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RESUMO

O cancer de mama representa uma doenga de grande preocupacdo, devido sua alta
incidéncia e elevada mortalidade sendo, atualmente, considerado como a segunda maior
causa de morte no mundo. Sabe-se que o prognéstico deste tumor esta diretamente
relacionado ao seu estadiamento, sendo estagios mais avancados responsaveis pela
menor sobrevida e prejuizo na qualidade de vida da paciente, devido principalmente a
dor. Os opidides sdo bastante utilizados para minimizar a dor na clinica oncologica.
Contudo, na literatura observam-se resultados conflitantes em relacdo a utilizacdo de
farmacos opidides e sua acdo nas células tumorais e no processo de angiogénese no
microambiente tumoral, ainda had muitas controvérsias. Portanto, esse estudo prop6s
avaliar a expressdo dos receptores opidides Mu (p), Kappa (x), correlacionando com
fatores progndsticos tais como os marcadores de angiogénese (VEGF), de proliferacao
celular (Ki-67) e morte celular (TUNEL) em bidpsias de tumores mamarios com
estadiamento T4, com ou sem processo metastatico, estratificados quanto ao subtipo
molecular Luminal A e Luminal B, diagnosticados e operados no Hospital Haroldo
Juacaba (Instituto do Céncer do Ceard) no periodo de 2011 a 2016. Um total de 39
amostras de bidpsias de pacientes com cancer de mama padrdes Luminal A e Luminal
B, com tamanho do tumor T4, com e sem processo metastatico, diagnosticados, tratados
e operados no Hospital supracitado foram inseridos no estudo. Dados demograficos e
caracteristicas tumorais, incluindo o uso de opidides e a presenca de recidiva de doenga,
foram também motivo de avaliacdo e de comparacdo. Além disso, no presente estudo,
foi avaliada a expressdo, através de imunohistoquimica, dos marcadores p e k opioides,
VEGF, Ki-67 e TUNEL nas amostras de biopsia de mama através da técnica de Tissue
Microarray (TMA). Nossos resultados demonstraram que: 1. verificou-se que hd um
predominio significativo de imunomarcacdes de ki67 nos linfonodos em pacientes que
utilizaram opidides quando comparados as pacientes que nao utilizaram opidides no
seguimento clinico (p=0,011); 2. foi evidenciado que pacientes do subtipo molecular
Luminal A apresentam um aumento significativo de chances de apresentar 51-75% de
marcacdo de morte celular tecidual (TUNEL) no tumor quando comparadas as pacientes
definidas como subtipo Luminal B (p=0.020; OR=21.000; 1C=1.613-273.340); 3. foi
possivel evidenciar que as pacientes com estadiamento do tipo T4 que apresentaram
recidiva (7,2+3,7) demonstraram uma diminuicdo de expressdo do histoscore do «
Opioide, na localizacdo linfonodal, quando relacionado as pacientes que néo
apresentaram evolucdo clinica associada a recidiva (10,8+2,2) (p=0.033) e 4. as analises
de correlacdo entre os marcadores p ¢ k opidides, VEGF, Ki-67 e TUNEL demonstram
gue estes achados, provavelmente, atuam em uma mesma cascata de eventos no CA de
mama com estadiamento T4. O presente estudo demonstrou que o0 uso de opioides esta
diretamente associado ao aumento da expressdo de Ki-67 e da prevaléncia de ndo
recidivar, as quais mostraram menor expressdo para 0 receptor kappa opioide.
Adicionalmente, ndo houve diferenca significante entre os tumores luminal A e luminal
B e a imunoexpressdo dos receptores opioides foram independentes dos receptores de
angiogénese. Em sintese, nos tumores luminal A e luminal B o uso de opioides esta
diretamente associado a um pior progndéstico, por reducdo da expressdo do receptor
kappa opioide.

Palavras-chave: Opioides; Cancer de mama; Luminal A e Luminal B; Angiogénese.



ABSTRACT

Breast cancer represents a disease of great concern due to its high incidence and high
mortality and is currently considered the second largest cause of death in the world. It is
known that the prognosis of this tumor is directly related to its staging, with more
advanced stages responsible for lower survival and impairment in the patient's quality of
life, mainly due to pain complaints. Opioids are widely used to minimize pain at the
oncology clinic. In the literature there are conflicting results regarding the use of opioid
drugs and their action on tumor cells and the process of angiogenesis in the tumor
micro-environment. Therefore, this study aimed to evaluate the expression of mu (u),
Kappa (k) opioid receptors, correlating with prognostic factors such as markers of
angiogenesis (VEGF), cell proliferation (Ki-67) and cell death (TUNEL) in Biopsies of
tumors with T4 staging, with or without metastatic process, stratified for the Luminal A
and Luminal B molecular subtype, diagnosed and operated at Haroldo Juacaba Hospital
(Ceard Cancer Institute) from 2011 to 2016. A total of 38 biopsy specimens from
Luminal A and Luminal B breast cancer patients with T4 tumor size, with and without
metastatic process, diagnosed, treated and operated at the abovementioned Hospital
were included in the study. Demographic data and tumor characteristics, including the
use of opioids and the presence of disease recurrence, were also a reason for evaluation
and comparison. In addition, in the present study, the expression, by
immunohistochemistry, of the p and k opioid markers, VEGF, Ki-67 and TUNEL in the
breast biopsy samples by the Tissue Microarray (TMA) technique was evaluated. Our
results demonstrated that: 1. It was found that there is a significant predominance of
ki67 immunoblotting in lymph nodes in patients who used opioids when compared to
patients who did not use opioids in the clinical follow-up (p = 0.011); 2. It was
evidenced that patients of the Luminal A molecular subtype present a significant
increase in the chances of presenting a 51-75% T cell count in the tumor when
compared to patients defined as Luminal B subtype (p = 0.020, OR = 21.000; CI =
1,613-273,340); 3. It was possible to show that patients with T4 staging who presented
recurrence (7.2 + 3.7) demonstrated a decrease in the histoscore expression of the
Opioid « in the lymph node location when related to the patients who did not present
clinical evolution associated with relapse (10.8 + 2.2) (p = 0.033) and 4. The correlation
analyzes between the opioid p and k markers, VEGF, Ki-67 and TUNEL demonstrate
that these findings probably act on the same cascade of events in the CA of T4 stage
breast. Our study demonstrated that the use of opioids is directly associated with the
increase in Ki-67 expression and the prevalence of relapses, which showed lower
expression for the opioid kappa receptor. In addition, there was no significant difference
in the biological behavior of Iluminal A and luminal B tumors and the
immunoexpression of opioid receptors were independent of angiogenesis receptors. In
summary, in luminal A and luminal B tumors the use of opioids is directly associated
with a worse prognosis, due to reduction of opioid kappa receptor expression.

Keywords: Opioids; Breast cancer; Luminal A and Luminal B; Angiogenesis.



10

LISTAS DE TABELAS

Perfis imunofenotipicos para a classificagdo molecular por imunohistoquimica dos 14

tumores de mama

Anticorpos utilizados para reacao de imunohistoquimica
Caracterizacdo descritiva das variaveis clinico e socio-demograficas das pacientes

Imunomarcacdo para o perfil de proliferacdo tumoral (ki67) e de morte celular
(TUNEL) em amostras de bidpsias de pacientes com CA de Mama estratificados quanto
ao uso de opidides

Imunomarcacgdo para os opidides Mu (1) e Kappa (k), para o VEGF em amostras de
bidpsias de pacientes com CA de Mama estratificados quanto ao uso de opidides

Imunomarcacgdo para os opidides Mu (u) e Kappa (k), para o VEGF, em amostras de
biopsias de pacientes com CA de Mama com subtipo molecular Luminal A e Luminal B

Imunomarcacdo para o perfil de proliferacdo tumoral (ki67) e de morte celular
(TUNEL) em amostras de biopsias de pacientes com CA de Mama estratificados quanto
ao subtipo molecular Luminal A e Luminal B

Imunomarcacgdo para os opidides Mu (u) e Kappa (k), para o VEGF em relacdo a
presenca de recidiva em amostras de bidpsias de pacientes com CA de Mama

Imunomarcacdo para o perfil de proliferacdo tumoral (ki67) e de morte celular
(TUNEL) em relacdo a presenca de recidiva em amostras de bidpsias de pacientes com
CA de Mama

Anélise de correlacdo de Spearman's entre os marcadores das pacientes com CA de
mama

25
29

32

33

34

35

36

37

41



Figura 1

Figura 2

LISTA DE FIGURAS

Painel histologico com HE e as imunomarcac6es, perfil de proliferacdo tumoral
(ki67) e de morte celular (TUNEL) em amostras de biopsias de pacientes com CA

de Mama com localiza¢es tumorais, peritumorais e de metastase linfonodal

Painel histologico com as imunomarcagdes dos receptores opidides Mu (W),
Kappa (k) e VEGF em amostras de bidpsias de pacientes com CA de Mama com

localizacGes tumorais, peritumorais e de metéstase linfonodal

38

39



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

TMA Tissue Microarray

CA Cancer

(W Receptor Mu opioide

(k) Receptor Kappa opidide

VEGF Fator de crescimento endotelial vascular
ki67 Proteina de proliferacédo celular

in situ No local

INCA Instituto Nacional de Cancer

EUA Estados Unidos da América

RE Receptor de Estrogeno

RP Receptor de Progesterona

HER-2 Oncoproteina

CDI Carcinoma ductal infiltrante ou invasor

MAPK/ERK Mitogen-activated protein kinases/extracellular signal-regulated kinases

Akt Quinase Atividade Kit

TNF-a Fator de Necrose Tumoral alfa
NK Células Natural Killer

SUS Sistema Unico de Sadde

ICC Instituto do Céncer do Ceara
UFC Universidade Federal do Ceara
OMS Organizacdo Mundial de Saude
TNM Estadiamento do tumor

DAB Diaminobenzidine

PBS Tampdo solucdo salina

H,0, Agua oxigenada

NEMPI Nucleo de estudos em microscopia e processamento de imagem


https://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
https://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases

HE Hematoxilina eosina

RH Receptor hormonais
RT Radioterapia

QT Quimioterapia

T4 Tamanho do tumor
OR Odds ratio

SPSS Software do windows



1.1
1.2
1.3
13.1

3.1
3.2

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.6
4.7

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

SUMARIO

Introdugéo

Cancer de mama

Subtipos moleculares do cancer de mama

Opidide

Efeito dos opidides na progressdo tumoral

Justificativa

Obijetivos

Objetivo Geral

Objetivo Especificos

Material e método

Aspectos éticos

Delineamento do estudo

Selecéo da amostra

Técnica do Tissue Microarray (TMA) e Processamento imunohistoquimico

Analise de Imunohistoquimica

Ensaio de TUNEL

Anédlise estatistica

Resultados

Caracterizacdo clinica e socio-demograficas das pacientes com de CA de mama
Imunomarcacdo para os opidides Mu (i) e Kappa (k), para o VEGF, para o perfil de
proliferacdo tumoral (ki67) e de morte celular (TUNEL) em amostras de bidpsias de
pacientes com CA de Mama estratificados quanto ao uso de opioides

Imunomarcagdo para os opidides Mu e Kappa, para o VEGF, para o perfil de
proliferacdo tumoral e de morte celular em amostras de bidpsias de pacientes com CA
de Mama com subtipo molecular Luminal A e Luminal B

Imunomarcagdo para os opidides Mu e Kappa, para o VEGF, para o perfil de
proliferacdo tumoral e de morte celular em relagdo a presencga ou auséncia de recidiva
em amostras de biopsias de pacientes com CA de Mama

Analises de correlagcdo entre os niveis de expressdao das imunomarcagdes para 0S
opiodides Mu e Kappa, para o VEGF, para o perfil de proliferagdo tumoral e de morte

celular no CA de Mama

10
10
13
15
16
20
21
21
21
22
22
22
22
24
26
27
27
28
28

31

33

35

40



Discusséo

Concluséao

Referéncias

Anexo A - Parecer Consubstanciado - Instituto do Cancer do Ceara

Anexo B - Parecer Consubstanciado - Universidade Federal do Ceara

42
48
49
57
62



10

1. Introducéo

1.1 Cancer de mama

O céancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em todo
0 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 cancer 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 regides 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 epidemioldgicos 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 Céancer estima que
em 2014 foram diagnosticados 1.658.370 novos casos de cancer, dos quais, 231.840
foram 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).

Segundo os dados do Instituto Nacional do Cancer, no ano de 2016, no
Brasil, foram diagnosticados 57.960 novos casos de cancer de mama, o que equivale a
28,01% de todos os diagnosticos de cancer no pais (INCA, 2016). Foram estimados
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 cancer de pele do tipo ndo melanoma
(182 mil casos novos) e dos tumores de prostata (69 mil) (INCA, 2014). Ja as taxas de
mortalidade por cancer de mama no Brasil continuam em patamares elevados, nao
havendo registro de queda nos Gltimos dez anos, o que tem contrastado com o

observado em paises como Reino Unido, Estados Unidos e Franca (INCA, 2014).
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Provavelmente, esta alta taxa de mortalidade observada no Brasil estaria relacionada ao
diagndstico da doenca ja em estadios avangados.

