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RESUMO

O Carcinoma Inflamatorio da Mama (CIM) é a mais agressiva forma de céancer de
mama localmente avancado. E mais frequente em mulheres jovens e evolui
desfavoravelmente de forma rapida em boa parte das vezes. Ao se apresentar com
sinais tipicos de processos infamatorios como hiperemia e hipertermia sua
patogénese e evolucdo tem sido associado a possivel participacdo de mediadores
inflamatérios como citocinas (TNF-a e IL-1B8) assim como fatores de transcricdo
(Fator Nuclear kappa B [NF-kB]) capazes de induzi-los bem como enzimas patrticipes
de sua génese (ciclooxigenase-2 [COX-2] e a 6xido nitrico sintase induzida [INOS]).
Neste sentido, objetivou-se na presente investigacdo avaliar a imunoexpressao do
NF-kB e da Interleucina-18 (IL-18) em amostras teciduais obtidas de CIM e de
Carcinoma da Mama Localmente Avancado nao inflamatério (CMLA). Hipotetizou-se
qgque nos CIM haveria uma expressdo aumentada diferencial em relacdo CMLA.
Dados demograficos e caracteristicas tumorais incluindo a resposta a quimioterapia
neoadjuvante e a sobrevida geral nas duas populacbes tumorais foram também
motivo de avalicdo e de comparacédo. Além disso, no presente estudo, foi avaliada a
expressao atraves de imunoistoquimica, da IL-18 e da fracdo nuclear p50 do NF-kB
em espécimes de CIM e de CMLA (T4b). A anélise dos dados mostrou que na
populacdo estudada aproximadamente um quarto dos casos de CIM ocorrem em
mulheres com até 40 anos. A sobrevida média é mais desfavoravel no grupo dos
CIM quando comparado ao CMLA (2,3 vs. 4,3 anos, respectivamente). Esta
diferenca também foi evidenciada nos subgrupos RE+, C-erbB-, e triplo negativo (2,3
vs. 4,4 anos para RE+; 2,1 vs. 4,4 anos para C-erbB2-; 2,0 vs. 3,4 para triplo
negativos, respectivamente). Além disso, ndo foi possivel detectar diferencas na
expressao de NF-kB ou IL-18 nos grupos CIM ou CMLA. Em suma, na populagéo
aqui estudada um quarto dos casos de CIM aparecem em mulheres mais jovens (até
40 anos). O grupo CIM tem pior prognéstico associado a menor sobrevida quando
comparado ao CMLA, como evidenciado também nos subgrupos RE+, C-erbB-, e
triplo negativo. Além disso, ndo foi observado correlacdo entre a expressao de NF-
kB e IL-18 nos grupos CIM e CMLA.

Palavras-Chave: Carcinoma inflamatério da mama; Carcinoma da mama localmente
avancgado nédo inflamatério; Fator nuclear kappa B (NF-kB); Interleucina-18 (IL-18)



ABSTRACT

EXPRESSION OF NUCLEAR FACTOR KAPPA B (NF-kB) AND INTERLEUKIN-18
(IL-18) IN INFLAMMATORY BREAST CANCER AND LOCALLY ADVANCED
BREAST CANCER

Inflammatory Breast Cancer (IBC) is the most aggressive form of locally advanced
breast cancer. It is more common in young women and unfavorably, in most of the
times, evolves quickly. Presents with typical signs of inflammation such as hyperemia
and hyperthermia its pathogenesis and evolution has been associated with possible
participation of inflammatory mediators such as cytokines (TNF-a e IL-1B), enzymes
(cyclooxygenase-2 [COX-2] and nitric oxide synthase [INOS]), as well as,
transcription factors (Nuclear Factor kappa B [NF-kB]) able to inducing them. In this
regard, the objective of this research was to determine the NF-kB and Interleukin-18
(IL-18) expression in tissue samples obtained from IBC and Noninflammatory Locally
Advanced Breast Cancer (LABC). The Hypothesis is that IBC would presents an
increased expression of these factors than LABC. Demographics data and tumor
characteristics, including response to neoadjuvant chemotherapy and overall survival
in both tumor populations were also used to assessment and comparison.
Furthermore, in this study, we evaluated the expression of IL-18 and p50 nuclear
fraction of NF-kB by immunohistochemistry in specimens from IBC and LABC (T4b).
Data analysis showed that about a quarter of cases of CIM occur in women up to 40
years. The overall survival is less in the group of CIM compared to LABC (2.3 vs. 4.3
years, respectively). This difference was also evident in the subgroups RE+, C-erbB-,
and triple negative (2.3 vs. 4.4 years to ER+; 2.1 vs. 4.4 years to C-erbB2-; 2.0 vs.
3.4 for triple negative, respectively). Furthermore, it was not possible to detect
differences in expression of NF-kB or IL-18 in the CIM and LABC groups. In
summary, a quarter of the IBC cases studied appear in younger women (up to 40
years). The IBC has worse prognosis associated with less survival compared to
LABC, as evidenced also in subgroups RE+, C-erbB-, and triple negative.
Furthermore, there was no correlation between the expression of NF-kB and IL-18 in
the IBC and LABC groups.

Keywords: Inflammatory Breast Cancer; Non-inflammatory Locally Advanced Breast
Cancer; Nuclear Factor-kappa B (NF-kB); Interleukin-18 (IL-18)
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em todo
o mundo. Cerca de 1,67 milhdes de novos casos dessa neoplasia ocorreram no ano
de 2012, o que representa 25% de todos os tipos de céancer diagnosticados em
mulheres. Neste mesmo ano, o cancer de mama foi responsavel por
aproximadamente 502 mil mortes, sendo a maior causa de mortalidade por cancer
em mulheres (TORRE et al., 2015).

Suas taxas de incidéncia variam entre as diferentes regidées do mundo, e em
2012, as maiores taxas foram observadas na Europa Ocidental (96/100 mil) e as
menores na Africa Central e na Asia Oriental (27/100 mil) (INCA, 2014). De acordo
com dados epidemiolégicos de paises em desenvolvimento ou desenvolvidos, o
cancer de mama destaca-se como 0 mais incidente tipo de cancer entre mulheres
(TORRE et al., 2015).

Nos Estados Unidos (EUA), a Sociedade Americana de Cancer estima que
em 2014 serdo diagnosticados 1.658.370 novos casos de cancer, dos quais,
231.840 serdo de cancer de mama invasivo (13,98%) e 60.290 casos de carcinoma
in situ da mama. No mesmo periodo ocorreram cerca de 589.430 mortes por cancer,
sendo 40.290 (6,8%) decorrentes de cancer de mama, em mulheres. Homens tem
estimativa de 1% de casos de cancer de mama (SIGEL et al., 2014; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2015).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2014 apontam para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil casos novos de cancer. Destes, sado esperados 57.120
casos novos de cancer de mama (9,92%), com um risco estimado de 56,09 casos a
cada 100 mil mulheres, ficando atras apenas do céncer de pele do tipo nédo
melanoma (182 mil casos novos) e dos tumores de préstata (69 mil) (INCA, 2014).
Ja as taxas de mortalidade por cancer de mama no Brasil continuam em patamares
elevados, ndo havendo registro de queda nos Ultimos dez anos, 0 que tem
contrastado com o observado em paises como Reino Unido, Estados Unidos e
Franca, s0 para citar alguns (INCA, 2014). Provavelmente, esta alta taxa de
mortalidade observada no Brasil estaria relacionada ao diagnostico da doenca ja em
estadios avancados.

Segundo o SIM-2011, ocorreram no Brasil 13.345 mortes por céncer de
mama em 2011, sendo 120 homens e 13.225 mulheres (BRASIL. Ministério da
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Saude). Pela estimativa de 2014 do INCA, teriamos 2.060 casos novos de cancer de
mama apenas no estado do Ceara (INCA, 2014).

Esses numeros expressivos nos fazem perceber que, esforcos no sentido de
desenvolver novos métodos de prevencao, diagndstico e tratamento do cancer de
mama sao imperativos, bem como definir critérios adequados para se determinar o
prognostico e assim, a agressividade do tratamento a ser proposto ao paciente.

Alguns fatores associados ao cancer de mama ja foram estudados e até hoje
ainda sao utilizados na predicado da agressividade da doenca. Caracteristicas como
o tamanho do tumor, o nimero de linfonodos axilares comprometidos, o tipo e o grau
histoldgico, a presenca de invasédo angiolinfatica e perineural, além da expresséo de
receptores hormonais (RE- Receptor de Estrogeno, PR — Receptor de Progesterona)
e do C-erbB2 (HER2) sado alguns dos mais usuais determinantes de progndstico e
por vezes também do tratamento utilizados na pratica clinica diaria.

Além disso, o surgimento de novas técnicas de biologia molecular permitiu a
determinacdo de assinaturas genéticas do tumor. Ao analisar milhares de genes
simultaneamente descortinou-se a partir dai uma nova era no estabelecimento mais
fiel de fatores progndsticos e preditivos de resposta terapéutica.

Pioneiramente, Perou et al., em 2000, empregaram a metodologia de
microarray para estudar 476 genes. Juntamente com Sorlie e colaboradores
classificaram, do ponto de vista genémico, o cancer esporadico da mama em cinco
subtipos: Luminal A e Luminal B, que expressam RE; Basal, que ndo expressam RE,
RP e C-erbB2; Superexpressor de C-erbB2; e o epitelial normal. Estes autores
verificaram que os tumores de bom prognéstico eram o Luminal A, Luminal B e o
epitélio normal, ao passo que, a evolucdo mais desfavoravel era observada nos tipos
Basal e superexpressor de C-erbB2 (PEROU et al., 2000; SORLIE, 2001).

Em 2002 Van de Vijver et al. estudaram 295 casos de cancer de mama
estadios | e Il, axila negativa e positiva, pela técnica de microarray de tecido fresco,
colhido e conservado em banco de tumores, analisando 70 genes selecionados
entre vinte e cinco mil. Determinaram uma assinatura de bom progndstico, com
sobrevida em dez anos de 94,5% e outra de mau progndéstico com 50,6%. Esta
assinatura de 70 genes, que tornou-se disponivel comercialmente com o nome de
MAMMAPRINT, permite reconhecer melhor as pacientes que requerem
guimioterapia adjuvante e também, principalmente aquelas que nao a necessitam
(VAN DE VIJVER et al., 2002).
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Varios testes tém sido propostos para subestratificar os canceres em grupos
moleculares e identificar pacientes com cancer de mama de forma personalizada,
identificando melhor os tumores de grau intermediario (de baixo ou alto risco) e 0s
tumores com maior possibilidade de recorréncia (PEROU et al., 2000; SOTIRIOU et
al., 2006). A definicdo do perfil de expressdo génica usando microarranjos de DNA
ainda é dispendiosa e metodologicamente dificil para uso rotineiro em laboratorios
de anatomia patoldgica. Mas, a identificacdo de subgrupos moleculares (luminais A
e B, C-erbB2 e basal) empregando imunoistoquimica é possivel. Alguns testes ja
estdo disponiveis comercialmente, como o teste preditor de subtipos tumorais de 50
genes (PAM50) (CHIA et al.,, 2012; PRAT et al., 2012.), para estratificacdo de
tumores em bom ou mau prognéstico (teste de 70 genes) MAMMAPRINT (VAN DE
VIJVER et al., 2002; VAN'T VEER et al., 2003) e para definir o alto ou o baixo risco
de recorréncia (escore de recorréncia de 21 genes) Oncotype DX (PAIK, 2004),
entre outros. Esses testes sdo altamente promissores e ja sdo indicados por
oncologistas para selecdo de pacientes para quimioterapia adjuvante.

Contudo, apesar dos evidentes avancos, alguns subtipos de cancer de mama
ainda persistem como sinénimos de evolu¢do desfavoravel e prognostico ruim.
Desta forma, a avaliacdo do perfil de expressado de determinados mediadores da
resposta inflamatoria, como citocinas, fatores de transcricdo e expressao de genes
especificos no Carcimona Inflamatério da Mama (CIM) e no Cancer de Mama
Localmente Avancado nédo inflamatério (CMLA), poderia auxiliar na identificacdo de
possiveis marcadores progndsticos ou potenciais alvos terapéuticos, além de
oferecer subsidios para melhor caracterizar a patogénese dos diferentes subtipos de

cancer de mama.

1.1. CARCINOMA DA MAMA LOCALMENTE AVANCADO

O cancer de mama localmente avancado refere-se aos grandes tumores
operaveis (1B, 1lIA) ou tumores inoperaveis (I1IB, 1lIC), incluindo o Carcinoma
Inflamatério da Mama (CIM) (SINACHI et al., 2011; LEE; NEWMAN, 2007).
Tradicionalmente, a definicdo de cancer de mama localmente avancado consiste de
pacientes com tumores maiores que 5 cm, com envolvimento da pele ou parede
toracica, ou linfonodos axilares fixos aos outros ou aderidos a outras estruturas. No

entanto alguns especialistas aceitam que pacientes com estadio 1B com grandes
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tumores primarios (T3), sem adenopatia clinica, sejam incluidos como cancer de
mama localmente avancado (KUERER et al., 2000; TRYFONIDIS et al., 2015).

