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RESUMO

O cancer de mama € a neoplasia mais frequente em mulheres e apresenta o
maior indice de mortalidade. A transi¢ao epitelial-mesenquimal (TEM) contribui
para o processo metastatico visto que € um evento onde células epiteliais
neoplasicas ganham caracteristicas mesenquimais. Para isso, uma série de
mudancas podem ocorrer como alteragdes na expressao e no numero de copias
dos genes. O gene VIM codifica a vimentina, uma proteina estrutural do
citoesqueleto que contribui para a manutencgao celular, garantindo a integridade
citoplasmatica, dando forma a célula e suporte as organelas. Quando a célula
adquire a capacidade de deslocamento, a expresséao de VIM se encontra
alterada assim como a de CDH1. Este gene codifica a E-caderina, proteina que
atua na adesdo de células epiteliais apresentando baixa expressdo quando
relacionada com presenca de metastase, diminuigao da diferenciacdo do tumor
e pior sobrevida. A analise da expressao destes genes e de dois mecanismos de
regulagdo dos mesmos (numero de copias e status de metilagdo dos promotores)
contribuira para o entendimento da TEM em carcinomas primarios de mama. As
amostras (total de 137 tumores, 15 nao tumorais e 28 linfonodos) foram cedidas
pelo Hospital Nossa Senhora das Gragas, Curitiba, PR. As analises das
expressdes génicas de CDH1 e VIM indicaram que nas amostras do sitio
primario predominava o fendtipo epitelial. Posteriormente, foi observada a
inversdo das respectivas expressdes com a progressao da doenga, quando se
analisou a expressao em linfonodo axilar metastatico (2,85 para 0,30; 0,81 para
1,74, respectivamente para CDH1 e VIM). Foram analisados dois mecanismos
que poderiam interferir na expressado génica: o numero de cdpias génicas e a
metilacdo da regido promotora. Para avaliar a variagdo do numero de copias foi
utilizado PCR em tempo real, através da comparagdo com controle endégeno
conhecido. Na analise de metilacdo da regido promotora dos genes alvos foi
utilizado o método de MSRE-PCR. Para o gene CDH1 verificou-se que a
variagao do numero de coépias e a metilagdo parecem ter maior influéncia na
regulacéo da expressao do que para o gene VIM. Em relagdo aos parametros
clinicos e histopatolégicos, verificou-se que a expressao dos genes € a alteracao
de seus numeros de cdpias nao sdo bons marcadores para distinguir subgrupos,
porém o padrao de expressao € um forte indicador de progressao da doenca.

Palavras-chave: Cancer, transicdo, CDH1, VIM, TEM, gene, PCR



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent type of cancer in women and has the highest
mortality rate. The epithelial-mesenchymal transition (EMT) contributes to the
metastatic process since it is an event where neoplastic epithelial cells gain
mesenchymal characteristics. For this, a number of changes may occur like
changes in expression and in number of copies of genes. The VIM gene encodes
vimentin, a structural protein of the cytoskeleton that contributes to cell
maintenance by ensuring cytoplasmic integrity, giving cell shape and organelle
support. When the cell acquires displacement capacity, the expression of VIM is
altered, as well as CDH1 expression. This gene encodes E-cadherin, a protein
that acts on the adhesion of epithelial cells, presenting low expression when
related to the presence of metastasis, decreased tumor differentiation and worst
survival. The analysis of gene expression, copy number and promoter
methylation status of these genes will contribute to the understanding of EMT in
primary breast carcinomas. The samples were provided by Hospital Nossa
Senhora das Gracgas, Curitiba, PR. DNA extraction was performed using the
Phenol-Chloroform method. Analysis of the CDH1 and VIM gene expression
indicated that the epithelial phenotype predominated at the primary site samples.
Subsequently, inversion of the respective expressions with disease progression
was observed when the expression of metastatic axillary lymph node was
analyzed (2.85 to 0.30, 0.81 to 1.74, respectively for CDH1 and VIM). Two
mechanisms that could interfere with gene expression, number of gene copies
and methylation of the promoter region, were analyzed. For the CDH1 gene it
was found that the copy number variation and methylation appear to have a
greater influence on the regulation of expression than for the VIM gene.
Regarding the clinical and histopathological parameters, it was verified that the
expression of genes and the alteration of their copy numbers are not good
markers to distinguish subgroups, but the expression pattern is a strong indicator
of disease progression.

Keywords: Cancer, transition, CDH1, VIM, TEM, gene, PCR
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1. INTRODUGAO

Cancer € um conjunto de doencgas caracterizadas pelo descontrole
do ciclo celular acarretando no aumento no numero de células e na
invasao de tecidos. Fatores ambientais, genéticos e/ou epigenéticos
podem desencadear a doenga. Segundo estimativas do Globocan
consolidadas para o ano de 2012, 14,1 milhdes de pessoas foram
afetadas pelo cancer (excluindo cancer de pele ndo melanoma). O
processo metastatico € um evento que permite que as células do tumor
primario invadam tecidos distantes. Para que isso ocorra, varias
mudangas morfofisiolégicas devem acontecer nas células. A Transi¢cao
Epitelial-Mesenquimal (TEM) permite que as células alterem sua forma,
ganhem mobilidade e consigam invadir tecidos adjacentes e/ou distantes
contribuindo para o aparecimento de metastases. A TEM envolve
mudancgas no perfil de expressao nas células como a repressao de E-
caderina e a indugao de vimentina. O gene CDH1 localizado no brago
longo do cromossomo 16 (16g922.1), codifica a E-caderina que é
importante para a adesao celular por possuir dominios extracelulares,
citoplasmaticos e transmembranicos. A expressao reduzida de E-caderina
foi correlacionada com caracteristicas patolégicas como diminui¢gdo da
diferenciacdo do tumor, presengca de metastases e menor sobrevida
(DEBIES e WELCH, 2001). Localizado no brago curto do cromossomo 10
(10p13), o gene VIM codifica a vimentina pertencente a classe lll de
filamentos intermediarios, que tem como fungdes manter a integridade do
citoplasma, reparar a célula e estabilizar as interagdes que ocorrem no
citoesqueleto. A vimentina ja € considerada como um marcador
mesenquimal da TEM (THIERY, 2002). O presente estudo teve como
objetivo avaliar a express&o génica, a variagdo do numero de copias € 0
status de metilacdo da regido promotora dos genes VIM e CDH1 pela
analise dos tecidos mamarios normais (expressao génica), carcinomas
primarios de mama e amostras de linfonodos axilares, visando contribuir
para a compreensao da TEM e da progressao da doenga.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 CANCER E O PROCESSO METASTATICO

O cancer é uma doenca multifatorial, que é desencadeada pelo
acumulo de alteragcdes genéticas, tais como mutagdes pontuais, rearranjos,
delegdes e amplificacbes (STORCHOVA e PELLMAN, 2004) e epigenéticas
(metilagao, acetilagao, ubiquitinagao etc.) que resultam nas modificagoes de
expressao dos oncogenes e genes supressores de tumor (NICHOLSON e
ANDERSON, 2002). A incidéncia e mortalidade por cancer no mundo vém
aumentando a cada ano, tornando-se um dos maiores problemas de saude
publica. Cancer € o termo que designa varias doengas que apresentam em
comum o descontrole do ciclo celular levando ao crescimento desordenado
das células e capacidade de invaséo de tecidos adjacentes ou a distancia
(metastases). Esse grande numero de células em locais especificos é
chamado de tumor, sendo a tumorigénese um processo que envolve
multiplos passos. Cada um desses passos tem como consequéncia uma
alteragao genética (driver mutation), levando a transformagao progressiva de
uma célula normal em uma neoplasica. Essas alteragdes genéticas podem
conferir vantagens a estas células e facilitar o crescimento celular
conduzindo a formagao de tumores e, eventualmente, o estabelecimento de
metastases (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

Tem-se sugerido pelo menos seis alteragdes na fisiologia das células
para a transformacao clonal: autossuficiéncia na producdo de fatores de
crescimento, perda de resposta a sinais inibitorios ao crescimento celular,
resisténcia a apoptose, aquisicao de potencial replicativo ilimitado, promogao
de angiogénese e invasédo dos tecidos (HANAHAN e WEINBERG, 2000). As
mutacdes que levam a manifestacao desses fenétipos envolvem a perda das
fungdes de genes supressores de tumor e/ou ativagdo de oncogenes que
promovem o crescimento tumoral. Exemplos bem conhecidos para tais
eventos sdo mutagdes pontuais dos genes da familia RAS, delegao no gene
do controle do ciclo celular, CDKN2A (p16), e a translocagao reciproca
balanceada t(9;22) criando o gene de fusdo BCR-ABL.

18



Essas alteragdes nos genes se somam a outros fatores que séo
observados nos processos neoplasicos, tais como: instabilidade genética
(permite a geracdo de mutagdes aleatodrias), processos inflamatérios em
regides malignas ou pré-malignas (provocados por células do sistema imune
que em muitas ocasides favorecem a progresséo tumoral), reprogramacao
do metabolismo celular e evasdo da resposta imune contra o tumor
(HANAHAN e WEINBERG, 2011).

O processo metastatico continua sendo um dos menos
compreendidos na biologia do cancer, apesar de ser extensivamente
estudado. O surgimento de metastases disseminadas continua sendo a
principal causa de morte em pacientes com cancer (FIDLER, 2003; GUPTA
e MASSAGUE, 2006). A metastase esta presente em cerca de 90% das
mortes de pacientes com tumores solidos e apresenta um conjunto
extremamente diversificado de manifestacbes clinicas. Os processos
metastaticos ocorrem em varias etapas que requerem a acao coordenada
de varios genes: a fuga de células cancerosas do tumor primario, que se
torna maligno por adquirir a mobilidade, capazes de entrar na corrente
sanguinea (intravasamento), sobrevivéncia na circulagdo, a saida dos
capilares para os tecidos ao redor de um novo sitio (extravasamento),
iniciacao de crescimento para formar micrometastases, e desenvolvimento
de novos vasos sanguineos para formar tumores secundarios (CHAMBERS
et al., 2000; GUPTA e MASSAGUE, 2006).

Além de eventos genéticos, varios estudos apontam que alteracdes
epigenéticas desempenham papel essencial na génese de uma gama de
canceres, por alterar a expressdo de genes criticos, podendo resultar na
expressdo aumentada de oncogenes e/ou na inativagdo de genes
supressores tumorais (SHINOZAKI et al., 2005; RODENHISER e MANN,
2006). O termo epigenética refere-se a alteragdes na expressdo génica
mediada por mecanismos diferentes daqueles que alteram as sequéncias de
nucleotideos do DNA. Os mecanismos epigenéticos mais claros, até o
momento, sdo as alteragdes no padrdao de metilagdo do DNA, as
modificagdes covalentes de proteinas histonas e RNAs de interferéncia. A
hipometilagcao global tem o potencial de contribuir para um fenotipo maligno,

afetando a estabilidade funcional dos cromossomos, a reativacdo de
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elementos transponiveis, e perda de padrdes normais de imprinting de genes
(EHRLICH, 2002). Em contrapartida, quase todos os tipos de canceres
estudados apresentam aumento de metilagdo em ilhas CpG préximas aos
promotores levando a inativagcao transcricional e representando um
importante mecanismo de silenciamento de genes na patogénese das
neoplasias (BAYLIN e HERMAN, 2000; EGGER et al., 2004). Este fenébmeno
€ um importante mecanismo de inativagdo de genes supressores de tumor
(JONES e BAYLIN, 2002) dentro do modelo proposto por Knudson
(KNUDSON, 1971) na hipotese dos dois eventos, sendo tdo comum quanto
a ocorréncia de mutacdes. O primeiro caso de hipermetilacio foi descrito no
gene que codifica a proteina do retinoblastoma (RB) (GREGER et al., 1989),
um supressor de tumor. Outros exemplos sdo os supressores de tumores
MHL (Mult homolog 1) no cancer de colon (KANE et al.,, 1997; HERMAN et
al., 1998), CDKN2A (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 2a) ou p16 no cancer
de pulmado (GONZALEZ-ZULUETA et al.,, 1995; HERMAN et al., 1995),
BRCA1 (Breast Cancer 1) em cancer de mama (DOBROVIC e
SIMPFENDORFER, 1997), CDH1 em canceres orais e mamarios
(LOMBAERTS et al., 2006; MAEDA et al., 2007) e MGMT (O-6-
methylguanine-DNA methyltranferase) em glioblastomas (ESTELLER et al.,
1999).

As perturbacdes na estrutura da cromatina, metilacdo do DNA e
imprinting gendmico podem ser consideradas como alternativas as mutagdes
génicas, contribuindo eventualmente, para a progressao tumoral. Por outro
lado, tem sido postulado que os moduladores epigenéticos de plasticidade
celular podem iniciar o fenétipo maligno, conferindo um estado de células
progenitoras (FEINBERG, OHLSSON e HEINKOFF, 2006). Se a capacidade
de disseminagao metastatica é adquirida no inicio, em seguida, os genes que
sao regulados epigeneticamente nas células progenitoras também podem
ser “marcados” metastaticamente. Um exemplo € proporcionado pelo
componente de EZH2 dos complexos Polycomb, que catalisam modificagdes
de histonas e promovem a metilagdo de DNA em células-tronco de
mamiferos (BAYLIN e OHM, 2006): a superexpressao de EZH2 reprime a
expressao de certos genes, como o CDH1, e é preditiva de crescimento
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invasivo em canceres de prostata e mama metastaticos (KLEER et al., 2003;
TAM e WEINBERG, 2013).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE MAMA

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2016),
anualmente o cancer provoca 460 mil mortes e tem-se 14,1 milhdes de novos
casos em todo o mundo. O cancer de mama € o segundo tipo de neoplasia
mais frequente no mundo e o primeiro no sexo feminino correspondendo,
anualmente, a 25% dos casos novos de cancer em mulheres e sendo
responsavel por cerca de 571 mil mortes em todo o0 mundo no ano de 2015
(OMS, 2017) e a principal causa de morte por cancer entre as mulheres em
todo mundo. Uma estimativa de 1,7 milhdes de novos casos foi esperada
para o ano de 2015 no mundo, comparada com aproximadamente 640 mil
casos, em 1980.

No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), o niumero
de novos casos de carcinomas mamarios estimados para o ano de 2016 é
de 57.960 mil, com um risco estimado de 57.9 casos a cada 100 mil
mulheres, o que corresponde a 28,1% dos canceres entre as mulheres. Para
a regido Sul a estimativa é de 74 casos para cada 100 mil mulheres, um
crescimento acentuado se comparado a dados de anos anteriores.

Estima-se que a sobrevida geral média cumulativa, apds cinco anos,
seja de 85% nos paises desenvolvidos e de 60% naqueles em
desenvolvimento. Na populacdo mundial, a sobrevida média, apds cinco
anos, é de 61%, sendo que os Estados Unidos apresentam uma sobrevida
de 85% para este mesmo periodo. Ja no Brasil, as taxas de mortalidade
continuam elevadas (INCA, 2012). Nos paises desenvolvidos, a estratégia
utilizada para a diminuicdo da mortalidade € o rastreamento, com o objetivo
de detectar precocemente o cancer clinicamente oculto, portanto, em
estagios iniciais. O Ministério da Saude do Brasil criou sucessivas
campanhas de esclarecimento a populacéo enfatizando os meios disponiveis
para prevencgao: autoexame, exame clinico por profissionais da saude e a
mamografia (INCA, 2014).
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A maioria dos novos casos de cancer de mama ocorre em mulheres
de baixa e média renda familiar, nas quais a incidéncia esta aumentando em
até 5% ao ano (IARC, 2002; STEWART e KLEIGUES, 2003), provavelmente
devido as dificuldades de acesso aos exames preventivos. A incidéncia esta
intimamente relacionada a etnia e ao avango da idade, embora seja também
uma neoplasia relativamente frequente em mulheres mais jovens. Segundo
dados do DataSUS do Ministério da Saude, o numero de mulheres que
morreram por causa do cancer de mama aumentou 45% nos ultimos 10
anos. Isto vem sendo associado as mudangas socioecondmicas e
demograficas ou ainda, ao aumento dos registros decorrente da maior
acessibilidade aos servigos de saude, e com a melhoria da qualidade de
vida, consequentemente, maior € a sobrevida e maior a incidéncia e
mortalidade por cancer (KLIGERMAN, 1999). Para Tavares e Trad (2010), o
aumento dos indices de cancer de mama e da mortalidade se deve, também,
a melhoria da precisédo diagnéstica e da qualidade do preenchimento das
declaragcbes de obitos. Contudo, mantém-se como causas principais o
diagnostico e tratamento tardios. Além disso, ha impossibilidade de
prevencgao primaria total, pois a etiologia envolve fatores de risco associados
a vida reprodutiva da mulher e caracteristicas hereditarias (INCA, 2014).