Esses nimeros expressivos nos fazem perceber que, esforcos no sentido de
desenvolver novos métodos de prevencéo, diagndstico e tratamento do cancer de mama
sdo imperativos, bem como definir critérios adequados para se determinar o prognéstico
e assim, a agressividade do tratamento a ser proposto ao paciente. Sabe-se que alguns
fatores associados ao cancer de mama ja foram estudados e até hoje ainda séo utilizados
na predicdo da agressividade da doenca. Caracteristicas como o tamanho do tumor, o
namero de linfonodos axilares comprometidos, o tipo e o grau histoldgico, a presenca
de invasdo angiolinfética e perineural, além da expressdo de receptores hormonais (RE-
Receptor de Estrogeno, PR — Receptor de Progesterona) e do C-erbB2 (HER2) sdo
alguns dos mais usuais determinantes de prognostico e por vezes também do tratamento
utilizados na prética clinica diaria.

Existe uma ampla variedade de padrdes morfoldgicos de cancer de mama e
estes diferentes tipos histologicos, por si sO, fornecem importantes informacdes
prognoésticas. Varios testes tém sido propostos para subestratificar as neoplasias
mamarias 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 os tumores com maior possibilidade de recorréncia (PEROU et al., 2000;
SOTIRIOU et al., 2006).

Para a subestratificacdo da neoplasia mamaria, Vvé-se que a
imunohistoquimica é o método mais acessivel, ja existindo atualmente alguns testes
disponiveis comercialmente, como o teste preditor de subtipos tumorais de 50 genes
(PAMS50) (CHIA et al., 2012; PRAT et al., 2012.), para estratificacdo de tumores em
bom ou mau prognostico (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.

Neste contexto, os tumores malignos de mama séao classificados conforme
as caracteristicas de suas células e relacdo com os tecidos ao seu redor. Nas fases
iniciais, ainda sem a presenca de nddulos, as alteracbes do tecido provocam um

acumulo de célcio e podem ser identificadas pela mamografia como grupamentos de
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calcificagbes. As chamadas microcalcificages agrupadas podem indicar o cancer em
fase muito precoce, com lesbes menores ou iguais a um centimetro de didmetro
(SENISKI, 2008).

Quando as células estdo anormais e nao existe ruptura das suas membranas
basais, ou seja, ndo existe invasdo de tecidos, o carcinoma é chamado de in situ. Se as
células sdo provenientes dos ductos o carcinoma é dito ductal e se oriundas em l6bulos
mamarios chama-se de carcinoma lobular, havendo quebra da barreira entre as células
do epitélio e conjuntivo acrescenta-se a denominacéo invasor (LISBOA, 2009).

O carcinoma ductal infiltrante ou invasor (CDI) é o mais prevalente nas
mulheres, classificado de acordo com as varia¢cdes morfoldgicas, que sdo inumeraveis, e
0 padrdo de disseminacdo. Os CDI sdo tumores soélidos, firmes, pouco circunscritos,
com bordos infiltrativos e de consisténcia arenosa. A superficie de corte é amarelada ou
cinza-amarelada, com trabéculas irradiando na gordura adjacente, conferindo ao tumor
um aspecto estrelado ou espiculado. Algumas vezes estes tumores podem ser
delimitados, redondos, lobulados ou multinodulares (SENISKI, 2008).

O Carcinoma Inflamatorio de mama é um céncer mais raro e normalmente
se apresenta de forma agressiva, comprometendo toda a pele, deixando-a edemaciada e
hiperemiada (GODINHO, KOCH, 2004; LISBOA, 2009). A sintomatologia inicial € um
pequeno nodulo no seio, geralmente indolor e que pode crescer lenta ou rapidamente
dependendo de sua carcinogénese (BRITO et al, 2007; BARROS et al, 2001).

Contudo, apesar dos evidentes avan¢os, alguns subtipos de cancer de mama
ainda persistem como sindnimos de evolucdo desfavoravel e prognéstico ruim. Desta
forma, a avaliacdo do perfil de expressdo de determinados mediadores da resposta
inflamatdria, como citocinas, fatores de transcri¢do e expressao de genes especificos no
cancer de mama, poderiam auxiliar na identificacdo de possiveis marcadores
prognosticos ou potenciais alvos terapéuticos, alem de oferecer subsidios para melhor

caracterizar a patogénese dos diferentes subtipos de cancer de mama.
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1.2. Subtipos moleculares do cancer de mama

Os subtipos luminais tém denominacdo advinda da semelhanca que as
células neopléasicas desses grupos possuem com as células mamarias normais, que ficam
em contato direto com o limen dos ductos mamarios, as chamadas células luminais.
(SOTIRIOU et al, 2003).

O subtipo molecular luminal A, que representa cerca de 60% dos casos dos
carcinomas de mama, apresenta, em relacdo aos demais, o0 melhor prognostico. Na sua
maioria, sd0 tumores que apresentam receptor de estrogénio positivo e baixo grau
histologico. Os antiestrogénicos, tamoxifeno e inibidores de aromatase, sdo as terapias
alvo-especificas utilizadas para o seu tratamento sistémico (WEIGEL; DOWSETT,
2010).

Classificam-se como luminais A os tumores positivos para receptor de
estrogénio (RE) e/ou receptor de progesterona (RP), e negativos para amplificacdo e/ou
superexpressdo de HER2 (PEROU et al, 2000; SPRLIE et al 2001; SOTIRIOU et al
2003; SPORLIE et al 2003). Estudos recentes trazem que esse subtipo deve ainda
apresentar um indice de Ki-67, avaliado por imunohistoquimica, inferior a 14% de
células neoplasicas imunomarcadas (Tabela 1) (CHEANG et al, 2009; KENNECKE et
al, 2010; VODUC et al 2010).

Os tumores do subtipo luminal B exibem, em sua maioria, receptores
hormonais positivos, embora por vezes esses sejam expressos em baixos niveis e
comumente apresentem alto indice proliferativo. S&o caracterizados por expressarem
genes associados ao HER2 e a um maior numero de genes de proliferacdo celular, que
incluem a expressdo de genes MKI167 (Ki-67), CCNB1 e MYBL2. Seu maior indice de
proliferacdo celular traz consigo um pior prognostico em relacdo aos tumores luminais
A (SORLIE et al 2001; SORLIE et al 2003). A expressdo de RE, RP, HER2 e mais
recentemente a utilizacdo do indice do Ki-67, distinguem o subtipo luminal A do
luminal B (CHEANG et al, 2009).

Uma nova estratificacdo foi proposta para esse subgrupo em: luminal B e
luminal HER2. O subtipo luminal B, mais recentemente, tem sido caracterizado pela
positividade de pelo menos um dos receptores hormonais, ser HER2 positivo (luminal
HER?2), e quando o HER2 é negativo, por ter um indice de Ki-67 igual ou superior a
14% de ceélulas neoplasicas imunomarcadas (CHEANG et al; 2009, VODUC et al
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2010). Essa nova subclassificagdo, com a utilizacdo do indice de Ki-67, tem alterado
significativamente os valores de prevaléncia até entdo encontrados para os subtipos
luminais, uma vez que tumores com alto indice proliferativo, até entdo classificados
como luminais A, segundo 0s novos parametros, sdo classificados como luminais B
(CHEANG et al, 2009; KENNECKE et al, 2010).

O subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de
recorréncia e a uma menor sobrevida livre da doenca especifica em todas as categorias
de tratamento adjuvante sistémico (CHEANG et al, 2009). e, ainda, associado a maior
possibilidade de resisténcia ao tamoxifeno, demonstrando se beneficiar mais do que o
subtipo luminal A de quimioterapia associada a antiestrogénicos (KENNECKE et al,
2010).

Superexpressdo de HER2 O subtipo superexpressdo de HER2, como o
préprio nome indica, possui elevada expressdao da oncoproteina HER2, porém exibe
negatividade para receptores hormonais (CIANFROCCA et al, 2004). Esse subgrupo
possui 0 segundo pior prognéstico em relacdo aos demais (SORLIE T et al, 2003).

O subtipo basaloide, caracterizado pela expressao de varios genes expressos
em células basais/mioepiteliais, evidencia padrdo prognostico mais reservado, associado
a menor sobrevida livre da doenca e a menor sobrevida. Morfologicamente, é
caracterizado por elevado grau histologico, por alto indice mitético, pela presenca de
areas de necrose e pelo infiltrado linfocitario. Apresenta negatividade tanto para os

receptores hormonais, quanto para a superexpressdo de HER2 (CHEANG et al, 2009).

Tabela 1: Perfis imunofenotipicos para a classificacdo molecular por
imunohistoquimica dos tumores de mama.

Classificacao com o indice de Ki-67 de 14%
Padrao de Imunomarcacao

Luminal & RE+ efou RP+, HERZ2- e Ki-67 <14%

RE+ efou RP+, HERZ- e Ki-67 =14%

Subtipo molecular

ninal B RE+ efou RP+, HER2+ (luminal HER2)
Superexpressao de HER2 RE-, RP- e HER2+
Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ efou EGFR+
Triplo-negativo nao basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-

HERZ: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR: receptor tipo 1 do
fator de crescimento epidérmico; RE: receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona; CK5S:
citoceratina 5.
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1.3. Opidides

A nomenclatura dos derivados do 6pio tem sido alterada com o decorrer dos
anos, eles ja foram denominados narcoéticos, hipnoanalgésicos, e narcoanalgésicos,
termos considerados improprios por incluirem outras substancias que provocam 0 sono
(GOZZANI, 1994). Também ja foram denominados opiaceos, de inicio uma designagéo
genérica, e depois restrita aos derivados naturais do 6pio, como a morfina, codeina e
tebaina (GOZZANI, 1994). O termo opidide foi proposto para designar as drogas com
acdo semelhante a morfina, porém com estrutura quimica diferente (MARTIN, 1983).
Contudo, o conceito evoluiu e passou a incluir todas as substancias naturais, semi-
sintéticas ou sintéticas que reagem com 0s receptores opidides, quer como agonista quer
como antagonista (MARTIN, 1983).

Os opiodides sdo a base do tratamento para a dor severa em canceres
avancados, incluindo o cancer de mama metastatico (Mantyh, 2006). Embora os
opidides atuem diretamente no sistema nervoso central para aliviar a dor, suas
atividades nos tecidos periféricos sdo responsaveis por muitas das complicacdes
secundarias associadas ao tratamento. Um efeito periférico recentemente reconhecido
dos opidides e dos seus receptores € a promocdo do crescimento do tumor dependente
da angiogénese (Farooqui et al., 2007).

Os opidides agem em pelo menos cinco tipos de receptores especificos, 0s
quais exercem suas fungGes tanto no sistema nervoso central como no sistema nervoso
periférico. O subtipo 1 do receptor Mu (l) é responsavel pelos sintomas da analgesia,
euforia e depressao respiratdria enquanto o subtipo 2 medeia efeitos gastrintestinais; o
receptor Kappa (k) relaciona-se a analgesia, sedacdo, miose, disforia e sintomas
psicotominéticos, como despersonalizacdo e desrealizagdo; o Delta ({) interfere na
analgesia e pode estar associado a mudangas do humor; o Epsilon (g) associa-se a
sedacdo; o Sigma (d) esta associado a mudangas do humor e, talvez, alucinacdes
(BALTIERI et al., 2008).

A acdo das substancias com propriedade analgésica opiodide (peptideos
opioides endogenos e analgesicos opidides) resulta de duas acgdes inibitorias sobre o
sistema nociceptivo desencadeadas pela interacdo com o0s receptores opidides: 1)

Inibicdo pds-sindptica atraves do aumento da condutdncia ao K+, promovendo a
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hiperpolarizagdo neuronal e 2) inibigdo da liberagdo de neurotransmissores relacionados
as vias nociceptivas (principalmente glutamato e substancia P) (KANDEL et al., 2000).

As células endoteliais expressam receptores opidide (Grupta et al., 2002) e
respondem aos opiaceos aumentando a concentracdo de calcio intracelular e a producao
de 6xido nitrico (Hsiao et al., 2009). Além da permeabilidade vascular, o 6xido nitrico
regula a proliferacdo das células endoteliais, a migragdo e a liberacdo de protease, todas
importantes para a angiogénese. As concentracfes clinicamente relevantes de morfina
resultam na ativacdo de MAPK/ERK de proteina quinase ativada por
mitogénio/MAPK/ERK regulada por sinal extracelular e Akt de pro-sobrevivéncia em
células endoteliais cultivadas. In vitro, foi mostrado que a morfina induz a proliferacéo
de células endoteliais e migracdo através da transativacdo dos receptores do fator de
crescimento que desempenham um papel fundamental na migracdo e sobrevivéncia
destas células, incluindo o receptor 2 do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) e receptor beta do fator de crescimento (PDGF) (Chen et al., 2009). Num
sistema de células ndo endoteliais, a morfina mostrou ainda transativar o receptor
(FGFR1) de outro fator de crescimento que desempenha um papel chave na
angiogénese, nomeadamente o Fator de Crescimento dos Fibroblastos (FGF) (Singleton
et al., 2006).

