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Resumo

Obijetivo: Avaliar a expressao imunoistoquimica da P-glicoproteina e sua correlagéo
com a resposta a quimioterapia com esquemas contendo antraciclina em mulheres
portadoras de carcinoma de mama estadio lll. Sujeitos e Métodos: Estudo de
coorte retrospectivo, em que foram analisados 88 prontuarios de pacientes
matriculadas no periodo de Junho de 1996 a novembro de 2003 no Ambulatério
de Oncologia Clinica do CAISM-Unicamp, e portadoras de carcinoma ductal
infiltrativo localmente avancgado, que receberam quimioterapia neo-adjuvante
com esquemas contendo antraciclina, excluindo as portadoras de carcinoma
inflamatdrio. O tumor foi biopsiado antes do tratamento (core biopsy ou incisional)
e submetido a exame imunoistoquimico pelo sistema envision peroxidase,
utilizando-se anticorpos monoclonais anti-P-glicoproteina (P-gp), C494 (Signet)
trans-menbrana e C219 (Signet) intra-citoplasmatico. Considerou-se positivo
coloragéo citoplasmatica ou trans-membrana em 10% ou mais das células. O
controle externo positivo usado foi tecido normal de rim humano. A resposta clinica
foi avaliada antes da cirurgia, apdés no minimo dois ciclos de quimioterapia e 0s

dados correlacionados com a expressao da p-glicoproteina. Empregou-se o
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teste exato de Fisher ou qui-quadrado para avaliar as possiveis associacoes.
Resultados: A freqUéncia da positividade da P-glicoproteina na amostra foi de
23,86%. A resposta clinica objetiva a quimioterapia foi semelhante nos casos
com e sem expressao da p-glicoproteina, considerando o tumor primario (57,1%
vs 58,2%), axila (67,8% vs 78,8%) e resposta total (57,2% vs 65,7 %, p = 0,851).
Conclusao: Nao encontramos relacao entre a expressao da P-glicoproteina e a
resposta clinica a quimioterapia neo-adjuvante, sugerindo que este marcador
nao deve ser considerado como fator preditivo de resposta a quimioterapia

com antraciclina.

Palavras-chave: cancer de mama, quimioterapia neo-adjuvante, P-glicoproteina.
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Summary

Objective: Evaluate the immunohistochemical expression of P-glycoprotein and its
correlation to the response to chemotherapy with schemes containing antraciclin in
women who are carriers of stage Il breast carcinoma. Subjects and Methods: In
the study of retrospective cohort, 88 files of patients who are carriers of locally
advanced infiltrative ductal carcinoma were analyzed, and received neoadjuvant
chemotherapy containing antraciclin, excluding the inflammatory cases, from
June 1996 to November 2003, in the Oncology Clinic of CAISM-Unicamp. The
tumor was biopsized before treatment (core biopsy or incisional biopsy) and
subjected to the immunohistochemical exam by using the envision peroxidase
system and utilizing anti-P-glycoprotein monoclonal antibodies (P-gp), C494 (Signet)
trans-menbrane and C219 (Signet) intra-cytoplasmatic. The cytoplasmatic coloring or
trans-membrane was considered positive in a rate of 10% or more of the cells.
The external positive control which was used was human kidney normal tissue.
Clinical response was evaluated before surgery, after a minimum of two cycles of
chemotherapy and the data was correlated to the expression of P-glycoprotein.

The exact Fisher test or Qui-square test was used to evaluate any possible
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associations. Results: The frequency of the positivity of P-glycoprotein in the
samples was 23.86%. The objective clinical response to chemotherapy was similar
in the cases with and without the expression of P-glycoprotein, considering the
primary tumor (57.1% vs 58.2%), arm pit (67.8% vs 78.8%) and total response
(57.2% vs 65.7%, p = 0.851). Conclusion: The relation between the expression
of P-glycoprotein and the clinical response to to neoadjuvant chemotherapy was
not found, what suggests that this marker should not be considered as a

response predictive factor to chemotherapy with anthracyclin.

Key Words: breast cancer, neoadjuvant chemotherapy, P-glycoprotein.

Summary  Xij



1. Introducao

O cancer de mama localmente avangado, em regidées economicamente
desenvolvidas € de aproximadamente 5%, enquanto nos paises em desenvolvimento
correspondem 30% a 50% dos casos diagnosticados, incluindo o carcinoma
inflamatorio, que representa 1% a 3% de todos os cancer de mama (Jardines et

al., 2000; Hortobagyi et al.,1996).

O carcinoma de mama avancado inclui tumores maiores de 5¢cm, com ou
sem metéstase linfonodal axilar, ou tumores de qualquer tamanho com extensa
invasdo da axila e ou pele e ou parede toracica.Pode estar presente
comprometimento dos linfonodos supra e ou infraclaviculares e ou cadeia

mamaria interna. Auséncia de metastase sistémica (Hortobagy et al., 2004).

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

diferentes do ndo inflamatorio (Perez et al.,1994; Merajver e Sabel, 2004).
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O tratamento inicial, atualmente utilizado em pacientes com tumores
neste estadio é a quimioterapia, que pode reduzir o volume tumoral locoregional
em cerca de 60% a 80% dos casos, aléem de prolongar a sobrevida, pois trata
precocemente a doenca sistémica (Hortobagyi et al.,1983; Perloff et al., 1988;

van der Hage et al., 2001).

Além de permitir o tratamento das micrometastases sistémicas, a quimiotrapia
neoadjuvante possibilita a realizacao de cirurgias conservadoras e avalia, in
vivo, a quimiossensibilidade das células tumorais (Bonadonna et al., 1998;

Dickson e Lippman, 2001).

Respostas parciais ou completas estdo associadas a maior sobrevida
(Fisher et al., 1998; Pierga et al, 2000) e os esquemas de associacdo de
antiblasticos mais efetivos sdo aqueles que contém antraciclinas (Hortobagyi et

al., 1995; Bonadonna et al., 1998; Hortobagyi et al., 2000).

Recentemente, esquemas contendo paclitaxel ou docetaxel, associados a
antraciclicos aumentaram as respostas, principalmente as completas patologicas,

para até 28% (Semiglazov et al., 2001; Evans et al., 2002).

As antraciclinas séo, portanto, as drogas mais utilizadas em quimioterapia
neoadjuvante, entretanto as respostas observadas as vezes estdo aquém do
esperado (Kuerer et al., 1999), talvez porque as células neoplasicas desenvolveram

resisténcia as drogas.
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A resisténcia as drogas, como as antraciclinas, € um problema na
neoadjuvancia e prever quais tumores néo responderao ao tratamento, permitindo
escolher outras drogas e obter melhores resultados. O mecanismo intracelular
de resisténcia inclui as alteracées na expressao do alvo especifico de cada
agente citotoxico, por amplificagdo do gene que o codifica (Ferguson e Cheng,

1989; Teeter, 1989).

De modo geral, a célula torna-se resistente a agentes citotdxicos que
apresentem o mesmo mecanismo de acdo. O gene MDR (“multi drug resistence”)
esta associado a resisténcia multipla as drogas, geralmente originadas de produtos
naturais como vincristina e doxorubicina e seria responsavel pela producao de
proteinas que diminuiriam a concentracao intracelular destas drogas (Bech-Hanson

et al., 1976; Juliano e Ling, 1976).

Esta molécula foi denominada 170P-glicoproteina, por julgarem na época
relacionar-se a permeabilidade da membrana celular (P), e devido ao seu peso
molecular de aproximadamente 170.000 daltons. Foram isolados de células
humanas dois genes codificadores da P-glicoproteina, denominados “MDR1 e
MDR3”, sendo que apenas o primeiro tem sido associado a resisténcia a multiplas
drogas (Ueda et al., 1987; Shen et al., 1986; van der Bliek et al., 1987). A P-
glicoproteina se compde de duas porcdes semelhantes, com um total de 1.276 a
1.280 aminoéacidos e 12 regides hidrofobicas, que preenchem a condicdo de area
transmembranica. Na porcao externa da molécula, existe uma regido com potencial
de glicozilagdo e nos radicais carboxilicos intracelulares encontram-se areas de

ligagbes nucleotidicas com provavel afinidade pelo ATP (Deuchars e Ling, 1989).
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Estudos utilizando técnicas de imunoperoxidase demonstraram a presenca da
P-gp em tecidos normais e tumorais (Fojo et al., 1987; Broxsterman, 1989; Goldstein
et al., 1989; Volm et al., 1989; Cordon-Cardo e O’Brien, 1991). Observou-se
aumento de MDR1 RNA ap6és o emprego de quimioterapicos (Pastan e
Gottesman, 1988; Chintamani et al., 2005) e tumores com niveis elevados de
MDR1 RNA fazem parte do grupo de neoplasias mais resistentes aos citotoxicos
(De Vita, 1989). Por outro lado, érgaos tidos como resistentes aos quimioterapicos
também exibem niveis elevados de MDR1 RNA, como figado, célon, rim, pulmao,

intestino delgado, adrenal e capilares cerebrais (Thiebaut, 1987; 1989).

