possivel relagcdo entre este fatores, a resposta a
quimioterapia neo-adjuvante e a sobrevida livre de doenca. Empregou-se o teste
exato de Fisher ou qui-quadrado para avaliar as possiveis associacoes. O
tempo para recidiva foi estimado pelo método de KAPLAN & MEIER. Para a

comparacao entre valores de medianas foi realizado o teste de Kruskall-Wallis,
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estimando-se a razdo de riscos pelo método de COX. O teste de Wilcoxon foi
utilizado para a comparagcédo das curvas. Resultados: 74 pacientes (62,7%)
obtiveram resposta objetiva, sendo 7 remissdes completas clinicas e 67 parciais.
Houve apenas 1 progressdo a quimioterapia primaria. Apenas 3 pacientes (2,5%)
nao foram submetidas a cirurgia. Quatro pacientes (3,5%) alcangaram remissao
patoldgica completa (R0), 6 (5,2%) com doenca residual microscopica (R1) e 105 com
doenca residual macroscopica (R2). Nao houve associacao entre a superexpressao
do HER2/neu e as caracteristicas das pacientes ou dos tumores primarios nem
com a resposta a quimioterapia. Receptores de progesterona negativos, grau
nuclear alto, estadio clinico IlIA e resposta clinica completa apresentaram-se
associados a resposta patologica. A mediana do intervalo livre de doencga para
todo o grupo de pacientes foi de 18 meses. Na regressao mdltipla, apenas o nimero
de linfonodos positivos apds quimioterapia mostrou forte correlacao prognostica com
a sobrevida livre de doenca. Conclusdes: ndo se observou nesta populacao
associacao entre a superexpressao de HER2/neu e as caracteristicas das mesmas
ou dos tumores primarios, nem tampouco com a resposta ao tratamento neo-
adjuvante ou sobrevida livre de doencga. Receptores de progesterona negativos,
grau nuclear alto, estadio clinico IllIA e resposta clinica completa mostraram-se
correlacionados com a resposta patolégica. O niumero de linfonodos positivos

mostrou-se preditivo para o tempo livre de doencga.
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Summary

Objectives: to evaluate the relationship between HER2/neu overexpression,
patients’ characteristics, prognostic factors and clinical outcome in locally advanced
breast cancer patients treated with neoadjuvant anthracycline-based chemotherapy
Methods: for this retrospective study, 118 women with stage IlIIA-B breast
cancer, excluding inflammatory cancer, were evaluated at the Medical Oncology
Unit of CAISM-UNICAMP. HER2/neu overexpression was evaluated by
immunohistochemistry. Possible associations between HER2/neu expression
and disease-free survival, patients characteristics, prognostic factors and response
to neoadjuvant chemotherapy were investigated. The disease-free survival was
calculated according to Kaplan-Meier method. For statitsical analysis Fisher test,
hazard ratios with 95% interval confidence, and Cox or Wilcoxon models were
used. Kruskall-Wallis was used for comparison between medians. Results: 74
patients (62.7%) achieved objective responses, with 7 complete remissions.
There was 1 progressive disease and only 3 patients (2.5%) didn’t undertake
mastectomy. After surgery, four patients (3,5%) were evaluated as pathological

complete remission (R0), 6 (5.2%) with microscopic residual disease (R1) and 105
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with macroscopic residual tumor (R2). The median free-survival was 19 months for
the hole group. There was no association between HER2/neu overexpression and
patients characteristics, tumor prognostic factors nor with clinical or pathological
reponses. Negative progesterone receptors, high tumor nuclear grade, clinical
stage IlIA and complete clinical response were predictive factors for pathological
response. In multivariate analisys, only pathological lymph node status was
prognostic factor for disease-free suvival. Conclusions: there was no significant
association between HER2/neu overexpression, tumor prognostic factors and clinical
or pathological response to neoadjuvant chemotherapy. Negative progesterone
receptors, high nuclear tumor grade, clinical stage IlIA and clinical complete
response were associated to complete pathological response. Lymph node

status was a strong prognostic factor for disease-free survival.
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1. Introducao

As neoplasias de mama localmente avangadas correspondem aos estadios
[lIA e IlIB da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC, 1998). Em regides
economicamente desenvolvidas, onde existem eficazes programas de diagndstico
precoce, a freqiéncia da neoplasia localmente avancada € de aproximadamente
5%. Em regides menos favorecidas, entretanto, estes estadios correspondem de

30% a 50% dos novos diagnosticos de cancer de mama (Hortobagy et al., 1996).

O carcinoma de mama localmente avancado inclui tumores maiores de
5cm, com ou sem metastase linfonodal axilar, ou tumores de qualquer tamanho
com extensa invasdo da axila e/ou da pele e/ou parede toracica. Pode estar
presente comprometimento dos linfonodos supra e/ou infraclaviculares e/ou da
cadeia mamadria interna. Nao deve ocorrer, entretanto, a presenca de metastases

sistémicas (Hortobagy et al., 2004).

O carcinoma inflamatorio € usualmente incluido nesse grupo, no estadio IlIB,
embora tenha caracteristicas histolégicas, padrao de crescimento e prognostico

diferentes dos nao inflamatérios (Meyer et al., 1948; Lucas e Perez—Mesa,
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1978; Levine et al., 1985; Sherry et al.,1985; Jaiyesimi et al., 1992; Perez et al.,
1994). Caracteriza-se por endurecimento difuso e intenso da pele com borda
erisipeldide, geralmente sem massa subjacente, cuja bidpsia revela invasao dos
vasos linfaticos da derme, e sua agressividade e comportamento biolégico ja
foram extensamente descritos (Jaiyesimi et al., 1992; Chang et al., 1998;
Merajuer e Sabel, 2004). Portanto, devido a sua diferente biologia, o carcinoma

inflamatério sera excluido desta introducao.

Historicamente, a abordagem terapéutica inicial das pacientes com neoplasia
de mama localmente avancada e tecnicamente ressecaveis, incluindo o carcinoma
inflamatério, era cirdrgica, mas com alta taxa de recidiva. Durante muitas décadas, a
mastectomia radical a Halsted foi o tratamento de escolha. Esta cirurgia foi
sistematizada especificamente como um controle eficaz para as pacientes com
neoplasia localmente avancada. Os critérios de irressecabilidade dessas neoplasias
foram definidos por Haagensen e Stout (1943), e correspondem a: edema extenso
da pele da mama, ndédulos satélites cutaneos, carcinoma inflamatério, edema de
braco, metastases a distancia e dois ou mais dos seguintes sinais: ulceragdo da
pele, edema cutaneo limitado, fixacdo do tumor a parede toréacica, linfonodos
axilares com 2,5cm ou mais de didmetro e fixacdo dos mesmos a pele ou as

estruturas profundas da axila.

Em virtude da baixa taxa de sobrevida, em torno de 20% em 10 anos
com mastectomia radical (Arnald e Lenisk, 1979; Fracchia et al., 1980), estudos
clinicos com radioterapia exclusiva de baixa e alta voltagens desenvolveram-se,

alguns evidenciando resultados similares aos obtidos com a cirurgia (Baclesse,
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1949; 1965), outros mostrando sobrevidas semelhantes e maior controle local
dose-dependente, ou seja, doses mais altas de radioterapia resultando em melhor
controle local, poréem com efeitos colaterais de maior gravidade como fibrose da
mama, linfedema de brago e neuropatia do plexo braquial (Guttmann, 1967; Zucali
et al., 1976; Rubens et al., 1977; Bruckman et al., 1979; Spanos et al., 1980;

Harris et al., 1983; Montague e Fletcher, 1985; Sheldon et al., 1987).

Uma revisdo detalhada das varias publicacoes desde Halsted, relatando
experiéncia com mastectomia, radioterapia e combinacao de mastectomia com
radioterapia, demonstrou que a maior parte das pacientes morreu por metastases
a distancia e que, apesar de favorecer um melhor controle loco-regional, a
combinacdo de mastectomia e radioterapia ndo alterou a sobrevida significativamente

(Swain e Lippman, 1994).

Estudos publicados por Zucali et al. (1976) e Arnald e Lenisk (1979)
comparando radioterapia exclusiva ou seguida de cirurgia no primeiro estudo
e cirurgia exclusiva no segundo, descreveram que a maioria das recidivas,
independentemente do uso da radioterapia, manifesta-se por metastases

sistémicas, o que ocorreu em torno de 70% das recidivas em ambos os relatos.

Estas modalidades de terapia local, embora propiciem uma melhora no
controle loco-regional da doenca, ndo causam impacto significativo na evolucao
da maioria das pacientes com carcinoma de mama estadios Ill, pois ndo abordam
seu carater sistémico (Zucali et al., 1976; Rubens et al., 1977; Bedwineck et al.,

1982; Townsend et al., 1985).
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Com o intuito de melhorar ndo s6 o controle local da doengca, como
também prolongar de maneira mais significativa a sobrevida desse grupo de
pacientes, iniciaram-se a partir dos anos 70, ensaios clinicos com 0 uso da
quimioterapia primaria ou neo-adjuvante (Skipper, 1971; Schabel, 1975; Goldie
e Coldman, 1979; Fisher et al., 1983; Forrest et al., 1986; Norton e Simon, 1986;

Hortobagyi, 1994; Fisher e Mamounas, 1995).

Os primeiros estudos clinicos com quimioterapia neo-adjuvante obtiveram
respostas objetivas aos tratamentos em cerca de 80% dos casos € uma sobrevida
de 52% em trés anos, considerando que a utilizagdo da quimioterapia seguida
da radioterapia € melhor do que o uso isolado da radioterapia (De Lena et al.,
1978; Rubens et al., 1980). Em outros ensaios com quimioterapia primaria, a
radioterapia ou cirurgia demonstraram reducdo do volume tumoral, tanto na
mama como nos linfonodos axilares, maior que 50% em cerca de 60% a 80% dos
casos. Aproximdadamente 70% das pacientes tiveram mudanca de estadiamento e
sobrevida de 55% em cinco anos (Rubens et al., 1980; Hortobagyi et al., 1983;
Perloff e Lesnick, 1982; Perloff et al., 1988). Assim, a quimioterapia como tratamento
primario firmou-se como escolha inicial para as mulheres com carcinoma de mama
localmente avancado, embora, ainda nao esteja claro qual o melhor tratamento
loco-regional ap6s a quimioterapia, se a cirurgia ou radioterapia ou ambas as

modalidades (De Lena et al., 1981; Hortobagyi, 1994; Dickson e Lippman, 2001).

Um prejuizo ao tratamento destas pacientes em virtude de possivel atraso na
abordagem local cirurgica, em decorréncia do uso da quimioterapia primaria, foi

descartado. Diferentes estudos randomizados comparando quimioterapia primaria
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com a adjuvante ndo demonstraram prejuizo quanto a sobrevida global ou livre de
doenga (Mauriac et al., 1991; Semiglazov et al., 1994; Scholl et al., 1994; Powles et
al., 1995; van der Hage et al., 2001). Destaca-se o estudo NSABP B-18, onde um
total de 1523 pacientes com tumores de mama classificados como TO-T3, NO-N1,
e sem mestastases a distancia, foram randomizadas a quimioterapia primaria com
quatro ciclos do esquema adriamicina-ciclofosfamida (AC), ou ao mesmo protocolo
aplicado na adjuvancia. Nao houve diferengas quanto a sobrevida global ou
livre de doenca. Entretanto, as pacientes com quimioterapia prévia tiveram menor
envolvimento de linfonodos axilares pelo tumor em relacao as pacientes com cirurgia

inicial (41% versus 57%, respectivamente) (Wolmark et al., 2001).

O envolvimento linfonodal axilar € a mais importante variavel prognéstica
para as pacientes portadoras de cancer mamario tratadas inicialmente com
cirurgia (Fisher et al., 1969). Este envolvimento também tem importante valor
prognoéstico para as pacientes que se submeteram a quimioterapia neo-
adjuvante, demonstrando que ha maior implicacdo prognéstica no volume
tumoral residual apés tratamento inicial que no estadio a apresentacdo da

doenca (McCready et al., 1989; Kuerer et al., 1998a).

Assim, desenvolveu-se uma variedade de esquemas quimioterapicos
utilizados no tratamento primario do cancer de mama, contendo a maioria deles as
antraciclinas em suas combinagdes. Estudos nao randomizados demonstraram
respostas satisfatorias em 2/3 das pacientes tratadas, com remissao completa
clinica local entre 10% e 51%, sendo entre 3% e 30% de remissdes patoldgicas

completas. Estas respostas locorregionais sdo similares em todos os sitios
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envolvidos pelo tumor, isto €, mama e axila e, conseqientemente, podem ter
um efeito semelhante nas micrometastases a distancia (Bonadonna et al., 1990;
Fisher e Mamounas, 1995; Chollet et al., 1997; FISHER et al., 1997; Hortobagyi
et al., 2004; SMITH et al., 2000; Dickson e Lippman, 2001). Deve-se ressaltar
que estas publicacdes preferencialmente se referem a estudos que avaliam
tratamentos em pacientes portadoras de neoplasias de mama com tumores

primarios potencialmente operaveis.

Mais recentemente, os taxanos — paclitaxel e docetaxel - foram introduzidos
no tratamento primario do cancer de mama. Publicacdes referentes as combinacoes
com paclitaxel relataram respostas completas patoldgicas entre 5% e 28% (Moliterni
et al., 1997; Semiglazov, et al., 2001), e entre 5% e 23% com docetaxel (von

Minchiwitz et al., 1999; Evans et al., 2002).

Portanto, a quimioterapia neo-adjuvante contribui para um melhor controle
local, possibilita a algumas pacientes uma reducao na extensao da cirurgia e/ou da
radioterapia e permite observar a resposta ao tratamento in vivo, o que poderia
resultar na mudanca do esquema das drogas nos casos de tumores que nao

responderam ao tratamento inicial (Hortobagyi, 1994; Dickson e Lippman, 2001).

Além disso, a utilizacao precoce da quimioterapia poderia eliminar possiveis
micrometastases ja existentes no momento do diagndstico, como mencionado
anteriormente. Caso a resposta local a quimioterapia primaria reflita também a
sensibilidade destas aos citostaticos utilizados, esta abordagem resultaria,

potencialmente, em aumento da sobrevida (McCready et al., 1989; Bonadonna
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et al., 1991; 1998; Fisher e Mamounas, 1995; Hortobagyi et al., 1995; Kuerer et

al., 1998a, 1999).

Estudos publicados sobre a evolugdo da doenga, apos quimioterapia
neo-adjuvante, demonstraram que as pacientes que obtiveram resposta patoldgica
completa, tanto na mama como nos linfonodos axilares, evoluem com melhor
sobrevida em relacao as demais (Feldman et al., 1986; Bonadonna et al., 1998;
Fisher et al., 1997; Kuerer et al., 1998a; 1999). Aparentemente, tumores de menor
volume e constituidos de células e tecidos pouco diferenciados sdo mais sensiveis a
quimioterapia primaria, pois tém maior fracdo de proliferacdo, proporcionando
melhor eficacia das drogas antiblasticas, resultando em significativa reducao
tumoral e prolongamento da sobrevida (Bonadonna e Veronesi, 1991; Forrest e

Anderson, 1991; Fisher e Wickerham, 1991; Makris et al., 1997; Kuerer et al., 1999).

Torna-se importante, assim, a identificacdo de marcadores biolégicos
que possam avaliar o prognostico e prever a resposta ao tratamento que
permitiriam, no futuro, a selecao de pacientes a esquemas quimioterapicos mais

efetivos (Merkel e Osborne, 1989; Clark, 2000; Wolf e Davidson, 2000).

Varios biomarcadores tém sido avaliados na tentativa de se encontrar
algum com maior efetividade e que tenha correlacao estabelecida com critérios
de seguimento clinico, predicdo de resposta a terapéutica e relacao prognéstica.
Provavelmente, entre os mais estudados estao os receptores celulares de estrogeno
e progesterona. Sabe-se que a presenca de receptores hormonais correlaciona-se

com prognostico favoravel, além de ser fator preditivo de resposta ao tratamento
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hormonal (Osborne et al., 1980; McGuire, 1988; Radvin et al., 1992; Elledge e
Fuqua, 2000). Tumores sem receptor para estrogeno apresentam uma alta taxa
de proliferagdo celular, o que faz supor uma resposta maior a quimioterapia,
embora tal correlagdo ainda ndo esteja totalmente definida (Lippman et al.,

1978; Makris et al., 1997; Bonadonna et al., 1998; Kuerer et al., 1999).