Atualmente, o cancer de mama localmente avancado ficou definido como
tumores primarios volumosos da parede toracica e/ou adenopatia extensa. Isto inclui
T3 (> 5 cm) ou tumores T4 (fixacdo parede toracica ou ulceracdo pele e/ou
satelitose) e doenca N2/N3 (metastases para linfonodos axilares fixos entre eles
e/ou a outras estruturas mamarias internas, metastase para os linfonodos da cadeia
infraclavicular ipsilateral, com ou sem envolvimento da cadeia axilar e metastase
clinicamente aparente na cadeia maméria interna ipsilateral, na presenca de
metastase clinicamente positiva na regido axilar) (LEE; NEWMAN, 2007). A sétima
edicdo do sistema de estadiamento da American Joint Committee on Cancer (AJCC)
inclui as metastases supraclaviculares isoladas no cancer de mama localmente
avancado no estégio IlIC (AJCC, 2010).

O carcinoma da mama localmente avancado pode ser dividido em doenca
operavel e inoperavel. Os pacientes com edema difuso da mama ou eritema,
envolvimento da pele, tumores fixos, volumosos tumores T3 ou T4, cancer de mama
com linfonodos axilares fixos a outros ou a outras estruturas ou linfonodos
supraclaviculares, sao definidos como carcinoma de mama localmente avancados
inoperaveis inicialmente.

A cirurgia inicial estd geralmente limitada a bidpsia para permitir a
determinacdo da histologia e a expressdao de Receptores de Estrogeno (RE),
Receptores de Progesterona (RP) e a superexpressdo do Receptor do Fator de
Crescimento Epidermal 2 (C-erbB2) nos tecidos.

O cancer de mama localmente avancado ocorre em cerca de 20-25% das
pacientes com cancer de mama em todo o mundo sendo considerado um importante
problema de saude principalmente nos paises em desenvolvimento (SINACHI et al.,
2011; TEWARI; KRISHNAMURTHY; SUKLA, 2009; OZMEN et al., 2010; EROGLU
et al, 2013).

O tratamento inicial € quimioterapia e para os pacientes que respondem a
esta quimioterapia neoadjuvante, o tratamento local geralmente consiste de
mastectomia com linfadenectomia axilar, seguida de radioterapia em parede toracica
e linfonodos regionais. A cirurgia conservadora pode ser considerada em pacientes

com boa resposta parcial e resposta completa com a quimioterapia neoadjuvante.
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Nas pacientes com axila clinicamente negativa, a pesquisa do linfonodo
sentinela também pode ser considerada. Pacientes com linfonodo sentinela negativo
antes da QT neoadjuvante, podem ser poupadas de uma dissecc¢ao axilar (MENARD
et al., 2009). A hormonioterapia esté indicada para as pacientes com tumores com
receptores de estr6geno e/ou progesterona positivos.

Neste contexto, para este estudo foram selecionadas pacientes
diagnosticados com dois perfis clinicamente distintos de Carcinoma de Mama
Localmente Avancado: do tipo ndo inflamatério e os do tipo inflamatério da mama.
Vide casos de carcinoma de mama localmente avancado nédo inflamatorio na Figura
1.

Figura 1 — Carcinoma da Mama Localmente Avancado Nao Inflamatorio.

A) Carcinoma localmente avancado na mama direita com infeccdo secundaria em paciente de 22
anos. B) Carcinoma localmente avancado na mama direita com infeccdo secundaria. C) Carcinoma
localmente avancado na mama esquerda com infiltracdo do complexo aréolo-papilar e retragcao. D)
Carcinoma localmente avancado na mama esquerda com infec¢cdo secundéaria. Fonte: Arquivos
pessoais do autor e do Prof. Dr. Ronaldo A. Ribeiro
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1.2. CARCINOMA INFLAMATORIO DA MAMA

Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) é raro e 0 mais agressivo cancer de
mama localmente avancado, com um prognadstico pobre (YAMAUCHI et al., 2012). A
despeito da melhora da sobrevida e resultados do cancer de mama nos ultimos 20
anos, pacientes com CIM continuam a ter um prognadstico ruim, com uma sobrevida
em cinco anos de 30% a 40%, enquanto as taxas comparaveis para pacientes com
cancer de mama nao inflamatério sdo de 70% a 80% (SUTHERLAND et al., 2010).

Devido a sua répida progressdo, o diagnostico preciso e o tratamento
agressivo podem melhorar a resposta quando iniciado precocemente. Infelizmente o
CIM tem, em certas circunstancias, sido confundido com um processo infeccioso
mamario (mastite), sendo medicado com antibioticos, resultando muitas vezes, em
atrasos no diagndstico e tratamento.

O comportamento agressivo do CIM junto com as inumeras evidéncias
acumuladas acerca de suas caracteristicas epidemiolégicas e biomoleculares, tem
dado suporte a hipétese de que o CIM pode, de fato, ser uma entidade
biologicamente distinta, mais do que um subtipo do espectro dos canceres
localmente avancados de mama (ROBERTSON et al., 2010).

Neste contexto torna-se importante distinguir duas distintas variantes clinicas
de CIM, primério e secundario, que tem sido comumente citadas na literatura. O
termo “CIM primario” é usado para descrever o desenvolvimento de um carcinoma
inflamatério em uma mama previamente normal. Em contraste o “CIM secundario”
descreve o surgimento de alteracfes inflamatérias cutaneas que mimetizam um CIM
primario, tanto numa mama que ja tenha apresentado um cancer de mama nao
inflamatorio ou na parede toracica apds uma mastectomia por um carcinoma nao
inflamatorio (ROBERTSON et al., 2010) (Vide ilustracdes na figura 2).

Estes tumores tém sido chamados de “inflamatérioc” porque a mama
frequentemente apresenta-se com sinais que normalmente sdo observados em
processos inflamatoérios tais como hiperemia e hipertermia e mais raramente edema
(MERAJVER, 2004). Em termos de patogénese, os sinais de inflamacao tém sido
atribuidos a presenca macica de émbolos tumorais nos vasos sanguineos e
linfaticos da derme (ROBERTSON et al., 2010).

Uma das mais frequentemente alteragfes associadas ao CIM é o eritema,

que pode estar presente em toda a mama ou em parte dela, pelo menos 1/3,
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segundo critérios recentes. Tal hiperemia pode se apresentar em diferentes graus
em termos de intensidade e extensdao. O mesmo pode ser dito da hipertermia e
também do edema, dois outros sinais associados ao CIM. Neste sentido, podemos
ter um CIM acompanhando uma mama aumentada de volume, edemaciada, quente

e completamente hiperemiada (figura 2 painel A).

Figura 2 - Carcinoma Inflamatério da Mama Primario e Secundario.

A) Carcinoma inflamatério primario da mama esquerda com hiperemia. B) Carcinoma inflamatério
secundario do plastrdo mamario esquerdo. C) Carcinoma inflamatério primério bilateral com retracao
do Complexo Aréolpapilar (CAP). D) Carcinoma inflamatério priméario bilateral das mamas, com
hiperemia, edema e tumor palpavel. Fonte: Arquivos pessoais do autor e do Prof. Dr. Ronaldo A.
Ribeiro

Por outro lado, podemos observar um CIM associado a uma mama apenas
avermelhada e um pouco quente, sem sequer se observar aumento do volume ou
até mesmo massa tumoral palpavel (Figura 3 D e E).

Ainda podemos observar um CIM com uma sutil hiperemia e hipertermia
associadas a outros sinais de comprometimento local avangado, tais como pele em
casca de laranja e/ou retracéo papilar (Fig 3 F e G).

Variacbes na apresentacdo dos CIM tem sido descritas em diferentes
populacbes, até mesmo no mesmo pais. Ha dados indicando que as mulheres
afroamericanas apresentam CIM com aumento de volume da mama e com pele em
casca de laranja, com minima hiperemia ou até mesmo indetectavel eritema,

contribuindo para a dificuldade e atraso no diagnéstico. As mesmas também
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apresentam carcinoma inflamatério em uma idade mais jovem do que as
caucasianas. Nesta situacdo deve-se enfatizar que a descricdo dos sintomas
clinicos, associado a rapidez de alteracbes na mama e na pele sdo fatores
determinantes a dar suporte para o diagnéstico clinico de CIM (ROBERTSON et al.,
2010) (Figura 3).

O CIM é diagnosticado principalmente em mulheres mais jovens, em
comparacao com outros tipos de cancer de mama. Alguns estudos tém demonstrado
inclusive uma associacdo entre um historico familiar de cancer de mama e
carcinoma inflamatorio, no entanto, estudos adicionais parecem ser necessarios
para confirmar tal associacdo (ANDERSON et al., 2005).

Segundo dados do programa Surveillance, Epidemiology, and End
Results (SEER) do National Cancer Institute, nos Estados Unidos, a incidéncia de
CIM por 100.000 mulheres/ano aumentou de 2,0 entre 1988-1990 para 2,5
(P<0,001) entre 1997-1999, representando entdo 2% a 5% de todos os casos de
cancer de mama (HANCE et al., 2005).

Historicamente registre-se que as primeiras publicacdes sobre CIM foram de
Sir Charles Bell (Bell C, 1816) e o termo Carcinoma Inflamatério da Mama foi
introduzido por Lee e Tannebaum em 1924 (LEE; TANNENBAUM, 1924),
permanecendo ao longo do tempo. Desde esta época, dado a possibilidade de se
confundir carcinoma inflamatério com uma infec¢cdo bacteriana local, como uma
mastite, € importante observar que o CIM ndo é um processo inflamatério verdadeiro
e geralmente ndo esta associado com sintomas tais como febre, dor localizada ou
leucocitose (WALSHE; SWAIN, 2005). Como referido anteriormente, este equivoco
poderd retardar o diagndstico e tratamento, levando a graves consequéncias.

Os primeiros critérios diagnésticos de CIM foram estabelecidos por
Haagensen em 1956 e incluiram eritema difuso, edema envolvendo pelo menos dois
tercos da mama, pele em casca de laranja, dor, endurecimento, calor, aumento das
mamas, e palpacéo difusa do tumor (HAAGENSEN, 1971). De I4 para ca houve uma
verdadeira mudanca na rigidez desses critérios, de forma que hoje admite-se o
diagnéstico de CIM mesmo sem a presenca de todos os sinais acima descritos,

conforme veremos logo mais.
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Figura 3 — Diferentes apresentacdes de carcinoma inflamatério das mamas.

A, B e C: Casos de Carcinoma Inflamatério das Mamas com Hiperemia e tumor palpavel. D
e E: Casos de Carcinoma Inflamatério Mama com hiperemia sem tumor palpéavel. F e G:
Casos de Carcinoma Inflamatério Mama com hiperemia discreta, edema e casca de laranja
Fonte: Arquivos do autor e do Prof. Dr. Ronaldo A. Ribeiro

As diferencas nos critérios diagnosticos podem ser as responsaveis pelas
aparentes diferencas em incidéncia relatadas em distintas localizacfes geogréficas.
A mais curta expectativa de vida no Norte da Africa comparado com a Europa e
América do Norte, resulta de uma alta proporcédo de cancer de mama ocorrendo em

mulheres jovens no continente africano, que apresentam uma maior proporgédo de
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cancer de mama agressivo, resultado das caracteristicas biolégicas destes tumores
nestas mulheres jovens (YAMAUCHI et al., 2012).

A caracteristica histopatolégica classica, a infiltracdo macica dos linfaticos da
derme por émbolos de células neoplasicas, é confirmada em menos de 75% dos
casos (SUTHERLAND et al., 2010).

Cerca de 30% das pacientes apresentam doenca metastatica ao diagndstico
(Sutherland et al, 2010) e a frequéncia de envolvimento de linfonodos axilares e
supraclaviculares em diferentes estudos de pacientes com carcinoma inflamatoério
pode variar de 60% a 85% (DE LA GARZA-SALAZAR, 2013).

Sabe-se que, em alguns casos, ha uma maior dificuldade na deteccao desses
tumores por exames de imagem ou exame fisico. A mamografia, exame
recomendado como screening, em casos de tumores inflamatérios pode evidenciar
apenas aumento difuso da densidade da mama (HANCE et al, 2005). Em estudo
retrospectivo em pacientes com carcinomas inflamatérios da mama confirmado,
demonstrou que um tumor primario foi achado em somente 15% dos casos, e o sinal
radiologico observado mais comum foi a distorcdo trabecular (YAMAUCHI et al.,
2012). O carcinoma inflamatorio pode desenvolver-se entre mamografias e progredir
rapidamente.

