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RESUMO

Introdugao: Frequentes delecoes e mutacoes tém sido descritas no gene pl6 em diversos tipos de
tumores, mas pouco se sabe sobre o valor preditivo do p16 na hormonioresisténcia ao tratamento
do cincer de mama. Objetivos: Estudar a expressio do pl6 e dos receptores de estrogénio e pro-
gesterona (RE e RP) em pacientes com carcinoma de mama RE e/ ou RP (+) apds curto periodo
(26 dias) de tratamento com tamoxifeno, anastrozol e placebo. Métodos: Estudo prospectivo
randomizado duplo-cego realizado com 58 pacientes na pés-menopausa diagnosticadas com car-
cinoma ductal invasivo de mama nos estddios II e III, que no perfodo pré-operatério foram sub-
divididas em trés grupos: P (placebo, n = 25), T (tamoxifeno 20 mg/dia, n = 15) e A (anastrozol
1 mg/dia, n = 18). A bidpsia foi realizada no momento do diagndstico e apds a cirurgia definitiva
(26° dia). Realizou-se o estudo semiquantitativo utilizando-se os critérios de Allred. Resultados:
A positividade do p16 variou de 22 para 17%, respectivamente no pré e no pds-tratamento com
anastrozol; variou de 8 para 4% no grupo placebo ¢ nao houve variagao, com 7% de positividade,
no grupo que recebeu tamoxifeno. A comparagio entre grupos e tempos nio apresentou relagio
significativa para o p16 (p = 0,17). Nao foi encontrada correlagio entre a positividade do pl6 e
o status hormonal (RE e RP). Conclusao: Nio houve diferenca estatistica significativa entre os
trés grupos estudados. Outros biomarcadores deverdo ser pesquisados para se identificar preco-
cemente a hormonio-resisténcia e a especificidade terapéutica.

ABSTRACT

Background: Frequent deletions or mutations of the INK4 gene, which encodes the cyclin-depen-
dent kinase-4 inhibitor pl6INK4a, have been documented in various human cancers, bur little
is known about the role of this tumor suppressor gene in primary breast cancer, and there is a lack
of reports in the literature about its expression behavior in neoadjuvant endocrinotherapy with
tamoxifen or anastrozole. Objective: To analyze pIGINK4a expression in patients with invasive
ductal carcinomas (IDC) prior to tamoxifen and anastrozole neoadjuvant treatment and the pos-
sible correlation with estrogen receptor (ER) and progesterone recepror (PgR). Methods: We ex-
amined pl6INK4a expression and its relationship in short period (26 days) neoadjuvant endocrine
therapy with tamoxifen and anastrozole in 58 primary breast cancers with palpable HR-positive
IDC. They were double-blind randomized in three neoadjuvant treatment groups: Anastrozole 1

Trabalho realizado no Hospital Sao Paulo, Sao Paulo (SP), Brasil e Hospital Pérola Byington de Sao Paulo, Sao Paulo (SP), Brasil.

"Departamento de Ginecologia e Patologia da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), Sdo Paulo (SP), Brasil; Departamento de Mastologia
do Hospital Pérola Byington, Sao Paulo (SP), Brasil.

Endereco para correspondéncia: Alexandre Santos Melitto — Avenida Indiandpolis, 219 — CEP 04063-000 — Sao Paulo (SP), Brasil — e-mail:
melitto@hotmail.com

Recebido em: 7/12/2009. Aceito em: 8/1/2010



Estudo do biomarcador p16 no carcinoma de mama de mulheres submetidas a
endocrinoterapia priméaria de curta duragdo com tamoxifeno e anastrozol

mglday (n = 17), Placebo (n = 25) and Tamoxifen 20 mglday (n = 15). Biomarkers status (ER,
PgR and p16) were obtained by comparing single immunobistochemical evaluation of pre and post-
surgery samples using Allred’s method. Results: Variation in p16 was from 22% to 17% in anas-
trozole group, 8% to 4% in placebo group, but there was no variation in tamoxifen group, standing
in 7%. There was no significant statistical difference in pI6INK4a expression between groups (p =
0,17). There was no significant statistical correlation between p16 expression and hormonal status
(RE and RP). Conclusion: There were no significant differences between the three studied groups.