Na década de 80, Slamon et al. (1987) descreveram que a amplificacdo do
oncogene HER-2/neu estava presente em aproximadamente 30% dos canceres
de mama e que existia uma relacdo significativa entre esta amplificacdo e a
evolucao clinica desfavoravel das pacientes. Este gene foi localizado no
cromossomo 17q12-21.32, conforme estudos de hibridizagdo in situ (Poupescu
et al., 1989). A superexpressao deste gene tem sido associada a conhecidos
fatores indicadores de variaveis clinico-patologicas desfavoraveis, como alta fracao
fase-S do ciclo celular, aneuploidia, auséncia da expressdao dos receptores
hormonais de estrogeno e progesterona, presenca de metastases linfonodais,
grau nuclear alto, intervalo livre de doenca curto e presenca de histologia do

tipo ductal em oposicao a lobular (Pegram et al., 2000).

O gene HER-2/neu codifica uma proteina transmembrana com funcao de
receptor tirosina-quinase de 185 kD e um transcrito RNA de 4,5kb e faz parte da
familia epidermal growth factor (EGF). Esta é composta por quatro receptores
transmembrana com atividades tirosina-quinase semelhantes: HER-1; HER-2; HER-3
e HER-4. A ativacao de receptores para fatores de crescimento leva a fosforilagéo e
ativacdo de multiplos segundos-mensageiros em células normais. A subversao

dessa sinalizagao intracelular é ocorréncia comum nos tumores (Herbst, 2004).
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As proteinas-quinases atuam tanto em mecanismos extracelulares de
sinalizacdo como nos intracelulares de transducao de sinal, envolvendo-se em
respostas biolégicas de crescimento, diferenciacdo, mobilidade e secrecao celulares

(Herbst, 2004; Cardoso e Durbecq, 2005).

Os resultados de uma recente avaliagdo clinica indicaram que o tratamento
antiblastico associado a um anticorpo monoclonal que se liga ao receptor HER-
2/neu, é util no prolongamento da sobrevida de pacientes com cancer de mama
metastatico (Slamon et al., 2001). O uso isolado deste anticorpo humanizado
anti-HER-2/neu, trastuzumab, ja havia se mostrado efetivo no tratamento de
pacientes portadoras de cancer de mama metastatico e com falha prévia a

quimioterapia (Cobleigh et al., 1999)

Estudos atuais tém ressaltado o potencial papel do gene HER-2/neu na
predicao de resposta ou resisténcia a varias modalidades terapéuticas em pacientes
com cancer de mama. Alguns estudos indicaram que tumores com superexpressao
deste gene podem exibir padroes de resisténcia ou reduzida sensibilidade a
determinada terapia citotéxica (Allred et al., 1992, Gusterson et al., 1992;
Jacobs et al., 1999). Diferentes grupos demonstraram uma correlagao entre a
superexpressdao do gene HER-2/neu, dose da poliquimioterapia contendo
doxorrubicina (Muss et al.,, 1994, Thor et al., 1998), intervalo livre de doenca
(Paik et al., 1998) e sobrevida global (Paik et al,. 2000) no tratamento adjuvante
de pacientes portadoras de carcinoma de mama com linfonodos positivos. As
pacientes com superexpressao do gene foram as que mais se beneficiaram das

doses mais elevadas de doxorrubicina.
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Como citado anteriormente, as pacientes que alcan¢cam resposta completa a
quimioterapia primaria tém evolugdo mais favoravel, com aumento nas sobrevidas.
Na tentativa de identificar-se fatores preditivos de resposta a quimioterapia

primaria, a expressdo do HER-2/neu foi avaliada por diversos autores.

Em estudo de Wang et al. (2002), incluindo 82 pacientes com tumor de
mama localmente avang¢ado, nao foi encontrada uma correlacéo positiva entre a
intensidade da expressado do receptor HER2/neu e a resposta a terapéutica
neo-adjuvante com esquema antiblastico incluindo antraciclina. Também em
outros estudos realizados, como os de Bonnefoi et al. (2003), Cocquyt et al.
(2003), Zhang et al., (2003) e Petit et al. (2004), ndo foi encontrada correlacéao

entre a amplificacdo do HER2/neu e a resposta ao tratamento.

Por outro lado, Formenti et al. (2002) descreveram uma significativa
associacao entre a expressao do receptor HER2/neu e a resposta patolégica a
quimioterapia com paclitaxel associado a radioterapia no tratamento do carcinoma
de mama localmente avancado, sendo a melhor resposta relacionada com baixa

expressao do receptor. Neste estudo, apenas 36 pacientes foram avaliadas.

Assim, os estudos publicados sobre a avaliacdo da correlacao entre diferentes
fatores prognésticos, resposta patolégica a quimioterapia neo-adjuvante e a
evolucdo da doenca em pacientes portadoras de carcinoma de mama localmente
avangado sao poucos e ainda inconclusivos. A identificagdo de marcadores
bioldgicos que possam avaliar o prognéstico e prever a resposta ao tratamento

permitira, no futuro, a selecdo de esquemas quimioterapicos mais efetivos.
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Mais recentemente tem sido avaliada a superexpressao do oncogene
HER2/neu nos canceres de mama, observado-se significativa associagcéao entre
esta expressdo e a evolugéo clinica desfavoravel destas pacientes ou, ainda,
tem sido ressaltado seu potencial papel na predicdo de resposta ou resisténcia
a varias modalidades terapéuticas. Entretanto, a expressao alterada do HER2/neu e
sua utilizacdo como fator preditivo de resposta a quimioterapia primaria nao esta, até

o0 momento, totalmente demonstrada.

Portanto, tendo-se em conta a alta prevaléncia de neoplasia mamaria
estadio Il no Setor de Oncologia Clinica do Centro de Atencéo Integral a Sale
da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp) e a
necessidade de identificarem-se fatores associados a resposta a quimioterapia
neo-adjuvante, o presente estudo foi proposto para avaliar e correlacionar a
expressao do HER2/neu a resposta local ao tratamento neo-adjuvante, a variaveis
prognésticas estabelecidas e a sobrevida livre de doenga destas pacientes e
tratadas com esquemas quimioterapicos contendo antraciclina ou antracenediona,

no periodo de junho de 1996 a dezembro de 2003.
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2. Objetivos

2.1. Obijetivo geral

Avaliar a expressao do oncogene HER2/neu e sua correlacdo com outros
fatores prognésticos na resposta a quimioterapia primaria e sobrevida livre de

doenca em pacientes portadoras de carcinoma mamario estadio clinico Il

2.2. Obijetivos especificos

e Avaliar a associacao entre a expressao do HER2/neu e grau histoldgico,

grau nuclear, receptores hormonais e estado menopausal das pacientes.

e Auvaliar a correlacdo entre a expressédo do HER2/neu, estado menopausal,
graus histologico e nuclear, receptores hormonais e estadio clinico a

resposta clinica a quimioterapia neo-adjuvante.

Objetivos 31



e Auvaliar a correlacao entre a expressédo do HER2/neu, estado menopausal,
graus histologico e nuclear, receptores hormonais, estadio clinico e

resposta clinica a resposta patol6égica a quimioterapia neo-adjuvante.

e Avaliar a correlacao entre a sobrevida livre de doencga e a expressao
do HER2/neu, estado menopausal, estadio clinico, graus histol6gico e
nuclear, receptores hormonais, resposta patolégica na mama e estado

linfonodal axilar ap6s a quimioterapia neo-adjuvante.
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3. Sujeitos e Metodos

3.1. Desenho do estudo

Constituiu-se em um estudo de coorte reconstituido.

3.2. Casuistica

Foram avaliadas, através de revisdo dos prontudrios, pacientes portadoras de
carcinoma localmente avangcado da mama, estadios IlIA e IlIB, excluindo as com
diagndstico de carcinoma inflamatério, tratadas no ambulatério de Oncologia Clinica
do Centro do CAISM da Unicamp, no periodo de junho de 1996 a dezembro de
2003. Para serem incluidas no estudo, deveriam cumprir 0s critérios que constavam

da Ficha de Inclusdo (Anexo 1), especificamente elaborada para este fim.

3.3. Tamanho Amostral

As expressoes positivas do HER-2/neu foram estimadas por Slamon, et al.
(1987) em torno de 30%. Baseando-se nesta estimativa, com uma probabilidade de

erros tipos | e Il de respectivamente 5% e 20%, e uma probabilidade de censura
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de 1,7, estimou-se o total de 166 casos necessarios para avaliagdo da
superexpressado deste oncogene como fator prognostico. Este calculo baseou-

se em dados de SCHMOOR et al., (2000).

Duzentos e cinqlenta e sete prontuarios de pacientes com diagndstico
de carcinoma mamario estadios IllA e IlIB foram revisados, sendo que apenas
118 cumpriram integralmente os critérios de inclusdo e constituiram o objeto
deste estudo. A distribuicdo das pacientes segundo os critérios de exclusao

esta disposta no Anexo 2.

3.4. Selecao dos Sujeitos
3.4.1. Critérios de Inclusao

Foram incluidas as pacientes:

e Portadoras de carcinoma ductal invasivo localmente avancado de
mama, estadios IlIA e IlIB, segundo Sistema TNM, adotado pela Unido
Internacional Contra o Cancer (UICC, 1998).

e Com tumores mensuraveis ao exame clinico e diagnostico cito-

histol6gico confirmatério.

e Cujo tratamento inicial tenha sido a quimioterapia, com esquemas de
drogas contendo adriamicina e cliclofosfamida (AC), nas dosagens de
60mg/m? e 600mg/m?, respectivamente, ou esquema FAC, acrescentando
fluorouracilo ao esquema AC, na dosagem de 600mg/m?, ou ainda,
mitoxantrona, metotrexate e mitomicina (MMM), nas dosagens de
12mg/m?, 40mg/m? e 10mg/m?, respectivamente, administrado a pacientes
com antecedente de cardiopatia leve.
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e Sem evidéncia de metastases a distancia, incluindo linfonodos

supraclaviculares.

3.4.2. Critérios de exclusao

Foram excluidas as pacientes:

portadoras de carcinoma bilateral sincrénico ou assincrénico.
e com diagndstico de carcinoma inflamatério da mama.

e com tumor maligno de qualquer outra localizacédo, exceto carcinomas

basocelular da pele e/ou carcinoma in situ do colo interino.
e portadoras de neoplasia maligna da mama com outros tipos histologicos.
® no ciclo gravidico-puerperal.
e que foram submetidas a bidpsia excisional do tumor.

e que foram inicialmente submetidas a tratamento loco-regional cirargico

e/ou actinico ou com agentes hormonais.

e com cardiopatia grave.

que n&o tinham todos os dados necessarios no prontuario.

3.5. Definicao de variaveis, conceitos e técnicas

3.5.1. Técnica de Imunoistoquimica

Foi utilizada, como descrito no Anexo 3, nos blocos de parafina selecionados

a partir da revisdo dos prontuarios das pacientes elegiveis.
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3.5.2. Variaveis independentes e dependentes

Este estudo foi dividido em quatro etapas e as variaveis foram agrupadas

de acordo com a etapa do estudo.

e Primeira etapa: avalia a associagdo entre a expressao do oncogene
HER2/neu e o estado menopausal, os graus histolégico e nuclear, os

receptores de estrégeno e progesterona.

e Segunda etapa: analisa a correlacéo dos fatores acima, acrescidos do

estadio clinico a resposta clinica.

e Terceira etapa: avalia a correlagdo entre a resposta patolégica e os
fatores antes mencionados, incluindo nesta etapa a resposta clinica.

e Quarta etapa: analisa a correlagéo entre a sobrevida livre de doenca e a
expressao do HERZ2/neu, graus histolégico e nuclear, receptores
hormonais, estadio clinico, estado menopausal, resposta patolégica e

numero de linfonodos axilares positivos apds quimioterapia neo-adjuvante.

3.5.3. Variaveis independentes da primeira etapa

e Estado menopausal ao inicio do tratamento. Categorias:
— pré-menopausa: mulheres com periodos menstruais.

— pds-menopausa: mulheres em amenorréia ha pelo menos 1 ano da
data do inicio do tratamento, de acordo com a Organizacdo Mundial
da Saude (WHO, 1981)

Obs.: também serdo consideradas pds-menopausadas as pacientes com

50 anos ou mais em caso de antecedente de histerectomia.
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e Grau histolégico: avaliado no exame histopatologico referente a bidpsia
por agulha grossa ou incisional prévios a quimioterapia, classificado
em trés categorias, conforme classificacdo de Bloom e Richardson,
1957 e adaptado por Alvarenga (1980). Categorias:

— Grau histolégico (GH) I: carcinoma bem diferenciado

— GH II: carcinoma moderadamente diferenciado

GH IlI: carcinoma pouco diferenciado ou indiferenciado.

— Desconhecido.

e Grau nuclear: avaliado no exame histopatoldgico referente a bidpsia
por agulha grossa ou incisional prévia a quimioterapia, classificado em
trés categorias, de acordo com proposto por Fisher com base no
sistema Black e Speer, 1957 (FISHER et al., 1980) e adotado pela
Sociedade Brasileira de Patologia (Manual de padronizacao de laudos
histolégicos — Alvarenga, 1999). Categorias:

— Grau Nuclear (GN) I: compreende tumores que apresentam células
com nulcleos bem diferenciados, pequenos, uniformes, cromatina

frouxa, sem nucléolos ou mitoses;

— GN llI: cujas células contém grande nucléolo proeminente, cromatina

grosseira e abundantes mitoses;

— GN II: intermediario entre os extremos.

— Desconhecido.
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e Receptores de estrogeno: determinados pelo método imunoistoquimico
nas biopsias realizadas previamente ao inicio do tratamento antiblastico.

Categorias:

— Negativo: auséncia de células com seus nucleos corados ou coloragéo

até 10% das células por campo de microscopia éptica,

— Positivo: presenca de mais de 10% das células com seus nucleos

corados por campo.

— Desconhecido.

e Receptores de progesterona: determinado pelo método imunoistoquimico
nas bidpsias realizadas previamente ao inicio do tratamento antiblastico.

Categorias:

— Negativo: auséncia de células com seus nucleos corados ou coloragéo

até 10% das células por campo de microscopia éptica,

— Positivo: presenca de mais de 10% das células com seus nucleos

corados por campo.

— Desconhecido.

3.5.4. Variavel dependente da primeira etapa

e Superexpressao da proteina do gene HER-2/neu: avaliada através da
técnica de imunoistoquimica nas bidpsias realizadas previamente ao
inicio do tratamento antiblastico. O gene HER-2/neu é expresso
constitutivamente nos tecidos humanos. A observacdao de marcacao
via imunoperoxidase em mais de 10% das células é considerada
positiva e subdividida em categorias observadas abaixo. De acordo
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com coloracao leve, moderada ou intensa foi considerada como

presenca de superexpressao da proteina (Anexo 3). Categorias:

— Expresséo negativa: 0/1+

Expressao fracamente positiva: 2+

Expresséao fortemente positiva: 3+

— Desconhecido.

3.5.5. Variaveis independentes da segunda etapa

e Estado menopausal, grau histol6gico e nuclear, receptores de estrogeno

e progesterona, e superexpressao de HER2/neu, como descritos acima.

e Estadio clinico da doenca: classificagdo pelo Sistema TNM, adotado
pela UICC (1998). Categorias:

— Estéadio llIA

— Estadio IlIB.

3.5.6. Variavel dependente da segunda etapa.

e Resposta clinica ao tratamento: avaliacdo da resposta ao tratamento
neo-adjuvante segundo os critérios Response Evaluation Criteria in
Solid Tumors (RECIST) (Therasse et al, 2000). Categorias:

— Resposta completa: desaparecimento de todas as lesbes mensuraveis

OU Nao mensuraveis.

— Resposta parcial: reducdo em pelo menos 30% do valor da soma
dos maiores didmetros das lesdes mensuraveis e sem aparecimento

de novas lesoes.
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— Progressao da doenca: aumento de pelo menos 20% na soma dos
maiores didmetros das lesdes mensuraveis, ou aparecimento de

novas lesoes.

— Doenca estavel: alteracbes na soma dos didmetros que nao se

encaixam nas acima especificadas.

— Nao avaliavel

3.5.7. Variaveis independentes da terceira etapa

e Estado menopausal, graus histolégico e nuclear, receptores de
estrogeno e progesterona, superexpressdo HER2/neu, estadio clinico

e resposta clinica, como descritos acima.

3.5.8. Variavel dependente da terceira etapa

e Resposta patoldgica ao tratamento: avaliacdo a macro e microscopia
da persisténcia ou ndo de doencga apds quimioterapia neo-adjuvante,
segundo critérios UICC/TNM (1998). Categorias:

— RO: remissao patolégica completa - auséncia de células tumorais

viaveis a microscopia.

— R1: remissdo parcial microscopica - persisténcia de doenca a

microscopia
— R2: persisténcia de doencga observavel a macroscopia.
— Rx: presencga de doenga residual nao avaliavel.

