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Hipoxia and breast cancer: a future possibility as targeted therapy
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RESUMO

Objetivo: Os autores discutem o papel da hipéxia como causa e consequéncia da carcinogé-
nese mamdria e detalham a fun¢do de uma proteina, o fator induzivel por hipéxia tipo 1 alfa
(HIF-1a), como marcador progndstico ¢ o inicio de estudos em terapia-alvo com a utiliza-
¢ao de inibidores. Métodos: Revisio bibliogrifica da literatura. Resultados e Conclusao:
A HIF-la é um importante fator de mau progndstico tanto em tumores iniciais quanto
em localmente avancados e se encontra associado a diversas varidveis, como status axilar e
positividade para a proteina Her-2. Contudo, ainda nio existem trabalhos suficientes com-
provando sua eficdcia como fator preditivo.

ABSTRACT

Objective: The authors discuss the role of hypoxia as cause and consequence of breast carcino-
genesis and emphasize a protein’s function, hypoxia inducible factor type 1 alpha (HIF-1a), as
a prognostic marker and initial studies in target therapy regarding the utilization of HIF-Io.
inhibitors. Methods: Bibliographic review of the literature. Results and Conclusion: HIF-1o.
is an important worse prognostic factor in initial and locally advanced tumors and that it is associ-
ated with diverse variables, such as axillary status and Her-2 positivity. However, there are fewer
researches analyzing its efficacy as a predictive factor.
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Consideracoes gerais

O cincer de mama é uma das principais causas de morte em
mulheres ocidentais. Estatisticas indicam aumento de frequ-
éncia da neoplasia tanto nos pafses desenvolvidos quanto nos
paises em desenvolvimento. Nos Estados Unidos, estimou-se
192.370 mulheres com esta patologia para 2009, com 40.170
mortes'. No Brasil, o tumor de mama ¢ a principal causa de
morte (15,6%) entre as mulheres, contabilizando mais de 9 mil
6bitos por ano, segundo dados de 20082. Este também ¢ o se-
gundo tipo mais incidente de cAncer, contabilizando 49,4 mil
casos, sendo ultrapassado apenas pelos tumores de pele nio
melanoma. Apenas no estado de Sao Paulo, a estimativa para
2010 estipula aproximadamente 65 casos novos para cada 100
mil mulheres, perfazendo total de 27.620 pacientes®.

Devido ao alto percentual de estddios clinicos avancados
em nosso pais, o tratamento cirtirgico nio ¢ a forma inicial-
mente mais recomendada nesses casos; aplica-se, nessa situa-
G40, a terapia neoadjuvante, cujo objetivo ¢ reduzir o volume
primdrio, proporcionando operabilidade nos casos inoperdveis
e aumentando as taxas de cirurgia conservadora da mama nos
casos passiveis de cirurgia. Embora nio existam evidéncias de
que a quimioterapia aplicada antes do tratamento cirtrgico
leve a um ganho de sobrevida substancial, em comparagio a
aplicagio apds o tratamento cirtrgico, estd estabelecido que
pacientes que apresentam resposta objetiva com tratamento
neoadjuvante, em especial resposta patolégica completa, tém
sobrevida livre de doenca e global maior que os casos nos quais
a resposta ao tratamento nio foi satisfatdria’.

Detectar, por meio de estudos bioldgicos, quais pacientes
apresentardo resposta objetiva a um determinado tratamento
relaciona-se 4 necessidade de conhecimento de mecanismos
que propiciam o crescimento tumoral para responder essas
questoes, além de descobrir alvos para novas terapias. Diversos
pontos do processo carcinogenético sdo revisitados, a depen-
der do foco da pesquisa: neoangiogénese tumoral, mecanismos
pré-inflamatérios, hipéxia, remodelacio tissular e desdiferen-
ciagdo celular, intra e extravasio celular e fendmenos epigené-
ticos e genéticos.

Assim como outros tumores solidos, os tumores de mama
necessitam de um microambiente que promova angiogénese,
que nfo apenas mantém a viabilidade tumoral e seu crescimen-
to, mas também contribui com a disseminacio da doenga. Esse
mecanismo apresenta estreita relagio com o prognéstico da do-
enga e tem sido estudada hd pelo menos 40 anos*.

Hipdxia e cancer
Um modelo nio menos importante que promove a angiogénese

¢ o mecanismo de hipdxia tecidual. A hipéxia estd presente
em muitos tumores sdlidos, causada geralmente pela vasculari-
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zacio anormal neopldsica e pela rdpida producio celular. Isso
resulta em dreas de necrose tissular e rdpida morte de células
sadias’.

Define-se hipéxia como um nivel de oxigenagio menor que
1,5%, valor bem inferior que a média de 7% encontrada em
tecidos bem vascularizados®. Tais medidas geralmente sao to-
madas com eletrodos que avaliam a tensio de oxigénio local,
método considerado padrao-ouro para tal verificagio. Sua des-
vantagem ¢ nio conseguir identificar as células que se desdife-
renciam no ambiente hipdxico’.