Other biomarkers should be studied to identify early endocrine resistance and specific treatments.

INTRODUGAO

O carcinoma de mama representa um dos principais problemas
de satide do mundo ocidental'. Apesar da redugio na morta-
lidade de 30% pela hormonioterapia com tamoxifeno e anas-
trozol, cerca de 40% das pacientes com receptores hormonais
positivos desenvolvem resisténcia e md resposta a endocrinote-
rapia com estas drogas.

O gene p16 é um gene supressor tumoral localizado no cro-
mossomo 9p21 e seu produto ¢ a proteina de mesmo nome,
cuja fungdo ¢é inibir a proliferacio celular, mantendo a célula
em Gl e inibindo a sua progressao para a fase S da mitose?. Sua
atividade estd inibida em diversos tumores, incluindo o cAncer
de mama’.

Diversos trabalhos procuram demonstrar a relagao entre
o0 pl6 e o cancer de mama em seus diversos estdgios, com
o objetivo de estabelecer associagbes causais, preditivas e
progndsticas®’. Ichikawa et al. estudaram células de carci-
noma de mama apés exposi¢do ao tamoxifeno, confirmando
aumento na populagao de células na fase G1 e G2 e decrés-
cimo no ntmero de células na fase S. Observaram também
aumento da expressao do p53 e p2l, enquanto a expressio
do pl6 nio apresentou variagio, alteracoes dose e tempo-
dependentes®. Nao hd dados disponiveis na literatura sobre
a expressio de pl6 e terapia enddcrina neoadjuvante com
anastrozol.

O objetivo deste estudo foi verificar a expressio de pl6 em
pacientes acometidas por carcinoma de mama antes e apds 26
dias de tratamento com tamoxifeno ou anastrozol, buscando
compreender melhor os mecanismos de agio e resisténcia des-
tas drogas e assim determinar possiveis fatores progndsticos ou
preditivos, bem como identificar possiveis correlagoes com a
expressdo dos receptores de estrégeno e progesterona.

METODOS

Pacientes

Foram incluidas 58 pacientes com diagndstico de carcinoma
ductal invasivo de mama nos estddios IIb e III atendidas nos

Hospitais Sao Paulo e Pérola Byington de Sao Paulo. O estudo
foi prospectivo, duplo-cego envolvendo pacientes que foram
randomizadas em trés grupos: Placebo (n = 25); Tamoxifeno
(n = 15; 20 mg/dia) e Anastrozol (n = 18; 1 mg/dia). Foram
excluidas as pacientes com hipersensibilidade conhecida aos
medicamentos, previamente submetidas & quimioterapia e com
tumores inoperaveis.

As pacientes, apds tomarem conhecimento do estudo e con-
cordarem em participar assinando o termo de consentimento
livre e informado previamente aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa dos Hospitais Sao Paulo e Pérola Byington, foram
submetidas a bidpsia incisional do nédulo mamdrio suspeito
sob anestesia local e randomizadas em um dos grupos. Os Co-
mités de Etica em Pesquisa de ambas as Instituigoes aprovaram
o estudo.

Apés a randomizagio, realizada por uma auxiliar externa
a0 estudo, cada paciente recebeu um frasco lacrado e identi-
ficado com nome fantasia, contendo comprimidos idénticos,
para serem ingeridos na posologia de um comprimido por dia
durante 26 dias. Ao término da medicagdo, cada paciente foi
internada para realizacdo de tratamento cirtrgico definitivo
(quadrantectomia ou mastectomia).

Parte do material obtido no diagnédstico e apds o trata-
mento definitivo foi fixado em solugao de formol liquido
saturado a 10%, impregnado pela pxarafina liquida em
estufa e, posteriormente, foram confeccionadas laiminas
coradas pela hematoxilina e eosina (HE) para confirmar
o diagnéstico de carcinoma de mama segundo a classifica-
¢do da Organiza¢io Mundial de Satide (WHO, 1981).” A
outra parte do material foi enviada para andlise imunois-
toquimica dos marcadores tumorais por meio da técnica
de tissue microarray para avaliagdo dos biomarcadores pré
e pds-tratamento.