A P-gp € um componente permanente da membrana celular e sua fungao é
de transporte e excre¢do. O aumento de sua expressao, como ocorre em algumas
células tumorais resulta em aumento do efluxo da droga e diminuicao de sua
concentragdo intracelular. Este fenbmeno ocorre com varios agentes citotdxicos,
como antraciclinas, alcoléides da vinca e derivados da epipodofilotoxina e taxanes

e tem sido freqlientemente descrito em cancer de mama (Trock et al., 1997).

A amplificacdo do gene MDR1 pode estar também associada a instabilidade
decorrente da perda da funcdo do gene P-53 ndo mutante. Assim, haveria uma
correlacao direta entre a presenca da P-gp nas células do cancer de mama e
ma resposta a quimioterapia (Bodey et al., 1997). Pacientes P-gp positivas tém
menor sobrevida livre de doenca, mostram significativamente, curto periodo de
sobrevida livre de doenga e respondem trés vezes menos a quimioterapia em
relacdo as pacientes P-gp negativas (Chintamani et al., 2005; Liux et al., 1997;

Trock et al., 1997).
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Assim, considerando que a P-gp € o marcador que melhor caracteriza,
até o momento, o mecanismo de resisténcia a drogas como as antraciclinas, que
0 esquema de quimioterapia neoadjuvante mais empregado contém adriamicina
e que o carcinoma mamario estadio Ill € muito prevalente em nosso meio,
torna-se pertinente a analise da expressao desta proteina, que poderia selecionar

pacientes cujos tumores sejam sensiveis a esta droga.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar a expressao da P-gp e sua correlacdao com a resposta clinica a
quimioterapia neo-adjuvante, contendo antraciclina, em mulheres portadoras de

carcinoma da mama estadio IlIA e lIIB.

2.2. Objetivos especificos

= Avaliar a freqliéncia da expressao da P-gp em mulheres portadoras de

carcinoma da mama estadio lll.

= Avaliar a correlacdo da resposta clinica da mama a quimioterapia neo-

adjuvante e a expressao da P-gp.

= Avaliar a correlagcdo da resposta clinica da axila a quimioterapia neo-

adjuvante e a expressao da P-gp.

= Avaliar a correlacao da resposta clinica global a quimioterapia neo-
adjuvante e a expressao da P-gp.

Objetivos 18



3. Sujeitos e Metodos

3.1. Desenho do estudo

Constituiu-se em estudo de coorte e retrospectivo.

3.2. Casuistica

Foram avaliados, os prontuarios de 88 mulheres portadoras de carcinoma de
mama estadio IlIA e llIB mensuravel sendo excluido os carcinomas inflamatorios,
com indicagao de quimioterapia neo-adjuvante, matriculadas no Ambulatério de
Oncologia Clinica do Centro de Atencao Integral a Saude da Mulher da Unicamp,

no periodo de junho de 1996 a novembro de 2003.

3.3. Tamanho amostral

Considerando-se que o indice de falha a quimioterapia contendo antraciclina
em mulheres portadoras de carcinoma de mama estadio Ill é de 73% para os

casos P-gp positivo e de 22% nos casos P-gp negativo (Bodey et al., 1997)
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calculou-se para um erro tipo | de 5% e um erro tipo Il de 20%, um tamanho
amostral de 88 pacientes, considerando-se um minimo de 10% de positividade

da expressao da P-gp.

3.4. Selecao dos sujeitos

3.4.1. Critérios de Inclusao

Mulheres portadoras de carcinoma ductal invasivo da mama, estadios

[lIA e 1lIB, segundo o sistema TNM — UICC, 1998.

= Biopsiadas antes da quimioterapia (core biopsy ou incisional).

= Tumores mensuraveis ao exame clinico.

» Submetidas a, no minimo, dois ciclos de quimioterapia neoadjuvante
com esquemas contendo adriamicina (60mg/m2) e ciclofosfamida
(600mg/m2), ou fluorouracil (600mg/m2), adriamicina (60mg/m2) e

ciclofosfamida (600mg/m2).

= Sem evidéncias de metastases a distancia, incluindo linfonodos

supraclaviculares.

3.4.2. Critérios de Exclusao

= Tratamento prévio com antiblastico ou horménios.

= Diagnéstico de carcinoma inflamatorio.
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» Portadora de neoplasia de outras localizagbes, excetuando-se carcinoma

in situ do colo uterino e carcinomas epidermdides ou basocelulares da pele.

= Carcinoma bilateral sincronico ou assincronico.

= No ciclo gravidico-puerperal.

* Que nao tinham todos os dados necessarios no prontuario, ou material

do bloco de parafina insuficiente para exame imunoistoquimica.

3.5. Definicao de variaveis, técnicas e procedimentos

3.5.1. Definicdes das variaveis

3.5.1.1 Variavel independente

= P-gp: glicoproteina de 170.000 daltons, codificada por dois genes "MDR1
E MDR3” (Kerr et al., 1994; van der Bliek et al., 1987). Foi pesquisado
previamente a quimioterapia, por imunoistoquimica em blocos de
parafina contendo fragmentos de carcinoma de mama. A observagéo de
coloracdo em 10% ou mais das células com padrao citoplasmatico ou

trans-menbrana foi considerada positivo.

3.5.1.2 Variaveis dependentes

= Resposta clinica ao tratamento: segundo os critérios Response
Evaluation Criteria in Solid Tumors (RECIST) (Therasse et al., 2000).

Foram considerados como medida clinica inicial e final do tumor e

Sujeitos e Métodos 21



linfonodos axilares os maiores diametros, em milimetros, especificados
no prontuario. A resposta clinica global foi estabelecida como a soma
dos diametros do tumor da mama e da axila, avaliadas antes da

cirurgia e consideradas como:

— Resposta completa: desaparecimento de todas as lesbes mensuraveis.

— Resposta parcial: redugcao em pelo menos 30% do valor dos maiores

diametros das lesdes mensuraveis, sem aparecimento de novas lesoes.

— Resposta objetiva; soma das respostas completa e parcial.

— Resposta estavel: reducao menor que 30% ou aumento menor que

20% dos valores dos maiores didmetros das lesdoes mensuraveis.

— Progressao: aumento de pelo menos 20% dos didmetros das lesdes,

ou aparecimento de novas lesodes.

3.5.2. Técnica e procedimentos

3.5.2.1 Selecao de material biolégico

Foram identificados os niumeros dos blocos de parafina correspondente
as mulheres selecionadas para o estudo. Este material foi procurado nos
arquivos do Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp (FCM). Todos os blocos de parafina contendo tecido
tumoral da mama, previamente fixados em formol a 10%, foram processados no

laboratério de Patologia Experimental-CAISM.
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Os cortes de 4 um feitos a partir dos blocos de parafina foram colocados
em laminas previamente lavadas e desengorduradas, tratadas em solucao de
organosilano a 20% (3-aminopropil-trietoxi-silano, Sigma, c6d. A3648) em acetona

e colocadas por 1 hora em estufa a100°C, para secagem e fixacao dos cortes.

3.5.2.2 Imunoistoquimica

As laminas foram desparafinadas com um banho em xilol a 100°C e
posterior passagem em dois xil6is a temperatura ambiente. Apos, as laminas
receberam trés banhos em concentracdo decrescente de alcool absoluto (100%,
80% e 50%) a temperatura ambiente. Foram entdo lavadas em agua corrente e

passadas em agua destilada.

Para inibicado da peroxidase enddgena, as laminas passaram por trés
banhos de trés minutos cada em solucao de peréxido de hidrogénio a 10%, a
temperatura ambiente e novamente lavadas em agua corrente por trés minutos

e passadas por agua destilada.

Na recuperagao antigénica as laminas foram imersas em tampao citrato
10mM, pH 6.0, durante 30 minutos a cerca de 98°C usando panela a vapor.
Posteriormente esperou-se o conjunto esfriar. Foi entdo, feita lavagem das

laminas em agua corrente e agua destilada e imersdao em PBS.

As laminas foram Incubadas com os anticorpos primarios C219: (dil 1/25);
C494: (dil 1/40), todos monoclonais, produzidos em camundongos. A diluicédo foi

feita em soro albumina-bovina 0,1% em PBS. A incubacéo foi por toda a noite a 4°C,
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em camara umida, apds o que, 0 excesso desses anticorpos foi retirado, seguindo-

se trés lavagens em PBS, de cinco minutos cada a temperatura ambiente.

Utilizou-se para a deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo o sistema

Envison Peroxidase conforme recomendacdes do fabricante.

A coloragao foi feita com DAB (3,3' diaminobenzidina. Sigma, cod. D5637),
um cromégeno de cor marrom. As laminas foram imersas numa solucao (60 mg
DAB em 100ml PBS com 500ul peréxido de hidrogénio a 30% e 1ml DMSO
(dimetil sulfoxido Merck), por dois a trés minutos, ou até visualizacdo da
coloracao levemente acastanhada dos cortes. Em seguida, as laminas foram
lavadas em agua destilada. Seguiu-se a contra coloracdo com Hematoxilina de
Mayer e seguiu-se lavagem em agua amoniacal e nova lavagem em agua
corrente e agua destilada. A seguir as laminas foram desidratadas em alcool
absoluto (tirés banhos) e xilol (trés banhos). Em seguida as laminas foram

montadas com resina Entellan (Merck, céd. 7961).