2.3 O CANCER DE MAMA E SEUS FATORES DE RISCO

A grande maioria (cerca de 80%) dos canceres de mama acomete as
células dos ductos da mama, sendo, portanto, o carcinoma ductal o mais
comum dos tipos de cancer de mama. Este pode ser in situ, quando nao
ultrapassa as primeiras camadas de células destes ductos, ou invasor,
quando invade os tecidos adjacentes. Os canceres que comegam nos
I6bulos da mama s&do chamados de carcinomas lobulares, sendo menos
comuns do que os ductais. Carcinomas lobulares, mais frequentemente,
acometem as duas mamas. O carcinoma inflamatério de mama é um cancer
mais raro e, normalmente, se apresenta de forma mais agressiva,
comprometendo toda a mama, que apresenta sinais inflamatérios tais como
edema, calor e rubor (HORNBERG, 2006). Entre 90 a 95% dos casos de
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cancer de mama sao esporadicos, decorrentes de mutagdes somaticas que
ocorrem durante a vida aliadas aos fatores de risco intrinsecos e extrinsecos
(ambientais), enquanto entre 5 a 10% sé&o hereditarios, devido a heranca de
um gene contendo uma mutagao germinativa, que confere a essas mulheres
predisposicao hereditaria a doenca (ANJUM et al., 2014).

Fatores ambientais, habitos alimentares, exposi¢ao a carcinégenos e
fatores intrinsecos ao genoma de cada individuo (suscetibilidade genética)
estéo inter-relacionados ao surgimento de neoplasias. Ser portador de um
fator de risco, ou mesmo varios, nao € a principal causa da doenga, e podem
se passar muitos anos entre a exposigao externa a um carcindgeno e a
detecgao do cancer. Ha evidéncias que o cancer possa ser prevenido, e isso
€ baseado em estudos internacionais onde foram observadas variagdes nas
taxas de incidéncia de cancer segundo as variaveis tempo e lugar. Por
exemplo, populagdes que migram de um lugar para o outro, onde ocorrem
variagbes nos indices de incidéncia de cancer tendem a ter suas taxas
também alteradas, o que demonstra que as neoplasias sao, em parte,
influenciadas pelas condigdes ambientais, ndao sendo determinadas apenas
por fatores hereditarios (GRAHAM, 2005). Segundo o INCA (2009), pelo
menos um terco dos casos de novos canceres que ocorrem no mundo
anualmente poderia ser prevenido.

O estudo de Tomasetti, Li e Vogelstein (2017) se revelou polémico ao
apresentar dados que vinham diferindo do conceito moderno da origem dos
canceres, onde se defendia que os fatores ambientais seriam os maiores
responsaveis pelo surgimento do cancer (85-90%), seguido dos fatores
hereditarios (em torno de 5-10% dos casos). Segundo esse estudo, fatores
ambientais e hereditarios seriam responsaveis por cerca de somente 1/3 dos
casos e em torno de 2/3 seriam oriundos de alteragdes replicativas durante
o processo de divisao celular de células-tronco nos tecidos. Portanto, tecidos
com maior potencial replicativo seriam aqueles com maior incidéncia de
cancer. Logo, além de fatores hereditarios e ambientais, somam-se os erros
replicativos. Esses dados ainda levantam muitos questionamentos e uma
grande corrente de pesquisadores defende que nao se pode atribuir ao acaso
ou “ma sorte” o aparecimento do cancer, e que os cuidados com os fatores

de riscos ambientais devem continuar sendo o maior foco de prevengéo.
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A maioria das mulheres que possuem um ou mais fatores de risco
nunca desenvolverao a doenga, enquanto muitas mulheres com cancer de
mama, por exemplo, ndo possuem fatores de risco aparentes. Porém, esses
fatores aliados a suscetibilidade genética contribuem de forma mais
acentuada para o desenvolvimento da doenga do que isolados. Alguns
fatores de risco influenciam mais do que outros dependendo do tipo de
cancer como, por exemplo, o risco de cancer de mama variando com o
decorrer do tempo por razbes como envelhecimento e estilo de vida, gravidez
tardia, baixo numero de filhos e diminuicdo do tempo de amamentacao,
aumento do indice de massa corporal, dieta com excessiva ingestdo de
gorduras associados com a “ocidentalizagdo” da dieta alimentar sao
comumente associados ao aumento do risco (CHIA et al., 2005; PORTER,
2008). Outros fatores podem contribuir para o aumento da incidéncia do
cancer de mama, tais como: uso de pilulas anticoncepcionais, terapia de
reposicao hormonal, obesidade na pds-menopausa e exposicao a radiacoes
ionizantes (NKONDJOCK e GHADIRIAN, 2005).

Varios estudos apontam que € possivel prevenir-se contra o cancer
trabalhando-se contra os fatores de risco. Embora ndo se conheca
exatamente todo o mecanismo causal do cancer de mama, n&o ha duvida de
que a interagdo entre os fatores genéticos e ambientais exerce papel
fundamental na etiologia e na evolugao dos casos. Isto fortalece a hipdtese
de que fatores relacionados a dieta, ao habito de fumar, a ingestdo de
bebidas alcodlicas e a paridade — os quais sao bem distintos se comparados
paises orientais com ocidentais — devem exercer um peso importante no
processo de carcinogénese mamaria. Ao mesmo tempo, é conhecida a
influéncia dos fatores genéticos, sendo que filhas de maes portadoras de
cancer de mama tém um risco aumentado de desenvolver a doenga se
comparadas a mulheres sem relato de histéria familiar (PETO e HOULSTON,
2001).

A pratica de amamentacao € apontada pelo AICR/WCRF (American
Institute for Cancer Research/World Cancer Research Fund International)
como fator protetor para a neoplasia maligna da mama, tanto em mulheres
na pré-menopausa quanto na pés-menopausa. Varios estudos como os de
Huo et al. (2008), Beaber et al., (2008), Stuebe et al. (2009) apoiam a
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afirmacao do AICR/WCRF. Huo et al. (2008) observaram a reducgéao de 7%
no risco de desenvolver cancer de mama a cada 12 meses de amamentacéao
em uma populacdo de mulheres nigerianas. Beaber et al. (2008) estudando
o efeito da amamentagéo entre os tipos de cancer de mama ductal, lobular e
misto verificaram um efeito protetor significativo para o tipo ductal, sugerindo
que os diferentes tipos podem ter diferentes etiologias. Ja Stuebe et al.
(2009), estudando a populacéo feminina norte americana para o risco de
cancer de mama entre mulheres lactantes e as que nunca amamentaram,
também encontraram diferencas favoraveis as que ja tinham amamentado,
porém neste estudo a diferenga entre os grupos nao foi significativa. Para
Inumaru et al. (2011), o efeito protetor da amamentagdo pode estar
associado a diferenciagao completa das células mamarias e ao menor tempo
de exposi¢cao a acao de hormdnios sexuais, que se encontram diminuidos
durante a amenorreia induzida pela lactagdo. Outro fator sugerido pelo
AICR/WCREF ¢é de que a intensa descamacao e esfoliagdo das células da
mama, decorrente do processo de amamentagao, possa reduzir o risco do
cancer de mama em fungao da eliminagao recorrente de possiveis células
que tenham sofrido algum dano no DNA.

O aumento de peso decorrente da dieta alimentar ocidentalizada, &
um dos maiores responsaveis pelo aumento do risco de cancer de mama,
podendo ser evitado com a pratica de atividade fisica regular. A elevagao da
taxa de gordura corporal, principalmente na regidao abdominal, é muito
acentuada em mulheres na pos-menopausa, e por isso esta pratica € muito
indicada para essas mulheres. Segundo Mathew et al. (2008), mulheres com
a circunferéncia superior a 85 cm (centimetros), ttm um risco maior de
desenvolver cancer de mama na pds-menopausa do que as que estao na
pré-menopausa. No estudo de Ahn et al. (2007), mulheres com a
circunferéncia abdominal superior a 103 cm tinham a chance aumentada em
55% de desenvolver carcinoma mamario do que aquelas com medidas
inferiores a 75 cm. O estudo caso-controle realizado por Sprague et al. (2007)
nos Estados Unidos para mulheres com carcinomas invasivos, encontrou
risco diminuido para o cancer de mama naquelas que praticavam em média
seis horas por semana de atividades fisicas. Schimdt et al. (2008), também

em um estudo caso-controle com mulheres alemas na pds-menopausa
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verificaram a relagdo entre a atividade fisica no lazer, trabalho ou no
ambiente doméstico com o status dos receptores hormonais, caracteristicas
do tumor (in situ ou invasivo) e o periodo da vida de pratica de exercicio
fisico. Seus dados mostram um efeito protetor da pratica de exercicios apos
os 50 anos de idade para o cancer de mama invasivo e positivo para os
receptores de estrogeno e progesterona (RE/RP+).

A ingestdo de bebida alcodlica também vem sendo estudada e
associada ao aumento do risco para o cancer de mama em mulheres em
todo o mundo. Deandrea et al. (2008) constataram que na lItalia a ingestéao
aumentada de bebida alcodlica (acima de 13,8 g/dia) elevou o risco de
cancer de mama quando comparado a mulheres que nunca fizeram uso de
bebida alcodlica. Porém, na analise do mesmo estudo, agora para o status
dos receptores, o efeito de risco foi observado apenas para portadoras de
receptores de estrégenos positivos. Na mesma linha, Zhang et al. (2007),
observaram nas estadunidenses a contribuicdo do alcool para os canceres
de mama in situ, invasivo e status dos receptores hormonais (RE/RP). Seus
resultados mostram que o aumento de 10 gramas no consumo de bebida
alcodlica por dia provocou um aumento de 7% no risco de desenvolvimento
do céancer de mama in situ e de 9% no risco de cancer de mama invasivo.

Dentre os fatores que podem aumentar o risco de cancer de mama
estdo ainda a presencga de casos na familia (indicando um histérico familiar),
mutagdes nos genes BRCA (principal categoria de genes envolvidos no
cancer de mama) ou outros genes de alta e média penetrancia (por exemplo,
TP53, ATM, PTEN), e biépsia da mama com alteragdes pré-cancerosas.
Dentre os genes associados a predisposigao hereditaria, os mais conhecidos
sdo BRCA1 e BRCAZ2, embora mutagdes em outros genes também tenham
sido descritas em pacientes clinicamente identificados como pertencentes as
sindromes de cancer de mama hereditario. O primeiro destes genes a ser
descoberto foi o BRCA1, que foi mapeado no brago longo do cromossomo
17, a partir de analises de ligagao envolvendo familias com numerosos casos
de cancer de mama (HALL et al., 1990), sendo clonado quatro anos mais
tarde, em 1994. No ano seguinte, o segundo gene de predisposicdo ao
cancer de mama, foi mapeado no bragco curto do cromossomo 13

(WOOSTER et al,, 1995) e posteriormente clonado. As prevaléncias
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estimadas para portadores de mutagdes em BRCA1/2 sao, respectivamente,
0,11% e 0,12% na populacéo geral e entre 12,8% e 16% em familias com
trés ou mais casos de cancer de mama ou ovario, caracterizadas como de
alto risco. Individuos com forte histérico familiar para cancer de mama, ou
em outros locais, como ovario e colon, devem considerar aconselhamento
para determinar se o teste genético para pesquisa de mutagdées nos genes
de predisposicao deve ser realizado (BOUCHARD et al., 2004).

2.4 METASTASE E O CANCER DE MAMA

Em alguns tipos de cancer, o de mama entre eles, a metastase pode
ser indetectavel, permanecendo latente por muitos anos apds a remogao do
tumor primario e emergindo como lesdes incuraveis que sdo acionadas por
causas ainda desconhecidas. Em contraste, outros tipos de cancer, como o
pancreatico e de pulmdo, muitas vezes apresentam metastases
generalizadas ja no momento do diagnéstico inicial (MASSAGUE, 2007). Os
riscos de recidivas e de metastases podem, por vezes, serem previstos a
partir de certas caracteristicas do tumor primario de mama, como o tamanho
do tumor, o grau histoloégico, e o padrdo de expressao génica (WEIGELT,
PETERSE e VAN'T VEER, 2005; KARNOUB e WEINBERG, 2007). Por
exemplo, genes quando expressos em células de cancer de mama levam ao
desenvolvimento de metastases pulmonares (DUPONT et al, 2007).
Estudos genéticos visando a compreensédo da capacidade de invasao de
células de tumores mamarios levaram a identificacdo de um grupo de genes
cuja expressao esta associada com o alto risco de metastases e pior
sobrevida dos pacientes (PEROU et al., 2000; MASSAGUE, 2007). Foram
designados como genes de “iniciagdo de metastase” aqueles que conferem
uma vantagem aos tumores primarios, facilitando a entrada das células
tumorais na corrente sanguinea. Outro grupo de genes pode contribuir para
fungdes adicionais que os torna vantajosos no local da metastase, mas nao
no tumor primario. Estes sdao os chamados “genes de progressao da
metastase” e irdo conferir uma vantagem restrita a um determinado 6rgao

alvo, promovendo a invasdo tecido-especifica. E por fim, os “genes de
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viruléncia da metastase”, os quais fornecem uma vantagem seletiva em sitios
secundarios, mas nao no tumor primario, assim participando na colonizagao
metastatica, porém sem auxiliar no desenvolvimento do tumor primario
(MASSAGUE, 2007).

Entre as mulheres com cancer de mama, 30 a 40% desenvolvem a
doenga metastatica. Por mais que as células metastaticas consigam migrar
para uma grande quantidade de tecidos, a sua capacidade de sobrevivéncia
é limitada, e elas encontram nestes tecidos especificos um microambiente
desfavoravel para sua sobrevivéncia, ainda assim muitas vezes conseguindo
obter éxito no propdsito de colonizagao (KARNOUB e WEINBERG, 2007).

2.5 CANCER DE MAMA E SUAS CLASSIFICAGOES

O sistema mais utilizado para estadiamento do cancer é o sistema

TNM que considera o tamanho do tumor primario (T), presenca ou auséncia

de metastases em linfonodos (N) e de metastases a distancia (M).

Obviamente, estes padroes variam dependendo da localizacdo do cancer

(pulmao, mama, cérebro etc.). O sistema TNM para carcinomas mamarios,

de acordo com a 82 edicdo da “AJCC Cancer Staging Manual’ pode ser

resumido como:

Tumor primario

Tx: o tumor primario ndo pode ser avaliado

T0: n&o ha evidéncias de tumor primario

Tis: Carcinoma in situ:

Tis (CDIS) — Carcinoma ductal in situ

Tis (CLIS) — Carcinoma lobular in situ

Tis (Paget) — Doenga de Paget do mamilo sem tumor na mama

T1: tumor com menos de dois centimetros em sua maior dimensé&o,
restrito quanto a localizagao.

T2: tumor entre dois e cinco centimetros em seu maior diametro ou
causando comprometimento moderado aos tecidos adjacentes.

T3: Tumor com mais de cinco centimetros de dimenséao invadindo tecidos

préximos causando sérios comprometimentos.
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T4: Tumor de qualquer tamanho com extensado direta a parede toracica
ou a pele (causando ulceragdes ou nddulos satélites).

Linfonodos Regionais

Nx: Linfonodos ndo avaliados.

NO: Auséncia de metastases em linfonodos regionais.

N1: Metastase em linfonodo(s) axilar (es), homolateral (ais), movel(eis).

N2: Metastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) fixo(s) ou
metastase clinicamente aparente em linfonodo(s) mamario(s) interno(s)
homolateral(is), na auséncia de evidéncia clinica de metastase em linfonodo(s)
axilar(es).

N3: Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(ais) com ou
sem envolvimento de linfonodo(s) axilar(es); ou clinicamente aparente em
linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is), na presenga de evidéncia
clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es); ou metastase em linfonodo(s)
supraclavicular(es) homolateral(is) com ou sem envolvimento de linfonodo(s)
axilar(es) ou mamario(s) interno(s).

Metastase a distancia

Mx: A presenga de metastase a distédncia ndo pode ser avaliada.

MO: Auséncia de metastase a distancia.

M1: Metastase a distancia.

De acordo com a OMS, os carcinomas mamarios sao classificados

quanto a sua localizacdo e extensdo, em carcinoma in situ e invasor e,

conforme sua origem em ductais, que tém seu desenvolvimento nos ductos

mamarios e representam cerca de 80% dos tumores, e lobulares, que se

desenvolvem no interior dos lobulos, e representam entre 10 a 15% dos
casos (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). O cancer de mama ductal inicia-

se com a fase pré-maligna de hiperplasia ductal atipica (HDA), progride para

0 estagio pré-invasivo do carcinoma ductal in situ (CDIS), e culmina no

estagio potencialmente letal de carcinoma ductal invasivo (CDI) (ALLRED,

MOHSIN e FUQUA, 2001).

O progndstico da doenca é baseado, atualmente, em parametros

histolégicos e clinicos, como a presenca ou auséncia de linfonodos axilares

metastaticos, tipo e tamanho do tumor e presencga ou auséncia de receptores

hormonais (estrogeno e progesterona). Dentre esses, a presenga de
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linfonodos axilares metastaticos confere um alto risco de recorréncia da
doenga, além do seu status se constituir em um dos mais importantes
indicadores de prognostico para o cancer de mama, e valor particular na
escolha da terapia adjuvante (VERONESI et al., 2009). Estes classicos
critérios de classificagdo tumoral sdo, até o momento, os mais importantes
fatores progndsticos. No entanto, informacgdes adicionais como, por exemplo,
a amplificagcao do gene ERBBZ2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2) também
denominado HERZ2 (Human epidermal growth factor receptor 2) é
considerada um fator progndstico relevante (FARANTE et al., 2010) e busca-
se a identificagcdo de outros marcadores, através de diversas metodologias.