Em dezembro de 2008, um painel internacional de especialistas com
experiéncia em carcinoma inflamatério, reuniu-se em Houston, Texas, para
desenvolver um consenso sobre esta doenca. O painel era formado por oncologistas
clinicos, radioterapeutas, cirurgides, radiologistas e patologistas, com a participacao
de representantes de organizacdes de defesa dos pacientes. Reconhecendo as
deficiéncias no diagndstico e tratamento, junto com falta de ensaios clinicos
adequados, os membros do painel desenvolveram o primeiro consenso, baseados
nos conhecimentos pessoais e cuidadosa revisdo de dados publicados e atualizados
de carcinoma inflamatorio, tanto para diagndstico como tratamento. Os mesmos
concordaram que o diagndstico permanecia clinico com uma confirmagéo patoldgica
de carcinoma invasivo e, quando uma bidpsia de pele fosse realizada e mostrasse
émbolos tumorais linfovasculares na derme, isto seria patognoménico mas nao seria
requerido para o diagnadstico.

Embora investigacbes radiolégicas de rotina das mamas sejam
recomendadas, o painel acordou que atualmente os dados néo sao suficientes para

definir nenhum sinal radiolégico para carcinoma inflamatério e, portanto, ndo deve
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fazer parte dos critérios diagndsticos. Segundo o mesmo painel, os critérios minimos

requeridos para o diagnoéstico de carcinoma inflamatorio da mama séo os seguintes:

1. Histéria de aparecimento rapido de eritema, edema e/ou pele em
casca de laranja, e/ou mama quente, com ou sem tumor palpavel;

2. Histéria de achatamento, crostas ou retracdo da papila pode estar
presente;

3. Pacientes podem ter uma historia de diagnéstico de mastite que néo

respondeu a antibiéticos por uma semana;

4. Duragéo da historia de ndo mais que 6 meses;
5. Exame clinico mostrando eritema ocupando no minimo 1/3 da mama;

6. Exame clinico pode revelar tumor palpavel subjacente com ou sem
linfonodos locoregionais palpaveis, com ou sem anormalidades em

papila;

7. Confirmagdo patologica de carcinoma invasivo em bidpsia de

fragmento da mama;

8. Recomendacdo de obter biopsia de pele adequada para documentar
émbolos tumorais linfovasculares na derme (DAWOOD, 2011).

O mesmo painel recomenda que toda mulher com suspeita de CIM deva
ser submetida a uma mamografia com ultrassonografia das mamas e linfonodos
regionais. Ressonancia Magnética das mamas de rotina ndo é recomendada e 0 uso
da mesma esté indicada em les6es mamarias ndo detectadas pela mamografia e
ultrassonografia. Todas deverdo ser submetidas a Tomografias e Cintilografia
Ossea. Os dados ndo sdo suficientes para recomendar PET-CT de rotina para
estadiamento de mulheres com CIM (DAWOOD, 2011).

Como o tratamento inicial do CIM é quimioterapia neoadjuvante, e existe
a possibilidade de uma resposta patoldégica completa, € indispensavel uma boa
amostragem de tecido tumoral que confirme a presenca de carcinoma invasivo e
permita determinar o subtipo histolégico, grau histolégico, receptores de estrogeno
(RE), receptores de progesterona (RP) e status de C-erbB2, que sdo marcadores

prognésticos e preditivos de resposta (DAWOOD et al, 2011). Entre as
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caracteristicas dos carcinomas inflamatérios, uma proporcao significativa tende a ter
grau tumoral elevado, receptores hormonais negativos, maior expressdo de p53,
Ki67 elevado e C-erbB2 (HER-2) superexpresso, comparado a outros tipos de
cancer de mama (HANCE et al., 2005; BONNIER et al., 1995).

Em relacdo a uma maior frequéncia de status dos receptores de estrogénio
(RE) e progesterona (RP) negativos em CIM, alguns estudos relatam que até 83%
destes tumores apresentam RE negativo (Harvey HA, 1982; DAWOOD et al, 2011).
A falta de expressdo de RE e RP esta associado a um pior prognéstico e a uma
menor sobrevida global.

Guérin et al. (1990) observaram que, embora o receptor do fator de
crescimento epidérmico humano 2 (C-erbB2) ndo seja especifico para o carcinoma
inflamatdrio, cerca de 60% dos mesmos tem o C-erbB2 superexpresso (GUERIN et
al.,, 1990). Apesar deste marcador molecular estar associado com um pior
prognéstico em cancer de mama, em uma analise de mais de 2.000 casos de
pacientes com carcinoma inflamatério, Dawood et al (2011) encontraram uma
sobrevida favorecendo as pacientes com tumores C-erbB2 positivo versus aquelas
com tumores C-erbB2 negativo, mas com p estatistico apenas limitrofe (ZELL et al.,
2009). O papel de C-erbB2 no CIM ainda esté por ser definido.

As mutacdes do p53, que ocorrem em 20% a 50% dos casos de cancer da
mama humano, (MOLL; RIOU; LEVINE, 1992), apresentam uma maior expressao
nos CIM e estdo associados com uma fraca sobrevida global. (GONZALEZ-
ANGULO et al., 2004). Os Receptores de Quimiocina CXCR4 e CCR7, expressos
em carcinomas inflamatérios, também tém sido associadas a uma pobre sobrevida
global (CABIOGLU et al., 2007). Quanto as citocinas, os carcinomas inflamatorios
tendem a produzir alguns marcadores inflamatorios, tais como o INF-y, IL-1, e IL-12.
Por outro lado, linhagens celulares tumorais de CIM produzem Fator de Crescimento
do Endotélio Vascular (VEGF), IL-6 e IL-8, citocinas que estdo envolvidas na
superexpressdo de RhoC GTPase, que estd especificamente associada com
carcinoma inflamatério (VAN GOLEN KL, 2000).

Os genes RhoC GTPase e LIBC (Lost in Inflammatory Breast Cancer), que
contribuem para o fenoétipo agressivo do carcinoma inflamatorio, foram comparados
com cancer de mama nao inflamatério estadio Ill. O RhoC estava superexpresso em
90% das amostras de carcinoma inflamatério contra 36% dos carcinomas nao

inflamatorios e LIBC estava com expressdo diminuida em 80% versus 21%
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respectivamente. Gene RhoC GTPase € um oncogene que resulta em fendtipo
altamente invasivo semelhante ao visto no carcinoma inflamatério e o LIBC (Lost in
Inflammatory Breast Cancer) age como um supressor de tumor na mama (VAN
GOLEN et al., 2000). A expressdo de RhoC GTPase parece ser modificado pelo
LIBC, e estes genes podem atuar em conjunto para causar o carcinoma inflamatério
da mama (KLEER et al., 2004).

Outros estudos sobre a patogénese do carcinoma inflamatorio também
sugerem uma contribuicdo importante da angiogénese por células-tronco, mas néo
esclarecem os mediadores envolvidos neste processo (VERMEULEN et al., 2010).

Sabemos que a obstrucdo linfatica macica na pele ao impedir a drenagem do
excesso de liquido intersticial normal pode explicar 0 espessamento cutaneo e a
formacdo de edema no carcinoma inflamatério, mas ndo conhecemos o0s
mediadores responséaveis por estes fendbmenos vasculares. Devido a cronicidade do
processo neoplasico e tendo como referencial a fisiopatologia dos processos
inflamatorios crénicos, sugere-se que o extravasamento de liquido no intersticio e
resultante edema seja mediado por citocinas como TNF-q, IL-1 e IFN-y (KUMAR et
al., 2005).

O componente inflamatoério nesta entidade suporta a hipétese que ocorra uma
interface entre o processo de carcinogénese e mecanismos de inflamacdo que
favorecam o desenvolvimento e talvez a agressividade do CIM. O foco da maioria
dos estudos sobre a patogénese do carcinoma mamario tem sido os mecanismos de
crescimento e proliferacdo do epitélio ductal relegando a um segundo plano a
contribuicdo de células presentes no microambiente tumoral como macréfagos e
linfécitos. Estas células presentes no estroma mamario devem desempenhar um
papel importante através da secrecdo de citocinas e outros mediadores celulares
que certamente interferem com o crescimento celular e o processo de
carcinogénese iniciado no epitélio mamario.

Desta forma, consideramos que o estudo da expressao do fator de transcrigao
NF-kB e da IL-18, poderd trazer importantes contribuicbes para o limitado

conhecimento da patogénese do Carcinoma Inflamatorio da Mama.
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1.3 Fator Nuclear Kappa B (NF-kB)

O Fator Nuclear kappa B (NF-kB) representa uma familia de fatores de
transcricdo encontrados em praticamente todas as células animais. Desde sua
descoberta por Sen e Baltimore, em 1986, muito foi descoberto sobre os seus
mecanismos de ativacdo, 0os seus genes alvos e a sua fungdo em uma variedade de
doencas humanas, incluindo as relacionadas com a inflamacdo, asma,
aterosclerose, AIDS, choque séptico, artrite e cancer (GARG e AGGARWAL, 2002).

O NF-kB participa da resposta inflamatéria, desempenha um papel
fundamental na regulacédo da resposta imunitaria a infeccédo e protege as células de
sofrer apoptose em resposta ao estresse celular. Consistente com este papel, a
regulacdo incorreta de NF-kB tem sido ligada ao cancer, a doencas inflamatorias e
auto-imunes, choque séptico, infeccdo viral e também ao desenvolvimento imunitario
improprio (GUILIANI et al., 2001; BAKER et al.,, 2011). O mesmo ainda esta
envolvido na resposta celular a estimulos como o estresse, radicais livres, radiacédo
ultravioleta, oxidacao de LDL, citocinas e antigenos virais e bacterianos (GILMORE,
1999).

No citoplasma ele é inativo porque esta ligado ao seu inibidor (IkB). Apés um
estimulo adequado, o IkB € fosforilado, liberando o NF-kB. O NF-kB, liberado da
inibicdo do IkB, é translocado para o nucleo onde promove a transcricdo de genes
(HAYDEN et al, 2004). Na sepse, o estimulo com LPS (Lipopolissacarideos) fosforila
0 IkB e promove a translocagdo do NF-kB para o nucleo onde ele vai estimular a
producédo de citocinas proé-inflamatérias (DOYLE and O’NEILL, 2006; LI et al., 2009).
Em alguns tipos de cancer, estimulos cancerigenos fosforilam o IkB e estimulam a
translocacdo do NF-kB para o nucleo onde ele induz a producdo de oncogenes
(DOLCET et al., 2005).

Com base no papel fundamental da NF-kB na proliferacdo epitelial mamaria,
arquitetura e ramificacdo durante o desenvolvimento pdés-natal precoce nao foi
surpreendente ver que a ativacdo constitutiva de NF-kB, encontrada em véarias
linhagens de células tumorais de mama, apresentasse consequéncias profundas na
iniciagdo e progressado do cancer de mama (ZUBAIR e FRIERI, 2013) . NF-kB esta
principalmente ativado em tumores com receptores de estrogénio negativo (ER

negativo) e C-erbB2 positivo (AHMED et al., 2006). Um bloqueio na ativacédo do NF-
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kKB, com o peptideo NEMO-binding domain (NBD), inibidor seletivo do | kappa B-
Quinase (IKK), blogueou a ativacdo de NF-kB e a proliferacdo celular por induzir
apoptose apenas nas células em proliferacdo. Sendo assim, os autores concluiram
que a inibicdo da atividade do NF-kB, desponta como um potencial alvo terapéutico
para as subclasses distintas de cancer de mama especialmente ER-negativo
(BIWAS et al., 2004).

Uma abordagem genética em que a via de ativacdo do NF-kB € inibida,
mostrou que a interferéncia com esta via aumenta a laténcia e diminui a carga
tumoral. Estes resultados estdo de acordo com os dados que mostram o papel
essencial do NF-kB para a inducdo e manutencao da transi¢éo epitélio-mesénquimal
(EMT), um processo que controla a progressao do cancer de mama. De acordo com
0s autores, estes dados fortemente sugerem que o NF-kB regula a progressao do
tumor da mama (CHARIOT et al, 2011).

As células-tronco do cancer de mama séo pecas chave na perpetuacdo da
existéncia do tumor e na resisténcia ao tratamento e recaida. As vias moleculares
necessarias para sua manutencdo comecam a ser elucidadas e entre elas, esta o
fator de transcricdo NF-kB, que é conhecido por desempenhar um papel critico na
sobrevivéncia celular, proliferagcdo, inflamacdo e imunidade. Como fator de
transcricdo necessario para a producdo de citocinas e quimiocinas, NF-kB foi
definido como uma peca essencial na relacdo entre a inflamacéo, iniciacdo e
progressdo oncogénica. Com efeito, as moléculas inflamatérias, tais como IL-6
fornecem sinais de crescimento que promovem a proliferacdo de células malignas,

demonstrando como critico € o NF-kB neste processo (CHARIOT et al, 2011).