A leitura dos resultados foi realizada em microscopio 6ptico comum no
aumento de 400X sendo considerados positivos 0s casos que apresentaram pelo
menos 10% das células coradas com padrao citoplasmatico ou transmembrana,
independente da intensidade da coloracado (Figuras 1 e 2). As laminas foram
analisadas por um médico-patologista. Foi usado como controle externo,

sabidamente positivo, tecido normal de rim humano.
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Figura 1: Aumento de 400X mostrando a expressdo da P-gp no
citoplasma de células de carcinomas Ductal Invasivo (C494)
(Fonte: Material bioldgico, sujeito da pesquisa, 2005)

Figura 2: Aumento de 400X mostrando a expressao da P-gp
em transmenbrana de células de carcinomas Ductal Invasivo
(C219) (Fonte: Material biologico, sujeito da pesquisa, 2005)
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3.6. Instrumento para coleta

Os dados foram extraidos dos prontuarios das pacientes portadoras de
carcinoma localmente avancado da mama, tratadas no Ambulatério de Oncologia
Clinica do CAISM-Unicamp, no periodo de junho de 1996 a novembro de 2003,

e transcritos para a Ficha de Registro elaborada pelo investigador.

3.7. Processamento de dados e estatitica

Para a realizagdo do processamento de dados foi preparada uma ficha

pré-codificada de informacdes dos dados registrados (Anexo 1).

Foi criado um banco de dados no qual foram arquivadas as informacdes
utilizando-se o programa Microsoft Windows Excel-Versdo 2000. Os dados
foram digitados duas vezes para identificar inconsisténcias e codigos ilicitos por
meio do mesmo programa. Foram feitas todas as corre¢des antes do inicio do

processo de tabulagao.

A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o Software Statistica. Teste
de associacao entre as variaveis categoéricas foi realizado utilizando-se o qui-
quadrado, com correcao de Yates, quando apropriado, ou Teste Exato de Fisher

(Fisher e Van Belle, 1993).
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3.8. Aspectos éticos

Foram respeitados os principios enunciados na Declaragao de Helsinque
(2000) e na Resolucao 196/96 do Conselho Nacional de Saude (Brasil, 1996)
mantendo-se em sigilo a identidade da paciente, cujos dados foram identificados
apenas pelo numero de registro no projeto e numero do prontuario hospitalar. O
projeto foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa do CAISM e pelo Comité de

Etica em Pesquisa da FCM-Unicamp.

Sendo um estudo de coorte retrospectivo e os tratamentos terem sido
realizados segundo rotina do Ambulatério de Oncologia Clinica do CAISM —
Unicamp, ndao apresentou implicagdes outras que a manutencao de sigilo das

informacoes.
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4. Resultados

As pacientes incluidas no estudo tiveram a mediana de idade calculada

em 49 anos, sendo que 59,10% delas se encontravam na pré-menopausa

(Tabelat).
TABELA 1
Distribuicao das caracteristicas das pacientes
Caracteristicas Freqliéncia absoluta—n (88) Freqiiéncia relativa — (%)

Idade (anos)
Mediana (extremos) 49 (31-69)
Estado Menopausal

Pré 52 59,10

Pos 36 40,90

Os tumores destas pacientes foram analisados segundo o tamanho tumoral
inicial que eram maiores na mama que na axila. Quanto ao estadio clinico,

cerca de 2/3 das pacientes tinham tumores estadio 1lIB, correspondendo a 75%
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de lesGes T4 a e b (Tabela 2). Das pacientes 30,68% nao tinham metéstase

clinica axilar e mais da metade tinham conglomerado linfonodal axilar.

TABELA 2

Distribuicao das pacientes segundo as caracteristicas iniciais da doenca

Caracteristicas

Freqiiéncia absoluta

Frequiéncia relativa

n (88) (%)
Mediana tamanho tumoral mm
Mama (extremos) 72,5 (20-150)
Axila 20 (0-70)
Estadio
A 22 25%
B 66 75%
Tumor primario
T2 10 11,36
T3 17 19.32
T4a 2 2,27
T4b 59 67.05
Linfonodos axilares
NO 27 30,68
N1 16 18,18
N2 47 51,14

A expresséo da P-gp por imunoistoquimica foi positiva em 23,86% das

pacientes (Tabela 3). Os esquemas de quimioterapia neo-adjuvante usados nestas

pacientes foram: AC 66 pacientes e FAC 22 pacientes. A mediana de ciclos de

quimioterapia administrados foi de 3; sendo o minimo de 2 e 0 maximo de 6. As

medianas do tamanho tumoral, apds a quimioterapia neo-adjuvante, foram de

50mm da mama e Omm da axila. A somatéria dos diametros foi de 50mm.
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TABELA 3
Distribuicao das pacientes segundo a expressao da P-gp

170Pgp Freqliéncia absoluta—n (88)  Freqiiéncia relativa — (%)
Positiva 21 23,86
Negativa 67 76,14
TABELA 4

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

Resposta Freqiiéncia absoluta—n (88)  Freqiiéncia relativa —(%)

Completa 7 7,95

Parcial 44 50,00

Estavel 37 42,05

Progressao 0 0

Total 88 100
TABELA 5

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

Resposta Freqiiéncia absoluta—n (63)  Freqliéncia relativa — (%)
Completa 24 38,10
Parcial 24 38,10
Estavel 12 19,05
Progresséao 3 4,75
63 100
TABELA 6

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

Resposta Freqiliéncia absoluta—n (88)  Freqiiéncia relativa — (%)
Completa 6 6,82
Parcial 50 56,82
Estavel 32 36,36
Progresséo 0 0
88 100
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TABELA 7

Avaliacao da associacao entre a resposta clinica da mama
a quimioterapia neo-adjuvante e a expressao da P-gp

P-gp
Resposta Positivo Negativo
n (%) n (%) P
Completa 2 9,50 5 7,50
Parcial 10 47,60 34 50,70
0,9413
Estavel 9 42,90 28 41,80
Progressao 0 0 0 0
TABELA 8
Avaliacao da associacao entre resposta clinica da axila
a quimioterapia neo-adjuvante e a expressao da P-gp
P-gp
Resposta Positivo Negativo
n (%) n (%) P
Completa 4 25,00 20 42,60
Parcial 7 42,80 17 36,20
0,568
Estavel 4 25,00 8 17,00
Progresséao 1 6,30 2 4,30
TABELA 9
Avaliacao da associacao entre a resposta clinica global
a quimioterapia neo-adjuvante e a expressao da P-gp
P-gp
Resposta Positivo Negativo
n (%) n (%) P
Completa 1 4,80 5 7,50
Parcial 11 52,40 39 58,20
0,851
Estavel 9 42,90 23 34,30
Progressao 0 0 0 0
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As respostas clinicas foram avaliadas previamente a cirurgia, observando-se
respostas objetivas em 51 pacientes no tumor da mama (57,95%), em 48
pacientes no tumor axilar (76,20%) e 56 pacientes no tumor global (63,64%). A
freqUéncia absoluta da resposta completa foi em sete pacientes no tumor
primario, 24 pacientes no tumor da axila e seis pacientes na somatéria (mama +
axila). As respostas clinicas parciais nos tumores da mama, axila e global foram
observadas em 44, 24 e 50 pacientes respectivamente. Quanto a doenca estavel da
mama, axila e global foram em 37, 12 e 32 pacientes, respectivamente. A
doenca em progressao so foi observada na axila. Inicialmente a doenca axilar era
mensuravel em 61 pacientes. Apds a quimioterapia ocorreu progressao em trés

casos sendo duas pacientes inicialmente NO e uma paciente N2 (Tabelas 4, 5 e 6).

A avaliacdo da associacdo entre a expressdao da P-gp e as respostas
clinicas nos tumores da mama, axila e global ndo foram significativas neste

estudo (Tabelas 7, 8 € 9).
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5. Discussao

O estudo que contou com a participacéo de 88 pacientes, demonstrou que a
frequéncia da P-gp em pacientes portadoras de carcinoma da mama localmente
avancada foi de 23,86%. A P-gp tem mostrado niveis de positividade de 10% a
50% dos casos de tumores da mama e se relaciona com o pior prognéstico da
doenca (Castagna et al., 1991; Jackisch et al., 1991; ChunG et al., 1997;

Chintamani et al., 2005).

O tamanho do tumor primario bem como o volume tumoral total, incluindo
doenga axilar, relaciona-se inversamente com a resposta clinica a quimioterapia

(Kuerer et al., 1998;1999; Hortobagyi et al., 2000; Kraft, 2001; Chintamani et al., 2005).

A taxa de resposta completa, segundo o tamanho do tumor primario,
variou de 21% para pacientes com tumores T1 a T2 e 7% para aquelas com
tumores T3 e T4, observado na literatura (Kuerer et al.,1999; Dieras et al., 2004;
Thomas et al., 2004). No presente estudo a mediana do tumor primario foi de
7cm, portanto T3 e T4, a taxa de resposta clinica completa de 7,95%, conforme

estudos citados acima.
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A presenca ou nao de linfonodos axilares comprometidos ndo se constitue
em fator preditivo de resposta loco-regional a quimioterapia neo-adjuvante nos
carcinomas localmente avancados da mama e iressecaveis. (McCready et al.,
1989). Em tumores ressecaveis, entretanto, esta relacionado com a resposta
clinica completa a quimioterapia primaria (Fisher et al., 1997; 1998). Observou-
se, no presente estudo, que o comprometimento linfonodal axilar foi de 69,32%
e a resposta objetiva da mama de 57,95%, também nao foi fator preditivo de

resposta clinica a quimioterapia neo-adjuvante.