— Cirurgia nao realizada.
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3.5.9. Variaveis independentes da quarta etapa

e Estado menopausal, graus histol6gico e nuclear, receptores de estrogeno
e progesterona, superexpressdao HER2/neu, estadio clinico e resposta

patolégica como descritos acima.

e Estado linfonodal apds quimioterapia: numero de linfonodos axilares
positivos, ou com comprometimento neoplasico, constatados a avaliacao
patolégica da mastectomia apds quimioterapia neo-adjuvante. Estes

seriam posteriormente agrupados em 5 categorias:
— 0 - linfonodos positivos;

— 1 a4 - linfonodos positivos;

— 5a9 - linfonodos positivos;

— 10 ou mais - linfonodos positivos;

— nao avaliados.

3.5.10. Variavel dependente da quarta etapa

e Sobrevida livre de doenca: intervalo em meses definido entre a data

da mastectomia e a data do ultimo controle.

3.5.11. Variaveis de controle

e |dade: calculada em anos completos de vida, desde a data do nascimento

até a data do diagnéstico.

e Classificagdo do tumor primario, segundo classificacdo pelo sistema
UICC/TNM (UICC, 1998). Categorias:

— TX: tumor primario nao pode ser avaliado
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— TO: sem evidéncia do tumor primario

— T1: tumor primario igual ou menor que 2cm em sua maior dimensao

— T2: tumor maior que 2cm, porém menor ou igual a 5cm em sua

maior dimensao.

— T3: tumor maior que 5¢cm sua maior dimenséo

— T4: tumor de qualquer dimensao com extensao a pele, a parede
costal ou a ambas.

e (lassificagdo do comprometimento clinico dos linfonodos axilares,

segundo critérios UICC/TNM (1998). Categorias:

— NX: os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

— NO: auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1: metastase em linfonodo(s) axilares homolateral(ais), movel(eis).

— N2: metastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(ais) fixo(s)

uns aos outros ou a estruturas vizinhas.

— N3: metastase em linfonodo(s) da cadeia mamaria interna homolateral.

e Tamanho tumoral ao inicio do tratamento: medida em milimetros,
resultado da soma dos maiores diametros do tumor primario mamario
e da leséo linfonodal axilar, segundos critérios RECIST (Therasse, et
al., 2000). Categoria:

— nUumero em milimetros.
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e Numero de ciclos de quimioterapia: numero de vezes em que foi
administrada a combinacdo de citostaticos contendo adriamicina ou
mitoxantrone desde o inicio do tratamento até a cirurgia. Categoria:

— Ciclos em numeros absolutos.

e Cirurgia: mastectomia praticada apos tratamento antiblastico primario.

Categoria:
— Sim.
— Nao.

— Desconhecido.

e Radioterapia: tratamento actinico realizado adjuvante a cirurgia ou de

carater paliativo loco-regional. Categorias:
— Adjuvante.

— Paliativo.

— Nao realizada

— Desconhecido.

e Estado no ultimo controle: estado da doenca quando do ultimo controle

registrado no prontuéario da paciente. Categorias:

— Recidiva: recorréncia da doenca local ou a distancia, ap6s observacao
da inexisténcia de doenga com tratamento combinado sistémico e

loco-regional.

— Progressado: aumento da doencga loco-regional ou manifestacao a

distancia em pacientes que nunca obtiveram remissdo completa.
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— Perdida sem doenca.
— Perdida com doenca.

— Sem evidéncia de doenca.

3.6. Instrumentos para coleta

Os dados dos prontuarios selecionados, bem como os respectivos resultados
da andlise da imunoistoquimica, foram transcritos para a Ficha de Registro
elaborada pelo investigador, a qual continha os dados clinicos, terapéuticos e

de seguimento clinico (Anexo 4).

3.7. Processamento de dados e estatistica

Os dados das fichas codificadas foram revistos manualmente para correcao
do preenchimento e, a seguir, inseridos em um banco de dados elaborado com a
utilizacdo do programa Excel (Microsoft- Office 2000). O processo de digitacao foi
realizado duas vezes pelo pesquisador principal para identificar inconsisténcias

e cbdigos ilicitos por meio do mesmo programa e proceder as corre¢des pertinentes.

Os resultados foram descritos na forma de tabelas de contingéncia, onde
se empregou o teste exato de Fisher ou qui-quadrado para avaliar a associagao
entre esses cruzamentos (Fisher e Van Belle, 1993). A sobrevida livre de doenca foi
estimada pelo método de Kaplan e Meier (1958), compondo curvas descritas
em graficos. Para a comparacgao entre valores de medianas foi realizado o teste

de Kruskall-Wallis, quando nao valido o pressuposto de proporcionalidade de
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riscos. Neste caso estimou-se a razdo de riscos (ou hazard ratios) conforme
modelos de riscos proporcionais (Cox, 1972). O teste de Wilcoxon foi utilizado
para a comparagao das curvas, quando estas nao se mostravam proporcionais.
Em toda a analise estatistica foi utilizado o programa de computador SAS

versdo 8.2 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).

3.8. Aspectos éticos

Foram seguidos os preceitos da Resolucdao 196 do Conselho Nacional de
Saude (Brasil, 1996). Visando a preservar a identidade das pacientes, as fichas
de inclusdo no estudo foram identificadas apenas com o numero do prontuario
hospitalar. Ja as fichas de registro foram identificadas com o numero de ordem.
Por se tratar de um estudo de coorte reconstituido e os tratamentos terem sido
realizados segundo as normas e rotinas adotadas pela Area de Oncologia
Ginecoldgica e Patologia Mamaria, ndo apresentou implicagées outras que a
manutencéo da confidencialidade das informacgdes. Nao foi, portanto, requerido

consentimento informado as pacientes.
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4. Resultados

A mediana de idade das 118 pacientes incluidas foi de 49 anos, sendo

gue 66 pacientes estavam na pré-menopausa (Tabela 1).

TABELA 1
Distribuicao das caracteristicas das pacientes

. Freqiiéncia absoluta  Freqiiéncia relativa
Caracteristicas

(n=118) (%)
Idade (anos)
mediana (extremos) 49 (31-69)
Estado menopausal
pré-menopausa 66 55,9
pds-menopausa 52 44 1

Apds avaliacao da extensao da doencga, 43 pacientes tinham tumores estadio
[lIA e 75 pacientes estadio IlIB. Em 10 pacientes os tumores foram classificados
como T2, 36 como T3 e 71 pacientes como T4a/b. Em relagéo a axila, 13 pacientes
tinham axila sem linfonodos palpaveis (NO) e 105 pacientes com linfonodos

clinicamente comprometidos, sendo que 59 destas com linfonodos coalescidos (N2).
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O exame histolégico evidenciou carcinoma ductal infiltrante graus histolégicos |l
e lll em 6 e 104 pacientes, respectivamente. Em relacdo ao grau nuclear, 53
pacientes tinham tumores grau Il e 57 grau lll. Apenas 8 pacientes nao tiveram

graus histoldgico e nuclear definidos (Tabela 2).

TABELA 2
Distribuicao das pacientes segundo as caracteristicas da doenca

. Freqliéncia absoluta Freqiiéncia relativa
Caracteristicas

(n=118) (%)

Mediana tamanho tumoral (mm)

mama (extremos) 70 (0 —150)

axila 20 (0— 70)
Estadio clinico

MA 43 36,4

B 75 63,6
Tumor primario

T2 10 8,5

T3 36 30,5

T4a 2 1,7

T4b 69 58,5

Tx 1 0,8
Linfonodos axilares

NO 13 11,0

N1 46 39,0

N2 59 50,0
Grau histolégico

Il 6 5,1

11 104 88,1

desconhecido 8 6,8
Grau nuclear

Il 53 449

I 57 48,3

desconhecido 8 6,8

Quanto aos receptores hormonais, 44 pacientes (37,3%) tiveram

imunoistoquimica revelando positividade para receptores de estrégeno e 43 (36,4%),
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para progesterona. A negatividade dos receptores de estrégeno e progesterona
foi determinada em 71 (60,2%) e 72 (61,0%) pacientes, respectivamente. Trés

pacientes ndo tiveram os receptores hormonais definidos (Tabela 3).

A superexpressao do Her2/neu, determinada por imunoperoxidadase, foi
considerada negativa (0 ou 1+) em 65 das pacientes (55,1%), fracamente

positiva, ou 2+, em 18 pacientes (15,3%), e fortemente positiva, ou 3+, em 26

pacientes (22%) (Tabela 4).

TABELA 3

Distribuicao das pacientes segundo a determinacao
dos receptores hormonais por imunoistoquimica

Caracteristicas Frequéncia absoluta Freqliéncia relativa
(n=118) (%)

Receptor de estrogeno

Positivo 44 37,3

Negativo 71 60,2

desconhecido 3 2,5
Receptor de progesterona

Positivo 43 36,4

Negativo 72 61,0

desconhecido 3 2,5

TABELA 4

Distribuicao das pacientes segundo a determinacao
da expressao do HER2/neu por imunoistoquimica

HER2/neu Freqiiéncia absoluta Freqtiéncia relativa (%)
negativo/ + 65 55,1
positivo 2+ 18 15,3
positivo 3+ 26 22,0
Desconhecido 9 7,6
Total 118 100
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Noventa e quatro pacientes receberam quimioterapia neo-adjuvante com
esquema AC e 20 com esquema FAC. Quatro pacientes, em virtude de historia
de cardiopatia leve prévia, foram tratadas com protocolo MMM. A mediana de
ciclos de quimioterapia neo-adjuvante recebidos foi de 3, sendo o minimo de 2
e 0 maximo de 6 ciclos. O numero de ciclos administrados foi decidido pelos
médicos assistentes, sendo preferencialmente administrados 3 ciclos de acordo

com o protocolo da Instituigao.

As respostas clinicas foram avaliadas previamente a cirurgia, observando-
se 74 respostas objetivas (62,7%) ao tratamento antiblastico, sendo 7 RC e 67
RP. Quarenta e trés pacientes tiveram doenca considerada estavel e 1 com
progressao clinica (Tabela 5). As medianas do tamanho tumoral da mama e da
axila apds a quimioterapia primaria foram de 45mm e zero, com extremos entre
zero e 120mm e zero e 50mm, respectivamente. A somatéria dos didmetros

teve mediana de 50mm, com extremos de zero e 160mm.

TABELA 5

Distribuicao das pacientes segundo a resposta
clinica a quimioterapia neo-adjuvante

Resposta Freqliéncia absoluta Frequiéncia relativa (%)
Completa 7 59
Parcial 67 56,8
Estavel 43 36,4
Progresséao 1 0,8
Total 118 100
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Apenas 3 pacientes (2,5%) ndo foram submetidas a cirurgia: pacientes 5,
17 e 99. As pacientes 5 e 17 mantiveram doenca estavel e irressecavel apés o
tratamento neo-adjuvante, e a paciente 99 desenvolveu progressao loco-regional

da doenca.

Todas as pacientes operadas foram avaliadas quanto a resposta patologica.
Quatro pacientes (3,5%) nao tiveram doenca residual (R0), com auséncia de doenca
tanto na mama quanto na axila. Em seis pacientes (5,2%) foi constatada a
presenca de doenca residual microscopica (R1) e nas 105 restantes (91,3%)

constatou-se a presenga de doenga macroscopica (R2) (Tabela 6).

TABELA 6

Distribuicao das pacientes segundo a resposta
patoldgica a quimioterapia neo-adjuvante

Resposta Freqiiéncia absoluta Frequiéncia relativa (%)
RO 4 3,5
R1 6 5,2
R2 105 91,3
Total 115 100

RO: remissdo completa patolégica; R1: presenga de doenga residual microscopica;
R2: presencga de doenga residual macroscopica.

Quanto ao numero de linfonodos comprometidos avaliados apos a cirurgia,
das 22 pacientes com axila negativa, ou livres de comprometimento neoplasico
linfonodal a avaliagao patologia, 4 alcangaram RO, 2 doenca R1 e 16 R2. Vinte

e oito pacientes tinham mais de 10 linfonodos positivos, sendo 1 com resposta
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R1 na mama e 27 com resposta classificada como R2 no tumor primario
(Tabela 7). Ressalta-se que todas as pacientes que alcangaram RO tinham, ao
diagnéstico, axilas clinicamente comprometidas, sendo que 3 destas foram

estadiadas como N2.

TABELA 7

Correlacao entre o numero de linfonodos axilares comprometidos e
a resposta patolégica da mama ao tratamento neo-adjuvante (n=115)

R R1 R2
Numero de linfonodos 0

n (%) n (%) n (%)
0 4 100 2 33,3 16 15,2
1a4 0 0,0 2 33,3 35 33,3
5a9 0 0,0 1 16,7 27 25,7
>10 0 0,0 1 16,7 27 25,7
Total 4 100 6 100 105 100

RO: remissdo completa patoldgica; R1: presenga de doenca residual microscopica;
R2: presenca de doenca residual macroscépica.

O tratamento actinico adjuvante foi realizado em todas as pacientes
submetidas a cirurgia. As pacientes com determinagéo de receptores hormonais
positivos receberam, sem excecao, tamoxifeno em carater adjuvante. Cinquienta e
oito pacientes (49,6%) estavam livres de doenca no registro de seu ultimo
seguimento. Este foi perdido em cinco pacientes: quatro (3,4%) estavam sem
evidéncia de doenca aos 6, 9, 10 e 42 meses de seguimento e uma paciente
(ficha 99) foi perdida com doenga em atividade, 12 meses ap6s o termino da
quimioterapia primaria. Esta teve a doenca loco-regional considerada estavel

apods 6 ciclos de quimioterapia primaria e nao foi submetida a cirurgia.
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A avaliacdo da associacdo entre a expressdo do HERZ2/neu, estado
menopausal e as caracteristicas do tumor, como grau histoldgico e grau nuclear,
nao foi significativa. Os tumores sem receptores de estrogeno e progesterona
tinham com maior freqiéncia a imunoistoquimica 3+ para a expressao
HER2/neu, ocorrendo uma tendéncia de associacao significativa em relacao ao

receptor de progesterona negativo (qui-quadrado, p=0,0705) (Tabela 8).

TABELA 8

Avaliacao da associacao entre a expressao do HER2/neu, estado
menopausal, graus histolégico e nuclear e receptores hormonais

HER2/neu
Variavel negativa/ 1+/ 2+ positiva 3+ Valor-p
N (%) N (%)
Estado menopausal
Pré-menopausa 47 56,6 14 53,8
Pés-menopausa 36 43,4 12 46,2 0,8032*
Grau Histolégico®
Il 5 6,4 1 40
11 73 93,6 24 96,0 1,0000**
Grau Nuclear”
Il 37 47 .4 12 48,0
11 41 52,6 13 52,0 0,9808*
RE##
Positivo 34 41,0 7 26,9
Negativo 49 59,0 19 73,1 0,1972*
RP*
Positivo 35 422 6 23,1
Negativo 48 57,8 20 76,9 0,0705*

#8 desconhecidos; * 5 desconhecidos; *Teste qui-quadrado; ** Teste exato de Fisher
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Quanto a resposta clinica ao tratamento neo-adjuvante, ndo foi observada
uma associagao entre esta e a expressdo do HER2/neu, ou a presenca ou nao
dos receptores hormonais ou, ainda, do grau histolégico ou nuclear do tumor
(Tabela 9). O estadio clinico e o estado menopausal das pacientes tampouco

estiveram associados a resposta clinica (Tabela 10).