1.3.1 Efeito dos opidides na progressao tumoral

Os opidides sdo os medicamentos mais eficazes atualmente disponiveis para
o controle da dor oncoldgica (GACH et al., 2011). Nos Estados Unidos, de 30 a 40%
dos doentes com cancer recentemente diagnosticados e 90% dos pacientes com cancer
avancado relatam dor moderada e severa, que progride em relacdo ao tamanho do
tumor, o grau de metéastases, o tipo de tumor e sua localizacdo (KOODIE et al., 2010).

A farmacologia e funcao analgésica dos opiodides no sistema nervoso central
sdo bem descritos (HASANI; BRUCHAS, 2013). No entanto, pouco se sabe sobre 0s
seus efeitos nas células tumorais. Por esse motivo, o interesse em investigar as possiveis
acOes dos opioides, especialmente da morfina, na progressao tumoral tem aumentado na
ultima década (GACH et al., 2011). Os resultados obtidos até o momento sdo

conflitantes. As discrepancias de resultados devem-se, provavelmente, as diferentes
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linhagens celulares investigadas, as variadas concentracdes de morfina e/ou ao modo de
administragdo utilizado.

O uso cronico de grandes concentracdes de morfina tem sido associado a
inibicdo do crescimento de tumores em alguns trabalhos descritos na literatura
(YEAGER & COLACCHIO 1991; TEGEDER et al. 2003; KOODIE et al, 2010, 2014).
Por outro lado, estudos experimentais e analises clinicas retrospectivas sugerem que 0s
opioides podem promover a progressdo do cancer, reduzindo a sobrevida dos pacientes,
por meio de mecanismos diversos (ZAGON et al, 1983; GUPTA et al. 2002; CHEN et
al, 2006; SINGLETON et al, 2006; FAROOQUI et al, 2006; VAN DEN BEUKEN-
VAN EVERDINGEN et al.2007; FAROOQUI et al, 2007; APOLONE et al, 2009;
BARBERA et al, 2011; FUJIOTA et al. 2011; MATHEW et al, 2011; LENNON et al,
2012; NGUYEN et al, 2014; ZYLLA et al, 2013).

Alguns estudos em modelos animais demonstram que esse efeito
estimulatorio dos opidides na progressdo do cancer envolve a ativacdo dos receptores
opidides (MOSS & ROSOW 2008; WANG et al. 2009; SINGLETON & MOSS 2010),
resultando: 1. na estimulacdo da via MAPK/Erk e consequente progressdao do ciclo
celular (GUPTA et al, 2002); 2. na ativagdo da via PI3K/Akt, mediando efeitos anti-
apoptéticos (IGLESIAS et al, 2003); 3. no aumento da liberacdo do fator ativador de
plasminogénio tipo uroquinase (UPA), promovendo a degradacdo da matriz extra celular
e facilitando metastases (GACH et al 2008) e 4. na ativacdo dos receptores de fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), resultando na formagdo de novos vasos a
partir de vasos pré-existentes, processo denominado angiogénese (SINGLETON &
MOSS 2010), assim como influenciando a persisténcia do processo inflamatério,
ativando vias de sinaliza¢cdes comuns (AFSHARIMANI, 2011).

Os opidides agem ligando-se a receptores opidides do tipo p (ROM)
localizados na medula espinhal e no diencefalo, impedindo o processamento do
estimulo (sinal da dor) no cértex cerebral (Hasani e Bruchas 2013).

Tem-se mostrado na literatura resultados conflitantes sobre a relagdo da
morfina com processo de progressao tumoral, porém estudos observam que esse
farmaco influencia a resposta inflamatdria presente no microambiente tumoral por
interagir nas vias de sinalizacdo comuns, tanto por meio de respostas anti-inflamatdrias

como pro-inflamatdrias. Tem-se sugerido que os receptores p € K mostram papéis
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opostos, 0 primeiro relacionado com uma inducdo de atividade pré-inflamatoria, e o
segundo, anti-inflamatoria. (FINLEY, et al., 2008).

Por exemplo, observa-se que a morfina, inibe expressao de Fator de Necrose
Tumoral alfa (TNF-a), bloqueia Fator Nuclear Kappa B (NFxB), além de agir de
maneira imunossupressora, inibindo componentes da imunidade celular e humoral como
producdo de anticorpos, atividade de células Natural Killer (NK) e expressdo de
citocinas (AFSHARIMANI, 2011). Por outro lado, por exemplo, observa-se que uma
das vias utilizadas por esse farmaco para estimular o processo de angiogénese seria por
meio da ativagdo de COX-2, mediador importante no processo pré-inflamatério
(GACH, et al., 2011).

Em cultura de células de céncer de mama, a morfina aumentou a
proliferacdo e a migracdo de células. Além disso, estimulou o crescimento do tumor e
angiogénese em modelos experimentais de cancer de mama em camundongos
(BIMONTE et al., 2015). A morfina se liga ao receptor opidide p regulando a
progressdo do ciclo celular por estimular a ativacdo da proteina quinase ativadora de
mitogeno (MAPK)/fator de crescimento extracelular (ERK) (GUPTA et al., 2002).

Ja foi demonstrado também que morfina pode mediar apoptose por ativar a
via quinase-3- fosfatidilinositol (PI3K)/ proteina quinase B (Akt) (IGLESIAS et al.,
2003). Adicionalmente, foi mostrado que morfina induz a formacdo de metastase por
suprarregular o ativador de plasminogénio uroquinase (PAu) (GACH et al., 2009).
Enguanto que a angiogénese € induzida por transativacdo do receptor de VEGF
(SINGLETON; MOSS, 2010).

Tem sido proposto que a morfina apresenta importante funcdo na apoptose
de células tumorais. A apoptose é uma forma de morte celular onde uma sequéncia de
eventos programados leva a eliminacdo de células sem a liberacdo de substancias
danosas. Vale destacar que a apoptose € regulada por duas vias: a via intrinseca mediada
por fatores liberados pela mitocondria e a via extrinseca mediada por receptores de
morte celular (ASHKENAZI; DIXIT, 1999; GREEN; REED, 1998). Geralmente, a
apoptose das células cancerigenas ocorre de forma desregulada, levando a rapida
proliferagdo, com consequente progressdao do tumor (HANAHAN; WEINBER, 2000;
HENGARTNER, 2000).

Em linhagem de células cancerigenas do célon (HCT-8), agonistas do

receptor opidide demonstraram estimular o perfil invasivo dessas celulas de forma
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dependente do nivel de expressdo dos receptores opidides, tipo de opidide e
concentracdo do opidide (DEBRUYNE et al., 2010).

Estudo pré-clinicos com antagonista do receptor opioide p, a
metilnaltrexona que é usado para aliviar a constipacdo, em associacdo com a morfina
mostrou aumentar a sobrevida de pacientes com cancer por inibir os efeitos periféricos
da morfina sem afetar o seu efeito analgésico central (JANKU et al., 2016; LENNON,
MOSS, SINGLETON, 2012). Este estudo mostra ainda que o receptor u dentre os
receptores opioides desempenha uma importante funcdo na progresséo do tumor.

O receptor opioide p aumenta a progressdo turmoral por aumentar a
ativacdo de Akt e mTOR, conforme ja mostrado em células cancerigenas de pulméo
(LENNON et al., 2012). As vias de sinalizacdo PI3K/Akt e o alvo de mamiferos de
rapamicina (MTOR) sdo cruciais para o crescimento celular e sobrevivéncia, assim
como tem demonstrado importante papel na progressao do tumor (PORTA; PAGLINO;
MOSCA, 2014). Uma das formas de ativacdo dessas via é por meio da interacdo de
agonistas opioides ao receptor opioide u ou via VEGF (LENNON et al., 2012).

Recentes estudos tém demonstrado que pacientes com cancer de mama
tratados com opioides apresentam um risco de morte incrementado em 1,59 vezes
independente dos demais fatores clinico-patoldgicos (TAN et al., 2017) e como 0s
tumores de mama Luminal A e Luminal B sdo dois importantes tipos histologicos que
possuem comportamentos bioldgicos diferentes e graus de agressividades distintos.
Normalmente o padrdo luminal B apresenta maior marcacdo para Ki-67 e estd
fortemente envolvido com metastases linfonodais e a distancia é provavel que a
expressao para esses receptores de oipdides também mudem significantemente nesses
dois tipos de tumores (INIC et al., 2014).

Sabendo disso e que ambos o0s processos estdo relacionados com a
angiogénese nos tumores malignos (GACH, et al., 2011; EIRO, et al., 2012), vé-se a
necessidade de se estudar a relacdo entre a ativagdo de receptores opioides, angiogénese
e na progressdao tumoral na patogénese no cancer de mama com Ou Sem Processo

metastatico.
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2. Justificativa

Os opioides sdo os medicamentos mais eficazes atualmente disponiveis
para 0 manejo da dor moderada e severa associada ao cancer. A administracdo de
morfina em pacientes oncoldgicos forneceu evidéncias de que além do seu efeito
analgesico a morfina pode alterar o desenvolvimento do tumor, inibindo ou estimulando
a progressao do cancer, por meio de diversos mecanismos, muitos dos quais associados
a ativacdo dos receptores opiodides. Varios estudos descrevem que a expressdo desses
receptores encontra-se aumentada em varios tipos de cancer, especialmente no cancer
metastatico, o que sugere que ligantes enddgenos ou opidides utilizados para analgesia
podem inadvertidamente promover a progressao do cancer.

Os resultados conflitantes acerca do efeito dos opiodides na progressdo
tumoral,via ativacao de receptores opidides, nos motivou a investigar a expressao desses
receptores nestes tumores, correlacionando com marcadores de angiogénese,
proliferacdo e morte celular. Essas informacdes poderdo contribuir para o entendimento
do efeito dos opidides no cancer, além de poderem ser (teis para o delineamento do

tratamento e de estratégias para o controle da dor oncoldgica.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Avaliar a expressdo dos receptores opidides Mu (u) ¢ Kappa (k)
correlacionando com fatores prognosticos, marcador de angiogénese e de proliferacdo e

morte celular, no cancer de mama, de padrdes moleculares Luminal A e Luminal B.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar em biopsias excisionais de cancer de mama padrdes Luminal A e
Luminal B a expressdo de Receptores opidides Mu (1) e Kappa (k) associando com a
angiogenese;

e Determinar em bidpsias excisionais de cancer de mama padrées Luminal A e
Luminal B a expresséo de marcadores de angiogénese (VEGF);

e Determinar em bidpsias excisionais de cancer de mama padrées Luminal A e
Luminal B a expressdo de marcadores de proliferacdo e morte celular (Ki67 e ensaio de
TUNEL).

e Associar e correlacionar os dados coletados nas analises imunohistoquimicas entre

Si.
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4. Materiais e métodos

4.1 Aspecto eticos

A presente pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do Hospital Haroldo Juacaba (Instituto do Céancer do Ceard), sob
nimero de protocolo #1.618.068, e do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos PROPESQ da Universidade Federal do Ceard, sobe nimero de protocolo
#1.572.019, ambos submetidos através do sistema da Plataforma Brasil.

Nestes termos, a equipe executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir
todas as diretrizes e normas reguladoras descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de
dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude que aprova as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

Os pareceres de aprovacao ética do presente estudo encontram-se disponiveis na

secdo anexos deste manuscrito.

4.2. Delineamento do Estudo

Estudo observacional, quantitativo de carater retrospectivo e de corte
transversal no periodo de 01 de janeiro de 2011 a 31 de dezembro de 2016 no Hospital

Haroldo Juacgaba (Instituto do Cancer do Ceard)

4.3. Sele¢cdo da amostra

Como critério de inclusdo foram selecionadas amostras de bidpsias
excisionais de 39 pacientes com cancer de mama padrfes Luminal A e Luminal B, com
tamanho do tumor T4, com e sem processo metastatico, diagnosticados, tratados e
operados no Hospital supracitado. Os dados sécio-demograficos como: idade, sexo,
grau de instrucdo, raga/cor, capital/interior, convénio/particular ou SUS e clinico-
patolégicos como: caracteristica histoldgica e perfil imunohistoquimico do tumor, assim
como a conduta do tratamento realizado, foram coletados dos prontuérios.