A identificacdo de fatores associados a resposta a quimioterapia poderiam
auxiliar na selecao de pacientes com maior probabilidade de alcancarem resposta
objetiva e na definicdo de melhores estratégias terapéuticas, evitando-se exposicao
desnecessaria a toxicidade. A resposta completa foi identificada como fator
prognostico favoravel em relacao a evolugao clinica das pacientes portadoras

de neoplasia mamaria localmente avangada (Hortobagyi et al., 1995).

Os esquemas de quimioterapia neo-adjuvante mais usados contém
antraciclina, principalmente a doxorubicina, que promovem uma taxa de resposta
clinica completa entre 10% e 51% e patoldgica entre 3% e 30%. Estas respostas
sao similares em todos os sitios envolvidos pelo tumor primario potencialmente
operavel, isto €, mama e axila, e provavelmente nas micrometastases a distancia

(Smith et al., 2000; Dickson e Lippman, 2001; Hortobagyi et al, 2004).

No presente estudo avaliou-se a resposta clinica objetiva da mama, da

axila e de ambas, que foi de 57,95%, 76,20% e 63,64%, respectivamente, Nossos
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resultados em relacdo a resposta completa da mama, axila e global foi 7,95%,
38,10% e 6,82% respectivamente e abaixo dos descritos nos estudos anteriormente
citados. A diferenca encontrada pode ser devido ao fato que os tumores primarios
destes estudos eram potencialmente operaveis. Observou-se melhor resposta
nos linfonodos que no tumor da mama. Talvez isto possa ser explicado por ser as
células tumorais, presente nos linfonodos, clones mais indiferenciados geneticamente,
0 que determinaria diferente sensibilidade a quimioterapia, com maior resposta

linfonodal (Kuukasjarvi et al., 1997; Kuerer et al., 1999).

Assim, a identificacdo de marcadores para avaliar a resposta ao tratamento
primario, permitira a selecdo de esquemas quimioterapicos mais efetivo (Clarck,
2000; Wolf e Davidson, 2000). Entretanto, existem obstaculos para a eficacia da
quimioterapia, principalmente a resisténcia das células tumorais as drogas
antiblasticas e a toxicidade relacionada a elas. Dos mecanismos de resisténcia
destaca-se a resisténcia a multiplas drogas (MDR), que é mediada pela P-

glicoproteina (P-gp), codificada pelo gene MDR1.

A P-gp pode ser um marcador clinicamente importante na avaliagdo de
tratamento, prognostico e evolucao do tumor. A facilidade de sua avaliacao pela
técnica da imunoperoxidase, mesmo apds inclusdo em parafina e a possibilidade
de uso de tecidos normais como controle, permitem sua utilizacdo no diagndstico
de tumores intrinsicamente resistentes as mdultiplas drogas (Fojo et al., 1987;

Goldstein et al., 1989; Spoelstra et al., 1991).
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A prevaléncia da expressdo da P-gp em cancer da mama primario é
discutivel, variando de ndo detectavel pelo método de Western Blot, com anticorpo
monoclonal C219 (Merkel et al., 1989) até 85% de positividade utilizando-se o

anticorpo C494 (Verrelle et al., 1991).

Utilizando o anticorpo C219, Schneider et al. (1989) observou reatividade da
P-gp em 2/12 amostras, enquanto Sanfilippo et al., 1991; descreve a expressao em
10/34 das amostras. Por outro lado, Charpin et al., 1994 ao avaliar 213 amostras de
tumor da mama primario sem tratamento prévio usando como anticorpo o JSB1
encontrou 53% de positividade sendo que em 28% das amostras dos tumores a

P-gp foi encontrada em apenas 5% da area tumoral.

Geralmente a prevaléncia desta proteina varia de 10,6% a 19,1%,
dependendo do anticorpo usado (Wang et al., 1997). No presente estudo a
prevaléncia da P-gp foi de 10,2%, quando usamos o anticorpo C219 e 19,3%

com o C494.

Observamos uma prevaléncia de 23,86% da P-gp considerando a
positividade com pelo menos um dos anticorpos empregados. Estes dados séao
semelhantes aos de Wang et al., 1997; que estudando 48 tumores de mama
encontrou positividade de 10,6% com o monoclonal JSB1, 12,8% com o0 C494 e

em pelo menos um deles, a positividade foi de 25%.

Em varios tipos de céncer, como a leucemia mieloide aguda, o sarcoma

pediatrico, neuroblastoma pediatrico e carcinoma da mama localmente avangado a
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super expressdao do MDR1 P-gp tem sido correlacionada com baixas taxas de

resposta a quimioterapia (Baldini et al., 1995; Leighton e Goldstein, 1995).

Em cancer de mama a expressdo da P-gp parece ser mais comum em
tumores localmente avancados (Giaccon et al., 1995; Pinedo e Giaccon1995) e
em osteosarcomas a P-gp foi relacionada com sobrevida livre de doenga e com
tratamento pré e pos-operatério (Baldini et al., 1995). Portanto, sua positividade
pode ser um fator preditivo de pouca resposta a quimioterapia. Entretanto nao
se tem observado correlacdo com a resposta a quimioterapia neo-adjuvante, o
que nos leva a concluir que a P-gp € mais um marcador de agressividade de

tumor do que de resposta ao tratamento (PINEDO e Giaccon, 1995).

Estudo recente prospectivo de 50 casos de tumor de mama locamente
avancado mostrou relacdo significativa entre a resposta a quimioterapia com
antraciclina e a expressao da P-gp, também avaliou a positividade da P-gp apés
a quimioterapia e foi observado aumento, de 52% para 73,5% das pacientes

(Chintamani et al., 2005).

No presente trabalho ndo foi encontrada relacéo entre a P-gp e a resposta
ao tratamento neo-adjuvante. Respostas obtidas quando ela era positiva foram

semelhantes aquelas quando a proteina era negativa.

Assim, pelos achados do estudo ndo é possivel considerar que a
expressdo da P-gp esteja correlacionada com a resposta a quimioterapia neo-

adjuvante com antraciclina, talvez porque a resisténcia a multiplas drogas seja
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multifatorial, envolvendo varios genes com acéo isolada ou associada (Cordon-

Cardo O’Brien, 1991).

A literatura mostra que o MDR esta associado a falha da quimioterapia
com antraciclina justificando-se investigacées para identificacdo de genes
responsaveis pelo transporte de drogas e avaliando sua amplificacao e super
expressao de proteinas como a P-gp que poderia predizer a sensibilidade do
tumor ao esquema de quimioterapia (Dietel, 1993; Beck et al., 1996; Lehnert et

al.,1996; Marie et al., 1997).
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6. Conclusoes

A freqUéncia da expressao da P-gp foi de 23,6% em mulheres portadoras de

carcinoma da mama estadio IlI.

N&o houve correlagdo entre a resposta clinica do tumor mamario a

quimioterapia neo-adjuvante e a expressao da P-gp.

Na&o houve correlagdo entre a resposta clinica do tumor da axila a

quimioterapia neo-adjuvante e a expressao da P-gp.

Nao houve correlacdo entre a resposta clinica global a quimioterapia neo-

adjuvante e a expressao da P-gp.
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9. Anexos

9.1. Anexo 1 - Ficha de Coleta de Dados

[y

. No. da Ficha: ]

2. ldade: ]

3. Status Menstrual: 1. Pré 2. Pos

4. DIAGNOSTICO:
1. PAAF 2. TRU-CUT 3. INCISIONAL
No. EXAME / DATA / /

4. Carcinoma ductal invasivo ||

5. Tamanho clinico do tumor: mama X mm  Axila X mm

Soma maiores diametros mm

6. Tamanho clinico do tumor apds Qt neo:

mama X mm Axila X mm
Soma maiores diametros X -mm
7. Estadio Clinico: 1.IIIA 2111B
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8. Grau histolégico: 1.GI_~ 2.GII__ 3.GlIll___ 9. Desc
9. Grau nuclear: 1.6 2.GIl___ 3.GIlI___ 9.Desc
10. CT:
1.T1_ 2T2_  3.T3_  4Td4a__ 5 Tdb___ 6.T4c__
11. cN: 1iNO_~ 2.N1__ 3.N2__
12. Expressao P-gp: 1. Positvo __~ 2. Negativo

