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RESUMO

Em todo o mundo mais de um milhdo de mulheres sédo diagnosticadas com cancer
de mama por ano, e 410.000 vao a 6bito em decorréncia desta doenca,
representando 14% dos 6bitos de mulheres por cancer. Analises de perda de
heterozigose (LOH) em tumores mamarios esporadicos tém indicado perdas alélicas
frequentes nos locos 17921 e 3p1l4, onde estéo localizados os genes BRCAL e
FHIT, respectivamente. A reduc&o nos niveis de expressao destes genes também
tem sido descrita, e esta associada a parametros de pior progndéstico no cancer de
mama. Embora algumas interacdes dos produtos destes genes sejam conhecidas,
sao necessarios mais estudos que avaliem a relacao entre essas interacées nos
niveis genémico e de expressdo. Com o objetivo de caracterizar a expressao dos
genes BRCAL e FHIT e sua relagcdo com a presenca ou auséncia de LOH,
parametros histopatologicos e de evolucao clinica, foram avaliadas 47 pacientes
portadoras de tumores mamarios esporadicos com perfil de LOH estabelecido. As
médias da expressao génica relativa foram determinadas através de qRT-PCR
utilizando o método do Cqg comparativo. O gene FHIT apresentou média de
expressao (0,0299+0,0377, n = 44) aproximadamente trés vezes maior do que a do
gene BRCAL (0,0099+0,0054, n=35) ( t'= 3,428 > t. = 2,027). As médias de
expressao dos genes apresentaram correlacao significativa (r=0,65; p<0,0001). As
comparacoes entre as médias de expressdo de BRCA1 e FHIT e os grupos de
presenca ou auséncia de LOH n&o apresentaram diferengas estatisticamente
significativas. De maneira geral, as comparacdes entre as médias de expressao dos
genes e 0s parametros histopatolégicos e de evolucao clinica ndo apresentaram
diferencas significativas, exceto para o grupo de presenca de linfonodos
metastaticos, que apresentou média de expressdo do BRCAL1 menor em relacédo ao
grupo de auséncia (t'=2,33 > t.=2,13). Estes dados sugerem uma relacéo entre 0os
genes que, conforme descrito na literatura, desempenham uma funcdo importante
Nnos processos de génese e progressao tumoral. Devido as suas conhecidas
atuacdes na regulacdo do reparo de danos no DNA e no controle da apoptose,
alteracdes na expressao destes genes tém implicacdes nos parametros de pior
prognaéstico nos canceres mamarios. A regulacdo dos promotores atraves de
metilacdo e/ou da ligacdo de fatores de transcricao e a possivel contaminacao das
amostras com células ndo tumorais adjacentes podem explicar a auséncia de
correspondéncia entre LOH e a expresséao génica.

Palavras-chave: Expressdo génica. Genes supressores tumorais. Perda de
heterozigose.



ABSTRACT

Worldwide over one million of women are diagnosed with breast cancer each year
and 410,000 will die due to this disease. This represents 14% of female deaths from
cancer. Analysis of loss of heterozygosity (LOH) in sporadic breast tumors have
shown frequent allelic losses at loci 17g21 and 3p14, where the BRCAL and FHIT
genes are located, respectively. Lower levels of protein expression of these genes
have also been described, in association with poor prognosis parameters in these
tumors. Although some interactions of the products of these genes are known, further
studies are necessary to assess the correlation among these interactions at the
genomic, mRNA and protein levels. To characterize the mRNA expression of BRCA1
and FHIT and their correlation with the presence or absence of LOH,
histopathological parameters and clinical outcome, we evaluated 47 sporadic breast
cancer patients with an established LOH profile. The relative gene expression was
determined by gRT-PCR using the Cq comparative method. The gene expression
levels of both genes were significantly correlated (r=0.65, p<0.0001; FHIT -
0,0299+0,0377, n = 44; BRCAL1 - 0,0099+0,0054, n=35). However, the comparisons
of their expression with the presence or absence of LOH was not statistically
significant. The comparisons of gene expression with the histopathopatological
parameters and clinical outcome were also not significantly different, except for the
group of patients with lymph node metastasis, which presented lower expression
levels of BRCA1 in comparison to the patients from the lymph node negative group
(t'=2.33 > t.=2.13). These data suggest a correlation among the genes and support
the important role that they play in the processes of genesis and tumor progression.
Due to their function in the regulation of DNA damage repair and cell death, changes
in their expression directly affect breast cancer prognosis. The regulation of the
promoter of the genes by methylation and/or binding of transcription factors, and the
possible contamination of samples with adjacent non-tumor cells, may explain the
absence of correlation between LOH and gene expression.

Key words: Gene expression. Tumor suppressor genes. Loss of heterozygozity.
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1. INTRODUCAO

1.1 GENETICA DAS NEOPLASIAS

As primeiras observacfes relevantes no estudo das neoplasias datam de
1890, quando o patologista alem&do David Hansemann (1890, citado por Mitelman,
2000) observou irregularidades nucleares e mitéticas estudando bibépsias de
carcinomas, seguido de Theodor Boveri (1914, citado por Mitelman, 2000) que em
1914, postulou que aberragcbes cromossémicas seriam responsaveis pelo
comportamento maligno das células cancerosas. Entretanto, somente na década de
60, os estudos citogenéticos das células neoplasicas permitiram que a hipétese de
Boveri pudesse ser confirmada, com a descricdo da primeira alteracéo citogenética
associada a uma neoplasia, o cromossomo Philadelphia (Ph') descrito na Leucemia
Mieloide Crénica (NOWELL; HUNGERFORD, 1960).

A partir da década de 70, com o desenvolvimento das técnicas de
bandeamento cromossémico (ZECH, 1969; CASPERSSON; ZECH; JOHANSSON,
1970a, 1970b, 1970c, 1970d), os estudos citogenéticos em neoplasias apresentaram
um grande avanco contribuindo de forma importante para o esclarecimento das
alteracdes cromossémicas envolvidas e para a formulacdo de novos conceitos sobre
a etiologia genética das neoplasias. Posteriormente, o desenvolvimento de técnicas
em biologia molecular permitiu a clonagem e a identificacdo de genes localizados
nos pontos de quebra das alteragcbes cromossdmicas, possibilitando uma nova
compreensao sobre a etiologia da doenca, com importantes informacdes sobre o
papel dos principais grupos génicos estudados em neoplasias, 0s oncogenes e
genes supressores.

Os produtos de oncogenes e genes supressores de tumor estdo envolvidos
no controle do ciclo celular, que é dividido em quatro fases: na fase G1 ocorre todo o
processo de producéo de fatores envolvidos na fase seguinte, a fase de replicacéo
do DNA; na fase S, ou de sintese, ocorre a replicacdo do material genético; na fase

G2 ocorre a producdo dos componentes necessarios para a segregacao

HANSEMANN, D. Ueber asymmetrische Zelltheilung in Epithelkrebsen und deren biologische
Bedeutung. Virchows Arch. Anat., v. 119, p. 299-326, 1890.

BOVERI, T. Zur Frage der Entstehung maligner Tumoren, Gustav Fisher, Jena, 1914.
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cromossOmica e divisao celular; e na fase M ocorre o processo de divisdo da célula.
Todas essas fases sdo coordenadas por complexas interacdes entre varios fatores
proteicos que garantem a integridade do DNA e da célula ao passar de uma fase
para outra, os chamados pontos de checagem. Muitos proto-oncogenes e genes
supressores de tumor tém seus produtos atuando nesses pontos durante o ciclo
celular, e alteracbes nesses genes podem gerar um descontrole do ciclo
contribuindo para o desenvolvimento de neoplasias (SNUSTAD; SIMMONS, 2001).

Os oncogenes sdo capazes de introduzir ou manter a transformacéao celular
em animais experimentais ou em culturas apropriadamente selecionadas.
Representam formas alteradas dos proto-oncogenes celulares funcionais que
controlam uma variedade de processos associados com o crescimento, proliferacao
e diferenciacdo celular (BISHOP, 1985; GORDON, 1985; WEINBERG, 1985;
BISHOP, 1987). A ativacdo dos oncogenes celulares pode-se dar por alteracdes
reguladoras, estruturais ou por mutacoes de ponto. Como consequéncia dessas
alteracdes, a expressao dos oncogenes comanda a proliferacdo anormal das células
e a formacdo do tumor (COOPER, 1994). Além dos oncogenes, 0S genes
supressores de tumor sdo de grande importancia para o estudo do cancer.
Alteracdes que inativem estes genes liberam a célula da inibicdo regulada pelos
mesmos nos pontos de checagem do ciclo celular, levando a proliferacéo
desordenada, caracteristica da célula neoplasica (WEINBERG, 1991). A relacéo
entre genes supressores de tumor e o cancer foi primeiramente proposta na década
de 70, quando Knudson elaborou a “Hipdtese dos Dois Eventos” para explicar a
ocorréncia esporadica e familial do retinoblastoma, um raro cancer intra-ocular da
infancia (KNUDSON, 1971; NUSSBAUM et al., 2001).

Através do estudo de polimorfismos de DNA na regido préxima ao gene
RB1, foi observado que individuos com retinoblastoma, heterozigotos nos tecidos
normais, tinham tumores com apenas um dos alelos, revelando uma perda de
heterozigose (loss of heterozygosity - LOH) na regido do gene RB1 (13q). Nos casos
familiais, o alelo mutado era herdado. Portanto, a LOH geralmente representa a
perda do alelo selvagem em heterozigotos. Pode ocorrer por delecao intersticial,
recombinacdo mitética ou nao disjuncdo dos cromossomos durante a divisdo celular.
O mecanismo descrito para o retinoblastoma € comum a outros genes supressores
de tumor, e este modelo pode ser aplicado a outros tipos de canceres familiais,

como o cancer de mama familial. A LOH também é observada em varios outros



14

tumores, esporadicos ou familiais, e € considerada uma evidéncia da existéncia de
genes supressores de tumor, mesmo que ainda desconhecidos (NUSSBAUM et al.,
2001).

Além de genes envolvidos no controle do ciclo celular, verifica-se que
processos ligados a senescéncia também sdo causadores de instabilidade
genOmica. Sabe-se que a incidéncia de cancer em seres humanos aumenta
exponencialmente com a idade, referendando a sugestdo de que mudltiplas
alteracbes genéticas sdo necessarias para a tumorigénese (VOGELSTEIN;
KINZLER, 1993). Desse modo, as principais alteracBes genéticas observadas nas
neoplasias incluem a expressdo aumentada ou ativagcdo mutacional de proto-
oncogenes (FEARON; VOGELSTEIN, 1990), inativacdo de genes supressores de
tumor (WEINBERG, 1991), alteracbes nos genes de reparo de danos no DNA
(HOEIJIMAKERS, 2001), instabilidades cromossomicas (LENGAUER; KINZLER,;
VOGELSTEIN, 1998), reativagédo da telomerase (GREIDER; BLACKBURN, 1995) e
alteracdes epigenéticas (ROUNTREE et al., 2001).

Considerando-se que a suscetibilidade de uma determinada célula sofrer
transformacdo esta diretamente relacionada a sua capacidade em metabolizar
carcinégenos (enddgenos e exdgenos) e em reparar o seu DNA, um sistema de
reparo eficiente é fundamental na manutencédo da integridade do genoma, pois evita
0 acumulo de les6es no DNA (AUTRUP, 2000).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DOS TUMORES MAMARIOS

A Organizagdo Mundial da Saude estimou 84 milhdes de mortes por cancer
no mundo para a proxima década. Dados de saude publica indicam importante
crescimento nos parametros de incidéncia, mortalidade e custos de tratamento para
o cancer de mama. Em todo o mundo, mais de um milhdo de mulheres séo
diagnosticadas com cancer de mama por ano e aproximadamente 410 mil vao a
Obito em decorréncia desta doenca, representando 14% dos 6bitos de mulheres por
cancer (COUGHLIN; EKWUEME, 2009).

Jemal et al. (2010), estimaram para o ano de 2010, 1,5 milhdes de novos

casos de cancer nos Estados Unidos, e 569.490 mortes. Os trés tipos de cancer
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mais comuns entre as mulheres foram os da mama, pulmao/brénquios e célon/reto,
correspondendo a 52% de todos os casos, sendo o cancer de mama responsavel
por 28% (207.090) dos novos casos de cancer entre as mulheres.

Segundo dado recente do Instituto Nacional do Céancer, para o ano de 2010
€ esperada no Brasil uma incidéncia de 49.240 novos casos de cancer de mama,
com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2010).

O céancer de mama € um grupo de doencas multifatoriais heterogéneas de
etiologia complexa que apresenta proliferacdo descontrolada de células
epiteliais/estromais e metastase. As primeiras lesdes visiveis sdo as hiperplasias,
caracterizadas por células epiteliais com alteracdes estruturais, sem atipia citolégica
e com poucas alteracdes genéticas (INCA, 2008).

O principal sinal do cancer de mama € o ndédulo palpavel ou tumor,
acompanhado ou ndo de dor mamaria. Podem surgir alteracdes na pele que recobre
a mama, como abaulamentos ou retracdes ou um aspecto semelhante a casca de
uma laranja e podem também surgir nddulos palpaveis na axila (INCA, 2008). As
formas mais eficazes para deteccdo precoce do cancer de mama sdo o0 exame
clinico da mama e a mamografia. Devido aos procedimentos diagnosticos, assim
como a melhoria da informacao nos atestados de ébitos, observou-se um aumento
consideravel da taxa de mortalidade por cancer de mama entre mulheres, de 1979 a
2000, passando de 5,77 a 9,74 6bitos a cada 100.000 mulheres (INCA, 2008).

Uma variacdo regional na incidéncia e mortalidade de cancer de mama é
verificada no Brasil, onde as areas mais desenvolvidas apresentam as maiores
taxas. Isto sugere que o ambiente e/ou estilo de vida podem estar influenciando na
incidéncia desta doenca (INCA, 2008). Por outro lado, este fato pode apenas estar
refletindo a presenca de melhores condicbes de diagndstico e de registro nestas
regides. Procedimentos de triagem, melhorias no manejo local, quando em estagio
inicial e, principalmente, a utilizacdo de terapias adjuvantes sistémicas, tem
contribuido para a reducdo na mortalidade por cancer de mama nas ultimas décadas
(BERRY et al., 2005).

Apesar de ser considerado um cancer de prognostico bom, se diagnosticado
e tratado precocemente, as taxas de mortalidade por cancer de mama continuam
elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenga ainda seja diagnosticada
em estagios avancados (estéadio Ill e 1V). Investimentos tecnoldgicos e em recursos

humanos no ambito de um programa estruturado para deteccdo precoce desta
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neoplasia (mamografia), e a implementacdo de uma politica nacional de informacdes
sobre a prevencao da doencga (por exemplo: orientacbes sobre o auto-exame das
mamas), constituem estratégias importantes no sentido de reverter este cenario
(INCA, 2010).