Devido ao carcinoma mamario ser muito heterogéneo, as diferentes
classificagdes utilizam dados dos aspectos morfolégicos, imunoistoquimicos,
clinicos e genéticos especificos. Além do gene ERBB2/HER?Z2, receptores de
estrogénio (RE) e progesterona (RP) auxiliam na classificagdo dos canceres
de mama, sendo muito uteis na predi¢do do prognostico e no direcionamento
do tratamento, por exemplo, uso de Tamoxifeno para portadoras de RE e RP
positivos determinados pela imunoistoquimca, enquanto a identificagdo da
amplificagdo do oncogene HERZ2 ou superexpressdao da sua proteina
direciona para o uso de anticorpo monoclonal humanizado Trastuzumabe
(SLAMON et al., 2001). Porém, alteracdes bioldgicas devido a progresséo do
cancer decorrente das metastases podem mudar o tipo de tratamento do
mesmo paciente durante o processo (SIMMONS et al., 2009). Varios estudos
demonstram que receptores hormonais mudam rapidamente enquanto ha
poucas mudancas na expressao de HER2 (WILKING et al., 2007; AMIR et
al., 2008).

A classificagdo molecular do cancer de mama surgiu decorrente de
trabalhos de expressao génica com as técnicas de microarranjos, os quais
forneceram informacdes que tornaram possivel enquadrar padrdes de
expressdo. Com isso foram definidas as chamadas “assinaturas” de genes
que orientavam os prognosticos e com isso a possibilidade de otimizar os
tratamentos de pacientes com cancer de mama (REIS-FILHO e PUSTZAI,
2011). O trabalho pioneiro nessa classificagdo molecular foi o de Perou e
colaboradores (2000) que classificou os tumores mamarios em quatro grupos

principais de acordo com o perfil de expressao génica apresentados, sendo
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eles: HER2 (Human epidermal growth factor receptor 2) positivo, basal,
luminal ou semelhante ao normal (normal-like). Posteriormente, o subtipo
luminal, foi dividido em Luminal A e B (SORLIE et al., 2001).

Varios estudos sugerem que devido a heterogeneidade do cancer de
mama, pacientes com o mesmo diagnostico e perfil clinico podem apresentar
diferentes resultados ao tratamento (RHEE et al., 2008). Perou et al. (2000)
classificaram os carcinomas mamarios de acordo com o perfil da expressao
génica, demonstrando a heterogeneidade destes tumores e introduzindo a
classificagao no nivel transcricional. Estudos posteriores (REIS-FILHO et al.,
2006; SORLIE et al., 2006; MARCHIO et al., 2008) demonstraram que os
perfis de expressao génica mantém uma variagao sistematica que permite a
classificagdo em cinco grupos distintos: dois grupos ER positivos referidos
como Luminais (A e B) devido ao padrao de expressao similar ao das células
epiteliais, presentes na camada interna do ducto mamario; um grupo com
amplificagdo do gene e expressdo aumentada da proteina ERBB2/HER?2
(HER2+); um grupo com expressédo semelhante a das células normais com
alta expressao de genes da camada basal e baixa expressao de genes da
camada luminal (normal breast-like) e, um quinto grupo que foi previamente
reconhecido como um subgrupo semelhante ao basal (basal-like).

Os subgrupos basal-like e HER2+ possuem maior taxa de recidiva e
menor sobrevida dos pacientes em relagao aos tumores luminais (PEROU et
al., 2000; NIELSEN et al., 2004). Um subgrupo denominado de canceres de
mama “triplo negativos” (TN), definidos como receptor de estrogénio negativo
(RE-), receptor de progesterona negativo (RP-), e HER2 negativo tem
chamado a atengao nos ultimos anos. Ha também dos subtipos classificados
como claudina-baixo (claudinas e E-caderinas negativos), mesenquimal
(vimentina positivo), Apbécrino (receptor de androgénios-poisitivo),
mioepitelial (p63 ou actina de musculo liso positivos) que sdo classificados
com o auxilio da expressédo de Ki-67 (HIRSHFIELD e GANESAN, 2014).
Aproximadamente 80 a 90% dos canceres de mama com fendtipo triplo
negativo sdo definidos como basal-like quando testados, apropriadamente,
para marcadores por imunoistoquimica e expressao génica. Além disso,
existe uma tendéncia consistente em todos os estudos que confirma os

resultados clinicos desfavoraveis associados tanto ao fenétipo TN como ao
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cancer de mama tipo basal-like (SORLIE et al., 2001; CAREY et al., 2007).
Novas estratégias para o tratamento dos diferentes tipos de cancer de mama
vém sendo aplicadas tais como a indicagdo de uma abordagem terapéutica
comum entre os portadores do subtipo basal e de carcinomas ovarianos,

devido a similaridade da expressao génica de ambos.

2.6 GENES ASSOCIADOS AO CANCER DE MAMA DE ORIGEM SOMATICA

Genes-chaves (HER2, COX2, MMP1/2, B-catenina, VEGF, ERpb)
medeiam a metastase e a sobrevivéncia das células do tumor em 6rgaos
vitais diferentes dos de origem do tumor, facilitando a formacao de novos
vasos sanguineos nos tumores, a liberagao de células tumorais na circulagao
e o rompimento de capilares para formar metastases (GUMIREDDY, 2007;
GUPTA et al, 2007; MINN et al., 2007).

As alteragbes genéticas associadas ao surgimento de tumores
envolvem, principalmente, a expressdo aumentada de oncogenes e/ou a
inativagao de genes supressores tumorais (RODENHISER e MANN, 2006),
resultando na desregulagdo da proliferagdo celular, selecdo clonal e
formacgao do tumor, ou seja, na instabilidade gendmica que € gerada pela
ruptura dos mecanismos de controle. Dentre os genes com reconhecida
funcdo no progndstico das pacientes, podemos citar o oncogene HERZ2 e o
gene supressor de tumor TP53 (tumor protein p53). O HERZ2 esta amplificado
e/ou sua proteina superexpressa em 20 a 30% dos canceres de mama
invasivos (ALLRED et al., 2001), sendo relacionado ao pior prognéstico do
paciente com cancer de mama, e também associado a alta incidéncia de
metastase no cérebro (LAl et al., 2004; WEIL et al., 2005). O gene TP53
também aparece como importante na evolugdo do cancer de mama pré-
maligno. Este gene supressor de tumor esta mutado em cerca de 30% dos
carcinomas mamarios invasivos, sendo associado a caracteristicas
biolégicas agressivas € a um pior prognéstico da doenga (BORRESEN-
DALE, 2003). O gene TP53 normal, codifica uma fosfoproteina de 53 kDa,
tetramérica, a qual se liga ao DNA e age como fator de transcrigdo. Mutagdes

neste gene, localizado no cromossomo 17, estdo presentes em
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aproximadamente 50% dos cénceres humanos, tornando este gene o alvo
mais comum de alteragcbes genéticas no processo neoplasico (PETITJEAN
et al., 2007). Quando as células sdo expostas a agentes que danificam o
DNA (radiagdo ionizante, radiagdo ultravioleta, aplicagdo de farmacos
citotoxicos ou agentes quimioterapéuticos), a proteina se torna estavel e
passa a controlar diversos genes que sdo seus alvos, impedindo a
progressao do ciclo celular, o que permite reparar os danos nas células ou
disparar o processo de morte celular por apoptose (BAlI e ZHU, 2006). O
gene P53 mutado ndo teria a capacidade de controlar o ciclo celular, sendo
assim a célula com dano presente poderia adquirir a capacidade de
proliferacdo descontrolada.

Embora haja uma variedade de alteragbes moleculares descritas,
ainda nao se compreende o significado patogenético destes eventos e como
eles se relacionam com os varios estagios da progressdo da doenca
(POLYAK, 2007).

2.7 VIMENTINA E O GENE VIM

O gene VIM esta localizado no brago curto do cromossomo 10
(10p13), também pode ser chamado de CTRCT30 e HEL113. Este gene
codifica a vimentina, que faz parte da classe lll dos filamentos intermediarios,
sendo responsavel pela manutencéo da célula, integridade do citoplasma e
estabilidade de interacbes que ocorrem no citoesqueleto. Sua sequéncia de
nucleotideos foi determinada em 1992 pelos pesquisadores Gieser e
Swaroop, através de um substrato de cDNA oriundo do epitélio da retina. A
vimentina, uma proteina 57 kDa, é expressa por uma gama de tipos
celulares, incluindo precursores de células pancreaticas, células de Sertoli,
precursores de células neuronais, células tubulares renais, macréfagos,
neutrofilos, células renais estromais e leucocitos (EVANS, 2004). A vimentina
€ importante por ser conhecida como um bom marcador de transigao
epitelial-mesenquimal (THIERY, 2002), sendo amplamente reconhecida
como marcador de fendtipos tipo TEM. Contudo, ndo € claro se o

funcionamento da vimentina contribui para a expressdo padrao de genes
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responsaveis pelo fenétipo TEM ou se a expressao do gene VIM é somente
um resultado da transicdo. Analises de mutacdes realizadas por Schietke et
al. (2006) sugerem que a vimentina € uma das proteinas de filamento
intermediario mais expressa em mamiferos. Em adultos, expresséao de VIM
€ observada em todas as células mesenquimais dos tecidos conectivos,
assim como no sistema nervoso central e nos musculos (LARSSON et al.,
2004).

A vimentina € seletivamente expressa em linhagens celulares de
canceres agressivos, onde € correlacionada com mudangas na TEM tais
como redugao da expressao de citoqueratinas e hiper-regulagcado de outros
marcadores mesenquimais dentre os quais podemos citar as moléculas de
matriz extracelular fibronectina, tenascina C, e proteoglicanos sulfatos de
condroitinas (GILLES et al., 2004). Varios estudos tém descrito a
superexpressao de VIM em doengas malignas, incluindo da mama
(ACKLAND et al., 2003; GILLES et al., 2004; KORSCHING et al., 2005). A
superexpressao de vimentina foi significativamente associada ao
comportamento metastatico de carcinoma hepatocelular (HU et al., 2004).
No estudo de Wei et. al (2008), o silenciamento de VIM resultou no
decréscimo da invasdo e metastase em canceres de prostata. Este mesmo
resultado foi encontrado em outros tipos de cancer, como de célon e de
mama (MCINROY e MAATTA, 2007). Outro estudo demonstrou que a
expressao do gene que codifica a vimentina, em células epiteliais é suficiente
para induzir varias caracteristicas importantes na TEM, incluindo aumento da
motilidade celular e alteragdes para o fenétipo mesenquimal (MENDEZ et al.,
2010). Muitas linhagens celulares de cancer de mama agressivos tém o gene
VIM superexpresso (NEVE et al., 2006; KOKKINOS et al., 2007; ISERI et al.,
2011). O trabalho de Iseri e colaboradores (2011) observou que linhagens
MCF-7 resistentes as drogas que promovem a inducédo de TEM
apresentaram hiperexpressao de genes relacionados a transi¢ao, tais como
SLUG, VIM etc. A mesma linhagem celular também apresentou hiper-
expressao de VIM identificado por imunoistoquimica no estudo de Kokkinos
e colaboradores (2007). Ja no estudo de Neve e colaboradores (2006) foram
utilizadas 51 linhagens celulares, sendo divididas de acordo com a

classificagdo molecular proposta inicialmente pelo trabalho de Perou e
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colaboradores (2000). A expressao do gene VIM foi encontrada
hiperexpressa no subtipo Luminal B em relagdo ao Luminal A.

A relacao entre vimentina e E-caderina ja foi avaliada em diferentes
estudos, tais como o de De Craene et al. (2005) onde foi observado que a E-
caderina hiper-regula a expressédo de marcadores mesenquimais, vimentina,
fibronectina e proteinas envolvidas na invasado de células cancerosas, tais
como as metaloproteinases 2 e 9 (MMP2 e MMP9). A relagao entre vimentina
e E-caderina ja foi observada em outros tipos de canceres como no estudo
de Nijkamp e colaboradores (2011) onde a baixa expressado de E-caderina
concomitantemente com a alta expressao de vimentina relacionava-se com
o desenvolvimento de metastases a distancia em pacientes com cancer de

cabega e pescogo.

2.8 E-CADERINA E O GENE CHD1

O gene CDH1 esta localizado no cromossomo 16 (16g22.1), em uma
regido de aproximadamente 100 kb. Compreende 16 éxons e 15 introns,
sendo altamente conservado entre as espécies (GALL et al., 2014). Expressa
uma glicoproteina de 120 kDa chamada E-caderina que consiste de dominios
extracelular, citoplasmatico e transmembranico (NOLLET et al., 2010). O
dominio extracelular possui sitios de ligagdo para ions Ca*? e estende-se
desde a superficie da célula ligando-se as caderinas de células adjacentes
por dimerizagao lateral (SHAPIRO et al., 2000). Diminuigao da expressao de
CHD1 tém sido relatadas em varios tipos de canceres e correlacionadas as
caracteristicas patolégicas tais como pior diferenciagao tumoral, crescimento
infiltrante, presenca de metastases nos linfonodos e decréscimo na
sobrevida do paciente (DEBIES e WELCH, 2001).

A expressao baixa de CDH1 e consequentemente de E-caderina, é
associada ao comportamento mais agressivo do cancer de mama
(SIITONEN et al., 1996; ASGEIRSSON et al., 2000). Foi demonstrado que a
metilagdo do promotor de CDH1 pode ser um dos mecanismos que levam a
esta diminuicao (NASS et al.,, 2000; SHINOZAKI et al., 2005). Nass et al.

(2000) demonstraram que a hipermetilacao da regido promotora de CDH1
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estava evidentemente aumentada em 30% dos carcinomas ductais in situ e
em 60% em carcinomas ductais invasivos. Caldeira et al. (2006),
encontraram metilagdo aberrante da ilha CpG do gene CDH1 associada com
reducao dos niveis de expressao de E-caderina em cancer de mama. Neste
estudo foi sugerida também a correlagédo entre hipermetilagcédo de CDH1 e a
reducao dos niveis de expressao de receptor de estrogénio. A metilagdo da
regidao promotora desse gene também tem sua relevancia em outros tipos de
canceres, como cancer gastrico, onde foi sugerido como um segundo evento
genético na génese deste cancer (GRADY et al., 2000).

Varios estudos mostram mutagdes no gene CDHT1 como
caracteristicas de cancer de mama lobular (PHAROAH et al., 2001; SARRIO
et al., 2003; BENUSIGLIO et al, 2013). Por exemplo, em algumas
populagbes (como a estadunidense) em torno de 10% dos 20 mil novos
casos de carcinomas mamarios que surgem todos os anos séo lobulares e
genotipados com mutagdes neste gene (WEIGELT et al., 2010; MORROGH
etal., 2012).

2.9 TRANSICAO EPITELIAL-MESENQUIMAL (TEM), EXPRESSAO DE CDHT1,
VIM E miRNAs RELACIONADOS

A transic&o epitelial-mesenquimal (TEM) é uma série orquestrada de
eventos em que interagbes célula-célula e célula-matriz extracelular sao
alteradas para liberar as células epiteliais do tecido circundante, reorganizar
o citoesqueleto para conferir a capacidade de se mover através de uma
matriz extracelular tridimensional e induzir um novo programa transcricional
a manter o fenétipo mesenquimal (RADISKY, 2005). A TEM é um importante
processo embrionario que € também visto em tumores malignos (HAY,
2005). Células epiteliais ao sofrerem multiplas alteragbes bioquimicas
resultam em células de fendtipo mesenquimal, associada a perda de
proteinas celulares epiteliais, sendo a principal a E-caderina (KALLURI e
WEINBERG, 2009). As células mesenquimais nao-polarizadas séao
altamente méveis e invasivas (POLYAK e WEINBERG 2009). O trabalho
pioneiro de Elizabeth Hay foi o primeiro a descrever a “transformacao
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epitelial-mesenquimal” (HAY, 1995). O termo transformagé&o foi substituido
por “transi¢ao”, pelo fato de ser possivelmente reversivel e diferente de um
processo neoplasico (KALLURI e NEILSON, 2003). A TEM pode ser
classificada em trés subtipos diferentes, sendo eles: tipo 1, o qual seria a
transicdo que ocorre durante a implantacdo, embriogénese e
desenvolvimento de érgaos; tipo 2, onde a TEM ¢é associada a regeneragao
de tecidos e fibroses viscerais; e tipo 3, que € associado a progressao e
metastase do cancer (KALLURI e WEINBERG, 2009). Estudos com cultivo
celular e em experimentos com camundongos demonstraram que células de
carcinoma podem adquirir fendtipos mesenquimais e, por vezes, expressar
marcadores desse estagio, tais como a-SMA (Alpha-Smooth muscle actin),
FSP1 (fibroblast-specific protein 1), vimentina e desmina (YANG e
WEINBERG, 2008).