TABELA 9

Avaliacado da associacao entre a resposta clinica a quimioterapia
neo-adjuvante e a expressao do HER2/neu, presenca dos receptores
hormonais e os graus histolégico e nuclear do tumor primario

Resposta Clinica

Variavel Completa Parcial Estavel Valor p*
n (%) n (%) n (%)

HER2/neu
Negativa/1+/2+ 5 83,3 48 76,2 29 74,4 1,0000
Positiva 3+ 1 16,7 15 23,8 10 25,6
Desconhecido 1 4 4

RE
Positivo 3 42,9 25 37,9 15 36,6 1,0000
Negativo 4 57,1 41 62,1 26 63,4
Desconhecido 0 1 2

RP
Positivo 3 42,9 22 33,3 17 41,5 0,6604
Negativo 4 57,1 44 66,7 24 58,5
Desconhecido 0 1 2

Grau histoldgico

Il 1 14,3 3 4,9 2 4,9 0,4788
1 6 85,7 58 95,1 39 95,1
Desconhecido 0 6 2

Grau nuclear
Il 4 57,1 33 54,1 16 39,0 0,2894
[ 3 42,9 28 45,9 25 61,0
Desconhecido 0 6 2

*Teste exato de Fisher
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TABELA 10

Avaliacado da associacao entre a resposta clinica a quimioterapia
neo-adjuvante, estadio clinico e estado menopausal (h= 117)

Resposta Clinica

Variavel Completa Parcial Estavel Valor p*
n (%) n (%) n (%)
Estadio clinico
A 5 71,4 23 34,3 15 34,9 0,1806
B 2 28,6 44 65,7 28 65,1
Estado menopausal
Pré menopausal 5 71,4 38 56,7 23 53,5 0,7221
Pés menopausal 2 28,6 29 43,3 20 46,5

*Teste exato de Fisher

Na busca de possiveis fatores preditivos para a resposta patoldgica, nao
se encontrou correlacao significativa com a expressdo do HER2/neu, apesar da
aparente maior probabilidade das pacientes com imunoistoquimicas negativa,
1+ ou 2+ alcancarem RO ou R1. Estas respostas também foram, em maior
freqliéncia, observadas em pacientes sem receptores de estrogeno e progesterona,
porém esta correlacdo mostrou-se estatisticamente significativa apenas nos
casos receptores de progesterona negativos (Tabela 11). Observou-se correlagao
entre o grau nuclear e a resposta patolégica, com maior probabilidade das
pacientes portadoras de tumores grau nuclear Il alcancarem RO ou R1. Estas
respostas patoldgicas também foram observadas nos tumores com grau histolégico

[Il; contudo, sem significancia estatistica (Tabela 11).
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TABELA 11

Avaliacao da correlacao entre a resposta patologica e a expressao do HER2/neu,
receptores de estrogeno e progesterona, graus histolégico e nuclear (n=115)

Resposta Patoldgica

Variavel RO R1 R2 Valor p*
N (%) n (%) n (%)

HER2/neu
Negativa/1+/2+ 3 100,0 4 66,7 74 75,5 0,6869
Positiva 3+ 0 0,0 2 33,3 24 24,5
Desconhecido 1 0 7

RE
Positivo 0 0,0 1 16,7 42 40,8 0,1583
Negativo 4 100,0 5 83,3 61 59,2
Desconhecido 0 0 2

RP
Positivo 0 0,0 0 0,0 42 40,8 0,0336
Negativo 4 100,0 6 100,0 61 59,2
Desconhecido 0 0 2

Grau histoldgico
Il 0 0,0 0 0,0 6 6,1 1,0000
11 3 100,0 6 100,0 92 93,9
Desconhecido 1 0 7

Grau nuclear
Il 1 33,3 0 0,0 52 53,1 0,0213
11 2 66,7 6 100,0 46 46,9
Desconhecido 1 0 7

*Teste exato de Fisher

Quanto ao estado menopausal, ndo houve correlacdo significativa com a
resposta patoldgica; por outro lado, esta se mostrou significativa ao estadio clinico,
sendo as respostas mais favoraveis nas pacientes com estadio clinico IlIA

(Tabela 12).

Com relacdo a resposta clinica ao tratamento neo-adjuvante, esta teve

forte correlacdo com a resposta patolégica, tendo as pacientes com resposta
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clinica completa maior probabilidade de alcangcar remissdo patolégica RO

(Tabela 13).

TABELA 12

Avaliacao da correlacao entre a resposta patoldgica a quimioterapia neo-
adjuvante, estadio clinico e estado menopausal das pacientes (n=115)

Resposta Patoldgica

Variavel RO R1 R2 Valor p*
n (%) n (%) n (%)
Estadio clinico
A 4 100,0 1 16,7 38 36,2 0,0209
B 0 0,0 5 83,3 67 63,8
Estado menopausal
Pré menopausal 3 75,0 2 33,3 60 57,1 0,5282
Pés menopausal 1 25,0 4 66,7 45 42,9

*Teste exato de Fisher

TABELA 13

Avaliacao da correlacao entre a resposta patoldgica e a
resposta clinica a quimioterapia neo-adjuvante (n= 115)

Resposta Patologica

Resposta Clinica RO R1 R2 Valor p*
n (%) n (%) n (%)
Completa 3 75,0 0 0,0 4 3,8
Parcial 1 25,0 5 83,3 61 58,7 0,0016
Estavel 0 0,0 1 16,7 40 38,5

*Teste exato de Fisher

A mediana da sobrevida livre de doenca foi de 18 meses para todo o

grupo (Figural). Na analise exploratéria bivariada para a taxa de sobrevida livre
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de doenca, ndo houve diferenca significativa com relacdo aos receptores de
estrogeno e progesterona, grau nuclear e/ou histologico, resposta patolégica,
estado menopausal ou estadio clinico (Anexo 5). Mostraram-se significantes o
nuamero de linfonodos comprometidos identificados apds a cirurgia (Tabela 14)
(Figura 2), e a superexpressao do HER2/neu (Tabelas 15 e 16), sendo mais
significativa quando considerada a imunoistoquimica 2+ como resultado negativo

(Tabela 16) (Figura 3).
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Figura 1. Sobrevida livre de doenga de todas as pacientes estudadas.

58  Resultados



TABELA 14
Sobrevida livre de doenca segundo o nimero de linfonodos positivos

Numero Recidivas Prozgzorgéo Iivrnge doeng:a:a3 ((5%) "R (Cose Val

Linfonodos " n (%) > 5% alor-p
meses meses meses

0 22  4(18,2) 77,6 77,6 77,6 Referéncia

1a4 37 15(40,5) 56,1 42,8 21,4 3,59 (1,17-10,98)

5a9 27 15(55,6) 53,0 39,8 13,3 460 (1,51-14,6)

>10 28 19(67,9) 55,3 39,6 7.9 7,77 (2,54 -23,7 )

Total 114 53 (46,5) 0,0429

HR: razao de riscos; IC: intervalo de confianga
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Figura 2. Sobrevida livre de doenga segundo o numero de linfonodos positivos.
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TABELA 15
Sobrevida livre de doenca segundo a determinacao do HER2/neu

Recidivas _ Proporcéo livre de doenca (%)

Her2/neu* n n (%) 24 36 >36 HR IC95% Valor-p
(<]
meses meses meses

Negativa/+ 63 25(18,2) 61,1 52,4 40,6 Referéncia

Positiva 2+ 18 10 (55,6) 33,6 16,8 16,8 1,94 (0,92-4,11)

Positiva 3+ 26 15 (57,7) 40,0 20,0 20,0 2,44 (1,27 -4,69)

Total 107 50 (46,7) 0,0135

HR: razao de riscos; IC: intervalo de confianga; * 8 pacientes Her2/neu desconhecidos

TABELA 16
Sobrevida livre de doenca segundo a determinacao HER2/neu

Recidivas _Proporcao livre de doenca (%)

Her2/neu* n n (%) 24 36 -36 HR 1C95% Valor-p
(]
meses meses meses

Negativa/1+/2+ 81 35 (43,2) 57,2 45,5 35,2 Referéncia
Positiva 3+ 26 15 (57,7) 40,0 20,0 20,0 1,85 (1,04 —3,30)
Total 107 50 (46,7) 0,0058

HR: razao de riscos; IC: intervalo de confianga; * 8 pacientes Her2/neu desconhecidos
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Figura 3. Sobrevida livre de doenga segundo a expressdo do HERZ/heu.

Em relacdo a resposta patoldgica, devido ao pequeno tamanho dos grupos e

baixo numero de eventos, sendo ausente no grupo de pacientes com resposta

classificada como RO, utilizou-se o teste ndo paramétrico Kuskall-Wallis para

avaliacdo das diferengas entre as medianas, sendo a diferencga significativa entre as

mesmas (p=0,037). As medianas de seguimento para as pacientes que alcancaram
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RO, R1 e R2 foram de 39,6 meses (extremos: 13 — 89,5), 31,6 meses (extremos:

2,4 -60,4), e 16,4 meses (extremos: 2,3 — 97,9), respectivamente (Figura 4).
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Figura 4. Sobrevida livre de doenga segundo a resposta patologica ao tratamento neo-adjuvante.

Na andlise multivariada incorporaram-se os fatores receptores de estrégeno
e progesterona, expressao HER2/neu por imunoistoquimica, graus histolégico e

nuclear, estadio clinico, resposta patologica, estado menopausal e numero de
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linfonodos axilares positivos. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 17.

Apenas o numero de linfonodos positivos teve correlagdo significativa com a

sobrevida livre de doenga, sendo fatores de risco 0s receptores de progesterona

negativos e a resposta patoldégica macroscépica.

TABELA 17

Analise multivariada: fatores progndsticos para a sobrevida livre de doenca

Variavel HR IC(95%) Valor p
Her2/neu 1,254 0,600 - 2,619 0,547
Receptor de progesterona 0,561 0,206 — 1,525 0,257
Receptor de estrégeno 1,053 0,392 - 2,840 0,918
Grau Histolégico 0,801 0,251 — 2,557 0,707
Grau Nuclear 1,313 0,698 — 2,471 0,398
Estadio 1,041 0,557 — 1,945 0,900
Resposta patolégica 0,517 0,143 - 1,869 0,314
Estado menopausal 1,146 0,589 — 2,229 0,687
Linfonodos positivos 1-4 4,295 1,251 — 14,745 0,020
Linfonodos positivos 5-9 4,393 1,254 — 15,387 0,020
Linfonodos positivos >10 7,619 2,244 — 25,868 0,001

HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianga; p: grau de significancia
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5. Discussao

Avaliamos, retrospectivamente, 118 pacientes com diagnostico de neoplasia
de mama localmente avancada e submetidas a quimioterapia neo-adjuvante com
antraciclina, ndo tendo sido identificada uma associagao entre a expressao do
HER2/neu e o estado menopausal das pacientes, e o grau histolégico e/ou
nuclear e a presenga de receptores hormonais no tumor. Também n&o observamos
uma correlacdo de todos estes fatores com a resposta clinica ao tratamento.
Entretanto, verificou-se que a negatividade do receptor de progesterona, o estadio
clinico e a resposta clinica ao tratamento neo-adjuvante estavam correlacionados
com a resposta patolégica a quimioterapia. Em relacdo a sobrevida livre de
doencga, apenas o numero de linfonodos axilares positivos identificados apds

cirurgia emergiu como fator prognostico destas mulheres.

Varios estudos tém sido realizados na busca de fatores que identifiguem
as pacientes que mais se beneficiariam de terapéutica especifica, ou fatores
ditos preditivos. Estes poderiam prever a resposta ao tratamento e permitir, no
futuro, a selegcdo de pacientes para esquemas quimioterapicos mais efetivos

(Merkel e Osborne, 1989; Clark, 2000; Wolf e Davidson, 2000).
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Os fatores preditivos muitas vezes se confundem com os fatores
progndsticos, nao relacionados a resposta ao tratamento especifico, mas a

evolucao da doenca, independentemente da terapéutica escolhida.

Como fatores prognésticos definidos para o cancer de mama, estabeleceram-
se o tamanho do tumor primario, 0 numero de linfonodos axilares comprometidos
pela neoplasia, os graus histolégico e nuclear, subtipo histolégico, taxa de
proliferacao celular, extensdo do componente intraductal e presenca de invasao

linfovascular pelo tumor na mama (Chang e Hilsenbeck, 2004).

Entre os fatores ainda considerados “auxiliares” estao incluidos os receptores
hormonais, 0 marcador de proliferacéo celular Ki-67, a ploidia celular, marcadores
da regulagem do ciclo celular como ciclina D1 e ciclina E; oncogenes como H-ras e
c-myc; genes supressores, como p53; moléculas de adesao celular como cadherina
E; genes reguladores da apoptose como Bcl-2; proteases, e a amplificacao ou
superexpressao do gene HER2/neu. Muitos destes fatores auxiliares ainda carecem
de padronizacao e convalidacao para utilizacdo nas avaliacdes rotineiras (Ross

e Harbeck, 2005).

Entre os fatores progndésticos, alguns se consolidaram como fatores
preditivos de resposta a terapéutica especifica, como a presenca de receptores
celulares de estrégeno e/ou progesterona para a resposta ao tratamento anti-
estrogénico, e a amplificacao e/ou superexpressdo do HER2/neu para a resposta
ao tratamento com anticorpo monoclonal trastuzumab (Ross e Harbeck, 2005),

sendo que a avaliacdo deste ultimo foi recomendada pela American Cancer
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Society e pela National Comprehensive Cancer Network (NCCN, 2005) a todas

as pacientes com diagnéstico inicial de cancer de mama.

Neste estudo avaliamos alguns fatores na tentativa de identificar uma
associacao entre eles, a resposta ao tratamento antiblastico e a evolucao das
pacientes. Analisamos o papel da superexpressao do gene HER2/neu, graus
histolégico e nuclear do tumor, presenca dos receptores hormonais, diferentes
respostas ao tratamento, tanto avaliadas clinica como patologicamente, bem como

o numero de linfonodos axilares comprometidos observados apos a mastectomia.

Obtivemos neste trabalho os resultados de imunoistoquimica 3+ e 2+ para a
superexpressao do HER2/neu em 22% e 15,3% das amostras analisadas,
respectivamente. A semelhanca da publicacdo de Hartmann et al. (1994),
consideramos apenas 0s resultados 3+ como positivos para a superexpressao
do HERZ2/neu, baseados na correlacdo superior a 90% entre as avaliacées de
imunoistoquimica 3+ e o método FISH (Hofmann et al., 2003; Cardoso e Durbecq,
2005), este ultimo considerado de maior acuracia na determinacao objetiva da
amplificacdo do gene HER2/neu (Press et al, 2002), e também nos resultados
descritos por Vogel et al. (2002), e Hofmann et al. (2003). Estes autores, em estudos
similares, descreveram respostas objetivas ao tratamento com anticorpo monoclonal
trastuzumab exclusivamente para as pacientes com imunoistoquimica positiva 3+.
N&o observaram, em ambos 0s estudos, respostas objetivas para as pacientes com

resultados de imunoistoquimica 2+.

Portanto, analisando os resultados com imunoistoquimica para HER2/neu

3+ em 22% do presente estudo, verificamos que estes estdo de acordo com
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outros relatados na literatura, que variam entre 19% e 33% de positividade para
a superexpressao do gene em questao (Guterson et al., 1992; Thor et al., 1998;

Vincent-Salomon et al., 2000; Jukkola et al., 2001; Zhang et al., 2003).

N&o obtivemos uma associacao significativa entre a superexpressao do
HER2/neu e o grau histoldgico, resultados também observados por Vincent-Salomon
et al.(2000) e Linderholm et al. (2004). Ressaltamos, entretanto, que esta
associacao pode nao ter sido significativa em virtude do pequeno nimero de tumores
classificados como grau Il na amostra deste estudo. Nao observamos, tampouco,
uma associacdo com o grau nuclear. Todavia, outros autores descreveram a
presenca desta associacao tanto em relacdo ao grau histolégico (Guterson et
al., 1992; Thor et al., 1998; Jukkola et al., 2001) como ao nuclear (Hartmann et

al., 1994; Thor et al., 1998; Zhang et al., 2003).

Outra associacao freqientemente descrita refere-se a existente entre a
superexpressao do gene HER2 e a auséncia de receptores hormonais (Guterson
et al., 1992; Hartmann et al., 1994; Paik et al., 1998; Thor et al., 1998; Ferrero-
Pols et al., 2000; Jukkola et al., 2001; Ménard et al., 2002; Zhang et al., 2003;
Linderholm et al., 2004). A ndo associagdo entre a superexpressao do gene e
os receptores de estrogeno também foi relatada (Hegg, 1992). No presente
trabalho foi observada apenas uma tendéncia a uma associagdo significativa
com a determinacdo de receptores de progesterona negativos, talvez em

virtude do tamanho da amostra avaliada.
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Em relagdo ao estado menopausal, os resultados na literatura sao
conflitantes. Outros autores ndo observaram, como neste estudo, uma associacao
entre o estado menopausal e a expressao do HER2/neu (Vincent-Salomon et
al., 2000). Porém, a associagédo da superexpressao deste gene ora com a pré-
monopausa (Ménard et al., 2002) ora com a pés-menopausa tem sido reportada

(Jukkola et al., 2001).

Tendo em conta que a identificacdo de fatores associados a resposta a
quimioterapia poderiam auxiliar na selegéo de pacientes com maior probabilidade
de alcancarem resposta objetiva e na definicho de melhores estratégias
terapéuticas, potencialmente evitando-se exposicao desnecessaria a toxicidade,
diferentes fatores tém sido objeto de investigacao, sendo que, particularmente,
a resposta completa foi identificada como fator progndstico favoravel em
relacdo a evolugdo clinica das pacientes portadoras de neoplasia mamaria

localmente avancada (Hortobagyi et al., 1995).

Neste trabalho observamos 62,7% de respostas objetivas clinicas, sendo 7
RC (5,9%). A taxa de respostas globais esta proxima a descrita em
publicagcdes sobre quimioterapia neo-adjuvante com antraciclinas, que variam
entre aproximadamente 70% e 80% (Piccart et al., 1988; Sataloff et al.,
1995; Vicent-Salomon et al., 2000; Zhang et al., 2003; Diéras et al., 2004; Petit
et al., 2004). A taxa de respostas clinicas completas foi, por sua vez, similar a
de estudos que incluem tumores primarios de grande volume, a semelhanca do

presente estudo (Piccart et al., 1988; Zhang et al., 2003; Diéras et al., 2004).
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N&o observamos, entretanto, correlacdo da resposta clinica com a
superexpressdo do HER2/neu, estado menopausal das pacientes, estadio da
doenca, o grau histolégico ou nuclear ou, ainda, com a expressdao dos

receptores hormonais.