Estudos recentes sugerem que o NF-kB epitélial mamario regula as células-
tronco do cancer de mama em um modelo de tumorigenesis dependente de C-
erbB2. Uma caracteristica frequentemente encontrada na maioria dos tumores de
cancer de mama € a ativacdo do NF-kB. A ativacdo desregulada do NF-kB resulta
na localizacdo nuclear persistente de proteinas tais como p50, p52, p65, cREL e
RelB, quais levam a ruptura do equilibrio entre a proliferacéo celular e morte atravées

da regulacao positiva de proteinas anti-apoptéticas (CHARIOT,. 2011).

Recentemente, a expressao génica de perfis de cancer de mama inflamatorio

e nédo inflamatorios indicou que a via NF-kB €& potencialmente importante para o
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fendtipo do cancer de mama inflamatério (VAN LAERE et al., 2005). Além disso, a
expressdo de todos os genes alvos do NF-kB estavam significativamente mais
elevados nos carcinomas inflamatérios quando comparados com 0s nao
inflamatoérios (VAN LAERE et al., 2005).

O cancer inflamatorio da mama apresenta um fenétipo especial e novos alvos
moleculares sdo necesséarios para melhorar o tratamento desta doenca rapida e
fatal. Dado o papel dos genes relacionados com o NF-kB na proliferacdo celular,
invasdo, angiogénese e inflamacao, Lerebours et al., (2008), postularam que estes
genes possam estar desregulados no carcinoma inflamatério. Os mesmos autores
verificaram que 35 (58%) dos 60 genes estudados e relacionados com o NF-kB,
estavam significativamente desregulados no carcinoma inflamatério quando
comparados com o0s carcinomas nao inflamatério. Concluiram que a via NF-kB
parece desempenhar um papel importante no carcinoma inflamatério, possivelmente
contribuindo para o fenétipo incomum e mais agressivo de cancer de mama
(LEREBOURS et al, 2008).

Devido ao seu papel em uma ampla variedade de doencas, o NF-kB tornou-
se um dos principais alvos para o desenvolvimento de drogas (GARG A,
AGGARWAL, 2002). A ativacdo do NF-kB pode suprimir a apoptose, promovendo
assim guimioresisténcia e tumorigénese. A maioria dos agentes quimiopreventivos
parecem suprimir a activacdo do NF-kB, através da inibicdo de membros da via de
sinalizagdo do NF-kB. Estes agentes quimiopreventivos também sensibilizam os
tumores a agentes quimioterapéuticos através da anulacdo da ativacdo do NF-kB.
Em geral, estas observacdes sugerem que o NF-kB é um alvo ideal para
guimioprevencao e quimiossensibilizacdo (BHARTI; AGGARWAL, 2002)

No cancer da mama com receptor de estrogénio negativo (ER negativo) a
falta de terapia alvo € um grande obstaculo. Como dito anteriormente, NF-kB ativado
foi detectado principalmente em tumores ER negativos e C-erbB2 positivo (86%).
Estes resultados corroboram a hipotese de que certas células do cancer da mama
dependem do NF-kB para a proliferacdo descontrolada e ao mesmo tempo evitar a
apoptose, assim, o NF-kB desponta como um potencial alvo terapéutico para cancer
da mama ER negativo (BISWAS et al., 2004).

Varios estudos abordaram a identificacdo de inibidores de NF-kB como

agentes terapéuticos para o cancer. Uma vez que a ativacado de NF-kB é o resultado
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de uma via de sinalizacdo de multiplos passos , estes compostos podem atingir
diferentes pontos do processo de sinaliza¢do. Por exemplo, alguns anti-inflamatorios
podem inibir o NF-kB através da interferéncia com a atividade de membros do
complexo IKK (IKKa, IKKB ou IKKy). Outras substancias como a curcumina, trans-
resveratrol ou parthenolide sdo compostos naturais que tém demonstrado inibir a
ubiquitinacdo e a fosforilacdo do IkBa. Uma outra maneira de se aproximar da
inibicdo de NF-kB € alvejar o processo de degradacdo de proteassoma. Inibidores
de proteassoma evitam a activacdo do NF-kB, através do bloqueio da degradacéo
de IkBs , NF-kB1/p105 ou NF-kB2/p100 (CSAKI et al, 2009; GAMBLE et al., 2012).

Como demonstrado nesta revisdo, ha muita evidéncia apontando para um
papel da ativacdo do NF-kB, no desenvolvimento e progressdo tumoral, mas
também em quimio e radio resisténcia, e até mesmo na terapia do cancer. Desta
forma, a avaliagdo da expressdo do NF-kB em amostras de céncer de mama
inflamatério e néo inflamatorio poderd oferecer subsidios para potenciais

intervencdes terapéuticas relacionadas a modulacdo destas vias.

1.4 Interleucina 18 (IL-18)

A inducao e regulacdo da resposta imune envolve mdltiplas interagdes entre
células como linfécitos, mondcitos, células inflamatérias (neutréfilos e macréfagos),
entre outras. Muitas dessas interacdes sdo mediadas por fatores sollveis chamados
citocinas. Estas desempenham varias funcfes, mas estao principalmente envolvidas

na regulacéo da resposta inflamatoria e no reparo tecidual (KUMAR, et al. 2010).

As citocinas compreendem um grande grupo de proteinas as quais possuem
caracteristicas e funcdes especificas no organismo. Por exemplo, a Interleucina 12
(IL-12) é secretada por macrofagos, células dendricas e linfocitos T auxiliares do tipo
TH1. E responséavel por aumentar a secrecdo de IFN-y pelas células NK (natural
killers) e pelos linfocitos T auxiliares (CD4). A IL-18 potencializa as a¢des da IL-12 e
também estimula a producédo de IFN-y. Mas na auséncia de IL-12, a IL-18 reforca a
ativacdo da via TH2 (ABBAS et al. 2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Linf%C3%B3cito
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A interleucina-18, também conhecida como fator indutor de IFN-y, é
uma proteina que, em seres humanos, é considerada uma citocina pré-inflamatoria
(OKAMURA et al., 1995; NOLAN; GRAVES; WALDMANN, 1998). E bem conhecido
gue a caspase-l1 (ou enzima conversora de interleucina-1B) € responsavel pela
ativacdo de IL-1a, IL-18 e IL-18 durante a resposta inflamatdria induzida pelo
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano (CREAGH et al., 2003). A caspase-1 cliva
(ativacdo proteolitica) a pro-IL-18, forma inativa dessa citocina, liberando a forma
ativa, IL-18 (THORNBERRY et al., 1992) (vide Fig. 4).

A IL-18 é uma citocina com capacidade de induzir respostas de padréo Thl e
Th2 dependendo do contexto imunolégico. A IL-18 exerce a¢des caracteristicas de
outras citocinas pré-inflamatérias (vide Fig. 4), como o aumento da expressdo de
moléculas de adesdo, da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e producao
de quimiocinas (DINARELLO, 2006).

Nos Ultimos anos, o campo da imunologia tumoral aumentou
significativamente e o0s seus limites, nunca muito claros, tornaram-se menos
distintos. Embora o sistema imunitario desempenhe um papel importante no controle
do crescimento tumoral, tornou-se também evidente que o crescimento tumoral
também pode ser promovido pela resposta imune. Um bom exemplo que ilustra a
funcdo ambigua do sistema imune na progressao tumoral € representado pela
interleucina 18 (IL-18) (PALMA et al. 2013).

Nicolini e colaboradores (2006) relataram que os niveis séricos elevados de
IL-18 foram encontrados em pacientes com cancer de mama em comparagao com
os controles e os valores foram maiores naqueles que estavam em estagios
avancados da doenca. Além disso, maiores niveis séricos de IL-18 foram
observados em pacientes com metastases quando comparados aos sem

metastases.

Além disso a expresséo elevada de IL-18 em linhas de células resistentes a
doxorrubicina e tecidos de tumores da mama foi validado e seu papel na resisténcia
a doxorrubicina foi posteriormente confirmada por experiéncias de viabilidade das

células na presenca ou auséncia desta proteina (YAO L et al., 2011).


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3Dil-18%26biw%3D1920%26bih%3D955&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Proinflammatory_cytokine&usg=ALkJrhj0czE3kY_Jhx6mDxQmOyh2Bx9oDg
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Figura 4 — Sinalizacao da Interleucina-18 (IL-18).
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A IL-18 ativa é produzida e secretada apés clivagem proteolitica do precursor inativo pro-IL18 pela
acdo da caspase-1. A acdo da IL-18 pode ser regulada pela proteina ligante da IL-18 (IL-18bp) que se
liga a IL-18 com alta afinidade e inibe sua fungdo. A IL-18 livre se liga a receptores de superficie
celular especificos, tais como, IL-18Ra e a IL-18Rp. A interagéo de IL-18 com o IL-18Ra estabiliza a
interacdo com a IL-18Rp, e posteriormente com a proteina adaptadora MyD88 via dominio TIR. Este
inicia a via de sinalizagdo que leva a translocagdo nuclear do NF-kB. Isoforma Soldvel da Subunidade
B do Receptor de IL-18 (sIL-18RB), Subunidade a Il do Receptor de IL-18 (IL-18Rall), Regulador
negativo de IL-18 — Interleucina-1F7 (IL-1F7), Proteina Ligante da IL-18 (IL-18BP), Interleucina-18 (IL-
18), Subunidade B do Receptor de IL-18 (IL-18R[), Subunidade a | do Receptor de IL-18 (IL-18Ral),
Enzima Conversora de Interleucina-1B (Caspase-1), Precursor Inativo da IL-18 (Pro-1L-18), Fator 88
de Diferenciacdo Mieléide (MyD88), Isoforma Sollivel da Quinase Associada ao Receptor da IL-1
(IRAKs), Fator 6 Relacionado ao Receptor de TNF (TRAF-6), Fator de Transcricdo Nuclear kB (NF-
kB), Transdutor de sinal e ativador de Transcricdo 3 (STAT3), Proteinas Quinases Ativadas por
Mitdgenos (MAPK) JNK, p38, ERK1/2. Fonte: Alboni et al. (2010).

Em outro estudo, Srabovi¢ et al. (2011) comprovaram que a IL-18 estava
presente no cancer de mama, no tecido circundante sem alteracdes dos mesmos
pacientes e no tecido da mama de pacientes com tumores benignos e outras
doencas benignas da mama. A expresséo dessa citocina foi significativamente maior
no tecido tumoral do cancer de mama, em comparagcdo com a sua expressao em
tecido circundante, sem alteracbes, dos mesmos pacientes. A expressdo de IL-18
nao foi significativamente mais elevada em tumores de cancer de mama em

comparacdo com a sua expressao em tecido mamario dos pacientes com doencas
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benignas da mama. Nao houve correlacao significativa entre a expressao de IL-18 e
o status de linfonodos, e entre a expressao IL-18 e os fatores fisiopatologicos. Estes
resultados sugerem um possivel envolvimento de IL-18 em complexos mecanismos
de carcinogénese mamaria (SRABOVIC et al., 2011). Apesar da IL-18 ser capaz de
estimular células natural killer (NK), auxiliar na polarizagdo de células T auxiliares
para o perfil tipo Thl e assim auxiliar na eliminagdo de células infectadas por virus,
como também, na de células cancerigenas de forma eficaz. No microambiente
tumoral suas funcdes podem ser ambiguas, uma vez que, a IL-18 também é capaz
de induzir a angiogénese, a migracdo/metéstase, proliferacdo e escape imunoldgico
(PARK et al., 2007).

Desta forma, levando em consideracdo a ambiguidade da IL-18, a avaliagao
dos niveis de expressdo dessa citocina no Carcinoma Inflamatoério da Mama (CIM) e
no Cancer de Mama Localmente Avancado Nao Inflamatério (CMLA) podem
fornecer importantes informacfes a respeito da complexa patogénese dos subtipos

de cancer de mama estudados.
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar de, quando confrontado com outros canceres de mama
localmente avancados, o CIM se apresentar clinicamente de forma distinta, sua
patogénese ainda nao se encontra completamente estabelecida. Adicionalmente o
CIM néo tem critérios diagndsticos moleculares ainda completamente definidos e da
mesma forma nao se tem um tratamento especifico definido. Portanto, ha uma forte
necessidade de um avanco clinico e cientifico desta doenca.

A agressividade do CIM decorre de sua rapida recidiva locoregional e o
surgimento de metéstases a distancia. Por isso, esta doenga é um excelente modelo
para compreender a biologia das metastases, a transicdo epitelial-mesenquimal,
células tronco, microambiente tumoral, etc. Além disso, a vermelhiddo difusa
associada a hipertermia local, comumente vistos em processos inflamatorios, tem
permitido especular que os processos inflamatorios, e imunoldgicos estejam
envolvidos em sua patogénese.