Muitos fatores de transcricdo estdo envolvidos no processo de TEM,
porém alguns deles sdo mais estudados, tais como SNAIL, ZEB e TWIST. O
fato de serem tdo estudados pode estar relacionado com a estreita relagao
com diferentes moduladores epigenéticos, que sido fundamentais para
alteragdes na expresséo génica. Vimentina e E-caderina (com cateninas) séo
conhecidas pelas suas expressodes e funcdes especificas no status celular
mesenquimal e epitelial, respectivamente. A expressdao de vimentina
aberrante durante a TEM é sugerida como sendo um elemento essencial
para a plasticidade epitelial e metastase (USAMI et al., 2008; DUTSCH-
WICHEREK et al., 2010; VUORILUOTO et al., 2011). A expressao da
vimentina € hiper-regulada durante a TEM, e é altamente expressa nos
tumores de mama tipo basais (KOKKINOS et al., 2007; SARRIO et al., 2008;
SOUSA et al., 2010; SATELLI e LI, 2011). E-caderina € uma glicoproteina
transmembranica que medeia as adesdes célula a célula dependentes de
calcio entre a maioria das células epiteliais adultas, e consequentemente é
vital para a manutencdo da estabilidade da arquitetura dos tecidos
(KOKINNOS et al., 2007). Por muito tempo, alteragdes epigenéticas que
ocorriam na TEM eram associadas ao promotor de CDH1. A metilacao desse
promotor € conhecida como uma etapa que contribuira para o processo da
TEM se efetivar (LOMBAERTS et al., 2006). A metilagao do DNA em
dinucleotideos CpG em regides de sequéncias regulatorias € uma situagao
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comumente encontrada quando genes supressores de tumor estdo
silenciados. A metilagao do promotor de CDH1 é vista como sendo uma parte
relevante no processo de TEM, sendo associada a expressao de SNAIL
(CHENG et al., 2011). As variagcbes de expressao de certos genes estao
sendo relacionadas a perda de E-caderina e ao ganho de vimentina (DE
CRAENE e BERX, 2013).

Caracteristicas de TEM tém sido observadas em céncer de mama
(TRIMBOLI et al., 2008), célon (BRABLETZ et al., 2005), ovario (VERGARA
et al., 2009) e em modelos de canceres esofagicos (USAMI et al., 2008).
Trabalhos em cancer de mama e outros tipos postulam a TEM como um
potencial mecanismo pelo qual células epiteliais de tumores adquirem maior
motilidade e fendtipo invasivo e escapam do tumor primario (GUARINO et
al., 2007). No cancer de mama, assim como em outros canceres, raramente
a TEM ocorre homogeneamente em todo o tumor. As excec¢des incluem
carcinoma lobular difuso, onde a E-caderina € perdida uniformemente pelo
tumor e os perfis de expressao génica identificam genes envolvidos na TEM
incluindo hiper-regulacdo de fibronectina e colageno tipos | e |l
(TURASHVILI et al., 2007). A oncogenicidade da TEM é associada a perda
da polaridade apico-basal (OZDAMAR et al., 2005), desintegragbes das
juncbes oclusivas e aderentes, alteragdes no citoesqueleto, incluindo
hiporegulacéao de citoqueratinas e hiper-regulagéo de vimentina (KOKINNOS
et al., 2007), aquisicdo da motilidade e fenétipo invasivo.

Uma das principais caracteristicas da TEM é a combinagao da perda
de contato célula-célula, reducao da expressao de E-caderina, e aumento da
expressao de marcadores mesenquimais, tais como vimentina (GUARINO
et al., 2007; TRIMBOLI et al., 2008). Varios indutores chaves de TEM sao
fatores de transcricio que reprimem a expressao de CDHT1 que é
considerado um supressor de tumor. Concomitantemente com a perda de
adesao de células epiteliais e componentes do citoesqueleto, células em
TEM adquirem expressao de componentes mesenquimais e manifestam
fendtipo migratério. A perda da expressao de CDH1 aumenta a invasividade
de células tumorais in vitro e contribui para a transicdo de adenoma para
carcinoma em modelos animais (THIERY, 2002). Lombaerts et al. (2006)

observaram que TEM ocorre somente em células de carcinomas mamarios
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com hipermetilagdo no promotor de CDH1 e ndo com inativagao mutacional
0 que indica uma fungao importante da perda de E-caderina como evento
primario ou inicial da TEM.

Estudo em linhagens celulares de cancer de mama mostram redugéo
nos niveis de citoqueratinas, redu¢gao ou mesmo auséncia de componentes
celulares, tais como a E-caderina, desmoplaquina e ZO-1 (THOMPSON et
al., 1992; SOMMERS et al., 1994). Alguns fatores como fator de crescimento
epidermal (FCE), superexpressao do fator do receptor do fator de
crescimento tipo 1 de insulina (IGF-IR), hiporegulacao de E-caderina, e altos
niveis de NGF-kB podem desencadear a TEM em linhagens celulares
MCF10A (KIM et al., 2007). A linhagem celular PMC42, derivada de cancer
de mama, € muito utilizada para determinar marcadores de TEM por
responder muito bem a alteracdes nos niveis de expressdes de VIM e CDH1,
0 que auxilia na compreensao dos estagios da TEM (WHITEHEAD et al.,
1983; WHITEHEAD et al., 1984). As analises de arranjos dos genes das
linhagens celulares sdo muito importantes para o estudo da TEM. Os
trabalhos de Zajchowski et al. (2001) confirmaram associagao entre o padréao
mesenquimal e a invasividade das células cancerosas.

Estudos relatam a relacao entre a perda da expressao de CDH1 e a
progressdo do cancer. A perda de CDH71 é um marcador de carcinomas
lobulares de mama, que correspondem a cerca de 10% de todos os canceres
de mama invasivos. Sdo caracterizados por um genoétipo apresentando
mutacao em CDH1, diferentemente dos carcinomas ductais que apresentam
tipicamente CDH1 nao mutado (WEIGELT et al.,, 2010; MORROGH et al.,
2012) e sdo conhecidos por ter uma pior resposta as terapias neoadjuvantes.

Moelans et al. (2009), mostraram que a perda da expresséo deste
gene €& mais frequente em tumores primarios de mama que levam a
metastases no figado e pele do que aqueles que levavam as metastases no
cérebro ou pulméo.

Outros mecanismos que levam a perda da funcdo de E-caderina
incluem a metilagdo de CDH1 (MORROGH et al., 2012). As mutagdes de
CDH1 ou perda da expressao da E-caderina por outros mecanismos, sao

considerados alvos nas terapias anticancer (TANG et al., 2012).
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Os microRNAs (miRNAs), sequéncias nao codificantes expressos de
forma endoégena com aproximadamente 22 nucleotideos (CAIl et al., 2009),
sdo conhecidos por serem potencias modificadores da expressao génica,
fazendo com que a célula responda rapidamente as alteragdes no ambiente.
Muitos desses miRNAs estdo sendo associados direta ou indiretamente com
a TEM (ZHANG e MA, 2012).

Algumas familias de miRNAs sao importantes por interagirem com
moléculas relacionadas a TEM, tais como os membros da familia miR-34 os
quais estao relacionados com o processo de TEM dependente de SNAI1
(KIM et al., 2011). Alguns membros da familia miR-200 sao descritos como
hiporegulados em células troncos de canceres malignos de préstata, colon,
mama (SHIMONO et al., 2009; WELLNER et al., 2009; KONG et al., 2010).

A promogao da motilidade e invasividade de célula de carcinoma ja foi
observada como resultado do aumento da expressdo de miR-92a

acompanhado da reducgao da expressao de CDH1 (CHEN et al., 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

A Transicao Epitelial Mesenquimal (TEM) é um processo normal em
varios momentos fisiolégicos, mas utilizado pelas células cancerosas para
adquirir mobilidade e invadir tecidos adjacentes e/ou distantes. Além das
alteracbes na forma e aquisicdo de mobilidade, ocorrem mudangas
fundamentais no perfil de expressdao das células. A modificagdo mais
significativa € a repressao de E-caderina (codificada pelo gene CDH1) e
inducdo de vimentina (codificada pelo gene VIM). Apesar de estas
modificagdes serem conhecidas e bem definidas em varios tipos de cancer,
0S mecanismos subjacentes que regulam a expressao destes genes sao
estudados de forma fragmentada. Neste estudo, propomos o estudo mais
amplo, avaliando a expressao génica (RNAm) e dois dos mecanismos que
poderiam interferir no nivel de expressdo (numero de copias, e regulagao
epigenética (metilagdo de promotor)) nas mesmas amostras e em diferentes
estagios (tecido mamario normal, carcinomas primarios de mama e
linfonodos metastaticos). Desta forma, o estudo traz contribuicbes para a
compreensao deste processo assim como para a utilizagado da expressao

destes genes marcadores como indicadores de progndstico da doenca.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os genes CDH1 e VIM em relagado a expressao, numero de
copias e metilagado na regido promotora, visando contribuir para uma melhor
compreensao da regulacdo destes genes na TEM e na progressdo dos

carcinomas primarios de mama.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a expressdo do RNAm dos genes CDH1 e VIM em
amostras de tecido mamario nao tumoral, carcinomas primarios de
mama e linfonodos metastaticos.

e Avaliar o numero de copias dos genes alvos relacionando com os
dados encontrados nos estudos de expressao.

e Avaliar a porcentagem de metilagdo dos promotores dos genes
CDH1 e VIM, correlacionando com o nivel de expressao.

e Avaliar os subgrupos de acordo com os parametros clinicos e
histopatologicos verificando se ha relagdo entre os mesmos e os
padroes de expressdo, de numero de copias e de metilacdo da

regido promotora dos genes em estudo.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

As amostras foram coletadas no momento da cirurgia para remogao
do tumor apds o diagndstico de cancer de mama, no Hospital Nossa Senhora
das Gragas (HNSG) Curitiba, Parana, apés assinatura do Consentimento
Livre e Esclarecido (estudo aprovado pelo CONEP sob o registro 7220)
(ANEXO 1). Todas as amostras foram provenientes de pacientes do sexo
feminino e a idade média foi de 55,9+15,5. Foram analisadas 15 amostras
nao tumorais (tecido mamario adjacente ao tumor, coletado do quadrante
oposto e fora da margem de seguranca), 137 amostras de tumor e 28 de
linfonodos. Apds a coleta, o material foi mantido em tubos contendo
RNAlater® (Ambion Inc. Applied Biosystems) para garantir a preservagao do
RNA até o momento da sua extragdo. Posteriormente, o material seguiu para
processamento manual onde o material excedente (gordura, vasos
sanguineos) foi removido viabilizando a amostra para o estudo. O material
foi estocado a —80°C até o momento da extracado de acidos nucleicos.

Na Tabela 1 estdo as informacgdes relativas a caracterizacdo da
amostra de tumores e linfonodos (idade das pacientes, classificagao,
marcadores tumorais etc.) assim como quais amostras foram estudadas em

cada um dos ensaios (expressao, numero de copias e metilagéo).
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5.2 EXPRESSAO DE RNAm

5.2.1 EXTRACAO DO RNA TOTAL E OBTENCAO DE cDNA

A extracao do RNA total das amostras tumorais, ndo tumorais e de
linfonodos foi realizada com o kit de extragcdo RNAeasy® (Qiagen).
Aproximadamente 0,03 g de tecido de cada amostra foram utilizados e a
extracdo ocorreu conforme as recomendagdes do fabricante. A verificacdo
da integridade do material foi obtida através de eletroforese em gel de
agarose a 2,0%, utilizando-se em torno de 10 ng do RNA extraido. Apds a
determinacdo das concentracbes dos RNAs de cada amostra foram
preparadas as solug¢des de trabalho a 120 ng/ul. Posteriormente, ocorreu a
retrotranscrigdo de 1200 ng de RNA para 20 ul de volume final (60 ng/ul) para
a sintese de DNA complementar (cDNA) com a utilizagdo do kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). Ao final, foram
adicionados 140 ul de agua ultrapura a reagao de retrotranscri¢do, para uma

concentracéo final de 7,5 ng/pl.

5.2.2 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

A analise da expressao génica foi realizada por Quantificagéo Relativa
através do método 224t (XIA et al., 2010). Neste método obtemos a
expressao de determinado gene alvo estabelecendo uma relagédo com uma
amostra de referéncia a qual foi escolhida por ter apresentado menor
variacao e ciclo de threshold (Ct) semelhantes aos controles enddgenos,
lembrando que nos valores de calculos essa amostra assume valor 1. As
eficiéncias de 100% das amostras sdo garantidas pelo fabricante das sondas
Tagman (Applied Biosystems) isentando a necessidade da curva-padrao. As
reagoes de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foram realizadas no
equipamento VIIA7 (Applied Biosystems) utilizando o sistema de deteccao
por sonda de hidrélise fluorescente Tagman®FAM-MGB (com QNF). As
reagoes na placa de RT-gPCR seguiram o protocolo TagManGene

Expression Assays e o Taqgman Universal PCR Master Mix (Applied



Biosystems). Para cada amostra foram realizadas triplicatas com volume final
de 10 pl para cada reagdo. A mesma foi composta por 0.5 yl de TagMan
Gene Expression Assay (20x), 5 ul de TagMan Gene Expression Master Mix
(2x), 2 yl de cDNA molde (7,5 ng/ul) e 2 yl de agua livre de RNAse.

As reacgdes de RT-qPCR foram sempre acompanhadas de dois genes
de referéncia, ou seja, genes que possuem expressao constitutiva para esse
tipo de tecido. E de suma importancia a validacdo dos genes de referéncia
para cada tipo de experimento. Nosso laboratério adota como genes de
referéncia para trabalhos com cancer de mama os genes GAPDH e ACTB.

A forma como os genes foram validados esta em anexo (ANEXO II).

5.3 ANALISE DA VARIACAO DO NUMERO DE COPIAS

5.3.1 EXTRACAO DO DNA

As amostras de cancer de mama foram submetidas ao método de
fenol-cloroférmio para extracdo do DNA. Os fragmentos de tumores solidos
foram digeridos em 130 ul de tampao de proteinase K e 70ul de proteinase k
10 uyg/ml durante incubagdo em banho-maria a 55°C por 24 horas. Em
seguida, a inativagao da proteinase K ocorreu através da inclusao dos tubos
em banho seco a 95°C por 10 minutos. Duas lavagens subsequentes com
adicao de 1 volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico 25:24:1 vlv,
seguido de homogeneizagao no voértex por 15 segundos e centrifugagéo a
14.000 rpm por 15 minutos. Ao sobrenadante resultante foi adicionado 2
volumes de etanol absoluto e 0,2 volumes de acetato de aménio 7,5 M e o
tubo foi mantido no freezer -20°C por 24 horas. Decorrido o tempo, foi
realizada a centrifugagdo novamente a 14.000 rpm por 15 minutos, sendo o
sobrenadante descartado, e o material restante seguido para lavagem com
1 ml de etanol 70% e centrifugagdo a mesma velocidade dos passos
anteriores, por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e o

DNA ressuspendido em 40pl de agua ultrapura.

Apods atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA foi

armazenada a -20°C. A leitura da concentracdo de DNA foi realizada

52



utilizando-se o espectrofotdmetro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer
v.3.0.1, Labtrade). Apenas foram consideradas para as analises moleculares
as amostras que apresentaram razdo A260nm/A280nm com valor

aproximado de 1,8 a 2,0, conforme instru¢des do fabricante.

5.3.2 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL

Para a avaliagdo do numero de copias dos genes CDH1 e VIM foram
utilizados ensaios TagMan® Copy Number Assays (Life Technologies™).
Essa metodologia € baseada em uma reacéo dupla de PCR em tempo real
que detecta a sequéncia do gene alvo do estudo e a sequéncia de um gene
de referéncia (RPPH1 — gene da RNAse P) conhecido por apresentar duas
copias em um genoma diploide. Este método de detecgao relativa é usado
para determinar o numero de copias do gene de interesse em um DNA
gendmico, normalizado com o numero de cépias do DNA de referéncia. Em
todas as placas, contendo as amostras tumorais, foi incluido DNA controle
(calibrador) com o numero de coépias dos genes de interesse conhecido
proveniente de 10 mulheres sem cancer de mama de diferentes origens
étnicas (Brasil, india, China, México e Estados Unidos), assim como um
controle negativo. O material genémico de diferentes etnias foi utilizado a fim
de minimizar os efeitos normais da variacdo do numero de cobpias
interdividual. Para cada reacao foram utilizados: 5ul de master mix, 2ul de
DNA (na concentragao de 5ng/pul), 0,5 ul de mix do gene em estudo (contendo
o par de iniciadores (primers) e a sonda TagMan®), 0,5 pl de mix do gene da
RNASE P (primers e sonda TagMan®) e 2 ul de agua ultrapura, totalizando
10pl de volume de reagdo. Todas as amostras, incluindo o DNA controle
foram analisadas em triplicata na placa. O equipamento utilizado foi o VIIA7
Real-Time PCR System (Applied Biosystems™). As condigdes de PCR foram
as seguintes: desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 95°C
por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

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, pois esses valores podem induzir
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a erros de interpretacgao, visto que normalmente estdo associados a artefatos
de técnica ou degradagao de material. O numero de copias do DNA teste foi
calculado pelo método da quantificagdo relativa: 2-22CT multiplicado por 2
(individuos diploides). Este método foi adotado devido a padronizagéo prévia
dos ensaios de primers e sondas comercializados pela empresa, o que
garante uma eficiéncia de reacéo de 100%, possibilitando que as curvas de
amplificacdo entre os genes testados e o gene de referéncia possam ser
comparadas com precisdo. Para efeito de analise, foram consideradas
normais as amostras que apresentaram numero de copias entre 1,5 e 2,5;
com perdas aquelas com numero inferior a 1,5 e com ganhos aquelas com

numero superior a 2,5.