As causas do cancer de mama sdo ainda desconhecidas. Porém, existem
alguns fatores de risco relacionados a susceptibilidade. A historia familial constitui
um fator importante (o risco € maior de duas a trés vezes), principalmente se o
cancer ocorreu na mae ou em irma e se desenvolveu antes da menopausa. Outro
fator é a exposicdo a radiacao ionizante antes dos 35 anos de idade. Os diferentes
valores de incidéncia no mundo sao consequéncia de diferentes exposicoes
ambientais e estilo de vida, comprovados em estudos de migracdo. Entre os fatores
ambientais, a exposicao a hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHS), presentes
principalmente na fumaca do cigarro, parece ser o mais importante (VAURY et al.,
1995). Outros fatores que, embora controversos, parecem aumentar O risco sédo a
ingestdo de dieta gordurosa e o consumo elevado de &alcool (PARKIN; BRAY;
DEVESA, 2001). A presenca de doenca proliferativa benigna da mama apresenta
um risco relativo aumentado, assim como as hiperplasias atipicas tém um risco
maior que as tipicas (INCA, 2010).

Dados de Jemal et al. (2011), indicam uma incidéncia de cancer de mama
elevada em paises da regido Norte e Ocidental da Europa, Australia/Nova Zelandia
e América do Norte; intermediaria em paises da América do Sul, Caribe e Sul da
Africa; e baixa na Africa Sub-Saariana e Asia. Entre os fatores que contribuem para
esta variacao internacional estdo as diferencas entre comportamento reprodutivo e
hormonal, e a disponibilidade de servicos de diagndstico precoce. Entre os fatores
reprodutivos que contribuem para aumento do risco estdo historico menstrual
prolongado, nuliparidade, uso de terapia hormonal pds-menopausa ou
contraceptivos orais, e idade avancada da primeira gravidez. O consumo de alcool
também aumente o risco ao cancer de mama.

Os fatores de risco reprodutivos e hormonais aumentam a ocorréncia de
cancer de mama em mulheres que apresentam menarca precoce (antes dos 11
anos de idade) e menopausa tardia (apés os 50 anos de idade, em média),
nuliparidade e idade da primeira gestagdo acima de 30 anos. O risco é elevado
devido a exposicéo a altas taxas de estrogénio endogeno. O uso de contraceptivos

orais e a terapia de reposicdo hormonal continuam sendo alvos de controvérsias.
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Aparentemente, certos subgrupos de mulheres, particularmente as que usam pilulas
com dosagens elevadas de estrogénios e/ou por longo periodo de tempo, tém maior
risco (PARKIN; BRAY; DEVESA, 2001). Collins, Blake e Crosignani (2005), em uma
revisdo sobre o risco de cancer de mama associado com o tratamento de reposicao
hormonal na menopausa, descreveram um risco maior em mulheres em tratamento
do que em mulheres nao tratadas ou que interromperam o tratamento. Para essas
altimas, o risco diminui logo ap06s o encerramento do tratamento atingindo os
parametros normais de risco em cinco anos. Além disso, os autores indicam que o
risco € maior em mulheres que utilizam o estrogénio juntamente com a progesterona
no tratamento de reposicdo hormonal, do que em mulheres que utilizam somente
estrogénio.

Um dos maiores fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
mama feminino esta associado com uma prolongada exposi¢ao a niveis aumentados
de estrogénio. Os dois principais tipos, 17B-estradiol e estrona (E2 e EI1,
respectivamente), sdo ligantes para o receptor de estrogénio e substratos para
enzimas oxidativas, como a CYP1Al (DAWLING et al., 2004). Assim, um dos
mecanismos de atuacdo do estrogénio (principalmente do E2) na carcinogénese
mamaria envolve um estimulo proliferativo das células epiteliais, que possibilita uma
maior ocorréncia de mutacbes espontaneas (YAGER, 2000). O potencial
carcinogénico do estrogénio tem sido relacionado ndo somente a sua atividade
mitética, mas também ao papel dos estrogénios catecdis como metabdlitos
carcinégenos, que podem se ligar ao DNA desencadeando danos no mesmo
(LIEHR, 2000). Além disso, ao serem metabolizados, os estrogénios catecois
produzem espécies de oxigénio reativas capazes de causar danos oxidativos ao
DNA (LIEHR; ROY, 1990).

Os estudos epidemioldgicos utilizando metodologias moleculares tém
fornecido importantes informacdes para um melhor conhecimento sobre a
susceptibilidade para o desenvolvimento do céancer, por meio da analise dos
polimorfismos genéticos e das interagcbes genético-ambientais. Os mesmos tém
mostrado uma consideravel variabilidade génica interindividual com o potencial de
definir subpopula¢cdes de mulheres com longo tempo de exposicdo aos promotores
de crescimento celular, nas quais haveria uma maior probabilidade de ocorréncia de
eventos mutacionais. As informacfes resultantes desses estudos sao

potencialmente capazes de identificar alvos para a definicdo de estratégias, tanto
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para a prevencdo como para o procedimento terapéutico, com repercussdes
prognosticas (MITRUNEN; HIRVONEN, 2003).

1.3 NEOPLASIAS MAMARIAS E MARCADORES GENETICOS

Através do acumulo de alteracBes genéticas, células que passaram pelos
estagios hiperplasicos e displasicos, podem tornar-se canceres invasivos e
metastaticos. Desde os estudos realizados por Vogelstein et al. (1988, citado por
Garnis, Buys e Lam, 2004), que relacionaram mudancas histopatolégicas com
mutacBes em genes especificos em cancer colorretal , modelos de progresséo tém
sido desenvolvidos para muitos tipos de tumores, incluindo pulméo, mama, cabeca e
pescoco e prostata. Andlises mutacionais e de expressao génica dos genes
supressores de tumor e oncogenes no contexto inicial da tumorigénese podem
fornecer informacbes sobre as funcdes desses genes na progressao do cancer
(GARNIS; BUYS; LAM, 2004).

As alteracdes genéticas que permitem o surgimento de células neoplasicas
ocorrem principalmente em vias de controle do ciclo celular e reparo de DNA.
Admite-se que varios genes estdo envolvidos nessas vias, muitos deles ainda néo
identificados, outros bem estabelecidos como componentes importantes e alguns
estdo sendo indicados como candidatos envolvidos na origem e progressao tumoral.
Muitos estudos em cénceres de mama hereditarios, ou seja, aqueles identificados
em individuos de uma familia na qual mutacbes especificas aumentam a
suscetibilidade ao céancer; tém identificado genes de alto risco como BRCAL,
BRCA2, PTEN, TP53, LKB1/STK11 e CDH1; e de risco baixo ou moderado como 0s
genes CHEK2, TGFf1, CASP8 e ATM (PALACIOS et al., 2008).

O produto proteico do gene BRCAL (breast cancer susceptibility gene 1) é
um importante componente nas vias de trés processos principais do ciclo celular:
reparo do DNA, pontos de checagem e apoptose (FIGURA 01). A via de reparo do
DNA consiste em mecanismos independentes: (i) deteccdo da regido do dano; (ii)
ativacdo dos componentes celulares que atuam nos pontos de checagem no ciclo
celular para possibilitar que a maquinaria celular repare o dano; e (iii) a capacidade

VOGELSTEIN, B.; FEARON, E. R.; HAMILTON, S. R.; KERN, S. E.; PREISINGER, A. C.; LEPPERT,
M.; NAKAMURA, Y.; WHITE, R.; SMITS, A. M.; BOS, J. L. Genetic alterations during colorectal-tumor
development. N. Engl. J. Med., v. 319, p. 525-532, 1988.
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para induzir/inibir a apoptose, caso o dano seja muito grave ou a célula tenha
condigbes de continuar o ciclo. A proteina BRCA1 desempenha uma importante
funcdo na identificacdo de DNA danificado e também no reparo, através da sua
interacdo com as moléculas de deteccdo de DNA danificado, como a ATM; e
moléculas de reparo do DNA, como a RAD50, MRE11, NBS1 e BLM. Ainda, a
BRCA1 pode interagir com componentes da via de reparo de reconhecimento de
mau pareamento (mismatch repair) como as proteinas MLH1, MLH2 e MLH3
(MURRAY; MULLAN; HARKIN, 2007).

N
Dano ao DNA Ciclo Celular Pro-sobrevivéncia |
deteccdo/reparo Ponto de Checagem vs. apoptose
ATM/ATR Cyclin B1
RADS0 p21
MRE11 GADD45 p53
NBS1 cdc2
BLM 14-3-3c
MLH1 Bub1
MSH2 BubR1
MSH6 Mad2
Modificagao Alvos Transcricionais

Pés-Transcricional

FIGURA 1 — ATUACAO DA BRCA1 NOS PROCESSOS DO CICLO CELULAR
FONTE: MURRAY; MULLAN; HARKIN (2007), com modificagcdes.

Na fase G1 do ciclo celular o complexo repressor HDAC liga-se a proteina
RB (retinoblastoma) inibindo os fatores de transcricdo E2F-DP1. A fosforilacdo da
RB pelo complexo CDK (quinase dependente de ciclina) 4/6 -ciclina D, CDK2-ciclina
A, CDK2-ciclina E, dissocia a RB do complexo repressor permitindo a transcricéo

dos genes da fase S. A proteina p21 atua como um inibidor do complexo CDK-
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ciclina A/E, inibindo a passagem da fase G1 para a fase S (FIGURA 2). De acordo
com um modelo apresentado por Murray, Mullan e Harkin (2007), a BRCAL tem
mostrado uma atividade de inducdo da transcricdo da p21 independente da acéo da
proteina TP53, que também tem funcéo reguladora do ciclo celular como supressora
tumoral. Consequentemente a BRCA1 tem agao inibidora da passagem de G1 para
S. Como mostrado na FIGURA 2, a BRCA1 também atua na regulacdo de outros
dois pontos de checagem: da passagem de G2/M e na fase M. No ponto de
checagem G2/M, a BRCAL1l aumenta a expressao dos fatores inibidores de Cdc2,
GADD45 e a proteina 14-3-3c. O complexo Cdc2-Ciclina B permite a passagem de
G2 para M, o fator GADD45 e a proteina 14-3-3c inibem a formagéo deste complexo
agindo sobre a Cdc2, realizando a parada em G2 para a checagem. Por fim, a
BRCA1 atua na regulacdo do ponto de checagem M através da regulacdo da
expressao dos fatores MAD2 e BubR1, que por sua vez controlam a expressao do
complexo proteico APC (anaphase promoting-complex) e sao importantes na
sinalizacao para a formacédo do fuso mitético durante a divisdo celular. Na apoptose
a BRCAL interage e modula a atividade transcricional da proteina TP53. A BRCAL,
quando ndo mutada, aumenta a resposta de promotores controlados pela TP53,
incluindo a p21 e BAX (Bcl-2 associated X protein).

¥

L J

p21 | [GADD%‘ 14-3-3.5] ‘ Mad2 lBubR1
CDK2 @c Mg} cde2 |Cyc B) @c cdc20

FIGURA 2 — ATUACAO DA BRCA1 NOS PONTOS DE CHECAGEM DO CICLO CELULAR

FONTE: MURRAY; MULLAN; HARKIN (2007).
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Outra proteina associada com o controle do ciclo celular € a FHIT.
Codificada pelo gene FHIT (fragile histidine triad), esta proteina controla a atividade
do complexo Ap4A/Ap3A (diadenosina tetra e trifosfato), juntamente com a proteina
TrpRS (triptofanil t-RNA sintetase). Altas concentracdes do complexo Ap4A/Ap3A
sdo necessarias para o funcionamento da proteina ApnA (diadenosina oligofosfato),
que tem sido associado com vérias fun¢des relacionadas com o crescimento celular
como inducdo de sintese de DNA, atividade mitogénica, transcricdo génica e
regulacdo de canais de ions transmembrana (INGVARSSON, 2001).

Devido a fungdes importantes exercidas no ciclo celular pelos produtos dos
genes BRCA1 e FHIT, eles tornaram-se importantes candidatos para estudos de

processos de origem das neoplasias e progressao tumoral.

1.3.1 Alteracdes Genéticas e Expressao de BRCAL

Analises de ligacdo genética em familias com histérico de cancer de mama e
ovario identificaram o primeiro gene de suscetibilidade ao cancer de mama no
cromossomo 17g21.3 (HALL et al, 1990). O gene BRCAL, posteriormente
identificado por clonagem posicional (MIKI et al., 1994), possui aproximadamente
100 kb e é formado por 5592 pares de bases com 24 exons (22 codificadores e 2
ndo-codificadores) que codificam uma proteina de 1863 aminoacidos. Sao
conhecidos dez transcritos diferentes produzidos a partir do gene BRCAL por
splicing alternativo. O mRNA completo do gene BRCA1 possui 8,0 kb e transcritos
menores com expressdo tecido-especifica com 7,0; 4,6 e 1,5-2,2 kb tém sido
descritos (ROSEN et al., 2003).

Posteriormente, analises das familias com historico de cancer de mama néo
ligado ao BRCAL, identificaram outro gene de suscetibilidade, o BRCA2, no
cromossomo 13g12-13 (WOOSTER et al., 1995).

De acordo com o modelo proposto por Knudson (1971), os genes BRCAL e
BRCA2 séo considerados supressores de tumor classicos por duas razdes: primeiro,

mutacbes na linhagem germinativa (primeiro evento pelo modelo de Knudson)
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envolvendo esses genes estdo associadas com predisposi¢cdo ao cancer de mama
precoce. Segundo, a LOH com perda do alelo selvagem (que pode ser o segundo
evento) é frequentemente observada em tumores de mama esporadicos e familiares.
Estes dois eventos levam a inativacdo da funcdo e supressdo tumoral e ao
descontrole do crescimento celular (HOFMANN; SCHLAG, 2000).

Devido ao fato de muitas pacientes com céncer de mama hereditario
apresentarem uma mutacédo germinativa nos genes BRCA1 ou BRCAZ2, a perda do
alelo selvagem pode ser o evento genético somatico, que ocorre nas glandulas
mamarias dessas pacientes, dando inicio a progressao carcinogénica. Desse modo,
estudos tém verificado a frequéncia de LOH através de marcadores microssatélites
localizados em regides proximas aos genes ou intragénicos, com 0 objetivo de
corroborar a hip6tese acima, ou ainda, encontrar novos genes candidatos a
supressores de tumor em regifes investigadas previamente por outros métodos,
como a citogenética classica (CAVALLI et al., 2004).

A fim de verificar a precocidade da LOH dos genes BRCAL, BRCA2 e FHIT;
Cavalli et al. (2004) avaliaram tumores de cinco pacientes com cancer de mama,
quatro delas portadoras de mutacdo no BRCA1l e uma no BRCA2. As amostras
foram microdissectadas e células representativas de tecidos tumorais e normais
foram analisadas (utilizando marcadores microssatélites) e apresentaram uma alta
frequéncia de LOH (aproximadamente 50%). A alta frequéncia também nas células
morfologicamente normais sugere que a LOH destes genes é um evento inicial nos
portadores de mutacdes em BRCA1/2.