13. Tratamento antiblastico neo-adjuvante:
1. FAC 2. AC

14. No de Ciclos:

15. Resposta Clinica: da mama:
1. RC 2. RP 3.DE 4. PR 5.N. Av

16. Resposta Clinica: da axila:
1. RC 2. RP 3.DE 4. PR 5.N. Av

17. Resposta Clinica Global: (mama + axila):
1. RC 2. RP 3.DE 4. PR 5.N. Av

HC No. da ficha
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9.2

Anexo 2 — Resultado Imunoistoquimico

1996
N2 Bloco C219 C494
11762/96 Negativo Positivo
5845/96 Negativo Negativo
6587/96 Negativo Negativo
13010/96 Negativo Negativo
1997
Ne Bloco C219 C494
7634/97 Negativo Insuficiente
6502/97 Negativo Insuficiente
5657/97 Negativo Negativo
4838/97 Negativo Negativo
7883/97 Negativo Positivo
382/97 Negativo Negativo
3541/97 Negativo Negativo
328/97 Negativo Positivo
2996/97 Negativo Negativo
11650/97 Negativo Negativo
4245/97 Negativo Negativo
1998
N2 Bloco C219 C494
5338/98 Negativo Negativo
8232/98 Negativo Negativo
8036/98 Negativo Positivo
7360/98 Negativo Negativo
6995/98 Negativo Negativo
6909/98 Negativo Negativo
6245/98 Positivo Negativo
5826/98 Negativo Positivo
4588/98 Negativo Negativo
1256/98 Negativo Negativo
11260/98 Negativo Negativo
9576/98 Negativo Negativo
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1999

N2 Bloco C219 C494
9245/99 Negativo Positivo
9186/99 Negativo Negativo
8450/99 Negativo Positivo
7294/99 Negativo Negativo
7121/99 Negativo Negativo
5960/99 Negativo Positivo
11713/99 Negativo Negativo
11581/99 Negativo Negativo
10493/99 Negativo Negativo
2000
N2 Bloco C219 C494
8939/00 Negativo Negativo
7672/00 Positivo Negativo
6399/00 Negativo Negativo
4990/00 Positivo Positivo
2114/00 Negativo Negativo
1760/00 Negativo Negativo
1622/00 Negativo Negativo
1396/00 Positivo Negativo
1039/00 Negativo Negativo
2001
N2 Bloco C219 C494
7487/01 Negativo Negativo
6215/01 Negativo Positivo
11132/01 Negativo Negativo
10169/01 Negativo Negativo
11318/01 Negativo Negativo
8843/01 Negativo Negativo
11301/01 Negativo Positivo
8917/01 Negativo Negativo
7814/01 Negativo Negativo
1226/01 Negativo Negativo
396/01 Negativo Negativo
2018/01 Positivo Negativo
1585/01 Negativo Negativo
3174/01 Negativo Negativo
4576/01 Negativo Negativo
7488/01 Positivo Positivo
10639/01 Negativo Negativo
1803/01 Positivo Negativo
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2002

N2 Bloco C219 C494
11592/02 Positivo Positivo
12342/02 Negativo Negativo
4564/02 Negativo Negativo
6310/02 Negativo Negativo
6049/02 Negativo Positivo
4610/02 Negativo Negativo
3105/02 Negativo Positivo
2689/02 Negativo Positivo
1253/02 Negativo Negativo
11829/02 Negativo Negativo
9586/02 Negativo Negativo
11562/02 Positivo Positivo
10779/02 Negativo Negativo
10108/02 Negativo Insuficiente
7621/02 Negativo Insuficiente
1407/02 Negativo Negativo
1878/02 Negativo Negativo
2474/02 Negativo Negativo
2703/02 Negativo Negativo
4889/02 Negativo Negativo
6586/02 Negativo Negativo
11952/02 Negativo Negativo
9936/02 Negativo Insuficiente
2003
N2 Bloco C219 C494
842/03 Negativo Negativo
675/03 Negativo Negativo

RESUMO DOS RESULTADOS

C219 C494
Negativos 79 71
Positivos 9 17
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9.3. Anexo 3 — Banco de Dados

g o 0} é o o » © © = 8
o ol 2 = § S g = | 8 % 5 |5[8|e g g E 2| § % g £ = =
2 e |88 & 2 Bl 2| ¢S] 2 |EISIBl £ |2 3 ol 53| S« 8] &
2 21418 & S o lg|els|g| 27|58 = |E] £ |5/F|E| sl ¢t
§|°| F £ - < g © el &% @ |8
wn © =
1 604588-4 | 53 | 2 3 | 07883/97 | 18/8/1997 | 80 20 100 3 2 513 [2] positivo 1 25/8/1997 3 0 |20 20 |2] 1 3
2 496130-1 | 52 | 2 2 | 04588/98 | 20/5/1998 | 50 30 80 3 2 513 | 2] negativo | 1 8/6/1998 4 30 |20 50 |2]| 2 2
3 6417746 | 58 | 2 2 | 05826/98 | 26/6/1998 | 120 | 50 170 3 2 5|3 [2] positivo 2 27/7/1998 3 80 |30 | 110 |2| 2 2
4 642367-6 | 39 1 3 | 06245/98 | 2/7/1998 40 0 40 3 2 511 [2] negativo | 1 17/7/1998 5 25 | 0 25 |2 2 | semtu
5 646973-9 | 69 | 2 2 | 07360/98 | 3/8/1998 110 | 30 140 3 3 513 [2] negativo | 2 14/8/1998 3 120 | 40| 160 | 3] 3 4
6 659089-3 | 50 1 2 | 11260/98 | 17/11/1998 | 130 | 30 160 3 3 513 [2] negativo | 2 11/12/1998 3 60 (10| 70 |2| 2 2
7 312369-3 | 36 | 2 2 | 06909/98 | 23/7/1998 | 140 | 40 180 3 3 513 | 2] negativo | 2 11/8/1998 3 50 |20 70 |2]| 2 2
8 689027-7 | 60 | 2 2 | 07294/99 | 6/8/1999 80 0 80 3 2 511 (2] negativo | 2 23/8/1999 3 50 | O 50 |2| 2 | semtu
9 699848-9 | 51 1 2 | 10493/99 | 17/11/1999 | 70 30 100 9 9 3|13 [1] negativo | 2 6/12/1999 3 20 | O 20 |2| 2 1
10 | 693673-0 | 50 | 2 2 | 09186/99 | 29/9/1999 | 80 0 80 3 3 511 [2] negativo | 2 16/11/1999 4 1510 15 |2| 2 | semtu
11 74446-7 66 | 2 3 | 11581/99 | 13/12/1999 | 55 20 75 3 3 52| 2] negativo | 2 17/12/1999 3 50 |15| 65 |3] 3 3
12 | 424914-5 | 36 1 3 | 07121/99 | 5/8/1999 140 | 20 160 3 3 512 | 2] negativo | 2 17/8/1999 3 40 | O 40 |2| 2 1
13 | 6930334 | 54 | 2 2 | 08450/99 | 13/9/1999 | 70 20 90 9 9 513 [2] positivo 2 4/10/1999 3 70 |20 90 |3| 3 3
14 | 709463-2 | 39 1 2 | 01039/00 | 8/2/2000 80 20 100 3 2 3|13 [1] negativo | 2 15/3/2000 3 50 | O 50 |2| 2 1
15 713301-4 | 60 2 2 2114/00 13/3/2000 | 100 20 120 3 3 512 | 2] negativo 2 17/4/2000 4 60 0 60 |2| 2 1
16 | 675866-7 | 64 | 2 2 | 11713/99 | 15/12/1999 | 100 | 35 135 3 3 513 | 2] negativo 2 14/1/2000 4 40 | O 40 |2 2 1
17 112121-1 | 35 1 2 | 09245/99 | 14/10/1999 | 80 20 100 3 2 3|2 |1]| positivo 2 | 25/10/1999 5 70 |20 90 |3]| 3 3
18 | 500571-4 | 49 1 2 | 05960/99 | 29/6/1999 | 100 | 30 130 9 9 513 [2] positivo 2 21/7/1999 3 50 |10 60 |2]| 2 2
19 | 725991-7 | 39 1 2 | 06399/00 | 15/8/2000 | 75 0 75 3 2 511 [2] negativo 2 15/9/2000 3 50 | O 50 |2| 2 | semtu
20 | 707785-4 | 40 1 2 | 01760/00 | 28/2/2000 | 100 | 30 130 3 3 5|3 [ 2] negativo 2 1/3/2000 3 80 |15] 95 |3] 3 2
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2| e £ . g o gl e 2| glel v |E
ST |%dlg ¢ | % gl 5|2 E|R|EE B |2 £ |s5|§|B E|YT ¢