Contudo, apesar da presenca de sinais classicos de inflamacéao no CIM, a
contribuicdo de mediadores proé-inflamatérios como a do fator de transcricdo NF-kB e
da citocina IL-18 ainda ndo esta claramente demonstrada. Desta forma, a
compreensao dos processos biolégicos envolvidos no CIM certamente trara
contribuicdes para o tratamento mais direcionado desta patologia e possivelmente
ajudard no melhor entendimento da patogénese de outros canceres de mama

localmente avancgados.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo do Fator de Transcricdo Nuclear Kappa B (Fator NF-
kB) e da Interleucina-18 (IL-18), em amostras humanas de Carcinoma Inflamatorio
da Mama (CIM) e Carcinoma de Mama Localmente Avancado N&ao Inflamatoério
(CMLA).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os dados demograficos como idade ao diagnostico e histérico familiar
do grupo CIM comparando com o grupo CMLA.

e Avaliar as caracteristicas tumorais como tipo histolégico e o status dos
marcadores moleculares (RE, RP, C-erbB2), nas duas populac¢des estudadas.

e Investigar o comportamento tumoral frente ao tratamento quimioterapico
neoadjuvante do grupo CIM comparando com o grupo CMLA.

e Avaliar a sobrevida geral nas duas populacdes de carcinoma mamario
estudadas.

e Analisar as curvas de sobrevidas nas duas populacées de CIM e CMLA de
acordo com os marcadores moleculares (RE, RP, C-erbB2).

e Avaliar a correlagéo entre a expresséo do Fator de Transcricdo NF-kB com os
marcadores moleculares (RE, RP, C-erbB2), o tipo de resposta ao tratamento
neoadjuvante e a sobrevida.

e |Investigar a correlagdo entre a expressdo da IL-18 com os marcadores
moleculares (RE, RP, C-erbB2), o tipo de resposta ao tratamento

neoadjuvante e a sobrevida.
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4 METODO

4.1 Desenho do estudo

4.1.1 Amostras de tumores de mama

Amostras dos arquivos de tumores de carcinoma inflamatoério de
mama (grupo 1) e carcinoma de mama localmente avancado nao inflamatorio
(grupo 2) foram obtidas através de colaboracdo estabelecida entre o
Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Cancer (LAFICA),
Universidade Federal do Ceara, Servico de Patologia do Hospital Haroldo
Juacaba do Instituto do Cancer do Ceara (ICC), Hospital Geral de Fortaleza
(HGF), Laboratdrio Biopse, Laboratério Pathus, e do Centro de Especialidades
Médicas no periodo de 2012-2015. A grande maioria das amostras foi
procedente do Instituto do Cancer do Ceara.

4.2 Tamanho amostral

Baseado em projetos de pesquisa em cancer de mama através desta
colaboracdo foram obtidas: 75 amostras de CIM (ICC: 60 amostras; HGF: 8
amostras; Centro de Especialidades Médicas: 7 amostras) e 60 amostras de
CMLA (ICC e HJF: 55 amostras; Centro de Especialidades Médicas: 5
amostras) somando um total de 135 casos de CIM e CMLA. Destes, foram
estudados 75 espécimes de carcinoma inflamatério e 60 de carcinoma de

mama localmente avancado ndo-inflamatorio (T4b).

4.2.1 Imunoistoquimica

O ensaio de imunoistoquimica para NF-kB p50 (sequencia de
localizagdo nuclear) e IL-18 foi realizado pelo Sistema Automatizado
Autostainer da Dako (Dako, Inc, Carpinteria, CA) em cortes de tecidos (5 pm)
fixados com formalina, incluidos em parafina e montados em laminas de
microscopia silanizadas (tratadas com poli-L-Lisina). Para a realizacdo do
ensaio, os cortes foram desparafinizados com xilol e hidratados com gradientes

de alcool. Apés a recuperacédo do epitopo induzida por calor - HIER (PT-Link a
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96°C por 20 min) utilizando o tampéo de recuperacdo antigénica — EnVision
FLEX target retrieval solution (DAKO, Corporation, Carpinteria, CA, USA). Em
seguida, a peroxidase endogena foi bloqueada com uma incubacgéo por 15 min
com EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent. Os cortes foram em
seguida incubados por 2 h com o anticorpo primario de coelho anti-NF-kB
(Santa Cruz Biotechnology; 1:200) ou anti-IL-18 (Sigma Aldrich; 1:400) diluidos
em diluente do EnVision. As amostras foram lavadas 3 vezes com tampé&o
TBS. Em seguida, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario, o
EnVision + HRP anti-coelho (DAKO, Corporation, Carpinteria, CA, USA). Para
visualizacdo da reacado, as laminas foram incubadas com o cromégeno 3,3'-
diaminobenzidina (DAB - DAKO). Adicionalmente, o controle positivo para o
NFkB foi realizado em cortes de carcinoma de cdélon, como indicado pelo
fabricante do anticorpo. O controle positivo da IL-18 foi obtido em sec¢bes de
apéndice, que cora fortemente a referida citocina. O controle negativo da
reacao foi processado simultaneamente como descrito anteriormente com a
excecdo de que este nao foi incubado com o anticorpo primario, o qual foi
substituido por PBS/BSA 5%. Ao final, realizou-se a contracoloragdo com
hematoxilina de Harris e os cortes foram desidratados com graduacdes
crescentes de alcool etilico e xilol, seguido da cobertura dos cortes com
laminula. A coloracédo foi analisada de forma semi-quantitativa por meio de
escores, como a seguir: (METEOGLU | et al. 2008; SRABOVIC N. et al. 2011).
O critério de positividade para o NFkB e para IL-18 foi a imunomarcacgdo das

células tumorais:

0 = reacao negativa (expressao nula);
1+ (reacao discreta)
2+ (reacdo moderada)

3+ (reacéo forte).

4.3 Local da Pesquisa

Laboratorio de Farmacologia da Inflamacéo e do Cancer (LAFICA),
Servico de Patologia do Hospital Haroldo Juacaba do Instituto do Cancer do
Ceard e Servico de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade

Federal do Ceara.
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4.4 Critérios de inclusao

Pacientes com diagndstico de Carcinoma Inflamatério de Mama (CIM) e
Carcinoma de Mama Localmente Avancado N&o Inflamatério:

e Com amostras satisfatorias, fixadas adequadamente, com dimensodes
minimas para estudo, para avaliagdo imunoistoquimica de NF-kB (Fator
Nuclear Kappa B) e Interleucina 18 (IL-18)

e Com estudo imunoistoquimico previamente realizado de Receptores de
Estrégeno (RE), Receptores de Progesterona (RP) e Receptor do Fator de

Crescimento Epidermal Humano 2. C-erbB2 (HER2/neu)

4.5 Critérios de exclusao

Pacientes com diagndstico de Carcinoma Inflamatério de Mama (CIM) e
Carcinoma de Mama Localmente Avancado N&ao Inflamatério:

e Com estadiamento IV (com metastase) ao diagndstico.

e Com amostras sem material suficiente, dimensdes inadequadas e
fixadas de modo inadequado para avaliagdo imunoistoquimica de NF-kB
(Fator Nuclear Kappa B) e a Interleucina-18 (IL-18).

e Sem estudo prévio imunoistoquimico de Receptores de Estrégeno (RE),
Receptores de Progesterona (RP) e Receptor do Fator de Crescimento
Epidermal Humano 2. C-erbB2 (HER2/neu)

4.6 VARIAVEIS DO ESTUDO
Foi feita coleta dos seguintes Dados:
e Idade
¢ Tipo Histologico
e Estadiamento dos Tumores: T4d e T4b
e Receptores de Estrégeno (RE)
e Receptores de Progesterona (RP)
e Receptor do fator de crescimento epidermal humano 2. C-erbB2
(HER2/neu)
e NF-kB
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e Interleucina 18 (IL-18)

e Sobrevida

e Histéria familiar

e Resposta clinica e patologica

e Recidiva local e a distancia

4.7 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA E PESQUISA

Foi apresentado requerimento para aprovacéo da pesquisa junto ao
Comité de Etica e Pesquisa — CEP do Instituto do Cancer do Ceara — ICC,
protocolizado sob o numero 073/2008 e aprovado em reunido de 27 de
novembro de 2008, dentro das normas legais que regulamentam a pesquisa
em seres humanos do Conselho Nacional de Saude, de acordo com a
Resolugéo n° 251/97

Foi apresentado outro requerimento para aprovacdo da pesquisa
junto ao Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Geral de Fortaleza —
CEP/HGF dia 26 de janeiro de 2012, protocolizado sob o n° 290201/12 e
aprovado em reunido de 29 de fevereiro de 2012.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizada andlise descritiva de todas as variaveis, utilizando
frequéncias absoluta e relativa para variaveis categoéricas e média, desvio
padrdo, minimo e maximo para as variaveis continuas. Os cruzamentos entre
variaveis categoricas foi realizado utilizando os testes de Qui-quadrado ou
Exato de Fisher.Para cada cruzamento também foram calculadas razbes de
chance e seu intervalo de confianca de 95%. Foram calculadas curvas de
sobrevivéncia para a sobrevida das pacientes. As curvas foram confrontadas
com variaveis (RE, RP, C-erbB2 e triplo negativo) através do teste de igualdade
de distribuicBes de sobrevivéncia (teste Log-Rank).A significancia estatistica foi
aceita quando P<0,05. Todos os dados foram analisados usando o software
GraphPad Prism versédo 6.01 e o SPSS Statistics 22.0.



Resultados
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5. RESULTADOS

5.1 Dados Demogréaficos da Amostra e Caracteristicas dos Tumores
Amostrais

Como pode ser observado na Tabela 1. ndo ha diferenca estatistica
entre os grupos CIM e CMLA com relacao a prevaléncia dos subtipos de cancer
de mama de acordo com as faixas etarias (p=0,335) a média de idade
observada nos grupos CIM e CMLA foi de 49 e 51 anos respectivamente.
Contudo, em mulheres com até 40 anos foi observado uma razdo de chance
quase trés vezes maior de apresentar CIM, uma vez que, cerca de 25% dos
CIM foram diagnosticados em pacientes com até 40 anos contrastando com 0s
14,3% observados no CMLA na mesma faixa etaria. Nas demais faixas etarias
nao foram observadas diferencas dignas de notas nas duas populagdes
estudadas. Em relacéo a presenca de histéria familiar de cancer de mama néao
foram identificadas diferencas nos grupos CIM vs. CMLA (34,5% para e 31,5%,
respectivamente).

Tabela 1. Dados Demograficos das Pacientes da Amostra.

CIM CMLA

e RC Valor
Dados Demograficos (IC 95%) .
n (%)
Idade ao diagndstico (anos)
Até 40 15 (24,6) 8 (14,3) 2,81 (0,61 -12,97)
41 a 50 19 (31,1) 19(33,9) 1,5 (0,36 - 6,18)
0,335**
51 a 60 12 (19,7) 17 (30,4) 1,06 (0,24 - 4,58)
61a70 11 (18,0) 6 (10,7) 2,75 (0,55 - 13,75)
>70 4 (6,6) 6 (10,7) 1,00
Desconhecido 14 4 -
Historico Familiar de
cancer
Sim 20 (34,5) 17 (31,5 1,15 (0,52 - 2,52)
0,736*
Nao 38 (65,5) 37 (68,5) 1,00
Desconhecido 17 6 -

Razao de Chance (RC), * Teste Qui-quadrado - CIM (n=75) e CMLA (n=60)
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Na tabela 2. estdo apresentadas as caracteristicas dos espécimes
tumorais. De acordo com dados obtidos pode-se constatar que os tumores nao
diferem entre si em todos os parametros avaliados. Na analise do tipo
histoldgico, constatamos que a grande maioria dos casos apresenta-se como
Carcinomas Ductais Invasivos (CDI) que correspondem a 85,3% dos casos nos
CIM e 90,0% nos CMLA. Além de uma distribuicdo semelhante entre os graus
histoldgicos, aproximadamente 90% dos tumores CIM e CMLA apresentam-se
como grau 2 e 3. Em relacdo ao status de receptores hormonais também né&o
foram observadas diferencas significativas entre as duas populagdes tumorais
analisadas. Para o receptor de estrogeno (RE) observou-se positividade em
aproximadamente 50% nas duas populacfes. Para o receptor de progesterona
(RP) foi observada positividade em aproximadamente 40% para CIM e 43%
para CMLA. Também em relacdo ao status positivo do C-erbB2 ndo foram
observadas diferencas, uma vez que, o grupo CIM apresentou 32,7% e 0 grupo
CMLA 28,6%. A negatividade para C-erbB2 (escores 0-1) ocorreu em 67,3% no
grupo CIM e 71,4% no CMLA. Diferente do esperado, ndo observamos
diferenca significativa em relacdo a presenca de tumores triplo negativos nas
duas populacdes (33,3% no grupo CIM vs. 28,6% do grupo CMLA).