Método imunoistoquimico

O arranjo em matriz de amostras teciduais, ou tissue microar-
ray (TMA), ¢ uma técnica descrita com ampla aceitagio pela
literatura mundial. Com um conceito extremamente simples,
agrupa um grande nimero de amostras teciduais em um tnico
bloco de parafina, permitindo o estudo de expressao de marca-
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dores moleculares em larga escala com grande aproveitamento
do material arquivado, do tempo e dos custos®.

O estudo imunoistoquimico foi realizado com anticorpos
para pl6 (Dako- OA315), RE (Neomarkers- M7047) ¢ RP
(Dako- M3569).

Analise estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado um protocolo de cdlculos
especificos para cada situagdo. Foi definido um erro alfa de
0,05 para todos os testes, ou s¢ja, um Intervalo de Confianca
de 95%.

As frequéncias de pl6 entre os grupos, até mesmo das
pacientes tratadas como controles (placebo), foram calcu-
ladas de forma simples, em percentuais, considerando-se
os casos positivos sobre o total dos casos. Comparou-se a
imunorreagio de pl6 antes e depois do tratamento com
tamoxifeno, anastrozol ¢ com os controles (placebos). Esta
comparagio foi realizada da mesma forma para os casos-
controle nas amostras iniciais e nas obtidas no momento
da cirurgia. Para comparar as medidas (positivo e negativo)
entre tempos ¢ grupos, foi utilizado o GEE (General Estima-
ting Equations). Para comparar as medidas (medida) entre
tempos e grupos foi utilizada a Andlise de Varidncia (ANO-
VA) para medidas repetidas com transformagio por postos,
buscando-se encontrar mudanga de comportamento entre
as amostras parcadas em dois momentos distintos de um
mesmo individuo.

Os escores das imunorreagoes de pl6 foram categorizados
em negativo (escore = 0 ou 1) ou positivo (escore 2 ou 3), e os
escores para imunorreacoes de receptores de estrégeno e pro-
gesterona foram categorizados como negativo (escore entre 0 e
2) ou positivo (escore entre 3 ¢ 8) ¢ analisados através do teste
Exato de Fisher.

RESULTADOS

Com as amostras das 58 pacientes efetivamente incluidas no es-
tudo, foram montados dois blocos distintos de TMA: um con-
tendo as amostras colhidas para avaliagio em todas as amostras
no momento “pré”, ou seja, no diagndstico e avaliagio clinica
inicial quando foram colhidos os dados ¢ realizadas as bi6psias
incisionais das pacientes, ¢ outro distinto onde foram alocadas
as amostras pés-tratamento. Em ambos os espécimes, avaliou-
se a expressdo do gene pl6.

Para comparar as medidas categéricas (positivo e ne-
gativo) entre tempos e grupos, foi utilizado o teste esta-
tistico GEE . Foi considerado um nivel de significincia
de 5% (p = 0,05). Ao analisar a Tabela 1, a positividade
do p16 variou de 22% para 17%, respectivamente no pré e
pés-tratamento com anastrozol, de 8% para 4% no grupo
placebo. Nio houve variagdo, com 7% de positividade, no
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Tabela 1. Positividade do p16 nos trés grupos pré e pos-tratamento (anastro-
zol, placebo e tamoxifeno)

Pré Pés
Grupo
Positivo Total Positivo Total
A 4 18 3 18
22% 17%
P 2 25 1 25
8% 4%
T 1 15 1 14
7% 7%
Total 7 58 5 57
12% 100% 9% 100%

A: anastrozol; T: tamoxifeno; P: grupo placebo.

Varidveis Valor de p
Grupo 0,1713
Tempo 0,6246
Grupo x Tempo 0,9225

grupo que recebeu tamoxifeno. A comparacio entre gru-
pos e tempos ndo apresentou relagdo significativa para o
p16 (p = 0,17).

Na comparagio entre os grupos, nio foi encontrada dife-
renca estatisticamente significativa (Tabela 2).

Tabela 2. Expressao de p16 nos grupos (anastrozol, tamoxifeno e placebo):

Comparagio entre grupos Valor de p*
AxP 0,0658
AxT 0,1166
PxT 1,0000

* valor de p corrigido para comparagoes multiplas (Bonferroni)
A: anastrozol; T: tamoxifeno; P: grupo placebo.