Nos ultimos 10 anos a expressdo da proteina BRCAL tem sido estudada
através de inducao de super expressao, de baixa expressdo, de mutacdo de ponto
ou delecdo em modelos animais ou linhagens celulares. Estudos iniciais indicaram a
presenca de um dominio RING (faz a interacdo proteica e apresenta atividade E3
ubiquitina ligase, presente nos aminoacidos 20 a 64), e de um dominio de ativagéo
de transcricdo C-terminal (TAD, aminoacidos 1560-1863). Um segundo dominio de
transativacdo denominado ADI (aminoacidos 1293-1560) pode independentemente
ativar a transcricdo ou sinergicamente estimular a transcrigdo junto com o dominio
C-terminal TAD. Estes dominios necessitam da interacdo com diversos fatores que
formam uma complexa rede de conexdes entre as diversas vias em que a BRCA1
estd envolvida durante os processos celulares (FIGURA 3) (ROSEN; FAN; MA,
2006).
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FIGURA 3 — ESTRUTURA DE DOMINIOS DA BRCAL E SIiTIOS DE INTERA(;C)ES PROTEICAS

FONTE: ROSEN; FAN; MA (2006).

NOTA: As barras abaixo do gene (barra maior) mostram as posi¢6es aproximadas de interacdo com a
BRCAL.

A expressdo do BRCAL é regulada em conjunto a do BRCA2 em algumas
situacdes. A expressdo desses genes diminui quando as células sdo induzidas a
tornarem-se quiescentes por confluéncia, falta de vascularizacdo e por acao do fator
de crescimento tumoral beta (TGF-B). Em linhagens celulares responsivas ao
estrogénio (MCF-7 ou BT-20), a adigdo desse hormoénio (173-estradiol) causa um
atraso na expressdo do mRNA e proteinas BRCA1 e BRCA2, mostrando que o
estrogénio € um importante regulador da atividade desses genes (RAJAN et al.,
1996). Entretanto, a proteina BRCAL foi expressa independentemente do estimulo
por estrogénio ou progesterona em populacdes de células em proliferacdo do ovario
de camundongos e foi similarmente expressa em camundongos sem receptor de
estrogénio, indicando que a regulacdo de BRCA1 pelo estrogénio é indireta (ROSEN
et al., 2003).

Thompson et al. (1995) observaram a reducdo dos niveis de expressao de
MRNA de BRCAL1 em tumores invasivos de mama quando comparados com tecido

normal ou carcinomas ductais in situ. Esta informagdo foi confirmada pela
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observacéo de que a diminuicdo dos niveis de BRCAL esta associada ao aumento
da proliferacdo das células tumorais e que a expressdo de BRCA1 induz a parada
do crescimento e a apoptose.

Apés este trabalho, varios estudos corroboraram esta correlacdo e
estenderam a observacdo. Um desses trabalhos avaliou 142 tumores esporadicos
através de imunohistoquimica e encontrou uma correlacdo negativa significativa
entre o status do linfonodo e a presenca da proteina BRCAL1 nuclear. Ainda,
verificou-se uma perda progressiva significativa da expressdo da BRCAL nuclear
associada ao alto grau histoldgico tumoral (TAYLOR et al., 1998).

Tumores de alto grau geralmente apresentam baixos niveis de BRCA1 e
altas taxas de proliferacdo, havendo também correlacéo positiva entre niveis baixos
de BRCA1, auséncia de receptor de estrogénio e presenca de metastase. Ainda,
uma associacdo de baixa expressdo de BRCAL com niveis elevados de ERBB2
(Erythoblastic leucemia viral oncogene homolog 2) e também um efeito adverso na
sobrevida livre da doenca tém sido verificados em canceres de mama. Estudos
similares tém correlacionado a diminuicdo dos niveis de BRCAl com o
desenvolvimento de cancer de ovario esporadico. Isso esta de acordo com a funcao
que este gene desempenha como supressor de tumor em ambos os tecidos,
mamario e do ovério (LEE et al., 1999; SEERY et al., 1999; YOSHIKAWA et al.,
1999, RUSSELL et al., 2000; YANG et al., 2001a).

Desse modo, estas observacfes sugerem um modelo no qual a perda da
atividade de BRCAL, seja por mutacdes germinativas ou por desregulacéo devido a
outros fatores, induz a formagdo tumoral em tecidos alvos especificos (MUELLER,;
ROSKELLEY, 2003).

1.3.2 Alteracdes Genéticas e Expressao de FHIT

O gene FHIT foi mapeado na regido 3pl4.2 e recebeu esse nome por conter
o sitio fragil mais conhecido do genoma humano, o FRA3B (OHTA et al., 1996). Os
sitios frageis sdo regidbes cromossdmicas suscetiveis a quebras, dando origem as
instabilidades cromossdmicas. Eles representam locais de dificil reparo do DNA

apos exposicao a agentes mutagénicos ambientais. A presenca do sitio fragil FRA3B



25

dentro do FHIT sugere que este gene pode apresentar susceptibilidade a rearranjos
induzidos por uma grande variedade de carcinégenos ambientais (YANG et al.,
2002).

O gene FHIT é formado por 1,5 Mb e é o segundo maior gene humano
conhecido, precedido pelo gene da distrofina com 2,4 Mb. O gene FHIT possui 10
exons e no exon 5 foi encontrado um cédon de inicio de traducdo ATG (FIGURA
4)(PEKARSKY et al., 2002a). Os exons 5 a 9 codificam um mRNA de 1,1 kb, o qual
pode ser regulado através de splicing alternativo e metilacdo do promotor do gene. A
proteina FHIT apresenta 147 aminoacidos (16,8 kDa), e estd localizada
principalmente no citoplasma de células epiteliais ligada a tubulina e & uma
ubiquitina de conjugacéo, a UBC9.

Resultados experimentais indicam que a proteina tem atividades de
hidrolase para polifosfatodiadenosinas e supressora de tumor (OHTA et al., 1996;
SIPRASHVILI et al., 1997; JI et al., 1999; DUMON et al., 2001; ISHII et al., 2001),
estando envolvida no controle do crescimento celular. A FHIT est4 associada com
proteinas de pontos de checagem do ciclo celular como ATR e CHK1 e atua como
alvo para a quinase SRC, sugerindo que esteja diretamente envolvida no ciclo
celular. E, ainda, uma proteina pré apoptotica fortemente associada com FADD,
caspase-8, MDM2 e TP53 (TERRY et al., 2007).

G
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FIGURA 4 — LOCALIZAQAO DO GENE FHIT E REPRESENTA(}AO DOS EXONS
FONTE: PEKARSKY et al. (2002a).
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As andlises de LOH mostram perda alélica na regido 3p14 em cerca de 25%
dos carcinomas mamarios primarios (AHMADIAN et al., 1997; INGVARSSON, 2001).
Dele¢Bes no gene FHIT também foram observadas em lesdes pré-neoplésicas,
sugerindo que alteracdes nesse gene estéo relacionadas ao desenvolvimento inicial
do cancer de mama (MAN et al., 1996; HUEBNER; GARRISON; BARNES, 1998;
S0ZZI; HUEBNER; CROCE, 1998).

O gene FHIT é bastante expresso nos tecidos epiteliais normais e na maioria
dos tecidos que originam os tumores solidos mais comuns. Diversos trabalhos tém
investigado a expressdo deste gene em tumores solidos e hematolégicos
demonstrando que o FHIT esta inativado em aproximadamente 60% dos tumores
humanos e em diversas doencas pré-malignas. A FIGURA 5 apresenta a expressao
de FHIT em diversos tipos de tumores (PEKARSKY et al., 2002b).
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FIGURA 5 — EXPRESSAO DE FHIT NOS TUMORES HUMANOS FREQUENTES

FONTE: PEKARSKY et al. (2002b). Com modificacdes.

NOTA: Os dados sobre tumores de pulméo incluem cénceres de células ndo-pequenas (barra da
esquerda) e pré-neoplasia (barra da direita). Os dados sobre tumores de rim incluem
canceres papilares (barra da esquerda), cromofobe (barra central) e de células claras (barra

da direita).
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A perda de expressdo da proteina FHIT tem um importante papel no
desenvolvimento e progressao dos canceres mamarios (GULER et al., 2005). Yang
et al. (2001b), avaliaram a expressédo de FHIT em 166 pacientes com carcinomas
mamarios e encontraram perda ou reducédo significativa em 70 pacientes (42,2%),
que apresentaram pior prognostico e pior taxa de sobrevida. Em outro estudo, a
reducdo ou perda da proteina FHIT foi encontrada em 40 a 80% dos canceres de
mama invasivos e 60% dos carcinomas in situ (GATALICA et al., 2000). Analises
univariadas de sobrevida livre da doenca indicaram a perda de expressdo da
proteina FHIT como importante fator progndstico em pacientes com cancer de mama
inicial (GINESTIER et al., 2003).

Wang et al. (2008) avaliaram 28 amostras de tecido normal, 28 amostras de
hiperplasia atipica, 33 amostras de carcinoma ductal in situ e 51 amostras de
carcinoma ductal invasor; para verificar a expressao dos genes FHIT e WWOX. O
gene WWOX esta localizado no cromossomo 16g23.3-24 na regido do sitio fragil
FRA16D. Os autores encontraram uma diminuicdo estatisticamente significativa da
expressdo desses genes ao longo dos tecidos (sendo mais expresso no tecido
normal e menos expresso no carcinoma invasor), indicando que a menor expressao
desses genes pode estar envolvida na progressdo tumoral. Os autores ainda
sugerem que regimes de tratamento com objetivo de aumentar a expressao desses
genes em pacientes com hiperplasia atipica ou carcinoma in situ poderiam prevenir
a progressao para carcinomas invasivos.

Guler et al. (2009) avaliaram a expressao dos genes FHIT e WWOX em 837
amostras de cancer de mama através de imunohistoquimica. Além desses genes,
também foram avaliados os fatores ativadores da proteina 2 (Ap2a e Ap2y),
citoqueratinas 5 e 6 (CH5/6), receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR),
receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP) e a ERBB2. Foram
encontradas reducdes estatisticamente significativas na expressao dos genes FHIT,
WWOX e Ap2y, indicando um importante papel desses genes na patogénese da
diferenciacao inicial do cancer de mama.

Santos et al. (2004), avaliaram amostras de 34 pacientes portadoras de
cancer de mama esporadico e encontraram alta frequéncia de LOH em marcadores
microssatélites intragénicos ao FHIT e ao BRCAL. Embora as diferengas néo fossem
estatisticamente significativas entre os parametros histopatologicos analisados (tipo

histoldgico, grau, tamanho do tumor e presenca de metastase em linfonodo axilar) e
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a presenca ou auséncia de LOH, este trabalho indica que as perdas alélicas podem
ser verificadas tanto em tumores de grau mais avangcado como em tumores em
estagios iniciais, ressaltando a importancia da LOH no inicio do processo
carcinogénico também nos casos esporadicos. Verificou-se ainda que, dos seis
casos com LOH no marcador intragénico ao FHIT, quatro eram concomitantes ao
BRCAL, sugerindo que as perdas alélicas iniciais do gene BRCAL1 podem levar a
uma instabilidade gendmica com perdas alélicas do FHIT.

Para avaliar a veracidade desta sugestdo e a possivel influéncia da perda
concomitante destes genes, Silva Soares et al. (2010), avaliaram a LOH para
marcadores microssatélites presentes nos locos dos genes BRCA1 e FHIT em 82
amostras de cancer de mama esporadico. A LOH concomitante presente nas
regides de BRCA1 e FHIT apresentou associacdo estatisticamente significativa com
parametros de pior prognostico como tumores maiores, linfonodos metastaticos, alto
grau histolégico, invasado vascular e receptores hormonais negativos. Além disso, a
LOH concomitante teve uma frequéncia maior no grupo de individuos que tiveram
uma sobrevida menor no periodo avaliado. Esses resultados sugerem que a perda
concomitante dos locos BRCAL1 e FHIT esta relacionada ao desenvolvimento de

tumores mais agressivos.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama € uma das doencgas malignas responsavel por uma
importante morbidade e mortalidade na populacdo feminina de todo o mundo e
projecbes para 0s proximos anos indicam um aumento no numero de casos
diagnosticados e de Obitos. Marcadores moleculares ja estdo sendo utilizados na
clinica para auxiliar no diagnéstico, prognostico e tratamento de diversos tipos de
cancer de mama. Entretanto é necessario aumentar o numero e a eficiéncia de
marcadores para um procedimento terapéutico direcionado, para que cada paciente
possa receber a intervencao apropriada, objetivando um melhor prognéstico.

O gene BRCAL é um importante supressor de tumor envolvido em diversos
processos em diferentes tipos de cancer. Entretanto devido as diferentes interacdes
com outros genes em vias complexas, € necessario um melhor conhecimento dos
mecanismos envolvidos nessas interacdes, que pode ser alcancado através de
estudos de expressdo génica. Estudos recentes indicam que o gene FHIT esta
envolvido principalmente na progressao tumoral e, portanto, com potencial de um
novo marcador de relevancia clinica.

Investigacbes do nosso grupo de pesquisa, principalmente utilizando a
metodologia de LOH, levou a hip6tese que a perda concomitante desses genes tem
implicacdes na progressdo tumoral. Sendo assim, como parte de um projeto mais
amplo que pretende contribuir para o esclarecimento dos mecanismos desta
interacdo, analisamos neste estudo a expressdo dos genes BRCAL e FHIT em
amostras de carcinomas mamarios com LOH previamente estabelecida, objetivando
avaliar se h& correspondéncia entre a LOH, niveis de expressdo do mRNA e a

relacdo destes niveis com os parametros prognosticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a expressdo dos genes BRCA1l e FHIT em amostras de
carcinomas mamarios, avaliando os respectivos niveis de expressao em relacdo a

presenca ou auséncia de LOH, parametros histopatolégicos e de evolugao clinica
(follow up).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressdo dos genes FHIT e BRCAL1 em pacientes portadoras de
carcinoma mamario, comparando estes dados com a presenca ou auséncia
de LOH.

e Verificar a associacdo dos niveis de expressdao com o0 grau histoldgico,
tamanho do tumor, presenca ou auséncia de metastase em linfonodo,

receptores hormonais, expressdao de ERBB2, recidiva, metastase em sitios
distantes e obito.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Este trabalho foi realizado com 47 amostras de carcinomas mamarios
obtidas no Hospital Nossa Senhora das Gragas (HNSG) e Hospital de Clinicas de
Curitiba (HC) (Parana) apds procedimento cirdrgico. Estas amostras foram
processadas no Laboratorio de Citogenética Humana e Oncogenética (LCHO) do
Departamento de Genética da UFPR.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HNSG, Curitiba
- PR. Processo n° 25000.007020/2003-93; registro no CONEP: 7220 e parecer n°
251/2003, de 20/02/2003.

Cada paciente recebeu as informacdes sobre os objetivos da pesquisa e 0s
formulérios para a assinatura do Consentimento Informado Livre e Esclarecido
(ANEXO 1). As informacfes sobre os parametros clinicos, histopalégicos e de
evolucdo clinica avaliados, ndo puderam ser obtidas de todas as pacientes,
resultando num namero varidvel dessas informagdes para cada parametro (TABELA
1).