Pacientes do sexo masculino, material insuficiente para analise e prontuarios

incompletos foram excluidos do estudo.
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O estadiamento do tumor foi definido conforme proposi¢cdo do Instituto

Nacional do Cancer INCA que determina TNM, sendo T referente ao tamanho do

tumor, N a acometimento linfonodal e M relacionado a metastases a distancia (OMS,
2005):

T:

N:

Tamanho do tumor

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario Tis Carcinoma in situ: carcinoma intraductal ou
carcinoma lobular in situ ou doenga de Paget da papila sem tumor

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao

T1la - tumor com 0,5 cm ou menos em sua maior dimensao

T1b - tumor com mais de 0,5 cm e até 1 cm em sua maior dimensao

T1c - tumor com mais de 1 cm e até 2 cm em sua maior dimenséo

T2 Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimensao

T3 Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimenséo

T4 Tumor de qualquer tamanho, com extenséo direta a parede torcica ou a pele T4a
- extensdo para parede toracica

T4b - edema (incluindo peau d'orange) ou ulceracdo da pele da mama ou nédulos
cuténeos satélites, confinados a mesma mama

TA4c - T4a e T4b associados

T4d - carcinoma inflamatorio

Acometimento de linfonodos regionais

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por ex. foram removidos

previamente)

NO Auséncia de metéstases nos linfonodos regionais
N1 Metéastase em linfonodo(s) auxiliar(es) homolateral (is) movel (is)

N2 Metastase nos linfonodos axilares homolaterais fixos uns aos outros ou a outras

estruturas

N3 Metastase nos linfonodos da cadeia mamaria interna homolateral
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M: Metastases a distancia
e MX A presenca de metastases a distancia ndo pode ser avaliada
e MO Auséncia de metéastases a distancia

e M1 Metéstases a distancia (incluindo as metastases nos linfonodos supraclaviculares)

Apo6s levantamento dos laudos histopatologicos, as laminas foram
analisadas em microscopio éptico binocular (Nikon®, modelo Eclipse E100). A analise
foi realizada por um patologista experiente de maneira independente, como descrito por
HANS et al. (2004). Apos revisdo de laminas, foram levantados os respectivos blocos

para realizacdo das técnicas de Tissue Microarray (TMA) e imunohistoquimica.

4.4. Técnica do Tissue Microarray (TMA) e Processamento imunohistoquimico

Apos a selecdo dos pacientes, um patologista experiente escolheu, de forma
independente, as areas das bidpsias excisionais com microambiente tumoral adequado
para a investigacdo imunohistoquimica. Uma area do linfonodo, uma area peritumoral e
uma area intratumoral da peca cirtrgica foram utilizadas para retirada dos fragmentos e
confeccdo do bloco de TMA.

Para técnica de TMA, uma agulha oca (Quick -Ray UNITMA®) foi
utilizada para remover pequenos fragmentos de tecidos, de até 0,6 milimetros de
diametro, de regides em interesse de blocos parafinados. Estes fragmentos foram entéo
inseridos em um bloco receptor de parafina, em um padrdo de matriz precisamente
esparcadas. Seccdes deste bloco foram feitas com um micrétomo para coloragdo por
hematoxilina-eosina e técnica de imunohistoquimica. Cada bloco de microarray pode
ser cortado até em 100 secOes e ser submetido a testes independentes. Assim, cada bloco
foi composto por 60 fragmentos de tecidos. O bloco receptor foi, entdo, submetido a
cortes, em uma mesma sessdo, sequenciais de 3 um de espessura que foram depositados
em laminas de vidro silanizadas, para realizacdo de coloracdo convencional por
hematoxilina-eosina e rea¢Ges de imunohistoquimica. Foram feitos seis cortes para
analise de imunohistoquimica e o bloco receptor foi considerado esgotado quando mais
de 20% das amostras ndo estiverem presentes como observado por Andrande et al.,
(2007).
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A reacdo de imunohistoquimica foi realizada através da técnica da

estreptavidina-biotinilada adaptado de HSU et al., (1981). Apo6s desparafinizacdo e

reidratacdo foi realizada recuperacdo antigénica por meio de sistema Ptlink® (Dako®) a

97°C durante 20 minutos, bloqueio da peroxidase enddgena com peroxido de

hidrogénio, lavagem com solucdo tampéo de fosfato (PBS) e incubagéo overnight com

0s anticorpos primarios.

Tabela 2: Anticorpos utilizados para reacao de imunohistoquimica.

Anticorpo  Marca Especificacéo Diluigéo Controle

primario Positivo

Receptor Abcam® Rabbit monoclonal 1:100 Cérebro

opidide Mu [UMB3] to Mu Animal
Opioid Receptor

Receptor Abcam® Rabbit polyclonal 1:200 Placenta

opidide to Kappa Opioid Humano

Kappa Receptor

VEGF Abcam® Rabbit monoclonal 1:200 Carcinoma
[EP1176Y] to Pulmé&o
VEGF

Ki-67 Abcam® Rabbit monoclonal 1:100 Tonsila/Lin
[SP6] to Ki67 fonodo

Apbs incubacdo com o anticorpo primario, as laminas foram lavadas com

solucdo de PBS e incubadas com pelo o complexo sistema Envision Flex/HRP

(polimero) DAKO por 30 minutos. Posteriormente, foi seguida uma lavagem das

laminas com solucéo de PBS.

A revelacdo foi realizada pelo cromogeno 3,3’-Diaminobenzidine-peroxido

(DAB) (Dako®) e a contra-coloragdo com Hematoxilina de Harris (10”). Apos

coloragéo e contra-coloracdo as laminas foram montadas em balsamo do canada para

avaliacéo.
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4.5. Analise Imunohistoquimica

Foram avaliados os cortes histologicos em TMA da regido tumoral,
peritumoral e linfonodal para imunomarcacao de receptores Opioides, VEGF e Ki67.

Para avaliacdo microscopica, foram fotografados cinco campos por corte
histolégico em um aumento de 400x por meio de um microscépio com camera acoplada
(Leica DM 2000®). As amostras passaram tanto por uma avaliacdo qualitativa
categdrica como quantitativa (Zhang et al. 2015). Foi considerado marcacdo positiva
coloracdo acastanhado em regido de nucleo, citoplasma ou em ambos.

Na avaliacdo qualitativa, foram determinados escores para a intensidade de
imunocoloracdo: 0 quando ndo havia imunocoloracgdo; 1, para imunomarcacao leve; 2,
moderada; e 3, intensa. Na avaliacdo quantitativa, as imagens foram exportadas para o
software ImageJ® e, por meio do comando cell counter, foi determinada a porcentagem
de células tumorais marcadas e ndo marcadas em dareas representativas de tumor,
peritumor e metastase linfonodal. Essa porcentagem foi categorizada de 1 a 4: 1, quando
0-25% das células eram positivas; 2, quando 26%-50% das células eram positivas; 3,
quando 26%-75% das células eram positivas; e 4, quando 76%-100% das células eram
positivas.

Para fins estatisticos, foram determinados histoescores utilizando a
multiplicacdo entre os escores de intensidade e a porcentagem de marcagdo. Obteve-se
entdo: 0-4, marcacdo negativa ou leve; 5-8, marcacdo moderada; e 9-12, marcacdo

intensa. Os marcadores avaliados por porcentagem foram o Ki67 e 0o TUNEL.
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4.6. Ensaio de TUNEL

Seccoes de tecido (3,0 um) foram submetidas a recuperacao antigénica com
Proteinase K (1:250) por 15 minutos e bloqueio de peroxidase com solugédo de H,0, 3%
diluida em PBS (solugdo tampdo de fosfato) por 5 minutos. Ap6s bloqueio da
peroxidase, as laminas foram incubadas por 10 segundos com tampéo equilibrado
(pronto para usar) e com Tdt (1:2.5) por 90 minutos em temperatura ambiente.

A solucdo de parada (strength stop) diluida em tampdo de lavagem (1:15)
foi adicionada por 10 minutos e, ap6s lavagem, o conjugado de anti-digoxigenina
(pronto para usar) foi adicionado. O sistema de revelacéo utilizado foi o DAB e a contra
coloracdo foi realizada com metil green por 10 minutos seguidos de desidratacéo,

diafanizacdo e montagem com laminulas.

4.7. Analise estatistica

Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e analisados por meio dos testes de Mann-Whitney e da
correlacdo nao-linear de Spearman. Os dados categdricos foram expressos em forma de
frequéncia absoluta e percentual e analisados por meio dos testes Exato de Fisher ou
Qui-quadrado.

O nivel de significancia estatistica utilizado foi p<0,05 (2-sided) e todas as
analises foram efetuadas com recurso ao software SPSS para Windows na versdo
20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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5. Resultados

5.1. Caracterizacdo clinica e socio-demograficas das pacientes com de CA de mama

O numero amostral deste estudo (n) foi igual a 39 pacientes com diagnostico
confirmado de CA de mama, sendo todos definidos com estadiamento de tamanho do
tipo T4, dos subtipos moleculares Luminal A (n=10) e Luminal B (n=28) (Tabela 3).
Quanto as variaveis socio-demograficas, observou-se uma predominancia de pacientes
com CA de mama de etnia parda (n=31/79,5%), com idade inferior a 60 anos
(n=20/51,3%), casada ou/e algum relacionamento afetivo (n=26/66,7%), com
procedéncia do interior do estado do Ceard (n=21/53,8%) e com nivel de escolaridade
inferior ao primeiro grau (n=22/56,4%) (Tabela 3).

Em relacdo ao perfil imunohistoquimico, com foco nos receptores
hormonais, observou-se que as pacientes apresentaram achados de bidpsia da mama
compativeis com positividade de RE+ (n=37/97,4%), RP+ (n=34/87,2%) e HER2+
(n=10/26,3%) (Tabela 3). Além disto, 51,4% (n=18) dos casos apresentaram
previamente ao estudo positividade para Ki67 em mais que 25% dos campos analisados
(Tabela 3).

Frente ao estadiamento TNM dos casos de CA de Mama avaliados nesta
pesquisa, verificou-se que, predominantemente, em 30,8% (n=12) dos casos houve
disseminacdo do tumor para 1 ou 3 linfonodos axilares e/ou linfonodos mamarios
internos (N1) ou o tumor disseminou-se para 10 ou mais linfonodos axilares, para 0s
ganglios linfaticos claviculares ou para os linfonodos toracicos internos (N3) (Tabela 3).
Quanto a presenca de metastase a distancia (M), foi possivel observar que 94,7% (n=36)
dos casos apresentaram auséncia de metastases a distancia, sendo classificados como
subtipo de estadiamento MO (Tabela 3).

Foi possivel também verificar que houve um predominio de casos oriundos
do SUS (n=35/92,1%) e que foram submetidos aos trés distintos protocolos de
tratamento do CA de Mama, sendo proeminente o procedimento cirdrgico adicionada de
QT e RT (n=31/79,5%) (Tabela 3). Destaca-se que, respectivamente, 94,9% (n=37) e
82,1% (n=32) dos casos apresentaram-se vivos e sem recidiva clinica até o0 momento da
coleta dos dados (Tabela 3).
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Quanto ao uso de opidides, os dados apresentados sugerem que 0s pacientes
que fizeram uso de opidides apresentaram menores chances de ter recidiva (p=0,045;
OR=6,389; IC=1,044 - 39,112) (Tabela 3).

Tabela 3: Caracterizacdo descritiva das variaveis clinico e sécio-demogréaficas das pacientes, em
relacdo a presencga ou auséncia de recidiva da doenga.

Regresséo Logistica

Recidiva (n/%0) Multinominal
Sem Com
Variaveis n % recidiva recidiva p P OR Minimo Maximo
Raca
Parda 31 79,5 26(81,3) 5(71,4) e - - -
Branca 8 205 6(18,8) 2(286) - - -
Idade
Até 60 anos 20 51,3 17(53,1) 3(42)9) 0695 - - -
Mais de 60 anos 19 48,7 15(46,9) 4(57,1) - - -
Estado civil
Solteira 13 33,3 9(28,1) 4(57,1) 0104 - - -
Com vinculo 26 66,7 23(71,9) 3(429) - - -
Procedéncia
Capital 18 46,2 15(46,9) 3(42,9) 1000 - - -
Interior 21 53,8 17(53,1) 4(57,1) - - -

Grau instrucgéo
Até primeiro grau 22 56,4 19(59,4) 3 (42,9) - - - -

_ I 0,677
Maior que primeiro 17 43,6 13(40,6) 4 (57,1) } i )

grau
Convenio*
SUS 35 92,1 30(93,8) 5(83,3) 0412 - - -
Néo SUS 3 79 263 1(16,7) - - -
Tratamento*
Cirurgia + RT 1 26 1(31) 0(0,0 - - - -
Cirurgia + QT 7 179 7(219 0(0,0) 0,333 - - -
o ETRTT 31 795 24(750) 7(100,0) S _
N
NO 7 179 6(18,8) 1(14,3) - - - -
N1 12 30,8 9(28,1) 3(42)9) 0.886 - - -
N2 8 205 7(21,9 1(143) - - -

N3 12 30,8 10(31,3) 2(28,6) - - -




30

M*
MX
M1
ki 67*
Até 25%
Mais de 25%
Perfil imuno-
histoquimico
RE +
RP +
HER2 +
Fendtipo*
Luminal A

Luminal B

Status Sobrevida
livre de doenca

Sem recidiva
Com recidiva
Status Sobrevida

Vivo
Obito
Uso de Opiodide
Sim
N&o

36 94,7
2 53

30(96,8)
1(3,2)

17 48,6
18 514

14 (48,3)
15 (51,7)

37 97,4 -
34 87,2 -
10 26,3 -

10 26,3
28 73,7

9 (29,0)
22 (71,0)

32 82,1 -
7 179 -

37 94,9 -
2 51 -

25 64,1 23(71,9)
14 359 9(28.1)

6 (85,7)
1(14,3)

3 (50,0)
3 (50,0)

1(14,3)
6 (85,7)

2 (28,6)
5 (71,4)

0,339

1,000

0,65

0,031 0,045

6,389 1,044

39,112

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
p<0,05, teste qui-quadrado ou Exato de Fisher. *Presenca de dados perdidos.
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5.2. Imunomarcacao para os opidides Mu (u), Kappa (k) e VEGF, para o perfil de
proliferacdo tumoral (Ki67) e de morte celular (TUNEL) em amostras de biopsias

de pacientes com CA de Mama estratificados quanto ao uso de opiodides

Conforme demonstrado na Tabela 4, quando os casos de CA de mama sao
estratificados de acordo com o uso ou ndo de opioides, verificou-se que ha um
predominio significativo de imunomarcacgdes de Ki67 nos linfonodos em pacientes que
utilizaram opidides quando comparados as pacientes que ndo utilizaram opidides no
seguimento clinico (p=0,011) (Tabela 4). Entretanto, embora ndo significativo
(p=0,083), observa-se um maior percentual de imunomarcacdo de | opidide no
parénquima tumoral para as pacientes que utilizaram opidide no curso clinico da doenca
(Tabela 5).