A ndo associacdo entre a resposta clinica e a superexpressdao do
HER2/neu (Zhang et al., 2003; Carey et al., 2004; Petit et al., 2004), o grau
histologico (Petit et al., 2004) e receptores hormonais (AAS et al., 2003), também
foram observados por outros autores. Contudo, AAS e colaboradores descreveram
uma correlacdo entre a superexpressdao do HER2/neu e o grau histolégico, de
Jacquillat et al. (1988) com esta ultima e com o estado menopausal. Ja Petit et al.

(2004), descreveram uma associacao com a auséncia de receptores hormonais.

Diversas publicagcdes tém confirmado o valor prognéstico da resposta
patolégica a quimioterapia primaria para o cancer de mama (Feldman et al.,
1986; Bonadona et al., 1990,1998; Fisher et al., 1997; Kuerer et al., 1998b;
1999). Como ilustracdo, em publicagdo envolvendo os resultados de mais de
1500 mulheres avaliadas, Wolmark et al. (2001), atualizaram os nove anos de
seguimento do estudo NSBP-B18, o qual comparou 4 ciclos do esquema AC
pré ou pés-cirurgia, mantendo a nao a diferenca entre os grupos quanto a
sobrevida global. Entretanto, em subanalise do grupo de pacientes submetidas
a quimioterapia neo-adjuvante, tornou-se ainda mais consistente e significativa
a correlacao entre a resposta patolégica e a sobrevida. Com 13% de taxa de
respostas patolégicas completas, estas pacientes obtiveram 50% na reducao de

risco de morte quando comparadas com as demais.
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Neste estudo obtivemos apenas 4 respostas patolégicas completas (3,4%), e
apesar da néo realizacdo de uma analise de regresséao logistica em virtude do
baixo numero de eventos, ressaltamos que todas as 4 pacientes mantiveram-se
livres de doenca, com mediana de seguimento de 39,6 meses, colocando em
evidéncia o beneficio alcancado com a auséncia de neoplasia residual a
mastectomia pods-quimioterapia e reforcando o interesse em se identificar fatores

relacionados a obtencao destas respostas.

Diferentes publicacbes descreveram respostas completas patoldgicas
entre 4% e 20%, com esquemas neo-adjuvantes contendo antraciclina (Bonadonna
et al., 1990; Singletary et al., 1992; Sataloff et al., 1995; Kuerer et al., 1999;
Chen et al., 2004; Diéras et al., 2004; Petit et al., 2004; Thomas et al., 2004).
No presente estudo apenas 3,4% das pacientes alcancaram resposta completa
patoldgica, similar ao resultado reportado por Bonadonna e colaboradores.
Entretanto, devemos destacar que naquela publicacdo foram utilizados diferentes

esquemas quimioterapicos neo-adjuvantes, incluindo esquemas sem antraciclina.

A maior taxa de resposta observada pelos autores acima poderia ser
atribuida a tumores primarios menos volumosos. O tamanho do tumor pimario, bem
como a carga tumoral total, incluindo a doenca axilar, sdo reconhecidamente
fatores prognédsticos e envolvidos na resposta ao tratamento primario (Piccart et
al., 1992; Hortobagyi et al., 1995). O grupo de Milao ja descrevera em 1990
(Bonadonna et al., 1990) que a redugado do volume tumoral seria inversamente

proporcional ao didmetro do tumor primario, com uma reducao deste a menos
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de 3cm apds a quimioterapia primaria, em 29% dos tumores com mais de

6,0cm e em 93% dos tumores com diametros de 3cm a 4cm.

A grande carga tumoral presente nas pacientes analisadas neste trabalho
fica patente quando as comparamos com as caracteristicas dos tumores das
pacientes incluidas em outros estudos. Assim, aproximadamente 60% das
pacientes deste estudo tiverfam estadiamento do tumor primario definido como
T4b, e apenas 8,5% como T2. Cinglenta porcento destas pacientes tinham
comprometimento axilar classificado como N2. Em contrapartida, no estudo de
DIERAS e colaboradores (2004), apenas pacientes com tumores T2-3 e NO-1
foram incluidas e, no estudo de Thomas et al. (2004), 56% dos tumores das
pacientes avaliadas foram classificados como T0-3, e apenas 39% como N2
axilar. Kuerer et al. (1999), por sua vez, descreveram em seu trabalho 40% das
pacientes com doenca axilar N2/3 e 39% dos tumores primarios T4. Apesar da
obtencdo da remissao patoldgica completa ter sido independente do tamanho
inicial do tumor primario, estes Ultimos autores descreveram taxas de resposta de
21% e 7% para os grupos T0-2 e T3-4, respectivamente. Essse ultimo resultado
esta mais préximo ao obtido no presente estudo, onde a mediana do didmetro do

tumor primario das pacientes analisadas foi de 7,0cm e a do outro estudo 6,0cm.

Ja em relacdo a andlise de possiveis correlagdes com a resposta patoldgica,
a superexpressao do HER2/neu nao alcangou, no presente estudo, significancia
estatistica, sendo que a auséncia desta interacao também foi descrita por diversos

autores (Vicent-Salomon et al., 2000; Zhang et al., 2003; Petit et al., 2004).
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Observamos na literatura publicacées associando a resposta patoldgica
aos receptores hormonais negativos (Bonadonna et al.,1999; Kuerer et al., 1999;
Vicent-Salomon et al., 2000; Diéras et al., 2004). Por outro lado, uma analise
retrospectiva do M.D. Anderson Cancer Center (Zhang et al., 2002) n&o identificou
esta associacdo. Tampouco Petit et al. (2004) observaram esta possivel associagao.
No presente estudo, apesar da maior freqiéncia de respostas favoraveis em
pacientes com tumores com receptores negativos, apenas a negatividade do

receptor de progesterona mostrou-se preditor para a resposta patolégica.

Em revisdo sistematica realizada por Gongalves et al., (2004), incluindo
14 artigos e totalizando 7978 pacientes, os valores preditivos positivos da
resposta clinica para a patolégica variaram entre 26% e 52%. Observamos na
analise do presente estudo uma associacdo entre a resposta patolégica e a
resposta clinica, também mencionada em publicacdo de Petit et al., (2004). A
resposta clinica, por outro lado, nao foi preditiva para a resposta patolégica em

outras publicacées (Vicent-Salomon et al., 2000; Zhang et al., 2003).

O grau nuclear, por outra parte, foi associado a resposta patolégica em
artigo publicado por Wang et al. (2002), a semelhanca do observado no presente
estudo. Nesta mesma publicacéo, entretanto, foi descrita uma associacao entre
a resposta patoldgica e o grau histolégico, associacao esta nao identificada em
nosso estudo. Ainda em referéncia a resposta patoldgica, outros autores relataram
resultados similares aos deste estudo, como a auséncia de associacdo com a
superexpressao do HER2/neu (Wang et al., 2002; Zhang et al, 2003; Petit et al.,

2004), ou com o estadio clinico (Kuerer et al., 1999).
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Neste estudo, na andlise exploratoria bivariada para fatores prognésticos
em relacdo a sobrevida livre de doenca mostraram-se significativos o numero de
linfonodos positivos e a expressdo do HER2/neu. Quando da regressao multipla,
este ultimo ndo se mostrou significativo para a sobrevida livre de doenca (HR:
1,254; 1C95%: 0,600 — 2,619; p=0,547), permanecendo significativo apenas o
namero de linfonodos positivos. Nao foram significativos os graus histolégico e

nuclear, resposta patoldgica, status menstrual e o estadio clinico.

Diferentemente do presente estudo, o estadio clinico (Thomas et al., 2004;
Hortobagyi et al.; 1995), e a resposta patolégica (Thomas et al.; 2004; Diéras et
al., 2004), tiveram implicacao prognodstica. Por outra parte, mencionamos a
publicacao de Chen et al., (2004) que nao demonstrou ganho no tempo para a

recidiva local em pacientes em remissdao completa.

Em se tratando do valor prognéstico da expressao do HER2/neu, Cardoso e
Durbecq (2005), em revisao sobre os estudos publicados quanto ao papel deste no
cancer de mama, identificaram 80 publicacées que totalizavam mais de 26.000
pacientes avaliadas quanto a amplificagdo ou superexpressao do gene em questao.
Setenta e duas destas publicacées (90%), compreendendo 24.314 mulheres,
demonstraram valor prognéstico da amplificacédo ou superexpressao do HER2/neu

nas analises estatisticas univariadas e/ou multivariadas.

A superexpressao do HER2/neu nao alcangou implicagdo progndstica na
avaliagao estatistica deste estudo, talvez em razdo do tamanho amostral e do

carater retrospectivo do presente trabalho. Porém, em publicagdo de estudo
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também retrospectivo, Zhang et al. (2002), avaliaram o valor prognéstico da
expressao do HER2/neu, determinada por imunoistoquimica, ou através do método
FISH, em amostras de 97 pacientes submetidas a quimioterapia neo-adjuvante
com esquema FAC nao obtendo, tampouco, diferenca significativa em relacao a
sobrevida livre de doenca. Resultado semelhante também obtiveram Tulbah et
al. (2003), ao avaliarem fatores prognésticos em 54 pacientes com neoplasia de

mama localmente avangada.

Em estudo mais complexo, 187 pacientes, do total de 448, foram tratadas
com poliquimioterapia neo-adjuvante com epirrubicina para tumores localmente
avancados e/ou inflamatérios. Entre os fatores avaliados, incluindo HER2/neu,
p53, ciclina D1, MIB1, receptores de estrégeno e progesterona, apenas p53
emergiu como fator preditivo negativo independente para sobrevida livre de

doenca e sobrevida global na avaliacdo multivariada (Bonnefoi et al., 2003).

Ainda, em mais um estudo retrospectivo, Buchholz et al. (2004) nao
encontraram correlacdo, na analise de regressdo mdltipla, entre a expressao
HER2/neu e a recidiva local em 108 pacientes submetidas a quimioterapia
neo-adjuvante. Contudo, diferentemente dos resultados acima mencionados,
MacGrogan et al. (1996), reportaram HER2/neu como fator preditor da sobrevida
global e sobrevida livre de doenca em 128 pacientes tratadas com esquema

antiblastico primario.

Finalmente, o numero de linfonodos axilares comprometidos apos

quimioterapia neo-adjuvante, conforme observamos, tem associagdo com a
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sobrevida destas pacientes, a semelhan¢ca do que ocorre com as pacientes
submetidas a cirurgia exclusiva, sendo que este fator tem sido descrito como
independente dos graus histolégico e nuclear, receptores hormonais e estadio
clinico inicial ou idade (Feldman et al., 1986; Bonadonna et al., 1998; Fisher et

al., 1997; Kuerer et al., 1998b; 1999).

Assim, a importancia da superexpressao do gene HER2/neu como fator
prognostico, que poderia ser definido no diagndstico das pacientes portadoras
de neoplasia mamaria localmente avangada, nao ficou demonstrada em neste
estudo. Mas a superexpressao do HER2/neu, ja estabelecida como fator preditivo
para a resposta ao trastuzumab, tem mostrado, em outros estudos, implicacao
prognostica para pacientes tanto com linfonodos positivos quanto negativos
(Allred et al., 1992;Gusterson et al., 1992; Muss et al., 1994; Ferrero-Pols, et

al., 2000; Joensuu et al., 2003).

Na investigacdo de fatores que definam ou auxiliem na predigcdo de
resposta a terapéutica especifica, varios autores tém destacado o possivel papel do
gene HER2/neu. Estudos relativos a resisténcia ao tratamento com tamoxifeno em
pacientes com tumores receptores hormonais positivos (De Placido et al., 2003)
e reduzida sensibilidade ao esquema ciclofosfamida, metotrexate, fluorouracilo
(CMF) (Stal et al., 1995; Di Leo et al., 2002; Yang et al., 2003), mostraram
correlacdo com a superexpressao do HER2/neu, assim como maior sensibilidade

aos taxanos (Konecny et al., 2004).
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Outros estudos demonstraram associacao entre a superexpressao do
HER2/neu e maior sensibilidade a terapéutica com antraciclinas. Paik et al.
(1998), em estudo retrospectivo do NSABP-B11, com mais de 600 pacientes
com linfonodos positivos, tratadas aleatoriamente com e sem antraciclina,
demonstraram relagdo estatisticamente significativa entre o tratamento com
antraciclina, superexpressao de HER2/neu e a sobrevida livre de doencga e livre
de recidiva a distancia. Na mesma linha de avaliagcdo, em outra publicacdo do
NSABP, estudo B15 (Paik et al., 2000), mais de 1300 pacientes randomizadas
para esquemas adjuvantes com e sem antraciclina foram analisadas. Observou-
se uma tendéncia a melhora na sobrevida e no tempo para a recidiva em

pacientes com expressao positiva do gene em questao.

Em concordancia com o anterior, Thor et al. (1998) analisaram o valor
preditivo da superexpressdao do HER2/neu na sensibilidade a quimioterapia com
antraciclina. Mil quinhentas e setenta e duas pacientes participantes do estudo
do Cancer and Leukemia Group B (CALGB) 8541, foram randomizadas para
tratamentos adjuvantes com esquema FAC, com 3 niveis de dose de
doxorrubicina (30, 40 e 60mg/m?). A andlise demonstrou relagdo significativa
entre a superexpressdo do HER2/neu e a dose de doxorrubicina administrada,

tanto para a sobrevida livre de doenga como para a sobrevida global.

Ainda, um estudo europeu também demonstrou o valor preditivo do
HERZ2/neu no tratamento adjuvante com poliquimioterapia para pacientes com
linfonodos positivos (Di Leo et al., 2001). Nesta publicacdo foram avaliadas

amostras de 481 pacientes do total de 777 randomizadas entre 0 esquema
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classico CMF e a combinacgao epirrubicina mais ciclofosfamida (EC). Her2/neu foi
avaliado por imunoistoquimica de duas diferentes formas: através dos anticorpos
CB-11 e 4D5 ou através de coquetel de anticorpos. Observou-se valor preditivo para
o tempo para a ocorréncia do primeiro evento, apenas para pacientes com
superexpressao positiva para Her2/neu, ndo sendo significativa para as amostras
avaliadas através do coquetel de monoclonais. Este estudo pde em questdo as
validades das diferentes metodologias utilizadas para avaliar a superexpressao do
HER2/neu na predicdo da sensibilidade a antraciclinas, o que poderia explicar

as divergéncias observadas pelos diferentes autores antes referidos.

Na década de 80, Slamon et al., (1987) descreveram que a amplificagéo do
oncogene HER-2/neu estava presente em aproximadamente 30% dos canceres de
mama e que existia uma relacao significativa entre esta amplificacdo e a evolucao

clinica desfavoravel das pacientes.

A superexpressao do HER2/neu tem sido associada a conhecidos fatores
indicadores de variaveis clinico-patolégicas desfavoraveis, como alta fracao
fase-S do ciclo celular, aneuploidia, auséncia da expressdao dos receptores
hormonais de estrogeno e progesterona, presenca de metastases linfonodais,
grau nuclear alto, intervalo livre de doenca curto e presenca de histologia do

tipo ductal em oposicao a lobular (Pegram et al., 2000).

Tem sido demonstrado, como anteriormente referido, uma associagao
entre a expressao deste oncogene, sensibilidade a antraciclinas e prognostico

mais desfavoravel das pacientes submetidas a tratamento adjuvante. Questiona-se
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entdo por que este marcador ndo emergiria como fator preditivo para resposta a

terapéutica neo-adjuvante com antraciclina.

Uma das potenciais explicagdes reside na possibilidade do aspecto
confundidor dos testes de avaliagcao do HER2/neu, que detectariam a expressao do
gene ou sua amplificacdo sem, entretanto, necessariamente refletir sua atividade ou
ativacao, a qual depende da fosforilacdo ap6s dimerizacdo dos receptores e
consequente desencadeamento da transducao de sinais. O desenvolvimento de
anticorpos para deteccdo da expressdao de HERZ2/neu fosforilados permitiu a
identificagcdo de pacientes com evolugcdo desfavoravel apenas entre as amostras

com positividade para o receptor fosforilado (Cardoso e Durbecq, 2005).