A idade média das pacientes foi de 54,5 + 17,5 anos (29 — 89 anos). O tipo
histol6gico mais frequente foi o carcinoma ductal invasor (45%, n=21), seguindo pelo
carcinoma ductal invasor associado a carcinoma intraductal (32%, n=15). Os outros
tipos compreenderam 23% (n=11) da amostra e estao apresentados na FIGURA 6.

A maioria dos tumores foi maior do que 20 mm (68%, n=32). Vinte e quatro
(52%) pacientes apresentaram metastase nos linfonodos axiliares, e em 22 (48%)
pacientes as mesmas nao foram observadas.

Os tumores classificados como de grau Il foram mais frequentes (58%,
n=26) do que os de grau Il (27%, n=12) e grau | (15%, n=7).

Considerando o0s receptores hormonais, 35 (78%) dos tumores
apresentaram receptor de estrogénio positivo e 10 (22%) negativo. Trinta e quatro
(79%) tumores apresentaram receptor de progesterona positivo e nove (21%)

negativo.
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TABELA 1 — INFORMAGCOES CLINICAS, HISTOPATOLOGICAS E DE EVOLUGAO CLINICA DAS
PACIENTES PORTADORAS DE CARCINOMA MAMARIO

Parametros Pacientes: N (%)
Idade

< 50 anos 18/46 (39)

= 50 anos 28/46 (61)
Subtipo Histolégico

Carcinoma Ductal Invasor 21/47 (45)

Carcinoma Ductal Invasor, Associado a Carcinoma Intraductal 15/47 (32)

Outros tipos 11/47 (23)
Tamanho do Tumor

<20 mm 15/47 (32)

>20 mm 32/47 (68)
Metastase em Linfonodos

Positivo 24/46 (52)

Negativo 22/46 (48)
Grau Histologico

I 7/45 (15)

Il 26/45 (58)

I 12/45 (27)
Receptor de Estrogénio (RE)

Positivo 35/45 (78)

Negativo 10/45 (22)
Receptor de Progesterona (RP)

Positivo 34/43 (79)

Negativo 9/43 (21)
Amplificacdo de ERBB2

Positivo 19/42 (45)

Negativo 23/42 (55)
Recidiva

Nao 38/41 (93)

Sim 3/41 (7)
Metastase em sitios distantes

Nao 34/41 (83)

Sim 7141 (17)
Obito

Nao 35/43 (81)

Sim 8/43 (19)

FONTE: O Autor (2011).
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FIGURA 6 — DISTRIBUICAO DOS SUBTIPOS HISTOLOGICOS NAS PACIENTES ANALISADAS
FONTE: O Autor (2011).

Os tumores que ndo apresentaram a amplificacdo de ERBB2 foram mais
frequentes (55%, n=23) do que os que apresentaram (45%,n=19).

As informacfes sobre a evolucédo clinica das pacientes foram obtidas num
periodo maximo de 96 meses (pacientes com cirurgia no ano de 2003) e minimo de
um més, conforme a amostra ia sendo constituida, descontinuidade de tratamento
ou 6bito.

As pacientes que ndo apresentaram recidiva (93%, n=38) ou metastase
(83%, n=34) durante o periodo avaliado foram as mais frequentes, respectivamente.
As pacientes que apresentaram recidiva ou metastase foram 3 (7%) e 7 (17%),
respectivamente. Durante o periodo de avaliagéo, oito (19%) pacientes foram a Obito
em decorréncia da doencga.



34

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE PERIFERICO E
DE TECIDO TUMORAL

As coletas de sangue periférico foram realizadas por meio de puncéo
intravenosa com agulhas e seringas descartaveis estéreis. Foram coletados cerca
de 10 ml de sangue de cada paciente, o qual foi colocado imediatamente em tubos
estéreis Vacutainer (BD) contendo 7,2 mg de K, EDTA, e mantidos a 4 °C até o
processamento.

Para o processamento do sangue, cerca de 5 ml de sangue periférico foram
centrifugados com cerca de 14 ml de tampéo de lise para células vermelhas RCLB
1X (obtido da solucdo estoque 10X concentrada: 12,1 g de Tris; 110,2 g de MgCly;
5,8 g de NaCl e agua destilada) a 2000 rotacdes por minuto (rpm) por 10 minutos.
Este processo foi repetido até obter um botdo de globulos brancos, livre de
hemacias, ao qual foram adicionadas trés gotas da solu¢do PBS e centrifugado a
13.000 rpm por 2 minutos. O material foi armazenado em geladeira até o0 momento
da extracdo do DNA gendmico.

As amostras de tecido tumoral foram coletadas pelo médico responséavel no
momento da retirada cirdrgica do tumor. Os fragmentos de tumor processados
(retirada manual de tecidos ndo tumorais e fragmentacdo com o auxilio de tesouras
e pincas estéreis) foram colocados em frascos estéreis identificados e estocados em

condic¢Oes ideais de conservacao (-80 °C), para posterior extracdo de DNA e RNA.

4.3 ANALISE DE PERDA DE HETEROZIGOSE (LOH)

4.3.1 Extracdo e Amplificacdo do DNA de Sangue Periférico e Tumoral

O método de extracdo do DNA sanguineo utilizado foi o de salting out,
conforme o protocolo de Bignon; Fernandez-Vina (1997). Ao final do processo, as

amostras de DNA foram diluidas em 100 pL de agua ultrapura e armazenadas a —20
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°C até o momento da amplificacdo pela reacdo em cadeia da polimerase
(polymerase chain reaction - PCR). O método de extracdo do DNA tumoral utilizado
foi o de fenol-cloroférmio. Em um tubo de microcentrifuga contendo os fragmentos
do tumor foram adicionados 80 pL de tampé&o da proteinase K 5X, 40 uL de solucéo
de proteinase K (10 mg/mL), 20 yL de solugdo de SDS 20% e 240 uyL de agua
ultrapura. A mistura foi homogeneizada em agitador tipo Vortex, seguida de
incubacdo no bloco de aquecimento a 60 °C por 30 minutos, deixando-se atingir a
temperatura ambiente antes de prosseguir com procedimento. Em seguida, foram
adicionados 500 pL de fenol saturado pH 8,0 e 400 pL de cloroférmio,
homogeneizando manualmente vérias vezes. O material foi centrifugado a 13.000
rom por 10 minutos e o sobrenadante transferido para um novo tubo de
microcentrifuga de 1,5 mL. Foram adicionados 50 uL de acetato de s6dio 3 M e 1 ml
de etanol absoluto para a precipitacdo do DNA e centrifugado nas mesmas
condi¢cbes. O sobrenadante foi descartado e em seguida, foram adicionados 500 uL
de etanol 70%. O tubo foi invertido delicadamente varias vezes antes de uma nova
centrifugacéo. O sobrenadante foi desprezado e o material foi colocado em bloco de
aquecimento a 55 °C por 10 minutos para a evaporagdo da agua. Apds, a amostra
de DNA foi ressuspendida em 30 a 50 pyL de agua ultrapura e levada ao bloco de
aguecimento a 95 °C por 10 minutos, para que a solucdo de DNA se tornasse
homogénea. Apéds atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA foi
armazenada a -20 °C.

Para a quantificagdo das amostras de DNA obtidas, foi utilizada a plataforma
de quantificacdo de DNA dupla fita Qubit Fluorometer (Invitrogen), conforme
especificacoes do fabricante.

A PCR foi utilizada para a amplificacdo dos marcadores microssatélites em
regides especificas do braco curto do cromossomo 3 e do braco longo do
cromossomo 17. O QUADRO 1 apresenta informacdes sobre a localizacao,
frequéncia de heterozigose, tamanho do fragmento amplificado em pares de bases
(pb), os iniciadores e o fluorocromo utilizado para cada marcador microssatélite.
Todos os produtos de amplificacdo foram obtidos utilizando as mesmas condicdes,
conforme descrito no QUADRO 2:
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Heterozigose
] (Genome Tamanho o
Marcador | Localizagao Iniciadores Fluorocromo
Database) (pb)
(%)

5"-AGCTCACATTCTAGTCAGCCT-3"

D3S1300 3p14.2 0,83 217-241 pb FAM

5-GTAGACCCCTTACCG-3

5-CCTGTGAGACAAAGCAAGAC-3’

D3S1234 3p14.2 0,66 99-121 pb FAM
5-GACATTAGGCACAGGGCTAA-3’
5-TTCTACTGCAATCCAGCCTGG-3’

D3S4103 3p14.2 0,83 165-185 pb HEX
5-GCCTTGGGTAGATTTATACCT-3’
5-TAGGAGATGGATTATTGGTG-3’

D17S1323 17q21 0,48 155 pb FAM
5-AAGCAACTTTGCAATGAGTG-3’
5-CTAGCCTGGGCAACAAACGA-3

D17S1322 17q21 0,67 130 pb HEX
5-GCAGGAAGCAGGAATGGAAC-3’

QUADRO 1 - CARACTERISTICAS DOS MARCADORES MICROSSATELLITES UTILIZADOS E

INICIADORES
FONTE — O Autor (2011).
~ CONCENTRACAO VOLUME NA
REAGENTES CONCENTRACAO . .
NA REACAO REACAO
DNA molde 20,0 ng/puL 40,0 ng 2,0 uL
Tampao 10,0 X 10X 1,0 uL
MgCl, 50,0 mM 1,0 mM 0,2 uL
dNTPs 2,0 mM de cada 0,1 mM de cada 0,5 uL
Iniciador foward 8,0 mM 0,8 mM 1,0 L
Iniciador reverse 8,0 mM 0,8 mM 1,0 L
Taq DNA 0,1 pL
_ 5,0 U/ uL 05U
polimerase
Para completar 10,0 10,0 uL
H>O Ultra Pura .
pL de reacgéo

QUADRO 2 — COMPOSICAO DA REACAO DE PCR

FONTE — O Autor (2011).
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Os ciclos de amplificagao foram: 96 °C por 5 minutos (desnhaturacdo do DNA
inicial); 30 ciclos de 96 °C por 20 segundos (desnaturacéo), 55 °C por 30 segundos
(hibridizac&o dos iniciadores) e 72 °C por 40 segundos (extensdo); 72 °C por 20
minutos (extensao final), usando o termociclador Eppendorf Mastercycle Gradient.

Apo6s a amplificacdo por PCR, o nimero das amostras e as condi¢des de
corrida foram transferidos para o computador para a analise. Em seguida, a placa de
injecdo contendo as amostras foi montada conforme as condicbes para
genotipagem. Apés uma pré-corrida, a placa foi levada ao sequenciador
MEGABACE 1000.

As condic¢des de corrida foram: injecdo a 3 KV por 80 segundos e corrida a 8
KV por 80 minutos. ApoOs a eletroforese na presenca do marcador padrdo ET-ROX
400 (Amershan Biosciences), os produtos de PCR foram detectados e analisados

pelo Software Fragment Profiler 1.2 (Amershan Biosciences).

4.3.2 Analise de LOH

Os marcadores informativos para cada paciente foram avaliados quanto a
presenca ou auséncia de LOH no tecido tumoral. Amostras cujos marcadores
apresentaram-se homozigotos no sangue periférico foram consideradas nao
informativas para aquele marcador. A LOH foi determinada matematicamente

utilizando-se a formula descrita por Schwarzenbach et al., 2007:

Altura do pico do alelo normal 2

Altura do pico do alelo normal 1
LOH = -—----mem- e

Altura do pico do alelo tumoral 2

Altura do pico do alelo tumoral 1

O alelo 1 é o que possui menor tamanho em pares de bases, e o alelo 2 é o

que possui maior tamanho em pares de bases. Um valor de LOH < 0,60 indica que a
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amostra tumoral apresenta pelo menos 40% de perda do alelo de maior tamanho,
enquanto que um valor de LOH = 1,67 indica perda de pelo menos 40% do alelo de
menor tamanho na amostra tumoral. Foi considerada LOH quando o valor obtido foi
<0,60 ou =21,67. Todas as analises foram repetidas e so foi considerada LOH quando
os resultados obtidos através da férmula acima citada foram compativeis nas duas
andlises.

Os critérios utilizados para inclusdo das pacientes nas classes experimentais
deste trabalho foram: 1) a presenca de LOH em pelo menos um dos marcadores
microssatélites analisados para os genes BRCAL e FHIT, incluindo a paciente nas
classes LOHgrca1 OU LOHgyt. 2) a auséncia de LOH em todos os marcadores
microssatélites analisados, incluindo a paciente nas classes de ROH (retencdo de

heterOZigose), ROHgrca1 € ROHEHT.

4.4 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

4.4.1 Extragédo de RNA

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o kit RNeasy® (QIAGEN). A partir
de amostras de tecido tumoral previamente processadas foi realizado o
procedimento de homogeneizacdo de 30 mg de amostra juntamente com 600 pL de
tampado RLT. Todo o procedimento de homogeneizacdo foi realizado com
homogeneizador elétrico até ser obtido um extrato. Apos centrifugacdo a 14.000 rpm
em microcentrifuga por 3 minutos foi adicionado 1 volume de etanol 70%. Foram
transferidos 700 uL da amostra para tubos especificos do kit, compostos de coluna
spin e tubo coletor de 2,0 mL. Essas amostras foram centrifugadas por 15 segundos
a > 10.000 rpm. O conteudo do tubo coletor foi descartado. Adicionou-se 700 uL de
tampao RW1 e foi repetido o procedimento de centrifugacdo e descarte anterior.
Adicionou-se 500 pL de tampéo RPE e foi repetido o procedimento de centrifugacéo
e descarte anterior. Adicionou-se novamente 500 uL de tampéo RPE e centrifugou-
se por 2 minutos a > 10.000 rpm. O tubo coletor foi descartado com o contetdo e um

novo tubo coletor foi utilizado. O material foi centrifugado a de 14.000 rpm por 1
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minuto, descartando-se o tubo coleto. Um novo tubo coletor foi utilizado e foram
adicionados 40 pL de agua livre de RNase. O material foi centrifugado por 1 minuto
a > 10.000 rpm. O conteudo do tubo coletor foi transferido para um microtubo de
armazenamento identificado para entdo proceder a leitura de concentracdo de RNA.

As concentragcbes de RNA obtidas pela extracdo foram determinadas
utilizando o aparelho Nanodrop® 2000. A partir delas, as solugdes uso de RNA foram
preparadas com 50 ng/uL.

4.4.2 Reacao de Retrotranscricdo

A reacédo de retrotranscricdo para obtencdo do DNA complementar (cDNA)
foi realizada com o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems). A sintese de cDNA foi catalisada pela transcriptase reversa
MultiScribe® e foram usados iniciadores randémicos. Os componentes da reacdo e
concentracfes estdo presentes no QUADRO 3 e as condicbes de reacdo no
QUADRO 4.