5|° 2 g |7 “ | S | E|2|% %8

n © bt
23 | 599539-1 [ 66 | 2 | 2 | 06502/97 | 16/7/1997 | 50 0 50 3 3 511 (2] negativo | 2 22/8/1997 5 50 | O 50 [3] 3 | semtu
24 | 589615-3 | 41 1 2 | 04245/97 | 9/5/1997 80 20 [ 100 ] 8 2 3 [ 3 ]1] negativo | 1 26/5/1997 3 65 |15 80 |3 3 3
25 | 5974200 | 45 | 1 2 | 05657/97 30 30 60 3 2 2 |3 [1] negativo | 1 14/7/1997 3 23 | 0 23 12| 3 1
26 | 618394-7 | 41 1 2 | 11650/97 | 20/11/1997 | 60 30 90 3 2 3|3 [1] negativo | 1 19/1/1998 3 40 | O 40 |2] 2 1
27 | 711560-8 | 44 | 1 2 | 1622/00 | 25/2/2000 | 105 | 70 | 175 | 3 3 513 [2] negativo | 2 27/3/2000 4 70 |15] 85 2| 2 2
28 | 569233-5 | 57 | 2 | 2 | 13010/96 | 27/12/1996 | 50 30 80 2 2 512 |2]| negativo | 1 15/1/1997 3 50 {30 80 |3]| 3 3
29 | 653842-1 | 49 | 1 2 | 09576/98 | 30/9/1998 | 130 | 50 | 180 | 3 3 53 |2] negativo | 2 27/9/1999 3 | 100 [35] 135 |3]| 3 2
30 | 576610-4 | 58 | 2 | 2 | 00382/97 | 21/1/1997 | 70 30 [100] 9 9 3|3 [1] negativo | 1 15/1/1997 3 35 | 0 35 |2] 2 1
31 719022-2 | 38 | 1 3 | 04990/00 | 6/6/2000 | 100 | 20 | 120 | 3 3 3|2 |[1] positivo 2 26/6/2000 4 | 100 10| 110 |3| 3 2
32 | 5865724 | 43 | 1 3 | 04838/97 | 2/6/1997 60 0 60 2 3 511[2]| negativo | 1 17/6/1997 6 70 | O 70 [3] 3 | semtu
33 | 649433-0 | 49 | 1 3 | 08232/98 | 24/8/1998 | 80 40 (120 ] 8 2 513 [2] negativo | 2 2/9/1998 4 60 {20 80 |2 3 2
34 | 645055-6 | 56 | 2 | 3 | 06995/98 | 13/8/1998 | 20 0 20 3 3 5|1 ]2] negativo | 1 11/9/1998 3 20 | O 20 |[3] 3 | semtu
35 |5856624-6 | 41 1 3 | 02996/97 | 4/4/1997 55 20 75 2 2 512 [2] negativo | 2 26/5/1997 3 30 |10 40 (2| 2 2
36 | 645000-1 | 62 | 2 | 2 | 08036/98 | 20/8/1998 | 60 0 60 3 3 511 [2] positivo 1 4/9/1998 2 75 1 0 75 [3] 3 | semtu
37 | 625784-3 | 38 | 1 3 | 01256/98 | 16/2/1998 | 100 | 20 | 120 | 3 2 3|13 [2]| negativo | 1 20/3/1998 3 80 [20| 100 |3]| 3 3
38 | 585576-3 | 41 1 3 | 3541/97 80 40 (120 ] 8 2 313 (2] negativo | 1 7/4/1997 3 65 [25]| 90 |3]| 3 2
39 | 735070-7 | 47 | 1 2 | 08939/00 | 5/10/2000 | 70 0 70 3 2 5| 1]2] negativo | 2 1/11/2000 3 50 | 0 50 [3] 3 | semtu
40 | 7299779 | 43 | 1 3 | 07672/00 | 24/8/2000 | 120 | 40 | 160 | 3 2 513 [2] positivo 2 4/9/2000 4 | 120 {30 | 150 |3| 3 3
41 549283-4 | 50 | 1 3 | 05845/96 | 5/6/1996 80 45 [125] 8 2 3|13 [1] negativo | 1 10/6/1996 3 45 |30 | 75 |2] 2 2
42 | 553085-6 | 65 | 2 | 3 | 06587/96 | 7/7/1996 | 120 | 40 [160 | 8 3 513 [2]| negativo | 1 10/7/1996 5 80 |40 | 120 |3 2 3
43 | 570708-5 | 49 | 2 | 2 | 11762/96 | 14/11/1996 | 50 30 80 3 3 53 |2] positivo 1 26/11/1996 4 10 | O 10 [2] 2 1
44 | 602757-3 | 54 | 2 | 2 | 07634/97 40 0 40 9 9 5|1 ]2] negativo | 1 18/8/1997 3 35 | 0 35 [3] 3 | semtu
45 | 608417-7 | 34 | 1 3 | 05338/98 | 1/6/1998 | 120 | 10 | 130 | 3 2 413 [2] negativo | 1 7/8/1998 3 |100 | 0] 100 |2]| 3 1
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46 | 793134-3 | 57 | 2 | 2 | 1253/02 | 14/2/2002 | 120 | 60 | 180 | 3 3 5|3 |2] negativo | 2 10/4/2000 3 [ 100 30| 130 |3 3 2
47 | 751150-1 | 44 | 1 2 | 01585/01 6/2/2001 60 0 60 3 2 3 ]2 ]|1]| negativo | 2 6/4/2001 3 10 |20 30 [2] 2 4
48 | 7519436 | 38 | 1 2 | 01803/01 | 5/3/2001 80 80 3 3 5| 1]2] positivo 2 6/4/2001 3 90 | 0] 90 |3| 3 |[semtu
49 | 746266-3 | 40 | 1 2 | 00396/01 | 8/1/2001 40 20 60 3 2 5|2 |2]| negativo | 2 20/3/2001 3 40 [ 15| 55 |3] 8 3
50 | 747337-5 | 62 | 2 | 3 | 02018/01 | 15/3/2001 | 130 | 30 | 160 | 3 3 5|8 |2] positivo 2 11/4/2001 4 65 |10 75 |2 2 2
51 | 756255-2 | 57 | 2 | 2 | 03174/01 | 3/4/2001 60 25 85 3 2 3|2 |1] negativo | 2 9/5/2001 3 60 | 0| 60 |3| 3 1
52 | 765966-4 | 42 | 1 2 | 06215/01 | 25/6/2001 | 120 | 50 | 170 | 3 2 3|13 |2]| positivo 2 20/7/2001 4 50 | O 50 [2] 2 1
53 | 760928-7 | 45 | 1 2 | 04576/01 | 11/5/2001 | 100 0 100 | 3 3 5|1]2]| negativo | 2 25/5/2001 3 80 | 0| 80 |3| 3 |[semtu
54 | 7701714 | 52 | 1 2 | 07488/01 1/8/2001 50 60 | 110 | 3 3 3 | 3 |2]| positivo 2 3/8/2001 3 30 [10| 40 2] 2 2
55 | 769367-0 | 58 | 2 | 2 | 07814/01 | 7/8/2001 30 30 60 2 2 5|83 |2] negativo | 2 5/9/2001 3 20 |10 30 |2| 2 2
56 | 775015-9 | 47 | 1 2 | 08843/01 | 5/9/2001 70 0 70 3 2 5|1 ]2] negativo | 2 5/9/2001 5 60 | 0| 60 |3| 3 |[semtu
57 | 680153-1 | 49 | 1 2 | 08917/01 | 10/9/2001 | 90 20 | 110 | 3 2 3|3 |1]| negativo | 2 26/9/2001 3 50 | 0] 50 2| 2 1
58 | 770385-7 | 40 | 1 2 | 07487/01 1/8/2001 20 0 20 2 2 5|1]2]| negativo | 2 12/9/2001 2 0 0 0 |1] 1 |semtu
59 | 782569-7 | 40 | 1 2 | 11132/01 | 5/11/2001 | 90 40 1130 | 3 3 2 |3 |1] negativo | 2 | 23/11/2001 5 55 |25| 80 |2| 2 2
60 | 331874-7 | 37 | 1 2 |1 10169/01 | 11/10/2001 | 25 30 55 3 3 2 | 3|1 negativo | 2 | 30/11/2001 3 0 0 0 1] 1 1
61 | 7835094 | 38 | 1 2 | 11318/01 | 14/11/2001 | 150 | 20 [ 170 | 3 3 5|2 |2] negativo | 2 6/12/2001 3 80 | 0| 80 |2] 2 1
62 | 780747-7 | 59 | 2 | 3 | 10639/01 | 29/10/2001 | 20 0 20 3 2 5] 1]2]| negativo | 2 7/12/2001 3 0 0 0 1] 1 [ semtu
63 | 546870-2 | 62 | 2 | 2 | 11301/01 | 14/11/2001 | 20 40 60 3 2 2 | 3 |1] positivo 2 | 21/12/2001 3 15 |20 35 |[2] 3 2
64 | 797022-2 | 48 | 1 3 | 02474/02 | 20/3/2002 | 50 25 75 3 3 2 3 |1] negativo | 2 8/4/2002 3 20 |15] 35 |2| 2 2
65 | 797687-8 | 55 | 2 | 2 | 02703/02 | 2/4/2002 | 100 | 21 | 121 3 2 3 [3|1] negativo | 2 9/4/2002 3 80 | 0| 80 |2 3 1
66 | 156053-8 | 35 | 1 2 | 07621/02 | 16/8/2002 | 130 | 20 | 150 | 9 9 5]2]2]| negativo | 2 13/4/2002 3 50 |20 70 |2| 2 3
67 | 794186-3 | 40 | 1 3 | 01878/02 | 7/3/2002 50 40 90 3 3 5]2]2]| negativo | 2 2/4/2002 3 0 0 0o 1] 1 1
68 | 789951-3 | 36 | 1 2 | 01407/02 | 20/2/2002 | 70 0 70 3 2 5|1]2]| negativo | 2 16/4/2002 3 0 0 0 [1] 1 |semtu
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69 | 799381-0 | 50 | 1 3 | 3105/02 9/4/2002 45 35 80 2 3 2 | 3 |1] positivo 2 6/5/2002 3 16 |10| 26 |2] 2 2
70 | 805496-0 | 35 | 1 3 | 04889/02 | 5/6/2002 91 30 | 121 3 2 513 [2] negativo | 2 24/5/2002 4 90 |20 | 110 |2]| 3 2
71 | 705653-1 | 57 | 2 | 2 | 4610/02 | 27/5/2002 | 25 60 85 3 3 2 |3 |1] negativo | 2 12/6/2002 3 25 |50 75 |3 8 3
72 | 809591-4 | 67 | 2 | 2 | 6049/02 | 28/6/2002 | 30 0 30 3 2 4 |1 ]2] positivo 2 22/7/2002 3 17 |15] 32 |3] 2 4
73 | 804401-8 | 52 | 1 2 | 4564/02 | 16/5/2002 | 50 30 80 3 2 5|2 |2]| negativo | 2 2/8/2002 3 30 | O 30 [2] 2 1
74 | 810234-3 | 67 | 2 | 3 | 6310/02 | 22/7/2002 | 50 35 85 3 2 5|3 |2]| negativo | 2 5/8/2002 3 30 | O 30 [2] 2 1
75 | 809927-7 | 40 | 1 3 | 06586/02 | 22/7/2002 | 55 40 95 3 3 2 3 |1] negativo | 2 9/8/2002 3 10 | 5 15 [2] 2 2
76 | 659680-3 | 51 | 2 | 2 | 9586/02 | 10/10/2002 | 30 25 55 3 2 2 |3 |1] negativo | 2 20/1/2003 3 25 |15]| 40 |3 3 2
77 | 822589-8 | 47 | 1 3 | 10108/02 | 25/10/2002 | 60 0 60 3 3 5|1 ]2] negativo | 2 1/11/2002 3 70 | O 70 |3] 3 | semtu
78 | 818831-3 | 49 | 1 3 | 09936/02 | 22/10/2002 | 80 0 80 3 3 5|1]2]| negativo | 2 4/11/2002 3 80 | O 80 |3 3 |semtu
79 | 824602-0 | 58 | 2 | 2 | 10779/02 | 14/11/2002 | 35 0 35 3 3 5|1]2]| negativo | 2 | 10/12/2002 | 3 10 | O 10 |2] 2 | semtu
80 | 827401-5 | 31 1 2 | 11562/02 | 23/12/2002 | 100 | 30 | 130 | 3 3 3 [ 3 |2] positivo 2 | 20/12/2002 3 35 | 0 35 [2] 2 1
81 | 828372-5 | 63 | 2 | 2 | 11829/02 | 11/12/2002 | 50 30 80 3 3 5|2 |2] negativo | 2 10/1/2003 3 15 | 0 15 |2 2 1
82 | 0332166 | 38 | 1 2 | 01226/01 | 14/2/2001 | 110 0 110 | 8 2 5| 1]2] negativo | 2 28/3/2001 3 50 | 0 50 [2] 2 | semtu
83 | 828619-1 | 48 | 1 2 | 11952/02 | 16/12/2002 | 50 20 70 3 2 5|2 |2]| negativo | 2 10/1/2003 3 30 | O 30 [2] 2 1
84 | 832316-7 | 46 | 1 2 | 00675/03 | 3/2/2003 | 100 0 100 | 3 3 5| 1]2]| negativo | 2 28/2/2003 3 60 | O 60 [2] 2 |semtu
85 | 811627-1 | 65 | 2 | 2 | 00842/03 | 3/2/2003 50 0 50 3 3 5| 1]2] negativo | 2 18/3/2003 3 30 | O 30 [2] 2 | semtu
86 | 829875-4 | 56 | 2 | 2 | 12342/02 | 2/1/2003 | 100 | 35 | 135| 3 3 5|3 |2] negativo | 2 2/4/2003 3 80 | O 80 [2] 3 1
87 | 798275-8 | 37 | 1 2 | 2689/02 2/4/2002 | 120 0 120 | 8 3 5|1 ]2] positivo 2 10/5/2002 3 100 | 0 | 100 |3| 3 [semtu
88 | 209533-8 | 45 | 1 2 | 11592/02 | 19/12/2002 | 80 0 80 3 3 5|1 ]2] positivo 2 13/1/2003 3 50 | O 50 |2] 2 | semtu
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ABSTRACT