Na tabela 3. estdo evidenciados aspectos relacionados ao comportamento
tumoral frente ao tratamento quimioterapico neoadjuvante, assim como, a evolucao
tumoral determinante da sobrevida geral. Como pode ser visto, em relacdo a
resposta ao tratamento neoadjuvante, resposta patologica e recidiva, ndo foi
observada diferenca significativa entre os grupos (p>0,05). Contudo, a analise dos
dados mostrou uma raz&o de chance 2,25 vezes maior para o grupo CIM progredir
na doenca em relagédo ao CMLA (16,4% do CIM vs. 10,9% do CMLA). Apesar de
nao significativa, a razdo de chance do paciente com CIM apresentar recidiva é
guase duas vezes maior quando comparada ao grupo CMLA. Coerentemente, a
analise da sobrevida geral mostrou que os pacientes diagnosticados com CIM
significativamente (p<0,001) sobrevivem menos do que pacientes com CMLA.
A razao de chance do paciente diagnosticado com CIM morrer em até 2 anos a
partir do diagndstico é 14,4 vezes superior a do paciente com CMLA. Até 5
anos do diagnostico essa relacdo se mantém alta, uma vez que, a razdo de

chance de morrer por CIM € 6,61 vezes superior a de morrer por CMLA.



Tabela 2. Caracteristicas dos Tumores Amostrais.

i CIM CMLA
s v
n (%) (IC 95%)
Estadiamento ao Diagnostico
Inc 6 (9,8) 0(0,0) - -
nB 55 (90,2) 56 (100) -
Desconhecido 14 4
Tipo histoldgico
CDI 64 (85,3) 54 (90) -
cLl 2(2,7) 3(5) -
Outros 9(12) 3(5) -
Desconhecido - - -
Grau Histoldgico
1 2 (5,7) 3(9,1) -
2 16 (45,7) 15 (45,5) - -
3 17 (48,6) 15 (45,5) -
Desconhecido 40 27 -
Status RE
Positivo 28 (49,1) 27 (48,2) 1,04 (0,5-2,17) 0,923+
Negativo 29 (50,9) 29 (51,8) 1,00
Desconhecido 18 4 -
Status RP
Positivo 22 (40) 24 (43,6) 1,16 (0,54 - 2,48) 0.609*
Negativo 33 (60) 31 (56,4) 1,00
Desconhecido 20 5 -
Status C-erbB2
Positivo 18 (32,7) 16 (28,6) 1,22 (0,54 - 2,73) 0.635*
Negativo 37 (67,3) 40 (71,4) 1,00
Desconhecido 20 4 -
Tumor triplo negativo
Sim 19 (33,3) 16(286)  1,25(056-278) oo,
N&o 38 (66,7) 40 (71,4) 1,00
Desconhecido 18 4 -

49

Razéo de Chance (RC), * Teste Qui-quadrado - CIM (n=75) e CMLA (n=60), Carcinomas
Ductais Invasivos (CDI), Carcinomas Lobulares Invasivos (CLI), Receptores de Estrégeno
(RE), Receptores de Progesterona (RP) e Receptor do Fator de Crescimento Epidermal

Humano 2. C-erbB2 (HER2/neu).
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Tabela 3. Comportamento Tumoral Frente ao Tratamento Quimioterapico
neoadjuvante e sobrevida geral.

Resposta ao CIM CMLA
RC Valor p
(IC 95%)
Tratamento N (%)
Resposta Clinica a QT
Resposta Completa 7 (12,7) 11 (20) 0,95 (0,2 — 4,64)
Resposta Parcial 35 (63,6) 32 (58,2) 1,64 (0,42 — 6,35)
0,568*
Doenca Estéavel 4(7,3) 6 (10,9) 1,00
Progressado de Doencga 9 (16,4) 6 (10,9) 2,25 (0,44 — 11,52)
Desconhecido 24 5 -
Resposta patoldgica a QT
Sim 8 (15,7) 8 (15,7) 1(0,34-291)
1,000*
N&o 43 (84,3) 43 (84,3) 1,00
Desconhecido 24 9 -
Recidiva
Sim 27 (54,0) 20 (39,2) 1,82 (0,83 - 4,01)
0,136*
Nao 23 (46,0) 31 (60,8) 1,00
Desconhecido 25 9 -
Sobrevida
Até 2 anos 25 (45,5) 11 (20,4) 14,4 (3,52 - 58,91)
2 a5 anos 24 (43,5) 23 (42,6) 6,61 (1,72 — 25,37)
<0,001**
5a 10 anos 3(5,5) 19 (35,2) 1,00
Mais que 10 anos 3(5,5) 11,9 19 (1,45 -248,25)
Desconhecido 20 6 -

Raz&o de Chance (RC), * Teste Qui-quadrado ** Teste Exato de Fisher CIM (n=61) e CMLA (n=56).
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Embora na nossa amostragem nao tenhamos observado diferengcas com
relacdo a recidivas locoregionais e/ou a distancia, as mulheres com CIM
claramente sobreviveram menos, de forma que, em 2 anos 45,5% delas ja
haviam morrido vs. 20,4% do grupo CMLA (p=0,0002). Até 5 anos 99,6% das
portadoras de CIM ja haviam morrido ao passo que no grupo das CMLA esse
percentual foi de 63,0%. As curvas de sobrevida de Kaplan-Meier dessas duas

populacdes estdo apresentadas na figura 5.

Figura 5. Curva de Kaplan-Meier da sobrevida geral de pacientes com
Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) e Carcinoma Localmente Avancado
Nao inflamatério (CMLA).

— CMLA — M

Log-rank P < 0,001

4,3 anos

Sobrevida Geral

2,3 anos
0,4
0,3
0,2
0,17
0,0
T T T T T T
0 25 5,0 75 100 125
Tempos (anos)
H i 0,
N Sobrevida Sobrevida (%) Valor p
Média 5a 10a
Cim 55 2,333 12,3 27
< 0,001
CMLA 54 4,333 33,6 3,3

Andlise de Kaplan-Meier *log-rank p<0,05, Deconhecido CIM=20, CMLA=6 - Total CIM=75, CMLA=6
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A andlise das curvas de sobrevida geral dos pacientes com CIM ou
CMLA estratificadas de acordo com os marcadores moleculares (ER, PR, C-
erbB2 e triplo negativo) sdo apresentadas na figura 6. No painel A é possivel
observar que os pacientes CMLA que sao positivos para o receptor de
estrogeno (RE+) sobrevivem significativamente mais tempo quando comparado
ao grupo CIM também positivos para este receptor (RE+). Em média 50% dos
pacientes CMLA (RE+) sobrevivem 4,4 anos diferentemente dos CIM (RE+)
cuja a sobrevida média foi de apenas 2,3 anos (p=0,006).

No painel B, podemos observar que a expressdao do Receptor de
Progesterona (PR) ndo apresenta diferenga significativa em relagdo a

sobrevida geral nas duas populacdes estudadas (p>0,05).

A analise das curvas de sobrevida geral dos pacientes CIM ou CMLA
positivos e negativos para o C-erbB2, demonstrada no painel C da figura 6
revelou que os pacientes com CIM que sao negativos para C-erbB2 (-)
apresentam pior prognéstico quando comparados aos do grupo CMLA. Em
média 50% dos pacientes CMLA C-erbB2 (-) sobrevivem 4,4 anos
diferentemente dos C-erbB2 (-) do grupo CIM cuja sobrevida média foi de

apenas 2,1 anos (p<0,001).

Coerentemente, podemos observar no painel D da figura 6. que
pacientes CIM triplo negativos também apresentam o pior desfecho quando
comparados ao grupo CMLA. De maneira notavel a sobrevida média de
pacientes CIM triplo negativo é de apenas 2 anos enquanto que nos pacientes

CMLA também triplo negativos a sobrevida média é de 3,4 anos (p=0,049).
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Figura 6. Curvas de sobrevida geral de Kaplan-Meier de pacientes com
Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) e Carcinoma Localmente Avancado
N&o inflamatério (CMLA). estratificada por marcador bioldgico (RE, RP, CerbB-

2).
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Tempos (anos) Tempos (anos)
Sobrevida Sobrevida
Status RP N Média p Status RP N Média p
CIM 16 29 : CIM 17 2,0
CerbB2 + CMLA 14 38 0,934 Trip. Neg. CMLA 16 34* 0,049
CIM 34 2,1 » . CIM 35 2,9
CerbB2 CMLA 40 a4 <0,001 Nao Trip. Neg'CMLA ag 44 0,105

Painel A — Pacientes CIM ou CMLA positivos ou negativos para receptor de estrégeno (RE); Painel B - Pacientes CIM
ou CMLA positivos ou negativos para receptor de progesterona (RP); Pacientes CIM e CMLA positivos ou negativos
para receptor C-erbB2 (HER2); Pacientes CIM e CMLA triplo negativos ou ndo, Kaplan-Meier *log-rank p<0,05.
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5.2 Imunomarcacao para NF-kB e IL-18 em amostras de Carcinoma
Inflamatério da Mama (CIM) e Carcinoma Localmente Avancado N&o
inflamatorio (CMLA).

No que diz respeito aos resultados de imunoistoquimica para NF-kB,
conforme demonstrado na tabela 4, foi evidenciada imunomarcagcdo positiva
(escore 2-3) em 13 (46,4%) dos casos de CIM dos 28 avaliados. Ja para os
CMLA, foi observada imunomarcacdo positiva (escore 2-3) em apenas 8
(36,3%) dos casos de CMLA dos 22 avaliados. Quando comparados os dois
grupos, nao foi observada diferenca significativa entre os mesmos (p>0,05). A
figura 7 apresenta fotomicrograficas representativas da imunomarcacdo para
NF-kB. As cabecas de seta indicam a expressdo de NF-kB presentes no tecido

tumoral.

Além disso, a relagéo entre a expressdo do NF-kB com os marcadores
moleculares (RE, PR, C-erbB2 e Triplo Negativo), resposta a quimioterapia
neoadjuvante e sobrevida geral para os diferentes subtipos de cancer de mama
CIM e CMLA foi avaliada mediante testes estatistico de associa¢cao. Contudo,
ndo foi possivel estabelecer nenhum perfil de relacdo entre as variaveis

estudadas (vide tabelas 5 e 6).

Tabela 4. Imunomarcacao para NF-kB no Carcinoma Inflamatério da Mama
(CIM) e Carcinoma Localmente Avancado Nao inflamatério (CMLA).

Escores
Imunomarcagéo Valor p
0-1 2-3
CIM 15 (53,5%) 13 (46,4%)
0,474*
CMLA 14 (63,6%) 8 (36,3%)

* Teste Qui-quadrado
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Figura 7. Imunomarcacédo para NF-kB em amostras de Carcinoma Inflamatorio
da Mama (CIM) e Carcinoma Localmente Avancado Nao inflamatorio (CMLA).

Fotomicrografias representativas da expressdao de NF-kB em amostras de CIM e
CMLA, aumento 400 x. As cabecas de seta indicam a expressao de NF-kB presentes
no tecido tumoral.
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Tabela 5. Associacdo entre a expressdo de NF-kB com os marcadores
moleculares (RE, RP e C-erbB2) no Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) e
Carcinoma Localmente Avancado N&ao inflamatorio (CMLA).

NF-kB
Negativo Positivo (c I;g%) Valor p
(0-1) (2-3)
Status RE
Positivo 11 (39,3%) 12 (63,2%) 1,00
0,108*
Negativo 17 (60,7%) 7 (36,8%) 2,65 (0,8 - 8,81)
Status RP
Positivo 10 (35,7%) 9 (47,4%) 1,00
0,424*
Negativo 18 (64,3%) 10 (52,6%) 1,62 (0,49 - 5,31)
Status C-erbB2
Positivo 6 (21,4%) 8 (42,1%) 1,00
0,128*
Negativo 22 (78,6%) 11 (57,9%) 2,67 (0,74 - 9,61)
Triplo negativo
Sim 12 (42,9%) 5 (26,3%) 2,1 (0,59 - 7,45)
0,247*
Nao 16 (57,1%) 14 (73,7%) 1,00

Razéo de Chance (RC), * Teste Qui-quadrado
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Tabela 6. Associacédo entre a expressao de NF-kB com tipo de resposta a
quimioterapia neoadjuvante e a sobrevida geral no Carcinoma Inflamatério da
Mama (CIM) e Carcinoma Localmente Avancado Nao Inflamatorio (CMLA).