GENE E i R .
INICIADORES CODIGO/SEQUENCIA ANALISE
CDH1 Hs01023894 m1 Expressao génica
VIM Hs00958111_m1 Expressao génica
ACTB Hs01060665 g1 Expressao génica
GAPDH Hs02758991 g1 Expressao génica
CDH1 Hs05460491 cn Numero de copias
VIM Hs02396379 cn Numero de copias
RNAseP Hs05126807 _cn Numero de copias
CDH1-F CTGTTGGTTTCGGTGAGCA Analise de metilacdo
CDH1-R TTTCCAACCCCTCCCTACTC Analise de metilacao
VIM-F CCTCCTACCGCAGGATGTT Analise de metilacdo
VIM-R GAGAAGTCCACCGAGTCCTG Analise de metilagao

QUADRO 1: GENES E INICIADORES UTILIZADOS REFERENCIADOS PELOS SEUS CODIGOS
DISPONIBILIZADOS PELO FABRICANTE E RESPECTIVOS ENSAIOS.
FONTE: O autor, 2017.
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5.4 ANALISE DE METILAGAO DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES CDH1E
VIM

A analise do status de metilagdo da regido promotora dos genes CDH1 e
VIM foi realizada em 23 amostras pelo método de MSRE-qPCR. O DNA foi obtido
conforme descrito no item 5.3.1. Nesta etapa, 150ng de DNA gendémico foi
digerido com 30U da enzima sensivel a metilagdo Hpall em um volume final de
30ul. Em paralelo, uma aliquota contendo a mesma quantidade de DNA
genbémico também foi tratada sob as mesmas condi¢gbes, mas sem adi¢ao de
enzima (sham) (QUADRO 2).

Cgmponente da Reacao Tubo teste Tubo controle (sham)
Agua ultra-pura estéril 8,7ul 11,7ul
Tampao da enzima (10X) 3ul 3ul
Enzima (10U/pl) 3ul -
BSA 0,3ul 0,3ul
Amostra (150 ng em 15uL) 15pl 15pl
Volume final 30ul 30ul

QUADRO 2: REAGENTES UTILIZADOS NA REAGAO DE RESTRIGCAO.

FONTE: O autor, 2017.

As reagdes foram incubadas a 37°C por cerca de 18 horas seguidas de
10 min a 65°C para inativagdo da enzima. Como amostras controles, foram
utilizadas duas linhagens celulares com perfis de metilagdo conhecidos e
garantidos pelo fabricante. A linhagem HeLA (100ng/pl) (CpG Mehylated HelLa
Genomic DNA - New England Biolabs®) foi utilizada como controle
hipermetilado, e para o controle hipometilado foi utilizado o Epitect Control (50ng/

M) (Unmethylated human control DNA — Qiagen).

Os produtos finais das digestdes (amostras digeridas com Hpall e nao
digeridas) foram utilizados na PCR em tempo real em replicatas no equipamento
VIIA7 (Applied Biosystems). Os componentes da reagado submetida a PCR em
tempo real foram: 2.9ul de agua ultra-pura, 5ul de SYBR master mix (Qiagen®),
0,05ul de primer foward (a jusante) (10nM), 0,05ul (10nM) de primer reverse (a
montante) e 2ul de amostra, totalizando 10 pl de volume final para cada replicata.

As condigdes da PCR foram 95°C por 10 min seguidos de 40 ciclos de 95°C por
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15 segundos e posteriormente 60° por 1 minuto. Para cada placa foram
realizadas curvas de anelamento a 60°C - 95°C, com aumentos de 0,3°C para
garantir um unico pico e assim a especificidade dos iniciadores. Para a analise
da metilagdo, a média do valor de Ct (threshold cycle) das amostras digeridas foi
subtraida da média do valor de Ct das amostras nao digeridas (sham) para a
determinacdao do ACt para cada produto de PCR. A férmula utilizada para o
calculo de percentual de metilagédo foi 0,5t (GOMES, GOMES E RAMOS,
2007).

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos resultados obtidos na analise de expressao
génica, foram realizados testes de normalidade entre os grupos amostrais, seguido
do teste de Mann-Whitney ou teste t com correcao de Welch’s através do software
GraphPad Prism version 6.01 para Windows (Disponivel em: www.graphpad.com),
e STATISTICA.

Os dados de variacdo do numero de copias foram avaliados pelo teste de
qui-quadrado para verificar se havia variagao significativa entre os grupos perda
(valores inferiores a 1,5), normal (valores entre 1,5 a 2,5) e ganho (valores
superiores a 2,5 cépias). Os valores absolutos (aqueles que nao foram separados
em grupos) também foram avaliados através do teste t com correcdo de Welch’s
com o auxilio do software STATISTICA.
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6. RESULTADOS

6.1 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

A analise de expressao dos genes CDH1 e VIM foi realizada em 15
amostras nao tumorais, com a finalidade de verificar o comportamento dos
genes alvos e comparar sua expressao com a doenga em seus diversos
estagios. As 15 amostras (idade média de 55,5+18,4) foram testadas para
ambos 0s genes alvos onde apresentaram valores médios de expressao de
1,35%1,29 para CDH1 e 1,46%0,70 para VIM (QUADRO 3).

A analise em tumores foi realizada em 61 e 65 amostras e resultou em
uma expressao média de 2,85£19,40 para CDH1 e 0,81+£26,69 para VIM,
respectivamente. A média de idade das pacientes analisadas foi de
55,9+15,5. Os dados obtidos encontram-se nos quadros abaixo (QUADROS
4 e 5). Os dados provenientes das amostras foram testados para verificar a
normalidade indicando o tipo de teste mais adequado (ANEXO IIl). Amostras
que apresentaram valores extremos (8 amostras de CDH1 e 1 amostra de
VIM) que interferiam na média (valores superiores a 10 de fold change) foram

retiradas das analises estatisticas, porém mantidas na discussao.

QUADRO 3: VALORES DE EXPRESSAO DE AMOSTRAS NAO TUMORAIS PARA O GENE CDH1

E VIM
AMONS_:-RAS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
FC(CDH1) |1,803|1,428|0,634|0,066|1,456|0,536|0,159|0,069|2,325|1,033|2,784|0,03|3,652|1,519|2,875
FC(viM) | 0,180 | 0,690 | 0,470 | 0,280 | 0,430 | 0,660 | 0,350 | 1,520 | 2,900 | 1,320 | 0,160 | 1,30 | 1,060 | 1,02 | 0,70

Legenda: NT, n&do tumorais; FC, fold change.

FONTE: O autor, 2017.
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Amostras FC

1 89,401
2 1,428
3 1,033
4 0,41

5 0,393
6 2,784
7 2,87

8 0,492
9 3,301
10 2,145
11 0,688
12 1,803
13 2,875

Amostras

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

FC
17,902
1,317
0,486
0,943
1,806
4,652
0,003
0,536
0,528
12,365
0,616
6,43

0,08

Amostras

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

FC
1,138
0,085
3,719

59,348
0,634

0,45
8,608
0,468
0,069
0,159

21,049
2,471

0,066

Amostras

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

FC
5,209
2,87
0,516
3,525
2,804
0,061
0,823
17,885
8,84
1,768
0,274

45,723
0,668

Amostras

53

54

55

56

57

58

59

60

61

FC
0,519
1,965
5,284
1,594

23,014
0,424
0,537
0,103

2,914

QUADRO 4: VALORES DE EXPRESSAO DE AMOSTRAS DE CARCINOMAS MAMARIOS PARA

O GENE CDH1
Legenda: FC, fold change

FONTE: O autor, 2017.
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Amostras

10

11

12

13

FC
0,514
0,955
0,188
0,184
0,366
0,066
0,036
2,078
0,126
0,062
0,956
9,506

0,155

Amostras

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

FC
0,573
0,146
0,232
0,265
0,640
0,075
0,981
1,355
1,112
0,678
0,581
0,305

0,414

Amostras

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

FC
0,715
0,264
0,596
0,685
0,670
0,307
0,091
0,311
0,081
0,428
4,807
0,032

2,134

Amostras

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

FC
0,412
0,242
1,108
0,358
0,164
0,213
2,756
0,435
0,166
0,356
0,154
0,048

0,151

Amostras

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

FC
0,165
0,296
0,252
0,521
0,263
12,678
0,365
0,357
0,143
0,263
0,078
0,234

0,251

QUADRO 5: VALORES DE EXPRESSAO DE AMOSTRAS DE CARCINOMAS MAMARIOS PARA

O GENE VIM

Legenda: FC, fold change.

FONTE: O autor, 2017.

A figura 1 mostra a diferenca entre os valores de expresséo dos genes CDH1

e VIM em amostras de carcinomas mamarios, onde a expressao do gene CDH1 foi

3,5 vezes maior do que a expressao de VIM, sendo estatisticamente significativo.

As figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7 apresentam os graficos cujos resultados estado

explicitados na tabela 2.
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Variagao da Expressdao CDH1 e VIM
0,6

N P <0.05
04 t=4,28

0,2
0,0
-0,2
0.4

-0,6
-0,8
-1,0

Expressao (log2)

1,2
14
1,6
1,8

'2:0 o T I L
Média - Média+1,96*DP

-2,2

CDH1 VIM
Alvos

FIGURA 1 —DISTRIBUIGAO DA EXPRESSAO DOS GENES CDH1 E VIM NO SIiTIO PRIMARIO.
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Considerando a idade e os dados histopatoldgicos, as pacientes foram
separadas em grupos e os dados foram analisados para ambos os genes

CDH1 e VIM. Os resultados dos testes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 2. Dados relativos a expressao génica dos genes CDH1 e VIM e caracteristicas clinico-

patoldgicas.
CDH1 VIM
Grupos (FC) N P (FC) N P
LN+ 1,09 20 0,78 054 29 0,72
LN- 1,20 41 0,82 34
Graulell 1,19 51 0,21 0,73 53 042
Grau lll 0,78 10 043 15
RE+ 1,25 41 0,27 0,75 55 0,73
RE- 0,92 11 0,39 16
RP+ 1,30 41 0,46 0,77 42 0,93
RP- 0,81 11 0,37 12
HER2+ 1,76 10 0,22 0,97 19 0,85
HER2- 0,67 34 0,59 39
Abaixo de 50 anos 0,96 22 0,43 090 22 0,02¢
50 anos ou mais 0,78 32 0,51 35

Legenda: LN-, auséncia de metastase nos linfonodos axilares; LN+, presenca de metastase nos
linfonodos axilares; RE, receptor de estrogénio; RP, receptor de progesterona; FC, fold change; N,

numero de individuos analisados; P, valor de significancia; *, valor estatisticamente significativo.
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FIGURA 2: DISTRIBUICAO DE EXPRESSAO DOS GENES CDH1 e VIM REFERENTE A IDADE

DAS PACIENTES. (A) Comparacao entre pacientes com idade abaixo de 50 anos e igual ou superior

a 50 anos para o gene CDH1. (B) Comparacéao entre pacientes com idade abaixo de 50 anos e igual

ou superior a 50 anos para o gene VIM.
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FIGURA 3. DISTRIBUICAO DE EXPRESSAO DOS GENES CDH71 e VIM REFERENTE A
PRESENCA OU AUSENCIA DE METASTASES EM LINFONODOS. (A) Comparacéo dos valores

de expressao dos grupos com presenca e auséncia de metastase nos linfonodos para o gene CDH1

(B) Comparacgao dos valores de expressao dos grupos com presenga e auséncia de metastase nos

linfonodos para o gene VIM.
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FIGURA 4. DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO DOS GENES CDH17 e VIM REFERENTE AO GRAU
DO TUMOR. (A) Comparagéao de valores obtidos entre os grupos de grau | e Il versus grau Il para

0 gene CDH1. (B) Comparacgao de valores obtidos entre os grupos de grau | e Il versus grau Ill para

o gene VIM.
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FIGURA 5. DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO DOS GENES CDH? e VIM REFERENTE AO
RECEPTOR DE ESTROGENO. (A) Comparacdo dos valores de expressdo de pacientes com RE+
e RE- em relagédo ao gene CDH1. (B) Comparacgao dos valores de expressao de pacientes com RE+

e RE- em relacdo ao gene VIM.
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FIGURA 6. DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO DOS GENES CDH1 E VIM REFERENTE AO
RECEPTOR DE PROGESTERONA. (A) Comparacéao dos valores de expressdo de pacientes com

RP+ e RP- para o gene CDH1. (B) Comparagao dos valores de expressao de pacientes com RP+

" Media I Meédia+1,96"DP

e RP- para o gene VIM.
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FIGURA 7. DISTRIBUIGAO DA EXPRESSAO DOS GENES CDH1 E VIM REFERENTE AO
RECEPTOR HER2. (A) Comparacao entre grupos com HER2+ e HER2- em relagédo ao gene
CDH1. (B) Comparagéo entre grupos com HER2+ e HER2- em relagdo ao gene VIM.

De acordo com a expressao dos trés marcadores principais (RE, RP e HER2)
na analise imunoistoquimica, os pacientes foram classificados nos subgrupos
moleculares Luminal A (RE+, RP+, HER2-), Luminal B (RE+, RP+, HER2+), HER2
(RE-, RP-, HER2+) e triplo negativo (RE-, RP-, HER2-), conforme Goldhirsch
(2011). A figura 8 demonstra a variagdo de expressdao observada entre estes

subtipos para os genes CDH1 e VIM, respectivamente.
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FIGURA 8: ANALISE DE VARIANCIA DA EXPRESSAO DOS GENES NOS SUBTIPOS
MOLECULARES DE CANCER DE MAMA. (A) Valores de expresséo do gene CDH1 (B) Valores de
expressao do gene VIM.

Legenda: Luminal A (LA); Luminal B (LB); HER2 positivo (HER?2), triplo negativo (TN).

Considerando que a presenca de metastases em linfonodos axilares € um
importante parametro progndéstico que indica maior agressividade do tumor,
avaliamos 28 amostras de linfonodos portadores de células metastaticas.
Verificamos um aumento da expressao do gene VIM com a concomitante
diminuicdo da expressdo do gene CDH7T nestas amostras (Figura 9). A
expressdao média foi de 0,30 para CDH1T nos linfonodos axilares (9,5 vezes
menor do que no sitio primario) e para VIM 1,74 (2 vezes maior do que no sitio

primario) sendo a diferenga entre os mesmos estatisticamente significativa.

Expressao no tumor e linfonodo (CDH1) Expressao no tumor e linfonodo (VIM)

A P=0,006546 P=0,000049
t=2,80 B t=-4,27633

05
0,0

-0,5

-1,5
-15
-2,0

-2,0

Expressao (log2)
. S

2
Expressao (log2)

0 Média OMédia
T Meédiat1,96DP T Médiat1,96DP
25 25
TUMOR LINFONODO TUMOR LINFONODO

Figura 9 — DISTRIBUIGAO DA EXPRESSAO GENICA NO TUMOR PRIMARIO E NO TECIDO
METASTASTICO. (A) Gene CDH1 (B) Gene VIM.

A Figura 10 representa uma progressao tumoral comparando a expressao
de ambos os genes no tecido ndao tumoral, em tumores com informagdes de
linfonodos livres de metastase (negativos) e com metastases (positivos) e no
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préprio linfonodo metastatico. Em ambos os genes alvos, foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos analisados, com a progressiva

diminuicdo da expressao do gene CDH1 e aumento da expressao do gene VIM.

EXPRESSAO GENICA E PROGRESSAO DA DOENGA (CDH1) EX 0 GENICA E PRC AO DA DOENGA (VIM)
F(3, 85)=4,2096, P=00794 F(3,99)=12,734, P < 0,001
25 15

20
15
10
05
0,0

05

EXPRESSAO (log2)

EXPRESSAO (log2)
: 5
&

-1,0
15
2,0

25

3,0 25
NT LN- LN+ LINF NT LN- LN+ LINF

PROGRESSAO DOS ESTAGIOS PROGRESSAO DOS ESTAGIOS

Figura 10 — ANALISE COMPARATIVA DA DISTRIBUICAO DA EXPRESSAO GENICA ENTRE
OS DIFERENTES ESTAGIOS DE PROGRESSAO DA DOENCA (A) Gene CDH1 (B) Gene VIM.

Legenda: LN-, auséncia de metastase nos linfonodos axilares; LN+, presenca de metastase nos

linfonodos axilares; NT, amostras ndo tumorais, LINF, amostras de linfonodos axilares.