Marcadores bioquimicos produzidos em ambiente hipdxi-
co estao relacionados a diversos cinceres, notadamente o de
mama, ¢ tém sido considerados fatores progndsticos para tu-
mores altamente indiferenciados, com recentes pesquisas sobre
a sua aplicabilidade clinica como terapia-alvo®’. Nio se sabe se
a hipé6xia contribui para a formagio de tumores agressivos ou
se estes tém um padrao de hipdxia difusa (o mecanismo central
¢ o desvio angiogénico, com producio de fatores neovascula-
res potentes, como o fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), sendo que uma explicacio nio exclui a outra. Porém,
ela tem sido utilizada como parAmetro progndstico em diversos
estudos.

Se a hipdxia é severa ou prolongada, a morte celular ocorre.
As células tumorais podem sofrer mudangas genéticas e adap-
tativas que as permitem escapar de perecer da deprivagio de
oxigénio. Tais alteragbes sio associadas a um fenétipo mais
agressivo, e & maior resisténcia a radio ¢ quimioterapia'’.

Fator induzivel por hipéxia

A ampla resposta celular desencadeada pela hipdxia é mediada
pelo HIE-1 (fator induzivel por hipéxia). Ele ¢ uma proteina
heterodimera (fator de transcricio nuclear) dividida em duas
subunidades, a alfa (0t) e a beta (f3), ambas membros de uma
familia de proteinas (bHLH). A subunidade o apresenta trés
tipos de unidades (1o, 2a, 301), sendo a low superexpressa em
tumores mamdrios e a que apresenta importincia funcional e.
provavelmente, progndstica'’.

Em condigoes de norméxia, sio reconhecidas pela proteina
de von Hippel Lindau (pVHL) e degradadas por hidroxilagio
por meio dos dominios da prolina hidroxilase (PHD’s) e do
fator inibidor da hipéxia (FIH-1) e, por fim, sofrem ubiquiti-
nagio via proteassomo'.

Contudo, no periodo de hipéxia, como nio hd a presenca
das PHD’s e do FIH-1, o HIF-1 migra do citoplasma para o
nicleo, e por conta da sua ligagio com os elementos de res-
posta & hipéxia (HRE) na sequéncia 5-RCGTG-3’ (onde R
¢ qualquer base purinica), assim como do fator de transcricio
CBP300, ¢ ¢ levado a produgio de genes-alvo''. Em especial,
h4 aumento na ativagio dos genes que controlam o transporte
de glicose, a glicélise, gliconeogénese, produgio de fatores de
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crescimento, metabolismo de fosfatos de alta energia, eritro-
poiese, metabolismo do heme, transporte de ferro e sintese do
oxido nitrico. Isto posto, aumenta a chance de sobrevivéncia da
célula cancerigena sobre condi¢oes de hipéxia.

A principal fonte de estimulo do HIF-1a. ¢ a hipéxia; po-
rém ele também pode ser estimulado pela mutacio do proto-
oncogene PTEN', p53% e pela superexpressao do oncogene
Her-2/neu. Em estudo realizado por Garieri® no Departa-
mento de Ginecologia e Obstetricia (DGO) da Faculdade
de Medicina de Ribeirao Preto (FMRP) da Universidade de
S4o Paulo (USP), foram observados maiores niveis séricos de
HIF-1lo em pacientes Her-2 positivo do que no grupo Her-2
negativo, tendo sido considerado fator preditivo importante,
com pior sobrevida global e menor intervalo livre de doenca
para este subgrupo.

O papel do HIF-1 na carcinogénese mamdria deve-se ao
fato dele induzir a transcricio do VEGF (fator de crescimen-
to epidermdide vascular), levando a uma maior angiogénese
tumoral'®"; daf a utilizagio de anticorpos monoclonais (be-
vacizumab) contra o VEGF, apresentando dtimos resultados
no controle tumoral, tanto em estudos pré-clinicos quanto em
pacientes com doenga metastdtica'®.

O HIF-lo também pode ser superativado como conse-
quéncia de fatores de crescimento vascular, tais como PDGF
(fator de crescimento derivado de plaquetas), EGF (fator de
crescimento epidérmico), FGF-2 (fator de crescimento deriva-
do dos fibroblastos), TGF-1§ (fator de crescimento transfor-
mador) e IGF (fator de crescimento derivado da insulina), e
citocinas, incluindo TNF-a. (fator de necrose tumoral alfa) e
IL-1p. Tal media¢do ocorre por meio de duas importantes vias
de sinalizagao, a RAS/MEK/MAPK e, em especial, a cascata
PI3K/AK¢/mTOR!.