As demais imunomarcagOes, podemos identificar que a relacdo entre as
expressdes do k Opidide, VEGF e anélise de morte celular (TUNEL), apresentaram
perfis distintos de marcacfes nos casos estratificados quanto ao uso e ndo uso de
opioides. Contudo, estas associacbes ndo foram significativas (p>0.05) (Tabela 5)
(Figurale2).
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Tabela 4: Imunomarcacdo para o perfil de proliferacdo tumoral (ki67) e de morte
celular (TUNEL) em amostras de biopsias de pacientes com CA de Mama
estratificados quanto ao uso de opioides.

Uso de Opiodide (n/%)

Marcadores Sim Néao p-Valor
Ki67 (escore)
Tumor
0% 5 (20,0) 2 (15,4)
1-25% 12 (48,0) 8 (61,5)
25-50% 4 (16,0) 2 (15,4) 0,752
51-75% 1(4,0) 1(7,7)
76-100% 3(12,0) 0(0,0)
Peritumor
0% 3 (60,0) 1 (50,0)
1-25% 2 (40,0) 1 (50,0)
25-50% - - 1,000
51-75% - -
76-100% - -
Linfonodo
0% 2 (12,5) 0 (0,0)
1-25% 5(31,2) 9 (100,0)*
25-50% 6 (37,5)* 0(0,0) 0,011*
51-75% 1(6,2) 0 (0,0)
76-100% 2 (12,5) 0(0,0)
TUNEL (escore)
Tumor
0% 2 (8,3) 0 (0,0)
25-50% 2 (8,3) 1(7,7) 0.842
51-75% 2 (8,3) 2 (15,4) ’
76-100% 18 (75,1) 10 (76,9)
Peritumor
0% 2 (10,0) 0 (0,0)
25-50% 1(5,0) 0(0,0) 0.68
51-75% 3 (15,0) 1(9,1) '
76-100% 14 (70,0) 10 (90,9)
Linfonodo
0% 2 (10,0) 0 (0,0)
25-50% 1(5,0) 0(0,0) 0.393
51-75% 5 (25,0) 1(10,0) '
76-100% 12 (60,0) 9 (90,0)

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
p<0,05, teste qui-quadrado ou Exato de Fisher.
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Tabela 5: Imunomarcacéo para os opioides Mu (), Kappa (k) e VEGF em amostras
de biopsias de pacientes com CA de Mama estratificados quanto ao uso de opidides

Uso de Opiodide

Marcadores Sim Nao p-Valor
K Opioide (%)
Tumor 19,8+44,7 54,3+44,8 0,952
Peritumor 1,1+37,8 0,0+0,0 0,083
Linfonodo 98,9+41,3 53,9+45,1 0,312
k Opioide (histoescore)
Tumor 12,0£1,0  12,0+3,0 0,247
Peritumor 12,0+1,0 12,0+4,0 0,964
Linfonodo 12,0£3,0  12,0£3,0 0,562
VEGF (histoescore)
Tumor 8,0+4,0 3,0£3,0 0,377
Peritumor 3,0+£3,0 6,0+5,0 0,277
Linfonodo 8,0+4,0 11,0+4,0 0,604

Dados expressos em forma de média e desvio-padréo.
p<0,05, teste Mann-WHitney.

5.3. Imunomarcacdo para os opidides Mu (1), Kappa (k) e VEGF, para o perfil de
proliferacdo tumoral (ki67) e de morte celular (TUNEL) em amostras de bidpsias

de pacientes com CA de Mama com subtipo molecular Luminal A e Luminal B

No que diz respeito aos resultados de imunohistoquimica para TUNEL, foi
evidenciada que pacientes do subtipo molecular Luminal A apresentam um aumento
significativo de chances de apresentar 51-75% de marcacdo de morte celular tecidual no
tumor quando comparadas as pacientes definidas como subtipo Luminal B (p=0.020;
OR=21.000; 1C=1.613-273.340) (Tabela 6).
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Tabela 6: Imunomarcacdo para o perfil de proliferacdo tumoral (ki67) e de morte celular
(TUNEL) em amostras de bidpsias de pacientes com CA de Mama estratificados quanto ao
subtipo molecular Luminal A e Luminal B.

Regresséo Logistica

Subtipo molecular Multinominal
Marcadores  Luminal A LuminalB  p-Valor |P OR Minimo Maximo
Ki-67

Tumor
0% 3 300 4 14,3% - - - -
1-25% 7 70,0% 13 46,4% - - - -
25-50% 0 0,0% 6 21,4% 0,250 - - - -
51-75% 0 0,0% 2 7,1% - - - -
76-100% 0 0,0% 3 10,7% - - - -
Peritumor
0% 0 0,0% 4 57,1% - - - -
1-25% 0 0,0% 3 42,9% - - - -
25-50% 0 0,0% 0 0,0% 1,000 - - - -
51-75% 0 0,0% 0 0,0% - - - -
76-100% 0 0,0% 0 0,0% - - - -
Linfonodo
0% 0 0,0% 2  10,0% - - - -
1-25% 4 80,0% 10 50,0% - - - -
25-50% 0 0,0% 6 30,00 0,484 - - - -
51-75% 0 0,0% 1 5,0% - - - -
76-100% 1 20,0% 1 5,0% - - - -
TUNEL - - - -
Tumor
0% 1 125% 1 3,4% - - - -
25-50% 1 125% 2 6,9% 0.472 - - - -
51-75% 0 0,0% 4 13,8% ' - - - -
76-100% 6 750% 22 759% - - - -
Peritumor
0% 1 125% 1 4,3% - - - -
25-50% 1 125% O 0,0% 0.007* - - - -
51-75% 3 375% 1 4,3% ’ 0.020 21.000 1.613 273.340
76-100% 3 375% 21 91,3% - - - -
Linfonodo
0% 111% 1 4,8% - - - -
1-25% 111% O 0,0% 0,174 - - - -

1

1
51-75% 0 00% 6 28,6% - - - -
76-100% 7 778% 14 66,7% - - - -
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
p<0,05, teste qui-quadrado ou Exato de Fisher.
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Em relacdo as demais analises, podemos identificar que, a relacdo entre as
expressdes do p Opidde, k Opidide, VEGF e analise do Ki-67, demonstraram uma
maior expressdo destes marcadores nos casos de subtipos moleculares do tipo Luminal
B quanto associados aos casos do tipo Luminal A. Contudo, estas associacGes nao

foram significativas (p>0.05) (Tabela 6 e 7) (Figura 1 e 2).

Tabela 7: Imunomarcacdo para os opidides Mu (u) , Kappa (k) e VEGF, em
amostras de biopsias de pacientes com CA de Mama com subtipo molecular
Luminal A e Luminal B

Marcadores Luminal A LuminalB  p-Valor
1 Opidide (%)
Tumor 29,26+39,01 52,66+45,24 0,636
Peritumor 12,10+17,40 21,30+40,06 0,823
Linfonodo 33,33+47,14 72,56+39,31 0,629
k Opioide (histoescore)
Tumor 10,67+2,65 11,08+1,75 0,987
Peritumor 9,50+5,00  11,42+1,38 0,721
Linfonodo 9,83+2,56 10,40+2,87 0,796
VEGF (histoescore)
Tumor 8,78+3,60 7,24+3,73 0,348
Peritumor 4,80+4,55 4,44+3,92 0,971
Linfonodo 8,29+3,55 8,74+3,45 0,830

Dados expressos em forma de média e desvio-padrdo. *p<0,05, teste Many-Whitney.

5.4. Imunomarcacao para os opidides Mu (u), Kappa (k) e VEGF, para o perfil de
proliferacéo tumoral (Ki67) e de morte celular (TUNEL) em relacdo a presenca ou

auséncia de recidiva em amostras de biopsias de pacientes com CA de Mama

Em relacdo as associacOes entre as imunomarcagfes de Mu, Kappa, VEGF,
quanto a estratificacdo das pacientes na presenca de recidiva na evolucgdo clinica, foi
possivel evidenciar que as pacientes com estadiamento do tipo T4 que apresentaram
recidiva (7,2+3,7) demonstraram uma diminuicdo de expressdao do histoscore do «
Opioide, na localizacdo linfonodal, quando relacionado as pacientes que apresentaram
evolucdo clinica associada a recidiva (10,8+2,2) (p=0.033) (Tabela 8).
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Tabela 8: Imunomarcacéo para os opidides Mu (u), Kappa (k) e VEGF em relacdo a
presenca ou auséncia de recidiva em amostras de bidpsias de pacientes com CA de
Mama.

Marcadores Sem recidiva Com recidiva p-Valor
K Opioide (%)
Tumor 46,3+43,6 33,5+49,7 0,519
Peritumor 19,7+35,0 0,00,0 0,262
Linfonodo 67,3445 48,5+39,5 0,21
VEGF (histoescore)
Tumor 8,0+3,7 8,7+3,8 0,629
Peritumor 3,9+3,6 6,4+4,3 0,227
Linfonodo 7,9+3,7 11,3+1,5 0,095
k Opioide (histoescore)
Tumor 11,1+1,8 10,5+2,5 0,653
Peritumor 10,8+2,8 12,0+0,1 0,574
Linfonodo 10,8+2,2 7,243,7 0,033*

Dados expressos em forma de mediana e desvio-padréo. *p<0,05, teste Many-Whitney.

Quanto as demais analises, podemos identificar que, a relacdo entre as
expressdes do p Opidide, Ki-67 e andlise de TUNEL, houve uma menor expressdo
destes marcadores nos casos de pacientes que apresentaram recidiva clinica em
comparagdo as pacientes que nao recidivaram (Tabela 8 e 9). Além disto, na analise do
VEGF, observou-se um aumento da expressao deste marcador em pacientes que tiveram
recidiva clinica (Tabela 8). Contudo, estas associacbes ndo foram significativas
(p>0.05) (Figura 1 e 2).
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Tabela 9: Imunomarcacédo para o perfil de proliferacdo tumoral (Ki67) e de morte
celular (TUNEL) em relacdo a presenca de recidiva em amostras de bidpsias de
pacientes com CA de Mama.

Marcadores ) Recidiva (n/?/o)
Sim Nao p-Valor
Ki67 (escore)
Tumor
0% 7 (22,6) 0 (0,0)
1-25% 15 (48,4) 5(71,4)
25-50% 4(12,9) 2 (28,6) 0,38
51-75% 2 (6,5) 0(0,0)
76-100% 3(9,7) 0(0,0)
Peritumor
0% 2 (50,0) 2 (66,7)
1-25% 2 (50,0) 1(33,3)
25-50% - - 1,000
51-75% - -
76-100% - -
Linfonodo
0% 2 (9,5) 0 (0,0)
1-25% 10 (47,6) 4 (100,0)
25-50% 6 (28,6) 0 (0,0) 0,547
51-75% 1(4,8) 0 (0,0)
76-100% 2 (9,5) 0 (0,0)
TUNEL (escore)
Tumor
0% 2 (6,7) 0 (0,0)
25-50% 3(10,0) 0 (0,0) 0.885
51-75% 3(10,0) 1(14,3) '
76-100% 22 (73,3) 6 (85,7)
Peritumor
0% 2 (7,7) 0 (0,0)
25-50% 1(3,8) 0 (0,0) 1,000
51-75% 3(11,5) 1 (20,0) '
76-100% 20 (76,9) 4 (80,)
Linfonodo
0% 2 (8,0) 0(0,0)
25-50% 1(4,0) 0 (0,0) 1,000
51-75% 5 (20,0) 1 (20,0) '
76-100% 17 (68) 4 (80,0)

Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
p<0,05, teste qui-quadrado ou Exato de Fisher.
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CONTROLE NEGATIVO Ki67

TUMOR PRIMARIO

PERITUMORAL

&t 222000 WA sy
Painel histoldgico com HE e as imunomarcacdes, perfil de proliferacdo tumoral (Ki67) e de morte celular (TUNEL) em

bidpsias de pacientes com CA de Mama com localizacGes tumorais, peritumorais e de metastase linfonodal

Figura 1: Foto micrografia de tumor primario HE (A) HE peritumor (B) e HE metéastase linfonodal (C), controle negativo (D, E, F), e

perfil imunohistoquimico para Ki67 (G, H e 1), ensaio de TUNEL (J, L e M). aumento de 400X.

amostras de

Fonte: Programa de P6s-graduacdo em Odontologia e NEMPI.