Ao compararmos os grupos que receberam anastrozol e ta-
moxifeno com o grupo que recebeu placebo, nao houve dife-
renga significativa entre os tempos (Tabela 3).

A expressio “pré” de pl6 foi significativamente maior (p =
0,02) nos trés grupos estudados (Grafico 1).

Nao foi encontrada diferenca significativa nas expressoes
“pré” e “pos” por grupos (Tabela 4).

Na anélise comparativa de expressao entre os receptores de
estrgeno e progesterona com o pl6, nao foi encontrada rela-
¢Ao estatistica significativa (p = 0,2).
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Tabela 3. Variagdo de expressdo do p16 entre grupos e tempos, agrupando-se 0s grupos anastrozol e tamoxifeno frente ao grupo placebo

Varidvel Tempo Grupo n Média DP Minimo Mediana Miéximo

pl16 Pré P 25 0,44 0,65 0 0 2
A/T 33 0,73 0,80 0 1 3
Total 58 0,60 0,75 0 0 3

plo Pés P 25 0,28 0,54 0 0 2
A/T 32 0,41 0,71 0 0 2
Total 57 0,35 0,64 0 0 2

A: anastrozol; T: tamoxifeno; P: grupo placebo. DP: desvio padrao

Varidveis Valor de p
Grupo 0,1524
Tempo 0,0289
Grupo x Tempo 0,4067
12

0,2 F--rrrerrerss et e

—A—P —T

Grafico 1. Comparagéo entre 0s grupos (anastrozol, tamoxifeno e placebo) e tempos
(pré e pos-tratamento).

Tabela 4. Variagéo da expressdo do p16 e comparagao entre 0s grupos
anastrozol e tamoxifeno em relag@o ao grupo placebo

Grupo Préf Pés Total
Aumento Inalterado Reducio

P 3 15 7 25
12% 60% 28%

AT 5 13 14 32
16% 41% 44%

Total 8 28 21 57
14% 49% 37% 100%

Teste Exato de Fisher: valor de p = 0,3556

A: anastrozol; T: tamoxifeno; P: grupo placebo

DISCUSSAOQ

A terapéutica hormonal com tamoxifeno foi um dos mais im-
portantes fatores responséveis pela redugao da mortalidade nas
pacientes com cincer de mama. Esta droga se mostrou eficaz

também na reducio da taxa de recidiva local, aumento do in-
tervalo livre de doenga e redugio na incidéncia de carcinoma
contralateral *°.

Nas tltimas décadas, os inibidores da aromatase surgiram
como uma alternativa ao tamoxifeno para o tratamento hormo-
nal adjuvante e paliativo de pacientes na pds-menopausa, com
cincer de mama com receptores hormonais positivos. Essas
drogas agem bloqueando a atividade da aromatase, tornando
os niveis circulantes de estrégenos praticamente indetectdveis.

Entretanto, o mecanismo de acdo dessas drogas nao estd
ainda totalmente estabelecido, e um dos objetivos deste estudo
foi verificar se existe alguma relagio entre a exposicao in vivo
de células tumorais ao tamoxifeno e ao anastrozol com alguns
reguladores da proliferagio celular que pudessem sinalizar pre-
ditividade de resposta e prognéstico.

Para estabelecer marcadores preditivos de resposta terapéu-
tica, bem como fatores prognésticos, sio necessdrios estudos
clinicos prolongados que avaliem intervalo livre de doenca e
sobrevida. A definicio de que pacientes RE+ sdo beneficiadas
pela terapia antiestrogénica mudou a evolugio da doenga em
um grupo de pacientes com cincer de mama, mas existe um
subgrupo que nao obtém o beneficio esperado.

Como o tamoxifeno e o anastrozol estdo ligados ao com-
plexo mecanismo de proliferacio e apoptose celular, definir
alguma proteina como marcador preditivo de resposta traria
vantagens na definicao do subgrupo nio-responsivo. Contudo,
um marcador tem valor preditivo apenas se sua expressio ou
auséncia sinalizar sensibilidade a uma terapia determinada.