Através de estudos de hibridizacao in sifu, o gene HER2/neu foi localizado no
cromossomo 17q12-21.32 (Poupescu et al., 1989). Neste cromossoma também
esta localizado o gene para Topoisomerase |l, sendo que este esta co-amplificado
na presenca da amplificacdo do HER2/neu (Varis et al., 2002). Esta enzima é
alvo das antraciclinas, drogas inativadoras da topoisomerase Il, tendo sido
demonstrado in vitro que a ativagdo do HER2/neu resulta num aumento direto
da atividade desta enzima e na maior sensibilidade a droga em questédo (Harris
et al., 2001). Jarvinen et al., (2000), reportaram diferencas na sensibilidade das
antraciclinas na presenca da amplificacdo do HER2/neu, dependendo da co-

amplificacdo ou delegcédo da topoisomerase |l.

Estudos em tumores de pacientes submetidas a esquemas de quimioterapia

adjuvante, com e sem antracilina, demonstram provavel beneficio ao tratamento
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com antraciclina para as pacientes com tumores com superexpressao do gene

HER2/neu e concomitante amplificacao da topoisomerase (Di Leo et al., 2002).

Por outro lado, PETIT e colaboradores (2004) ndo encontraram valor
preditivo da superexpressao ou amplificacdo da topoisomerase Il para a resposta a
quimioterapia neo-adjuvante com antraciclina, na presenca da superexpressao
do HER2/neu. Em outro artigo, uma interacéo entre a expressao do HER2/neu, do
p53, também localizado no cromossomo 17 (Oliveira et al., 2005), e da dose da
antracilina foi descrita para pacientes submetidas a adjuvancia com antraciclina

(Thor et al., 1998).

Desta maneira, multiplas interacdes podem e estao emergindo, provavelmente
colocando, no caso do gene HER2/neu, a superexpressdo do mesmo como um
marcador da possivel atividade ou expressado de outras proteinas e/ou genes.
Assim, ao estudarmos fatores progndsticos ou preditivos, provavelmente nao
poderemos nos deter em uma Unica proteina e/ou gene, na busca de perfis que
impliguem definicao terapéutica. Desta forma, para um futuro préximo, espera-
se que as novas técnicas de diagnostico molecular propiciem uma melhor
definicao dos perfis genético e protéico destes tumores, o que podera resultar

em um tratamento individualizado destas pacientes.
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6. Conclusoes

1.

No presente estudo, ndo se identificou associagdo entre a expressdo do
HER2/neu, estado menopausal, grau histolégico ou nuclear e expressao dos

receptores hormonais.

N&o houve correlacdo entre a resposta clinica a quimioterapia neo-adjuvante
e a expressao do HER2/neu, estado menopausal, graus histologico e nuclear,

expressao dos receptores hormonais e estadio clinico.

Nao identificamos correlagdo entre a resposta patolégica a quimioterapia
neo-adjuvante e expressao do HER2/neu, estado menopausal, grau histologico e
expressao dos receptores de estrdgeno. Observamos, entretanto, correlagéo aos

receptores de progesterona, estadio clinico e resposta clinica a quimioterapia.

Houve correlagdo entre o numero de linfonodos comprometidos apds a
quimioterapia neo-adjuvante e a sobrevida livre de doenga. Nao houve
correlacao entre esta e o estado menopausal, grau histoldégico ou nuclear,
expressao dos receptores hormonais, superexpressao do HER2/neu, estadio

clinico, nem a resposta patolégica ao tratamento neo-adjuvante.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1 - Ficha de Inclusao

Prontuario n° T O O T I

Aceita  Rejeita

1. Critérios de incluséo: SIM Nao
1.1. Paciente tem diagnostico de neoplasia mama estadios I1IA-B? 1 |

1.2. Paciente tem tumor(es) mensuravel(eis) ao ex. clinico e com 1 (I
diagndstico cito-histologico?

1.3. Paciente realizou tratamento antiblastico priméario com antraciclina? 1 |

1.4. Paciente tem estadiamento completo ndo evidenciando doenga a 1 1
distancia inclui ndo linfonodos supraclaviculares?

2. Critérios de exclusao: Nao Sim

2.1. Paciente é portadora de carcinoma bilateral? I I

2.2. Paciente tem tumor maligno em qualquer outra localiza¢do, excluindo I |
ca. Basocelular da pele ou ca. in situ colo uterino?

2.3. Paciente é portadora de neoplasia de mama de outro tipo histologico I 1
que o ductal invasivo?

2.4. Paciente é portadora de carcinoma inflamatério da mama? 1 (I
2.5. Paciente esta gravida? 1 (I
2.6. Paciente foi submetida a biépsia excisional do tumor? 1 I
2.7. Paciente foi submetida a qualquer tratamento prévio a quimioterapia? 1 1
2.8. Paciente era portadora de cardiopatia grave? 1 I

e Prontudrio devera conter todos os dados necessarios para avaliagao. | |

e Paciente aceita, para a ser ficha n° I T
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9.2. Anexo2

Distribuicdo das caracteristicas das pacientes segundo os critérios de exclusao

Caracteristica (n=139) (%)
Bidpsia por agulha fina 19 (13,70)
Histologia outra que ca. Ductal invasivo ( 5,03)
Neoplasia de mama bilateral ( 2,16)
Neoplasia disseminada (incluindo fossa supraclavicular) 21 (15,11)
Doenca recidivada 1 ( 0,71)
Segunda neoplasia 2 ( 1,44)
Estadio clinico | 1 ( 0,71)
Estadio clinico Il 5 ( 3,60)
Tumores primarios inflamatdrios 27 (19,42)
Bidpsia de tumor primario excisional 8 ( 5,76)
Tratamento prévio com antraciclina 1 ( 0,71)
Transferéncia a outro centro ap6s diagnédstico 1 ( 0,71)
Violagéo de protocolo 8 ( 5,76)
Quimioterapia neo-adjuvante com esquema CMF 7 ( 5,04)
Anatomopatolégicos nao disponiveis 28 (20,14)
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9.3. Anexo3

Imunoistoquimica para HER-2/neu:
(anticorpo primario para c-erb-B2, Dakopatts, USA, codigo A0485);

— desparafinagéo dos cortes histoldégicos com 3 banhos de xilol e hidratacdo em
gradiente decrescente de alcool;

— bloqueio da peroxidase endégena com peroxido de hidrogénio 30% (3 trocas de 5
min cada);

— recuperagao antigénica utilizando-se tampéao citrato pH 6,0, 10mM, em panela a
vapor a 95° C durante 25 min;

— incubagao em camara Umida por toda a noite (18 horas) a 4° C, com o anticorpo
primario para c-erb-B2 (diluido a 1:300, Dakopatts, USA, codigo A0485);

— revelagao da reacao pelo método EnVision peroxidase (Dakopatts, USA, codigo k1491);
— coloracao pela 3,3-diaminobenzidina (Sigma, cédigo D5637);

— contracoloragdo com Hematoxilina de Mayer;

— montagem em meio permanente (Entellan, Merk);

— analise em microscoépio 6ptico comum, segundo os critérios do Quadro I. Os
controles positivos da reagao sao feitos simultaneamente, representados por
laminas previamente analisadas, que se tenham mostrado positivas para c-erb-B2.

Quadro I: Padroes de Classificacao das amostras para os ensaios
Imunoistoquimicos de HER-2/neu

~ - Classificagao Designacao

Padrdo de Coloragao da Amostra da Amostra
0 a 10% de células tumorais com coloragéo de 0 Negativa
membrana
> 10% de células tumorais com coloragédo de 1+ Negativa
membrana fraca ou dificilmente perceptivel ou em
apenas parte da membrana
> 10% de células tumorais com coloracao de 2+ Fracamente Positiva
intensidade leve a moderada
> 10% de células tumorais com coloracao de 3+ Fortemente Positiva

intensidade forte
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9.4. Anexo 4 - Ficha de Coleta de Dados

FICHA COLETA DE DADOS
No da Ficha
2.ldade: __ anos

3. Status Menstrual: 1. Pré

2. P6s

4. Diagnéstico:: 1.PAAF __ 2. Bidpsia por agulha grossa: __ 3. Bidpsia incisional: ___
No. Exame: Data: / [/
5. Tamanho tumoral clinico: mama____ _ X____ mm
axila X mm
Soma maiores didmetros _~~~_ mm
6. Grau histologico: 1. GI __ 2.Gll _ 3.GllI_ 9. Desc.
7. Grau nuclear: 1.Gl __ 2.Gll _ 3.Glll_ 9. Desc:
8.cT: 1.T1__ 2.T2 3.T3__ 4.T4a__ 5. T4b__  6.Td4c__
9.cN: 1.NO__ 2.N1__ 3.N2 __
10. Estadio Clinico: 1. 1I1A __ 2.1IB __
11. Receptores Hormonais: no. do exame: Data: _ / /
Receptor Estrogeno 1. Positivo ___ 2. Negativo: __ 9. Desc.:
Receptor Progesterona 1. Positivo ___ 2. Negativo: ___ 9.Desc... __
12. Expressdo HER2/neu
1. Negativa/+ 2. Positiva2+__ 3. Positiva 3+ 9. Desc.

13. Tratamento antibldstico neo-adjuvante:
1. FAC __ 2.AC

14. No. de ciclos:

3. MMM _
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Tamanho tumoral clinico apds quimioterapia: mama__ X
axila X
Soma maiores diametros

Respostaclinica: 1.RC__ 2. RP__ 3.DE__ 4.PR__ 5. Nao avaliavel __

Cirurgia: 1.Sim __ 2. Nao__ 3. Desconhecido  data: / [/
Anatomopatolégico no. exame: data: _/ [/
Tamanho tumoral patolégico: mama___~ ~ X__~ ~ mm
axila ___ _ X___ _ mm
Soma maiores didmetros _~~~ mm
Resposta patol6gica:
1. RO 2.R1__ 3R 4.RX_

5. Cirurgia n&o realizada.

Numero de linfonodos axilares positivos:

Radioterapia: 1. Adjuvante __ 2. Paliativa ___ 3. Nao realizada ___
9. Desconhecido ___

Estado ultimo controle
1. Recidiva 2. Progressédo: 3. Perdidasemdoenca
4. Perdidacomdoenca:~ 5.DE___ 6.SED

Data da recidiva ou progressao ou do ultimo controle: _ / /
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9.5. Anexo5

Sobrevida livre de doenca em relacao a presenca de receptores hormonais, grau
histolégico, grau nuclear, resposta patologica, sfatus menstrual e estadio clinico

Variavel N (115)  numero de recidivas (%) HR 1C95%

RE

Negativo 70 33 (47,1) 1,0

Positivo 43 18 (41,9) 0,97 (0,54-1,72)
RP

Negativo 71 34 (47,9) 1,0

Positivo 42 17 (40,5) 0,84 (0,47-1,51)
Grau Nuclear

Il 53 26 (49,1) 1,0

0 54 24 (44,4) 1,04 (0,60-1,82)
Grau Histoldgico

I 6 4 (66,7) 1,0

11 101 46 (45,5) 0,77 (0,28-2,14)
Resposta patoldgica

Macroscopica 105 50 (47,6) 1,0

Microscoépica 6 3 (50,0) 1,7 (0,53-5,50)
Status Menstrual

Pré-menopausa 65 33 (50,8) 1,0

Pés-menopausa 50 20 (40,0) 0,78 (0,44-1,36)
Estadio Clinico

A 43 19 (44,2) 1,0

B 72 34 (47,2) 1,23 (0,70-2,16)

RE: receptor de estrogeno; RP: receptor de progesterona; HR: hazard ratio; IC: intervalo de confianga.
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9.6. Anexo 6 — Banco de Dados
_ 3
g 8 8 g g

o =K o g 5l g 25 s .l8e 3 38| &l & 23| o B S % 5 < 2158 |o 8 &

c I Do =z Al Flole|lel-|ajuoc|oc| T T OIZ| H| | NS (=] =z Ol F|lF|l Al Z| | b = [m] Lo}
1 |604588-4|53|2|3|07883/97|18/08/1997(80|20(100{ 3 (2|53 |2 (1| 1|1 |1]2508/1997|3| 0 [{20]|20|2|1[{05/11/1997|11160/97|05/12/1997(20|30(50| 6 | 3 | 6 | O |02/04/2004

2 |496130-1|52| 2|2 |04588/98|20/05/1998|50|30(80|3|2|5|3(2|2|2]|2 08/06/1998 (4 (302050 |2 |1 [23/09/1998 |09471/98|15/10/1998 (60 (28 |88 |4 | 3 | 1 | 1 |25/07/2000 bssea

3 [641774-6|58 |2 | 2|05826/98|26/06/1998 (120/50(170{ 3 |2 |5 (3|2 (1|2 |3 |3 |27/07/1998|3 |80 (301|110 2| 1 [ 28/10/1998 | 10763/98 | 03/10/1998 [105| 50 {155/ 4 | 3 | 1 | 1 |03/05/1999 Ossea

4 1642367-6|39| 1 |3|06245/98|02/07/1998(40| 0 |40({3 |2 |5(2|2(2|1|3|1|17/071998|5|25| 0 |25|2 |1 [31/12/1998|12179/98|06/01/1999(20|10{30|3 |3 |1 | 1 [17/05/1999 o6ssea

5 |646973-9|69|2|2|07360/98|03/08/1998(110/30(140, 3|3 |5(3|2|2| 2|1 |2 [14/08/1998|3|120|40|160| 3 |2 5|2 25/01/1999 | partes moles
6 |659089-3(50|1|2|11260/98|17/11/1998|13030(160[ 3 |3 (5|3 2|2 |2 | 1|2 [11/12/1998|3|60|10(70|2 |1|05/04/1999 |03273/99|22/04/1999|60(30|90|3 |3 |1 | 1 |10/01/2001 SNC

7 |312369-3(36| 2| 2|06909/98|23/07/1998(14040(180( 3 |3 (5|3 |2|2|2|3|2[11/08/1998|3|50|20(70|2|1|18/11/1998|11582/98|03/12/1998|42 (30|72 |16| 2| 1| 1 |31/01/2001 bssea

8 [689027-7(60|2|2|07294/99|06/08/1999|80| 0 (803 |2|5(|1|2|1|1]|1|2[23/08/1999|3|50| 0 [50|2|1|01/12/1999|11479/99|14/12/1999|60(10|70(17| 3 |1 | 1|17/12/2000| pulmonar
9 |699848-9(51|1|2(10493/99|17/11/1999|70|30(100[9 |9 (3|3 |1|2|2|1]|2[06/12/1999|3|20| 0 [20|2 |1 |03/04/2000|03112/00|05/052000|{ 0 [ 0O |0 |0 | 1|6 |0 [12/07/2004
10 [693673-0(50|2 |2]|09186/99|29/09/1999|80| 0 |80({3 |3 |5(1|2|2|2|1]|2|16/11/1999|4|15| 0 | 15|21 |29/03/2000 | 02925/00 40| 0 (40| 0|3 |6 | 0 |05/03/2004
11 | 74446-7 |66 | 2|3 |11581/99|13/12/1999|55|20(75|3 |3 |52 |2 (2|2 | 1|2 |1712/1999|3|50| 15|65 |3 | 1|03/04/2000|03111/00|13/04/2000|50| 0 |50 | 0 | 3 | 6 | O | 15/03/2004
12 |424914-5|36| 1| 3|07121/99|05/08/1999 (140,20 (160 3 |3 |5 (2|2 1|2| 1|3 [17/08/1999|3|40| 0 [40|2|1|24/11/1999|11222/99|30/12/1999| 0 |23 |23 |7 | 3 | 1 | 1 | 04/08/2003 | partes moles
13 [693033-4|54 |2 |2|08450/99|13/09/1999|70|20(90({9|9 (5|3 |2 |1|2|2|2|04/10/1999|3|70(20(90|3 |1 |12/01/2000 {00331/00|08/02/2000|55(31 (86| 1|3 | 3 | 0 |07/07/2000
14 |695372-2|49|1|2|09146/99|29/09/1999|60| 0 (603 |2 |3 |21 |1|1]1]|2|2510/1999|3|20| 0 [20|2|1|10/01/2000| 580/00 |21/02/2000|15| 0 |15/ 0| 3 | 6 | 0 |31/08/2004
15 [709463-2|39| 1 | 2|01039/00|08/02/2000|80|20({100{ 3|23 |3 |1 |1|1|2]|2[15/03/2000{3|50| 0 [50|2 |1 |25/05/2000 | 4833/00 | 05/06/2000|60|10(70|12| 3|1 |1 [17/01/2002 bssea
16 [713301-4|60|2 (2| 2114/00 | 13/03/2000100[20(120{ 3 |3 |52 |2 |2 |2 | 1|2 |17/04/2000|4|60| 0 [60|2 |1 |25/07/2000 |06841/00|25/07/2000|70| 0 (70| 0| 3 | 6 | O | 16/04/2004
17 |709431-9| 62| 2| 2|01449/00|21/02/2000 (110,60 (170{ 3 |3 | 5|3 (21| 1| 1| 3 |17/03/2000|3 4|2 5|2 12/06/2000 local
18 [675866-7|64|2|2|11713/99|15/12/1999|100|35(135{3 |3 |53 |2 |2 |2 | 1|2 [14/01/2000{4|40| 0 [40|2 |1 |03/05/2000 | 04092/00|03/05/2000| 0 [ O | 0 |0 |2 | 6 | O |05/07/2004
19 (112121-1|35| 1| 2[09245/99|14/10/1999(80(20(100/ 3|2 |3 |2 |1 |2| 2|3 |2 |[25/10/1999|5(70|20|90 |3 | 1 | 20/04/2000| 188/00 |20/06/2000(20| 0 |20 8|3 |1 |1 |31/03/2001| pulmonar
20 [679539-4(49 |2 (2| 4447/99 |25/05/1999(90(20(|110/ 3 (3 |5(|2|2|2|2|1|2|28/06/1999|4 (30| 0 |30|2|1[29/09/1999 | 9405/99 [10/01/1999| 0 [ 0 | 0 |0 |2 | 6 | O |14/09/2004
21 |500571-4|49 1|2 |05960/99|29/06/1999(100{30(130, 9|9 |5|3(2|2|2|1|2|21/07/1999(3|50|10(60|2|1|21/09/1999| 9966/99 |24/11/1999 |60 (25|85|7 | 3 | 9 | 0 |21/02/2000
22 15991179156 2| 2] 6025/97 |30/06/1997|30] 0 [30{9[9(5|2]2[9[9[9]2]28/07/1997[3]20| 0 |20]|2]1]23/10/1997[10512/97|20/11/1997|35|17|52]| 6 | 3 | 1 | 1 |30/05/2001 | partes moles