Outro aspecto crucial é se existe diferenca ou mudanga na
ativagio dos genes-alvo que normalmente o HIF-la realiza-
ria, seja de uma maneira mais ou menos intensa. Sabe-se que
a anidrase carbdnica (CAIX), um membro da familia das me-
taloenzimas ligadas ao zinco, é alvo amplamente ativado pelo
HIF-1a. Sua fungio é regular o pH intra e extracelular pela
conversao de diéxido de carbono em 4cido carbonico. Tal mar-
cador tem se mostrado de valor progndstico em vérios tumores
(mama, cervical, nasofaringeos). Outra proteina de membrana
amplamente ativada ¢ o transportador de glicose 1 (GLUT-1),
frequentemente superexpresso em tumores, cuja fungio é au-
mentar a captagio de glicose pelas células tumorais®.

HIF-1c e cancer de mama
Investigagoes enfocando o valor prognéstico do HIF-1 a no
cancer de mama tém surgido. O estudo de Schindl et al.” evi-

enciou que a superexpressio de - esteve associada a
d de HIF-1 o est d
pior sobrevida global em pacientes com cincer de mama local-
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mente avancado; Bos et al.?’, entretanto, jd encontraram esta
associagdo em pacientes axila negativa, inclusive. Em um estu-
do com espécimes tissulares da mama de pacientes com doenga
pré-neopldsica ¢ com carcinoma mamdrio foi observada corre-
lagdo positiva entre o HIF-1-at e tumores menos diferenciados
e de maior risco neopldsico”.

Em trabalho realizado no DGO-FMRP-USP, nio foi
evidenciada diferenca estatisticamente significante entre os
niveis plasmdticos de HIF-1a ¢ VEGF antes ¢ apds quimio-
terapia adjuvante”. Porém, nio existem estudos mostrando
se hd reducio ou nio da marcagio imunohistoquimica do
HIF-low apés tratamento neoadjuvante; poucas pesquisas
ainda estio disponiveis na literatura, correlacionando o
HIF-la a fatores progndsticos classicamente conhecidos,
como o estado axilar, status hormonal e outros marcadores
imunohistoquimicos.

Uma associagio importante ¢ encontrada entre o status axi-
lar positivo e a marcagio forte e difusa de HIF-1o em pacientes
com tumores localmente avangados. Em trabalho executado
por Gruber et al.”2, que contou com casuistica de 77 pacientes
o HIF-1a era expresso na maioria dos casos com axila positiva,
servindo como fator de mau prognéstico neste grupo, especi-
ficamente no subgrupo com tumores T1/T2; na casuistica dos
mesmos, nenhuma varidvel permaneceu na andlise multivaria-
da associada ao HIF-1a.. Outro trabalho com resultados simi-
lares foi o executado por Schindl et al.”, envolvendo somente
pacientes com axila positiva, quase todas com tumores T1 ou
T2 (192/206 pacientes), e a expressio de HIF-1a foi altamente
significante.

Contrariamente ao exposto acima, Bos et al.? realizaram
uma pesquisa com 81 mulheres axila negativa e 69 pacientes
com axila positiva tratadas e concluiram que altos niveis de
HIF-la tiveram profundo impacto na sobrevida global e no
intervalo livre de doenga no subgrupo de pacientes com tumo-
res axila negativa, sem influéncia nos casos de axila acometida.
O detalhe é que nenhuma paciente recebeu tratamento qui-
mioterdpico pré-operatério porque todos os tumores localmen-
te avancados foram excluidos desta pesquisa. Provavelmente
houve influéncia da quimioterapia em trabalhos envolvendo
pacientes com estddios mais avangados.

Quanto a expressio do antigeno c-erbB2 em pacientes com
HIF-1a, sabe-se que existem associagdes bem documentadas
em cAncer de mama. Uma publicacao de Giatromanolaki ecal.?
mostrou que pacientes com tumores apresentando alta expres-
sio de HIF-la e amplificagio do gene HER-2 tiveram pior
sobrevida global. Em nossa casuistica, tal correlagio nao foi
observada.

Existem pouquissimos trabalhos estudando o valor predi-
tivo do HIF-1a em relagdo a terapéuticas neoadjuvantes, com
tendéncia a0 aumento na busca por tais informacées, visando o
desenvolvimento de terapias-alvo. Em um trabalho experimen-
tal conduzido por Narita et al.*, 0 uso do KC7F2, um inibidor



da via do HIF-1a, preveniu a ativa¢do de genes da anidrase
carbdnica, MMP2 (matrix metaloproteinase), endotelina 1 e
enolase 1, assim como de mecanismos relacionados a sintese
protéica de HIF-1a, funcionando de forma eficaz.

Conclusao

Em suma, existe ligacdo entre a expressio de marcadores rela-
cionados & hipdxia e piores desfechos, o que reforga a necessida-
de de conhecer melhor o papel preditivo desta via, de investigar
drogas inibidoras deste eixo e de seus produtos génicos, iden-
tificar subpopulacoes de pacientes que venham a se beneficiar
desta terapia, provavelmente daquelas que nio respondem 2
terapia dita convencional, e aprender com o processo comum
de carcinogénese, considerando-o de importante papel para a
elucidacio do tratamento do cancer de mama.
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