6.2 ANALISE DO NUMERO DE COPIAS.

A variagao do numero de copias de DNA foi analisada em 113 amostras de
carcinomas mamarios para o gene CDH1 e 109 para o gene VIM. A tabela 3
apresenta os dados de numero de copias e a analise de qui-quadrado para verificar
se os numeros de perda (numero de copias inferior a 1,5), normal (entre 1,5 e 2,5)
e ganho (valores acima de 2,5 cépias) ocorreram de acordo com o esperado.
Verificamos que para ambos o0s genes, os valores observados sao

significantemente diferentes dos esperados considerando a ocorréncia ao acaso
dos mesmos (CDH1 - X? = 7,85; P < 0,05; VIM - X?=42,28; P <0,001).

A idade média das pacientes analisadas foi de 55,6%£15,2. A variacédo do
numero de coépias nos genes CDH1 e VIM, obtidos com o auxilio do software
CopyCaller (Life Technologies™) esta demonstrada no Anexo IV. Os testes
referentes a analise de variagcdo do numero de cépias em relacdo aos dados
histopatolégicos e idade ndo demonstraram nenhum valor significativos para

separacao dos grupos. Os dados estédo explicitados em graficos no Anexo V. Os
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percentuais das variagbes de numero de coépias entre os grupos estdo

apresentados na tabela 4.

Tabela 3 — Analise da distribuicao do niumero de copias para os genes CDH1 e VIM

CDH1 VIM
N (%) N (%)
Perda 38 (34) 22 (21)
Normal 48 (44) 68 (63)
Ganho 24 (22) 17 (16)

Total 110 107

X?=7,85; P <0,05 X?=42,28; P <0,001
A- NUumero de cépias B - Numero de cépias
CDH1 VIM

= GANHO = NORMAL PERDA
= GANHO = NORMAL PERDA

FIGURA 11: NUMERO DE COPIAS DO GENE CDH1 (A) E VIM (B).
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Tabela 4 - Percentuais das alteragdes do niUmero de cépias encontrados nos genes CDH1 e VIM.

CDH1 VIM
GRUPOS GANHO NORMAL PERDA N GANHO NORMAL PERDA N
LN- 37,10% 37,10% 25,80% 62 8,7% 69,5% 21,8% 46
LN+ 18,86% 50,94%  30,20% 53 19,04% 60,3% 20,66% 63
GRAU l e ll 18,7% 48% 33,3% 75 14,84% 62,16% 23% 74
GRAU I 33,3% 43,3% 23,4% 30 26,7% 56,6% 16,7% 30
RE+ 17% 44 8% 382% 76 15,5% 64,7% 19,8% 71
RE- 27.27% 4546% 2727% 22 23,8% 42,85% 33,4% 21
RP+ 17,14% 4571%  37,15% 70 17,4% 66,7% 15,9% 63
RE- 18,2% 4545%  36,35% 22 17,4% 43,4% 39,2% 23
HER2+ 21,6% 56,8% 21,6% 37 24,32% 56,75% 18,93% 37
HER2- 9% 21% 23% 53 10,86% 65,2% 24% 46
Abaixo de 50

27% 44% 29% 41 21,9% 56,2% 21,9% 41

anos

50 anos ou

) 22,05% 45,6% 32,35% 68 16,2% 63,23% 20,57% 68

mais

Legenda: LN-, auséncia de metastase nos linfonodos axilares; LN+, presenca de metastase nos

linfonodos axilares; RE, receptor de estrogénio; RP, receptor de progesterona; N, nimero amostral.

Para o gene CDH1, 24 amostras apresentaram ganho de numero de copias,
48 permaneceram com numero de copias normal e 38 apresentaram perda de
copias (FIGURA 11-A). Para o gene VIM, 17 amostras apresentaram ganho no
numero de copias, 68 pacientes apresentaram numero de coépias normal e 22
amostras apresentaram perda no numero de copias (FIGURA 11-B). Ambos os
genes apresentaram instabilidade quanto ao numero de copias, onde temos valores
de 56% e 36% para os genes CDH1 e VIM, respectivamente. Da mesma maneira
que foi realizado para a avaliagéo da expressao génica, os parametros de idade e
histopatolégicos também foram testados, porém sem resultados estatisticamente
significativos.

Quando comparada a variagao do numero de copias entre os genes CDH1

e VIM houve diferenga significativa entre os mesmos, sendo que o primeiro
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apresenta valor maior do numero de cépias (2,17+0,88), ja o segundo apresentou
um valor médio inferior (1,94+0,69) (FIGURA 12).

CDH1 vs. VIM

24

t=2,00; P =0,04

23

22

21

VNC

2,0

1,9

1,8

O Média ] Médiat1,96DV

1,7

CDH1 VIM
Alvos

FIGURA 12 — DISTRIBUIGAO DA VARIAGAO DO NUMERO DE COPIAS ENTRE OS GENES
DE ESTUDO.

Legenda: VNC, variagdo do numero de copias
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6.3 ANALISE DE METILAGAO

Foram analisadas 23 amostras de tumor para o gene CDH1 e 20 amostras
para o gene VIM. As amostras avaliadas para VIM mostraram, quase em sua
totalidade, percentuais de metilagédo inferior a 0,01%. Para o gene CDH1, os
resultados mostraram percentuais de metilacdo mais altos daqueles observados
em VIM, porém ainda baixos (6,50% + 8.32). Na figura 13, € possivel observar
que ha uma diferenca significativa entre o percentual de metilacdo dos dois

genes alvos.

A tabela 5 abaixo apresenta os valores encontrados para cada amostra e

gene avaliado.

Tabela 5 — Percentual (%) de metilagao por gene alvo.

% de % de
Amostra Metilagao em Metilagao em

CDH1 VIM
1 1.05 <0.01
2 4.18 <0.01
3 2.65 <0.01
4 0.65 <0.01
5 2.52 <0.01
6 7.56 <0.01
7 0.37 <0.01
8 <0.01 0.01
9 0.09 0.02
10 0.30 <0.01
1 2.98 <0.01
12 2.28 <0.01
13 0.89 <0.01
14 17.34 <0.01
15 16.50 <0.01
16 1.63 <0.01
17 9.83 <0.01
18 1.62 <0.01
19 31.68 <0.01
20 22.15 <0.01
21 16.50 -
22 3.36 -
23 3.56 -
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DISTRIBUIGAO DO PERCENTUAL DE METILAGAO ENTRE OS GENES CDH1 E VIM.
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6.4 ANALISE COMPARATIVA

A tabela 6 apresenta os valores obtidos nas amostras em que foi possivel
a avaliagao pelos trés métodos utilizados na avaliagdo dos genes CDH1 (N=23)
e VIM (N=20).

Tabela 6— Valores obtidos pelos trés meétodos utilizados.

% de % de
Amostra Fe VNC Metilagdo em Fe VNE Metilagdo em
CDH1 CDH1 Viv VIM

CDH1 VIm
1 89.40 Ganho 1.05 0.17 Perda <0.01
2 0.41 Perda 4.18 0.51 Normal <0.01
3 0.08 Normal 2.65 0.18 Perda <0.01
4 2.87 Normal 0.65 0.18 Normal <0.01
5 0.06 Perda 2,52 0.58 Normal <0.01
6 2.87 Ganho 7.56 0.15 Normal <0.01
7 21.04 Ganho 0.37 0.14 Normal <0.01
8 3.30 Perda <0.01 0.15 Normal 0.01
9 17.90 Perda 0.09 0.14 Normal 0.02
10 59.34 Normal 0.30 9.50 Perda <0.01
" 0.06 Normal 2.98 111 Normal <0.01
12 0.53 Perda 228 0.58 Normal <0.01
13 0.10 Normal 0.89 0.41 Normal <0.01
14 0.82 Normal 17.34 0.59 Normal <0.01
15 0.53 Perda 16.50 0.30 Normal <0.01
16 0.42 Perda 1.63 0.42 Normal <0.01
17 0.51 Ganho 9.83 4.80 Normal <0.01
18 2.87 Ganho 1.62 231 Ganho <0.01
19 0.39 Ganho 31.68 0.35 Perda <0.01
20 0.49 Ganho 22.15 12.67 Perda <0.01
21 0.52 Perda 16.50 -
22 4.65 Perda 3.36 -
23 23.01 Ganho 3.56 -

Legenda: FC: fold change; VNC; variagdo no niumero de coépias.

A figura 14 apresenta a distribuicdo da expressédo génica em relagao a
variagcdo do numero de copias em ambos os genes. Nao foram encontrados,
através da analise de regressao linear, valores significativos para CDH1 (P=
0,67) e VIM (P=0,60).
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Figura 14. REPRESENTACAO DA DISTRIBUICAO AMOSTRAL EXPRESSAO GENICA X
VARIACAO DO NUMERO DE COPIAS. (A) CDH1 (B) VIM.

Legenda: VNC, variacdo do numero de cépias.

A figura 15 representa a distribuigcdo da expressao génica em fungao do

percentual de metilagdo, e a andlise de regressdo linear mostrou que ha

relevancia estatistica (P=0,04). O aumento do percentual de metilagcdo esta

inversamente relacionado ao nivel de expresséo génica.

Expressao (log2)

CDH1

?=0,1799; P = 0,0437
Expressao = 1,5709-0,1405*x
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Figura 15. REPRESENTAGAO DA DISTRIBUIGAO AMOSTRAL EXPRESSAO GENICA X
PERCENTUAL DE METILAGAO PARA O GENE CDH1.
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7. DISCUSSAO

O cancer de mama € o tipo de neoplasia que mais acomete mulheres em
todo o mundo, e a maior causa de 6bitos por cancer em mulheres (INCA, 2017)
principalmente devido ao diagndstico tardio que possibilita o desenvolvimento de
metastases. Portanto, sabe-se que o diagnostico precoce € de fundamental
importancia para reduzir a mortalidade por cancer de mama, tornando essencial
o estudo desta doenca. Através da integracdo entre métodos de analises
moleculares e dados histopatologicos € possivel auxiliar na identificagédo e
classificacdo do cancer de mama, bem como compreender a evolugao do
processo, procurando auxiliar também na predi¢ao do progndéstico. Sendo assim,
neste trabalho procuramos integrar os dados obtidos por diversos métodos de
analise para melhor compreender o processo de transicao epitelial-mesenquimal
(TEM). A TEM é um processo pelo qual células tumorais passam por uma
conversao fenotipica adquirindo mobilidade e facilitando sua disseminacgao para
sitios distantes do tumor primario (tecido ou 6rgaos), caracterizando o processo
de metastase e sendo desencadeado por alteracbes que podem reprimir ou
ativar genes por mecanismos genéticos e/ou epigenéticos (THIERY et al., 2009).
Os genes CDH1 e VIM, que foram alvos do presente estudo, estdo diretamente
relacionados com este processo. Conforme ja explicitado na revisao
bibliografica, ha uma diminuicdo da expressdao de CDH71 na TEM, com
concomitante aumento da expressao de VIM. Neste trabalho, tivemos o objetivo
de avaliar o comportamento destes genes quanto a sua variagao de expressao
bem como os fatores que podem estar associados a essa variagdo, como o
numero de copias e a metilagcdo de suas regides promotoras. Na analise dos
dados, o foco principal foi dado as células tumorais, a fim de caracterizar as
variagbes dentro da prépria doencga (considerando a classificagdo e dados
clinicos-histopatologicos), desde que a TEM ocorre como uma etapa na
progressao do tumor, ndo sendo esperada nas células mamarias diferenciadas
normais uma vez que € considerada um processo normal somente na fase
embrionaria. Desta forma, analisamos um grupo de amostras de tecido mamario
normal como parametro de “normalidade” em algumas comparagdes, porém as

analises estatisticas se concentraram nas amostras de carcinomas.
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O estudo da expressao génica vem sendo utilizado para avaliar genes que
possam estar relacionados ao inicio e progressao de todos os tipos de cancer, e
assim fornecer melhores previsdes de resultados clinicos do que as técnicas
tradicionais. A identificacdo de novos marcadores moleculares avaliando sitios
primarios de carcinomas mamarios € objeto de diversos estudos e apresentam
grande potencial preditivo ao surgimento de metastases tanto nos linfonodos
axilares quanto em sitios sistémicos (KUROSUMI e TAKEI, 2007; SHRIVER et
al.,2014; CANEVARI et al., 2016). As perturbagdes na estrutura da cromatina,
metilacdo do DNA e imprinting genémico podem ser consideradas como
alternativas as mutagdes génicas contribuindo, eventualmente, para a
progressao do tumor clonal. Tem-se demonstrado que células tumorais podem
conter alteragdes na estrutura da cromatina, as quais podem resultar em

alteracdes na expressao génica (JONES e BAYLIN, 2007).

As alteracdes de numero de copias sdo comuns no cancer, podendo
determinar alteragdes da expressao de genes localizados na regiao alterada do
genoma. Essas alteragdes podem afetar a expressao tanto de oncogenes como
de genes supressores de tumor, influenciando na progressao da doenga assim
como podem estar diretamente relacionadas a um pior progndstico
(KALLIONIEMI, 2008). Apesar de nem sempre se ter concordancia entre a
presenca de variantes estruturais em locais especificos do genoma (como a
variagdo no numero de copias) e a alteragao na expresséo dos genes, a variagéo

na sua dosagem pode levar a instabilidade gendmica (FEUK et al., 2006).

Ao analisarmos a expresséo destes dois genes alvos nas amostras de
tumor primario, verificamos uma expresséao aumentada do gene CDH1 (vide
FIGURA 1), quando comparada a expressao do gene VIM, fato normalmente
associado ao estagio epitelial das células, que se encontram fixas a membrana
basal e com relativa perda de mobilidade. A expressdao aumentada é muito
importante para manter a forma e polaridade celular, de forma que o produto do
gene CDH1 acaba por regular negativamente o processo metastatico atuando
como um supressor de tumor (YILMAZ e CHRISTOFORI, 2010). Diante deste
resultado, interpretamos que, de acordo com a expressao média deste gene, a
maioria das amostras nao se encontrava em estagio de TEM, permanecendo

com o fendtipo epitelial. Considerando que o gene CDH1 é fortemente expresso
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nos ductos (células epiteliais) das glandulas mamarias normais, mas nao no
estroma, a presenca de ductos normais (remanescentes do processo de
macrodissecgdo) pode ter contribuido para que a expressdo de CDH1
apresenta-se em niveis mais elevados na amostra como um todo, além da
propria heterogeneidade tumoral e das caracteristicas intrinsecas das amostras
utilizadas. Devemos também considerar que a perda de expressao de CDH1 é
um evento transitorio e seletivo para a desdiferenciagcao celular e invasao em
carcinomas, pois ocorre durante a mobilizacdo das células, sendo que apds a
sua fixagcao no sitio secundario sua expressao tende a aumentar, ocorrendo o
oposto ao gene VIM, como citado anteriormente (KOWALSKI et al., 2003). Outra
situagdo em que se vé uma caracteristica reducao da expressao de CDH1 é no
diagndstico de carcinomas lobulares (ACS et al., 2001), n&o incluidos na nossa

amostra, em que foram selecionados somente carcinomas ductais.

Diversos estudos demonstraram uma relacdo entre dados
histopatolégicos e idade com a variagdo da expressdo de CDH1, e
principalmente aos fatores ditos de prognéstico ruim como receptores de
estrégeno e progesterona negativos, grau do tumor, idade avangada etc. (OKA
et al., 1993; SIITONE et al., 1996; HUNT et al., 1997). Estes dados nao foram
corroborados por outros autores, tais como Lipponen et al. (1994) e Acs et al.
(2001). Nossos dados se assemelham aos destes ultimos autores desde que
nao houve diferengca estatisticamente significativa entre as devidas
comparacgoes, conforme demonstrado nas figuras 2, 3, 4, 5,6 e 7. O trabalho
realizado por Tiezzi et al. (2007) demonstrou que a indugao de células ductais
ao processo carcinogénico apresentava uma gradativa e progressiva inversao
nas expressbes de E-caderina e vimentina. Desta forma, a auséncia de
significancia estatistica pode ser decorrente do préprio processo gradativo da
transicdo e pela maioria das amostras estarem em estagio epitelial, conforme

discutido acima.

Corroborando a hipétese de estagio epitelial, seja por caracteristicas
intrinsecas seja por contaminagdo com células normais, a expressao média do
gene VIM encontrava-se diminuida na nossa amostra. No processo de TEM
espera-se uma expressdo relativamente aumentada do gene VIM (quando

comparada a expressao do gene CDHT) que é associada ao estagio
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mesenquimal, quando as células se desprendem da membrana basal, sofrem
alteragbes nas suas caracteristicas ganhando mobilidade dentre outras
caracteristicas (KORSCHING et al., 2005; MANI et al., 2008). O aumento da
expressao do gene VIM influencia a migragao celular e, a medida que a célula
se fixa num sitio secundario, sua expressao tende a diminuir. Assim, a vimentina
(proteina codificada por VIM) tem uma contribuigdo funcional para a migragéo,
podendo entdo ser utilizada como um marcador do fendtipo mesenquimal para
o cancer de mama. A expressdo aumentada de VIM ja foi detectada em
linhagens de cancer de mama consideradas mais agressivas (MDA-231 e 435S,
Hs578T), e também associada ao grau histolégico Il (KOKKINOS et al., 2007).
A figura 2B demonstra a distribuicdo da expressao génica entre pacientes
separados pela idade, e o resultado demonstrou diferenca estatisticamente
significativa (t= 2,26; P= 0,02). Os pacientes com idade igual ou inferior a 50
anos apresentaram expressao génica 1,8 vezes maior do que pacientes com
idade superior a 50 anos. A idade é um fator de risco para o surgimento de
canceres, esperando uma correlagdo positiva entre surgimento do cancer e
aumento da idade. Por outro lado, tumores em mulheres mais jovens, abaixo dos
50 anos, tendem a ser mais agressivos, com maior numero de recidivas e
metastases a distancia e a expressao aumentada de VIM nestas pacientes pode

estar relacionada a maior agressividade da doencga.