NF-kB
Negativo Positivo (ICR;)CS:%) Valor p
(0-1) (2-3)
Resposta clinica QT
Resposta Parcial 18 (64,3%) 9 (47,4%) 6 (0,54 - 66,17)
Resposta Completa 5 (17,9%) 5 (26,3%) 3 (0,23 - 39,61)
0,403**
Doenca Estéavel 1 (3,6%) 3 (15,8%) 1,00
Progresséo de Doencga 4 (14,3%) 2 10,5%) 6 (0,35 -101,57)
Resposta patolégica QT
Sim 4 (16,0%) 4 (23,5%) 1,00
0,694**
N&o 21 (84,0%) 13 (76,5%) 1,62 (0,34 - 7,6)
Recidiva
Sim 8 (32,0%) 7 (41,2%) 1,00
0,542*
Nao 17 (68,0%) 10 (58,8%) 1,49 (0,41 - 5,35)
Sobrevida
Até 2 anos 7 (25,9%) 6 (30%) 1,17 (0,12 - 10,99)
2 ab5anos 11 (40,7%) 7 (35%) 1,57 (0,18-13,86) (,973*
5a 10 anos 7 (25,9%) 5 (25%) 1,4 (0,14 - 13,57)
Mais que 10 anos 2 (7,4%) 2 (10%) 1,00

Razao de Chance (RC), * Teste Qui-quadrado ** Teste Exato de Fisher
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Na tabela 7. quanto ao local de expressao de IL-18 pode-se observar
gue imunomarcacao positiva (escore 2-3) para esta citocina, nos casos de CIM,
estd presente significativamente no estroma tumoral (p=0,004). No grupo
CMLA foi observado resultado semelhante quanto a localizacdo da IL-18, entre
0S casos positivos (escore 2-3), foi observada evidente marcagcdo no tecido
estromal (p<0,001).

Tabela 7. Imunomarcag¢do para IL-18 no Carcinoma Inflamatério da Mama
(CIM) e do Carcinoma Localmente Avancado Nao Inflamatorio (CMLA).

Escores
Imunomarcagéo Valor p
0-1 2-3
Cel. tumorais 29 (100%) 0 (0%)
CIM 0,004**
Cel. Estroma 21 (75%) 8 (25%)
Cel. tumorais 28 (96,5%) 1 (3,5%)
CMLA <0,001**
Cel. Estroma 12 (50%) 12 (50%)

** Teste Exato de Fisher

Conforme a tabela 8. quando comparados os dois grupos, nao foi
possivel identificar diferencas significativas em relacdo a expressédo de IL-18
nas células tumorais ou no estroma das duas populacdes estudadas.
Entretanto, embora n&o significativo (p=0,093), observa-se um maior
percentual de imunomarcacéo de IL-18 no estroma tumoral para os CMLA 12
de 24 casos (50% dos casos) vs. CIM 8 de 29 casos (27,6% dos casos)
(p>0,05).
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Tabela 8. Imunomarcacdo para IL-18 nas células tumorais e no estroma do
Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) do Carcinoma Localmente Avancado
N&o Inflamatério (CMLA).

Escores
Imunomarcagéo Valor p
0-1 2-3
CIM 29 (100%) 0 (0%)
Cel. Tumorais 0,31*
CMLA 28 (96,5%) 1 (3,5%)
CIM 21 (72,4%) 8 (27,6%)
Cel. Estroma 0,093*
CMLA 12 (50%) 12 (50%)

* Teste Qui-quadrado

Na figura 8 pode-se observar fotomicrograficas representativas da
imunomarcacdo para IL-18 nas amostras de CIM e CMLA. A seta indica a
expressao de IL-18 nas células tumorais e as cabecas de seta indicam a

expressao de IL-18 nas células do estroma tumoral.
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Figura 8. Imunomarcacédo para IL-18 em amostras de Carcinoma Inflamatério
da Mama (CIM) do Carcinoma Localmente Avancado N&o Inflamatorio (CMLA).

® -

..“
B o

CMLA

Fotomicrografias representativas da expressao de IL-18 em amostras de CIM e CMLA,
aumento 400 x. A seta indica a expressao de IL-18 nas células tumorais e as cabecas
de seta indicam a expressao de IL-18 nas células do estroma tumoral.

Além disso, a relacdo entre a expressdo de IL-18 com os marcadores
moleculares (RE, PR, C-erbB2), resposta a quimioterapia neoadjuvante e
sobrevida geral para os diferentes subtipos de cancer de mama CIM e CMLA
foi avaliada mediante testes estatistico de associacdo. Contudo, nado foi
possivel estabelecer nenhum perfil de relacdo entre as variaveis estudadas
(vide tabelas 9 e 10). Entretanto, curiosamente pode-se observar na tabela 10.
que a positividade para IL-18 (escore 2-3) parece estar relacionada com
resposta clinica completa e parcial a soma das porcentagem chega a 90% dos
casos (18 dos 20 casos positivos para IL-18) vs. 70,4% dos negativos (escore

0-1), mas a andlise estatistica o valor de p foi apenas limitrofe (p=0,061)
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Tabela 9. Associacdo entre a expressdo de IL-18 com os marcadores
moleculares (RE, RP e HER2) no Carcinoma Inflamatério da Mama (CIM) e
Carcinoma Localmente Avancado Nao inflamatorio (CMLA).

IL-18
RC
Negativo Positivo Valor p
(IC 95%)
(0-1) (2-3)
Status RE
Positivo 12 (48%) 9 (45%) 1,13 (0,35 - 3,67)
0,841*
Negativo 13 (50,9%) 11 (55%) 1,00
Status RP
Positivo 10 (40%) 8 (40%) 1(0,3-3,32)
1,000**
Negativo 15 (60%) 12 (60%) 1,00
Status C-erbB2
Positivo 8 (32%) 6 (30%) 1,1 (0,31 -3,92)
0,885*
Negativo 17 (68%) 14 (70%) 1,00
Triplo Negativo
Sim 7 (28%) 9 (45%) 2,1(0,61-7,27)
0,236*
Nao 18 (72%) 11 (55%) 1,00

Razéo de Chance (RC), * Teste Qui-quadrado ** Teste Exato de Fisher
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Tabela 10. Associacédo entre a expressao de IL-18 com tipo de resposta a
quimioterapia neoadjuvante e a sobrevida geral no Carcinoma Inflamatério da
Mama (CIM) e Carcinoma Localmente Avancado Nao Inflamatorio (CMLA).

RC
Negativo Positivo Valor p
(IC 95%)
(0-1) (2-3)
Resposta clinica QT
Resposta Completa 3 (11,1%) 6 (30%) 0,5 (0,05-5,51)
Resposta Parcial 16 (59,3%) 12 (60%) 1’330(?3’71)6 -
' 0,061**
Doenca Estéavel 2 (7,4%) 2 (10%) 1,00
Progresséo de Doenca 6 (22,2%) - -
Resposta patolégica QT
Sim 4 (16%) 4 (23,5%) 1,00
0,694**
Nao 21 (84%) 13 (76,5%) 1,62(0,:34-
7,6)
Recidiva
Sim 12 (50%) 7 (38,9) 1'5; %45 )
43) 0,474*
Nao 12 (50%) 11 (61,1%) 1,00
Sobrevida
. 2,81 (0,63 -
0, 0,
Até 2 anos 10 (38,5%) 4 (20%) 12,61)
2 ab5anos 8 (30,8%) 9 (45%) 1,00
0,210**
1,8 (0,41 -
0, 0,
5a 10 anos 8 (30,8%) 5 (25%) 7.81)
Mais que 10 anos 0 (0%) - -

Razéo de Chance (RC), * Teste Qui-quadrado ** Teste Exato de Fisher
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Discussdo
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6. DISCUSSAO

Na presente investigacao foram avaliadas a imunoexpressao do fator
de transcricdo NF-kB e da citocina IL-18 em amostras teciduais obtidas de
Carcinomas Inflamatérios da Mama (CIM) as quais foram confrontadas com a
imunomarcacdo de amostras de Carcinomas da Mama Localmente Avancado
nao inflamatorio (CMLA). Partiu-se da premissa de que o NF-kB, que & um fator
de transcricAo para a maioria das citocinas pro-inflamatérias conhecidas
incluindo-se TNF-a, IL-1, IL-8, IL-6 e a prépria IL-18, pudessem estar
superexpressas nos CIM e em menor extensdo nos CMLA. A mesma hipotese
foi levantada em relacdo a expressdo de IL-18. Outro objetivo a permear o
presente estudo seria avaliar a correlacao entre os achados imunoistoquimicos
associados a expressao de NF-kB e IL-18 com a presenca de biomarcadores
classicos do cancer de mama (RE, RP, C-erbB2) e adicionalmente, confrontéa-
los com os dados associados ao comportamento tumoral em resposta ao
tratamento quimioterapico neoadjuvante e a sobrevida geral.

A analise dos dados demogréficos aqui apresentados, mostrou que nao
h& diferenca entre os grupos CIM e CMLA com relagdo a prevaléncia dos
subtipos de cancer de mama de acordo com as faixas etarias. A média de
idade observada nos grupos CIM e CMLA foi de 49 e 51 anos respectivamente.
Contudo, em mulheres com até 40 anos foi observado uma raz&o de chance
quase trés vezes maior de apresentar CIM, uma vez que, cerca de 25% dos
CIM foram diagnosticados em pacientes com até 40 anos contrastando com 0s
14,3% observados no CMLA na mesma faixa etéria.

De acordo com a literatura, comparado aos outros tipos de cancer de
mama, o CIM tende a ser diagnosticado em pacientes mais jovens, média de
59 anos comparado com 66 anos para 0s outros tipos de cancer de mama (Up
to Date, 2015). Em uma série de 74 pacientes com CIM relatadas pelo SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results) demonstrou-se uma média de
idade ao diagnostico que também nao difere entre os grupos apesar de ser
mais alta do que a observada no presente estudo, 57,2 anos para CIM e 57,4
anos para CMLA. Contrastando com o0s nossos resultados, Mejri e
colaboradores (2015) observaram uma média de idade entre as mulheres
africanas diagnosticadas com CIM de 45 anos e 62% das mesmas foram
diagnosticadas antes dos 35 anos.
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Ainda em relacdo aos dados demograficos ndo foi obsevada uma
diferenca entre ter histérico familiar de cancer de mama entre os dois grupos.
Entretanto, se considerarmos apenas o cancer de mama independentemente
dos seus subgrupos, de fato, aproximadamente 30% das pacientes
apresentaram historico familiar de cancer de mama.

Grandes estudos epidemiolégicos ndo tem reportado uma verdadeira
associacdo familiar para CIM e ndo parece haver estudos prospectivos
adequadamente desenhados para avaliar esta possivel associacdo genética. A
literatura reporta que aproximadamente 90% a 95% dos canceres de mama
sejam esporadicos (ndo familiares) e decorram de mutagBes somaticas, que
ocorrem durante a vida, e que apenas 5% a 10% sejam hereditarios (familiares)
como as mutagdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (BILIMORIA et al., 1995).

Entretanto, em um estudo caso-controle com mulheres paquistanesas foi
sugerido que a histéria familiar de cancer de mama foi significativamente mais
proeminente nos casos de CIM do que nos correspondentes CMLA nao
inflamatoérios (20% vs. 5% respectivamente, p=0,0002) (AZIZ et al., 2001).
Dados semelhantes aos nossos foram encontrados nos registros do MD
Anderson Cancer Center em que 40% dos pacientes com CIM possuiam
histéria familiar de algum tipo de cancer de mama sendo que em 18% tratava-
se de um parente de primeiro grau (ROBERTSON et al., 2010). O mesmo
grupo relatou 36% de historia familiar para os carcinomas nao inflamatérios
(ROBERTSON et al., 2010).

Na amostragem aqui apresentada a grande maioria dos carcinomas
inflamat6rios da mama eram do tipo ductal invasivo - CDI (85,3%) o que,
absolutamente, corrobora com os dados da literatura (SUTHERLAND et al.,
2010; YAMAUCHI et al., 2012; BERTUCCI et al., 2014).

Em relacdo a positividade dos biomarcadores (RE, RP e C-erbB2) nao
foi observada, em nossa amostra diferenga significativa entre os dois grupos
estudados, o que corrobora com dados de alguns estudos registrados na
literatura. Em dados do SEER com uma amostragem de 2384 casos de CIM,
foram identificados 48,3% de tumores RE positivos e 36,2% de tumores RP
positivos. Em outra série de casos do MD Anderson Cancer Center foram
identificados 42,9 de positividade para RE e 28,6 para o RP (ROBERTSON et
al., 2010; DAWOOD et al., 2011). Uma outra série do Royal Marsden Hospital
de Londres, evidencia, a partir de uma amostragem de 155 pacientes com CIM,
uma positividade para RE e RP de 33% e 9,7% respectivamente. A despeito do
trabalho ter sido publicado na Cancer causa estranheza o registro de 19,3% de
RE e 58,7% de RP desconhecidos (SUTHERLAND et al., 2010).
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E importante registrar que a positividade para RE em nossa amostragem
foi fator prognostico positivo para o grupo CMLA quando comparado com CIM
RE+, desde que, foi observado uma sobrevida geral significativamente superior
neste grupo quando comparado com o grupo CIM RE+ (4,4 vs. 2,3 anos ou 52
vs. 27 meses respectivamente). Dentro do mesmo grupo (CIM ou CMLA) o
status de RE ndo impactou na sobrevida. Dados do SEER com 2.237 casos de
CIM e 7.985 casos de CMLA mostraram que de fato, os pacientes com CMLA
RE+ chegam a ter uma sobrevida significativamente superior (80 meses) e que
agueles pacientes CIM RE+ sobrevivem em média 60 meses (ANDERSON et
al, 2003). Torna-se relevante ressaltar nesta grande série do SEER, dois
aspectos: 1. a positividade para RE impactou na sobrevida dos dois grupos
CMLA e CIM, diferente do nosso estudo; 2. chama atencao o fato da sobrevida
dos pacientes americanos ser significativamente superior a dos nossos
pacientes nos dois grupos.