COMPONENTES CONCENTRACAO
RT Buffer 10 X

RT Random Primers 10 X
dNTPs Mix 25X
MultiScribe®RT 50 U/pL
Amostra de RNA 50 ng/uL (6 pL)
Agua livre de RNase (completar 10 pL) --

QUADRO 3 — COMPOSICAO DE REACAO DE RETROTRANSCRICAO
FONTE: O Autor (2011).
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PASSO 1 PASSO 2 PASSO 3 PASSO 4
TEMPERATURA 25°C 37°C 85°C 4°C
TEMPO 10 minutos 120 minutos 5 minutos 00

QUADRO 4 — CONDICOES DE REACAO DE RETROTRANSCRICAO PARA O TERMOCICLADOR
EPPENDORF MASTERCYCLER
FONTE: O Autor (2011).

4.4.3 PCR em Tempo Real Quantitativa (QRT-PCR)

A PCR em tempo real € uma metodologia baseada em fluorescéncia para a
deteccdo e medida de produtos gerados durante cada ciclo da PCR. A emissao dos
compostos fluorescentes gera um sinal que aumenta na propor¢do direta da
quantidade de produto.

Por ser capaz de medir os produtos conforme estes sdo gerados, ou “‘em
tempo real”, € possivel saber a quantidade de produto em um ponto no qual a
reacao ainda esta na fase exponencial (GINZINGER, 2002). Por este motivo, essa
técnica permite a quantificacdo, o acompanhamento da reacdo e a apresentacéo
dos resultados de forma mais precisa e rapida, pois ndo requer a deteccdo em gel
de eletroforese. Outras vantagens sdo a maior sensibilidade, reprodutibilidade e
acuracia, velocidade na analise, melhor controle de qualidade no processo e menor
risco de contaminacao (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004).

Para este trabalho foi utilizado o composto fluorescente SYBR Green, um
fluoréforo em suspensao, intercalante de DNA dupla fita, que emite uma
fluorescéncia verde com a excitacdo da luz emitida pelo sistema Optico do
termociclador. Quando néo ligado ao DNA exibe uma fluorescéncia muito pequena,
que é realcada quando o fluoroforo se liga a fita dupla de DNA.

Durante a polimerizacdo catalisada pela enzima Tag DNA polimerase, as
moléculas do SYBR Green se ligam ao DNA recém sintetizado, e um aumento da

fluorescéncia € observado em tempo real, o0 que possibilita o0 monitoramento
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continuo da reacdo. No ciclo seguinte, na etapa de desnaturacdo do DNA, as
moléculas do fluoréforo séo liberadas e diminui o sinal de fluorescéncia. A deteccao
da fluorescéncia no fim da etapa de extensdo de cada ciclo da PCR permite
monitorar a quantidade crescente de DNA amplificado. As vantagens da utilizacéao
do SYBR Green sdo o baixo custo quando comparado a outros fluoréforos, a
facilidade no uso e a sensibilidade. Por ser um sistema de deteccao néo especifico,
muitas vezes ele pode se ligar aos dimeros de oligonucleotideos iniciadores ou a
outros produtos inespecificos, resultando em um controle negativo positivo. No
entanto, permite a utilizacdo da curva de dissociacdo ou melting curve, através da
qual se pode verificar a existéncia de um ou mais produtos de PCR presentes em
cada reacao, devido a diferencas de Tm (melting temperature) entre eles causadas
pelo nimero e composicdo de bases de cada um. Essa curva resulta de um
aumento gradual da temperatura de 60 ° para 95 °C; a medida que os produtos
gerados por PCR desnaturam com esse aumento de temperatura, diminui o sinal
fluorescente do SYBR Green.

Durante a reacdo de PCR, o sinal fluorescente (Rn) aumenta na mesma
proporcéo da quantidade de produto amplificado. A FIGURA 7 mostra uma curva de
amplificacdo de um produto de PCR em tempo real, a qual contém trés fases
distintas que caracterizam a progressao da PCR.

Nas trés fases o sinal € detectado e aumenta de maneira diretamente
proporcional ao aumento do produto de PCR. Na fase exponencial o aumento do
produto é proporcional a quantidade inicial e, idealmente, dobra sua quantidade a
cada ciclo. A amplificacdo é caracterizada por uma eficiéncia alta e constante. Na
fase linear, um ou mais componentes da PCR diminui abaixo da concentracao critica
e a inclinacdo da curva comeca a diminuir, diminuindo também a eficiéncia. Por
ultimo, a PCR alcanca uma fase estacionaria, na qual ndo é gerado produto e o sinal
fluorescente permanece relativamente constante; € o platé (Applied Biosystems,
2004; SCHEFE et al., 2006).
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FIGURA 7 — GRAFICO ARN (VARIACAO NO SINAL FLUORESCENTE) X NUMERO DE CICLOS
MOSTRANDO UMA CURVA DE AMPLIFICACAO OBTIDA EM UMA REACAO DE
gPCR EM TEMPO REAL PARA O GENE FHIT COM SUAS 3 FASES
CARACTERISTICAS

FONTE: Software realplex EPPENDORF (2011).

4.4.4 Quantificacao Relativa

A guantificacdo por gRT-PCR pode ser realizada por dois métodos diferentes:
qguantificacdo absoluta e relativa. Na quantificacdo absoluta através da presenca de
uma diluicdo seriada com concentracgao inicial conhecida de cada uma das diluicdes
da série (curva padréo — standard curve) € possivel identificar o nimero de copias
inicial do DNA molde. Este tipo de quantificacdo € indicado para estudos com
poucos genes, para quantificacdo de carga viral, nimero de copias inseridas em um
organismo geneticamente modificado transgénico; possui a desvantagem de
precisar da presenca da curva padrdo em toda placa de reacdo para 0s genes em
estudo (SCHMITTGEN et al., 2008).

Na quantificacdo relativa a expressdo génica de um determinado alvo é
determinada em relacdo a uma amostra de referéncia, sendo o Método do Cq
Comparativo (Cq - ciclo de quantificacao; anteriormente chamado de Ct — threshold

cycle) o mais indicado para estudos de expressdo génica com varios genes alvo.
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Normalmente, neste método é feita a comparacao entre a variacdo de Cq de dois
grupos amostrais (teste e referéncia ou calibrador). Neste método, a curva padrao
nao é necessaria para a quantificacdo, mas deve ser construida para a validacéo
dos ensaios de gRT-PCR através da determinacdo da eficiéncia de reacdo para
cada um dos genes do experimento (alvos e referéncias) (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001; SCHMITTGEN et al., 2008).

Este trabalho foi realizado através da quantificacéo relativa pelo Método do
Cqg Comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) e a normalizacdo foi realizada
segundo BUSTIN et al.,, (2009). O equipamento utilizado neste trabalho foi o
mastercycler EPPENDORF e os dados de quantificacdo foram obtidos a partir do
software realplex EPPENDORF.

4.4.5 Determinagao dos Genes de Referéncia

Os genes de referéncia (anteriormente denominados de controles internos,
controles enddgenos ou genes housekeeping) sdo genes que possuem expressao
estavel entre as classes experimentais e fazem a normalizacdo de fatores
incontrolaveis inerentes a processos da técnica como numero de células utilizadas
na extracdo de RNA ou alteracdes nos micro-ambientes dos tecidos dos quais séo
obtidas as amostras (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Para a determinacdo dos melhores genes de referéncia foram realizados
ensaios com trés genes candidatos: GAPDH, CICLOFILINA e B-ACTINA. Estes
foram testados em amostras pertencentes as classes experimentais deste trabalho e
os resultados foram analisados no software DataAssist® (Disponivel em
https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2;catl
D=606580). O resultado da andlise esta representado na FIGURA 8. Os genes
candidatos mais estaveis apresentam valores proximos de um (os valores referéncia
para cada gene estédo indicados na legenda da figura). Desse modo, os dois genes
de referéncia candidatos mais estaveis escolhidos foram a CICLOFILINA e G-
ACTINA.
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FIGURA 8 — GRAFICO GERADO PELO SOFTWARE DataAssist® PARA ESTABILIDADE DOS
GENES DE REFERENCIA CANDIDATOS GAPDH, CICLOFILINA e B-ACTINA
FONTE: Software DataAssist® (2011).

4.4.6 Oligonucleotideos Iniciadores e Reacdo de gRT-PCR

Observando-se regras especificas para a construcdo de iniciadores para
ensaios de gRT-PCR, foram obtidos quatro pares de iniciadores para 0s genes
CICLOFILINA, B-ACTINA, BRCAL1 e FHIT (QUADRO 5). Os dois primeiros foram
utiizados na reacdo como genes de referéncia. A reacdo de QgRT-PCR foi
padronizada conforme o QUADRO 6 para os reagentes e QUADRO 7 para as
condicOes de reacdo no termociclador Mastercycle ep realplex EPPENDORF.
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GENES

INICIADORES

5-GACCCAACACAAATGGTTCC-3

CICLOFILINA
5-TTTCACTTTGCCAAACACCA-3’
5-CCTACTGCGTGGTGTGGAC-3'

B-ACTINA
5-TGACTCCTGTGGATGTGCAG-3'
5 - TTGATGTGGAGGAGCAACAG-3’
BRCA1
5-GAGGCTGATTCCAGATTCCA-3
T 5-GGAAACCTGTGGTACCAGGAC-3’

5-CAAATCGGCCACCTTCATCAG-3

QUADRO 5 — SEQUENCIA DOS INICIADORES DE gRT-PCR

FONTE: O Autor (2011).
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. CONCENTRACAO NA VOLUME NA
REAGENTES CONCENTRACAO - ~
REACAO REACAO
cDNA 3,0 ng/puL 0,6 ng/uL 5puL
Master MIX SYBR 12,5 uL
2X 1X
Green
Iniciadores (foward — reverse) (foward / reverse)
CICLOFILINA 10 pmol/pL 0,2 pmol/uL — 0,6 pmol/pL | 0,50 pL /1,5 pL
0,1 pmol/uL - 0,2 0,25 uL /0,5 uL
B-ACTINA 10 pmol/pL
pmol/uL
0,2 pmol/uL - 0,2 0,50 uL /0,5 pL
BRCA1 10 pmol/uL
pmol/pL
0,1 pmol/pL - 0,2 0,25puL /0,5 uL
FHIT 10 pmol/uL pmovH H H

pmol/uL

H,O Ultra Pura

para completar o

volume final

Volume Final

25 L

QUADRO 6 — COMPOSICAO DE REACAO DE gRT-PCR

FONTE: O Autor (2010).

NOTA: Os valores de concentracdo na reacao dos iniciadores foram determinados para otimizar a eficiéncia

da reacdo ap0s titulacao realizada com diversas combinacdes de concentracdes.

Passo 3 (repete
Passo 1l | Passo 2 Passo 4
40X)
Temperatura| 50°C 95 °C 95°C e 60 °C Curva de melting
Tempo 2 min 10 min 15se 1 min

QUADRO 7 — CONDICOES PARA REACAO DE gRT-PCR

FONTE: O Autor (2011).

NOTA: O Passo 4 é importante para o controle de qualidade da reacdo principalmente com relagédo a

amplificagdo de produto inespecifico e dimeros de iniciadores.
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4.4.7 Validacdo da qRT-PCR pelo Método da Curva Padréo

A validacao dos ensaios foi realizada pelo Método da Curva Padréo (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001). Para a construcao das curvas padréo foi realizada uma pré-
amplificagdo nas condi¢gbes indicadas nos QUADROS 7 e 8, com os iniciadores
especificos para cada um dos quatro genes deste estudo. O produto amplificado foi
submetido a uma corrida de eletroforese em gel de agarose 2,5 % a 80 V por 50
minutos. O gel foi corado com Brometo de Etideo 0,1% e as bandas referentes aos
produtos foram recortadas do gel com auxilio de bisturi e lamina estéreis no
transiluminador de luz UV. O produto amplificado foi purificado através do Kit
AxyPrep DNA Gel Extraction® (AXYGEN). A concentracdo obtida ([conc.]) pela
purificacdo foi determinada utilizando o aparelho Nanodrop® 2000 e entdo foi
determinado o valor do Fator de Diluicéo inicial (F.D.) para a realizacéo das diluices

seriadas para a construcao das curvas padréo, conforme as férmulas a sequir:

F.D. = (N° de moléculas)
1X108

N2 de moléculas = (6,023X10% [conc.] ug/uL X107
P.M.

P.M.* = (N° de pares de bases do fragmento)X 330

P.M. — Peso Molecular

Em todas as reacbes de curva padrdo foram utilizadas cinco diluicdes
seriadas na ordem de 10X, um exemplo de uma curva padrdo esta ilustrado na
FIGURA 9. Os valores de slope, intercesséo com eixo Y, eficiéncia de reacéo e R?,
sao apresentados na TABELA 2.

Os ensaios para os genes foram validados. Os dados de validacdo dos

ensaios sao apresentados na TABELA 3.
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FIGURA 9 — CURVA PADRAO DO GENE FHIT COM CINCO DILUICOES SERIADAS

FONTE: Software realplex 1.5 EPPENDORFF (2011).

NOTA: (A) Gréfico de amplificagdo em escala nao logaritmica. (B) Gréfico de eficiéncia de reacao.
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TABELA 2 — DADOS DE slope, INTERCESSAO COM EIXO Y, EFICIENCIA DE REACAO E R?,
PARA AS CURVAS PADRAO CONSTRUIDAS PARA VALIDAGAO DE
EXPERIMENTOS COM OS GENES B-ACTINA, CICLOFILINA, BRCA1 E FHIT

GENES Slope Intercessdo  Eficiéncia de R?
com Eixo Y Reacéo
CICLOFILINA -3,323 42,48 1,00 1,00
B-ACTINA -3,315 42,75 1,00 0,98
BRCA1 -3,368 61,54 0,98 0,99
FHIT -3,312 53,35 1,00 0,99

FONTE — O Autor (2011).
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TABELA 3 — VALORES DE R? PARA VALIDACAO DAS REACOES DE qRT-PCR PARA OS GENES
DE REFERENCIA E GENES ALVOS

GENES BRCA1 FHIT
B-ACTINA 0,1025 0,0281
CICLOFILINA 0,0818 0,0547

FONTE: O Autor (2011).

NOTA: Valores de R” devem estar entre -0,1 e 0,1 para validacdo das reacdes de qRT-PCR para o
Método do Cq Comparativo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

A anélise de expressao génica foi realizada no software DataAssist® através
do Método do Cq Comparativo (XIA et al.,, 2010). O coeficiente de correlacdo de
Pearson foi calculado entre a expressdo do gene BRCA1l e do gene FHIT. A
significAncia das diferencas entre as meédias de quantificacdo de expressao entre as
diversas classes estudadas foi analisada através do teste t de Student.

Para as analises do coeficiente de correlacdo e do teste t foi utilizado o
pacote estatistico Bioestat 5.0 (AYRES et al.,, 2007). O nivel de significancia

considerado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

Foram estudadas 47 amostras de carcinomas mamarios. O numero de
pacientes variou nos parametros analisados, devido a ndo obtencdo de informacdes
(TABELA 1). A quantificacdo relativa da expressdo génica foi realizada através do
Método do Cq Comparativo conforme descrito no item 4.4. O QUADRO 8 apresenta
as informacdes sobre as analises laboratoriais realizadas em cada uma das
pacientes, demonstrando a presenca ou auséncia de LOH e para quais dos genes a
andlise de expressao foi bem sucedida.