Na figura 8 observa-se a distribuicdo da expressao génica entre os
subgrupos moleculares, classificados de acordo com a imunoistoquimica.
Nenhum dos genes demonstra significancia estatistica na andlise de variancia,
demonstrando que a expressao de CDH1 e VIM nao sao bons paradmetros para
discriminar os subgrupos. O padrao de distribuicdo da expressao génica entre
0s subgrupos analisados ndo € o mesmo entre os genes CDH1 e VIM, por
exemplo, pacientes classificadas como do grupo HER2 apresentam maior
expressdo de CDH1, ja para VIM o grupo Luminal B apresenta valor de
expressao maior dentre os subgrupos moleculares. A literatura ndo demonstra
muitos estudos em relacdo a expressdo desses genes e classificagao
molecular/imunoistoquimica. No trabalho de Rapatoni (2013), ndo foi encontrada
expressao génica de VIM nos subtipos Luminal A e HERZ2, e baixa expressao

em Luminal B, porém nos tumores TN foi encontrada alta expressao desse gene.
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No mesmo estudo a expressdo de CDH1 nao foi observada em Luminal B e
HER2. Os subtipos Luminal A e TN apresentaram 7,1% e 61,9% dos casos com

expressao reduzida.

De forma geral, pacientes que apresentam metastases em linfonodos séo
considerados como tendo um pior prognostico e com risco aumentado para
metastase em sitios distantes (MOEBUS et al., 2010). No cancer de mama, os
linfonodos axilares sdo um importante sitio para avaliacdo de metastases e
considerados parametro para estadiamento e prognéstico (CHENG et al., 2011;
LEE et al., 2011). Em funcéao disso se faz importante a avaliagdo comparativa do
sitio primario da doenga e amostras de linfonodos axilares. Procedemos a
analise de expressao em tecido metastatico, representado por 28 amostras de
linfonodos. Nestes, a expressdo de CDH1 apresentava-se diminuida em relacao
a de VIM de forma significativa correspondendo ao esperado para células em
TEM e com maior mobilidade. A figura 9 também corrobora com o esperado
quando mostra uma diferenga estatisticamente significativa entre o sitio primario
da doenga e o linfonodo, para ambos os genes. O trabalho de LU et al. (2003)
demonstra que o aumento da expressao de VIM estimulado pelo receptor EGF,
leva a ativagao da via RAS-MAPK, ativando fatores que reprimem a transcrigao
de CDH1. Essa caracteristica faz com que as células ganhem marcadores

mesenquimais que sao vistos na TEM (GARG, 2013).

A figura 10 mostra o que seria esperado de uma progressao da doenca,
e podemos verificar que a expressao do gene CDH1 diminui progressivamente,
com menor nivel de expressao no linfonodo metastatico, enquanto o gene VIM
apresenta um significativo aumento de expressao no linfonodo em relagao as
amostras tumorais. Estes fatos corroboram com o esperado visto que a
diminuicado da expressao de CDH1 é favoravel a mudanca para o estado
mesenquimal, e com isso leva aos ganhos morfofisiologicos necessarios a célula
para a caracterizacdo do processo metastatico e progressao da doencga. O
produto proteico de VIM atua crucialmente na manutencao do citoesqueleto,
organizagdo dos microtubulos bem como motilidade celular, o que esta
associado a agressividade do tumor (RAYMOND e LEONG 1989), maior
malignidade e menor taxa de sobrevida em pacientes com cancer de mama (LIU

et al, 2015). A alteracdo na expressédo desses genes pode ocorrer devido a
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diversos fatores que incluem a variagdo no numero de coépias e eventos

epigenéticos por nos estudados.

A avaliagdo do numero de cépias de CDH1 nos tumores indicou que a
maioria (56%) das amostras apresentou ganho ou perda do numero de copias
do gene, enquanto 44% das amostras apresentaram numero de cépias normal.
Observa-se que ha uma predominancia na redu¢cao do numero de cépias de
CDH1 (34%). Isto ja foi descrito no estudo de Sun e colaboradores (2012), que
indicou perda no numero de cépias de CDH1 em 22,8% das amostras de
carcinomas ductais mamarios, sendo que a maioria que apresentava essa
alteracdo estava relacionada com piores prognosticos, como canceres do tipo
triplo negativos e com positividade para o receptor HER2. No nosso estudo, o
maior percentual de perda de CDH1 foi observado nos grupos LN+ e pacientes
com idade igual ou superior a 50 anos. No estudo de Sun e colaboradores
(2012), os autores ainda identificaram variagdo no numero de copias de outros
genes como CDH3, CTCF e E2F4 que se localizam na mesma regido que o
CDH1 (16922.1), apoiando a hipotese de que a variagdo do numero de cépias
da regidao 16922.1 é um evento frequente no cancer de mama, podendo
contribuir com a iniciacdo e progressdo do cancer. O numero de coépias e a
expressao génica em alguns casos nao se encontram relacionados, ou seja, nao
se observa que o aumento da expressao seja devido ao aumento do numero de
cbpias ou o inverso, como no estudo de Callegari et al. (2016) onde nao se
observou a dependéncia entre o numero de cépias alterado com a expresséao
dos genes FOSL1, GSTP1, FADD e CCND1 em carcinomas primarios de mama.

Em revisao realizada por Tang e Amon (2013) foi demonstrado que varios
estudos encontraram associagao entre aumento do numero de coépias e da
expressdo génica e proteica. Porém, outros mecanismos sdo descritos nesta
regulacdo génica podendo nao haver esta associagao (JONES et al., 2008),
tanto em nivel transcricional (BRANHAN et al., 2012) como traducional
(BELGUISE et al., 2005). O estudo de Platzer et al. (2002) em epitélio normal de
célon, demonstra que em apenas 3,8% dos genes que se encontravam em
regides com ganhos de copias era observada correlagdo positiva com a
expressao génica. No nosso estudo verificamos predominancia da diminuigdo do

numero de cépias, em relagdo ao ganho, e aumento da expressdo de CDH1,
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porém se analisarmos as amostras individualmente encontramos associagdes
correspondentes ao esperado. As amostras 2, 5, 12, 15, 16 e 21 (Tabela 5)
apresentam niveis de expressao reduzidos e perda do numero de coépias de
CDH1. Ja as amostras 1, 7 e 23 da mesma tabela, apresentam valores altos de

expressao génica concomitantes com o ganho do numero de copias deste gene.

O estudo da variagédo do numero de copias do gene VIM demonstrou que
a maioria das amostras permaneceu com o numero inalterado. Porém, um dado
importante € que aproximadamente 37% das amostras apresentaram variagao
no numero de copias (21% de perda e 16% de ganho). Isso indica uma
instabilidade genética que pode influenciar na expressao desse gene. No nosso
estudo, a variagdo do numero de copias do gene VIM analisada nos diferentes
subgrupos clinico-histopatolégicos, nao foi suficiente para discriminar os

mesmos.

A figura 12 apresenta a distribuicao da variagdo do numero de copias de
forma comparativa entre os genes alvos. O gene CDH1 apresentou maior
numero de cépias de forma significativa (t = 2,00, P=0,04) em relagédo a VIM.
Nao ha consenso na literatura frente ao ganho e perda do numero de cépias do
gene CDH1 no cancer de mama. Moelans et al. (2010), encontraram 10% de
ganhos (amplificagbes e altos niveis de amplificacdo) e 20% de perda desse
gene. A perda do numero de copias de CDH1 é normalmente relacionada a
estagios pré-invasivos de carcinomas lobulares in situ (MARIE E JANSEN,
2002). Sun et al. (2012) observaram em 101 amostras de carcinoma ductal
mamario, 22,8% de perda de CDH1 e somente 4% de ganho. A associagao de
perda de cépias desse gene com prognéstico negativo, foi observada por Sun e
colaboradores (2012) assim como no nosso estudo, onde amostras com
presenca de metastase nos linfonodos axilares apresentaram percentual de
perda igual a 30,20% (Tabela 3). Em relacdo ao gene VIM, Horlings e
colaboradores (2010) avaliando alteragbes do numero de copias em pacientes
com cancer e mama, encontraram ganhos na regiao 10p13 onde se localiza o
gene. Esses dados foram associados com fatores de prognéstico ruim, e no
nosso estudo observamos 19,04% de ganho para o grupo que apresentava

metastase nos linfonodos axilares (Tabela 3).
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A metilagdo da regido promotora € associada a redugdo da expresséo
e/ou silenciamento dos genes interrompendo o processo transcricional, atuando
assim de forma regulatéria na expressao génica (ESTELLER, 2007). Estudos
tém demonstrado que ha relagdo entre padrbes de metilagdo em regides
promotoras de genes envolvidos com processos carcinogénicos (ESTELLER,
2008; KULIS e ESTELLER, 2010). O estudo de Oliveira et al. (2009) demonstrou
que a hipermetilacao de CDH1 leva a inativacado da expressdo em pacientes com
cancer gastrico hereditario e o uso de drogas que revertem os padrdes de

metilacdo podem ser utilizados como terapia.

Na anadlise de metilagdo da regido promotora dos genes alvos em
amostras de sitio primario, € possivel observar que o percentual de metilagdo &
maior no gene CDH1 do que em VIM, estando de acordo com o esperado. Ainda
que os valores de metilagdo ndo sejam altos o suficiente para indicar um
silenciamento no gene CDH1 (cerca de 10%) é importante ressaltar que em um
processo gradativo o padrdo de metilagdo deveria aumentar conforme a
evolugdo da doenca. Seria de se esperar que em amostras de linfonodos
metastaticos o padréao de metilagdo do gene CDH1 fosse mais alto, contudo
devido a limitagdes técnicas essa analise ndo pode ser realizada no presente

estudo.

A tabela 5 apresenta os dados de percentuais de metilagdo entre os genes
CDH1 e VIM, onde é possivel observar que quase 100% das amostras pareadas
apresentam-se hipometiladas em VIM e que o percentual de metilagdo aumenta
nas amostras testadas para o gene CDH1. A figura 13 ilustra a distribuigdo dos
percentuais de metilagdo sendo significativamente maior em CDH1 (t = 3,14, P
< 0,01). A tabela 6 apresenta os dados associados de expressdao génica,
variagdo do nimero de copias e percentuais de metilagdo. E possivel notar que
alguns casos (amostras 14, 15, 17, 19, 20 e 21) correspondem ao esperado
apresentando diminuicao da expressao e percentuais altos de metilagdo para
CDH1. Ja para o gene VIM, como a totalidade das amostras apresentaram-se
hipometiladas, ndo se pode fazer esta analise. A figura 14 representa a analise
de regresséo linear entre variagdo do numero de copias e expressao génica. Em
ambos os genes, CDH1 e VIM, n&o foi encontrado correspondéncia significativa

estatistica (P= 0,67 e P= 0,60, respectivamente). Ja a figura 15, que mostra a
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regressao linear entre expressao e percentual de metilagdo, demonstrou que o
percentual de metilagdo é significativamente correspondente (P= 0,04) com a
variagdo do numero de copias para o gene CDH1. Os dados dos padrbes de
metilac&do estdo de acordo com o esperado, visto que como ja dito anteriormente,
€ esperado que ocorra um silenciamento ou reducao da expressao génica de
CDH1 e isso ocorra de forma gradativa, assim como a hipometilagédo do promotor
de VIM. A mesma analise foi realizada para o gene VIM, porém como nao ha
variagdo do percentual de metilagdo era esperado que nao houvesse

correspondéncia significativa.

E importante salientar que o estudo explorou dois dos mecanismos que
podem influenciar a expressdo génica (variagdo do numero de coépias e
metilacdo). Analisando os dados em conjunto, verifica-se que a expressao do
gene CDH1 parece ser regulada por ambos 0s mecanismos, enquanto a
regulacdo da expressao do gene VIM nao parece sofrer forte influéncia dos
mesmos. E bem definido que o microambiente do tumor é extremamente
heterogéneo e que inumeros outros fatores podem estar relacionados ao
controle da expressao desses genes. Entre os mecanismos de regulagao pos-
transcricionais, destacam-se os RNAs n&o codificadores, como os microRNAs e
os IncRNAs, revisados em Ramos et al. (2017) — Capitulo 1 deste trabalho.
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8. CONCLUSAO

O principal objetivo deste trabalho foi estudar o padrao de expressao dos
genes CDH1 e VIM em amostras de pacientes com carcinomas mamarios, e 0s
possiveis mecanismos que regulam as alteragdes de expressédo que ocorrem na
TEM. Observamos que a medida que a doenca progride, verifica-se a inversao
do padrao de expressao, como era esperado pelas descrigdes da literatura. De
acordo com os nossos dados, concluimos que para o gene CDH1 parece haver
envolvimento tanto da variagdo do numero de cdpias como do padrao de
metilacdo de sua regido promotora. Ja para o gene VIM, sugerimos que outros
mecanismos (como por exemplo, os miRNAs) possam ter maior influéncia, pois
observamos pouca variagao no numero de copias e baixo nivel de metilacdo das
regides promotoras. Em relagcdo as analises dos parametros utilizados em
pacientes com cancer de mama para classificacdo e progndstico, concluimos
que a expressao e a variagao do numero de copias destes genes ndo sédo bons
marcadores para estratificagcdo em subgrupos, porém o padrdo de expresséo €

um forte indicador de progressao da doenca.
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masher, such @ vimenss, TEF-f & rohied 1o ol prolifeatizn, and
whan Sis facizr ia mussial & cmiribuic fa the @moeatmled

of anor odh 3] Asofo Ewrocr
fucizr far EMT calicd Sanil, winicds in trduced by TGF-1, comirab the
cxpremian of proicin wish g md reprones
cpithcial proicas such @ E-odhoin i overopromios Induce
in th EreiSon proooe. Smel sl bas cthe argea thed e cdaicd
in cxil pelarity, ol opde and apapaasie [29]. In sddition, thi proic
iz shic i pramaic S migritien md deferestisson of cpitheial ol
and i ik cmbrpraic wage i promoio mecdom rmoEo |30,
Lice Snal, Twini (zho o irescipiion o) o ordeicd &0 the migrasos
and Sifoniiation of cpithelial cdh o the sheamys:.
The phmommon koowr o “cadberin o " i imilersced by
T, im wiich i repuinics thee shif from E-cadberin o o oo sdbeotvc
N-adierin; @ough E-adhoin producton i scpremed whik
M-adboin b stmabial. N-adboin disa aca on = niscdlular
acthoioe wywion 3 b 3 charscie=ysr cuds orin in moascyreal ool [51 |

I addition, the of froimin asd the o of CLE
capromian arc s sorecaice with the moromchymal wege (31 3235
The kevedy of cadiierira (E-cadberira smd N -cdberina) s commandy
ovaluicd i momiior FMT, and ihr reduction or onen looe of dhdr
umction b widey meed in mariinring Secvsluson of G
winge ol omoe oolls | M L The gene: crecnd ing E-cxdbeer i (DT emealy
hm = dirémished by cplperectc facfon such o nepeosios
of tnneripSon Scor smd methpbios of the Cpll bdanda |3 CDHI
can she br musstad and preset o nonfancsrmal procin [35].