Anexos 113



- 8
g g . g 83 o
1] ® 3 -8 o == © ol 2 o
8§ ol ololgl | g B 28 5§53 & o | o 8l2 5 2
o Ela X 8| E| & 25 3 k9] S8| £l 3| £|5 2 o ol E| o 8 E|l 8 8 3
4 nl [} S| ® S Tl =| 8|8 o T|O| =] = o|.8 o] <C <| 8| % S| 8 (@) o =
2 2 2| 5 = o El | 8382l el5] | € el 8 8 &g P = < E| 3 &l Elagg o -
:E; ol 88| & S ﬁ&&oﬁ%gf‘ﬁm&m-:—, %5 8| 8| 58|32 © =] ‘59903%89 < 8
c I| S|h|a z Al F|E|lo|le|l el Slula| o] T 5 OZ| | F| B»|la|s o =z Ol Fl Fl ol Z| 0] Bl FE a o]
23 |725991-7|39|1|2|06399/00| 15/08/2000(75| 0 |75|3|2|5|1|2|2|2|3|2|15/09/2000|3|50| 0 |50 |2 |1|14/12/2000|11815/00|14/01/2001 |115| 8 [123| 7|3 | 1 | 1 | 10/07/2001 Ossea
24 |707785-4{40|1|2[01760/00|28/02/2000(100{30(130{ 3|3 |5|3|2|2|1|3|2|01/03/2000{3|80|15|95|3 |1 |01/06/2000 | 05057/00 | 15/06/2000 | 45|20 |65 (10| 3 | 1 | 1 | 12/04/2003 Ossea
25 |709575-1|57 2| 2|01396/00|21/02/2000(60| 0 {60|3|3|5|3|2|2|2|1|2|25/02/2000|{3|55| 0 |55|3|1|14/06/2000|05441/00|14/07/2000|80|10{90 (2|3 | 1| 1 |18/10/2000 |medula éssea
26 |575713-5|45(2|2| 328/97 |16/01/1997(60(20|80|3|2|3|2|1|2|2|1|1|1501/1997[3| 0| 0 | O |1|1|14/05/1997| 4541/97 |14/06/1997| 0 |0 [ O [0 | 1|6 | O |19/09/2004
Gssea + partes
27 |599539-1|66 |2 | 2|06502/97 | 16/07/1997 (50| 0 {503 |3 |5|1|2|1|1|1]2|22/08/1997|5|50| 0 |50 |3 |1|04/03/1998|02114/98|05/04/1998|35| 0 {350 |3 |1 |1 |14/12/1999 moles
6ssea + partes
28 |589615-3| 41| 1|2|04245/97|09/05/199780(20(100[3 |2 |3 |3 |1|2|2|3|1|26/05/1997|3|65|15|80 |3 |1|04/08/1997|07414/97|07/09/1997 |100| 30 [130({11| 3 | 1 | 1 |29/04/1998 moles
29 |597420-0|45 |1 | 2|05657/97 30|30|60(3 (2|23 |1|1|1]|1]|1]|14/07/1997|99|23| 0 |23|2|1|22/10/1997|10355/97|13/11/1997|25|25|50| 4 | 3|1 | 1 |16/08/2002 | partes moles
Gssea + partes
moles + pleuro
30 |618394-7|41|1|2|11650/97|20/11/1997|60(30(90|3|2|3|3|1|2|2|1|1[19/01/1998(3 (40| 0 [40|2 |1 |08/04/1998|03445/98|09/05/1998 |41 [15|56 (11| 3 | 1| 1 [09/05/2000| pulmonar
31 [610004-8(59 |2 |2 | 9626/97 |23/10/1997|60|20|80|3 |23 |2(1|2|2|1|1|03/11/1997|3|20|10|30|2|1|09/02/1998{01311/98|10/03/1998 45| 0 |45|0 | 3 | 6 | O | 16/08/2004
32 |711560-8| 44 [ 1| 2| 1622/00 |25/02/2000 {105/ 701753 |3 |5|3|2|2|2|1|2|27/03/2000(4 |70|15|85|2 |1 |21/06/2000 |05670/00 | 18/07/2000|60 |22 |82 |8 | 3 | 1 | 1 [19/06/2002| pulmonar
6ssea + partes|
moles +
33 [569233-5(57|2|2[13010/96|27/12/1996|50|30|80|2 |2 (5|2 (2|1 |1|1|1[15/01/1997|3|50|30|80|3 |1 |16/05/1997 |03645/97 | 02/06/1997 | 5525|806 | 3 | 1 | 1 |29/03/1999| pulmonar
34 |653842-1|49|1|2|09576/98|30/09/1998(130/50(180[3 |3 | 5|3 |2 |1 |1|1|3[27/09/1999|3 [100| 35 [135| 3 | 1 |23/12/1999 | 12265/99|31/01/2000| 75|35 110/ 6 | 3 | 1 | 1 [ 18/09/2000 | partes moles
35 |576610-4| 58 |2|2|00382/97|21/01/1997|70|30(100[9 |9 |3 |3 |1|2|2|1|1|1501/1997|3|35| 0 |35|2|1|16/04/1997|03654/97|16/05/1997|35|10(45|2| 3 | 3 | 0 | 10/10/2000
36 |719022-2| 38| 1| 3|04990/00|06/06/2000(100[20(120{3 |3 |3 |2|1|2|2 |1 |2 |26/06/2000|4 [100|10 {110/ 3 | 1 |02/10/2000|09218/00|18/10/2000|85 |30 (115 4 | 3 | 1 | 1 [21/01/2002 | partes moles
37 |657931-6|50|2|2|10738/98|04/11/1998(150/40(190[9 |9 | 5|3 |2 |1|2|3|2|18/11/1998|3|70| 0 |70|2 | 1|24/03/1999 |02952/99 | 04/05/1999 |55 (15|70 (21| 3 | 1 | 1 [30/06/1999| plastrao
38 |586572-4| 43 |1|3|04838/97|02/06/1997 (60| 0 |60|2|3|3|2|1|2|2|2|1[17/06/1997|6|70| O |70|3 |1 |27/08/1997|08329/97 | 23/09/1997 |50 (16|66 |9 |3 | 1| 1 [05/08/1998| pulmonar
plastrdo +
39 |649433-0|49|1|3|08232/98|24/08/1998(80(40(120{3|2|5|3|2|2|2|3|2|02/09/1998|4 (6020|802 |1|04/01/1999|00039/99|04/03/1999 |80 |40 (120{30| 3 | 1 | 1 [15/03/1999 | partes moles
40 |645055-6|56 |2 |3|06995/98|13/08/1998(20| 0 |20{3|3|5|2|2|1|1|1|1[11/09/1998(3|20| 0 [20|3|1|23/11/1998|11695/98|08/01/1999|26|(10|36|5|3 |1 |1 [16/11/1999| pulmonar
41 |5856624-6 41 |1 |3]02996/97|04/04/1997|55]20|75|2|2|5]|2|2|2|2|1|2|26/051997|3|30]|10[40|2|1[13/08/1997|07795/97|04/09/1997|23[19|42|1 |3 |1 | 1 [03/02/1999 | partes moles
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42 |645000-1|62 |2 |2|08036/98|20/08/1998|60| 0 (603 |3 |3 |2|1]|2|2|2|1|04/09/1998|2|75| 0 |75|3|1|05/11/1998|11052/98|03/12/1998|40| 0 |{40| 0 | 3 | 1| 1 |27/04/2000 6ssea
43 |625784-3|38|1|3|01256/98|16/02/1998(100[20(120{ 3|2 |3 |3 |2 |2|2|1|1|20/03/1998|3|80|20(100| 3 | 1 | 04/06/1998 |05481/98|28/07/1998|60 (20 (80| 5|3 | 1| 1 |16/03/1999 6ssea
44 |585576-3|41|1|3| 3541/97 80(40(120)3|2|3|3|2|2|2|2|1|07/04/1997|3|65|25|90|3|1|11/06/1997 | 5569/97 |29/07/1997|70|25|95|7 |3 |1 | 1 |23/06/1998| hepatica
45 |735070-7| 47| 1|2|08939/00|05/10/2000{70| 0 |70{3|2|5|1|2|1|1|1]2]01/11/2000{3|50| 0 |50 |3 |1|29/01/2001|01045/01|08/03/2001|50|10|60| 1|3 |6 | O |18/10/2004
pleuro
46 |729977-9|43 |1 | 3|07672/00|24/08/2000 (120[40(160{3 |2 | 5|3 |2 |2 |2 |1 |2 |04/09/2000 |4 (12030 [150| 3 | 1 | 08/01/2001| 270/01 |13/02/2001|115| 30 [145(10| 3 | 1 | 1 [30/05/2003| pulmonar
47 |549283-4|50 | 1| 3|05845/96|05/06/1996(80(45(125/3 |2 |3 |3 |1|2|2|1|1|10/06/1996|3|45|30|75|2|1|02/09/1996 |09185/96 35(30|65|3 |3 |6 |0 |17/09/2004
48 |553085-6|65 |2 | 3|06587/96|07/07/1996 (120[40(160{ 3 |3 | 5|3 |2 |2 |2 |3 |1|10/07/1996|5 |80|40(120| 3 | 1 |09/01/1997 | 00252/97 | 23/01/1997 |110| 20 [130(24| 3 | 1 | 1 |04/07/1997 | partes moles
49 |570708-5|49(2|2|11762/96|14/11/1996(50(30|80|3 |3 |5|3|2|2|2|2|1|26/11/1996|4|10| 0 |10|2|1|24/02/1997|01711/97|31/03/1997|15|15|30| 2|3 | 3 | 0 |05/11/1997
50 |602757-3|54 |2 |2|07634/97 40/ 0(40|/9|9|5(3|2|9|9|9|1|18/08/1997|3|35| 0 |35|3|1|24/11/1997|11531/97|17/12/1997|30|25|55|14| 3 | 1 | 1 | 02/03/2000 | partes moles
51 |608417-7|34 |1 |3|05338/98|01/06/1998(120,10(130/ 3|2 |4 |3 |2|2|2|1|1|07/08/1998|3 [100| O {100|2|1|09/11/1998|11157/98|09/12/1998|70|10|80| 9 | 3 | 1 | 1 |24/04/2001 | partes moles
52 |793134-3|57 (2| 2| 1253/02 | 14/02/2002(120[60(180[ 3 |3 | 5|3 |2 |2 |2 | 3 | 2 |10/04/2000 | 3 {100| 30 [130| 3 | 1 | 10/07/2002 | 6508/02 | 25/07/2002 |80 |20 {100/ 8 | 3 | 6 | O | 13/08/2004
53 |751150-1|44 |1 |2|01585/01|06/02/2001|60| 0 (603 |2|3|2|1|2|2|3|2|06/04/2001|3|10|20|30|2|1|11/07/2001|07015/01|25/07/2001|15| 0 |{15|0 | 3 | 6 | O | 16/07/2004
partes moles +H
54 |751943-6|38|1|2|01803/01|05/03/2001({80| 0 {803 |3 |3|2|1|2|2|3|2|06/04/2001{3|90| 0 [90|3|1|23/07/2001|07418/01|28/08/2001|90 |25 [115(21| 3 | 1 | 1 [26/10/2001 | plastrdao
55 |746266-3| 40| 1|2|00396/01|08/01/2001(40(20|60|3|2|5|2|2|1|1|2|2|20/03/2001|3|40|15|55|3 |1 |30/05/2001|05518/01|02/07/2001|30|10(40|4 |3 | 6 | 0 | 17/08/2004
hepética +
56 |747337-5|62|2|3|02018/01|15/03/2001({130{30(160{3 |3 |5|3|2|1|2|3|2|11/04/2001|4|65|10|75|2|1|18/07/2001|07238/01|03/08/2001|20(20 (40| 1|2 |1 |1 |[19/07/2003| pulmonar
57 |756255-2|57 | 2| 2|03174/01|03/04/2001|60|25(85(3|2|3|2|1|2|2|1|2|09/052001|3(60| 0 |60|3|1|01/10/2001|10026/01|05/11/2001|{40| 0 |{40| 0 | 3 | 1 | 1 |24/04/2002 SNC
58 |765966-4|42 |1 |2|06215/01|25/06/2001 |120/50(170| 3|2 |3 |3 |2|2|2|1 |2 |20/07/2001|4 50| 0 |50|2|1|20/12/2001 |12998/01|04/02/2002|30 20|50 | 1 | 3 | 6 | O | 30/09/2004
59 |760928-7|45 |1 |2|04576/01|11/05/2001({100| 0 {100[3 |3 |3 |2|1|2|2|1|2|25/05/2001|{3|80| 0 |80 |3 |1|20/08/2001|08493/01|30/08/2001|60|25(85|8 |2 | 6 | O | 13/08/2004
60 |770171-4|52|1|2|07488/01|01/08/2001|50(60(110[3 |3 |3 |3|2|2|2|2|2|03/08/2001|3|30|10|40|2|1|12/12/2001|12692/01|23/01/2002|25|10|35|14| 3 | 1 | 1 |07/04/2003 6ssea
61 |769367-0|58 |2 |2|07814/01|07/08/2001|30|30(60|2|2|5|3|2|1|1|1|2|05/09/2001|3|20|10|30|2]|1|05/12/2001|12399/01 60| 0 |60|8|3|6|0 |17/052004
62 |775015-9|47|1|2]08843/01|05/09/2001|70| 0 |70{3|2|5]|1]|2|2|1|2]|2]|05/09/2001|5|60] 0 |60|3|1|24/12/2001|00819/02|24/01/2002|65| 0 |65|3 | 3 | 1 | 1 [28/06/2004 | partes moles
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63 |680153-1{49|1|2|08917/01|10/09/2001|90|20(110/3 |2 |3 |3 |1]|2|2|2|2|26/09/2001|3|50| 0 |50|2|1|03/01/2002|00100/02|15/01/2002|45|10|55|12| 3 | 1 | 1 |01/10/2003 Gssea
64 |770385-7|40|1|2|07487/01|01/08/2001{20| 0 |20|2|2|5|1|2|2|2|3|2|12/09/2001{2| 0| 0 | O |1|1|05/11/2001|11280/01|12/12/2001|18|25|43 |5 |3 | 6 | 0 | 17/09/2004
65 |782569-7|40(1|2|11132/01|05/11/2001|{90(40(130[3 |3 |2 |3 |1|2|2|1|2|23/11/2001|5|55|25|80 |2 |1 |25/03/2002|02771/02|12/03/2002|50 |18 |68 | 8 | 3 | 6 | 0 | 21/06/2004
66 |331874-7|37|1|2|10169/01|11/10/2001|25|30|55|3|3|2|3|1|2|2|1|2|30/11/2001{3| 0 | 0 | O |1|1|14/03/2002|02392/02|03/04/2002| 15|40 (55| 0| 1 | 6 | 0 | 09/06/2004
67 |783509-4|38|1|2|11318/01|14/11/2001({150[20(170[ 3 |3 |5|2|2|1|1|1|2|06/12/2001{3|80| 0 |80 |2 |1 |18/03/2002|02497/02|18/04/2002|35|15|50| 7 | 3 | 6 | 0 | 16/02/2004
68 |780747-7|59|2|3|10639/01|29/10/2001{20| 0 |20{3|2|5|2|1|1|1|1]2|07/122001{3| 0| 0 | O |1|1|01/04/2003|02941/02|19/04/2002|30 |50 (80| 2|3 | 6 | 0 |04/10/2004
69 |546870-2|62|2|2|11301/01|14/11/2001|20|40(60(3 |2 |23 |1|1|1|2|2|21/122001|3|15|20|35|2|1|27/03/2002|02854/02|09/04/2002| 10 |15|25|12| 3 | 1 | 1 |15/09/2003| hepética
70 |797022-2| 48 | 1| 3|02474/02|20/03/2002(50(25|75|3 |3 |2 |3 |1|2|2|3|2|08/04/2002|3|20|15|35|2 | 1|03/07/2002|06374/02|25/07/2002| 12|20 (32| 1| 3 | 6 | 0 | 17/05/2004
71 |785297-7| 47 (1| 2|11900/01|26/11/2001{100[20(120{ 3 |2 |3 |2|1|2|2|9|2|10/01/2002(3 60| O |60 |2 |1|21/03/2002|02629/02 | 10/04/2002|40 |20 |60 (11| 3 | 1 | 1 |05/02/2004 | pulmonar
72 |797687-8|55 | 2| 2|02703/02|02/04/2002(100[ 21 {121| 3|2 |3 |3 |1 |2|2|1|2|09/04/2002|3 80| 0 |80 |2 |1|12/06/2002|05587/02|10/07/2002|25| 9 |34 |16| 3 | 6 | 0 | 06/07/2004