A FIGURA 10 apresenta o grafico comparativo da expressdo dos genes
BRCAL e FHIT nos 32 pacientes em que a quantificacdo de ambos os genes foi
possivel. A meédia de expressdao do gene FHIT (0,0299+0,0377, n=44) foi
aproximadamente 3 vezes maior do que a do gene BRCA1 (0,0099+0,0054, n=35),
sendo a diferenga estatisticamente significante (t'= 3,428 > t;. = 2,027).

O coeficiente de correlacdo estimado entre a quantificacdo da expressao do
gene BRCAl e do gene FHIT foi de 0,65 (p < 0,0001) o que demonstra uma
interdependéncia da expressao de ambos os genes (FIGURA 11).

A TABELA 4 apresenta os valores das comparacdes entre as médias de
expressao nas classes com presenca e auséncia de LOH nos genes BRCAL e FHIT.
Na comparacdo entre as médias de expressdo do gene BRCALl nas classes
LOHgrcat/LOHEewir (n=4) € ROHgrca1/ROHeyr (N=7), a segunda classe apresentou
uma expressdo média maior (1,13), entretanto a diferenca néo foi estatisticamente
significativa (t’ = 0,415 < t. = 2,517). Resultados no mesmo sentido foram
observados para o gene FHIT nas mesmas classes (1,04 e t = 0,049; p>0,90,
respectivamente). O numero de pacientes em cada classe foi reduzido devido a
classificagdo da amostra de acordo com a presenca de ROH e LOH concomitante e
obtencdo da expressdo génica pelo procedimento de gRT-PCR (QUADRO 8). A
comparacao entre as médias de expressédo nas classes de LOH e ROH em BRCA1
e FHIT também foram realizadas isoladamente, ndo se observando diferenca

estatisticamente significante entre as mesmas (TABELA 4).



Cddigo BRCA1 FHIT Expresséo BRCAL | Expresséo FHIT
CP 408 ROH LOH 0,0109 0,0128
CP 433 LOH LOH 0,0094 0,0015
CP 446 ROH LOH 0,0083 0,0028
CP 459 NI LOH 0,0085 0,0025
CP 460 NI LOH 0,0085 0,0042
CP 470 NI LOH 0,0036 0,0044
CP 475 NI ROH 0,0251 0,0231
CP 501 NI ROH 0,0083 0,0024
CP 525 LOH ROH 0,0072 0,0059
CP 529 ROH ROH 0,0132 0,0406
CP 536 ROH ROH 0,0084

CP 553 ROH ROH 0,0234 0,0266
CP 557 NI ROH 0,0111 0,0201
CP 558 ROH ROH 0,0051 0,0022
CP 559 NI ROH 0,0177 0,0929
CP 560 NI ROH 0,0054 0,0011
CP 561 NI ROH 0,0053 0,0028
CP 563 ROH ROH 0,0096 0,0048
CP 567 NI ROH 0,0062 0,0054
CP 572 NI ROH 0,0063

CP 577 LOH LOH 0,0114 0,0217
CP 578 LOH ROH 0,0108 0,0209
CP 583 ROH ROH 0,0058 0,0039
CP 587 NI ROH 0,0075 0,0032
CP 588 LOH ROH 0,0171 0,0194
CP 589 NI ROH 0,0082 0,0080
CP 590 LOH LOH 0,0073 0,0081

QUADRO 8 — INFORMACOES SOBRE AS ANALISES REALIZADAS EM CADA PACIENTE

(continua)
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Cddigo BRCA1 FHIT Expresséo BRCAL |Expresséo FHIT
CP 591 NI ROH 0,0063 0,0069
CP 592 NI ROH 0,0089 0,0101
CP 593 ROH ROH 0,0068 0,0038
CP 594 LOH ROH - 0,0125
CP 600 LOH ROH - 0,1381
CP 602 NI ROH 0,0236 0,0194
CP 603 NI LOH - 0,0279
CP 605 LOH LOH - 0,0744
CP 606 ROH ROH 0,0047 0,0049
CP 607 ROH ROH - 0,0815
CP 610 LOH LOH 0,0080 0,0227
CP 612 LOH NI 0,0067 -
CP 617 ROH ROH 0,0128 0,0733
CP 635 NI LOH - 0,0098
CP 641 ROH ROH - 0,1006
CP 650 ROH ROH - 0,1019
CP 651 NI ROH - 0,1025
CP 652 ROH LOH - 0,1229
CP 653 NI ROH - 0,0277
CP 654 NI LOH - 0,0316

QUADRO 8 — INFORMAQC)ES SOBRE AS ANALISES REALIZADAS EM CADA PACIENTE
(concluséo)

FONTE: O Autor (2011).

LEGENDA: LOH = perda de heterozigose; ROH = retencdo de heterozigose; NI = ndo informativos.

Os valores indicam a média de expresséo relativa dos genes em cada individuo.
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FONTE: Software DataAssist® (2011)
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FIGURA 11 — GRAFICO DE CORRELA(;AO LINEAR DE PEARSON (r = 0,65)
FONTE: Bioestat 5.0 (AYRES, et al., 2007)

TABELA 4 — VALORES DAS MEDIAS DE EXPRESSAO, DA QUANTIFICACAO RELATIVA (RQ) E DO TESTE t
OBTIDOS NAS COMPARAGCOES ENTRE CLASSES COM LOH OU ROH CONCOMITANTE E
ISOLADA PARA OS GENES BRCAL1 E FHIT
CLASSES (n) MEDIAS+DP RQ TESTE t

Médias de expressao de BRCAL e presenca ou auséncia de LOH

LOHgrca1/LOHEHiT (4) vs ROHgrcat/ROHEHiT (7) 0,0090+0,0018 vs 0,0102+0,007 1,13 t'=0,415<t,=2,517

LOHgrca1 (8) vs ROHgrca1 (11) 0,0097+0,0034 vs 0,0099+0,0053 1,02 t=0,02; p>0,90

Médias de expressao de FHIT e presenca ou auséncia de LOH

LOHgrca1/LOHEHiT (4) vs ROHgrcal/ROHEHIT (7) 0,0135+0,0104 vs 0,0140+0,0174 1,04 t =0,049; p>0,90

LOHgHiT (14) vs ROHEHiT (30) 0,0248+0,0342 vs 0,0322+0,0396 1,30 t=0,603; p>0,50

FONTE: O Autor (2011).
NOTA: Classes Referéncia - LOHgrca1/LOHenir, LOHgrcar € LOHgy T
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A TABELA 5 apresenta as classes de referéncia, os valores das médias de
expressdo, da quantificacdo relativa (RQ) e do teste t para o gene BRCAL nas
comparacdes com o0s parametros histopatolégicos e de evolucdo clinica. Foram
avaliadas 35 pacientes para a expressdo do gene BRCA1l (FIGURA 12). Nas
comparacdes entre as médias da expressdo do gene BRCA1l nos diferentes
parametros histopatolégicos ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes, exceto para a presenca de metdstase em linfonodos que apresentou
uma media maior (1,52) do que a observada nas pacientes sem comprometimento
dos linfonodos, com diferenca estatisticamente significante, apresentando a maior
diferenca nestas comparacfes. As medias dos parametros de evolucdo clinica
(recidiva, metastase em sitios distantes e Obito) ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (TABELA 5).

A TABELA 6 apresenta as classes de referéncia, os valores das médias de
expressdo, da quantificacdo relativa (RQ) e do teste t para o gene FHIT nas
comparacdes com o0s parametros histopatolégicos e de evolucao clinica. Foram
avaliadas 44 pacientes para a expressao do gene FHIT (FIGURA 13). Nas
comparagdes entre as meédias da expressdo do gene FHIT nos diferentes
parametros histopatolégicos e de evolucao clinica ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significantes.
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TABELA 5 — CLASSE DE REFERENCIA, VALORES DAS MEDIAS DE EXPRESSAO, DA QUANTIFICAGAO
RELATIVA (RQ) E TESTE t PARA O GENE BRCA1 NAS COMPARAGOES NOS
PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS E DE EVOLUGAO CLINICA

CLASSES (N) REF! MEDIAS RQ? TESTET
Metastase em Linfonodos

Positivo (18) vs Negativo (16) Positivo 0,0081+0,0019 - 0,0123+0,0071 1,52 '=2,33 > t.=2,13
Grau Histolégico

Grau | (5) vs Grau Il (20) Grau | 0,008+0,002 - 0,011+0,0063 1,38 t'=1,80 < t.=2,29
Grau | (5) vs Grau Ill (8) Grau | 0,008+0,002 - 0,0088+0,0040 1,10 t=0,12; p>0,90
Grau Il (20) vs Grau Il (8) Grau Il 0,011+0,0063 - 0,0088+0,0040 1,25 t=0,912; p>0,30
Grau | e 11 (25) vs Grau 11l (8) Grau lll 0,0104+0,0058 - 0,0088+0,0040 1,18 t'=0,001; p>0,95
Grau | (5) vs Grau Il e 11l (28) Grau | 0,008+0,002 - 0,0104+0,0058 1,30 '=1,69 < t;=2,34
Tamanho do Tumor

<20 mm (11) vs > 20 mm (24) >20 mm 0,0099+0,0049 - 0,01+0,0057 1,01 t = 0,045; p>0,95
Receptores Hormonais

RE(+) (28) vs RE(-) (5) Negativo 0,01+0,0052 - 0,0076+0,0026 1,31 t=0,992; p>0,30
RP(+) (26) vs RP(-) (5) Positivo 0,0094+0,0041 - 0,0081+0,0055 1,16 t=0,618; p>0,50
Amplificacdo de ERBB2

Positivo (15) vs Negativo (15) Negativo 0,0106+0,0052 - 0,0078+0,0027 1,36 t=1,87; p>0,05
Recidiva

Sim (3) vs Néo (27) Néo 0,0106+0,0061 - 0,0093+0,0043 1,14 t=0,481; p>0,60
Met4stase em sitios distantes

Sim (6) vs N&o (24) Sim 0,0088+0,0046 - 0,0096+0,0044 1,09 t=0,36; p>0,70
Obito

Sim (7) vs Nao (23) Sim 0,0098+0,0049 - 0,0077+0,0014 1,27 t'=1,10 < t;=2,44

FONTE: O Autor (2011).

NOTA: ' Atribuido valor 1,0 para referéncia. > Valores de quantificacdo relativa demonstrando o quanto a

média de expressao é maior que a classe referéncia.
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TABELA 6 — CLASSE DE REFERENCIA, VALORES DAS MEDIAS DE EXPRESSAO, DA QUANTIFICAGAO
RELATIVA (RQ) E TESTE t PARA O GENE FHIT NAS COMPARACOES NOS PARAMETROS
HISTOPATOLOGICOS E DE EVOLUCAO CLINICA

CLASSES (N) REF" MEDIAS+DP RQ? TESTE t

Metastase em Linfonodos
Positivo (22) vs Negativo (21) Positivo 0,0241+0,0379 - 0,0371+0,0377 1,54 t=1,124; p>0,25

Grau Histolégico

Grau | (7) vs Grau Il (23) Grau | 0,0174+0,0285 - 0,0327+0,0411 1,88 t=0,917; p>0,30
Grau | (7) vs Grau Il (12) Grau | 0,0174+0,0285 - 0,0302+0,0372 1,74 t = 0,783; p>0,40
Grau Il (23) vs Grau Ill (12) Grau lll 0,0327+0,0411 - 0,0302+0,0372 1,08 t=0,179; p>0,80
Grau | e I (30) vs Grau Il (12) Graulell  0,0291+0,0386 - 0,0302+0,0372 1,04 t = 0,08; p>0,90
Grau | (7) vs Grau Il e Il (35) Grau | 0,0174+0,0285 - 0,0318+0,0393 1,83 t=0,923; p>0,25

Tamanho do Tumor

<20 mm (14) vs > 20 mm (30) >20 mm 0,0327+0,0426 - 0,0285+0,0359 1,15 t=0,336; p>0,70
Receptores Hormonais

RE(+) (34) vs RE(-) (9) Negativo 0,0312+0,0403 - 0,0251+0,0298 1,24 t = 0,425; p>0,60
RP(+) (32) vs RP(-) (9) Negativo 0,0306+0,0395 - 0,0314+0,0386 1,03 t=0,051; p>0,95

Amplificacdo de ERBB2

Positivo (17) vs Negativo (23) Negativo 0,0342+0,0414 - 0,0294+0,0380 1,16 t=0,381; p>0,70
Triplo (-) (4) vs Outros (40) Outros 0,0412+0,0413 - 0,0226+0,0312 1,82 t=0,937; p>0,30
Recidiva

Sim (2) vs N&o (37) N&o 0,0293+0,0384 - 0,0481+0,0634 1,64 t=0,657; p>0,50

Metéastase em sitios distantes

Sim (7) vs N&o (32) Sim 0,0325+0,0402 - 0,0203+0,0337 1,60 t = 0,745; p>0,40
Obito
Sim (7) vs N&o (34) Sim 0,0361+0,0415 - 0,0085+0,0091 4,25 t'=1,725 < t.=2,440

FONTE: O Autor (2011).
NOTA: * Atribuido valor 1,0 para referéncia. % valores de guantificacdo relativa demonstrando o quanto a

meédia de expressao é maior que a classe referéncia.
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6 DISCUSSAO

O cancer de mama é uma designacdo geral para subtipos tumorais que
podem diferir tanto no progndstico como na resposta a terapia. A sua classificacéo
na préatica clinica € baseada na morfologia celular e na presenca de varios
receptores (principalmente os de estrogénio (ER), de progesterona (PR) e a
amplificacdo do oncogene ERBB2) e esta classificagdo mostrou-se util na predicado
do progndstico e no direcionamento do tratamento.

O perfil de expressdo génica, inicialmente descrito pelo grupo da
Universidade de Stanford (PEROU et al., 2000), tem demonstrado que a
heterogeneidade morfolégica do cancer de mama pode ser sistematicamente
classificada em nivel transcricional. Os estudos iniciais demonstraram que os perfis
de expressao génica mantém uma variacao sistematica que permite a classificacéo
em cinco grupos distintos: dois grupos ER positivos referidos como Luminal (A e B),
devido ao padrdo de expressdo similar ao das células epiteliais presentes na
camada interna do ducto mamario; um grupo com amplificacdo do gene e expressao
aumentada da proteina ERBB2 (ERBB2+); um grupo com expressao semelhante a
da célula normal com alta expressao de genes da camada basal e baixa expressao
da luminal (normal breast-like) e, finalmente, um quinto grupo que foi previamente
reconhecido como um subgrupo semelhante ao basal (basal-like). Este ultimo foi
caracterizado pela coloracdo positiva para as células mioepiteliais da camada basal,
presenca de citoqueratinas 5/6 e 17 e auséncia dos receptores ER, PR e ERBB2. O
termo “triplo negativo” (TN) se refere aos tumores que nao expressam estes
receptores (CLEATOR; HELLER; COOMBES, 2007; DIAZ et al., 2007). Apesar da
maioria dos tumores triplo-negativos apresentarem o padréo basal, ndo existe uma
superposicdo completa entre os dois grupos, mas € bem reconhecido que
compartilham uma série de caracteristicas fenotipicas e moleculares com os tumores
com mutagdes no gene BRCAL.