The main objective of the present work was to evaluate the immunohistochemical
expression of P-glycoprotein and its correlation to the response to chemotherapy
containing anthracyclin in female carriers of stage Il breast cancer carcinoma. In the
study of retrospective cohort, 88 files of patients who are carriers of locally advanced
infiltrative ductal carcinoma were analyzed, and received neoadjuvant chemotherapy
containing anthracyclin, excluding the inflammatory cases, from June 1996 to
November 2003, in the Clinical Oncology Clinic of CAISM-Unicamp. The tumor was
biopsized before treatment (core biopsy or incisional biopsy) and it was subjected to
a immunohistochemical exam, system envision peroxidase, by utilizing monoclonal
antibodies anti-P-glycoprotein, C494 (Signet) and C219 (Signet). It was considered
as positive the cytoplasmatic coloring or trans-membrane of 10% or more of the cells.
The external positive control used was human kidney normal tissue. The clinical
response was evaluated before surgery, after the minimum of two chemotherapy
cycles and the data was correlated with the expression of P-glycoprotein. The exact
Fisher test or qui-square test was used to evaluate possible associations. Positive
results of P-glycoprotein were 23,86% of the samples. The objective clinical
response to chemotherapy obtained was similar in cases with and without the
expression of P-glycoprotein, considering the primary tumor (57.1% vs 58.2%), arm
pit (67.8% vs 78.8%) and total response (57.2% vs 65.7%, p = 0.851). A relation
between the expression of P-glycoprotein and the clinical response to neoadjuvant
chemotherapy was not found, what suggests that this marker should not be
considered as a predictive factor to the response to chemotherapy with anthracyclin.

Key Words: breast cancer, neoadjuvant chemotherapy, P-glycoprotein.
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INTRODUCTION

The frequency of locally advanced breast cancer in underdeveloped countries
is around 30% to 50% of the diagnosed cases, including the inflammatory
carcinoma'’?. Chemotherapy is the initial treatment that is most used since it
can reduce tumoral volume in about 60% to 80% of the cases; increase the

survival, because it treats the systemic disease precociously® #: allow

conservative surgeries; and evaluate tumoral cells chemosensibility in vivo ®©.

Partial or complete responses are associated with a longer survival "+ ®
and the more effective antiblastic association schemes are those which contain
anthracyclins®®. Schemes containing paclitaxel or docetaxel, associated to
antraciclical drugs increase responses, specially complete ones, up to 28%!"%'.
Anthracyclins are, therefore, the most used drugs. However, the observed
responses are bellow the expected margin''®, maybe because neoplasic cells
developed drug resistance!'?.

The evaluation of the resistance to anthracyclins may define which tumors
do not respond to the treatment and may allow the choice of more effective
drugs. The intracellular resistance mechanism includes the alterations in the
expression of the specific target of each cytotoxic agent by the amplification of
the gene, which codifies it "> ™. Gene MDR (multi drug resistance) is associated
with multi drug resistance, in special those which are originated from natural
products such as vincristine e doxorubicine and may be responsible for the
production of P-glycoprotein (P-gp), which diminishes intracellular concentration of

15, 16

these drugs "* '®. Two codifying genes of P-gp, denominated MDR1 and
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MDRS3, were isolated from human cells, being only the first gene associated with
multiple drug resistance!'’: 19,

P-gp is a permanent component of the cell membrane and its role is
transport and excretion. Its increased expression, as happens in some tumoral
cells, results in an increased drug efflux and in a consequent reduction of its

19, 20

intracellular concentration’ ). Immunoperoxidase techniques have demonstrated

that the presence of P-gp in normal and tumoral cells and its overexpression is

(21, 22, 23, 24, 25, 26, 27)  Therefore

associated to chemotherapy drugs resistance
considering that P-gp is the marker that best characterizes the mechanism of
resistance to drugs such as anthracyclins up to the present moment, considering
that the neoadjuvant chemotherapy scheme which is more used contains
adriamycin and that the stage Ill breast carcinoma occurs very often in our

environment, the analysis of the expression of this protein is of the utmost

importance to select patients whose tumors are sensitive to this drug.

MATERIAL AND METHODS

The files and the biological material of 88 women who were carriers of
measurable stage IlIA and IlIB invasive ductal breast carcinoma, excluding
inflammatory carcinomas were analyzed. Those women were enrolled at the
Oncology Clinic of the Center of Whole Attention to Women Health at Unicamp,
Campinas, Sao Paulo, and they were analyzed from June 1996 to November
2003. The patients received a minimum of two and a maximum of six

chemotherapy cycles before surgery, with schemes containing adriamycin
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(60mg/m2) and cyclofosfamide (600mg/m2), or fluorouracil (600mg/m2), adriamycin
(60mg/m2), cyclofosfamide (600mg/m2).