73 |156053-8| 35| 1|2|07621/02| 16/08/2002(130[20(150[9 |9 | 5|2 |2 |2 |2|1|2|13/04/2002|3|50|20|70|2|1|12/12/2002|12112/02|05/02/2003|35| O {35| 1| 3 | 6 | 0 | 03/09/2004
74 |794186-3| 40 1|3|01878/02|07/03/2002(50(40|{90|3 |3 |5|2|2|1|1|1|2|02/04/2002{3| 0| 0 | O |1|1|26/06/2002|06194/02|12/07/2002| 0 {10|{10| 1|3 |1 |1 |03/07/2003 6ssea
75 |789951-3| 36 | 1|2|01407/02|20/02/2002{ 70| 0 |70{3|2|3|2|1|1|1|1]2|16/04/2002{3| 0 | 0 | O |1|1|27/07/2002|06160/02|24/07/2002|20 12|32 |2 |3 | 1 | 1 |13/04/2004 6ssea
76 |799132-7|35( 1| 2| 2995/02 | 09/04/2002(100[40(140[3 |2 |3 |3 |1|2|2|2|2|03/052002|3 45| 0 |45|2|1|25/07/2002| 7101/02 | 12/08/2002|24 |30 |54 | 1 | 3 | 6 | 0 | 19/08/2004
77 |799381-0|50 (1| 3| 3105/02 | 09/04/2002(45|35|80|2|3|2|3|1|2|2|1|2|06/052002|3|16|10|26|2 |1 |24/07/2002| 7048/02 |27/08/2002|15(25(40 |8 |3 | 1 | 1 [30/05/2003| plastrao
78 |805496-0| 35| 1| 3|04889/02|05/06/2002(91|30(121|3|2|5|3|2|2|2|2|2|24/052002|4|90|20(110| 2 | 1|19/09/2002|01200/02|21/10/2002| 80 | 25 [105{10| 3 | 3 | O | 15/04/2003
79 |705653-1|57 (2| 2| 4610/02 | 27/05/2002(25|60(85|3 |3 |2 |3 |11 |1|1]2|12/06/2002|3|25|50|75|3|1|19/09/2002| 7947/02 | 20/09/2002|25|55|80 (11| 3 | 6 | 0 | 23/06/2004
80 |809591-4|67 2| 2| 6049/02 | 28/06/2002(30| 0 |{30|3 |2 |4 |1|2|1|1|1]2|22/07/2002|3|17|15|32|3|1|08/10/2002| 9933/02 |25/10/2002| 15|12 |27 | 0| 3 | 6 | 0 | 28/05/2004
81 |804401-8|52 (1| 2| 4564/02 | 16/05/2002(50(30|80|3|2|5|2|2|1|1|1|2|02/082002|3|30| 0 |30|2|1|23/09/2002| 9307/02 |28/10/2002|40 (20|60 | 3 |3 | 6 | 0 | 15/09/2004
82 |810234-3|67 (2| 3| 6310/02 | 22/07/2002|50(35|85|3|2|5|3|2|1|1|1|2|05/08/2002{3|30| 0 |30|2|1|07/10/2002| 9807/02 |22/10/2002|70| O |70 (16| 3 | 1 | 1 |01/07/2003 Ossea
83 |809927-7|40 | 1| 3|06586/02|22/07/2002(55|40(95|3 |3 |2 |3 |1 |1|1|2|2|09/0820023|10| 5 [15|2]|1|21/10/2002|10357/02|26/11/2002|60 | O |60 (16| 3 | 6 | O | 18/10/2004
84 |659680-3|51 (2| 2| 9586/02 | 10/10/2002|30(25|55|3|2|2|3 |1 |1|1]9|2|20/01/2003|3|25|15|40 |3 |1|10/04/2003| 3512/03 | 05/05/2002|30 |22 |52 | 1| 3 | 6 | 0 | 07/06/2004
85 |775277-9159|2|2]08002/02| 15/09/2002{70| 0 |70{3[3]5]|3|2|2|2|3|2|09/10/2002{3|20]| 0 |20 2|1 |13/01/2003|00364/03|11/03/2003|25| 5 |30 | 3 | 3 | 6 | 0 |09/09/2004
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86 [822589-8(47|1|3|10108/02|25/10/2002(60| 0 |60(3 (3|3 |2|1|2|1|1|2]|01/11/2002|{3|70| 0 |70|3 |1 |03/02/2003 {01080/03|19/02/2003|60({20|80| 0 | 3 | 6 | O |30/08/2004
87 |818831-3|49| 1| 3|09936/02|22/10/2002|80| 0 {803 |3 (5|2 |1|1|1|1]|2]|04/11/2002|3|80| 0 |80|3|1|27/01/2003 | 00836/03 | 04/02/2003|30 |10 (40| 2 |3 | 1|1 |12/08/2004| pulmonar
88 [824602-0(58|2|2|10779/02|14/11/2002|35| 0 |35(3 (3 |5(|2|2|1|1]2|2|10/12/2002|3[10| 0 |10|2 |1 |07/03/2003 |02187/03|26/03/2003| 0 [15|15|1 |3 | 6 | 0 | 13/09/2004
89 |827401-5(31|1|2[11562/02|23/12/2002{100{30(130, 3 |3 |3 |3 (2|1 |1|3|2|20/12/2002({3|35| 0 (35|21 |06/03/2003|02118/03 | 06/03/2003 |70 |30|100{11| 3 | 6 | 0O | 06/10/2004
90 |828372-5/63(2|2[11829/02|11/12/2002|50({30(80|3 |3 |52 (2|1|1|3|2[10/01/2003{3|15| 0 [15]2|1|27/03/2003| 2965/03 | 14/05/2003|12| 8 |20| 1 | 3 | 6 | 0 | 23/07/2004
Gssea + partes|
91 [033216-6(38| 1 |2|01226/01|14/02/2001 (110] 0 |110/ 3|2 (2|1 |1 |1 |1|1|2|28/03/2001|3|50( 0 |50|2 |1 |27/06/2001 |06589/01|21/08/2001|25|30|55|15|3 |1 | 1 |13/08/2002 moles
92 |828619-1(48|1|2[11952/02|16/12/2002|50({20(70|3|2|5|2(2|2|1|1|2[10/01/2003{3|30| 0 [30|2|1|10/03/2003| 2646/03 | 09/04/2003|60| 7 |67 |1 |3 | 6 | 0 | 14/07/2004
93 [831568-5(67 |2 (3| 4151/03 |20/01/2003 (30| 0 |30(3 |3 |5(|2|2|1|1]2|2|31/01/2003|4 (35| 0 |35|3|1|07/05/2003 | 4302/03 | 10/06/2003|20({20|40| 6 | 3 | 6 | 0 | 12/07/2004
94 |832316-7|46| 1|2 |00675/03|03/02/2003{100{ 0 100/ 3 |3 |3 |21 |1|1|1|2|28/02/2003{3|60| 0 [60|2|1|04/06/2003| 5363/03 {01/07/2003|70(10|80|2 | 3 | 6 | 0 | 09/08/2004
95 |811627-1|65|2|2|00842/03|03/02/2003|50| 0 (50|33 |52 (2|1|1|1|2|18/03/2003{3|30| 0 [30|2|1|16/06/2003| 5806/03 |22/07/2003 |20 (32|52 |11| 3 | 6 | 0 | 22/09/2004
96 [829875-4|56 |2 |2|12342/02|02/01/2003 (100{35(135(3 |3 |53 |2 |2 |2 |3 |2 |02/04/2003|3 (80| 0 |80|3 |1 |02/07/2003 | 6377/03 |25/07/2003 5040|905 |3 | 1 | 1 |30/08/2004 SNC
partes moles +
97 |830870-9|54|2|2|00156/03|10/01/2003|60({30(90|3|2|3|2(1|1|1|3|2|27/01/2003{3|60| 0 [60|2|1|21/05/2003|04845/03|10/06/2003|60(15|75|5 |3 |1 | 1 |13/03/2004 pulmao
98 | 852720- |42 |1 |2 | 7348/03 | 07/08/2003 (38| 0 |38(3|(2|5|1]|2|1|1|1|2|06/082003|3({30( 0 |30|3|1[13/11/2003|11444/03|18/12/2003|30(15|45|7 |3 |6 | 0 |28/06/2004
99 |810089-6(41|1|2|07029/02|30/07/2002{100] 0 (100 3|3 |5|2(2|9[9 (9|2 [21/10/2002|6 {100 O (100|3 |2 5|4 23/04/2004
100 |863816-8( 62| 2| 2|10966/03|12/11/2003|80| 0 {803 |3 (5|3|2|2|2|1]|2|07/01/2003|3|60| 0 [60|3|1|17/03/2004 | 2663/04 |26/04/2004|50(20|70| 3| 3| 6 | O |22/09/2004
101 |855054-8|46 | 1| 2| 8174/03 |27/08/2003(60|30|90(3 3|53 |2 |1|1]1]2|01/10/2003|3 30| 0 (30|21 |03/03/2004 | 1968/04 |26/03/2004 |17 [15|32|12| 3 | 6 | 0 |01/09/2004
102 |858520-8(49 |1 | 2| 9216/03 | 23/09/2003|100{30(130[{ 3|2 |5|3|2|2| 2|3 |2 [10/10/2003|4 |100| 20 [120| 2 | 1 | 04/03/2004 | 2014/04 | 05/04/2004 |100| 20 (120|14| 3 | 6 | O |07/07/2004
103 |850040-2( 53| 2| 1| 6449/03 | 14/07/2003|70|20({90(3 |2 (5|22 |2|2|3|2[08/10/2003|3|20| 0 {20|2|1|03/03/2004 | 1969/04 | 16/03/2004 |20 | 20 | 40 316 |0 [01/09/2004
104 |846083-8|41|1|2| 5180/03 |23/06/2003(40|20|60({3 |2 |5|3|2|2|2|1|2|22/07/2003|3|30(10(40|2 |1 |15/10/2003 |10359/03|03/10/2003{20|10|30|13| 3 | 6 | 0 | 13/09/2004
105 |798275-8| 37| 1| 2| 2689/02 | 02/04/2002]|120| 0 {1203 |3 (5|2 |2 |2 |2 |3 |2 [10/05/2002|3|100/ 0 {100| 3 |1 |17/07/2002 | 6779/02 |28/10/2002|90 |25 (115{10| 3 | 1 | 1 |03/09/2003 Ossea
106 |864081-2(57|2|2|11081/03|12/11/2003|50| 0 {503 |3 (3|1 |1|2|2|1]|2[02/122003|4|20| 0 {202 |1|05/04/2004 | 3200/04 | 03/05/2004|12| 0 (12| 0| 3| 1 | 1 |04/08/2004
107 |832641-0[34 | 1| 3| 2068/03 | 10/03/2003| 0 |60|60(3[3|7|3|1|2[2]9|2]|07/04/2003|3| 0|0 | 0 |1|1]12/06/2003| 5678/03 | 03/07/2003|15[30|45|0 |1 | 6 | 0 |06/07/2004
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108 |839960-3|59 |2 | 2| 3274/03 | 09/04/2003(40| 0 |40({3|2|3|2|2|1|1]3|2|19/052003|3[30| 0 (30|31 |18/08/2003| 8140/03 | 03/09/2003(26|15|41|0 | 3 | 6 | 0 |20/05/2004
109 |844450-1{50|1|2| 4717/03 | 27/05/2003|50| 0 {503 |2 (5|1|2|1|1|1]|2[16/06/2003|3|40| 0 [40|3|1]|01/10/2003 | 9890/03 |23/10/2003|40|10(50| 2|3 | 6 | O |08/11/2004
110 |845662-3| 35| 1 | 2{00538/03|27/08/2003|20|70({90(3 |2 (3|3 |1|2|2|9|2|02/06/2003|3|30|50({80|3|1|17/09/2003 | 9324/03 | 06/10/2003|20|(70(90| 9| 3| 6 | O |30/08/2004
111 |854022-8| 57 | 2 | 2 | 9383/03 | 24/09/2003|80| 0 {803 |3 (3 |2|1|2|2|1]|2[22/10/2003|3|60| 0 [60|3|1|28/01/2004 | 0882/04 | 04/03/2004|55|15|70|2 | 3| 6 | 0 |21/07/2004
112 |209533-8| 45| 1| 2|11592/02|19/12/2002(80| 0 |80|3 |3 (5|2 |2|2|2|2|2|13/01/2003{3|50| 0 |50 |2 |1 |02/07/2003 | 6376/03 |31/07/2003 |40|27 |67 |3 |2 |1 |1 [12/09/2003| pulmonar
113 |847184-5(49| 1| 2| 5579/03 | 01/07/2003|60|20({80(3 |2 (5|2 |2 |1|1|9| 2 |23/07/2003|4|40| 0 {40|2|1]|03/11/2003|11142/03|11/12/2003|30(20(50|2 | 3| 6 | O |30/06/2004
114 |853934-8(38| 1| 2| 8310/03 |01/09/2003|40| 0 {403 |3 (5|1|2|2|2|1]|2[24/09/2003|3|40| 0 [40|3|1|07/01/2004 | 0189/04 |20/01/2004|30(20(50| 1|3 |1 | 1 [21/052004 local
115 |754024-7| 33| 2| 2| 7075/03 | 15/08/2003|85| 0 {853 |3 (5|3 |2 |2|2|1]|2|15/08/2003|3|30| 0 [30|2|1]|06/11/2003|11155/03|09/12/2003|15(10(25|0| 3|6 | 0 |07/07/2004
116 |848285-2( 40| 1 | 2|05878/03|13/08/2003|79| 0 {793 |3 (3 |2|1|2|2|3|2[15/08/2003|4|60| 0 [60|3|1]|04/12/2003|12100/03|19/12/2003|35| 0 (35| 0| 3| 6 | O | 15/06/2004
117 |852437-3| 63 | 2 | 3|07205/03|31/07/2003|100{40({140{ 3 |3 (5|3 |2 |1|2|9|2[11/08/2003|3|40(20(60|2|1|12/11/2003 |11389/03|02/12/2003|40(10(50| 6|3 | 6 | O |18/08/2004
118 |846966-1|52 | 2 | 2 |055576/03) 01/07/2003|65|20({85(3 |3 (3|2 |1|2|2|1]2|30/07/2003{4|30| 0 [30|2|1]|12/12/2003 |12087/03|12/01/2004|55[10|65| 0| 3 | 6 | O | 08/09/2004
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9.7. Anexo 7 — Parecer do Comite de Etica em Pesquisa

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

[=] Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
& (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-7187

________ 2 ceplefem.unicamp, br
CEP, 19/10/04.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 482/2004

I-IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “AVALIACAO DA EXPRESSAO DO ONCOGENE HER2/NEU NA
RESPOSTA AO TRATAMENTO ANTIBLASTICO NEO-ADJUVANTE NO
CARCINOMA DE MAMA LOCALMENTE AVANCADO".
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Alberto Jorge Fernandez y Sagarra

3 INSTITUICAQ: CAISM - UNICAMP
APRESENTACAQ AO CEP: 21/09/2004
APRESENTAR RELATORIO EM: 19/10/05

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve condicionar a
aprovagdo do presente projeto a entrega de : uma declaragdo formal circunstanciada solicitando a
dispensa da utilizagdo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e uma declaragéo de que
os resultados serdo anexados nos prontuarios dos pacientes. Aguardamos o envio dessas duas
declaragdes para o parecer final.

Pm en Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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