Mesmo com esta heterogeneidade conhecida, muitos avancos tém sido
feitos na ultima década no cuidado dos pacientes portadores de canceres mamarios.
Deste modo, terapias hormonais e 0 uso de trastuzumab para inibigdo da sinalizagao
de ERBB2 tém contribuido significativamente para o aumento da sobrevida. A

heterogeneidade da resposta e da sensibilidade as drogas tém levado a pesquisa
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continua de uma segunda geracdo de marcadores moleculares, principalmente
através do estudo da expressédo génica (TURAGA; ACS; LARONGA, 2010).

A expressdo génica € uma medida da atividade do gene, a qual é
determinada pelo nimero de vezes que este é transcrito em mRNA e finalmente
traduzido em uma proteina. Um perfil global da atividade génica pode ser obtido
através das andlises com as tecnologias de microarranjo de DNA e gRT-PCR. Este
perfil € chamado transcriptoma (TURAGA; ACS; LARONGA, 2010).

A analise dos perfis de transcricAo de genes envolvidos em vias de
sinalizagdo, que atuam no controle do ciclo celular, é importante para a
compreensao das interacfes entre estes genes. Através do mapeamento dessas
interacbes serd possivel elucidar as causas da heterogeneidade dos tumores
solidos, como o cancer de mama (COWIN et al., 2010).

Neste trabalho foram analisados 47 carcinomas maméarios, a fim de
determinar a expressao dos genes BRCA1 e FHIT. A guantificacdo da expressao
génica foi realizada através da quantificacdo relativa pelo Método do Cq
Comparativo. A andlise simultdnea dos dois genes foi possivel em 32 pacientes, a
expressao do gene FHIT foi aproximadamente trés vezes maior do que a do gene
BRCAL1 (FIGURA 10), sendo a diferenca estatisticamente significante.

Os trabalhos iniciais que avaliaram a expressdo de BRCAL utilizaram
técnicas de silenciamento por oligonucleotideos antisense (THOMPSON et al., 1995)
e também avaliaram a expresséo da proteina BRCAL através de imunohistoquimica
(TAYLOR et al., 1998; YOSHIKAWA et al., 1999). As mutacfes dos genes BRCAL e
BRCA2 tém uma grande implicacdo na Sindrome de Céancer de Mama Hereditario
determinando um risco de 80-85% de desenvolver a doenca em mulheres aos 80
anos de idade (EELES, 2000). Além disso, a expressdao do gene BRCAL também
esta alterada em carcinomas esporadicos de mama. Isto resultou na avaliacdo da
atuacao do produto deste gene supressor de tumor na origem e progressao tumoral
em casos de cancer de mama nao hereditario (THOMPSON et al., 1995; FRASER et
al., 2003; MUELLER; ROSKELLEY, 2003; ROLDAN; DELGADO; MUSE, 2006;
RAKHA et al., 2008; GORSKI et al., 2009; BOZHANOV et al., 2010; DE SIERVI et
al., 2010; Dl et al., 2010; GILBERT et al., 2010; MARGELI et al., 2010; JOOSSE et
al., 2011).

Em aproximadamente 30% dos tumores esporadicos de mama a expressao

de BRCA1 esta diminuida, sem qualquer mutacio aparente no gene (ROLDAN;
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DELGADO; MUSE, 2006). RAKHA et al. (2008), avaliaram 1940 casos de carcinoma
invasivo de mama para a presenca da proteina BRCAL1l através de
imunohistoquimica. A expressao nuclear uniforme foi observada no tecido mamario
normal. A expressao alterada (expressédo nuclear ausente ou reduzida - 15%; e
expressdo citoplasmatica positiva — 36,6%) foi observada somente nos tecidos
tumorais. Esta expressdo alterada foi associada com alto grau tumoral, estagio
avancado de acometimento de linfonodos axilares, tumores de maior tamanho,
invasdo vascular, receptores hormonais negativos, expressao positiva de TP53 e E-
caderina e com a classe de tumores tipo basal, além de uma curta sobrevida livre da
doenca. Os autores ressaltaram que as caracteristicas dos tumores estudados foram
semelhantes aquelas descritas na literatura para casos de canceres familiais com
mutacdes da linhagem germinativa de BRCAL, indicando a importancia dessas
alteracGes nos tumores esporadicos.

Joosse et al. (2011), avaliaram 41 pacientes portadoras de tumores
esporadicos de mama tipo basal para a expressdao de BRCAL por qRT-PCR,
metilacdo do promotor de BRCAL, perfil gendmico por CGH-array e expressao global
por microarranjos de DNA. Metade dos tumores analisados apresentou deficiéncia
na expressado de BRCAL e teve resultados semelhantes aos tumores com mutacées
no gene. As andlises por qRT-PCR indicaram uma expressdo baixa global e, na
comparacao das médias de expressao do gene entre os subtipos luminal e basal,
este Ultimo apresentou expressdo menor (p<0,0001). Os autores sugerem que a
perda da expressdo de BRCALl pode determinar a instabilidade genbmica com
acumulo de alteragbes citogenéticas e de danos no DNA, indicando um papel
importante na progressao da doenca.

Estudos iniciais descreveram transcritos anormais do gene FHIT em tumores
de mama, pulmao, es6fago, estbmago e cabeca e pescoco (SOZZI; HUEBNER,;
CROCE, 1998; CAMPIGLIO et al., 1999; CAPUZZI et al., 2000; MORI et al., 2001;
VAN HEERDEN, et al., 2001). Outros trabalhos indicaram que a alta expressao de
FHIT aumenta a sensibilidade do cancer pancreatico a apoptose por indutores
exdgenos e a reintroducao de copias deste gene em linhagens celulares de cancer
de pulméo com baixa expressao de FHIT, reduz a proliferacao celular (DUMON et
al., 2001; CAVAZZONI et al., 2004).

Outros autores demonstraram que a expressdo do gene FHIT esta

negativamente correlacionada com a progressado tumoral (TERRY et al., 2007,
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WANG et al., 2008). Resultados de Ishii et al. (2006), sugerem que a expressdo de
FHIT é necesséaria para a protecao celular contra o acumulo de danos ao longo dos
pontos de checagem do ciclo celular, estando envolvida na modulacéo das proteinas
Husl e Chkl (proteinas reguladoras dos pontos de checagem).

A expressao reduzida do gene FHIT esta presente em mais de 60% dos
canceres de mama, e em mais de 50% de regides adjacentes aos tumores. Os
niveis de expressdo deste gene tém sido associados com importantes aspectos da
génese dos canceres mamarios, assim como com a resposta a quimioterapia e
parametros histopatoldgicos (GULER et al., 2009).

Guler et al. (2009), avaliaram a expressédo de FHIT e WWOX (mapeado no
sitio fragil FRA16D) em 837 pacientes através de imunohistoquimica em
microarranjos de tecido (tissue-arrays) elaborados a partir de blocos de parafina.
Também foram avaliadas a CK5/6 citoplasmatica, EGFR, AP2a e AP2y nucleares.
Os tumores triplo-negativos tiveram perda da expressédo destes genes (p<0,001) e
uma correlacdo negativa foi verificada entre a expressdo de FHIT e WWOX e a
expressdo de EGFR, RE e RP (p<0,001). A expressdo de FHIT foi reduzida em
tumores com amplificacdo de ERBB2 e AP2y positivos (p<0,001 e p<0,002,
respectivamente). Os autores ressaltaram que a inativacdo de FHIT e WWOX pode
ser um evento inicial na carcinogénese da mama e é frequente em tumores RE e RP
negativos.

Esses resultados indicaram que a inativagdo dos genes nos sitios frageis
esta fortemente associada entre si e pode ter uma importante funcdo na formacéao
dos tumores tipo basal. Os eventos moleculares envolvidos neste processo precisam
ser investigados em experimentos in vivo para contribuir na identificacdo de novos
alvos terapéuticos (GULER et al., 2009).

Estudos das relagbes entre os cénceres mamarios tipo basal e genes
envolvidos na ativacdo da resposta ao dano no DNA (DNA damage response —
DDR) em pontos de checagem tém sido descritos. Proteinas DDR de ponto de
checagem estdo ativadas em lesdes pré-neoplasicas e neoplasicas em pele, pulméo
e mama (GORGOULIS et al., 2005; BARTKOVA et al., 2005; BARTEK; BARTKOVA,;
LUKAS, 2007), funcionando como uma barreira a progressao tumoral. A quebra do
DNA em FRA3B e/ou em outros sitios frageis pode ser o evento que ativa a DDR e,

paradoxalmente, a perda da expresséao de FHIT altera o ponto de checagem, desde
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que a proteina FHIT esta envolvida na resposta normal ao dano no DNA,
contribuindo para a progressao neoplasica (GULER et al., 2010).

Em outro estudo, 459 pacientes portadoras de céancer de mama foram
avaliadas para a expressdo de diversas proteinas associadas a DDR (yH2AX,
BRCAL, Chk2 e TP53), proteinas supressoras tumorais sensiveis ao dano ao DNA
(FHIT e WWOX) e proteinas de interagdo a WWOX (AP2a e AP2y). A expresséo das
proteinas foi analisada através de imunohistoquimica com tissue-arrays obtidos de
blocos de parafina. A andlise multivariada indicou associagdo significativa entre os
tumores triplo-negativos e a expressao reduzida de FHIT e WWOX (p=0,002 e
p=0,03, respectivamente), e a expressao aumentada de TP53 e AP2y (ambos
p=0,004). Os triplo-negativos foram o tipo mais comum a apresentar alteracdo na
expressdo de duas ou mais proteinas associadas ao DDR (GULER et al., 2010).

De acordo com as nossas analises, ambos 0s genes mostraram baixa
expressao, com Cq médio de 35,547+0,920 para o gene BRCA1 e 34,805+2,604
para o gene FHIT. Porém, consideramos que um passo metodolégico importante
sera a complementacdo com a analise de tecidos mamarios ndao tumorais, pois a
hipétese inicial de que as amostras com ROH nos forneceriam este parametro de
“‘normalidade” nao foi corroborada, por motivos que serao discutidos na sequéncia.

A expressdo relativa dos genes BRCAL e FHIT observada em 32 pacientes
foi comparada através do coeficiente de correlacdo de Pearson no presente estudo,
e apresentou um valor de r = 0,65; p>0,0001 (FIGURA 11), demonstrando uma
interdependéncia entre as mesmas.

Estudos do nosso grupo de pesquisa tém avaliado a LOH nos locos dos
genes BRCAL e FHIT em canceres mamarios, e tém demonstrado alta frequéncia de
perda alélica concomitante nessas regides. Estes resultados sugerem uma relacao
importante entre esses genes com implicacdes na génese, progressao e evolugao
clinica da doenca (CAVALLI et al., 2004; SANTOS et al., 2004; SILVA SOARES et
al., 2010).

Algumas hipéteses tém sido sugeridas para justificar esta associacdo entre
as alteracdes dos genes BRCAL e FHIT. Os estudos que avaliaram a expresséo do
gene FHIT em canceres mamarios familiais com mutacfes nos genes BRCA1 ou
BRCA2 apresentaram as primeiras evidéncias da relagdo entre alteragbes nestes

genes. Ingvarsson et al. (1999), avaliaram carcinomas mamarios esporadicos e
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familiares para expressao dos genes FHIT e BRCA2 (que é regulado em conjunto
com o gene BRCAL). Os resultados destes autores demonstraram que a classe que
possuia mutacbes em BRCA2, também apresentou uma baixa expressao do FHIT,
indicando que alteragbes em BRCA2 podem levar a instabilidade no loco
FHIT/FRA3B. A instabilidade cromossdomica € frequentemente observada em
canceres hereditarios com mutacdes nos genes BRCAL ou BRCA2. Nestes tumores
a LOH e a expressao reduzida de FHIT sdo comumente observadas (INGVARSSON
et al., 2001; HUEBNER; CROCE, 2003).

Proteinas de reparo de mau pareamento pertencentes ao Complexo de
Vigilancia Gendémica Associado a BRCA1 (BRCA1l-associated genome surveillance
complex - BASC) tém sido identificadas como o centro estrutural da maquinaria de
resposta ao dano ao DNA. Todos os componentes conhecidos, incluindo BRCAL,
BRCA2, MSH2, MLH1, ATM, ATR, BLM e o complexo trimérico MRE11-RAD50-
NBS1 (MRN), participam dos mecanismos moleculares de reparo do dano ao DNA,
resposta transcricional, controle dos pontos de checagem e apoptose (SANCAR et
al., 2004; GUDMUNDSDOTTIR; ASHWORTH, 2006). Os sitios frageis FRA3B
(FHIT) e FRA16D (WWOX) sao sensiveis a alteracées nos mecanismos de controle
dos pontos de checagem e de reparo. Delecbes nestes sitios frageis devido ao
funcionamento incorreto do processo de reparo tém sido descritas (ISHII et al.,
2006). Estes dados sugerem que a via do BRCA1 é importante na prote¢do ao dano
do loco FRA3B(FHIT) e a inativagéo desta via contribui para perda da expresséo de
FHIT nestes tumores (PICHIORRI et al., 2008; OKUMURA et al., 2009).

Desta forma, a correlacdo verificada entre a expressdo destes genes no
presente estudo estd de acordo com dados da literatura e sugere que alteragdes no
gene BRCAL, como eventos iniciais no processo tumorigénico, estao relacionadas
com a expressao do gene FHIT. A instabilidade gendmica resultante do descontrole
da via de reparo BASC pode ser indicada como a causa desta correlacao.

Contudo, ainda ndo se conhece completamente todas as interagdes em que
estes genes estdo envolvidos. Como o produto do gene FHIT ndo apresenta
nenhum dominio ou motivo proteico de ligagdo a outras proteinas que possa
fornecer uma indicacdo de suas possiveis interacfes, 0 seu estudo tem sido um
grande desafio. Embora sua importancia em vias de controle do ciclo celular e da

regulacdo do processo de apoptose seja conhecida. A proteina FHIT estabiliza a
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CHK1 e CICLINA D1, além de fazer possiveis interagdes com UBC9, tubulina, Mdm2
e beta-caderina (OKUMURA et al., 2009).

Embora a proteina BRCA1 tenha interagcdes melhor mapeadas (FIGURA 1)
do que a FHIT, novos mecanismos de regulacdo tém sido descritos. Recentemente,
autores descreveram um mecanismo de autorregulacao transcricional de BRCAL,
juntamente com as proteinas E2F e RB. Estes elementos formam um complexo que
atua sobre o promotor de BRCAL, impedindo sua expresséo. Estresse genotdxico
pode desestabilizar este complexo e permitir a expressdo de BRCAL. Este novo
mecanismo de autorregulacdo esta envolvido diretamente com a manutencdo da
estabilidade genémica em células expostas a estresse genotoxico (DE SIERVI et al.,
2010). Portanto, mais estudos precisam ser realizados para elucidar as interacdes
dos produtos destes genes e sua importancia para a heterogeneidade tumoral nos
diversos subtipos de cancer de mama.