Pela escassez de dados na literatura em relagdo a expressao
de pl6 e terapia enddcrina neoadjuvante, buscou-se avaliar a
expressdo do gene pl6 antes e apds a exposicio ao tamoxifeno
e anastrozol por curto periodo (26 dias), por meio de compara-
¢o com um Grupo Controle (placebo).

Neste estudo, buscou-se qualificar a positividade das imu-
norreagées de uma forma mais objetiva, associando dois crité-
rios: a intensidade de coloragio e a fragao de células coradas
sobre as amostras, adotando-se o escore de Allred "',

Para cdlculo da variagao das médias, os grupos foram ava-
liados separadamente antes e apds 26 dias. O estudo buscou
demonstrar diferenca na expressio de pl6 entre os tratamentos
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neoadjuvantes utilizados, mas no encontrou diferenga entre os
grupos (p = 0,17).

Estes resultados estao de acordo com a literatura se com-
parados ao estudo de Ichikawa et al., de 2008, que estudaram
essa expressao apos quatro dias de endocrinoterapia, porém
sem demonstrarem alteracio na expressio da proteina do gene
p16. Este resultado poderia ser atribuido ao tempo de exposi-
¢ao 4 medicagao®.

No presente estudo, houve tendéncia a redugio no grupo tra-
tado com anastrozol (p = 0,06), o que significaria dizer que tal-
vez, com um nimero maior de pacientes estudadas ou com au-
mento no tempo de tratamento, houvesse reducio significativa.

Pela escassez de dados disponiveis na literatura que relacio-
nem inibidores de aromatase e pl6, fica clara a necessidade de
mais estudos.

O que poderia ser questionado ¢ se existe alguma diferenca
entre as amostras, pelo fato de serem obtidas em margens tu-
morais opostas, ou trauma cirdrgico que justifique a pequena
redugio do biomarcador nos trés grupos. A manipulagio pré-
via do tumor talvez desencadeie liberagao de fatores teciduais
de agio intracelular com interferéncia no ciclo celular, modifi-
cando a expressdo da proteina pl6.

Uma maneira de responder a essas ddvidas seria a pesqui-
sa de RNA mensageiro (RNAm) em material tumoral fresco,
ou outros biomarcadores para avaliar uma possivel falha nos
comandos celulares para efetivagio da produgio proteica se re-
almente nio houve incentivo nuclear (2 partir do DNA) para
desencadear a produgio da proteina ou se apenas nio ocorreu
o periodo celular necessdrio para que houvesse a expressio an-
tigénica. Em tumores, a expressao fisiolégica pode ser compro-
metida, tornando-se irregular e heterogénea.

Como a superexpressio do pl6 se relaciona com prognésti-
co desfavordvel, poderia se deduzir que hd uma correlagio com
os receptores de estrégeno e progesterona. Entretanto, a ex-
pressao do pl6 ndo variou significativamente em nosso estudo,
no qual foram analisadas apenas amostras RE ou RP positi-
vas. Estes achados estdo em concordancia com a literatura, que
também nio traz evidéncias de correlagio entre a expressio de
p16 e o status hormonal .

Ressalta-se que, embora o p16 tenha sido relacionado  po-
sitividade do receptor de estrogénio, nio houve variagio con-
forme a intensidade da expressao nos grupos RE e RP positi-
vos. No nosso estudo nio foi possivel fazer tal comparagio, ja
que ndo foram incluidos tumores receptores negativos '“.

Em sintese, a pouca variagdo na positividade da proteina p16
apds uma exposicao i vivo ao tamoxifeno e ao anastrozol por
26 dias induz a uma reflexao sobre a possibilidade de a alteragio
desta proteina nao ocorrer de forma precoce na resposta celular
precoce da endocrinoterapia. E possivel que tal proteina seja des-
ticuida de valor preditivo de resposta precoce a endocrinoterapia.
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Futuros estudos com métodos moleculares poderao escla-
recer ddvidas suscitadas a respeito do tempo de exposi¢do a
droga necessdria para interferir nos biomarcadores e proteinas
oriundas da transcri¢io génica relacionadas com a prolifera-
¢ao celular.
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