Glycoprotein P-gp was evaluated prior to the chemotherapy by means of
immunohistochemistry. The observation of cytoplasmatic coloring or trans-membrane
in at least 10% of the cells was considered positive. Clinical response to the
treatment was evaluated before surgery, according to the Response Evaluation
Criteria in Solid Tumors criteria (RECIST) (28). The biggest diameters specified
in the files - in millimeters — were considered as an initial and final clinical
measurement of the tumors and axillary lymph nodes. Global clinical response

was established as the addition of the diametres of the breast and arm pit tumor.

Immunohistochemical technique, data collection and statistic analysis
Sections of 4um were made in paraffin wax blocks and they were put in
plates, that were then deparaffined and hydratated. Endogenous peroxidase
inhibition was made in a 10% hydrogen peroxidase solution. Antigenic recuperation
was made in citrate buffer 10mM, pH6.0, at 95°C in a steaming pan as a substitution
method for an autoclave. The plates were incubated at a 4°C in a humid chamber,
with the primary monoclonal antibodies C219 (dil1/25) Signet; C494 (dil1/40)
Signet; that were produced in mice and diluted in PBS. Marking was made by
using the envision peroxidase system and DAB coloring (3,3 diaminobenzidine,
Sigma, D5637) until there could be seen a brownish color in the sections

(illustrations 1 and 2). Positive control was human kidney normal tissue.
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lllustration 1: Magnified 400 x showing P-gp expression in
the cytoplasm of Ductal invasive carcinoma cells (C494).

(Source: Biological material, subject of the research, 2005).
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lllustration 2: Magnified 400 x showing P-gp expression in
transmenbrane of Ductal invasive carcinoma cells (C219).

(Source: Biological material, subject of the research, 2005).
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Data collected out of the files of the patients were transcribed to the
Enrollment File which was elaborated by the researcher. In order to realize data
processing, a pre-codified file was prepared. A data bank was created in where the
information was stored by using the software Microsoft Windows Excel-Version
2000. Statistic analysis was made by using the software Statistica. The association
test between categoric variables was made by using the qui-square test, with
the Yates correction, whenever appropriate, or the Exact Fisher Test (29).

The principles established in the Helsinki Declaration (2000) and in the
Decree n® 196/96 of the National Health Council (Brasil, 1996) were respected,
and the identity of the patients was kept in secrecy. The project was approved

by the Committee of Ethics in Research of the Medicine College from Unicamp.

RESULTS

The patients included in the research had their age median calculated in
49 years, and 52 of them were in the pre-menopause. The initial tumoral size
was bigger in the breast than in the arm pit. Regarding the clinical stage, around
2/3 of the patients were stage IlIB tumor carriers, what corresponded to 75% of
the lesions T4 a, b. Only 30,68% of the patients did not have clinical axillary
metastasis and more than half of them had a limph nodal axillary mass (Table1).
P-gp expression was positive in 23,86% of the patients. The neoadjuvant
chemotherapy schemes used were AC, 66 patients and FAC, 22 patients. The
median of chemotherapy cycles administered was of three, being two the minimal

number of cycles and six the maximum number. After the primary chemotherapy, the
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tumoral size medians were of 50mm in the breast and Omm in the arm pit. The
sum of value of the diameters was 50mm.

The clinical responses evaluated prior to the surgery showed objective
responses in 51 patients for breast tumor (57.95%), for 48 patients in axillary
tumor (76.20%) and for 56 patients in global tumor (63.64%). The complete
response was obtained in seven patients, in primary tumor; in 24 patients, in the
axillary tumor; and in six patients in the sum of value (breast + arm pit). Partial
clinical responses of the breast, arm pit and global were observed in 44, 24 e 50
patients, respectively. Concerning the stable breast disease, arm pit and global
were observed in 37, 12 and 32 patients, respectively. The progression of the
disease was only observed in the arm pit. At first, the axixillary disease was
measurable in 61 patients. After chemotherapy, there was progression in three
cases, being two of the patients initially NO and one of them N2. The evaluation
of the association between P-gp expression and the clinical responses of the

breast, arm pit and global were not significative in this research (Tables 2, 3, 4).
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Table 1

Distribution of the patients according to the characteristics of the disease

Absolute frequency Relative
Characteristics
n (88) frequency (%)

Median tumoral size (mm)

breast (extremities) 72.5 (20-150)

Arm pit 20 (0-70)
Stage

A 22 25

B 66 75
Primary tumor

T2 10 11.36

T3 17 19.32

T4a 2 2.27

T4b 59 67.05
Axillary limph nodes

NO 27 30.68

N1 16 18.18

N2 45 51.14
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Table 2

Evaluation of the association between breast clinical response to neoadjuvant

chemotherapy and P-gp expression

Response P-gp
Positive Negative
n (%) n (%) P
Complete 2 9.50 5 7.50
Partial 10 47.60 34 50.70 0.9413
Stable 9 42.90 28 41.80
Progression 0 0 0 0
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Table 3
Evaluation of the association between the arm pit clinical response to

neoadjuvant chemotherapy and P-gp expression

Response P-gp
Positive Negative
n (%) n (%) P
Complete 4 25.00 20 42.60
Partial 7 42.80 17 36.20 0.568
Stable 4 25.00 8 17.00
Progression 1 6.30 2 4.30
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Table 4

Evaluation of the association between global clinical response to neoadjuvant

chemotherapy and P-gp expression

Response P-gp
Positive Negative
n (%) n (%)
Complete 1 4.80 5 7.50
Partial 11 52.40 39 58.20 0.851
Stable 9 42.90 23 34.30
Progression 0 0 0 0
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DISCUSSION

The research has showed that the frequency of P-gp in patients who were
carriers of locally advanced breast carcinoma was 23.86%, and the P-gp
positivity varied from 10% to 50% of the breast tumor cases and was related to
the worst prognosis of the disease®* 303",

Complete response percentage depends upon the size of the primary
tumor, being 21% for patients with T1 to T2 tumors and 7% for those with T3 e

323312 |n the present research, the median of the primary tumor was

T4 tumors!
7cm and the complete clinical response was 7.95%. The presence or absence
of impaired axillary lymph nodes is not a predictive factor of the local-regional
response in the locally advanced and irresectable carcinomas®®. One observes
in the present work that the axillary lymph nodal impairment was not a predictive
factor of the clinical response to neoadjuvant chemotherapy either.

The identification of factors which are associated with chemotherapy
response could help in the selection of patients with the highest probability of
achieving an objective response and in the definition of better therapeutic strategies.
Complete response was identified as a favorable prognostic factor in relation to
the clinical evolution of the patients who were carriers of locally advanced breast
neoplasia®). Chemotherapy schemes that contain anthracyclins, specially
doxorubicine, promote a complete clinical response rate between 10% and 51%
and a pathologic rate between 3% and 30%. Such responses are similar in all
sites involved by the primary tumor potentially operable, in other words, breast

5,36,37

and arm pit! ). In the present work, objective clinical response and complete
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response of breast and arm pit and of both were 57.5%, 76.°%, 63.4% and
7.5%, 38.% and 6.2%, respectively, a inferior result than that described in the
aforementioned research, maybe because of a bigger tumoral volume. Responses
were better in the lymph nodes than in breast, maybe because tumoral cells
present in the lymph nodes are more undifferentiated clones!' %),

P-gp can be used as a marker clinically important in the evaluation of the
treatment, prognosis and evolution of the tumor. lts easy evaluation by using the
immunoperoxidase technique, even after the inclusion in paraffin wax and the
possibility of the use of normal tissues as control allow its use in the diagnosis of

%29 The prevalence of the expression

tumors intrinsically resistant to multiple drugs'
of P-gp in breast cancer is arguable and varies from detectable by the Western
Blot method with monoclonal antibody C219“% to 85% of positivity when the
antibody C494 is used™"). The positivity of this protein usually varies from 10,6%
to 19,1%, depending upon the antibody used “2.

In the present research, the prevalence of P-gp was 10.% when the
antibody C 219 was used; 19.% with the antibody C494 and 23.6% considering
the positivity with at least one of the antibody used. The collected data was
similar to that obtained by Wang (1997)*?, who found a positivity of 10.% with
the monoclonal antibody JSB1; 12.% with the antibody C494 and in at least one
of them, positivity was 25%.

In breast cancers the expression of P-gp is more common in tumors

4344 and its positivity could be a response predictive

which are locally advanced'
factor to chemotherapy, however, such correlation has not been observed and

P-gp may be more a marker of the tumor aggressivity than a marker of the
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response to the treatment®. Nonetheless, research has showed the significant
relation between anthracyclin chemotherapy response and P-gp expression®®,
In the present work, the relation between P-gp and the response to
neoadjuvant treatment was not found. Responses obtained when it was positive
were similar to those obtained when the protein was negative. Therefore, one
can not consider that the P-gp expression is correlated to the response to
chemotherapy with anthracyclin, maybe because multiple drug resistance is
multifactorial, involving many genes with isolated or associated action®"; but
further investigation is justified to identify the genes that are responsible for drug
transport, evaluating their amplification and the over expression of proteins which

could predict the sensibility of the tumor to the chemotherapy scheme*® 46,
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