As comparacfes entre as médias de expressdo dos genes BRCAL e FHIT e
as classes baseadas na presenca ou auséncia de LOH nédo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes (TABELA 4). Algumas hipéteses foram levantadas
para explicar este fato: 1) regulacao epigenética de promotores, 2) regulacdo através
de fatores proteicos e, 3) contaminagédo da amostra.

Diversos trabalhos tém demonstrado que tanto o gene BRCAL1 como o FHIT
podem apresentar regulacdo através de metilacdo (YOSHIKAWA et al.,, 1999;
BALDWIN et al.,, 2000; MAGDINIER et al.,, 2000; RICE; FUTSCHER, 2000;
ZOCHBAUER-MULLER et al.,, 2001; YANG et al.,, 2001b; CHAN et al., 2002;
MUELLER; ROSKELLEY, 2003; ROSEN et al., 2003; WEI et al., 2005; HONRADO et
al., 2007; MIRZA et al., 2007; Kl et al., 2008, RAISH et al., 2009; SHARMA et al.,
2010; LEE et al., 2010; SYEED et al., 2010).

Diferentes mecanismos tém sido propostos para explicar a perda da
expressdo de genes supressores de tumor, como a hipermetilacdo e mutacoes
somaticas (TAPIA et al., 2008). A metilacdo de promotores foi a primeira alteracéo
epigenética encontrada no genoma humano, e possivelmente apresenta uma
importante funcéo na tumorigénese. Estudos tém mostrado que a hipermetilacdo de
promotores ricos em regibes CpG e exons, esta fortemente associada com o
silenciamento transcricional, e que as ilhas CpG apresentam-se mais metiladas em
tecidos tumorais do que regifes sem ilhas CpG. Além disso, a hipermetilacdo em

ilhas CpG em regides de regulacdo de transcricdo sdo conhecidas por induzir
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inativacdes epigenéticas de genes supressores de tumor durante a progressao
tumoral (EHRLICH et al., 2002). A metilacdo de ilhas 5’-CpG tém sido descrita em
carcinomas de prostata, mama, cervix, es6fago e pulméo (Kl et al., 2008).

Tapia et al.,, (2008), avaliaram 49 biopsias de carcinomas mamarios,
previamente genotipados para mutacfes em BRCA1 ou BRCAZ2, para a presenca ou
auséncia de metilacdo no promotor de BRCA1, com o objetivo de analisar a funcéo
desta alteracdo epigenética em tumores mamarios hereditarios. Também foi
realizada andlise através de imunohistoquimica da expresséo da proteina BRCAL. A
metilacdo do promotor do BRCAL1 foi encontrada em 51% dos carcinomas, e destes,
67% nao apresentaram expressao do produto proteico. Estes resultados sugerem
gue a hipermetilacdo pode ser considerada um mecanismo de inativacdo da
expressao de BRCAL, tanto em tumores hereditarios como em tumores esporadicos
do tipo basal, que apresentam perfis de expressdo semelhantes aos hereditarios.

Syeed et al. (2010), estudaram 130 pacientes portadoras de cancer de
mama esporadico através de sequenciamento e PCR especifica para analise de
metilagdo do gene FHIT. Mutagdes no gene FHIT foram encontradas em 40,8%
(n=53) das pacientes estudadas e a hipermetilacao foi encontrada em 45,4% (n=59)
pacientes. Trinta pacientes apresentaram mutacdo e  hipermetilagéo
simultaneamente, corroborando a hipétese dos dois eventos para inativacdo de
genes supressores de tumores e mostrando que a alteracdo epigenética pode ser
considerada um dos eventos.

Outros estudos tém sugerido que o0s mecanismos de regulacdo da
transcricdo através da modulacdo dos promotores podem estar alterados em
tumores de mama esporadicos (ROSEN et al., 2003).

Véarias proteinas sequencia-especificas de ligacdo ao DNA tém sido
identificadas como potentes reguladores do promotor de BRCAL, incluindo a
proteina de ligacdo GA (GABPa/f — um fator de transcricdo que interage com
regides ricas em GA) e BRN-3B pertencente a familia de fatores de transcricdo POU,
que faz a regulacdo negativa de BRCA1 em células mamarias tumorais, mostrando
expressao inversamente relacionada a expressao de BRCAL em canceres mamarios
(ROSEN et al., 2003). Macdonald, Stramwasser e Mueller (2007), caracterizaram um
elemento de regulacédo a jusante do gene BRCA1 que foi denominado de sitio UP
(upstream) através de experimentos de transfeccao entre as linhagens neoplasicas

humanas MCF-7 e T47-D. Através da inibicdo deste elemento a expressao do gene
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foi aumentada, sugerindo que o elemento UP seja um regulador negativo. Dois sitios
de ligacdo sao verificados nesta nova sequéncia, um deles para a GABPa/j.
Segundo os autores, a identificacdo deste elemento repressor do promotor de
BRCA1 sugere um novo nivel de complexidade para a regulacdo da expressdo
deste gene. Este elemento pode desempenhar uma funcéo de integragao de outros
sinais, incluindo duas diferentes vias de crescimento celular, e é possivel que a
perda da habilidade de repressdo do promotor de BRCA1 durante estagios criticos
do ciclo celular contribua para a carcinogénese mamaria.

O processo de autorregulacdo ja descrito acrescenta novas possibilidades
de interacdes que também podem apresentar problemas, levando a desregulacéo do
gene BRCA1 sem que ocorram perdas alélicas detectaveis por métodos como a
pesquisa de LOH (DE SIERVI et al., 2010).

No presente estudo, 0 esperado seria encontrarmos a expressao normal em
pacientes com ROH e diminuida naqueles com LOH, porém a maioria das pacientes
gue possuia ROH apresentou expressao abaixo da média observada para 0s genes
BRCA1 (63,6%, n=7/11) e FHIT (73,3%, n=22/30). Uma vez que a desestabilizagéo
da regulacdo epigenética ou da regulacdo proteica dos promotores ndo sao
detectadas pela analise de LOH, mas tém implicacdes diretas sobre a expressao
génica no nivel de RNA, podemos levantar a hipotese de que alteracbes
epigenéticas, e ndo as perdas alélicas, sejam responsaveis pela diminuicao do nivel
de expressdo génica. Estudos complementares do status de metilagdo dos
promotores dos genes BRCA1l e FHIT podem contribuir para elucidar estas
questodes.

Entre as pacientes que apresentaram LOH para o gene BRCA1, 37,5%
(n=3/8) apresentaram expressdo maior do que a média, e para o gene FHIT, 21,4%
(n=3/14). Apesar do numero reduzido, estas pacientes causaram uma distor¢do na
analise comparativa entre a expressao dos genes e a presenca ou auséncia de
LOH. A contaminacdo das amostras tumorais através de células do tecido adjacente
ndo tumoral é uma possivel explicagdo para este dado. Esta é uma dificuldade
conhecida nas analises de LOH em tecidos tumorais frescos, quando as amostras
nao sao microdissectadas (TOMLINSON; LAMBROS; ROYLANCE, 2002). A
presenca de células ndo tumorais pode aumentar o numero de copias de mMRNA
para os genes analisados levando a falsas leituras de expressdo aumentada em

pacientes que apresentam perda alélica do gene. Uma possivel solucédo para este
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problema é a utilizacdo de amostras microdissectadas, de preferéncia em sistemas
de captura a laser (LCM), com o auxilio de médico patologista.

De maneira geral, os parametros histopatolégicos avaliados (grau
histolégico, tamanho tumoral, presenca ou auséncia de linfonodos metastaticos, RE,
RP e amplificacédo de ERBB2) e de evolucao clinica (recidiva, metéastase e 6bito) ndo
apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre as médias de
expressao para os genes BRCAL e FHIT (TABELAS 5 e 6).

Hayashi et al. (1997), descreveram transcritos anormais do gene FHIT em
61 tumores de mama e ndo encontraram associagao entre 0s transcritos anormais e
0s parametros idade, tamanho tumoral, estado linfonodal, potencial recorréncia local,
histérico familiar e estilo de vida. Em outro estudo, que descreveu a perda de
expressdo de FHIT em 72% dos casos de cancer de mama analisados (n=50),
nenhuma associacao foi encontrada com idade, grau e tamanho tumoral, e histérico
familiar (GATALICA et al., 2000). Santos et al. (2004), ndo encontraram relacéo
entre a frequéncia de LOH em BRCAL e FHIT em carcinomas mamarios esporadicos
e parametros histopatolégicos (tamanho tumoral, grau histolégico e presenca ou
auséncia de linfonodos metastaticos). Entretanto, os autores sugerem que estudos
com maior numero amostral devem ser realizados para confirmar estes resultados.

Margeli et al. (2010), estudaram 86 pacientes com cancer de mama que
passaram por regime de quimioterapia neoadjuvante (fluoracil, epirubicin e
ciclofosfamida). Destes, 41 foram avaliados através de qRT-PCR para expressao de
BRCAL e ndo apresentaram diferencas significantes entre os niveis de expresséao e
0s parametros histopatolégicos analisados. Entretanto, os autores ressaltam que
estes dados devem ser interpretados com cautela devido ao reduzido tamanho
amostral.

Apesar dos autores acima citados e como ja bastante explicitado ao longo
deste trabalho, sdo varias e bem aceitas as evidéncias de que a auséncia ou a
diminuicdo da expressédo dos genes FHIT e BRCA1l se correlacionam com o0s
parametros de pior progndstico. O que podemos verificar como um fator comum
entre os diversos estudos é a limitagdo do tamanho amostral que diminui o poder
estatistico nos diferentes estudos, inclusive no nosso.

A Unica excecdo em relacdo a significancia estatistica foi a classe com
auséncia de linfonodos metastaticos que apresentou a média de expressdo de
BRCAL1 maior (RQ=1,52) (t=2,33 > t.=2,13) do que a da classe com presenca de
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linfonodos metastaticos. A média da classe de auséncia de linfonodos metastaticos
também foi a maior entre as avaliadas neste estudo para o gene BRCALl
(0,0123+0,0071) (TABELA 5).

Estes resultados corroboram os dados da literatura que sugerem que
alteracdes no gene BRCAL estédo relacionadas com parametros de pior prognostico
e baixa sobrevida em pacientes portadoras de canceres esporadicos mamarios.
Amirrad et al. (2005), avaliaram 48 pacientes portadoras de cancer de mama através
de imunohistoquimica e RT-PCR para a expressédo da proteina e mRNA do gene
BRCAL e parametros de prognéstico. Uma relacao significante foi observada entre a
expressao reduzida de BRCAL1 (mRNA e proteina) e elevado grau histolégico, RE e
PR negativos, e superexpressdo de ERBB2. Outros trabalhos também observaram
associacfes positivas entre parametros histopatolégicos e/ou progndsticos e a
expressédo do gene BRCA1 em tumores mamarios (ROLDAN, DELGADO; MUSE,
2006; RAKHA et al., 2008; BOZHANOV et al., 2010, BURKADZE et al., 2010).
Dentre estes trabalhos, Rakha et al. (2008), verificaram associagéo significante entre
a expressao nuclear ausente ou reduzida de BRCAL e linfonodos em estagio
avancado (p<0,007).

A relacéo entre as médias de baixa expresséo do gene BRCAL e a presenca
de linfonodos metastaticos no presente estudo corrobora os dados apresentados
acima e sugere que a perda da expressdo deste gene é um evento importante para
0S mecanismos de progressao e invasao no cancer de mama esporadico.

De forma geral, é provavel que a metodologia utilizada neste estudo, de
avaliar as diferencas entre as médias de expressao génica geradas pela qRT-PCR,
seja um procedimento que resulta em informagdes com menor poder de resolucao
estatistica que, tanto na literatura como neste trabalho, se alia ao pequeno tamanho
das amostras. Assim, as implicacdes bioldgicas sobre a acdo conjunta dos genes
BRCAL e FHIT na carcinogénese mamaria, devem ser mais efetivamente avaliadas
pela analise simultdnea de duas ou mais variaveis, como nos permite a regressao e
a correlacdo. Utilizando a analise de correlagdo, os dados do presente estudo
demonstraram que a expressao destes genes esta positivamente correlacionada, o
que, conforme descrito na literatura sugere uma funcdo central e conjunta na
regulacéo do reparo do dano ao DNA e de apoptose. Ainda, a baixa expressédo do
gene BRCAL verificada em tumores com presenca de linfonodos metastaticos

sugere a participacdo deste gene supressor tumoral no potencial invasivo dos
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canceres esporadicos mamarios. Estudos com maior tamanho amostral e utilizando

outras abordagens metodoldgicas poderdo confirmar estes resultados.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo, a quantificacdo relativa da expressdo dos genes
BRCAL e FHIT foi avaliada em tumores esporadicos mamarios através de qRT-PCR
e apresentou correlacao significativa. Estes dados indicam uma relagao direta entre
0S genes e, conforme descrito na literatura, uma importante funcéo no processo de
génese e progressao tumoral.

As comparacdes entre as médias de expressao destes genes e as classes
de presenca ou auséncia de LOH nao apresentaram diferencas estatisticamente
significativas. A regulacéo epigenética e/ou de fatores proteicos sobre os promotores
e, a provavel contaminacdo com células ndo tumorais adjacentes, podem ter sido
responsaveis pela auséncia de relacao direta entre a presenca ou auséncia de LOH
e baixa ou alta expressdo de BRCAL e FHIT.

De maneira geral, as comparacbes entre as médias de expressdo dos
genes, 0s parametros histopaldgicos e de evolugdo clinica, ndo apresentaram
diferencas significativas, exceto para a comparacao entre as médias de expressao
do gene BRCA1 nas classes de auséncia e presenca de linfonodo metastatico, na
qual se observou média de expressdo significativamente maior na classe de
auséncia de linfonodo metastatico. O baixo numero amostral, em especial quando a
amostra foi subdividida, pode ter sido responsavel pela nédo significancia das

observacoes.
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Termo de Consentimento

Nome do estudo: “Analises citogenéticas e moleculares em carcinomas mamarios”

CONSENTIMENTO

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei entrevistado e
submetido a uma avaliagdo laboratorial. E, entendo que os riscos de minha participacdo
nesta pesquisa sdo minimos.

Entendo que minha participagdo é inteiramente voluntaria, podendo me recusar a
responder qualquer questao ou retirar 0 meu consentimento em participar neste estudo a

qualquer hora, sem nenhum prejuizo ao meu tratamento atual ou futuro.

Eu, , apos ter lido e entendido todas

as informacgdes e esclarecido todas as minhas duvidas referentes a este estudo, concordo
voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o recebimento das “Informagdes

ao doador”, necessario para a minha compreensao do estudo.

Data: _ [/ [

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressao datiloscépica

Eu, Profa. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, declaro que forneci todas as

informacgoes referentes ao estudo ao doador.

Data: [/ [

Profa. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro



