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RESUMO

7

O céancer de mama é o segundo tipo de cancer mais incidente na
populacao feminina mundial, menos frequente somente que o cancer de pele nédo
melanoma e representa a primeira causa de morte por cancer na populagéo
feminina brasileira. A mortalidade por esta doenca poderia ser muito menor se o
diagnostico fosse realizado precocemente e se tratamentos mais especificos
fossem empregados ja nos estagios iniciais da doenca. Os tumores costumam ser
divididos em subtipos de acordo com suas caracteristicas histologicas e
expressao génica. Para classificacdo dos tumores costuma-se fazer a analise
imuno-histoquimica para se avaliar o status dos receptores hormonais e da
proteina HER2, subdividindo-os em Luminal A, Luminal B, HER2+, e Triplo-
Negativos. O gene alvo deste estudo, o FADD, se encontra na regido
cromossOmica 11913, conhecida por estar amplificada em tumores, e codifica
uma proteina adaptadora essencial na transducdo de sinais apoptéticos dos
receptores de morte e que tem também efeito sobre a progressao do ciclo celular.
Com o objetivo de avaliar a presenca ou auséncia de alteragdo do numero de
copias de FADD, de acordo com os subtipos e parametros clinicos e
histopatologicos de carcinomas primarios de mama, 45 amostras foram
analisadas, sendo seis triplo-negativas, 13 luminais A, 17 luminais B e nove
HER2+. Como alteracdes no nivel gendmico sdo mais estaveis do que no nivel de
MRNA, diferencas no nimero de copias podem auxiliar na correta classificacéo,
na escolha do tratamento e assim ajudar a reduzir a mortalidade. Foi observado
um ganho de namero de cépias em 53% das amostras analisadas. Utilizando-se o
teste t de Student e o teste de Kruskal-Wallis ndo se detectou diferenca
significativa do numero de copias entre os parametros nem entre os subtipos. O
namero de copias de FADD ndo demonstrou potencial de discriminagdo entre os
parametros analisados, porém era aumentado nas amostras, 0 que pode ser
sugestivo do seu envolvimento na tumorigénese, conferindo vantagem
proliferativa e de sobrevivéncia a estas células cancerosas.

Palavras-Chave: FADD. Numero de copias de DNA. Cancer de mama.



Abstract

Breast cancer is the second most frequent cancer among women worldwide, only
not as frequent as skin cancer non-melanoma. In Brazil it is the biggest death
cause in recurrence of cancer between women. Death rates could be minimized in
response to earlier diagnosis and administration of more specific treatments at
initial stages of the disease. Tumors are divided in subtypes according to their
genomic expression and histological characteristics. To classify these tumors it is
usual to perform immuno-histochemical analyses to evaluate the status of the
hormonal receptors and of the HER2 protein, subdividing them in four classes:
triple-negative, Luminal A, Luminal B and HER2+. This study focuses on the
FADD gene, localized at the chromosomic region 1113, which is known to be
amplified in cancer cells. The FADD protein encoded by this gene is an adaptor
protein essential to the transduction of apoptotic signs from the death receptors,
and it is also involved in cell cycle progression. To evaluate whether alterations in
FADD copy number could differentiate between subtypes and clinical histological
parameters, 45 breast cancer samples were analyzed: six triple-negative, 13
luminal A, 17 luminal B and nine HER2+. Since alterations at genomic level as
copy number alterations are more stable then mRNA differences, studies of the
copy number could be helpful in order to assure a correct classification and
determining the right treatment, reducing mortality rates. In our study, 53% of the
breast cancer patients had an increase in the copy number of FADD. Analyzing
our data by using t Student test and Kruskal-Wallis test, no differences of copy
number where found between subtypes, neither between different histological
parameters. FADD has not shown potential to discriminate between analyzed
parameters, but its increase in cancer comparing to normal tissue, could be an
indicative of its involvement in tumorigenesis. FADD may confer to these cancer
cells proliferative and survival advantage.

Keywords: FADD. DNA Copy Number. Breast Cancer.
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1 INTRODUCAO

O céancer de mama é um grupo heterogéneo de doencas caracterizadas
por diferentes alteracbes moleculares. Geralmente é originado nas células
epiteliais que revestem os ductos e I6bulos mamarios. A utilizacdo de uma
classificacdo molecular € de grande relevancia na pratica clinica sendo muito
importante como fator de progndstico e de previsdo de resposta a tratamentos
(REIS-FILHO; PUSZTAI, 2011).

A classificacao utilizada neste estudo € baseada na classificacdo molecular
em subtipos realizada por Perou et al. (2000) posteriormente validada por Sorlie
et al. (2001 e 2003), e subdivide as neoplasias mamarias em cinco grupos
principais: luminal A, luminal B, basal, HER2 positivo (Human Epidermal Growth
Factor Receptor 2), e “‘normal like”. Utilizamos aqui uma classificacdo simplificada
baseada na imuno-histoquimica, segundo Goldhirsch et al. (2011).

Neste estudo tivemos o objetivo de contribuir para a classificacdo de
carcinomas primarios de mama estimando o namero de copias do gene FADD,
desde que trabalhos anteriores do nosso grupo com CGH-array demonstraram
alteracdes do numero de coOpias da regido cromossdmica onde esta mapeado
este gene. O gene FADD se encontra no cromossomo 11, regido gl3 que se
apresenta frequentemente amplificada em células de diversos tipos de céancer
(KIM et al., 1996). FADD ¢ a principal proteina transdutora dos sinais apoptéticos
a partir dos receptores de morte. A presenca de FADD intranuclear esta
relacionada também com a progressdo no ciclo celular (CHEN et al., 2005;
SHEIKH; HUANG, 2003). FADD também atua na maturacdo de linfocitos T e B,
em processos inflamatérios e de autofagia (BELL et al., 2008; TOURNEUR,;
CHIOCCHIA, 2010).

Alguns tratamentos contra o0 cancer utiizam as vias apoptoticas
dependentes de FADD como os tratamentos que usam a via TRAIL para levar as
células de cancer a apoptose (CHINNAIYAN et al., 2000).

Estas caracteristicas tornam este gene e seu produto importantes

candidatos na génese e progressao dos carcinomas mamarios.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A PROBLEMATICA DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais incidente na
populacao feminina mundial, menos frequente somente que o cancer de pele nao
melanoma. Corresponde a 23% (1,38 milhdes) dos novos casos de cancer
diagnosticados na populacdo mundial e 14% (458.400) do numero de mortes por
cancer (JEMAL; BRAY; FERLAY, 2011).

TABELA 1 - DISTRIBUICAO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CANCER MAIS INCIDENTES ESTIMADOS
PARA 2014 POR SEXO, EXCETO PELE NAO MELANOMA*

Localizacao primaria casos % Localizacao primaria casos %

Prostata 68.800 22,8% Homens Mulheres ~ Mama Feminina 57.120 20,8%

Traqueia, Bronquio e Pulmao 16.400 5,4% Colon e Reto 17.530 6,4%

Colon e Reto 15.070 5,0% Colo do Utero 15.590 5,7%

Estdmago 12.870 4,3% Traqueia, Bronquio e Puimao  10.930 4,0%

Cavidade Oral 11.280 3,7% Glandula Tireoide 8.050 2,9%

Eséfago 8.010 2,6% Estomago 7.520 2,7%

Laringe 6.870 2,3% Corpo do Utero 5.900 2,2%

Bexiga 6.750 2,2% Ovario 5.680 2,1%

Leucemias 5.050 1,7% Linfoma nao Hodgkin 4.850 1,8%

Sistema Nervoso Central 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%

FONTE: Instituto Nacional de Cancer - INCA (2014)
NOTA: *Numeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.

Na populacao brasileira foram estimados 57.120 novos casos de cancer de
mama para 2014, estimativa valida também para 2015, com um risco estimado de
56,09 casos a cada 100 mil mulheres (INCA 2014) (TABELA 01).

2.2 CLASSIFICACAO DO CANCER DE MAMA

O céancer de mama é uma doenca heterogénea em relacdo as alteracbes
moleculares, a composicao celular e aos aspectos clinicos. Os canceres de mama
apresentam em sua maioria origem epitelial (mais de 95%) (TOMASKOVIC-
CROOK; THOMPSON; THIERY, 2009). As células que originam as neoplasias

mamarias sdo em sua maioria células que revestem os ductos e os lobulos
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mamarios (estes carcinomas sdo denominados carcinomas ductais e carcinomas
lobulares respectivamente). H& também tumores de mama menos frequentes,
cuja proliferacédo celular se inicia de outras células como € o caso dos tumores

mucinosos, medulares, tubulares e papilares (GUIMARAES, 2008).

A primeira lesdo que ocorre no processo de formagédo de carcinoma € a
hiperplasia das células epiteliais (sem atipia citologica) e com poucas alteracoes
genéticas. Nesta fase o aumento do namero de células é autolimitado. As lesdes
pré-cancerosas passam entdo a apresentar uma elevada taxa de divisbes
celulares e as células comegcam a apresentar certo grau de atipia citologica. Estas
lesGes podem progredir para a forma de carcinoma in situ (CIS) onde as atipias
das células se apresentam bem evidentes e ha alto indice de taxa mitética e
alteracfes genéticas. Os carcinomas in situ sdo considerados carcinomas em que
as células neoplasicas ndo rompem a membrana basal proliferando-se em seu
local de origem. Os carcinomas invasivos por sua vez sdo caracterizados pelo
rompimento da membrana basal das células e invasdo de tecidos adjacentes
iniciando assim o processo de metastase. O carcinoma ductal invasivo € o tipo
mais comum de cancer de mama representando cerca de 65% a 80% de todos os
casos diagnosticados (EHEMAN et al., 2009; THE JOHNS HOPKINS
UNIVERSITY, 2015). Entre os carcinomas nao invasivos, o carcinoma ductal in

situ é 0 que apresenta maior incidéncia.

Uma das classificacbes dos tumores € pelo grau de diferenciacéo
histoldgica como pleomorfismo nuclear, formacéao do tabulo/glandula, e atividades
mitéticas para os carcinomas invasivos que classificam os tumores em: grau |
(bem diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado) e grau Il (pouco
diferenciado) (OLDENBURG et al., 2007).

A classificacdo do cancer de mama pode ser feita também com base no
sistema TNM, proposto pela UICC (International Union Against Cancer 2013), que
classifica o céancer conforme sua extensdo anatdbmica, determinada clinica e
histopatologicamente. Este sistema avalia trés parametros principais: T que
corresponde a extensdo do tumor, N que se refere a auséncia ou presenca e a
extensdo de metastases em linfonodos regionais e M que se refere a auséncia ou

presenca de metédstase a distancia. Adiciona-se entdo um numero a estes
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componentes que se refere a extensdo maligna da doenga tendo-se na
classificagdo TO, T1, T2, T3, T4; NO, N1, N2, N3; e MO ou M1.

O desenvolvimento da técnica de microarranjos de DNA possibilitou a
avaliacao de diversas variaveis genéticas simultaneamente, a partir desta técnica
foi criada uma melhor classificacdo das neoplasias mamarias, com o auxilio de
recursos de bioinformatica (RAKHA et al.,, 2008). As técnicas moleculares
possibilitaram a definicdo de uma correlacdo mais detalhada dos tumores no nivel
gendmico. O primeiro trabalho a analisar expressdo génica e diversidade
fenotipica no cancer de mama para determinar uma classificacdo molecular para
as neoplasias mamarias foi realizado por Perou et al. (2000). Este trabalho
posteriormente validado e ampliado por Sorlie et al. (2001 e 2003), subdividiu os
tumores de mama em cinco grupos principais: luminal A, luminal B, basal, HER2
positivo (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2), e “normal like” (QUADRO
1) (FIGURA 1).

QEJADRO 1 - CARACTERISTICAS MOLECULARES DOS SUBTIPOS MOLECULARES DE
CANCER DE MAMA
Subtipo Frequéncia CK5/6 Genes de Genes Grau Mutagdes

Molecular (%) ERIPREERBBZ  EGFR _ Proliferagio  Caracteristicos _Histologico _em P53 "rognéstico
KRTS, CDH3,

Super-

Basal 10-20 ER-/PR-/ERBB2- + expressos

FABP7, KRT17, Alto Freqientes Ruim
TRIM29, LAMC2
Super- :
ERBB2+ 10-15 ER-/PR-[ERBB2+ +/- expressos ERBB2, GRB7 Alto Frequentes Ruim
Potice PTN, CD36, ‘
Normal-like 5-10 ER-/+ ERBB2- + FABP4. AQP7, Baixo Poucas Intermediario
expressos ITGA7
ESR1, GATA3,
KRT8, KRT18,

XBP1, FOXA1, Baixo Poucas Excelente
TFF3, CCND1,
Liv1
ESR1, GATA3,
KRT8, KRT18,
XBP1, FOXA1,
TFF3, SQLE,
LAPTM48B

Pouco

Luminal-A 50-60 ER+/PR+/ERBB2- expressos

Intermediario Intermediario/

ER+/- PR+/- Super-
- /Alto Intermediario Ruim

Luminal-8 10-20 ERBB2-/+ expressos

LEGENDA: Receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR), human epidermal growth
factor receptor 2 - HER2 (ERBB2), citoqueratinas 5 e 6 (CK5/6), epidermal growth factor receptor
gene (EGFR), tumor protein p53 gene (TP53), positivo (+), negativo (-).

FONTE: Adaptado de EROLES et al. (2012)
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Carcinoma Ductal Invasivo
~80% dos casos de cancer de
mama invasivo

/
4

Luminal
A HER2¥
ER+ Luminal B HER2+
PR+ ER+ ER-
. HER2- / PR+ PR-

\—/ HER2+ HER2+

\ ER+ PR+ J t ER- PR- /

FIGURA 1 - ILUSTRACAO ESQUEMATICA DOS SUBTIPOS DE TUMORES DE MAMA.
CLASSIFICACAO DOS TUMORES DE MAMA DE ACORDO COM O STATUS DOS
RECEPTORES HORMONAIS E DE RECEPTOR HER2

LEGENDA: Receptor de estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR), Receptor de HER2
(HER2), (+) indica presenca, (-) indica auséncia.

FONTE: Adaptado de SANDHU et al. (2010)

O subtipo Luminal A representa 50-60% dos casos de cancer, sendo assim
0 subtipo mais frequentemente observado (EROLES et al., 2012). Este grupo
apresenta positividade para os receptores de estrogénio e progesterona e
negatividade para o receptor HER2, além de baixa expressdo de genes de
proliferacédo celular, o prognéstico para esse subtipo é favoravel e normalmente é
utilizada terapia hormonal, sendo a quimioterapia restrita a alguns casos
especificos.

O subtipo Luminal B representa 10 a 20% de todos os casos de cancer de
mama, apresenta positividade para os receptores de estrogénio e progesterona e
na maioria das vezes HER2 apresenta-se positivo. Em comparac¢édo com o luminal
A apresentam um fendtipo mais agressivo, um maior grau histolégico e um pior
prognostico, resultantes da maior expressdo de genes de proliferacdo como o
MKI67 e a ciclina-B1 (EROLES et al.,, 2012). Os tratamentos comumente
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utilizados séo a terapia hormonal, como o Tamoxifeno (um modulador seletivo do
receptor de estrogénio) e a quimioterapia.

Quinze a vinte por cento de todos os canceres de mama sao do subtipo
HER2* (EROLES et al., 2012). Este subtipo apresenta negatividade para o0s
receptores hormonais e alta expressédo do receptor HER2 e genes associados.
Com um alto potencial proliferativo e alto grau histolégico seu progndstico néo é
favoravel e normalmente é utilizado Trastuzumab (um anticorpo monoclonal
direcionado ao receptor HER2) e quimioterapia como forma de tratamento. Na
maioria dos casos apresentam melhor resposta a quimioterapia do que o0s
subtipos luminais.

Os tumores do subtipo basal representam entre 10 a 20% dos tumores
mamarios, e apresentam negatividade para os trés receptores (estrogénio,
progesterona e HER2) e expressam EGFR e CK5/6. Tendem a ser carcinomas
ductais infiltrantes com alto indice mitotico, necrose tumoral e margens em
expansdo. Mesmo apresentando uma boa resposta a quimioterapia a reincidéncia
do subtipo basal costuma ser agressiva atingindo principalmente os 6rgaos
viscerais (principalmente o pulméo), o sistema nervoso central e linfonodos.
Costuma apresentar alta taxa de mutacdo no gene TP53 0 que ajuda a explicar
sua agressividade (SORLIE et al., 2001).

O subtipo “normal-like” representa entre 5 a 10% dos carcinomas
mamarios. Expressa genes caracteristicos de tecido adiposo e o progndstico &
intermediario entre os subtipos luminal e o basal. Geralmente ndo expressam 0s
trés receptores (estrogénio, progesterona e HER2) podendo ser considerados
triplo negativo (TN) sem serem considerados basais por ndo terem expressao de
EGFR e CK5 (EROLES et al, 2012). E provavel que ndo representem
verdadeiramente um subgrupo, acredita-se que sejam artefatos da contaminacéo
dos microarranjos por tecido normal.

Ainda existe um sexto subtipo o “claudin-low” identificado por Herschkowitz
et al. (2007), e caracterizado por uma baixa expressao de genes de juncbes
celulares ocludentes e glicoproteinas de adesdo célula-célula incluindo as
claudinas -3, -4, -7, as ocludinas e a E-caderina. Exibe baixa expressao de HER2
e de genes luminais e superexpressa 40 genes relacionados a resposta imune.

bY

Apesar de terem baixa expressao de genes relacionados a proliferagao celular
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apresentam um prognaostico ruim, pois expressam genes envolvidos na transicdo
epitelial-mesenquimal (EROLES et al., 2012).

Atualmente ainda ndo estdo completamente estabelecidas as diferencas
entre os tumores do subtipo basal e os triplos negativos. Ambos negativos para os
receptores de estrogénio, progesterona e HER2, apresentam progndstico ndo
favoravel, pois ndo respondem a terapias hormonais ou ao Trastuzumab, sendo a

guimioterapia a melhor opcéo nesses casos.

2.3 O GENE FADD

O FADD, gene alvo do presente estudo, foi escolhido a partir de estudo
anterior de nosso grupo de pesquisa realizado por Torresan (2011) em
colaboracdo com a Georgetown University, Washington, DC, USA. O estudo de
Torresan aplicou a metodologia de CGH-array para investigar alteracbes do
ndamero de copias do DNA de amostras de tumores primarios e metéstases
axilares. Os resultados dos ensaios apontaram que 90% das alteracdes mais
frequentes eram comuns aos dois grupos estudados e se localizavam
preferencialmente nas regiées cromossémicas 8q24.3, 11p15.5-p15.4, 11g13.1-
ql3.4, 16pll.2, 17q12-g21, 17925.1-g25.3, 20913.33, 21g22.3 e Xql13.1. Foram
identificados entdo os genes presentes nestas regides selecionadas, dentre eles
estavam muitos genes que ja haviam sido associados ao cancer de mama, como
o FADD (TORRESAN, 2011).

O gene FADD contém dois éxons, extensao de aproximadamente 3,6kb e
foi mapeado pelo estudo de KIM et al. (1996) no cromossomo 11, regidao q13.3
(FIGURA 2). Esta é uma regido descrita como amplificada em varios tipos de
cancer e estes autores verificaram amplificacdo do FADD em uma linhagem
celular de cancer de mama a MDA-MB-134-VI. Os dois éxons do gene FADD sé&o
separados por um intron de aproximadamente 2.0 kb, e as regides codificadoras
do éxon 1 e 2 apresentam um comprimento de 286 e 341 bp respectivamente
(FIGURA 3) (KIM et al., 1996).

Este gene € responsavel pela codificagdo da proteina FADD (Fas-

associated protein with death domain), também chamada MORT1, que em
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humanos, foi por muito tempo considerada uma proteina estritamente
citoplasmatica. Atualmente sabe-se que esta presente também no nucleo celular
(GOMEZ-ANGELATS; CIDLOWSKI, 2003). FADD ¢é a principal molécula
adaptadora a fazer a transmissédo dos sinais apoptéticos a partir dos receptores
de morte e desempenha um importante papel no desenvolvimento embrionario
(TOURNEUR; CHIOCCHIA, 2010).
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FIGURA 2 - APRESENTACAO ESQUEMATICA DO CROMOSSOMO 11
LEGENDA: Em vermelho esté a localiza¢@o do gene FADD.
FONTE: http://www.genecards.org/ (2015)
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FIGURA 3 - ESTRUTURA DO GENE FADD

LEGENDA: A, Representacdo do cDNA do FADD. B, representacdo do gene e da organizacao de
seus éxons/introns. As caixas azuis representam os éxons, sendo a regido sem preenchimento a
regido ndo codificadora e a regido preenchida a regido codificadora, as linhas representam os
introns. O dominio de morte esta representado pela regido hachurada. As bases estdo numeradas
de acordo com o sitio correspondente ao inicio de traducao.

FONTE: Adaptado de KIM et al. (1996)

Conhecida por sua interacdo com Fas (FIGURA 4) e com o TNFR1

(receptor do fator de necrose tumoral) a FADD faz o recrutamento e ativagao das
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bY 7

procaspases 8 e 10 levando a célula a apoptose. FADD é uma molécula
adaptadora que pode transduzir os sinais apoptéticos também pelas vias do DR3
(death receptor 3), e do TRAIL-R1 (TNF-related apoptosis inducing ligand-
receptor) também conhecido como DR4 (death receptor 4) e do TRAIL-R2
também conhecido como DR5 (death receptor 5) (SCHNEIDER et al., 1997;
SHERIDAN et al., 1997).

A proteina de 23-kDa € constituida por 208 aminoacidos e possui dois
dominios principais, o dominio de morte (DD) na extremidade C-terminal e o
dominio efetor de morte (DED) na extremidade N-terminal. O dominio de morte
(DD) é responsavel pela ancoragem da mesma nos receptores de morte e a partir
dai recruta e ativa o complexo DISC (do inglés death-inducing signaling complex)
gue por sua vez ativara as procaspases 8 e 10 recrutadas pelo dominio efetor de
morte (DED) (SCAFFIDI et al., 1998; SPRICK et al., 2002).

Fas L
Fas

7 3
DISC FADD/MORT1
\ 4

caspase-8

L |

|
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Du [IU caspase-8
|
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=
.
]ma []Pw

Apoptose

FIGURA 4 - MODELO DE SINALIZACAO DE APOPTOSE VIA Fas

LEGENDA: A ativacé@o do Fas a partir da ligacdo de FasL recruta FADD/MORT1, que possui seu
dominio de morte (DD) e o dominio efetor de morte (DED). FADD se liga ao Fas (através de
interacdes DD-DD) e recruta caspase-8 (através de uma interacdo DED-DED). Este agregado de
Fas, FADD e caspase-8 foi denominado DISC (Death-Inducing Signaling Complex) e permite a
autoativagdo proteolitica da caspase-8 que gera caspase-8 ativa (constituida por p18 e p10). Esta
caspase ativa ativara outras caspases efetoras levando a morte celular.

FONTE: Adaptado de ZHANG; ZHANG; HUA (2004)
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Para exemplificar uma via apoptética em que FADD é necesséria pode-se
observar a morte por apoptose induzida pelo receptor TRAIL-R1, R2. A molécula
indutora de apoptose TRAIL se liga aos receptores DR4 e/ou DR5 na superficie
da célula, isto desencadeia o recrutamento dos elementos do complexo DISC
através da proteina ativadora FADD, a qual recruta e possibilita a ativagdo das
proteases iniciadoras de apoptose, caspase 8 e/ou 10. ApOs estarem ativadas
estas caspases fazem a clivagem proteolitica das caspases efetoras (caspases 3,
-6, e 7-) que por sua vez induzirdo as respostas que levam a morte celular
(BHOJANI; ROSSU; REHEMTULLA, 2003).

Estudos mostram que a forma dominante negativa da FADD (que
apresenta a regido DD conservada, porém nao tem a regido DED), é capaz de
interagir com os receptores Fas e TNFR-1, mas ndo permite a ativacdo das vias
apoptoticas através dos mesmos (CHINNAIYAN et al.,, 1996). No estudo de
Chinnaiyan et al. (1996) foi testado também se a forma dominante negativa do
FADD apresentava efeito sobre uma via alternativa regulada pelo TNFR-1 (a via
de ativacdo de NF-kB). As células que apresentavam a forma dominante negativa
de FADD ndo apresentaram diferenca no nivel de ativacdo de NF-kB,
confirmando que a FADD atua exclusivamente na via apoptoética de Fas e TNFR-
1, sendo que na auséncia da proteina funcionalmente normal, ocorre uma
reducao significativa da apoptose.

Gomez-Angelats e Cidlowski (2003) em seus estudos descobriram
evidéncias da presenca nuclear de FADD e comprovaram a existéncia de
dominios de sinalizagdo de localizacdo nuclear (NLSs) na sequéncia de
aminoéacidos de FADD. Foi detectada a expressao constitutiva de FADD tanto no
citoplasma quanto no nucleo de diferentes linhagens celulares por microscopia
confocal. Foram estudadas as linhagens de células HeLa, HEK 293, Jurkat, HTC,
COS-1, and A549 que foram marcadas com anticorpo monoclonal do dominio DD
de FADD ou com anticorpo monoclonal que reconhece a forma fosforilada de
FADD. As células que apresentaram FADD concentrada em seus nucleos foram
as da IMAGEM 1, painéis a,b,d,f. Enquanto que as células Jurkat apresentaram
em 50% da populacdo de células FADD no nucleo e outro 50% apresentou FADD
concentrada no citoplasma (IMAGEM 1c) (GOMEZ-ANGELATS; CIDLOWSKI,
2003).
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FADD Hoescht FADD Hoescht

IMAGEM 1 - FADD SENDO EXPRESSO NO NUCLEO E NO CITOPLASMA

LEGENDA: Imagem por imunofluorescéncia da distribuicdo endégena de FADD em microscopio
confocal de células HelLa (a e e), A549 (b), Jurkat (c), e HEK 293 (d e f) mostradas nos painéis a
esquerda e sua respectiva marcacao nuclear (Hoechst) nos painéis da direita. Células fixadas
expostas a anticorpo monoclonal anti-FADD IgG mais Alexa Fluor 594 anti-rato (a-d) e anticorpo
policlonal de coelho anti-FADD mais FITC-marcado anti-coelho (e e f).

FONTE: GOMEZ-ANGELATS; CIDLOWSKI (2003)

Um dos niveis de regulacdo da FADD em mamiferos ocorre por via da
fosforilacdo de FADD na serina-194 por uma kinase de 70-kDa ainda nao
identificada relacionada ao ciclo celular, mesmo com a fosforilagdo da FADD
ambas as formas de FADD interagem normalmente com o0s receptores de morte
(SCAFFIDI et al., 2000).

O papel da FADD na inducao da proliferacdo celular e na tumorigénese
ainda ndo € bem entendido, o artigo de CHEN et al. (2005) elucida em partes esta
questao. Neste trabalho eles comprovaram a evidéncia de que FADD fosforilada
(p-FADD) tem papel importante na translocacdo de FADD para o nucleo e na
progressédo do ciclo celular. J& havia sido reportado que a mutacdo de uma serina
na posi¢cao 194 para uma alanina levava a concentragdo de FADD restrita ao
citoplasma e a problemas na progresséao celular (HUA et al., 2003). Os casos de

cancer de pulmdo com niveis aumentados de FADD mRNA e proteina estdo
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relacionados de forma significativa com uma reduzida taxa de sobrevivéncia
(CHEN et al., 2005). A partir dessa constatacio CHEN et al. (2005)
desenvolveram ensaios de microarranjos de tecido que mostraram que a
localizacdo nuclear de FADD e o aumento de concentracdo de sua forma
fosforilada (p-FADD) levam a um pior prognostico. Para testar a relacdo entre
FADD que se apresenta fosforilada no residuo Ser194 do dominio C-terminal e a
atividade apoptética e a ativacdo de NF-kB os autores criaram diversos mutantes
de FADD com a regido Serl94 modificada para outro aminoacido. Entdo
verificaram que as células mutadas, incapazes de sofrer fosforilagdo, néo tiveram
sua atividade de apoptose alterada, em contrapartida a forma mutada apresentou
uma atividade de NF-kB reduzida mostrando que a fosforilacdo de FADD é
importante para a ativacdo de NF-kB. As células expressando p-FADD normal
apresentaram maior ativacdo de NF-kB e maior expressao de ciclinas B1 e D1
que sdo importantes na progressdo G2/M do ciclo celular, sdo induziveis pelo
fator NF-kB e estdo relacionadas com pior prognéstico em casos de
adenocarcinomas de pulmdo (CHEN et al., 2005). Em resumo, estes estudos
mostram que esta inducéo da atividade de NF-kB e consequentemente o efeito de
progressao de ciclo celular que isto causa, pode ser a chave para se explicar a
maior agressividade associada a niveis elevados de p-FADD nos
adenocarcinomas de pulméao e talvez também em outros tipos de cancer (CHEN
et al., 2005).

Além da funcdo de apoptose FADD esta envolvida na regulacdo do
processo de doencas autoimunes, pois age na regulacéo do desenvolvimento de
linfécitos T e B, no desenvolvimento do cancer, atuando também na proliferacao e
na progressao do ciclo celular, sinalizacdo de processos inflamatorios, necrose e
autofagia (KABRA et al., 2001; SCHAUB et al., 2000; TOURNEUR; CHIOCCHIA,
2010; VIRGIN; LEVINE, 2009). Desempenha um papel importante nos diferentes
estdgios do desenvolvimento do tumor podendo atuar também como um
supressor de tumor sendo que sua auséncia resulta em resisténcia a
quimioterapia, escape do sistema imune e vantagem proliferativa (TOURNEUR,;
BUZYN; CHIOCCHIA, 2005).

Sendo assim, o melhor conhecimento de suas caracteristicas, podera

possibilitar o desenvolvimento de drogas especificas para controlar o processo de
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morte celular (TOURNEUR; BUZYN; CHIOCCHIA, 2005) e possibilitard o
aprimoramento das drogas em fase de desenvolvimento que atuam na modulacdo
da morte celular em diversos tipos de cancer (CHINNAIYAN et al., 1996). Como
exemplo tém-se as drogas indutoras de morte celular via receptor de morte TRAIL
onde a ativagdo da apoptose depende da presenca da proteina FADD
(CHINNAIYAN et al., 2000). Sabe-se que TRAIL tem uma preferéncia por causar
a morte de células transformadas ao invés das células saudaveis o que torna esta
via interessante para o combate de tumores (ASHKENAZI et al., 1999). Moléculas
capazes de impedir a fosforilagdo de FADD, como a NSC 47147, estdo em fase
de teste e mostraram efeitos positivos, foram capazes de aumentar a taxa de
apoptose e reduzir o efeito de progresséo no ciclo celular através da reducéo da
ativacdo de NF-kB (SCHINSKE et al., 2011).

Neste trabalho avaliamos o niumero de copias do gene FADD para auxiliar
na compreensao da atuacdo no processo da carcinogénese mamaria e também
averiguar se a variacdo do numero de cépias pode vir a ser um auxiliar na
diferenciacdo dos diferentes subtipos, de acordo com a classificacdo imuno-

histoquimica.

2.4 ESTUDO DE NUMERO DE COPIAS

Alteracdes no numero de cépias sao observadas em mais de 95% dos
casos de cancer de mama e correspondem a grande parte das alteracbes do
genoma das células de cancer de mama (NATRAJAN et al., 2010).

Como o DNA gendmico € mais estavel do que o mRNA, e uma vez que as
alteracdes no nimero de copias sdo um evento genético chave na tumorigénese,
conhecer estas alteracbes gendmicas € vantajoso como fator preditivo e de
prognostico (BERGAMASCHI et al., 2006).

Bergamaschi et al. (2006) descreveram uma diferenca significativa nas
alteracdes de numero de copias que ocorrem entre os diferentes subtipos (basal,
luminal A, luminal B e HER2+). Em subtipos basais ganhos e perdas de nimero
de codpias sdo mais frequentes e o subtipo em que as alteragcbes no niumero de

copias foram menos frequentes foi o subtipo HER2+. Em relacédo a amplificacbes
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no DNA o subtipo luminal B foi o subtipo que apresentou amplificacdes com maior
frequéncia (BERGAMASCHI et al., 2006).

No estudo de CHEN et al. (2005) o numero de copias e a sequéncia de
FADD analisada em 24 tumores de mama independentes demonstrou a
existéncia de FADD amplificado e/ou mutado nos canceres de pulmao mais
agressivos.

As alteracbes de numero de coépias de baixo nivel sdo positivamente
selecionadas e se mantém na populacéo de células. A analise dos genes que sdo
desregulados por essas alteracdes mostrou que ha muitos genes envolvidos no
metabolismo celular e de RNA que estavam sendo mais expressos. ISSo nos
sugere gque estas alteracdes menores no namero de copias foram selecionadas
durante os primeiros estagios do cancer, pois elas aumentam o metabolismo
basal das células providenciando a estas uma vantagem proliferativa e de
sobrevivéncia (CHIN et al., 2006).

O estudo de CHIN et al. (2006) mostrou que combinando-se a andlise de
expressdo de genes com a analise de numero de copias, pode-se aumentar a
acuracia com a qual as pacientes podem ser avaliadas quanto ao prognastico.
Ainda neste estudo foram identificadas algumas regides de alto nivel de
amplificacdo e/ou de expressdao de genes em 8pll, 11913 (regido em que O
FADD esta localizado), 17912, e/ou 20913 que demonstraram serem indicadores

de baixa expectativa de sobrevivéncia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar se o numero de copias do gene FADD pode ser um auxiliar na
diferenciacdo dos subtipos de carcinomas mamarios, classificados de

acordo com a imuno-histoquimica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar alteracdes do numero de copias dos genes FADD em carcinomas
primarios de mama dos subtipos: Luminal A, Luminal B, HER2* e triplo
negativo.

e Comparar os resultados obtidos entre os subtipos, correlacionando com
parametros clinicos e histopatolégicos.

e Comparar estes resultados com os ja descritos na literatura.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras de carcinomas primarios utilizadas no presente estudo foram
coletadas no Hospital Nossa Senhora das Gragcas (HNSG) durante o
procedimento cirdrgico. Todo material bioldgico utilizado foi obtido apos
assinatura do consentimento livre e esclarecido pelas pacientes. O projeto foi
avaliado e aprovado pelo Comité de Etica do HNSG (Registro CONEP 7220).

As 45 amostras utilizadas, foram processadas no Laboratério de
Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de Genética do Setor de
Ciéncias Biologicas da UFPR. As amostras estdo caracterizadas de acordo com:
idade das pacientes, caracteristicas histopatolégicas e caracteristicas imuno-
histoquimicas (QUADRO 1). Estas informacdes sobre os parametros clinicos e
histopatolégicos foram obtidas a partir dos laudos anatomopatolégicos e o nimero
de informacdes é variavel entre as pacientes, conforme demonstrado na TABELA
2.

As amostras utilizadas nesse trabalho foram classificadas de acordo com
os resultados da analise imuno-histoquimica utilizando-se o status dos receptores
hormonais (estrogénio e progesterona) e da proteina HER2 (GOLDHIRSCH et al.,

2011). Desta forma foram divididas em 4 grupos:

e Positivas para 0s receptores hormonais e negativas para HER2 -

Luminal A;
e Positivas para os 3 receptores - Luminal B;

e Negativas para os receptores hormonais e positivas para HER2 -
HER2+.

e Negativas para os 3 receptores - triplo negativo;



QUADRO 2 - CARACTERIZAGCAO DAS AMOSTRAS DE CARCINOMA MAMARIO

Paciente | Idade Diagndstico L|G]|ER PR HER2

1 45 Carcinoma Ductal Invasor, associado P Il | NEG NEG NEG
a Carcinoma Intraductal (>5%)

2 51 Carcinoma Ductal Invasor, associado A Il | NEG NEG NEG
a Carcinoma Intraductal (5%)

3 43 Carcinoma Ductal Invasor P ] ‘ NEG NEG NEG

4 66 Carcinoma Ductal Invasor SOE P Il | NEG NEG NEG

5 62  Carcinoma Ductal Invasor Al \ NEG NEG  NEG

6 35 Carcinoma Ductal Invasor A | Il | NEG NEG NEG

7 45 Carcinoma Ductal Invasor P ] ‘ POS POS NEG

8 54 Carcinoma Ductal Invasor P Il | POS POS NEG

9 33 Carcinoma Ductal Invasor, associado P - | POS POS NEG
a Carcinoma Intraductal

10 38 Carcinoma Ductal Invasor P Il | POS POS NEG

11 - Carcinoma Ductal Invasor P - ‘ POS POS NEG

12 62 Carcinoma Ductal Invasor, associado I | POS POS NEG
a Carcinoma Intraductal

13 97 Carcinoma Ductal Invasor - ‘ POS POS NEG

14 44 Carcinoma Ductal Invasor SOE P Il | POS POS NEG

15 62 Carcinoma Ductal Invasor P ] ‘ POS POS NEG

16 72 Carcinoma Ductal Invasor associado A Il | POS POS NEG
a carcinoma intraductal
comedocarcinoma

17 73 Carcinoma Ductal Invasor P ] ‘ POS POS NEG

18 46 Carcinoma Ductal Invasor, associado P I POS POS NEG
a Carcinoma Ductal in situ sdlido
cibriforme

19 81 Carcinoma Ductal Invasor A ] ‘ POS POS NEG

20 79 Carcinoma Ductal Invasor, associado A I | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal (>5%)

21 70 Carcinoma Ductal Invasor, associado A I | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal (9%)

22 53 Carcinoma Ductal Invasor, associado P | Il | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal (5%)

23 51 Carcinoma Ductal Invasor A I ‘ POS POS POS

24 46 Carcinoma Lobular Invasor A Il | POS POS POS

25 40 Carcinoma Ductal Invasor, associado P Il | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal

26 72 Carcinoma Ductal Invasor, associado A I | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal

27 63 Carcinoma Ductal Invasor A ] ‘ POS POS POS

28 56 Carcinoma Ductal Invasor, associado | P Il | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal (5%)

29 51 Carcinoma Ductal Invasor A I ‘ POS POS POS

30 47 Carcinoma Ductal Invasor P | I POS POS POS

31 54 Carcinoma Ductal Invasor, associado P POS POS

a Carcinoma Intraductal (5%)

Il POS

30



32 44 Carcinoma Ductal Invasor, associado A Il | POS POS POS
a Carcinoma intraductal

33 82 Carcinoma Ductal Invasor A Il | POS POS POS

34 60 Carcinoma Ductal Invasor, associado P I | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal

35 61 Carcinoma Ductal Invasor, associado P Il | POS POS POS
a Carcinoma Intraductal (10%)

36 70 Carcinoma Ductal Invasor multifocal P - | POS POS POS

37 63 Carcinoma Ductal Invasor, associado P 1l | NEG NEG POS
a Carcinoma Intraductal (20%)

38 53 Carcinoma Ductal Invasor A Il | NEG NEG POS

39 72 Carcinoma Ductal Invasor P 1l | NEG NEG POS

40 43 Carcinoma Ductal Invasor A Il | NEG NEG POS

41 44 Carcinoma Ductal P - | NEG NEG POS

42 55 Carcinoma Ductal Invasor P Il | NEG NEG POS

43 58 Carcinoma Ductal Invasor associado P Il | NEG NEG POS
a CDIS e comedocarcinoma

44 89 Carcinoma Ductal Invasor P | Il | NEG NEG POS

45 84 Carcinoma Ductal Invasor, I | NEG NEG POS

comedocarcinoma

31

LEGENDA: Idade, idade da paciente em anos no momento do diagndstico; L, presenca ou
auséncia de metéastases nos linfonodos axilares; P, presenca; A, auséncia; G, grau histolégico do
tumor; ER, status do receptor de estrogénio; PR, status do receptor de progesterona; HERZ2,
aumento de expressao da proteina HER2.
FONTE: A autora (2015)
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TABELA 2 — INFORMACOES CL[NTCAS E HISTOPATOLOGICAS DAS PACIENTES
PORTADORAS DE CARCINOMA MAMARIO DE ACORDO COM OS SUBGRUPOS

N Idade Média Grau (%) Metastase em linfonodos
ER,, PR-, HER2 6 50,3 + 11,8 Grau | (0%) P (50%)
Triplo Negativo Grau Il (66,7%) A (50%)

Grau Il (33,3%)
ER*, PR*, HER2 13  589+19,1 Grau | (0%) P (83,3%)
Luminal A Grau Il (70%) A (16,7%)
Grau IIl (30%)
ER*, PR*, HER2* 17  588+124 Grau | (25%) P (47%)
Luminal B Grau Il (50%) A (53%)
Grau IIl (25%)
ER-, PR, HER2* 9  623+164 Grau | (0%) P (77,8%)
HER2® Grau Il (37,5%) A (22,2%)

Grau 11l (62,5%)

LEGENDA: (ER) receptor de estrogénio, (PR) receptor de progesterona, (HER2) Human
Epidermal growth factor receptor 2, (N) numero amostral, (P, A) presenca, auséncia de metastase
em linfonodos axilares.

FONTE: A autora (2015)

4.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Utilizando-se tesouras e pinc¢as esterilizadas e placas de Petri descartaveis
processou-se as amostras para a remoc¢ao de tecido estromal, tecido adiposo e
vasos sanguineos. ApOs processado o material foi estocado em tubos do tipo
Eppendorf e mantido a -80 °C até o momento da extracdo de DNA.

4.3 EXTRACAO DE DNA

Para a extracdo de DNA utilizou-se fragmentos de amostras de tumor

homogeneizados no vortex em 130 pL de tampao de proteinase K e 70 uL de
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proteinase K (10 pg/mL). A mistura permaneceu incubada em banho-maria a 55
°C por 24 horas. Em seguida incubaram-se as amostras em banho seco a 95 °C
por 10 minutos para a inativacdo da proteinase K. Posteriormente foi adicionado
um volume de fenol:cloroformio:alcool-iso-amilico 25:24:1 vlv, realizada a
homogeinizacdo no vértex por 15 segundos e centrifugacdo a 14.000 rpm por 15
minutos (esta etapa foi realizada duas vezes). Foram adicionados dois volumes
de etanol absoluto e 0,2 volumes de acetato de amoénio 7,5 M, e mantido no
freezer -20 °C por 24 horas. Em seguida centrifugou-se a 14.000 rpm por 15
minutos e descartou-se o0 sobrenadante, seguido da adicdo de 1 mL de etanol
70% e centrifugacdo a 14.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi ent&o

descartado e o DNA ressuspendido em 40 uL de agua ultra pura.

4.4 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

Com a técnica de PCR quantitativa determinamos o numero de copias do
gene FADD nas 45 amostras (QUADRO 2).

Para a avaliagdo do numero de cépias foi utilizado o ensaio TagMan®
Copy Number Assays da empresa Life Technologies™. Este método € baseado
em uma reacdo dupla de PCR em tempo real capaz de detectar a sequéncia do
gene alvo do estudo e a sequéncia de um gene de referéncia (RNASE P)
conhecido por apresentar duas coépias em um genoma diploide. Este método de
deteccdo relativa é usado para determinar o nimero de coOpias do gene de
interesse em um DNA de referéncia. Neste trabalho, para fins de simplificacéo,
este ensaio (TagMan® Copy Number Assays) sera referido como PCR em tempo

real.

Em todas as placas foi inserido, além das amostras tumorais, um DNA
controle com o numero de cépias do gene de interesse conhecido, este DNA
genbmico é composto por um pool de amostras de individuos que nao
apresentam a doenca. Para cada reacao foram utilizados: 5 pL de Master Mix, 2
pL de DNA (na concentracdo de 5 ng/uL), 0,5 pL de mix do gene de estudo
(contendo o par de primers e sonda TagMan®), 0,5 pL de mix do gene RNASE P

(primers e sonda TagMan®) e 2 pyL de agua ultra pura, totalizando 10 pL de
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volume de reagao. Todas as amostras, incluindo o DNA controle foram analisadas
em triplicatas na placa. Os reagentes utilizados nestas reacdes e as
especificacbes do ciclo de PCR encontram-se descritos nha TABELA 3. O

equipamento empregado foi o Viia 7 da Applied Biosystems™.

As analises foram realizadas utilizando-se o software Copy Caller (Life
Technologies™). Nao foram consideradas amostras que apresentaram valor de
CT > 33 ciclos e valor de z-score = 2.65. O numero de copias do DNA teste foi
calculado pelo software Copy Caller que considera ganho quando o numero de
cOpias calculado esta em 2,51 ou acima, perda quando estd em 1,49 ou abaixo e
normal quando esta entre 1,50 e 2,50.

Este método é adotado devido a padronizacdo prévia dos ensaios de
primers e sondas comercializados pela empresa, que fornecem uma eficiéncia de
reacdo de 100%, possibilitando que as curvas de amplificacdo entre os genes
testados e 0 gene de referéncia possam ser comparadas com precisao.

TABELA 3: COMPONENTES DA REACAO DE PCR EM TEMPO REAL PARA ANALISE DO
NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD.

Componente Volume por reagao (ul)
2x TagMan Genotyping Master Mix 5,0
TagMan Copy Number Assay (20x) 0,5
TagMan Copy Number Reference Assay (20x) 0,5
Agua ultra pura 2,0
DNA (5ng/ pl) 2,0
Volume total 10

FONTE: A autora (2015)
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4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados de numero de copias obtidos foram agrupados de acordo com 0s
subtipos e com os diferentes parametros clinicos e histopatoldgicos. Entdo foram
submetidos ao teste t de Student para avaliar a diferenca de nimero de coépias

entre os parametros clinicos e histopatologicos.

Para avaliacdo das diferencas entre os subtipos realizou-se o teste nao
paramétrico de Kruskall-Wallis, utilizando o método de Dunn para a comparacao
entre os grupos. Para a realizacdo dos testes foi utilizado o software GraphPad

Prism Version 6.01 para Windows (Disponivel em: www.graphpad.com).
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5 RESULTADOS

5.1 NUMERO DE COPIAS DE ACORDO COM O SUBTIPO DE CARCINOMA
MAMARIO

A anadlise da alteragdo do numero de copias do gene FADD em 45
amostras de carcinomas primarios de mama revelou que o mesmo apresenta um
namero de coépias alterado na maior parcela da amostra. Foi detectado na maioria
dos casos, em 53%, um ganho do numero de copias, 42% da amostra
apresentaram um nuamero de cépias normal e uma pequena parcela, apenas 5%,

apresentou reducéo no nimero de cépias (GRAFICO 1).

FADD

® Normal
m Ganho

H Perda

GRAFICO 1 - ALTERACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM CARCINOMAS
PRIMARIOS DE MAMA
FONTE: A autora (2015)

Para cada subtipo (Triplo Negativo, Luminal A, Luminal B, HER2+) foi
realizada a andlise da alteracdo de numero de cépias separadamente. O gene
FADD apresentou em média 3,33 + 2,4 copias no subtipo Triplo Negativo, no
subtipo Luminal A apresentou em média 2,71 = 0,6, o Luminal B, 4,10 + 4,7, e
para o subtipo HER2+ a média foi 3,30 £ 1,6 de numero de copias do FADD.
Estdo apresentados nos GRAFICOS 2, 3, 4 e 5 os numeros de copias do gene
FADD por amostra de acordo com o subtipo do carcinoma mamario. Analisando-

se todas as amostras sem distincdo obteve-se uma média de niumero de copias
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aumentada nos carcinomas primarios de mama em relagdo ao tecido normal de
3,43+ 3,1.

Triplo Negativo

Nuamero de Copias
O 2 MNOW s Ny~ 00 WD

4 5 6 NC
Amostras

GRAFICO 2 - NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM AMOSTRAS DE CARCINOMAS
PRIMARIOS DE MAMA TRIPLO-NEGATIVOS
FONTE: A autora (2015)
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GRAFICO 3 - NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM AMOSTRAS DE CARCINOMAS
PRIMARIOS DE MAMA DO SUBTIPO LUMINAL A
FONTE: A autora (2015)
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GRAFICO 4 - NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM AMOSTRAS DE CARCINOMAS

PRIMARIOS DE MAMA DO SUBTIPO LUMINAL B.
FONTE: A autora (2015)
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GRAFICO 5 - NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM AMOSTRAS DE CARCINOMAS
PRIMARIOS DE MAMA DO SUBTIPO HER2+.
FONTE: A autora (2015)

Os dados referentes a analise do numero de coépias do gene FADD
encontrados nos diferentes subtipos foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis
(através do software GraphPad Prism Version 6.01) e nado apresentaram
diferencas significativas (p= 0,9758) (GRAFICO 6).



39

FADD

- N N

ol o o1

1 1 [
>

Numero de cédpias
H
ol o
1 1

TN Luminal ALuminal B HER?2

o
1

'
o1

Subtipos

GRAFICO 6 - ALTERACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD DE ACORDO COM OS
SUBTIPOS.
FONTE - A autora (2015)

5.2 PARAMETROS CLINICOS E HISTOPATOLOGICOS

A fim de verificar se as variagbes no numero de cépias do gene FADD
estariam relacionadas com os parametros clinicos e histopatolégicos dos tumores
foi realizado o teste t de Student no software GraphPad Prism Version 6.01 para

cada parametro selecionado. Foram testados os seguintes parametros:
e Idade da paciente;
e Presenca ou auséncia de metastases em linfonodos axilares;

e Grau histolégico do Tumor.

Em adicdo a isso o teste t de Student foi realizado separadamente dentro
do grupo amostral de cada subgrupo para cada parametro, também no software
GraphPad Prism Version 6.01.
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Como para algumas das amostras ndo se tinha disponivel as informacgdes
completas dos parametros clinicos e histopatoldégicos (QUADRO 4), o tamanho

amostral (N) variou entre os parametros analisados.

5.2.1 Presenca e Auséncia de Metastase em Linfonodos Axilares

Através do teste t de Student verificou-se que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa entre a alteragdo do numero de cépias do gene
FADD em pacientes com carcinomas mamarios com presenca ou auséncia de
metastases em linfonodos axilares (p= 0,2151) (GRAFICO 7).
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GRAFICO 7 - ANALISE DA ALTERACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM
PACIENTES COM PRESENCA OU AUSENCIA DE METASTASE EM LINFONODOS AXILARES.
FONTE: A autora (2015)

O teste t de Student foi realizado também separadamente para as
amostras dos subgrupos Triplo Negativo, Luminal A, Luminal B e HER2+ para o
parametro presenca ou auséncia de metastase em linfonodos. N&o foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa dentro dos subgrupos (p= 0,4534; p=
0,2232; p=0,4784; p= 0,8645 respectivamente).
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5.2.2 Grau Histologico do Tumor

Para verificar-se se o grau histolégico do tumor esta relacionado ao numero
de coépias do gene FADD nos diferentes subtipos, separou-se as pacientes em
dois grupos: o primeiro englobava as pacientes que apresentaram graus
histoldgico de | e Il e 0 segundo as que apresentavam grau lll. Aplicou-se o teste t
de Student e constatou-se que a diferenca no nimero de cépias entre esses dois

parametros néo ¢ estatisticamente significativa (p= 0,9199) (GRAFICO 8).
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GRAFICO 8 - ANALISE DA ALTERACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM
PACIENTES COM TUMORES GRAUS | E Il EM RELA(;AO AOS DE GRAU lll.
FONTE: A autora (2015)

Para analisar se o niumero de cépias varia entre os graus histolégicos do
tumor dentro dos subgrupos o teste t de Student foi aplicado nas amostras dos
subgrupos Triplo Negativo, Luminal A, Luminal B e HER2+. N&o foi encontrada
diferenca estatisticamente significativa dentro dos subgrupos (p= 0,4049; p=
0,6731; p=0,6290; p= 0,4352 respectivamente).
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5.2.3 Idade da Paciente

Considerou-se para esta analise as pacientes com informacédo disponivel
de idade inferior a 50 anos na data da cirurgia no grupo pré-menopausa e as com
idade superior a 50 anos no grupo pds-menopausa. A andlise da alteracdo do
namero de cépias do gene FADD de acordo com a idade das pacientes ndo se
mostrou significativa ao realizar-se o teste t de Student (p= 0,4135) (GRAFICO 9).
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GRAFICO 9 - ANALISE DA ALTERACAO DO NUMERO DE COPIAS DO GENE FADD EM
PACIENTES EM PRE-MENOPAUSA E POS-MENOPAUSA.
FONTE: A autora (2015)

Dentro dos subgrupos Triplo Negativo, Luminal A, Luminal B e HER2+
aplicou-se o teste t de Student para averiguar se o numero de cépias varia
conforme a idade das pacientes. Ndo se encontrou diferenga estatisticamente
significativa (p= 0,4961; p= 0,9008; p= 0,4289; p= 0,3562 respectivamente).
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6 DISCUSSAO

O céancer de mama é a quinta causa de morte por cancer em geral
correspondendo a 522.000 oObitos, e em mulheres € a causa mais frequente de
morte por cancer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012). A taxa de
mortalidade por cancer de mama apresenta uma curva ascendente e representa a
primeira causa de morte por cancer na populacédo feminina brasileira, com 12,10
0bitos/100.000 mulheres em 2012 (valores ajustados pela populacdo mundial)
(INCA, 2014). As regides brasileiras que exibem as maiores taxas de mortalidade
sao as regides Sudeste e Sul com respectivamente, 13,61 e 13,42 0bitos/100.000
em 2012 (INCA, 2014). O diagnostico precoce e a determinacdo do subtipo do
cancer sdo extremamente importantes para tentar-se selecionar um tratamento
efetivo e reduzir a taxa de mortalidade pela doenca.

Alguns estudos mostram que a classificacdo e progressdo da doenca pode
ser melhor entendida utilizando-se o nimero de coOpias em conjunto com 0s
estudos de expressao. O DNA gendmico é mais estavel que o mRNA e alteracdes
no mesmo podem ser mais facilmente analisadas. Quando estas alteragdes
apresentam valor prognéstico podem ser incluidas na analise inicial (CHIN et al.,
2006; BERGAMASCHI et al., 2006).

Nosso estudo mostrou que o gene FADD encontra-se com um numero de
cOpias aumentado nos carcinomas primarios de mama em relagdo ao tecido
normal de 3,43 £+ 3,1. Porém, ao se analisar as variagdes do numero de cOpias
em relacdo aos diferentes subtipos e aos parametros clinicos e histopatoldgicos a
variacao entre o numero de copias de FADD néo apresentou valor representativo,
ou seja, esta andlise ndo apresentou potencial de discriminacdo entre o0s
parametros analisados.

A correlacdo existente entre 0 nimero de copias e a expressao proteica €
de maneira global muito baixa, porém alguns genes que se encontram alterados
podem afetar algumas vias e processos chave dando assim vantagens de
crescimento as células de cancer aneuploides (GEIGER; COX; MANN, 2010). E
possivel que o aumento do numero de copias do gene FADD tenha conferido em

algum momento do processo de carcinogénese uma vantagem as células e por
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este motivo encontramos em meédia um numero elevado de numero de coépias
distribuido por todos os subtipos.

Como o gene FADD estd em uma regido conhecida de amplificacdo génica
€ possivel também que ele sofra um processo de co-amplificacdo em que outros
genes possam estar estimulando sua amplificacdo conjunta (AL-KURAYA et al.,
2004; CUNY et al., 2000). Al-Kuraya et al. (2004) observaram que as
amplificacBes génicas refletem um quadro de instabilidade genémica do céancer e
gue esta instabilidade esta relacionada a piores progndsticos no cancer de mama.

O estudo de Geiger, Cox e Mann (2010) verificou em cancer de mama que
a expressao proteica de FADD nao esta relacionada com seu numero de cépias.
A expressao da proteina FADD por eles encontrada foi muito menor do que o
esperado pela amplificacdo do niumero de cépias do gene.

Também no nivel de expressdo de mRNA acreditamos que este aumento
de numero de copias observado em FADD nao € diretamente relacionado a
expressao proteica. Em um trabalho em andamento realizado pelo nosso grupo
de pesquisa (Callegari, 2015) foi encontrado um nivel de expressao normal do
gene FADD em carcinomas primarios de mama, ndo havendo correspondéncia
com o aumento do numero de cépias.

S&o0 muito diversos 0s mecanismos que podem estar agindo sobre a
expressdo do DNA genbmico, sendo que o nivel de regulacdo pode estar em
diferentes etapas seja no nivel de transcricdo (como por exemplo, metilacdo do
promotor) ou de traducdo (como por exemplo, microRNAs). O gene FADD em
cancer de mama segundo estudo de LIN et al. (2015) ndo é diferencialmente
metilado e mesmo assim apresentou uma expressdo significativamente
diferenciada, o que indica que provavelmente ndo seja a metilacdo o fator chave
de regulacdo epigenética que esteja agindo sobre o mesmo. Em relacdo aos
microRNAs, alguns apresentam o mRNA de FADD como alvo, podendo se
constituir em um dos mecanismos de regulacdo da expressdo proteica. Em
macrofagos foi observado que o miR-155 atenua a apoptose das células a partir
da regulacdo do FADD mRNA (WANG et al., 2011); em células T Jurkat a inducéo
do miR-128a por desmetilacdo do DNA levou a resisténcia a apoptose regulada
por FADD (YAMADA et al.,, 2014); e o hsa-miR-27a leva a uma expressdo
reduzida de FADD (CHHABRA et al., 2009). A discusséo continua em aberto, e
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mais estudos se fazem necessarios para se compreender a complexidade da

regulacédo do gene FADD.
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CONCLUSAO

No grupo amostral analisado o niumero de copias do FADD n&o se mostrou
associado com os fatores clinicos e histopatolégicos e nem com os diferentes
subtipos, nao apresentando, portanto, a pretendida capacidade de
discriminacao entre estes grupos.

Verificou-se que o FADD se apresenta com um numero de copias aumentado
no tecido tumoral em relacéo ao tecido normal, contudo isso nao é refletido por
estudos de expressdo de RNAmM como o de Callegari, 2015. Isso serve como
evidéncia de que mecanismos complexos agem sobre a regulacdo da
expressdo de FADD no cancer de mama.

O numero de copias aumentado deste gene pode também estar relacionado
com o quadro de instabilidade genbmica que 0s carcinomas mamarios

comumente apresentam, no qual varios genes se encontram amplificados.
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