Com relacao a expressao do C-erbB2, a positividade no CIM e CMLA foi
equivalente (32,7% e 28,6% respectivamente). Na série de CIM do Royal
Marsden Hospital de Londres, evidenciou-se 38% de expressdo de C-erbB2
nas amostras (SUTHERLAND et al., 2010), e naquela do MD Anderson Cancer
Center também de CIM foram identificados 44,3% (Robertson et al., 2010). Em
contrapartida, em estudo realizado com mulheres indianas (n=45) foi mostrado
60% de positividade para o C-erbB2 em CIM (AJAY et al., 2014) destoando dos
nossos e dos outros resultados.

A auséncia de imunoexpressdo da oncoproteina C-erbB2 impactou de
forma significativa na menor sobrevida dos pacientes com CIM em relacédo ao
CMLA (2,1 vs. 4,4 anos ou 25 vs. 52 meses, respectivamente). Da mesma
forma a auséncia de imunoexpressdo de C-erbB2 associada a nao
imunoexpressdo dos receptores hormonais (RE e RP) também piorou
significativamente a sobrevida dos pacientes pertencentes ao grupo CIM
guando confrontados ao grupo CMLA (2,0 vs. 4,4 anos ou 24 vs. 52 meses)
(DAWOOD et al., 2008; GIANNI et al., 2010).

Héa dados na literatura que sustentam a ideia de que a positividade para
C-erbB2 nos CIM, na auséncia de exposicdo ao anticorpo anti-C-erbB2
(trastuzumabe) ndo se constitui em fator prognéstico adverso associado (ZELL
et al., 2009; DAWOOD et al., 2008). Diante de exposi¢cao ao trastuzumabe, no
entanto, o status de C-erbB2 confere melhor prognostico nas mulheres com
CIM (DAWOOD et al., 2008; GIANNI et al., 2010).
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Outro dado convergente com a vasta literatura relacionada, foi a
demonstracao, aqui apresentada da pior evolucéo das pacientes portadoras de
carcinomas inflamatoérios versus aqueles portadores de tumores avancados
ndo inflamatérios, o que culminou com curvas de sobrevida claramente mais
desfavoraveis no grupo dos CIM. Em 25 meses (2,3 anos) aproximadamente
50% dos pacientes com CIM estavam mortos, ao passo que, para os CMLA
este evento sO aconteceu com 51 meses (4,3 anos). Portanto, a curva de
sobrevida de Kaplan-Meier do CIM foi significativamente inferior ao grupo
CMLA com o p<0,001.

Quando comparou-se a curva de Kaplan-Meier do CIM da série do

presente estudo com algumas publicadas na literatura verificou-se ter havido
um pior desfecho para os pacientes aqui apresentados (Sobrevida média de
2,3 anos). Na série do Royal Marsden Hospital em Londres com uma
amostragem de 155 pacientes a sobrevida média de pacientes com CIM foi de
3 anos e 4 meses. Neste trabalho nao foi feito comparagcdo com os avancados
localmente né&o inflamatério. Por outro lado num seguimento de longo prazo
envolvendo 107 pacientes com CIM ou CMLA da Medical Oncology Clinical
Research Unit and Surgery Branch do National Cancer Institute (NCI) foi
observado uma sobrevida média de 3,8 anos para o CIM comparado com 5,8

anos para os CMLA.

Levando em consideracdo as informacfes supracitadas € importante
registrar que apesar de ndo haver diferenca estatistica quanto a expressao dos
marcadores classicos (RE, RP e C-erbB2) entre os grupos CIM e CMLA, existe
uma clara diferenca quanto a sobrevida dos dois grupos (25 meses para CIM
vs. 51 meses para CMLA). Com base nestes dados pode-se sugerir que o CIM
aparentemente possui um perfil biolégico diferenciado do CMLA, o qual,
provavelmente nao esta relacionado com a expressdo de RE, RP e C-erbB2, e
gue novos marcadores e potenciais alvos terapéuticos mais especificos para
este subtipo de cancer de mama devem ser estudados. Desta forma, o objetivo
primario deste trabalho foi avaliar a expressdo do NF-kB e da IL-18, em
amostras humanas de CIM e CMLA.

Contudo, a despeito de haver na literatura ampla descricdo do
importante papel do NF-kB na iniciagdo e progressdo do cancer de mama
(ZUBAIR e FRIERI, 2013) e de haver uma relagdo entre a positividade para C-
erbB2, a negatividade na expressédo de RE e aumento na ativagdo do NF-kB (

revisado por AHMED et al., 2006), ndo foi possivel estabelecer, na presente
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investigacdo nenhuma correlagdo com nenhum dos fatores progndsticos
classicamente reconhecidos no Céncer de Mama (RE, RP e C-erbB2). Tal
auséncia de associacgéao foi evidenciada na comparagéo entre os dois grupos.

Diferente do esperado também néo foi possivel identificar claramente uma
diferenca na expressdo de IL-18 nas duas popula¢gbes estudadas. Além disso,
neste estudo nado foi observada relacdo entre a expresséo de IL-18 com os
biomarcadores (RE, RP e C-erbB2), resposta a quimioterapia neodjuvante e a
sobrevida geral dos pacientes com cancer de mama. Contudo, € importante
ressaltar que nossa pequena amostragem utilizada na imunoistoquimica para NF-
kB e IL-18 pode ter prejudicado a analise desses resultados.

Curiosamente, ndo foi possivel identificar diferencas entre a marcacéao de
mediadores classicos da inflamacéo entre o dito Carcinoma Inflamatério da Mama
(CIM) e o Carcinoma Localmente Avancado do tipo Nao Inflamatério (CMLA). Este
fato, nos permite propor duas hipoteses: 1. Os achados clinicos classicos da
resposta inflamatéria (calor, rubor, e esporadicamente edema) que sédo utilizados
para diferenciar os casos CIM do CMLA parecem ocorrer independentemente de
uma resposta inflamatéria presente no tecido tumoral. 2. Aparentemente, a maior
agressividade do CIM se deva néo a participacdo de mediadores inflamatorios mas
ao envolvimento de mediadores anti-inflamatorios (IL-10, TGF-B, células T
reguladoras, macrofagos M2, e neutréfilos N2). Estes mediadores  séo
responsaveis por regular o escape da resposta imune considerado hoje um dos
fatores responsaveis por facilitar e acelerar a progressdo e metastatizagdo do
cancer (HANAHAN e WEINBERG, 2011). O entendimento do papel desses
mediadores poderia auxiliar na identificacdo de marcadores especificos para o
CIM, umas vez que, esse tipo de cancer de mama é marcado pela rapida
progressao tumoral e pequeno intervalo livre de doenca. Para provar estas
hipoteses mais estudos serdo realizados.

Em suma, o presente estudo demonstrou que na populacdo estudada
aproximadamente um quarto dos casos de CIM ocorrem em mulheres com até 40
anos. Que a sobrevida média é mais desfavoravel no grupo dos CIM quando
comparado ao CMLA como também evidenciada nos subgrupos RE+, C-erbB2, e
triplo negativo. Interessantemente, o tempo de sobrevida média das mulheres com
CIM ou CMLA da nossa amostragem apresentou-se claramente inferior ao
observado em outras séries realizadas nos EUA. Mas, diferentemente do esperado
ndo foi possivel detectar diferencas na expressao de NF-kB ou IL-18 nos grupos
CIM ou CMLA.
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7. CONCLUSOES

1. Nao houve diferenca quanto a expressdo do NF-kB e da IL-18 nos
grupos CIM e CMLA;

2. Nao foi observado correlacdo entre a expressao de NF-kB e IL-18 com
0s marcadores moleculares, resposta a quimioterapia neoadjuvante e a

sobrevida de pacientes com cancer de mama.

3. Pacientes portadores de CIM apresentam sobrevida significativamente

menor que aqueles com CMLA,;

4. Na populacdo aqui estudada um quarto dos casos de CIM aparece em

mulheres mais jovens (até 40 anos);
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ANEXO A - ESTADIAMENTO CLINICO (AJCC, 2010) DO CANCER DE MAMA

CLASSIFICACAO TNM

Tl1<2cm
T1mi — microinvasédo < 0,1 cm
Tla>0,1e<0,5cm
Tlb>0,5e<1cm
Tlc>1e<2cm)
T2>2e<5cm
T3>5cm
T4:
T4a - qualquer tamanho, com extenséao direta para a parede toracica, ndo
incluindo muasculo Peitoral Maior
T4b - qualquer tamanho, com extensao direta para a pele. Ulceracéo,
nodulos satélites, Edema incluindo peau d’orange, sem critérios para
carcinoma inflamatorio
T4c - Tdae T4b

T4d - cancer inflamatério.

NO: sem metastase regional

N1: metastase para linfonodos (LNs) axilares ipsilaterais méveis

N2a: metastase para LNs axilares ipsilaterais fixos entre eles ou a outras
estruturas

N2b: metastase clinicamente aparente apenas em LNs da cadeia mamaria
interna ipsilateral, na auséncia de metastase clinicamente aparente na cadeia
axilar

N3a: metastase para LNs da cadeia infraclavicular ipsilateral, com ou sem
envolvimento da cadeia axilar

N3b: metastase clinicamente aparente na cadeia mamaria interna ipsilateral,
na presenca de metastase clinicamente positiva na regido axilar

N3c: metastase na cadeia supraclavicular ipsilateral, com ou sem

envolvimento da cadeia axilar ou mamaria interna

M1: metastase a distancia
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Zero Tis NO MO
1A T1 (inclui T1mi) NO MO
IB TO N1imi MO
T1 N1mi MO
A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
1B T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO N2 MO
Tl N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
1B T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
][e qqT N3 MO
v qqT qqN M1
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ANEXO B - Aprovacédo do CEP do Instituto do Cancer do Ceara - ICC
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ANEXO C - Aprovacéo do CEP do Hospital Geral de Fortaleza

5, (GOVERNO po

k|
. ESTADO po CEARA SUS g

' Secretaria da SaGde - SESA e

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP/HGF
Fortaleza, 12 de Marco de 2012.
limo. Sr. comunicamos-lhe o parecer do CEP

Pesquisador: Ronaldo de Albuquerque Ribeiro

Projeto Intitulado: Expressdo de mediadores inflamatdrios no carcinoma
inflamatoério da mama.

Area de conhecimento: Ciéncias da Sadde / Medicina

Entrada no CEP: 26/01/12

Protocolo do CEP: 290201/12

Objetivo geral: Avaliar a expressdo de mediadores inflamatorios em amostras
humanas de carcinoma inflamatério da mama, carcihoma de mama localmente
avancgado néao-inflamatdrio, mastite e amostras de tecido mamario sem patologia
obtidas durante mamoplastia. Trata-se de uma pesquisa clinica (ensaio histoquimico)
a ser ser realizada no Laboratério de Farmacologia da Inflamacdo e do Céncer
(LAFICA) do Instituto do Cancer do Ceara. O projeto tem parecer do CEP — ICC.
*Declaramos ter lido e concordar com o parecer ético emitido pelo CEP da instituigao
proponente, conhecer e cumprir as Resolugdes Eticas Brasileiras, em especial a
Resolugdo CNS 196/96. Esta instituicdo esta ciente de suas co-responsabilidades
como instituicdo co-participante do presente projeto de pesquisa, e de seu
compromisso no resguardo da seguranga e bem-estar dos sujeitos de pesquisa nela
recrutados, dispondo de infra-estrutura necessario para a garantia de tai seguranga e
bem-estar. Diante disso, acrescentamos que a referida pesquisa tem muita relevancia,
¢ tecnicamente factivel, portanto o projeto foi aprovado em reunido ordinaria no dia
29/02/2012.

Atenciosamente,
N
3\ i AN RN V\&_{ /M‘
Dré M ft’gvéraci liveira Quejroz" ;\
Coordenadora do Comité de Etica do HGF/CEP