In bromi canos, skorsfom sxh o oo of dEfomibssos
irvaxivenon e reoredy coovelesed wish the loeh of E-osdhes
|37 3], o thei charge in opromicn of E-cadherin bave ban used
s m Furzar progromion menior. | s sl ponthie thas 2 b o mane
egmifant mic in the MET procan dur i the =armizan bowom
E-cadirrin and N -csdhe=in [30

E-cxedbecrisy expremion i lvs abfociod by the Wi gnoding pethway
thei roguleio the tnnecripSon of pores @i conis] ool proliforetion,
diferentizfion and migratian, md b caprooion i H:ﬁﬂ'b[hﬁh
p-estmin comcrramatiora. The prosmos af Wnllf-cstenin
ohizrecd in meore advinoed cuse e wome prograsa 4]

of moomchymal markes iwch @ vimenEn, the ::Il.;n-q::tﬁ:
iyrosine kinase rocepiar, hrasdne oo I

(INJAT) wr=d pﬂ-:hlﬁl[ﬂ.ﬂ]h'rqihdinll
hree born docribed wd |41 A2]. Vimen bz @ an miomed inic Bareeni,
unnlly famd B migratary procass and cproeod in sceeal ool
typa [{3H]. Th noosd apreadon of vimentin ke slrady bos
cherved i several carcineno sach @ broast, prostaie, colon and
oeal Mmoo, aoocniod 58S Dooasad Evasvwenoe nd mcsboin
[#4A5]. For cxarmple, wisen iri pabicby with brool omce
sdvamord disewse winge (Hloom ri scorem § and 9} and with

irecromed crpromiom 4] Siadia in h'::i.-:-n:r-::ﬂ linca dixplaping
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reveakng o new paihway Sl may comiribuaic o mcassse

Hel These semla Somomirds @i the wmolin ozeenion oy be
med mm o biomasher o predict Beton auch aa-SSscnc-free nevival md
overall marvival tn beoad oo 4L

Attempt 1o explain reversible EMT through microl-
MAs and epigenetics
b the moassoh @ orig=sicd Som ireecdbic muiallone Sonc
resarche propos Lhat S proceso of carcnogench may be -Sertved
Eren rewenible cpigersdic proocoes [47 43|, These cplarrsdic charge
Evoive DMA tior, hivizne modifbcations, md duege in S
expraden al micsslN Ay (meMNAs) - enall moleeues of ron-coding
RM\ ihat 5 ax 8 post-trenacriptioral mechanbs b e copradon of
Mary rmilNia are lecsicd = sogiana mare noccstible 1o ddiclions,
snplibaiions ard recombination. Thae dasgo credaic milNAs

ML ey miFMAs bave bee docribed o bener mppraoo m=d

ik mANA Sorenl i EMT
i e i, kv yoan, with e cbmreation of
mmaciadiom al temar trandbon aad progrention, miFMAs hrve gaicsal
tmpurianc koo ey ere describal o sgenia aipabic = Influsc

the meserryreal and cpithadial phemoryze |50

Mary miiMia are relaicd = beporisi sogulaiers al EMT. The
20 farrely (reifl-M00u, mil-200k, miE- 141 ered miR-437) Baec
o dewribed a cpiihelinl marken wigh Imporioi SrcSon in ths
tepeting ik ZERI ared JEST mAN A, (ks changisg thadr cepemsion.
JEEl el FEED proicira a=x memben of @ onc-lmgr Gmily
E-baxe-binding Bomecbar Bozs (FEE)] and are clharsderiacd s badng
trmmcripgoral reereore. Thee repremes nduce EMT by repreming
ik exprexiom of E-cadhesin, contsibuSng s hener progromian [S0].
The wuriatian = mik - I8 o remica devcdy influmon TOF-fLand S
crpraion risa bowos S i inverady rdeicd. The higa
of mill-HN ha g ability & blodk TGF-f, which in ben docy moi
nduce EMT. The mill-H0 hreily she e @e coscomiraSon
of markers such o vimenEn, whet Hh mhibiSo oo thee lovch al
ik moven iyl marker | 5|, Flo-rmir-3 shows 2 simag rdetiorabip
with EWT muarkers, muinly bargegng the I pene, which enmdes
E-cmdberin [49]. Mir-? @an redus E-cadiberin apremian by up fa
T and ol S mme S E soraa e capromian o viments by
nducing EWT. 2 priroey bread Seearn, mie- inowenes whan
ihere & preseser of moinwi [$3]. [shibigon of mik- D nosked n
Tew migmtian sad Evasion infa MIT coll lines, ax well m low hemer

and mataraSc indico tn male mic, IndicsSiag thal mir-¥ scds
= en oacomill (5] Aoconding fo L8 M o al 53], mil 9 sttt
f-aaierén dgnaling thai coniribeion o vscoler endotckal
Betar (VECF) apremian = SUMIY m=d sot SUMIS cdl ks
In the MCFT-RAS Enc, mil-9 ndibiicd E-cadhoin crpronion d
imduced VEGF- inducad iemer angiogenois, irdicx@ng the abikiy of
rmiHMA iz modulse F-osdberin cxpromion. Arother millNA o
evenaprosdd in S proomer of mosatads i the mell- B doitfal
by micmarmyy In mommary oevimon |53 bhibigan of mik- 106
i redemin decnoued vy, and s high ceprowion. promosed
maobillly in nen-tovaster celb. One ol e mod described miEMAS in

g s S Wy 3017 dot 10 1R ST 100030

overal turmees b méE- 11, which & alsa mredaicd wish the mcooiatic
prezm. [ inhibiien decrema the vmdverem af ol @ vidre and
in g Houo el meousmi inonis [0 The meR-3 Amely
iten foered in soversl tumoey with low crpranicn eed miR- 30 b
the Vil gesc an = fasgel in which 1 bnds the TUTH regios. In k=
sudy by (hong f al [5H], e kigh cproeion of mil-3h b edeicd
o = decoe in m md mvasvenes of brost sccpbotic ol
The high cxprosion: of mill-Nin bax recenily ooy deseribed 1 being
relaied B e inkibitian of Sc mebility of lerg tumer i booaase
thor na oo i S coprestan ol Saeil, o sraeripSonal ropahiar
that repremses E-osdberin expramicn dorimg EWT [54].

Mlafl-I55 i comemonly fend wik o high copeosion in scversl
sz [S55e] The dudy mude by He of al [57] foend mall-15E
irveruly coerduiod with HERD erproasion &n browi henen. HERD,
Ini lum, b 3 gene the plys an importend ok inoealigrani famar
pEopemian ared may bo ishibiad by mil- 155 aproson in bras
arerr ol

Ukser cplgeradic mochanisms, such as Upll promsicr mesyhson
and Biiore medSotion, de ply 2 rok = de regalason of EMT
as rain al soveral rmscsipiion cion laka i EMT

prograre, inchadking Twii, Souil, Slay ard brgei proo wec o C0 ]
[58]. The hypermeiylsfan of the CIF] promaic tas boon abecreed
Inmasmey cardranas kadng o s d oo in Foalborin apeasios

Troutrment with dermcibybiing agmis crocs Se ecrpramen of
E-cadierin [0, AsoSer impertant caampk B S pulpomnb goup
(Full} profcing FUEE and FCRL They e cpigeaciic reguisiors ibak
aci an repremary wred Bawe @ mklun-?.ﬂ:“ﬂ:u'r:-:l-md'
E-cadierin and a2 rl.ltt!'-l:l'::i_ &), Duriag amce crletion,
the devnicd apronion of corin PRCT subumii i thoughi o Srive
rodizrmmi progromion thesash an EMT progrem [61] by reproming
key geactic megeh, irchaling CINLL Therdioer, Full proicim o=

drier e deveopment centrolling the ditkrmi plenctypic daio
of carcer ol

EMT amd resistance to therapies

EMT & dicarly amecinicd wish thewpy sessianse s=d xy
The ok of FMT b cvideni ‘= seversl ben &3]
wnd pancroa hemeor |3 The sien :ﬂzmﬁm
per=rmen are an imporiard foom of curmesl rescerch aeed o be
eemidkered when chocsiag therapouic islerventian [81]. Soveral koo
of rooech by i boget ik aggronte rem ol S dodiffoeniisicd
cels, inchading straicpies deaigned 1o reveni b programby inducing
n MET |s5]. The e bohénd thas stratepy & S rooeshiisheneni of the
cpiihclia] sinic wish the coezueni oo of wsemn-like proporiic. Moloode
irsriived in the reaimicerer of ool sdbevion, peleiy md the ngersction
with the bl memnirese wre greod cand idwiey s et | 8545,

Seveal cifora baree bom made in befic undorsiand the sigraling
Py irvaked B the mor of alh & the sios
el wiwic and 1o Srecily tepel then, Fton nch u proisglads I
(POED} sexrciod by meseschymal sien o, iogrihes with
Ired e ® xiem ol wewic x=d cremic o Svonbic nicdie [ ool
ety auch s NF-eE and P13E-AET alsa coniriuse io roveal new
targei including the ropiobboi coll soriscr g 3 (TR, wlich
regabie the ME-AET pahey, @un inducing EWT in galbisdder
carexr |70 Iz breast camee, (he caprosian of Twhil has boes shown 1=
b redwied io drug roistamcr. Twist tranecripSonlly uorgpulbio AKTI

which ierooer migeSon, vy oed roEEELE.
When AT wan siienced, e ravbtarsr of paclixed wm reduced [T1].
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b, the sveropression of Twil promoio hormarns noésssor i S
oirogm roepior madabor (SEHM) mmericn md 1o the scleciiee
‘oiragm recepear down-somuiio |72, Brest cncer ER-pasttee ool
Enc MCF-T bocxne rexbriant o omoxiS$on when the BT marp hology
[T3L Furitermere, the EMT - B phenstype with HEED sverexeromion
b rmiani in brevbonareab [T,

In sumreary, @c dborepSm of Sew pancrine o sicorine
igraling raihwrp an Bdur 1 moee dSforneicd nd neocpible-
iz-Scrupy cpithclial waic.

Conchusi

The of e mic of EHTIWET -soal
hnmmhw&-—auul;hmnl,ﬂh shdicn
sirorgly mopporiing @ robion ik EMT o o key mechanen for
cifertive motasiatic S o nasan Marry main bctors ikt driven EMT
= are racogained, o reviowod i this sriide, bot furiber rocarch
recemney i ideniEdy all the ampaeni of thi coepla pogom
This knzsladgr will bree 3 bagr Epect on S dovshoson ol o
markey for dsoos vty ened br cooomrmee. Arsiber
wrperi of greal Enprrtarc b ik dondapmat of e Sonpio, baead
ik cxlln in am cpighockal sie that s = insoeskle for iemor progroo.
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ANEXOS
ANEXO |

Termo de Consentimento Informado Livre e
Esclarecido

Nome do Estudo: “Analise das alteracbes dos genes CDH71 e VIM e sua
associagdo com a transicdo epitelial mesenquimal (TEM) em carcinomas

primarios de mama”.

CONSENTIMENTO

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

Entendo que minha participacdo € inteiramente voluntaria, podendo me
recusar a responder qualquer questdao ou retirar 0 meu consentimento em
participar neste estudo a qualquer hora, sem nenhum prejuizo a0 meu
tratamento atual ou futuro.

Eu, , apos ter lido e

entendido todas as informacdes 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 compreens&o do estudo.

Data: [/ [

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressao datiloscépica

Eu, Prof2. Dr2. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, declaro que forneci

todas as informacgdes referentes ao estudo ao doador.

Data: / [

Profé. Dr2. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro
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ANEXO Il

SELECAO DOS GENES DE REFERENCIA

E importante validar os genes de referéncia em cada sistema
experimental, a fim de aumentar a confiabilidade nas diferencas de expressao
que sao detectadas (SORBY et al., 2010). Estudos de Radonic et al. (2004);
KOK, ROELOFS e GLESENDORF (2005) e RUBIE, KEMPF e HANS (2005)
tentaram descrever genes de referéncia estaveis universalmente para diversos
tipos de tumores. Entretanto, trabalhos recentes (CARADEC; SIRAB;
KEUMEUGNI, 2010) mostram que genes estaveis em um tipo tumoral nao
necessariamente serao estaveis em outro tipo. Estas variagbes sao observadas
inclusive entre experimentos diferentes para um mesmo tipo tumoral
(DYDENSBORG et al., 2006; KHEIRELSEID et al., 2010). Portanto, os genes de
referéncia devem ser validados e selecionados em cada experimento para cada
tipo de tecido.

Neste estudo foi utilizado o cartdo microfluidico de 384 pogos Taq Man
Low Density Endogenous Control Panel (TLDA — Taq Man Low Density Array)
(Applied Biosystems). Este cartdo contém ensaios de expressao em triplicatas
para 16 genes de referéncia comumente utilizados (QUADRO 03), e comporta
cDNA de 8 amostras, juntamente com Taq Man Universal Master Mix (Applied
Biosystems) em um volume final de 100 microlitros. A leitura foi realizada no
aparelho da Applied Biosystems 7900HT Fast Real time PCR System, utilizando
o seguinte programa de PCR: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 94 °C e 40 ciclos
de 30 segundos a 97 °C, seguidos de 1 minuto a 60 °C. Foram utilizadas cerca
de 500 ng de cDNA de 5 amostras de tumores de mama e 3 amostras de tecido
nao tumoral da mama (contralateral). A placa foi analisada utilizando os
softwares SDS v2.3 for the 7900HT Fast Real Time PCR System e RQ Manager
v1.2 (Applied Biosystems).

Os resultados foram analisados no software DataAssist® v. 3.0
(Disponivel em
http://marketing.appliedbiosystems.com/mk/get/DATAASSIST _SOFTWARE_L

107



OGIN, e estao representados na FIGURA 6. Os genes candidatos mais estaveis

apresentam os menores scores, sendo eles B2M, PPIA, IPO8 e ACTB.

Nome do Gene
18S Ribosomal RNA
Phosphoglycerate Kinase-1
B-actin
Polymerase (RNA) Il polypeptide A
Beta-2-microglobulin
Peptidyl-prolyl isomerase/ciclophypin A
Glyceraldehyd-3-phosphate dehydrogenase
Acidic ribosomal phosphoprotein PO
B-Glucuronidase
Transcription factor [ID, TATA box binding protein
Hydromethylbilane synthase
Transferin receptor (p90, CD71)
Hypoxanthine-phosphoribosyl-transferase 1
Ubiquitin C
Importin 8
Tyrosine 3 monooxygenase activation protein,

Zeta polypeptide

Simbolo

18 S

PGK1

ACTB

POLR2A

B2M

PPIA

GAPDH

RPLPO

GUSB

TBP

HMBS

TFRC

HPRT1

UBC

IPO8

YWHAZ

ID
Hs99999901_s1
Hs99999906_m1
Hs99999903_m1
Hs00172187_m1
Hs99999907_m1
Hs99999904 m1
Hs99999905_m1
Hs99999902_m1
Hs99999908 m1
Hs99999910_m1
Hs00609297_m1
Hs99999911_m1
Hs99999909_m1
Hs00824723_m1
Hs00183533_m1

Hs00237047_mA1

Tamanho (pb)
187
75
171
61
75
98
122
105
81
127
64
105
100
71
71

70
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ANEXO 1l

GRAFICOS DE DISTRIBUICAO DA CURVA DE NORMALIDADE PARA AS
AMOSTRAS DE EXPRESSAO GENICA.

Para ambos os genes foram realizados testes de normalidade afim de
identificar o teste mais adequado, e ambos o0s genes demonstraram uma
distribuicdo normal da curva. As amostras, principalmente para CDH1, que
influenciavam na média de forma a distorcer a normalidade foram retiradas dos
calculos onde a comparagdo das médias foi realizada. Abaixo estao

demonstrados os graficos de normalidade para os genes CDH1 e VIM,

respectivamente.
Normallity test - CDH1
K-S d=,10669, p> .20; Lilliefors p=<,10
Shapiro-Wilk W=97481, p=,22246
25
20
S 15
=
=
=
7
5 10
5
0 % A i
-10 8 6 4 2 0 2 4 6 8

Expression
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Normallity test - VIM
K-S d=,08857, p> 20; Lilliefors p> 20
Shapiro-Wilk W= 96425 p= 04567

Samples

40 [

35 ¢

30 ¢

25

20

-2

Expression

0
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ANEXO IV

RESULTADO TOTAL DAS AMOSTRAS REFERENTES A TECNICA DE
ANALISE DA VARIACAO DO NUMERO DE COPIAS.

COPY NUMBER VARIATION - VIM

| | "L
1234TOTBR01F RAA11BAT101R20 212220 42528 212620 30 32 40435 303738 304041 42434 434047 48 40503152 395435 305738 0601 26304 5067 BABATOTHT2TA TATSTETT A BB 8238485 848768 540001 020304 03047 9800 10101 102105 104105 081071081 1

COPY NUMBER VARIATION — CDH1

ES

il

w

Copy Number

| 1 Lull AT

o e T o
123507801011 231415147 (H1A20202200 2520202010 03132300435 38038 T040AN 244 USANT 48 0503152545455 85758 500 62044 50070000 TE 1273 TSTOTTT8TOR00AG2 63045 44723 400001 20304 05087 0800 100101102000 10010 IS 0THOBf0 1

As figuras acima representam a variagdo do numero de copia dos genes
CDH1 e VIM dentro do grupo amostral de 110 pacientes diagnosticadas com
cancer de mama. A moda do numero de copias do gene CDH1 ficou em apenas
uma copia. Ja o gene VIM apresentou moda 2 para o numero de cépias. Os
gréficos foram extraidos do COPYCALLER 2.0™ SOFTWARE (Applied
BioSystems). No grafico abaixo é possivel verificar o teste dos controles de
experimento mostrando que o pool utilizado apresentava 2 copias para ambos
os genes CDH1 e VIM.
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Copy Number Variation - controls

CONTROLCDH1 CONTROLCDH1
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ANEXO V

GRAFICOS DA DISTRIBUIGAO DA VARIAGAO DO NUMERO DE
COPIAS ENTRE OS PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS E IDADE

Os resultados para variacdo do numero de copias nao foram significativos
(P > 0,05) para diferenciar os subgrupos segundo parametros histopatologicos e
idade. As figuras abaixo representam a distribuicdo da variagcdo do numero de

copias para ambos os genes CDH1 e VIM, respectivamente.
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