KAPPA-OPIOIDE MU-OPIOIDE VEGF

. ¥

TUMOR PRIMARIO

PERITUMORAL

METASTASE LINFONODAL

Painel histol6gico com as imunomarcacdes dos receptores opidides Mu (l), Kappa (k) e VEGF em amostras de bidpsias de
pacientes com CA de Mama com localiza¢Bes tumorais, peritumorais e de metastase linfonodal
Figura 2: Aspectos microscépicos de tumor primario, peritumor, metastase linfonodal dos receptores kappa opidide (N, O e P),

Mu opidide (Q, R, S) e 0 VEGF (T, U, V). aumento de 400X.

Fonte: Programa de P6s-graduacdo em Odontologia e NEMPI
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5.5. Andlises de correlacdo entre os niveis de expressdo das imunomarcacgdes para
os opidides Mu (u), Kappa (k) e VEGF, para o perfil de proliferagdo tumoral
(Ki67) e de morte celular (TUNEL) no CA de Mama

Para as analises de correlacdo entre as proteinas estudas, foi avaliada a
influéncia da expressdo de cada marcador opidides Mu () e Kappa (k), o marcador de
angiogénese (VEGF), para o perfil de proliferacdo tumoral (Ki67) e de morte celular
(TUNEL)], e sua respectiva localizacdo, sobre a expressdao dos demais a partir da
analise do teste de correlacdo de Spearman (R), a fim de definir a influéncia que um
marcador tem sobre o outro, buscando-se caracterizar se tais alvos se comportam em
uma mesma cascata de eventos no CA de Mama (Tabela 10).

Na analise de correlacdo de Spearman's, observou-se que ha importantes
correlagbes entre 0s seguintes marcadores: Mu opioide (Tumor) e Mu opioide
(Peritumor) (r=0.555; p=0.011); Mu opioide (Tumor) e Kappa opioide (Tumor)
(r=0.414; p=0.010); Mu opioide (Tumor) e TUNEL peritumoral (r=0.363; p=0.045); Mu
opioide (Linfonodo) e Kappa opioide (Linfonodo) (r=0.457; p=0.025); Mu opioide
(Linfonodo) e Ki 67 (Linfonodo) (r=0.-525; p=0.010); VEGF tumor e Ki 67 tumor (r=-
0.378; p=0.018); VEGF peritumoral e Kappa opioide (Tumor) (r=-0.535; p=0.009);
VEGF linfonodo e TUNEL Linfonodo (r=-0374; p=0.009); TUNEL tumor e TUNEL
peritumoral (r=0.505; p=0.004) (Tabela 10). Tais dados demonstram que estes
marcadores, provavelmente, atuam em uma mesma cascata de eventos no CA de mama

com estadiamento T4.



Tabela 10: Anélise de correlacdo de Spearman's entre os marcadores das pacientes com CA de mama.

Spearman's 1

*p<0,05, Correlacdo de Spearman's.

Mu Tu | Mu Pe | Mu Linf | VEGF Tu | VEGF Pe | VEGF Linf | KTu | KPe |KLinf|Ki67 Tu |Ki67 Pe | Ki67 Linf | TUNEL Tu | TUNEL Pe | TUNEL Linf
Mu Tu 0,011 0.149 0.070 0.331 0.124 0,010 | 0,686 | 0.134 | 0.335 0.481 0.126 0.070 0,045 0.801
Mu Pe 0.097 0.623 0.082 0.977 0.125| 0,571 | 0.214 | 0.753 0.374 0.167 0.366 0.706 0.941
Mu Linf 0.304 0.967 0.655 0.314 0.238 | 0.543 | 0,025 | 0.697 1.000 0,010 0.814 0.534 0.353
VEGF Tu 0293 | -0.117 | 0.009 0.273 0.277 0.211| 0.883 | 0.084 [ 0,018 0.638 0.648 0.627 0.758 0.241
VEGF Pe -0.212 | -0.434 | 0.121 -0.233 0.486 0,009 | 0.895 | 0.997 | 0.263 0.237 0.334 0.856 0.207 0.424
VEGF Linf | 0292 | -0.008 | 0.210 0.205 -0.181 0251 | 0.795 | 0.387 | 0.126 1.000 0.729 0.737 0.353 0.050
K Tu 0.364 0.245 0.205 -0.535 0.216 0.642 | 0.935 | 0.576 0.374 0.918 0.965 0.586 0.253
K Pe -0.102 | 0.159 | -0.206 0.037 -0.035 -0.084 0.122 0.405 | 0.452 1.000 0.924 0.869 0.649 0.524
K Linf 0.291 | 0.370 0.327 -0,001 0.170 0.016 | 0.265 0.521 1.000 0.787 0.812 0.874 0.228
Ki67 Tu -0.161 | 0.075 | -0.084 -0.378 0.238 0.291 -0.094] 0.189 | -0.127 0.317 0.099 0.843 0.314 0.983
Ki67 Pe 0322 | 0.447 0.000 -0.218 -0.514 0.000 -0.447| 0.000 | 0.000 1.000 0.846 1.000 1.000
Ki67 Linf | -0314 | -0,408 | -0.525 0.094 -0,268 0.071 -0,021| 0.031 | -0.056 | 0.337 0.000 0.958 0.766 0.575
TUNEL Tu | 0301 | 0.214 | -0.049 0.081 -0.039 0.064 -0.008| 0.042 | -0.046 | -0.034 | -0.091 0.011 0,004 0.102
TUNEL Pe | 0363 | 0.090 | -0.144 0.057 0.280 -0,194 -0,102] 0.119 | 0.035 | 0.184 0.000 -0.067 0.062
TUNEL Linf | 0.048 | 0.021 | -0.198 0.217 0.207 0.374 -0.212| 0205 | 0.240 | 0.004 0.000 0.120 0.305 0.379
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p -value (2-tailed)



42

6. DISCUSSAO

A prevaléncia e suscetibilidade de surgimento de neoplasias de mama sao
maiores nas mulheres de pele branca conforme demonstrado por BARROS et al. (2013)
que encontrou a predominancia de mulheres brancas (57,6%); porém o diagnéstico
tardio é realizado mais frequentemente na populacdo feminina afrodescendente. No
campo da saude, ha evidéncias de vulnerabilidades que fragilizam mulheres negras em
termos de diferencas de morbidade e acesso a saude (GUIMARAES, 2012; ROSA,
2003). Na analise das variaveis socio demograficas no presente estudo, observou-se
uma predominancia de pacientes de etnia parda (n=31/79,5%), com idade superior a 60
anos (n=20/51,3%), o que corrobora com os dados apresentados pelo INCA (2016) que
descreve o cancer de mama como sendo relativamente raro antes dos 35 anos e que
acima desta idade sua incidéncia cresce progressivamente, principalmente ap6s os 50
anos.

Outro dado demografico que se encontra relatado na literatura e encontrado
também na populacdo em estudo € a maior incidéncia em mulheres casada ou/e algum
relacionamento afetivo (n=26/66,7%), dados que corroboram com levantamento
encontrado por GUIMARAES et al. (2012) em que no seu estudo encontraram a
predominancia de mulheres casadas e LOTTI et al. (2008) (64,3%) em todas as faixas
etarias, com maior concentracdo acima de 45 anos com procedéncia do interior do
estado do Ceara (n=21/53,8%) e com nivel de escolaridade inferior ao primeiro grau
(n=22/56,4%). Alguns estudos mostraram um maior atraso de procura por tratamento
associado ao baixo grau de instrucdo (SHARMA et al., 2012), a menor renda familiar
(YAU et al., 2010) e a residéncia distante do local de tratamento (UKWENYA et al,
2008). Tais resultados permitiram inferir que, quanto maior a idade menor o nivel de
escolaridade e quanto mais jovem a paciente, maior o nivel de escolaridade
(GUIMARAES, 2012). Percebe-se, ainda, uma percentagem baixa de pacientes com
nivel superior, mostrando que as pacientes atendidas nessa Instituicdo Publica de Saude
possuem baixo nivel educacional. Deve - se considerar que a escolaridade representa
um fator importante no planejamento e implementacdo de atividades educativas e de
prevencdo (GUIMARAES, 2012; JANZ, 2005).

Verificou-se, neste estudo, que na procedéncia da maioria das pacientes foi

de cidades do interior (53,8%), 0 que se alinha com as demais pesquisas sdcio
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demogréficas (GUIMARAES, 2012; PINHEIRO et al., 2013) realizadas no perfil
populacional de pacientes com cancer de mama, por estas cidades do interior serem
desprovidas de centros de atendimento de alta complexidade em suas cidades e por
Fortaleza ser caracterizada como cidade referéncia de salde para alta complexidade de
cidades vizinhas. Encontramos também, o predominio de casos oriundos do SUS
(n=35/92,1%) e que foram submetidos aos trés distintos protocolos de tratamento do CA
de Mama, sendo eles 0 mais frequente o procedimento cirargico adicionada de QT e
RT (n=31/79,5%), e que 94,9% (n=37) e 82,1% (n=32) dos casos, respectivamente,
apresentaram-se vivos e sem recidiva clinica até 0 momento da coleta, mostrando que a
opcao de escolha do tratamento foi adequada.

Quando avaliamos o perfil imunohistoquimico, com foco nos receptores
hormonais, observou — se que as pacientes apresentaram achados de biopsia da mama
compativeis com positividade de RE+ (n=37/97,4%), RP+ (n=34/87,2%) e HER2+
(n=10/26,3%), estes dados verificam que 0s RE e os RP estéo altamente associados com
a idade da paciente no diagnostico, sendo significativamente mais positivos em tumores
de mulheres pds-menopausa, € que a maioria dos tumores positivos para RP sdo
também positivos para RE o que também foi encontrado por ROSEN (1997) e BRITO
(2007). Em estudo realizado por EISENBERG (2001) foi verificado que cerca de dois
tercos dos carcinomas de mama sdo receptores hormonais (RH) positivos (RE e/ou RP)
e esta positividade esta altamente associada com a idade da paciente e existe uma
relacdo inversa com o tamanho do tumor e o grau histoldgico. Os tumores RH positivos
tém um bom progndstico e respondem melhor a terapia hormonal. As pacientes com
tumores positivos para RP mostram um maior intervalo de tempo livre da doenca e
maior sobrevida (SHIMIZU, 2000; BRITO, 2007), verificou — se também que 51,4%
(n=18) dos casos apresentaram positividade para Ki67 em mais 25% dos campos
analisados, corroborando com os estudos anteriores (QUINTAO et al., 2016).

Frente ao estadiamento TNM dos casos de CA de Mama, admite-se que as
células malignas disseminam-se inicialmente por via linfatica para os linfonodos
axilares e depois de alcancam a circulagdo sisttmica. Outra hipOtese sugere que 0
carcinoma mamario € uma doenca sisttmica desde o inicio; entretanto, o estadiamento
axilar continua tendo importantes implicacdes prognosticas (TAVASSOLI, 2000). Nos
achados observados neste estudo, confirma — se essa hipdtese ja que foi encontrado que
em 30,8% (n=12) dos casos houve disseminagdo do tumor para 1 ou 3 linfonodos

axilares e/ou linfonodos mamarios internos (N1) ou o tumor disseminou-se para 10 ou
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mais linfonodos axilares, para os ganglios linfaticos claviculares ou para os linfonodos
torécicos internos (N3), j& em relacdo a presenca de metéstase a disténcia (M), foi
possivel observar que 94,7% (n=36) dos casos apresentaram auséncia de metastases a
distancia, sendo classificados como estadiamento MO.

Quanto ao uso de opidides, os dados apresentados sugerem que 0s pacientes
que fizeram uso de opidides apresentaram menores chances de apresentarem recidiva.
Um estudo realizado por Sjogren (2016) mostrou que pacientes com cancer avangado
descobriu que aqueles que tiveram dor intratdvel em opidides sistémicos e receberam
morfina intratecal tiveram sobrevivéncia mais longa do que aqueles que receberam
exclusivamente morfina sistémica.

Quando os casos de CA de mama sdo estratificados de acordo com 0 uso ou
ndo de opidides, verificou-se que ha um predominio significativo de imunomarcacoes
de Ki67 nos linfonodos em pacientes que utilizaram opidides quando comparados as
pacientes que ndo utilizaram opidides no seguimento clinico. A positividade para
proteina Ki67 é um indicador de progndstico adverso, e sua hiperexpressao se
correlaciona com atividade mitética elevada, indiferenciacdo celular e maior tendéncia a
invasdo (RICCI, 2008). A imunomarcacdo de ki67 marca a o perfil de proliferacdo
celular, como tumores bem diferenciados tendem a ter baixo indice de proliferacdo
qguando comparados aos de alto grau (alto indice de proliferacdo) muitas vezes sdo mais
sensiveis ao tratamento.

As drogas opidides, antagonista dos receptores p em nivel periférico
demostraram diminuir o crescimento de linhas tumorais in vitro (KUROSAWA, 2012)
inibindo a angiogénese (MATHEW, 2011), entre outros efeitos (MAO, 2013) — o que
parece confirmar a importancia de tais receptores nos efeitos sobre o crescimento
celular. Entretanto, embora ndo significativo, observou-se um maior percentual de
imunomarcacao de i opidide no parénquima tumoral para as pacientes que utilizaram
opiodide no curso clinico da doenca. Ja& para as demais imunomarcagfes estudadas,
podemos identificar que a relagéo entre as expressdes do k Opioide, VEGF e analise de
morte celular, apresentaram perfis distintos de marcagdes nos casos estratificados
quanto ao uso e ndo uso de opioides, contudo estas associacdes nao foram significativas.

H& evidéncias emergentes de que a expressdao e sinalizagdo de MOR
(receptor opidide mu) desempenham plausivelmente um papel na progressdao do cancer
ao interagir com angiogénese, EMT (transicdo epitelialmesenquimal) , mTOR (alvo

mamifero de inibidores de rapamicina), Src (fosforilacdo de tirosina), e outras vias de
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sinalizacdo. A elevacdo da expressdo de MPOR sugere piores resultados em pacientes
com cancer que estdo expostos a opiodides sistémicos ou aqueles com altos niveis de
expressao de MOR (SINGLETON et al.,2015).

Os resultados da marcacdo para TUNEL evidenciou que pacientes do
subtipo molecular Luminal A apresentam um aumento significativo de chances de
apresentar elevada (51-75%) de marcacdo de morte celular tecidual no tumor quando
comparadas as pacientes definidas como subtipo Luminal B. Estes achados sdo
baseados na classificacdo dos tumores em que os subtipos luminais A sao positivos para
receptor de estrogénio (RE) e/ou receptor de progesterona (RP), e negativos para
amplificacdo e/ou superexpressdo de HER (CHEANG, 1999) e os subtipos luminal B,
mais recentemente, tem sido caracterizado pela positividade de pelo menos um dos
receptores hormonais, ser HER2 positivo (luminal HER2), e quando o HER2 é
negativo, por ter um indice de Ki-67 igual ou superior a 14% de células neoplésicas
imunomarcadas (VODUC,2010; ; PRAT et. al.,, 2011; BARROS e LEITE, 2015).
Estudos recentes trazem que o subtipo luminal A deve ainda apresentar um indice de
Ki-67 inferior a 14% de células neoplasicas imunomarcadas (KENNECKE e VODUK
2010; PRAT et. al., 2011; BARROS e LEITE, 2015). Isso sugere que 0s tumores
Luminal A apresentam elevada taxa de apoptose.

Ja os tumores do subtipo luminal B exibem, em sua maioria, receptores
hormonais positivos, embora por vezes esses sejam expressos em baixos niveis e nao
raramente apresentem alto indice proliferativo. S&o caracterizados por expressarem
genes associados ao HER2 e a um maior nimero de genes de proliferacdo celular. Seu
maior indice de proliferacdo celular traz consigo um pior prognostico em relacdo aos
tumores luminais A (SORLIE, 2003; PRAT et. al., 2011; BARROS e LEITE, 2015). O
subtipo luminal B foi significativamente associado a um maior risco de recorréncia e a
uma menor sobrevida livre da doenca especifica em todas as categorias de tratamento
adjuvante sistémico (CIRQUEIRA et. al., 2011).

Em relacéo as associa¢Oes entre as imunomarcagdes de Mu, Kappa, VEGF,
Ki67 e TUNEL, quanto a estratificacdo das pacientes na presenca de recidiva na
evolucéo clinica, foi possivel evidenciar que as pacientes com estadiamento do tipo T4
que apresentaram recidiva (7,2+3,7) demonstraram uma diminuicdo de expressao do
histoscore do k Opidide, na localizacdo linfonodal, quando relacionado as pacientes que
ndo apresentaram evolugdo clinica associada a recidiva (10,8+2,2) (p=0.033),

provavelmente devido ao fato que opioides suprimirem a imunidade celular e humoral,
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incluindo atividade de células NK, producdo de citocinas imunoestimulantes, atividade
fagocitica e producdo de anticorpos. Em ratos, a morfina aumenta a angiogénese e
promove crescimento de células tumorais (AFSHARIMANI et al., 2011). Tanto o
fentanil como a morfina inibem a atividade de células NK em humanos ja o tramadol
estimula a acdo das células NK em animais e humanos (KALIL FILHO,2011).

Quanto as demais andlises, podemos identificar que, a relacdo entre as
expressdes do p Opidide, Ki-67 e analise de TUNEL, houve uma menor expressdo
destes marcadores nos casos de pacientes que apresentaram recidiva clinica em
comparagdo as pacientes que ndo recidivaram. Além disto, na andlise do VEGF,
observou-se um aumento da expressdo deste marcador em pacientes que tiveram
recidiva clinica, mas estatisticamente estas associagdes ndo foram significativas,
provavelmente porque ndo sdo relevantes para este grupo de pacientes. Fato até entdo
ndo descrito na literatura, assim € a primeira vez que estes marcadores sdao estudados
neste novo cenario em cancer de mama.

Nas analises de correlacdo entre os marcadores avaliados observamos que
existem importantes correlacfes entre os seguintes marcadores: | opidide (Tumor) e u
opidide (Peritumoral); p opidide (Tumor) e k opidide (Tumor); p opidide (Tumor) e
TUNEL peritumoral; p opidide (Linfonodo) e k opidide (Linfonodo); p opidide
(Linfonodo) e Ki 67 (Linfonodo); VEGF tumor e Ki 67 tumor; VEGF peritumoral e k
opidide (Tumor); VEGF linfonodo e TUNEL Linfonodo; TUNEL (Tumor) e TUNEL
(Peritumoral). Tais dados demonstram que estes marcadores, provavelmente, atuam em
uma mesma cascata de eventos no CA de mama com estadiamento T4.

Contudo verifica — se a necessidade de validacdo funcional desses marcadores,
buscando, possivelmente, a realizacdo de um estudo prospectivo que avalie as
consequéncias do uso de opidide desde o diagndstico da neoplasia mamaria, nos
diferentes subtipos moleculares Luminais, e até mesmo, em outros subtipos
diagnosticos do cancer de mama, seguindo a avaliagdo por todo o curso da doenca.

Em relacdo as demais analises, podemos identificar que, a relacdo entre as
expressdes do p Opidde, k Opioide, VEGF e analise do Ki-67, demonstraram uma
maior expressdo destes marcadores nos casos de subtipos moleculares do tipo Luminal
B quanto aos casos do tipo Luminal A. apesar destas associacdes ndo terem sido
significativas, talvez em uma amostra maior de pacientes esta associacdo possa ser
demonstrada ou estes marcadores possam estar associados com mutagdes geneticas em

fases mais avancadas e tardias da doenca, o que n&o era contexto deste estudo.
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Verificamos que uma limitacdo deste estudo esta associada a necessidade de
validacdo funcional das imunoexpressdes de i Opidde e k Opidide em uma casuistica
mais ampla, buscando, possivelmente, a realizacdo de um estudo prospectivo que avalie
as consequéncias do uso de opioides desde o diagnostico da neoplasia mamaria, seja nos
subtipos moleculares Luminais, e até mesmo, em outros subtipos diagndsticos do cancer
de mama, sendo seguida por todo o curso da doenca.

Nesse estudo entendemos que os opidide apresentam-se como um potencial
marcador de resposta a terapéutica neoadjuvante em cancer de mama e
consequentemente de sobrevida global e intervalo livre de doenca. Salienta-se que a
identificacdo de outras vias para origem e progressdo do cancer é de relevancia clinica
para o desenvolvimento de tratamentos mais individualizados serd provavel que a
predicdo de resposta terapéutica seja avaliada no futuro por meio da combinacdo de

biomarcadores.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as recidivas dos tumores de mama T4
estdo associadas ao ndo uso de opioides e baixa expressao do receptor kappa opioide e 0
uso de opioides é diretamente associado a imunoexpressao de ki-67. Adicionalmente,
ndo houve diferenca significante no comportamento biolégico dos tumores luminal A,
luminal B e a imunoexpressdo dos receptores de opioide ndo se associaram aos
marcadores de angiogénese.

Em sintese, nos tumores luminal A e luminal B o ndo uso de opioides esta
diretamente associado a um pior progndéstico, por reducdo da expressao do receptor

kappa opioide.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pela Instituigio Coparticipante
DADDS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: EXPRESSAD DE RECEPTORES DF'I?IDES E MARCADORES DE ANGIOGENESE E
DE PROGRESSA0 TUMORAL MO CANCER DE MAMA
Pesquisador: Alceu Machado de Sousa
Area Temdtica:
Versdao: 1
CAAE: 58452216.0.3001.5528

Instituigio Proponente: DEFARTAMENTO DE MORFOLOGIA
Patrocinador Principal: Financiamento Prépric

DADODS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.612.068

Apresentagio do Projeto:

O projeto em questido visa avaliar a expressio de receptores opidides correlacionando com fatores
prognasticos, marcadores de angiogénese e de proliferagio celular no cincer de mama com ou sem
processo metastatico. O projeto enfoca a importante relagio entre a ativagio de receptores opidides e
angiogénese na progressao wmeral na patogénese no cancer de mama. Os opidides s3o o5 medicamentos
mais eficazes atualmente disponiveis para o manejo da dor moderada e severa associada ao cancer. &
expressio desses receptores encontra-se aumentada em varos tipos de cincer, especialmente no cincer
metastatico, o que sugere que ligantes enddgenos ou opidides utilizados para analgesia podem
imadvertidamente promaover a progressio do cancer. Os resultados conflitantes acerca do efeito dos opidides
na progressio tumoral, via ativagio de receptores opidides & objeto desse estudo. Messe sentide, o
presente projeto visa investigar a expressdo desses receplores nestes tumores, correlacionando com
angiogénese & marcadores de progressdo tumoral. Essas informagdes poderdo contribuir para o
entendimento do efeito dos opidides no cancer, além de poderem ser lteis para o delineamento do

tratamento & de estratégias para o confrole da dor oncoldgica.

Dbjetive da Pesquisa:
Avaliar de forma retrospectiva a expressao dos receplores opidides Mu (u), Kappa () e Dela ()
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Contruagio do Panscer: 1.518.068

comelacionando com fatores progndsticos, marcadores de angicgénese e de proliferagio celular no cincer
de mama com cu sem processo metastitico de pacientes diagnosticados e operados no Hospital Haroldo
Juagaba (Institute do Cancer do Ceara).

= Dieterminar em bidpsias excisionais de cincer de mama com ouw sem processo metastatico a expressio de
Recepiores opicides Mu {p);

= Dieterminar em bidpsias excisionais de cincer de mama com ouw sem processo metastatico a expressio de
Receptores opidides Kappa ()

= Dieterminar em bidpsias excisionais de cincer de mama com ouw sem processo metastatico a expressio de
Receptores opidides Delta ()

= Dieterminar em bidpsias excisionais de cincer de mama com ouw sem processo metastatico a expressio de
Marcadores de angiogénese (CD31 e VEGF);

= Dieterminar em bidpsias excisionais de cincer de mama com ouw sem processo metastatico a expressio de
marcadores de proliferagdo e morte celular (kiG7, ciclina D1 e ensaic de TUMEL).

= Correlacionar os dados coletados nas andlises imunc-histoguimicas com fatores clinico-patoldgicos e

prognosticos, incluindo sobrevida.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Quanto aos riscos aos participantes, assegura-se gque ndo havera riscos aos pacientes, vistos que os
mesmaos n3o serdo submetidos a nenhum procedimento clinico para esta pesquisa. Mo entanto, em
pesquisas com o uso de dados secundarios, tais como prontudrios clinicos, o tipo de risco mais provavel & a
possibilidade de exposigio de informagdes pessoais efou clinicas dos pacientes, tais como pontos
relacionados & aspecios sociais, raciais & sexuais. Segundo o principio da ndo maleficéncia, o pesquisador
tem a obrigagio de ndo infligir danos ow males intencionalmente aos participantes da pesquisa. Meste
sentido, o presente projeto de pesquisa buscara ndc gerar nenhum tipo de risco fisicos ou meoral acs
individuos avaliados. Assim, informa-se que em hipdtese alguma serdo divulgados, por gquaisquer meios de

divulgagio, dados pessoais ou produtos das analises dos prontuarios relacionados aos entrevistados.

Quanto aos beneficios da pesquisa, estima-se que a mesma beneficiara com a identificagio da influéncia de
medicagies opioides, que s3o0 usualmente utilizadas por pacientes oncoldgicos, na progressio do tumer de
mama.

Colaborando para uma melher escolha destas medicagies.
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Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
Apds anilise do apresentado, o presente projeto se justifica e evidencia o racional do estudo em pacientes
com cdncer de Mama, que tem comao objetivo estudar a relagdo entre a ativagio de receptores opidides,

angiogénese e progressao tumoral na patogénese no cincer de mama com ou sem processo metastatico.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos os termos de apresentagio obrigatdria estio presentes conforme as exigéncias do CEF. Mo presente
projeto, foi solicitado a dispensa da aplicagio do Termo de consentimento livre e esclarecido por trata-se de
pesquisa retrospectiva com uso de prontudrios e blocos parafinados.

Recomendagdes:

Recomenda-se, na parte da metodologia, na segdo “selegio da amostra” redefinir o periodo da coleta dos
blocos. Sugerisse atualizar para os (itimos 15 anos ao invés de 01 de janeiro de 2000 a 31 de dezembro de
2014.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Mo projeto encaminhado, serdo desenvolvidos dados impertantes na relagSe entre a ativagio de receptores
opidides, angiogénese e progressao tumoral na patogénese no cancer de Mama CoOM OU SEM ProCesso
metastatico. O projeto apresenta um oneroso orgamento, entretanto fica clare na proposta a viabilidade da
execugdo do projete no laboratdrio NEMPI-UFC. Além disso, a equipe executora envolvida no projeto
apresenta potencialidade técnico-cientifica. Portanto, devido ac exposto acima, consideramos positiva a
proposta, a qual deferimaos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEF acompanha o parecer do relator, aprovando o projeto sem quaisquer restrigies.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 250520168 Aceito
do Projeto ROJETO GE8386.pdf 15:51:38
Declaragio de declaracao_patologistas.jpg 25/05/2018 |Alceu Machado de Aceito
Pesguisadores 16:51:22 |Sousa
Folha de Rosto folha_de rosto pdf 25/05/2018 |Alceu Machado de Aceito

15:50:58  |Sousa
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Projeto Detalhado [ | Projeto_Alceu.doc 24/05/2018 |Alceu Machado de Aceito
Brochura 14:08:38 |Sousa
Investigador
Projeto Detalhado ! | Projeto.doc 21/4/2018 | Alceu Machado de Aceito
Brochura 10:58:38  |Sousa
Investigador
Outros caraencaminhamento. doc 2000452018 |Alceu Machado de Aceito
20:18:54 | Sousa
QOutros lattes. pdf 20v0452018 |Alceu Machado de Aceito
20:18:07 | Sousa
Outros icc.jpg 2070472018 | Alceu Machado de Aceito
20:17:22 | Sousa
Outros fieldepositariot.jpg 2070472018 | Alceu Machado de Aceito
20:16:23 | Sousa
Outros fieldepositario.jpg 2000472018 |Alceu Machado de Aceito
20:14:20 | Sousa
TCZLE ! Temnos de | termodedispensa.docx 2070472018 | Alceu Machado de Aceito
Assentimento / 20:13:38  |Sousa
Justificativa de
Auséncia
Orgamento orcamentio.docx 20V04/2018 Alceu Machado de Aceito
20:13:01 Sousa
Declaragio de declaracaoconcordancia.doc 2004720168 |Alceu Machado de Aceito
FPesquizadores 20:12:26  [Sousa
Declaragio de declaracaonempi.doc 2000472018 |Alceu Machado de Aceito
Instituigdo & 20:10:12 | Sousa
| Infraestrutura
Declaragio de declaracaocicc.doc 20004720168 |Alceu Machado de Aceito
Instituigio e 20:08:54 | Sousa
Infraestrutura
Cromograma cronograma.docy 2070472018 | Alceu Machado de Aceito
20:08:31  |Sousa
Outros Curriculo_Profa_Renata_Leitao.pdf 25/02/2018 |Alceu Machado de Aceito
14:02:55 |Sousa

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagao da COMEP:

Mio

Enderego:  PAPI JUNIOR

Balme: RODOLFO TEOFILOD
Municlplo: FORTALEZA
Telafone: [85)3265-4653

UF: CE

Fax: [35)3235-2653

CEP: &0.441-700

E-mall: ecoihospeancer-cong.br

Pigina 54 da 05

60



Contruagio do Parecer 1.5125.068

Enderago.  PAR JUNIOR

Balme: RODOLFO TEOFILD

INSTITUTO DO CANCER DO % Plabaforma
CEARA - ICC %ul

FORTALEZA, 01 de Julho de 2018

Assinado por:
Marcelo Gurgel Carlos da Silva
[(Coordenador)

CEP: &0.441-700
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EXPRESSAOD DE RECEFTORES DF'IEf)IDES E MARCADORES DE ANGIOGENESE E
DE PROGRESSAO TUMORAL NO CAMCER DE MAMA

Pesquisador: Alceu Machado de Sousa

Area Temdtica:

Versdo: 1

CAAE: 56452216.0.0000.5054

Instituigio Proponente: DEPARTAMENTO DE MORFOLOGIA

Patrocinador Principal: Financiamento Prépric

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 1.572.019

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de uma pesquisa que visa avaliar se a maior express3o de receplores opidides em carcinoma
inflamatéric da mama primaric & metastatico esta relacionada com a maior expressdo de marcadores de
angiogénese e de proliferacio celular, sendo comelacionada com menor sobrevida dos pacientes, pois sabe-
se que o uso de medicagbes analgésicas opidides & muito utilizadas no controle da dor oncolégica & pouca
se sabe da sua agdo em clulas tumaorais.

Objetive da Pesquisa:

Primario:

Avaliar de forma retrospectiva a expressio dos receptores opidides Mu (), Kappa () e Delta {}
correlacionando com fatores prognosticos, marcadores de angiogénese e de proliferagio celular nos
carcinomas inflamatdrios de mama primaric & metastatico de pacientes diagnosticados e operados no
Hospital Haroldo Juagaba (Instituto do Cancer do Ceara).

Secundarios:

= Determinar em bidpsias excisionais de carcinomas inflamatérios de mama primario e metastatico a
expressio de Receptores opidides Mu ()

«Determinar em biépsias excisionais de carcinomas inflamatérios de mama primario & metastatico a

expressio de Receptores opidides Kappa ();

Enderago:  Rua Cel Nunes de Melo, 1000

Balmo: Rodolfo Tedlio CEP: 50430275
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Tedafone: [85)3366-5344 E-mall: comepedadcbr
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«Determinar em biépsias excisionais de carcinomas inflamatdrios de mama primario & metastatico a
expressio de Receptores opidides Delta ()

«Determinar em biépsias excisionais de carcinomas inflamatdrios de mama primario & metastatico a
expressio de Marcadores de angiogénese (CD31 e VEGF)

= Determinar em bidpsias excisionais de carcinomas inflamatérios de mama primario e metastatico a
expressidc de marcadores de proliferagdo e morte celular (kif7, ciclina D1 e ensaio de TUNEL).

= Correlacionar os dados coletados nas analises imuno-histoguimicas com fatores

clinico-patolégicos e progndsticos, incluindo sobrevida.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:
Riscos: risco minimo, uso de dados secundarios, tais como prontudrios dinicos
Beneficios: Identificar a influéncia de medicagies opidides, que sdo usualmente utilizadas por pacientes

oncolégicos, na progressic do tumor de mama.

Comentarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo cbservacional, quantitativo de carater retrospectivo & de corte transversal. Serdo
selecicnadas amostras de bidpsias excisionais de 51 pacientes com carcinoma inflamatéric de mama,
diagnosticados e operados no Hospital Haroldo Juagaba (Instituto do Cancer do Ceara), no periodo de 01
de janeiro de 2000 a 31 de dezembro de 2014. Os dados socio-demograficos, como idade, sexo, grau de
instrugdo, ragalcor e tipo de entrada no hospital (convénio/particular cu SUS) serdo levados em
consideragdo para selegdo da amostra. Dados clinico-patolagicos, como tipe histoldgice do tumor,
estadiamento , acometimento linfonodal & tratamento realizado também serdo avaliados. Apds levantamento
dos laudos histopatoldgicos, as laminas serdo analisadas em microscépio éptice binocular (Nikern®, modelo
Eclipse E100) para confirmagio da gradagio histologica do tumer. A analise sera realizada por dois
patologistas experientes de maneira independents & caso haja discorddncia, uma andlise conjunta em um
50 microscopio sera feita até que haja concordincia. Apds revisdo de ldminas, serdo levantados os
respectives blocos para realizagio das técnicas de Tissue Microarmay(ThMA)e imuno-histoguimica para os
anticorpos para receptor Mu opoides, Delta opicide, Kappa opoides, ciclina D1, Kig7, CD31 & VEGF.
Também sera avaliada a sobrevida, que sera obtida através da diferencga entre a data do inicio do
tratamento (dia, més & ano) E a data do dbito (dia més e anc) utilizando para fins de analise estatistica a

quantidade de meses entre essas datas. Serdo avaliades os cortes em TMA da parte

Enderago:  Rua Cel Nunes de Melo, 1000

Balmo: Rodolfo Tedlio CEP: 50430275
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
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intratumoral para imunomarcagio de receptores Opidides, Ciclina D1 e Kif7. Para avaliagio microscopica

serdo fotografados 5 campos por corte histolégico em um aumento de 400x. As amostras passario por uma

avaliagdo gualitativa categdrica, onde sera avaliada a intensidade de coloragio. Esta mesma analise sera

feita para avaliagio de densidade vascular utilizado os anticorpos anti-VEGF e anti-CD31.5era realizada

ainda ensaio de TUMEL para avaliagio de morte celular com o anticonpo anti-Kig7.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatériac

Foram apresentades de forma adequada: carta de encaminhamento, folha de rosto, anuéncia da instituico,

concordancia dos pesquisadores, cronograma, orgamento, curricule do pesquisador, solicitagio de dispensa

do TCLE, termeo do fiel depasitario.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:
Sem pendéncias.

Consideragbes Finais a critéric do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informacdes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 25052018 Aceito
do Projeto ROJETO GO8380.pdf 16:51:38
Declaragio de declaracac_patologistas.jpg 25/05/2018 |Alceu Machado de Aceito
Pesguisadores 16:51:22 |Sousa
Folha de Riosio folha_de_rosto_pdf 25/05/2018 |Alceu Machado de Aceito
16:50:59 |Sousa

Projeto Detalhado /| Projeto_Alceu.doc 24/05/2018 |Alceu Machado de Aceito

Brochura 14:06:38  |Sousa

Investigador

Projeto Detalhado /| Projeto.doc 217472018 |Alceu Machado de Aceito

Brochura 18:58:36  |Sousa

Investigador

Outros cartaencaminhamento. doc 200042018 (Alceu Machado de Aceio
20:18:54 | Sousa

QOutros lattes. pdf 2000472018 |Alceu Machado de Aceito
20:18:07 | Sousa

QOutros icc.jpg 2000472018 |Alceu Machado de Aceito
20:17:22 | Sousa

QOutros fieldepositariot.jpg 2000472018 |Alceu Machado de Aceito
20:16:23 | Sousa

QOutros fieldepositario.jpg 2000472018 |Alceu Machado de Aceito
20:14:20 | Sousa
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TCLE / Termos de | termodedispensa.docx 20V042018 |Alceu Machado de Aceito

Assentimento / 20:13:38  (Sousa

Justificativa de

Auséncia

Orgamento orcamento.docx 20/04/2016 |Alceu Machado de Aceito
20:13:01 Sousa

Decla ra-;.iu:: de declaracacconcordancia_doc 20V042018 (Alceu Machado de Aceito

Pesquizadores 20:12:26 | Sousa

Decla raE.iu:: de declaracaonempi.doc 207042018 |Alceu Machado de Aceito

Instituicao 201012 [Sousa

Infraestrutura

Declaragac de declaracaocico.doc 20/04/2016 Alceu Machado de Aceito

Instituigio & 20:08:54 | Sousa

|Infraestruturs

Cromograma cronograma. docs 207042018 |Alceu Machado de Aceito
20-08:31 Sousa

Outros Cumriculo_Profa_Renata_Leitac pdf 25/02/2018 |Alceu Machado de Aceito
14:02:55 [Sousa

Situagio do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mioc

FORTALEZA, D2 de Junho de 2016

Assinado por:
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