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RESUMO

NICOLAU NETO, Pedro. Estudo do perfil de metilacdo na regido promotora dos genes hMLH1,
TP53 e CHD5 em carcinomas mamarios esporadicos de mulheres do Estado do Rio de Janeiro.
2010. 88 f. Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

Realizamos um trabalhno com o intuito de verificar o perfil de metilagdo de genes
supressores tumorais e de reparo em carcinomas de mama esporadicos, analisando 60 amostras de
tumores de mama provenientes de bidpsias de mama de mulheres naturais do Estado do Rio de
Janeiro. Para isto determinamos a frequencia de hipermetilacdo na regido promotora dos genes
supressores de tumor TP53 e CHD5 e de reparo hMLH1. Posto isto, verificamos que nenhuma
amostra apresentou hipermetilacdo na regido promotora do gene supressor de tumor TP53. Com
relacdo a analise do gene supressor de tumor CHD5, observamos que 15% das amostras
apresentaram hipermetilacdo em sua regido promotora. Na analise do perfil de metilacdo do gene de
reparo hMLH1 foi observado que 21,6% das amostras apresentaram hipermetilagdo no promotor
deste gene e, 12 das 13 pacientes cujas amostras apresentaram hipermetilacdo no promotor do gene
hMLH1 apresentavam idade de diagndstico superior a 45 anos. Ainda visando analisar o
funcionamento do gene hMLH1 em tumores de mama, analisamos a frequéncia de instabilidade em
microssatélites no STR D3S1611, que se encontra dentro da sequéncia do gene hMLH1. A
frequéncia de perda de heterozigose foi de 13% e houve correlacdo entre a presenca de LOH e
graduacdo histoldgica de Elston elevada (Il e I11).

Palavras-chave: Cancer de mama. Metilagdo no DNA. TP53. hMLH1. CHD5.



ABSTRACT

NICOLAU NETO, Pedro. Study of the DNA methylation profile in the promoter region of hMLH1,
TP53 and CHD5 genes in sporadic breast carcinomas of women population of Rio de Janeiro.
2010. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcéntara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

In order to verify the DNA methylation profile of tumor suppressor and DNA repair genes
in sporadic breast carcinomas, we analyzed 60 samples of breast tumors from biopsies of women
born in the State of Rio de Janeiro, Brazil. We analyzed the frequency of DNA hypermethylation in
the promoter region of the tumor suppressor genes TP53 and CHD5 and the DNA repair gene
hMLH1. We observed no hypermethylation in the TP53 promoter region. On the other side, 15%
and 21,6% of the samples showed hypermethylation in the CHD5 and hMLH1 promoter regions,
respectively. Furthermore, 12 of 13 patients who showed hypermethylation in the hMLH1 gene
promoter were diagnosed after 45 years old. We also analyzed the microsatellite instability in the
locus D3S1611, located in the hMLH1 gene, and observed a 13% loss of heterozygosity (LOH)
frequency. In addition, LOH was associated with higher Elston histological grades Il and I11.

Keywords: Breast cancer. DNA methylation. TP53. hMLH1. CHD5
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INTRODUCAO

Incidéncia e fatores de risco do cancer de mama

O cancer de mama é o mais frequiente e mortal tipo de cancer entre as mulheres no
mundo. Por se tratar de uma doencga multifatorial, a prevencéo se torna dificil, desencadeando
mais de 1,2 milhdes de casos relatados a cada ano, o que representa uma incidéncia de 10 a
12% de mulheres desenvolvendo a doenca. De todas as formagdes tumorais femininas, o
cancer de mama representa 23%, sendo a segunda formacdo tumoral mais incidente entre as
mulheres (Parkin et al, 2005). A figura 1 apresenta as taxas de incidéncia e mortalidade do
cancer de mama no mundo. Verifica-se que os paises mais desenvolvidos apresentam as
maiores incidéncias de cancer de mama. Entretanto, paises com taxas de incidéncia menores,
como Polinésia e pertencentes ao oeste da Asia apresentam taxas de mortalidade tio elevadas
quanto as dos paises mais desenvolvidos.

No Brasil, foi estimado uma incidéncia de mais de 49 mil novos casos de cancer de
mama entre as mulheres para o0 ano de 2010, com um risco estimado de 49 casos a cada 100
mil mulheres (figura 2). Na Regido Sudeste, o cancer de mama é o mais incidente entre as
mulheres, com um risco de 65 casos novos por 100 mil habitantes. Sem considerar os tumores
de pele ndo melanoma, este tipo de cancer também é o mais frequente nas mulheres das
regides Sul (64/100.000), Centro-Oeste (38/100.000) e Nordeste (30/100.000). Na Regiao
Norte é o segundo tumor mais incidente (17/100.000) (Ministério da Saude / INCA, 2009).
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Figura 1: Incidéncia e mortalidade causada pelo cancer de mama no mundo

INCIDENCIA MORTALIDADE

América do Norte 994/ - 19.2
Oeste da Europa l“l -zz.s
Australia / Nova Zeléndia 84 I -+
Norte da Europa 825 1&0
Sul da Europa 181
América do Sul
Leste da Europa
Polinésia
Sul d Africa
Osste da Asia
Caribe
Japdo
Oeste da Asia
América Central
Sudeste da Africa
Norte da Africa
Melanésia
Sul-Centro Asis
Leste ds Africa
China
Interior da Africa

I EEE 100 120
INCIDENCIA E MORTALIDADE POR 100.000 HABITANTES

Fonte: Adaptado de Parkine colaboradores, 2005.

O céncer de mama masculino é considerado uma doenca rara, com freqiiéncia de 1%
dentre todos os casos (Comet et al, 2009). Assim, o principal grupo de risco para o
desenvolvimento do cancer de mama séo as mulheres, sendo que fatores ambientais, sociais,
culturais, raciais e genéticos influenciam no desenvolvimento da doenca (Hankinson et al,
2004). No quadro 1 podemos observar como estes fatores podem aumentar ou diminuir o

risco do desenvolvimento do cancer de mama.
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Figura 2: Tipos de cancer mais incidentes estimados para 2010, exceto pele ndo melanoma, na
populacéo brasileira

N° de Casos

60.000 —

Feminino

50.000 = [l Masculino
40.000 —
30.000 —
20.000 —
10.000 — I I I
0 I i1 B =

Mama Prostata Traqueia, ~Colone Relo Estomago  Colodo  Cavidade Esdfago  Leucemias Pele
Feminina Brénquio e Utero Oral Melanona
Pulméo

Fonte: Ministério da Satde / INCA, (2009).

Quadro 1: Influencia de fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama

HISTORICO FAMILIAR OU PREDISPOSICAO

GENETICA - AUMENTA
TUMOR DE MAMA BENIGNO AUMENTA
PARIDADE DIMINUI
MENOPAUSA TARDIA (>54 ANOS) AUMENTA
NIVEIS ELEVADOS DE ESTROGENIO

ENDOGENO AUMENTA
REPOSICAO HORMONAL AUMENTA
T
MENARCA PRECOCE AUMENTA
CONSUMO DE ALCOOL AUMENTA
CONTRACEPTIVOS HORMONAIS AUMENTA
ATIVIDADES FiSICAS DIMINUI

Fonte: Adaptado de Hankinson e colaboradores (2004)
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Mulheres com idade mais avancadas apresentam maior risco do desenvolvimento da
doenca. Este fato se deve a perda progressiva da capacidade do organismo de reparar falhas
no desenvolvimento e crescimento dos tecidos, sendo este reparo essencial para impedir a
carcinogénese (Ries et al, 2000). Na figura 3 podemos observar um grafico representando a
variagdo da incidéncia do cancer de mama conforme a idade. Nele observamos um aumento
proporcional da incidéncia de cancer de mama com o aumento da idade. A menarca prematura
e menopausa tardia também apresentam-se como fatores de risco para o cancer de mama.
Nestes dois eventos a mulher esta sujeita a maior exposicdo a falhas nas transformacoes do

endométrio e da mama durante os ciclos menstruais (Singletary, 2003).

Figura 3: Incidéncia do cancer de mama aumentando conforme a progressao da idade

smTl———a - —

500 -

200 1 s

- 4

Incidéncia do cdncer de mama (por 100.000)
w
S

Idade (anos)

Fonte: Adaptado de Ries, 2000.

Estudos indicam que a nuliparidade também se apresenta como um fator de risco para
0 desenvolvimento de cancer de mama, pois com a auséncia da gestacdo, os Orgdos
reprodutores femininos ndo se tornam totalmente maduros, principalmente as mamas,
mantendo-se mais sujeitos a falhas durante os ciclos menstruais (Brinton et al, 1988). Além
disto, mulheres com filhos apresentam melhores prognosticos quando desenvolvem a doenca

e melhor resposta ao tratamento (Black et al, 1983).
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O tabagismo e o alcoolismo podem também influenciar o desenvolvimento de
carcinoma mamario. VArios estudos evidenciam uma correlacdo entre o desenvolvimento do
cancer de mama e o consumo moderado de alcool. Individuos que ingerem alcool em
quantidade significativa podem apresentar alteracfes nos niveis de horménios no sangue,
principalmente o estrogénio (Zang et al, 2007).

A utilizacdo de reposicdo hormonal, que também influencia diretamente nos niveis
séricos de hormdnios gonotroficos, influencia na suscetibilidade do desenvolvimento do
cancer de mama. Porém, a influéncia da reposicdo hormonal cessa ap0s 4 ou 5 anos da
interrupcdo deste tratamento (Steimberg et al, 1991).

Habitos alimentares, como o consumo de produtos industrializados, com utilizacéo de
conservantes, e outros produtos quimicos também constituem fatores que podem influenciar o
desenvolvimento do cancer de mama. O fato de ter desenvolvido cancer de mama no passado
também apresenta-se como forte fator de risco para um novo tumor (Agrawal et al, 2008).

Algumas alteracGes genéticas podem atuar aumentando a suscetibilidade de um
individuo desenvolver cancer de mama, podendo elevar os niveis de desenvolvimento da
doenca em até 200 vezes (Singletary et al, 2003). Um bom exemplo de alteracbes genéticas
sdo as mutagdes no gene BRCAL, localizado no cromossomo 17, que sdo amplamente
encontradas em membros de familias que apresentam histdrico de cancer de mama (Baynes et
al, 2007). O fato de familias com casos de cancer de mama masculino ndo apresentarem
mutacdes no gene BRCAL influenciou o desenvolvimento de novos estudos e levou a
investigacdo de outros genes de suscetibilidade ao cancer e a identificacdo do gene BRCA2
(Baynes et al, 2007).

Se a familia possui mais de dois casos de cancer de mama diagnosticados em idade
precoce e pelo menos dois casos de cancer de ovario, a probabilidade de detec¢do da mutacéao
no gene BRCA ¢ alta. Fatores preditivos de identificacdo de mutagdo incluem numero de
individuos afetados, idade de diagndstico, ascendéncia judia e caracteristicas patoldgicas
(Greenblatt et al, 2001).

Certas mutacOes estdo presentes em grupos étnicos, chamadas mutacdes fundadoras.
Estas mutacdes sdo disseminadas por deriva génica ao longo do tempo e se instalam em
determinada populacdo. Algumas mutacdes no gene BRCA1L, encontradas em individuos
judeus Ashkenazi, sdéo um bom exemplo de mutac¢des fundadoras. Durocher e colaboradores,
em 1996, identificaram duas mutacdes recorrentes no BRCA1 (185delAG, 5382insC) em uma
série de familias em Quebec, Canada. Os autores descobriram que essas mutacdes estavam

presentes em ancestrais judeus. Posteriormente, identificou-se outra mutacdo fundadora no
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BRCA2 (6174delT). Investigadores demonstraram que mulheres judias que ndo apresentam
uma destas trés mutagdes fundadoras dificilmente apresentam mutacdo no gene (Narod et al,
2004). Muitos pesquisadores acreditam que o teste genético em mulheres judias deva ser
restrito a analise destas trés mutacGes. Outras mutacGes fundadoras foram também
identificadas em populages da Islandia e Polbnia (Braczkowski et al, 1998).

Em aproximadamente 50% dos casos de cancer de mama ha a superexpressdo de
receptores de estrogénio e de receptores de progesterona na membrana plasmatica das céelulas
cancerigenas. O estrogénio e a progesterona sdao hormoénios que atuam como fatores de
sinalizag@o de crescimento e divisdo celular, promovendo a multiplicacdo celular (Labrie et
al, 2003). Muitos tratamentos de combate ao cancer de mama utilizam antagonistas destes
horménios para assim bloquear seus receptores e impedir a sinalizacdo de crescimento celular
que eles proporcionariam. O tamoxifeno € um dos tratamentos mais eficazes neste aspecto e
apresenta resultados satisfatorios em mais de 50% dos casos de tumores ER (“estrogen
receptor”) positivos (Feldman et al, 2002).

Algumas mutacGes no gene do receptor de estrogénio, denominadas mutacgdes
ativadoras, podem desencadear a supersinalizacdo por esses receptores sem a necessidade de
ligacdo com seu agonista. Com isto, cascatas de divisfes celulares se sucederdo e as células
estardo mais expostas a falhas na replicagcdo do DNA (Sommer e Fuqua, 2001).

Terapias que utilizam antagonistas destes receptores ou estereoctomia apresentam
bons resultados quando os genes dos receptores ndo se encontram mutados. Entretanto,
sempre se mantém no organismo concentracGes residuais de estrogénio, o que leva ao
aumento da expressao de seus receptores. Assim, com o0 tempo, estas terapias podem perder
seu poder de acdo e as células cancerigenas podem voltar a receber a sinalizacdo do
estrogeénio.

Pacientes com tumores de mama positivos para receptores de estrogénio e de
progesterona apresentam uma melhor sobrevida em relacdo a pacientes com tumores
negativos para estes receptores, com média de sobrevida maior do que cinco anos em 83%
dos pacientes receptores positivos e de 69% em pacientes receptores negativos (Grann et al,
2005). O perfil de expressdo destas proteinas receptoras pode variar com 0 progresso da
doenca. Por exemplo, a expressdao de receptor de estrogénio em tumores metastaticos
mostrou-se diferente da que estava presente nos tumores primarios em 20% dos casos
analisados de tumores de mama (Kuukasjarvi et al, 1996). Em adicdo, a expresséo de receptor
de progesterona € perdida em 40% dos casos de tumores de mama quando estes se

transformaram em metastaticos (Franco et al, 2004).
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Outro relevante biomarcador em pacientes de cAncer de mama € o receptor de fator de
crescimento epitelial 2, chamado HER2 ("Human Epidermal growth factor Receptor-type 2”).
A superexpressdo desta proteina nas células pode desencadear uma proliferacdo celular
acelerada e angiogénese, além da inibicdo de apoptose. Devido a isto, tumores HER2+ sdo
mais agressivos e levam a um pior prognéstico, quando comparado a tumores HER2- (Smith
et al, 2007).

Diagnostico no cancer de mama

Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do carcinoma de mama € a
resolugdo da heterogeneidade tumoral caracteristica destes carcinomas (Sorlie, 2004). A
classificacdo morfolégica (anatomo-patoldgica) atualmente utilizada é insuficiente para
caracterizar os carcinomas de mama, uma vez que 0s tumores com 0 mesmo grau, estadio e
tipo histoldgico podem apresentar diferentes prognosticos e respostas a terapia (Reis-Filho et
al, 2006). Acredita-se que as limitagdes na classificacdo morfologica sdo devidas a
incapacidade de se considerar as caracteristicas biologicas destes tumores (Sorlie et al, 2003).

Assim, tecnologias aplicadas nos estudos de DNA, RNA e do perfil das proteinas,
podem ser utilizadas para retratar um fenotipo detalhado do tumor. A caracterizacdo
sistematica e detalhada dos tumores em uma escala genémica pode ser correlacionada com
informacdes clinicas, contribuindo, desta forma, para aumentar o entendimento das causas e
progressdes do carcinoma e para capacitar a descoberta de novos marcadores moleculares,
possibilitando intervengdes terapéuticas (Bertucci et al, 2006).

Segundo o AJCC (American Joint Committee on Cancer, 2002), baseado na
localizacdo e extensdo, os carcinomas de mama sdo classificados em carcinoma in situ e
invasor. Inicialmente, os carcinomas foram divididos em ductal e lobular, pois se pensava que
tinham origens distintas. No entanto, atualmente, sabe-se que ambos se originam na unidade
terminal duto-lobular. Embora haja predominancia de acometimento dos dutos pelo
carcinoma dito ductal e dos Iébulos pelo lobular, os critérios citoarquiteturais que permitem
distinguir esses dois grandes grupos de carcinomas parecem estar relacionados mais a
diferenciacdo do que a origem dos tumores, razdo pela qual alguns autores preferem designa-

los carcinomas de tipo ductal e de tipo lobular.
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Carcinoma nao-invasivo

O carcinoma ndo-invasivo, ou in situ, é caracterizado pelo crescimento da formacao
tumoral dentro dos dutos da glandula mamaria, sem que haja penetracdo da membrana basal
do tecido e, portanto, sem a presenca de células tumorais em dutos que proporcionariam a
invasdo do estroma. O carcinoma in situ é subdividido em duas categorias: carcinoma ductal
in situ (CDIS) e carcinoma lobular in situ (LCIS).

O carcinoma ductal in situ é muitas vezes subdividido pela presenca ou auséncia de
comedonecrose. O carcinoma ductal enddcrino in situ é um padrdo de crescimento variante do
carcinoma ductal in situ, onde o arranjo das células sugere uma estrutura endocrina. Este € um
termo descritivo que carece de significado clinico ou progndstico.

O carcinoma lobular in situ é caracterizado pela distensdo dos dutos lobulares por uma
populacdo de celulas uniformes e disconectas que nao apresentam pleomorfismo nuclear,
nucléolos e atividade mitdtica. Estudos evidenciam que a sua presenca pode ser considerada
como um indicador de aumento do risco relativo para o paciente desenvolver carcinoma

mamario invasivo.

Carcinoma invasivo

E caracterizado pela penetracdo neoplasica da membrana basal de um duto
apresentando carcinoma in situ e pela extensdo dos agregados celulares neoplésicos no

estroma mamario.

Carcinoma ductal infiltrante (CDI)

Compreende cerca de 75% de todos os tumores de mama invasivos. A designacgao de
carcinoma ductal refere-se a crenca de que este tipo de carcinoma origina-se nos dutos da
glandula maméria. Este padrdo de crescimento neoplésico pode ser associado a tumores ndo

invasivos como o carcinoma lobular in situ ou carcinoma ductal in situ.

Carcinoma lobular infiltrante

O carcinoma lobular invasor representa 10% dos carcinomas invasores de mama e tem
bom prognostico, com sobrevida de 10 anos em 80-90% das pacientes. As variantes
histoldgicas sdo os subtipos alveolar, solido, pleomoérfico e formas mistas.
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Carcinoma Mucinoso (coléide)

O carcinoma mucinoso, também conhecido como carcinoma col6ide, mucdide ou
gelatinoso, representa 2% dos carcinomas de mama invasivo. Manifesta-se em mulheres apds

a menopausa e tem bom progndstico, com sobrevida de 10 anos em 80% a 90% dos casos.

Carcinoma medular

O carcinoma medular é uma forma de carcinoma ductal invasivo caracterizado por um

padrdo de crescimento limitado, acentuado pleomorfismo nuclear e atividade mitética.

Carcinoma papilar

Pode se referir a um carcinoma invasivo ou ndo, estando esta caracteristica relacionada
ao resultado do crescimento papilar. Uma neoplasia papilar ndo-invasiva esta presente dentro

de um duto dilatado, e é muitas vezes ligado a mais de um local na parede do duto.

Carcinoma tubular

E uma forma bem diferenciada do carcinoma de mama invasivo. O carcinoma
geralmente apresenta-se associado a focos de carcinoma ductal in situ e é caracterizado
microscopicamente pela presenca de pequenos dutos angulados uniformes que invadem o

estroma mamario.

Carcinoma adendide cistico

Carcinoma adendide cistico € caracterizado pela baixa presenca de células invasivas,
apresentando um crescimento celular na forma de cilindros, contendo mucina e rodeado tanto

por células epiteliais quanto por mioepiteliais.

Carcinoma com metaplasia

Embora os focos de mudanga metaplasicos ndo sejam incomuns no carcinoma ductal
invasivo, alguns tumores consistem quase inteiramente de um Gnico padréo de crescimento.
As metaplasias sdo tipicamente circunscritas e preferencialmente se apresentam em mulheres

pOs-menopausicas.
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Classificacao histopatologica no cancer de mama

O sistema de classificacio TNM (Tumor-Nodulo-Metastase) foi desenvolvido por
Pierre Denoix entre os anos de 1942-1952 e representou uma tentativa de classificar o cancer
baseado nos mais importantes atributos morfologicos de tumores malignos que influenciariam
0 progndstico da doenga: tamanho do tumor primério (T), comprometimento neoplésico de
linfonodos regionais (N) e presenca de metastases a distancia (M). A UICC (Unido
Internacional Contra o Cancer) apresentou uma classificacdo do cancer de mama baseado no
sistema TNM em 1958, e 0 AJCC (American Joint Comittee on Cancer) publicou um sistema
de estadiamento de cancer de mama, também baseado no TNM, no seu primeiro manual de
estadiamento em 1977. No mesmo ano, uma reviséo eliminou as diferengas entre os sistemas
TNM do AJCC e da UICC, conforme resumido no quadro 2 (Singletary et al, 2006).

No quadro 3, estdo descritos os estadiamentos TNM para o cancer de mama, o qual é
baseado no conjunto de todos os valores do sistema de classificagdo TNM. Quanto maior for
0 estadiamento TNM, menor o percentual de chance de sobrevivéncia global de 10 anos de

um individuo, como mostra a figura 4.
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Quadro 2: Classificagdo TNM resumida para o cancer de mama de acordo com o manual
deestadiamento da AJCC 6°-Edicao

CIlassiTicacao DeTinicao

Tumor primario (T)
TX TO Tumor primario ndo acessado Sem evidéncia de tumor

TisT1 primario Carcinoma in situ

T1aT1bT1cT2 T3 Tumor < 2cancer de mama em sua maior dimensao

Tumor > 0,1cancer de mama, porém < 0,5cancer de
mama em sua maior dimensao

Tumor > 0,5cancer de mama, porém < 1cancer de
mama em sua maior dimensdo Tumor > 1cancer de
mama porém < 2cancer de mama em sua maior
dimensdo Tumor >2cancer de mama porém < Scancer
de mama em sua maior dimensdo Tumor >5cancer de

mama em sua maior dimensao

Cinfonodo regionar (N)

NX Linfonodo nédo pode ser acessado

NO Sem metastase no linfonodo

N1 Metéstase no linfonodo axilar ipsilateral mével

N2 Metastase no linfonodo axilar ipsilateral fixo

N2a Metastase no linfonodo axilar ipsilateral fixo a outro ou

outras estruturas
Metastase somente em linfonodos mamarios internos

N2b ipsilaterais definidos por
exame clinico
N3 Metastase nos linfonodos infraclaviculares ipsilaterais
Metastase (V)
MX A distancia da metéstase ndo pode ser avaliada
MO Sem metastase
M1 Metastase

Fonte: Adaptado de Singletary et al(2006).



Quadro 3: Estadiamento TNM Estadiamento TNM para o cancer de mama adaptado do

manual deestadiamento da AJCC 6°-Edicdo, 2002.

Estadiamento TNM Descricéo
0 Tis NO MO
| T1 NO MO
TON1MOT1N1IMO
HA T2 NO MO
Z NI MO
1B T3 NO MO
TON2 MOT1N2MO0T2N2MOT3
N1 MO
HIA T3 N2 MO
T4 NO MOT4 N1 MO
1B T4 N2 MO
nc Qualquer T N3 MO
v Qualquer T Qualquer N M1

Figura 4: Sobrevida global relativa de 10 anos associada com o estadiamento TNM pela

AJCC/UICC
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Fonte: Adaptado de Bland et al, 1998. Foram analisados 1.300.000 casos obtidos através do Banco de
Dados Nacional do Cancer nos EUA, entre os anos de 1985 e 1996. O estadiamento Il inclui os
subtipos I1A e 1B e o estadiamento 11 inclui os subtipos I1A, 11B e I1IC.
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Até recentemente, as graduacfes histoldgicas mais comumente utilizadas nos Estados
Unidos eram o sistema original SBR (Scarff-Bloom-Richardson) e o método Black, que
enfatiza a graduacdo nuclear e ndo considera tibulos como critério (Black et al, 1955). Na
Europa, o sistema SBR modificado por Elston-Ellis (sistema Nottingham) € o preferido e esta
sendo cada vez mais utilizado nos EUA (Simpson et al, 2005).

O grau de formacdo tubular, o pleomorfismo nuclear e o indice mitético sao
parametros utilizados para a graduacao histologica do sistema de Scarff-Bloom- Richardson
modificado por Elston-Ellis, com importante valor prognostico.

O estudo do perfil molecular do carcinoma de mama vem mostrando um importante
avanco a partir da identificacdo dos perfis de expressdo génica que foram baseados em
estudos com cDNA microarrays em mais de 8.000 genes humanos pertencentes a 42
pacientes (Perou et al, 2000). Subseqlientes analises mais refinadas foram realizadas em
modelos propostos por outros pesquisadores e foi possivel distinguir 0s subtipos tumorais e 0s
atuais conceitos em que se baseia a classificacdo molecular, correlacionando os subtipos de
carcinoma de mama com parametros clinicos relevantes, como o tempo de sobrevida e o
tempo livre de doenca (Bertucci et al, 2006). De acordo com esta técnica, 0s carcinomas de
mama foram subdivididos em cinco grupos: luminal A, luminal B, superexpressdo do HER2,
basal e normal breast-like.

O subtipo luminal A, cujo fen6tipo € RE positivo e HER2 negativo, foi caracterizado
pela elevada expressdo de genes representados pelas células epiteliais luminais, como, por
exemplo, as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19. Este fenotipo esta associado a assinatura de melhor
prognastico e responde a terapéutica com antiestrogénicos. O subtipo luminal B, cujo fen6tipo
é RE positivo e HER?2 positivo, foi caracterizado por baixa ou moderada expressdao de genes
expressos pelas células epiteliais luminais, como, por exemplo, as citoqueratinas 7, 8, 18 e 19.
Este fendtipo esta associado a pior progndstico, sendo particularmente relacionado a recidiva
tumoral, por apresentar possiveis similaridades com os tumores RE negativos (Eisenberg et al,
2004).

O subtipo superexpressdo do HERZ2, cujo fenotipo € RE negativo e HER2 positivo, foi
caracterizado pela superexpressao de uma das moléculas da familia dos receptores de fator de
crescimento epidérmico, o HER2. A amplificacdo do oncogene HER2 e, concomitantemente,
a superexpressao de sua proteina, € atualmente implicada como um importante biomarcador
de progndstico no carcinoma de mama (Sorlie et al, 2006). Estes tumores apresentam boas
respostas a drogas que blogueiam a atividade do HER2, como, por exemplo, o anticorpo

monoclonal trastuzumab (Eisenberg et al, 2004).
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O subtipo basal, cujo fenétipo é RE negativo e HER2 negativo, foi caracterizado pela
expressdo de varios genes expressos nas células progenitoras ou células basais/mioepiteliais2.
De acordo com as mais recentes publicacdes, este fenotipo mostra positividade para CKS5,
CK®6, CK14, CK17, receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina e p63,
que sdo proteinas expressas nas células basais/mioepiteliais (Dufloth, 2004). Este perfil esta
ligado a mutagdes genéticas no BRCAL (Paredes et al, 2007) e é um dos mais intrigantes
subtipos tumorais, pois tem associacdo com pior prognostico e ndo possui alvo terapéutico
definido, como o0s outros subtipos. Portanto, ndo responde ao tratamento com drogas

antiestrogénicas nem com o anticorpo monoclonal anti-HER2 (Matos et al, 2005).

Aspectos moleculares no cancer de mama

Na vida de um organismo complexo como o humano, a renovacgéo tecidual é muito
importante para a manutencdo da homeostase. Esta renovacdo € importante pelo fato das
células perderem com o tempo a capacidade de desempenhar com total capacidade suas
atividades. Em adicdo a isto, muitas vezes as células sdo alvo de agentes genotdxicos e
mutagénicos, o que indica a elas a necessidade de programar sua morte, a apoptose.

Vaérias vias protéicas atuam na tentativa de preservar a integridade de uma célula, uma
Vez que reparar um erro custa menos ao organismo que gerar uma nova célula. Para isto,
proteinas de reparo do DNA atuam reparando possiveis falhas presentes no codigo de
diferentes sequéncias do genoma, falhas estas que podem ser ocasionadas pelos tais agentes
genotdxicos e mutagénicos ou por erro na replicacdo do DNA. Quando as vias de reparo do
DNA ndo atuam corretamente ha, entdo, a necessidade de se acionar as vias apoptoticas.

Em nosso genoma existe uma série de genes supressores de tumor, que expressam
proteinas que atuardo impedindo que celulas defeituosas possam progredir e se dividir. Estas
proteinas sdo muito importantes para preservar a integridade de um tecido e apresentam
grande influéncia no impedimento da formacdo tumoral (Vogel, 1979). Podem atuar também
contra a agdo de oncogenes, seja na promocdo da parada do ciclo celular ou através do
desencadeamento da apoptose.

Por outro lado, o genoma humano também apresenta 0s proto-oncogenes, que
expressam proteinas que atuam na promog¢do do crescimento e divisdo celular. Quando

mutadas ou superexpressas, estas proteinas podem atuar de forma acelerada, desencadeando
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maltiplas divisGes celulares sem que haja uma revisdo do DNA nas células filhas. Assim,
erros de pareamento e mutagfes tem maiores probabilidades de ocorrer e, com eles, células
com fendtipo mutante podem ser formadas. Desta forma, os oncogenes podem influenciar a
sinalizacdo de crescimento e divisdo celular e vias de sinalizacdo antiapoptéticas. A acgéo
destas proteinas é essencial para desencadear a formacdo tumoral (Deng et al, 2010).

Mutacdes deletérias em genes de supressdo tumoral podem impedir a a¢do correta do
produto destes genes o que aumentard a probabilidade do desenvolvimento tumoral
(Vogelstein e Kinzler, 1993).

Uma terceira classe de proteinas que atuam no contexto do desenvolvimento de
tumores sdo as proteinas codificadas pelos genes de reparo do DNA. Seus produtos
apresentam grande importancia na manutencdo da integridade do codigo genético da célula. A
importancia destes genes foi descoberta quando observou-se a correlacdo entre a presenca de
mutacBes em sequéncias de genes que codificam proteinas do sistema de reparo do
emparelhamento erréneo do DNA (MMR — “mismatch repair”) e o cancer colorretal néo-

poliposo hereditario (Liu et al, 1995).

Instabilidade genbmica em microssatélites

Os microssatélites sdo sequéncias repetitivas curtas em tandem (STR - “short tandem
repeats”), variando o tamanho da sequéncia de 2 a 6 pares de bases. No inicio dos anos 90,
foram descritos aproximadamente 200.000 loci STR triméricos ou tetrameéricos, espalhados
pelo genoma humano, sendo a ocorréncia deles no cromossomo X humano a cada 300 a 500
kb. Essa distribuicdo parece ocorrer também por todo o genoma, podendo estar presentes em

regides codificantes ou ndo. Se ocorrerem em regides transcritas, provavelmente estardo
presentes em introns ou em regides flanqueadoras da transcri¢do génica (Edwards et al, 1991).

As instabilidades em microssatélites afetam de maneira drastica genes como TGFbRII,
IGF-2R e BAX que apresentam STRs em suas regides codificantes (Loeb e Monnat, 2008).
Estes genes citados estdo diretamente relacionados ao controle do crescimento celular e da
apoptose.

Um dos principais sistemas de reparo do DNA nas células humanas ¢ o MMR
(“mismatch repair”). Sua atuagdo consiste no reparo de bases mal-pareadas e de largas
insercdes/delecdes. MutagOes e silenciamento epigenético nas proteinas membros do MMR

estdo associados ao aumento da instabilidade genética (Hakem, 2008). Uma caracteristica
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inerente as células tumorais que apresentam mutagdes em genes do sistema de reparo MMR é
a presenca de instabilidade gendmica (Aguilera et al, 2008). Devido ao malpareamento das
bases, as sucessivas replicacbes do DNA e a ndo reparacdo dos erros, 0 genoma acumula
falhas que podem ser tanto de ganho de material genético, com alteracdes de gendtipos e de
estrutura de genes, como de perda de DNA, por delecGes e falhas da DNA polimerase na
leitura do DNA molde (Conde et al, 2009).

Durante a sintese de DNA, os iniciadores e a fita molde de DNA apresentando
microssatélite podem ocasionalmente se desassociar e se reanelar de maneira erronea devido a
presenca de repeticdes nucleotidicas presentes nos STRs. Este fato pode gerar uma molécula
heteroduplex de DNA e 0 nimero de repeticdes em tandem presentes na fita recém sintetizada
pode diferir da pertencente a fita molde, formando os IDLs — “loops” de insercao/delecéo.
Quando a DNA polimerase ndo consegue reconhecer e reparar 0 erro no momento da
replicacéo, as IDLs sdo enderecadas para o sistema MMR. O sistema MMR atua degradando
a se¢do da fita de DNA que contém o erro e recruta a DNA polimerase para novamente gerar
o fragmento correto (Hakem et al, 2008, Andrew et al, 2009). Na figura 5 temos uma
representacdo esquematica de como o sistema MMR executa o reparo na cadeia de DNA.

Assim, portanto, as instabilidades em microssatélites podem ser analisadas como
sinalizadores de estagios do tumor e podem ser utilizadas, em alguns casos, como marcadores

de progndstico para o tratamento da doenga.
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Figura 5: Atividade do sistema de reparo MMR.

A Bases mal pareadas B Insercdo / Delecdo Loop

A~ A~

Y Reconhecimento Y
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RFC Ligacao

DNA polimerase

N

A acdo do MMR é iniciada quando os heterodimeros MutSa ou MutSb reconhecem e se ligam
a um pareamento incorreto de bases. A: MutSa reconhece e se liga a bases pareadas
erroneamente. B: MutSb reconhece e se liga a loop de insercdo / delecdo. Heterodimeros de
MutL homdlogos, como hMLH1-hMLH3 e PMS1 e PMS2, bem como EXO1, RPA, RFC e
DNA polimerase sdao também recrutados ao complexo para completar a excisdo da falha na
cadeia de DNA e a sintese da nova fita e a ligacdo. Adaptado de Martin e colaboradores,
2010.

Esta via de reparo de DNA € evolucionariamente bem conservada e muito do que se
sabe sobre o sistema MMR humano foi observado em estudos com Escherichia coli e
Saccaharomyces cerevisiae (Kunkel e Erie, 2005). Entretanto, a importancia do mau
funcionamento do sistema MMR humano somente pode ser observada em sistemas de
mamiferos, nos quais se verificou que as proteinas do sistema MMR também atuam nas vias
de metabolismo do DNA e organizacédo estrutural da fita de DNA para sinalizacdo de danos

aos processos de recombinacédo genética (Hsieh et al, 2000).
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Gene de reparo hMLH1

O gene hMLH1 foi identificado como um locus frequentemente mutado em céncer
coloretal ndo-poliposo (Bronner et al, 1994), com uma frequéncia de mutacdo de
aproximadamente 90% dos pacientes com cancer coloretal hereditario ndo-poliposo (Sengupta
et al, 2007). O gene hMLH1 esta localizado no cromossomo 3, 3p21.3, apresenta
aproximadamente 60 kb e codifica uma proteina de 756 aminoacidos. O produto deste gene €
uma proteina homdloga a MutL de E. coli. A proteina MutL é uma ATPase e somente atua
quando ha a formagdo de um homodimero. Sua atividade consiste no reconhecimento de
pareamento errado de bases, o qual acarreta a remocdo do fragmento da sequéncia de DNA
contendo o erro.

A proteina hMLH1 em humanos exerce sua funcdo no reparo do DNA quando
presente em um heterodimero com a proteina PMS2 (Li et al, 2008). Este complexo protéico
¢ denominado MutLa e atua como uma endonuclease. Subsequente a atividade da excisdo das
bases pareadas erroneamente, a exonuclease EXOL1 participa removendo as bases (Mastrocola
et al, 2009). Na figura 5 pode-se observar a representacéo da atuacdo da hMLHL1.

Estudos sobre o gene de reparo hMLH1 tem mostrado que ele se encontra alterado em
diversas formas tumorais. Hipermetilacdo da regido promotora e mutacdo de sua cadeira
génica sdo as principais vias de inibicdo da transcricdo deste gene (Naqvi et al, 2008). A
associacao entre mutacdo e hipermetilacdo da regido promotora do gene é um dos principais

responsaveis pelo fenébmeno de instabilidade em microssatélite (Duriseti et al, 2006).

Gene supressor de tumor TP53

Quando tratamos de cancer ndo podemos deixar de citar o gene TP53. Este gene foi
descrito em 1953 como um oncogene, sendo posteriormente classificado como um gene
supressor de tumor. O locus da proteina supressora de tumor 53 (TP53) esta localizado no
cromossomo 17, na posicao 17p13.1 (Isobe et al, 1986). O gene apresenta 19 Kb e contém 11
éxons. Desses 11 éxons, 0 primeiro ndo é transcrito.

A proteina p53, de 53 kDa e 393 aminoacidos, é uma fosfoproteina nuclear. A
ativacdo da p53 acontece por estresse celular, como danos ao DNA e estresse oncogénico
(Stiewe, 2007). A figura 6 apresenta um esquema de ativacdo e atuacdo da proteina supressora

de tumor p53 e o seu papel na indugdo da apoptose.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Isobe%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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Figura 6: Esquema simplificado ilustrando a atividade da proteina supressora de tumor p53 na

indugdo a apoptose

[Fator de crescimento
ou de sobrevivéncia

APOPTOSE CICLO CELULAR]

O processo de inducdo a apoptose € altamente complexo e necessita da atuacdode muitas
proteinas. Simplificadamente, pode-se destacar que a partir de uma quebra na sequénciade
DNA a proteina de reconhecimento ATM aciona a proteina de checagem do ciclo celular
Chk1/2, esta por sua vez recruta p53 que podera desempenhar sua funcdo induzindo a
apoptose diretamente, ou atuando como fator de transcricdo ou mesmo interagindo com
proteinas da cadeia de caspases.Adaptado de Hollstein e Hainant, em 2010.

Muitos estudos sobre o gene da TP53 nas Ultimas trés décadas revelaram uma rede
complexa de fatores que regulam o desempenho da proteina. Dentre alguns destes fatores,
podemos citar a presenca de mais de uma regido promotora em seu gene e regides de splicing
alternativo. Devido a isto, mais de dez isoformas da proteina p53 foram identificadas
(Murray-Zmijewski et al, 2006). Verificando a atividade das alteracdes pos-traducionais no
controle da atividade da p53, a atividade proteina varia conforme sua concentracdo no meio
intracelular, variagcdes estruturais, localizagao intracelular, ligacdo ao DNA e interagdo com
outras proteinas. A concentracdo da proteina na célula e sua ativacdo sdo reguladas por um
padrdo de modificacbes pos-traducionais, como por exemplo, fosforilacdo, acetilagéo,
ubiquitinacdo, metilacdo e glicosilacdo (figura 7). A proteina Mdm2, um regulador negativo
da p53, é o principal controlador dos niveis de p53 na célula e de sua localizagdo subcelular.
Enzimas que realizam as modifica¢fes pos-traducionais na p53 também desempenham grande
importancia na regulacdo da atividade da proteina, pois sem essas modificacGes a proteina ndo
consegue realizar sua atividade de reconhecimento de sequénciasde DNA e de interacdo da
p53 com cofatores transcripcionais de promotores de genes alvo (Hollstein e Hainant, 2010).
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Figura 7: Vias de regulacdo da proteina p53
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Fonte: Adaptado de Hollstein e Hainant, 2010. As principais vias de controle da atividade da proteina

p53 estdo representados na figura, como por exemplo a atuacdo da proteina ARF impedindo a agdo de
Mdm2 e a indugéo de degradacdo da p53 por ubiquitinacéo.

A p53 pode ser ativada por uma quebra simples na dupla fita de DNA ao longo do
genoma. A presenca da quebra simples na sequénciade DNA é suficiente para aumentar 0s
niveis de p53 na célula. Neste caso de ativacdo, a p53 ativa a proteina ATM quinase, a qual
fosforila a p53, impedindo que a proteina sofra ubiquitinacdo. Uma segunda via se inicia
guando outros danos no DNA, como os causados por quimioterapia e radiacdo UV ocorrem.
Essa via leva a ativacdo da caseina quinase Il (CKII), também desencadeando a fosforilacdo
da p53. Uma terceira via de ativacdo da p53 é acionada por anormalidades nos niveis de
fatores de crescimento, o que desregula o ciclo celular. A terceira via ndo necessita de
quinases para intermediar a inducdo do aumento dos niveis de p53. Outras vias de ativacdo e
controle dos niveis de p53, como estresse fisioldgico e hipoxia, ainda necessitam de maiores
estudos (Cosse et al, 2009).

Dependendo do ponto do ciclo celular em que ocorre a ativacdo da proteina p53, agdes
diferentes podem ser desencadeadas. Se a ativacdo se der na fase G1, o ciclo celular serad
interrompido, e assim também a multiplicagdo celular, até que o dano no DNA ou algum
outro tipo de estresse celular seja reparado. Se a ativagdo se der apés a fase de sintese, a célula
sera programada para a morte (Cheng et al, 2010).

A p53 pode atuar como fator de transcricdo, ligando-se pelo seu dominio central a
sequéncias especificas do DNA, podendo ativar trés vias distintas: inibi¢cdo do ciclo celular,
ativacdo de proteinas de reparo e apoptose. Também participa do reconhecimento de danos no
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DNA pelo sistema de reparo por excisdo de nucleotideos (NER), agindo como fator de
acessibilidade ao DNA para o NER (Adimoolan et al, 2003) e modulando as atividades de
proteinas deste sistema de reparo como XPB e XPD (Dregoesc e Rainbow, 2009). Além
disso, atua na regulacdo da expressdo das proteinas DDB2, responsaveis pela ligacdo da
maquinaria de NER ao DNA e XPC, que agem no reconhecimento de erros na fita de DNA no
NER (Rubbi et al, 2003).

Exercendo sua atividade na via apoptoética, a p53 desempenha funcéo na regulacao de
genes chave para o desencadeamento da morte celular programada. Promove a ativacdo de
familias de genes pro-apoptoticos como Bcl-2, Bax, PUMA, Bid e Noxa, que ativardo a
despolarizacdo da membrana mitocondrial e inibe a atividade de proteinas anti-apoptéticas
através de ligacdo direta a elas. Estas proteinas impediriam a liberacdo do citocromo C e 0
inicio da cascata de caspases (Waéster et al, 2009).

Mutacg6es no gene da proteina p53, além de impedir a formacéo correta do tetramero,
podem ocasionar um aumento da meia vida da proteina, sua migracdo para o citoplasma e
impedimento de ligacdo ao DNA. Normalmente, as mutacfes que acometem o gene TP53 séo
do tipo “missense”. Esse tipo de mutagdo leva a uma alteracdo de aminoacidos devido a troca
de uma base nitrogenada na sequéncia de um cddon. Células com mutac@es significativas no
gene TP53 perdem a funcgdo supressora de tumor da proteina p53, mas ainda ha outras vias de
protecdo contra a formacdo tumoral, existindo outras proteinas com acdo contra o estresse
oncogénico. Weinberg (2006) mostra que a taxa de mutacdo no gene TP53 varia de 10 - 50%
em diversos tipos de tumor (Figura 8). Estudos correlacionando mutacGes no gene TP53 e
carcinomas mamarios mostram que aproximadamente 25% dos tumores de mama apresentam
mutacdo no gene TP53 (IARC, 2009). O promotor do gene TP53 ndo apresenta uma regiao
rica em CpG, ndo formando, assim, ilhas CpGs. Entretanto, uma pequena regido no inicio do
promotor, de 85 pb, contém 16 dinucleotideos CpG e esta regido apresenta-se hipermetilada
em diversos tipos tumorais (Hurt et al, 2006).
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Figura 8: Gréfico apresentando a porcentagem de mutacdo do gene TP53 nos principais tipos
de cancer

Cérvix Uterino ——
Tireoide 7
Testiculos 7]
Riml ]
Prostatal ]

Cancer hematolégicol I
Osteosarcomal
Tecidos molesl ]

Uterol ]
Mamal ]
Figadol ]

Cérebrol I
Estémagol
Bexigal ]
Pelel ]
Pulméol |
Pancreasl ]
Cabeca e pescogol ]
Coloretall ]
Esbdfagol ]
Ovario[ ]

0 10 20 30 40 50

% mutacédo

Fonte: Figura adaptada de Weinberg, 2006.

Gene supressor de tumor CHD5

A proteina CHD5 (“Chromodomain helicase DNA-binding”) é uma enzima
remodeladora de cromatina-ATP dependente. Sua atividade consiste em remodelar a
cromatina para permitir a transcricdo ou ndo de um gene. Pertence a subfamilia de helicases
Swi-Snf-like e apresenta dois cromodominios amino-terminais para interacdo com caudas de
histonas metiladas da cromatina. Estas proteinas apresentam uma alta conservacao
evolucionéria, entretanto pouco se sabe de sua a¢do no controle da expressdao de proteinas.
Apesar do pouco conhecimento, é sabido que a acdo desta familia de enzimas é muito
importante para o correto enovelamento da cromatina (Fujita et al, 2008).

O gene CHD5 estd presente no cromossomo 1, posicdo 1p36. Esta regido
cromossémica vem sendo alvo de muitos estudos desde a década de 1970 em analises sobre

cancer, mas nao se sabia qual gene nesta regido do genoma estaria intrinsecamente envolvido.
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Delegdes no brago curto do cromossomo 1 tem se apresentado frequentes em tumores
epiteliais, neurais, hematopoiéticos, assim como tumores de mama (Bagchi et al, 2007).

Recentes estudos indicam que o CHD5 apresenta atividade supressora de tumor,
interagindo em vias classicas de protecdo tumoral, como p16/Rb e p19ARF/p53. Propdem-se
que a atividade do CHD5 aumenta a expresséo de p19 e pl6 (Wang et al, 2009). Estas vias
estdo relacionadas a parada do ciclo celular, parada da proliferacdo celular e apoptose. Bagchi
e colaboradores (2007) mostraram que a acdo de p53 foi aumentada com a insercdo do locus
contento o gene CHD5 no genoma de células in vitro e a funcdo da p53 foi prejudicada
quando uma das duas cOpias do gene CHDS5 foi deletada. Neste caso houve um aumento da
transformacédo oncogénica das células.

Na figura 9 temos uma representacdo de como o aumento ou diminuigdo de cOpias do
gene CHD5 podem influenciar a atividade de supressdo tumoral da proteina p53. DelecBes
deste gene s&o muito recorrentes em neuroblastomas e, devido a isto, os principais trabalhos
com o CHDS5 apresentam enfoque em tumores neurais. Trabalhos recentes mostram a
inativacdo deste gene por alteracdes epigenéticas, como a metilacdo do DNA, em diversos
tipos tumorais, incluindo c6lon, ovario e mama (Mulero-Navarro e Esteller, 2008).

Figura 9: Influéncia do CHDS5 sobre a atividade da proteina p53
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Experimentos publicados por Bagchi e colaboradores em 2007 mostraram que variacdes na expressdo de CHD5
podem implicar em variagcdo na atividade da p53: A: Células normais, dipl6ides para CHD5 leva a uma agéao
normal da proteina p53 com interacdo pela proteina p19. B: Duplicacdo do gene CHD5 pode proporcionar uma
amplificagdo na atividade da proteina p53 devido a um aumento na expressao de p19. C: Células com uma copia
ou “knockout” para CHD5 apresentam atividade de p53 prejudicada.
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Alteracdes epigenéticas do DNA

A organizacdo estrutural da cromatina é um importante modulador da regulacdo da
expressao génica. ModificacBes quimicas no DNA e nas proteinas associadas a estrutura da
cromatina, particularmente histonas, apresentam grande influencia nesta estrutura e, portanto,
na expresséo génica.

A hipoacetilagéo de histonas se apresenta como um bom marcador na deficiencia de
atuacdo de genes supressores de tumor e genes de reparo do DNA. Sem a presenca de radicais
acetil na cauda N-terminal das histonas, a cromatina se mantém inacessivel para que ocorra a
transcricdo génica e assim a proteina que atuaria na manutencdo da integridade da célula e /
ou do DNA ndo é expressa.

Estudos recentes mostram uma caracterizacao epigenética no cancer. Estes trabalhos
evidenciam que 0s processos epigenéticos podem estar correlacionados com o0s estagios
iniciais da transicdo de células normais para tumorais na carcinogénese. Nas etapas iniciais
dos principais tipos tumorais estudados, como por exemplo cancer coloretal, pulmonar e de
mama, um grupo das células pré-malignas comecam a apresentar alteracBes genéticas e
epigenéticas que permitem a elas progredir a forma tumoral. As variacdes epigenéticas que
ocorrem nestas células podem determinar as subsequentes variacdes genéticas, o que podera
desencadear a progressao dos clones celulares (Baylin et al, 2005). Assim, 0 acompanhamento
do desenvolvimento de uma célula tumoral deve ser feito observando e estudando o

epigenoma desta célula e a presenca de mutacdes em seu genoma.

Metilacdo do DNA

Nas células animais, 0 DNA pode sofrer um processo denominado metilacdo de
citosinas, processo que somente ocorre em citosinas ligadas a guaninas na mesma fita de
DNA, formando complexos CpG (Cedar et al, 2009). O padrdo de metilagio do DNA
gendmico é desfeito durante o desenvolvimento do zigoto, quando o animal esta no estagio de
morula e é restabelecido no momento de implantagéo do embri&o.

A metilagdo do DNA ocorre por acdo de proteinas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTSs), que adicionam um radical metil na posi¢do 5’ de uma citosina do
complexo CpG. O complexo dinucleotidico CpG esta disperso por todo o genoma, sendo
regides ricas em CpG denominadas ilhas CpG. Aproximadamente metade dos genes do
genoma humano estdo associados a ilhas CpG dentro de suas regifes promotoras. Estas
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regibes normalmente se apresentam hipometiladas. A metilagdo das ilhas CpG ocorre

principalmente em regides ndo codificantes do genoma ou em células de tecidos somaticos.

Metilacdo do DNA e cancer
Alteracdes no padrdo de metilagdo do DNA resultam em produtos génicos

modificados, incluindo proteinas reguladoras do ciclo celular, receptores de esterdides e de
moléculas de adesdo celular, 0 que pode proporcionar as células tumorais maior capacidade
de desenvolvimento e crescimento e de invadir novos tecidos (Wischnewski et al, 2006).

A hipometilagdo global do DNA comumente acarreta em instabilidade gendmica,
podendo aumentar a probabilidade de desenvolvimento de céancer, o que ja foi bem
estabelecido em modelos in vivo e in vitro (Eden et al, 2003; Holm et al, 2005). Células
malignas podem apresentar perda de 20 a 60% de citosinas metiladas no genoma em relacéao
as células normais (Esteller et al, 2001). A perda destas citosinas metiladas acarreta no
aparecimento de hipometilagdo de genes (exons e intros) e de sequéncias repetitivas presentes
no genoma. O padrédo genoma hipometilado pode acelerar todas as etapas da carcinogénese,
desde as proliferacGes iniciais até formacgdes cancerigenas invasivas (Fraga et al, 2004).

Trés mecanismos podem atuar na carcinogénese a partir da hipometilacdo global do
DNA: instabilidade cromossomica, reativagao de transposons e perda do “imprinting” do
DNA. Baixos niveis de metilacio no DNA podem favorecer a recombinacdo mitética,
levando a perda de heterozigose, bem como promovendo rearranjos no cariotipo. Em adicdo a
isto, perda de metilacdo em sequéncias centroméricas sdo fundamentais para o aparecimento
de aneuploidia (Cai et al, 2007).

A hipometilacdo global do DNA de células tumorais também pode reativar DNA
intragendmico silenciado, desde LINES (“long interspersed nuclear elements™) a repetigdes
Alu. Esses transposons podem migrar de uma regido inativa do genoma para outra com
atividade transcricional, proporcionando uma perturbacdo no genoma da celula (Yoder et al,
1997).

Em contraste a isto, existe o fenébmeno denominado metilagdo gene-especifica, que
consiste na presenca de hipermetilacdo na regido promotora de um gene. A presenca de
radicais metil acarreta no recrutamento de proteinas de ligagédo ao radical metil (MBD -
“methyl-binding proteins™), incluindo proteinas histona-deacetilases, que impedirdo a

transcri¢cdo do gene, como mostra a figura 10.
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Figura 10: Silenciamento génico por acéo da metilagcdo do DNA

TRANSCRICAO

K4 HMT )
™

Recrutamento de proteina de ligacdo ao radical metil (MBD - “methyl-binding proteins”), incluindo
proteinas histona-deacetilases, que impedirdo a transcri¢do do gene.

Fonte: Adaptado de Laird, 2005.

As ilhas CpG localizadas na regido promotora de genes supressores de tumor
normalmente encontram-se hipometiladas pois estes genes precisam estar potencialmente
preparados para serem expressos quando houver necessidade. Entretanto, em algumas células
tumorais as ilhas CpG podem se apresentar hipermetiladas, o que acarretara no silenciamento
génico (Esteller et al, 2001), como esquematizado na figura 11. Nem todos 0s genes
apresentam ilhas CpG em suas regides promotoras e por isso ndo podem ser silienciados por
metilacdo. Também ndo sdo todos o0s genes supressores de tumor silenciados
epigeneticamente em todas as formacBes tumorais. Existe uma especificidade aparente, que

leva em consideracdo o tecido de origem do tumor e o gene silenciado (Costello et al, 2000).
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Figura 11: Inativacdo da transcricdo génica devido a hipermetilagdo da regido promotora

na célula tumoral
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Fonte: Adaptado de Esteller, 2000.

Esteller, em seu trabalho publicado em 2005, prop6e que um determinado gene é
preferencialmente metilado em um tipo tumoral, em detrimento a outros genes, porque sua
inativacdo pode conferir ao tumor uma vantagem seletiva. Outra opinido é vista no trabalho de
Di Croce e colaboradores, em 2002. Neste trabalho os autores propuseram que 0 que
realmente ocorre € uma hipermetilacdo aberrante do genoma. Este fendmeno ocorreria pelo
fusionamento das proteinas PML-RAR, que recrutariam as DNMTs para os sitios de
metilacao.

Como a metilacdo do DNA é um fendmeno reversivel, a utilizacdo de agentes capazes
de impedir a acdo das DNMTs tem sido objeto de muitos estudos, para novas terapias no
tratamento do cancer. Um dos objetivos da terapia epigenética contra o cancer é restaurar o
padréo de metilacdo do DNA e prevenir que novas células adquiram metilacdo de ilhas CpG
em regides promotoras de genes chave (Widschwendter et al, 2004).

Tratamento com agentes demetilantes podem reativar genes que apresentam regides
promotoras metiladas em tumores especificos, como ja visto em experimentos in vivo para 0s
genes pl6, hMLH1 e Rb, os quais estdo extremamente relacionados ao controle da
proliferacdo celular, diferenciacdo, reparo do DNA e apoptose. Estes agentes inibidores de
DNMTs tem se mostrando bem efetivos no combate a hipermetilagdo de promotores de genes
importantes, mas acabam causando hipometilacdo inespecifica do genoma. Esta

hipometilacdo pode acarretar a expressdao de proteinas inespecificas e promover a
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instabilidade do genoma pelo fato de se tornar propicias a expressao de regides satélites do
genoma gque comumente se mantém metiladas (Yoo e Jones, 2006).

Na figura 12 temos um esquema simplificado de como as alteracGes do padrdo normal
de metilacdo do genoma podem desencadear a carcinogénese.

Figura 12: Vias de desenvolvimento tumoral a partir de alteragcbes no padréo de metilacéo

do genoma.
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TSG: transcricdo da sequénciagénica. Adaptado de Robertson, 2005.

Metilacdo do DNA e cancer de mama

A metilacio do DNA aparece nos eventos iniciais da carcinogénese na mama,
resultando em alteracOes na expressao de diversos oncogenes e genes supressores de tumor,
desencadeando a proliferacdo de células anormais (Chekhun et al, 2006). Tanto a
hipometilacdo global do DNA, como a hipermetilacdo regional podem ocorrer primeiro. A
hipermetilagdo regional de ilhas CpG presentes em regiGes promotoras e a hipometilacéo
global do DNA estdo envolvidas em diferentes estagios do desenvolvimento do céncer de
mama (Van Zhee et al, 1998). A hipometilacdo pode atuar como um mecanismo tardio, em
estagios mais avancados da doenca, enquanto a hipermetilagcdo de regiGes promotoras ocorre
principalmente em estagios iniciais da carcinogénese mamaria (Szyf, 2000).

Numerosos estudos tem revelado uma gama de genes que apresentam o nivel de sua
expressdo em células tumorais de mama relacionados a alteragdes no padrdo de metilacdo do
DNA (Agrawal et al, 2007). Segundo Lo e colaboradores, em 2008, dentre estes genes,
podemos destacar alguns exemplos que apresentam funcéo na regulacéo do ciclo celular (p16
e pl4ARF), apoptose (APC e DAPK1), reparo do DNA (MGMT e BRCAL), regulagédo
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hormonal (ERa e PR), adesdo e invasdo celular (CDH1 e APC), angiogénese (maspin e
THBS1) e crescimento celular (RASSF1A, NESI e WIFI).

Alteracdes no gene BRCA aparecem em aproximadamente 50% dos casos de tumores
de mama hereditarios (Elstrodt et al, 2006). Foi observado que o gene BRCA1 pode apresentar
hipermetilagdo em seu promotor em tumores de mama e de ovario, mas ndo em casos de
cancer no intestino, figado e leucemia, indicando que a metilagdo no promotor deste gene é
tumor especifica (Yang et al, 2006). A frequencia de hipermetilacdo do promotor deste gene
em tumores de mama esporadicos ¢ de 38,5% (Birgisdottir et al, 2006).

O aumento nos niveis de metilacdo da regido promotora dos genes de receptores de
esterdides e de glicoproteinas, como por exemplo os receptores de progesterona e E-caderina,
estdo associados a formas tumorais mais agressivas (Ross et al, 1996). A hipermetilacdo de
ilhas CpG presentes na regido promotora do gene e-caderina esta presente em 80% dos casos
de carcinoma lobular invasivo e lobular in situ, indicando a importancia do padrdo de
metilacdo da regido promotora deste gene no desenvolvimento do céncer de mama
(Droufakou et al, 2001). Hoque e colaboradores observaram, em trabalho publicado em 2008,
que a hipermetilacdo do gene e-caderina € um evento importante nos estagios iniciais de
progressao do cancer de mama, propondo a anélise do perfil de metilacdo deste gene como
ferramenta de progndstico.

Além dos critérios adotados normalmente no diagnostico do cancer de mama, novas
técnicas como a andlise de padrBes aberrantes de metilacdo também podem auxiliar o
diagnostico da doenca. A analise da presenca de DNA hipermetilado em secre¢cbes mamarias,
juntamente com outras analises moleculares e a determinagdo da presenca de metastase em
linfonodos, pode ser utilizada como indicativo de desenvolvimento do cancer de mama (Yang
et al, 2001). Carcinomas ductais in situ podem ser detectados em estagios iniciais pela analise
de metilacdo em genes supressores de tumor e outros genes em amostras de secre¢cdo mamaria
(Dua et al, 2006). Assim, estudos que procuram identificar o padrdo de metilacdo em genes
especificos podem aprimorar o diagnostico em pacientes com processos tumorais em estagios

iniciais (Agrawal et al, 2007).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Este trabalho faz parte de um estudo mais extenso para a caracterizacdo molecular de
tumores de mama esporadicos em mulheres residentes do Estado do Rio de Janeiro. Assim,
pretendemos analisar o perfil de metilacdo da regido promotora de genes supressores de tumor

e de reparo do DNA em cancer de mama esporadico.

1.2 Objetivos especificos

a) Analisar e correlacionar o perfil de metilacdo da regido promotora do gene de reparo
hMLHL1 e a frequencia de instabilidade do microssatélite D3S1611, localizado neste
mesmo gene.

b)  Analisar o perfil de metilacdo da regido promotora do gene supressor de tumor TP53.

c) Analisar o perfil de metilacdo da regido promotora do gene supressor de tumor
CHD:5.

d) Associar os resultados obtidos com as caracteristicas clinico histopatolégicas das

amostras
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras biologicas de pacientes com cancer de mama

Para este trabalho, foram analisados 60 pares de amostras de tecido mamario (normal e
tumoral da mesma paciente) provenientes de bidpsia de mulheres apresentando cancer de
mama, sem historico familiar. As bidpsias foram obtidas, entre os anos de 2006 e 2009, no
setor de Patologia do Instituto Fernandes Figueira (IFF) FIOCRUZ- Rio de Janeiro. Os
tecidos coletados nas bidpsias eram armazenados em nitrogénio liquido até o momento da
extracdo de DNA genémico. A obtencdo das amostras bioldgicas obedeceu a todos os
requisitos estipulados pelo Conselho Nacional de Etica e Pesquisa (CONEP).

Para o diagnoéstico clinico-histopatolégico e testes de imunohistoquimica para
receptores de estrogénio, progesterona e para proteina p53 das amostras, foram analisadas
laminas contendo os cortes histoldgicos provenientes dos blocos de tecido congelado com a
biopsia de tecido tumoral fixada. As laminas, em geral, sdo coradas com hematoxilina e
eosina para o diagndstico de rotina. Identificadas as laminas, a médica patologista Dra.
Elizabeth Avvad (IFF) fez uma analise criteriosa para confirmar o diagndstico e emitir o
laudo histopatoldgico completo, incluindo a graduacdo de Elston (Elston e Ellis, 2002) e

estadiamento TNM. Os demais dados das pacientes foram obtidos de formuléarios médicos

2.2 Extracdo de DNA gendmico

Os DNAs provenientes de bidpsia foram extraidos a partir de 0,1 g de tecido fresco
congelado seguindo o método “salting-out” (Miller et al, 1988). As amostras teciduais
congeladas foram colocadas em microtubos e foram adicionados 1,2 mL da solugdo de
digestdo (100 mM de NaCl; 10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 25 mM de EDTA pH 8,0 e 0,5% de
SDS). Apo6s a adicdo da solucdo de digestdo, as amostras teciduais foram maceradas, com
posterior adi¢cdo de 20 pL de proteinase K (20 mg / mL). Os tubos foram incubados durante
12 horas a 57°C. Em seguida, os tubos foram centrifugados em microcentrifuga (Eppendorf) a
16.000 rpm por 10 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo, e adicionou-se 300 uL de solucdo saturada de NaCl (aproximadamente 5 M).
Os tubos foram centrifugados em microcentrifuga (Eppendorf) a 16.000 rpm por 5 minutos.

Os sobrenadantes foram transferidos para tubos de ensaio, os quais continham 3 volumes de
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etanol absoluto. Com o auxilio de bastonetes de vidro estéreis, o DNA foi retirado e
rapidamente imerso em solucéo de etanol 70%. As amostras de DNA, aderidas aos bastonetes,
permaneceram a temperatura ambiente por 2 horas e foram solubilizadas através de incubacéo
em 500 pL de TE (10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 1 mM de EDTA pH 8,0) por duas horas a
37°C.

2.3 Eletroforese do DNA genémico

Apds a extracdo, a presenca e a integridade do DNA foram confirmadas por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo 0,5 pg / L de solucdo de
agarose. A corrida eletroforética foi realizada com o tampéo TAE 1X (0,04 M de Tris-base; 1
M de écido acético glacial; 50 mM de EDTA pH 8,0) a 80 V durante 30 minutos. Foi aplicada
no gel uma mistura de 1 pL de DNA e 5 pL de tampdo de carregamento 6X (10 mM de Tris-
HCI pH 8,0; 0,1% de azul de bromofenol; 0,1% de azul de cianol; 5% de ficoll 400). Apds a
corrida, o gel foi fotografado em sistema de fotodocumentacgéo (Software UVP DOC-ItLS da
Life Science), utilizando luz ultravioleta, e a concentragdo de DNA foi determinada em

espectrofotbmetro.

2.4 Modificacdo do DNA com bissulfito de sédio

A andlise do estado de metilacdo de sequéncias nas regibes promotoras dos genes em
estudo foi realizada com utilizacdo do método de modificacdo do DNA através da reacdo com
bissulfito de sédio. O método consiste basicamente em desaminar o DNA gendmico em
condicdes nas quais as citosinas sdo convertidas em uracilas e as 5-metilcitosinas
permanecem inalteradas.

Em nosso estudo, utilizamos o kit EPITECT (Quiagen) para modificacdo do DNA
com bissulfito de sodio. Em cada reacdo, 1000 ng de DNA gendmico foram colocados em
microtubos de 200 L. Todas as solucdes utilizadas sdo provenientes do kit EPITECT. O
volume foi ajustado em 20 puL com adicdo de agua livre de RNase. Feito o ajuste do volume,
85 pL do Mix Bissulfito dissolvido e 35 pL de tamp&o de protecdo ao DNA foram
adicionados ao tubo, formando um volume final de 140 pL. Ap6s uma breve mistura das
solugdes, os tubos foram colocados em termociclador (Veriti — Applied Biosystems) e o

seguinte programa foi realizado:
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12 etapa: desnaturacdo a 99°C por 5 minutos e incubacdo a 60°C por 25

minutos;

e 2%etapa: desnaturacao a 99°C por 5 minutos e incubacdo a 60°C por 85
minutos;

e 3% etapa: desnaturacdo a 99°C por 5 minutos e incubagdo a 60°C por
175 minutos.

Terminada a incubacdo do DNA com a solugédo de bissulfito no termociclador, todo o
conteudo da reacdo foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e foi adicionado 560 pL de
tampéo BL. A mistura foi transferida para a coluna de purificagdo do kit posicionada sobre
um tubo coletor, com posterior centrifugacdo por 1 minuto a 14.000 rpm. Apds a
centrifugacdo, o material depositado no tubo coletor foi descartado e 0 DNA, agora fixado na
membrana da coluna, foi “lavado” com a adicdo de 500 pL de tampdo BW. Nova
centrifugagéo por 1 minuto a 14.000 rpm foi realizada e o material depositado no tubo coletor
foi descartado. Para dar continuidade ao processo de modificacdo, ha a necessidade da
realizacdo da dessulfonacdo alcaliana, que é realizada pelo tampédo BD. Assim, adicionou-se a
coluna 500 pL do tampdo BD e desenvolveu-se uma incubacdo do DNA com este tampao por
15 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacdo nova centrifugacdo por 1 minuto a

14.000 rpm foi realizada e o material depositado no tubo coletor foi descartado.

Com o término da dessulfonacdo, o DNA se encontra modificado com bissulfito de
sodio, mas ha a necessidade de se retirar o excesso de sal depositado nele. Para isto,
adicionou-se, a coluna, 500 pL de tampdo BW e nova centrifugacdo por 1 minuto a 14.000
rpm foi realizada e, o material depositado no tubo coletor foi descartado. Este processo de
lavagem do DNA foi repetido e a coluna foi transferida para um novo tubo coletor. Nova
centrifugacdo, agora por 4 minutos a 14.000 rpm, foi realizada para retirada de resquicios de
reagente que poderiam estar presentes na membrana. O material depositado no tubo coletor ao
fim da centrifugacéo foi descartado.

Para eluir o DNA, adicionou-se 20 pL de tampédo EB no centro da membrana e nova
centrifugacgdo foi realizada, a 12.000 rpm, por 1 minuto. O DNA modificado permaneceu
armazenado a -20°C.

A figura 13 estéd apresentando um esquema da reacdo de modificacdo do DNA com

bissulfito de sodio.
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Figura 13: Etapas da reacdo de modificacdo do DNA com bissulfito de sodio
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As citosinas ndo metiladas sdo convertidas em uracila por trés etapas principais, que
consistem em uma sulfonacdo seguida de um processo de desaminagdo e posterior
dessulfonacéo alcalina. As citosinas metiladas ndosdo capazes de sofrer o processo inicial de
sulfonacdo. Portanto, ndo estdo sujeitas ao posterior processo de desaminagdo, ndo sendo
convertidas em uracila.

2.5 PCR para analise do estado de metilacdo do DNA

Apbs a reacdo de modificacdo com bissulfito de sodio, as sequéncias de DNA
metilado e ndo metilado se tornam distintas (figura 14). A técnica do MSP baseia-se nas
diferencas entre as sequéncias ap0s este tratamento, pois as citosinas ndo metiladas
transformam-se em uracila e as citosinas metiladas ndo sofrem alteracdo. Duas reacdes de
PCR séo realizadas para cada amostra de DNA: em uma reagdo sdo utilizados iniciadores
especificos para ligacdo ao DNA metilado (contendo citosinas) e na outra reacao utilizam-se
iniciadores especificos para se ligar ao DNA ndo metilado (contendo uracilas / timinas). O
quadro 4 apresenta a sequénciados iniciadores das reacdes de PCR-MSP (“methylation
specific PCR”).
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Figura 14: Diferenca na sequénciado DNA ap0s tratamento com bissulfito de sodio

seqiiéncia normal metilada seqiiéncia normal ndo metilada
s AGGCCGGTACGCCCTCGE - s AGGCCGGTACGCCCTCGG s

3y TCCGGCCATGCGGGAGCC - ; TCCGGCCATGCGGGAGCC s
Tratamento com
bissulfito de sodio

s- AGGUCGGTACGUUUTCGG 3

'
IrI

GGUUGGETAUGUUUTUGE s

s TUUGGCUATGCGGGAGCU s UUGGUUATGUGGGAGUU s

=

seqiiéncia modificada metilada seqliéncia modificada ndo metilada

C - citosinas metiladas
U - citosinas convertidas em uracila

Observar que as citosinas localizadas fora dos dinucleotideos CG sdo transformadas em
uracilas, independente do estado do DNA (ndo metilado ou metilado). Por outro lado, as
citosinas localizadas nos dinucleotideos CG sdo transformadas em uracilas se elas ndo se
encontram na forma metilada, mas permanecem inalteradas quando metiladas.

Quadro 4: Sequéncias dos inicadores da reacdo de MSP, tamanho dos produtos (amplicon) e
temperaturas de pareamento

.. N ~ [Temperatura de
Iniciador Sequénciado iniciador (5-3”) Amplicon
anelamento (°C)

TP53 — metilado TTCGGTAGGCGGATTATTTG F 193 pb 60

AAATATCCCCGAAACCCAAC R

TP53  nio-metilado TTGGTAGGTGGATTATTTGTTTF 247 pb 59

CCAATCCAAAAAAACATATCACR

hMLH1 — metilado GCGCGTTCGTCGTTCGTTAT F 113 pb 60

ATCTATCGCCGCCTCATCGT R

hMLH1 — ndo metilado CCTTAAGAGGTGGTAGTGTT  F 206 pb 59

ATCTATCACCACCTCATCAT R

CHDS — metilado GTAGGTTAAGGCGGTCGAGA F 180 pb 62

GCAACAACTCCTCCTCGATA R

CHD5 — néo metilado GTAGGTTAAGGTGGTTGAGA F 235 pb 57

CAACAACTCCTCCTCAATAC R

As reacOes da PCR foram realizadas com aproximadamente 50 ng de DNA gendmico,

0,5 uM de cada iniciador, 2 mM de dNTPs (Fermentas), 1 U da enzima DNA polimeraseTaq
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Platinum (Invitrogen), tampdo da enzima 1X (Invitrogen) e 2,5 mM MgCl, (Invitrogen) em
volume final de 25 pL, sendo este volume completado com &gua deionizada. O programa da
PCR consistiu em uma primeira desnaturacdo a 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos a
95°C por 40 segundos, a etapa de anelamento variando conforme o iniciador por 40 segundos
e 72°C por 40 segundos. Em seguida, foi realizada a extensao final a 72°C por 5 minutos. As
reagOes da PCR foram realizadas em termocicladores Veriti (Applied Biosystems).

O controle positivo para as reacées com os oligonucleotideos desenhados para a fita de
DNA metilada foi obtido através da reacdo de metilacdo do DNA in vitro com a enzima
metiltransferase Sssl (New England Biolabs®). Para esta reacdo, foi utilizado DNA extraido
de sangue periférico de individuo saudavel. A reacdo foi executada com volume final de 20
uL, contendo 4 pg de DNA gendmico, 1X do tampdo NE-II (New England Biolabs®), 320
UM de S-adenosil metionina (New England Biolabs®) e 8 U da enzima metiltransferase Sssl.
Ap6s o preparo da reacdo, a solucéo foi incubada a 37°C por 60 minutos e inativada a 65°C
por 20 minutos. A avaliagdo da hipermetilagio no DNA gen6mico, pela enzima
metiltransferase Sssl, foi verificada atraves da incapacidade de digestdo do DNA pela enzima
de restricdo BstUI (New England Biolabs®). Esta enzima reconhece o sitio CGCG e ndo o
cliva na presenca de citosina metilada. Apds o tratamento com a enzima Sssl, foram
adicionados 3 pL de tamp&o 10X NE-II e 20 U da enzima BstUIl. A reagéo foi incubada a
60°C por 2 horas. O mesmo DNA extraido de sangue periférico, ndo metilado in vitro, foi

utilizado como controle negativo da presenca de metilacdo na reacdo da PCR.

2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida 8%

Os produtos da PCR-MSP foram analisados por meio de uma corrida eletroforética em
gel de poliacrilamida 8% nédo-desnaturante. O gel foi vertido entre duas placas, uma de 12 mm
e outra de 14 mm, com espacamento de 1,5 mm. O gel foi mantido a temperatura ambiente,
para polimerizacdo, por no minimo 15 minutos. Para a eletroforese, 8 uL das amostras
provenientes da PCR foi misturado a 2 pL do tampéo de carregamento 6X e aplicado nos
pocos formados pelo pente. A eletroforese foi realizada por 60 minutos a 120 V, 100 mA e 50
W com tampédo TBE 1X (0,9 M de Tris-base; 0,9 M de &cido borico; 20 mM de EDTA pH
8,0).

O par de placas contendo o gel de poliacrilamida 8% (2 mL de bis-acrilamida 40%; 1
mL de TBE 10; 100 uL de persulfato de amonio 10%; 10 uL de TEMED) foi aberto com a

ajuda de uma espatula.
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Utilizou-se, como referéncia de tamanho dos produtos da PCR, o marcador de peso

molecular composto por multiplos de 100 pares de base (Gene Ruler™ — Fermentas).

2.7 Deteccdo do material amplificado por coloragdo com nitrato de prata

O gel apds a eletroforese foi colocado em uma bandeja contendo solucdo fixadora
(solucdo de acido acético 10%). Segundo protocolo publicado por Bassam e colaboradores em
1991, o gel foi mantido nesta solucéo, com agitagéo, por 20 minutos. Em seguida, houve duas
lavagens por dois minutos do gel com &gua destilada. Apos a retirada total da solucdo de
fixagdo, o gel foi incubado em solug¢do de colora¢dao (0,1 g de nitrato de prata; 150 puL de
formaldeido 37% em volume final de 100 mL de agua) por 30 minutos. Subseqlientemente, o
gel foi lavado em &gua destilada, por 10 segundos, e os produtos de amplificacdo revelados
pela adicao de solugdo de revelacdo (3 g de carbonato de sodio; 150 pL. de formaldeido 37%;
100 pL de tiosulfato de s6dio a 10 mg / mL; em volume final de 100 mL). O gel permaneceu
nesta solucéo até que os produtos de amplificacdo estivessem definidos (aproximadamente 3

minutos). Para interromper a reacdo, adicionou-se a solucéo fixadora.

Todas as amostras que apresentaram perfil de hipermetil¢cdo nas regibes promotoras
estudadas passaram por nova modificacdo de DNA com bissulfito e sodio, seguido de MSP

para a regido promotora com hipermetilacéo, afim de confirmar o resultado.

2.8 PCR para amplificacdo do locus STR

Para a analise da frequencia de instabilidades em microssatélite no locus STR

D3S1611 foram utilizados os seguintes oligonucleotideos iniciadores (Ozer, 2002):

Iniciador F: 5> - CCCCAAGGTGCACTT -3’

Iniciador R: 5° - AGCTGAGACTACAGGCATTTG -3’

As reacBes da PCR foram realizadas com 1 uM de cada oligonucleotideo iniciador, 2,5
puL do tampdo STR 10x (Biotools), 0,2 uM de cada dNTP, 2,0 uM de Mg e 0,5 U da enzima
Tagq DNA polimerase (Biotools, 5 U / pL), aproximadamente 100 ng de DNA e agua destilada

deionizada, para o volume final de 25 pL. A reacdo da PCR foi realizada seguindo os
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seguintes ciclos: 1 ciclo de 2 minutos a 96°C, 10 ciclos compostos de 1 minuto a 94°C, 1
minuto a 60°C e 1,5 minuto a 70°C e 20 ciclos compostos por 1 minuto a 90°C, 1 minuto a

60°C e 1,5 minuto a 70°C, seguidos de uma extenséo final a 60°C por 15 minutos.

2.9 Eletroforese em gel de agarose 2,0%

Para a verificagdo da eficiéncia da reagdo da PCR, os produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2,0% em tampéo TAE 1X, corado com brometo de etideo ( 0,5
ug / yL) . A corrida eletroforética foi realizada a 110 V por 20 minutos. Foram aplicados no
gel 4,0 pL do material amplificado juntamente com 2 pL de tampdo de carregamento 6x. O
gel foi fotografado em sistema de fotodocumentacdo (Software UVP DOC-ItLS da Life

Science), utilizando luz ultravioleta.

2.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante

Foram realizadas corridas eletroforéticas em gel de poliacrilamida 6% montado entre
placas de vidro, de tamanho 36 x 19 mm. As placas foram previamente incubadas em solucéo
de NaOH 10% por 2 horas e lavadas com detergente. Em seguida, as placas foram lavadas,
duas vezes, com agua destilada e solucéo de etanol 70%. O gel se fixa em uma das placas, a
qual foi tratada com 50 mL de solucdo aderente (50 mL de etanol absoluto, 30 pL de
metacriloxi-propil-trimetoxi-silano e 150 pL de &cido acético glacial). Ap6s 5 minutos, o
excesso de solucdo foi removido com papel toalha saturado em etanol 70%. Para que o gel
ndo se fixe na outra placa, foi adicionada a ela uma pelicula de 6leo de soja, que permaneceu
sobre ela por 15 minutos. Apos os tratamentos, as placas foram sobrepostas com espacadores
de 0,2 mm em suas extremidades e vedadas com auxilio de grampos. Foi adicionado a 40 mL
de solucdo de poli-ureia 6% (210,1 g de uréia (7M); 25 mL de TBE 10X; 75 mL de bis-
acrilamida 40%; em volume final de 500 mL de agua) 30 pL de TEMED e 300 pL de
persulfato de aménio 10%. A solucgéo foi, entdo, vertida entre as placas com o auxilio de uma
seringa de 50 mL. O gel foi mantido a temperatura ambiente por 45 minutos para a sua
polimerizag&o.

Anteriormente a eletroforese, ocorreu uma pré-corrida de aproximadamente 30
minutos para aquecimento do gel. As corridas eletroforéticas foram realizadas em tampéo de
corrida TBE 0,5X a 2200 V, 50 mA e 60 W, por 1 hora e 30 minutos. Para a preparagédo das

amostras, foram misturados 1 pL dos produtos da PCR e 10 pL de tampéo de carregamento
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de acrilamida 2X desnaturante (10 mM de NaOH; 95% de formamida; 0,05% de azul de
bromofenol; 0,05% de xileno cianol). A mistura foi desnaturada a 94°C por 3 minutos e

mantida em gelo até 0 momento da aplicacéo.

2.10.1 Coloracédo de gel de poliacrilamida com nitrato de prata

Ap0s a corrida eletroforética, as placas foram separadas e o gel, fixado em uma delas,
foi incubado em solucdo de fixacdo (&cido acético 10%, em volume de 500 mL) por 20
minutos. Em seguida, o gel foi lavado 3 vezes com &gua destilada por 2 minutos. Apos a
lavagem, o gel foi incubado em solucdo de coloracdo (0,5 g de nitrato de prata; 750 pL de
formaldeido (37%) em volume final de 500 mL de agua) por 30 minutos, com posterior
lavagem com &gua destilada por 10 segundos (Bassam et al, 2007).

Para a revelacéo do gel, este foi mantido em solucdo de revelacdo (15 g de carbonato
de sodio; 750 pL de formaldeido (37%); 100 uL de tiosulfato de sddio (10 mg / mL) em
volume final de 500 mL) pelo tempo necessario para o aparecimento das bandas de DNA.

Para interromper a reacdo de coloracdo do gel, adicionou-se solucdo de acido acético 10%.

2.11 Determinagéo de instabilidade gendmica

Foi considerada instabilidade em microssatélite (MSI) a alteracdo no nimero de alelos
na amostra tumoral em relacdo a amostra normal (figura 15 b). Para determinar a freqiiéncia
de MSI dividiu-se o numero de amostras apresentando MSI pelo total de amostras. A perda de
heterozigose (LOH) em microssatélites foi caracterizada pela perda total ou parcial de um dos
dois alelos na amostra tumoral em relacdo a amostra normal e a determinacéo da freqiiéncia
de LOH foi estabelecida pela divisdo do numero de amostras apresentando LOH pelo nimero

de amostras informativas, isto é, heterozigotas (Figura 15 a).

Figura 15: Exemplos de instabilidades gendmicas em microssatélite verificadas em nosso
trabalho



53

LOH MSI
D
r'g — e
a b

Fotos de géis de poliacrilamida 6% corados por nitrato de prata. A seta indica o alelo instavel.
a- LOH; b- MSI.

2.12  Andlise estatistica

O teste Qui-quadrado e o teste exato de Fisher, com uso do software GraphPad Prism
5, foram realizados para verificar a existéncia de associacdo entre os resultados obtidos na
andlise do perfil de metilacdo na regido promotora dos genes estudados e as caracteristicas
clinico-histopatoldgicas das amostras de carcinoma mamario. Valores de p < 0,05 foram

considerados significativos.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas clinico-histopatologicas das amostras de cancer de mamaesporadicos
As caracteristicas clinico-histopatoldgicas das amostras utilizadas neste trabalho estéo

listadas no quadro 5.

Quadro 5: Caracteristicas clinico-histopatologicas dos 60 pacientes estudados determinadas
pela Dra. Elizabeth Avvad.

Paciente | ldade (anos) Diagnostico Histopatolégico TNM GE | RP | RE | P53
2 54 Ductal Infiltrante pT1c pNO (sn) pMx | + + -
4 51 Ductal Infiltrante pT1lc pNO (sn) pMx 1 + + -
5 56 Intraductal tipo s6lido pTis pNO (sn) pMx * X X X
6 58 Ductal Infiltrante pT2c pN2a pMx 11 - - +
8 51 Ductal Infiltrante pT1c pNO (sn) pMx | + + -
9 63 Lobular Infiltrante pT2c pNO (sn) pMx * - + -
10 46 Ductal Infiltrante pT2 pNO pMx 11 - - +
11 29 Intraductal pTis pNO pMx * + + -
14 56 Ductal Infiltrante pT2 pN2a pMX 1 + + -
15 44 Ductal Infiltrante pT1c pNO (sn) pMx | - + +
16 50 Ductal Infiltrante pT1c pNO (sn) pMX | - + -
17 48 Ductal Infiltrante pT2 pNla pMx I - - -
18 57 Medular pTlc pN2a pMX * + + -
19 52 Mucinoso pT1c pNO (sn) pMX | - + -
21 41 Ductal Infiltrante pT1b pNO pMX 11 - - +
23 57 Ductal Infiltrante pT2 pNla pMx | + + -
25 48 Ductal Infiltrante pT1lc pNO pMX I - + -
26 61 Ductal Infiltrante pT3 pNO pMx 11 - - -
27 74 Papilifero Infiltrante pT1lc pNx pMx I - + -
28 47 Ductal Infiltrante pT1c pNO (sn) pMx 11 - + -
29 70 Papilifero Infiltrante pT2 pNO(sn) pMX | + + -
31 38 Micropapilifero Infiltrante pT2 pNla pMx 11 - - -
32 50 Ductal Infiltrante pT1lc pNO pMx | - + -
33 57 Ductal Infiltrante pT1lc pN2a pMx 11 - + -
34 46 Ductal Infiltrante pT2 pNla pMx 11 X X X
35 49 Ductal Infiltrante pT1c pNO(sn) pMx 1l + - -
36 54 Ductal Infiltrante pT2 pNO(sn) pMx 1l - - +
37 48 Mucinoso pT1c pNO(sn) pMx | - + -
38 61 Ductal Infiltrante pT1b pNO(sn) pMx | + + -
40 67 Ductal Infiltrante pT1lc pN2 pMx 11 - + +
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41 28 Ductal Infiltrante pT3 pNla pMx I -
42 42 Ductal Infiltrante pT2 pNO(sn) pMx | | + | -
N N e
44 59 Ductal Infiltrante pT2 pNla pMx I + | -
45 45 Lobular Infiltrante pT2 pN2a pMx * + | -
46 72 Ductal Infiltrante pT2 pN3a pMx I - + | -
47 72 Ductal Infiltrante pT2 pNO pMx I+ [+ |+
48 40 Ductal Infiltrante pT1lc pNOpMx I - - |+
50 42 Lobular Infiltrante pTlapNlapMx | * + | +
52 40 Ductal Infiltrante pT2 pNla pMx I + | -
53 60 Ductal Infiltrante pT1lc pNla pMx I - + | -
54 41 Apdcrino Infiltrante pT2 pNla pMx | - + | -
56 74 Ductal Infiltrante pT2 pNla pMx | - + | -
58 71 Lobular Infiltrante pT2 pNla pMx *l+ |+ | -
59 46 Apacrino Infiltrante pT2 pNla pMx | - - |+
60 58 Ductal Infiltrante pT2 pN1 pMx I |+ | + | -
61 44 Ductal Infiltrante pT2pN1lblpMx [ Il | + [ + | +
62 76 Ductal Infiltrante pT1 pNO pMx I+ [+ -
63 71 Ductal Infiltrante pT1pN1pMx I + |+ | -
65 53 Papilifero infiltrante X | + - | -
67 70 Ductal Infiltrante pT2pNOpMXx | X [ XX
68 59 Micropapilifero Infiltrante pT2 pN3 pMx " { - - |+
69 72 Lobular Infriltante pT1 pNO pMx *|+ |+ |+
70 50 Ductal Infiltante pT2 pNo |+ [+ -
71 63 Lobular Infiltrante pT1pN1pMx *| o+ |+

72 68 Ductal Infiltrante pT2 pNO pMx " { - -

73 63 Papilifero Infiltrante pT1 pN2 pMx " | - - | -
74 75 Ductal Infiltrante pT1 pNO pMx | - - |+
75 41 Ductal Infiltrante pT2pN1pMx I -
76 60 Micropapilifero Infiltrante pT2 pN2 pMx I -

P: nimero do paciente; Idade: idade do paciente no momento da coleta; TNM: Tumor-nédulo-
metastase; GE: Graduacéo histoldgica de Elston; *: Tumores onde normalmente nao se aplica
a graduac&o histoldgica de Elston; RP: Receptor de progesterona, RE: Receptor de estrogénio,
P53: Proteina P53; +: proteina expressa em altos niveis; -: proteina expressa em baixos niveis.
X: Nao foi possivel realizar a imunohistoquimica nas amostras 5 e 67.
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3.2 Andlise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene de reparo hMLH1

A fim de determinarmos o perfil de metilagéo na regido promotora do gene de reparo
hMLH1, foram analisadas 60 pares amostras de tecido normal e tumoral provenientes de
biopsia de pacientes de carcinoma mamario esporadico. A figura 16 mostra um exemplo de
andlise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene hMLH1. Neste exemplo, ndo ha a
presenca de hipermetilacdo nas amostras analisadas.

Figura 16: Analise do perfil de metilacdo na regido promotora do gene hMLH1.

KM KM KU KU 4T 4T 6T 6T K-
UMUMUMUM PM
206pb —>» voa b el i |
W 200pb
113pb —»
100 pb

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.U: reacdo com primers
desenhados para fita de DNA ndo-metilada; M: reacdo com primers desenhados para fita de
DNA hipermetilada; KM: controle da reacdo com primers desenhados para fita de DNA
metilada; KU: controle da reacdo com primers desenhados para fita de DNA ndo-metilada; K-
. controle negativo das reacdes; PM: padrdo de peso molecular; 4T: amostra tumoral 4
apresentando perfil de hipometilacdo na regido promotora do gene hMLH1; 6T: amostra
tumoral 6 apresentando perfil de hipometilacdo na regido promotora do gene hMLH1. As
setas indicam os produtos de PCR para as reacdes contendo DNA hipermetilado (113 pb)e
hipometilado (206 pb)

Na analise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene hMLH1, observamos
que 13 das 60 amostras, isto &, 21,6% das amostras, apresentaram perfil de hipermetilacdo na
regido promotora do gene hMLH1 (17T, 26T, 27T, 31T, 33T, 34T, 43T, 47T, 60T, 62T, 67T,
70T e 71T). A figura 17 apresenta um exemplo de hipermetilacdo encontrado nas amostras
analisadas. Podemos observar que a amostra 17T apresentou perfil de hipermetilacdo e
tambeém apresentou amplificagcdo na reagdo com primers para fita ndo-metilada. Este fato se
deve a provavel contaminagdo de celulas normais na amostra de tecido tumoral e / ou a

presenca de sequencias de DNA ndo metiladas nas células tumorais.
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Figura 17: Perfil de hipermetilag&o na regido promotora do gene hMLH1

2T 2T 17 17T K-

U M T M
206pb —> N R — S 200pb
113 pb o S 100 pb

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. U: reacdo com primers
desenhados para fita de DNA ndo-metilada; M: reacdo com primers desenhados para fita de
DNA hipermetilada K-: controle negativo das reacdes; PM: padrdo de peso molecular; 2T:
amostra tumoral 2 apresentando perfil de hipometilagdo na regido promotora do gene hMLH1;
17T: amostra tumoral 17 apresentando perfil de hipermetilacdo na regido promotora do gene
hMLH1. As setas indicam os produtos de PCR para as reacdes contendo DNA hipermetilado
(113 pb) e hipometilado (206 pb).

3.3 Andlise do perfil de metilagdo da regido promotora do gene supressor de tumor
TP53 em amostras de carcinoma mamario

Na analise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene TP53, também foram
analisadas 60 pares de amostras, normais e tumorais tumorais, provenientes de biopsia de
pacientes de carcinoma mamario esporadico. Todas as amostras apresentaram perfil de
hipometilagdo na regido promotora do gene TP53. A figura 18 apresenta, como exemplo, 0s
perfis obtidos para as amostras 9, 10 e 11, todos iguais ao do controle da reacdo para a fita ndo
metilada (KU).
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Figua 18: Andlise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene TP53

KM KM KU KU 9T 9T PM 10T 10T 11T 11T K- K- PM
U M U M U M U M U M U M
= —~
300 pb
D47 pb _,u H - R ' . S 300 pb
193ph  =» oy
200 pb W 200 pb

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. U: reacdo com primers
desenhados para fita de DNA ndo-metilada; M: reacdo com primers desenhados para fita de
DNA hipermetilada; KM: controle da reacdo com primers desenhados para fita de DNA
metilada; KU: controle reacdo com primers desenhados para fita de DNA n&o-metilada; K-:
controle negativo das reacdo; PM: padrdo de peso molecular; 9T: amostra tumoral 9
apresentando perfil de hipometilagdo na regido promotora do gene TP53; 10T: amostra
tumoral 10 apresentando perfil de hipometilacdo na regido promotora do gene TP53. 11T:
amostra tumoral 11 apresentando perfil de hipometilagdo na regido promotora do gene TP53.
As setas indicam os produtos de PCR para as reagdes contendo DNA hipermetilado (193 pb) e
hipometilado (247 pb)

3.4 Andlise do perfil de metilagdo da regido promotora do gene supressor de tumor
CHD5

Na analise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene CHD5, dentre as 60
amostras de carcinoma mamario analisadas, 9 apresentaram perfil de hipermetilacdo (5T, 6T,
14T, 18T, 37T, 38T, 47T, 54T e 71T ), o que corresponde a 15% das amostras analisadas. A
figura 19 apresenta um exemplo de anélise realizada, evidenciando os controles da reacdo e a

presenca de hipermetilacdo na amostra
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Figua 19: Anélise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene CHD5.

KM KU 18T K- PM

re g " 300

" 200

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. M: reacdo com primers
desenhados para fita de DNA hipermetilada; KM: controle da reagdo com primers desenhados
para fita de DNA metilada; K-: controle negativo das reacdo; PM: padrdo de peso molecular;
18T: amostra tumoral 18 apresentando perfil de hipermetilacdo na regido promotora do gene
CHD?5; 21T: amostra tumoral 21 apresentando perfil de hipometilacdo na regido promotora do
gene CHDS5.

3.5 Frequencia de instabilidade do STR D3S1611

Para determinar a frequencia de instabilidade do locus STR D3S1611 em carcinomas
mamarios esporadicos, 0s mesmos 60 pares de amostras, normal e tumoral, foram analisados.
O locus STR D3S1611 foi amplificado pela PCR e os produtos foram analisados em gel
desnaturante corado por nitrato de prata. A figura 20 mostra um exemplo de corrida

eletroforética dos produtos amplificados.

Figura 20: Eletroforese dos produtos amplificados no locus D3S1611.
32N 32T 33N 33T 34N 34T 35N 35T 36N 36T 37N 37T 38N 38T

— —
B ___

Exemplo de gel de poliacrilamida 8% corado por nitrato de prata. Produtos de amplificacdo
para 0 locus STR D3S1611, tipado nos pares de amostras 32 a 38. Estas amostras nao
apresentaram instabilidade; N: Amostra normal e T: Amostra tumoral.
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Dentre as 60 amostras, somente 38 sdo informativas, isto é, heterozigotas, e destas, 5
apresentaram LOH, representando 13,1% (10, 14, 21, 40 e 76). A figura 21 apresenta duas
amostras que apresentaram LOH no STR D3S1611. N&o foi observado nenhum caso de MSI
neste locus STR dentre as amostras analisadas.

Figura 21: Eletroforese dos pares de amostras apresentando LOH

10N 10T 14N 14T k+

Exemplo de gel de poliacrilamida 6% corado por nitrato de prata. Produtos de amplificacéo
para 0 locus STR D3S1611, nos pares de amostras 10 e 14. N: Amostra normal, T: Amostra
tumoral, K+: controle positivo da reacdo de PCR. A seta indica qual alelo foi perdido nas
amostras tumorais, em relagcdo a genotipagem na amostra normal.

O quadro 6 nos apresenta um panorama geral dos resultados obtidos na analise do
perfilde metilacdo dos genes estudados e a frequencia de instabilidades no STR D3S1611 nas

amostras analisadas.
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Quadro 6: Resultados obtidos na andlise dos perfis de metilacdo e de instabilidade em
microssatélite.

Amostra

Idade
(anos)

54
51
56
58
51
63
46
29
56
44
50
48
57
52
4
57
48
61
74
47
70

38

50
57
46
49
54
48
61
67
28
42

53

59
45
72
72
40
42

Subtipo histolégico

Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante

Intraductal tipo sélido

Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Lobular Infiltrante
Ductal Infiltrante
Intraductal
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Medular
Mucinoso
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante

Papilifero Infiltrante

Ductal Infiltrante

Papilifero Infiltrante

Micropapilifero
Infiltrante

Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Mucinoso
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante

Intraductal tipo
comedocarcinoma

Ductal Infiltrante
Lobular Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Lobular Infiltrante

GE

*

CHD5

Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado

TP53

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

hMLH1

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipermetilado

Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipermetilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado

LOH
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM

NAO
SIM

NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM




52
53
54
56
58
59
60
61
62
63
65
67

68

69
70
71
72
73
74
75

76

40
60
41
74
71
46
58
44
76
71
53
70

59

72
50
63
68
63
75
41

60

Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Apdcrino Infiltrante
Ductal Infiltrante
Lobular Infiltrante
Apdcrino Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante
Papilifero infiltrante
Ductal Infiltrante

Micropapilifero
Infiltrante

Lobular Infriltante
Ductal Infiltante
Lobular Infiltrante
Ductal Infiltrante
Papilifero Infiltrante
Ductal Infiltrante
Ductal Infiltrante

Micropapilifero
Infiltrante

Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipermetilado

Hipometilado

Hipometilado
Hipermetilado
Hipermetilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado
Hipometilado

Hipometilado

62

NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
NAO
SIM

hMLH1: perfil de metilacdo na regido promotora do gene de reparo hMLH1; TP53: perfil de

metilacdo na regido promotora do gene supressor de tumor TP53; CHD5: perfil de metilacao

na regido promotora do gene supressor de tumor CHDS5; LOH: perda de heterozigose no STR

D3S1611; GE: graduacdo histoldgica de Elston; Idade: idade do paciente quando do

diagnostico da doencga.

O quadro 7 apresenta a correlacdo entre as caracteristicas clinico-histopatoldgicas das

amostras e os resultados obtidos na analise do perfil de metilacdo na regido promotora dos
genes hMLH1 e CHDS5.
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Quadro 7: Correlagcdo entre as caracteristicas clinico-histopatolégicas das amostras de
carcinomamamario e os resultados obtidos na andlise do perfil de metilagdo nas
regides promotoras dos genes hMLH1 e CHD5 e da frequéncia de instabilidades
no STR D3S1611.

_ Hipermetilagdo hMLH1 |Hipermetilagdo CHD5 LOH
Caracteristica n % ) . .
Sim Néo Sim  Né&o Sim Nao
Idade
<44 12 20,0% 1 11 p=0432 1 11 p=0,671 11 p=1,00
>45 48 80,0% 12 36 8 40 4 44
NI 0 0,0%
GE
| 15 250% 14 p=0,384 12 p=0,518 15 p=0,043
I 22 36,7% 6 16 20 2 2
1l 13 21,7% 9 12 3 10
NI 10 16,6%
T
is 3 50% 1 2 p=0223 1 2p=090]0 3 p=0841
1 26 43,3% 4 22 5 21 2 24
2 28 46,7% 7 21 3 25 3 25
3 3,3% 1 1 0 2 0 2
NI 1,7%
N
0 30 50,0% 6 24 p=0,972 3 27p=0224 | 2 28 p=0,152
1 18 30,0% 5 13 3 15 0 18
2 13,3% 1 3 3
3 3,3% 0 0 0
NI 1,7%
RE
- 16 28,3% 11 p=0,281 15p=0423 | 2 14 p=0,609
+ 42 68,3% 35 35 39
NI 2 33%
RP
- 31 50,0% 24 p=0,749 4 27p=100 (3 28 p=1,00
+ 27 46,7% 22 4 23 25
NI 2 33%
p53
- 41 68,3% 32 p=1,00 3Bp=100 |2 39 p=0,144
+ 17 28,3% 14 15 3 14
NI 2 33%
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N: numero de amostras; f: frequencia; ldade: idade do diagndstico em anos; GE:
graduacdo histologica de Elston; T: tamanho do tumor; N: presen¢a de linfonodos; RE:
imunohistoquimica para receptor de estrogénio; RP: imunohistoquimica para receptor de
progesterona; p53: imunohistoquimica para proteina p53; LOH: perda de heterozigose no
locus D3S1611; NI: numero de amostras ndo informativas.

Dentre as andlises realizadas, podemos destacar a correlacdo entre a perda de
heterozigose e a graduacdo histologica de Elston, indicando que a LOH ocorre
preferencialmente em tumores mais avancados (p = 0,04). Na analise do perfil de metilacéo
na regido promotora do gene de reparo hMLH1 observamos que 12 das 13 amostras que
apresentaram perfil de hipermetilacdo apresentaram idade de diagndéstico igual ou superior a

45 anos, mas este fato ndo se mostrou estatisticamente significativo (p = 0,432).
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4 DISCUSSAO

Tendo em vista que o cancer de mama é um problema de salde publica no Brasil e no
mundo, realizamos um estudo com a finalidade de ajudar a esclarecer um dos varios
mecanismos moleculares que ainda permanecem obscuros no desenvolvimento da doenca.

Segunda estimativas do INCA, o numero de casos novos de cancer de mama esperados
para o Brasil em 2010 sera de 49.240, com um risco estimado de 49 casos a cada 100 mil
mulheres. Na Regido Sudeste, o cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres, com
um risco estimado de 65 casos novos por 100 mil. Um dos fatores que aumentam a
mortalidade desta doenca no Brasil € o fato de seu diagnostico ser tardio na maioria dos casos,
devido a falta de informacdo do paciente acerca da doenca e auto-exames ou por falta de
acesso a redes de salide com qualidade. A cada ano, estima-se que 22% das formacGes
tumorais entre as mulheres no mundo seja de tumores mamarios.

Com os avangos nas técnicas de biologia molecular, novas analises puderam ser
desenvolvidas na tentativa de desvendar quais fatores estdo impedindo a atuacéo correta dos
genes supressores tumorais e de reparo do DNA. No passado, a idéia central era de que as
mutacdes seriam 0s Unicos responsaveis pela inativacao destes genes de controle, mas com as
analises epigenéticas essa idéia mudou.

As alteracBGes epigenéticas mostraram-se extremamente importantes no controle da
transcricdo génica, exercendo sua funcdo sobre genes chaves nas vias de sinalizacdo celular e
transcricdo génica (Esteller, 2003). Dentre 0s mecanismos epigenéticos, podemos destacar a
importancia da metilagdo do DNA, que consiste da adi¢cdo do radical metil & citosinas em
regides do genoma denominadas ilhas CpG. A perda global desta metilacdo do DNA pode
desencadear o fendmeno denominado instabilidade gendémica e a presenca de hipermetilagdo
na regido promotora dos genes impede a transcricdo do gene em questdo. Assim, se ocorrer
hipermetilagdo na regido promotora de um gene supressor de tumor, este gene ndo sera

transcrito e a célula podera se transformar em uma célula cancerosa (Esteller, 2000).

Perfil de metilacéo da regido promotora do gene supressor de tumor TP53

Por se tratar de um gene extremamente importante no controle celular e por apresentar
mutacdo em aproximadamente 50% dos tumores, os estudos acerca da inibi¢do da atividade
correta da proteina p53 visam buscar outras alteracdes a nivel molecular, como o perfil de

metilagcdo de sua regido promotora para tentar descobrir a razdo pela qual a proteina ndo esta
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exercendo sua atividade corretamente. A regido promotora do gene TP53 ndo apresenta um
significante conjunto de ilhas CpG, fato necessario para se correlacionar a hipermetilacdo do
promotor com a inibi¢do da transcricdo do gene por metilacdo. Porém, Hurt e colaboradores
(2006) apresentaram um trabalho mostrando que esta regido pode estar hipermetilada em
diversos tipos de cancer e classificando a hipermetilacdo do promotor do gene supressor de
tumor TP53 como importante inibidor da expressdo do gene em algumas neoplasias, como
leucemia linfoblastica (Agirre et al, 2003), glioma, metastases de tumores cerebrais e tumores
solidos (Amatya et al, 2005).

Nossos resultados mostram auséncia de hipermetilagdo na regido promotora do gene
supressor de tumor TP53 em amostras de carcinoma mamario esporadicos de mulheres
brasileiras. Radpour e colaboradores (2010) encontraram baixos niveis de metilacdo na regido
promotora do gene TP53. Mas, apesar desta baixa frequencia, a presenca de hipermetilacao
foi correlacionada com o encurtamento de teldmeros nas células cancerigenas. Este fato
sugere que mesmo sendo baixa a frequéncia de citosinas metiladas na regido promotora do
gene TP53, ela é suficiente para acarretar disfuncGes relacionadas a perda ou a reducdo da
expressdo de p53. Diferentemente de Radpour (2010), que estudou mais detalhadamente a
regido com utilizacdo de espectrometro de massa MALDI-TOF-MS e conseguiu analisar
varios pequenos fragmentos de DNA, nés analisamos um fragmento Unico através da técnica
MSP-PCR, sendo esta uma técnica menos informativa para o estudo desta regido. Mas, apesar
disto, nossos dados corroboram a maioria dos estudos sobre o perfil de metilacdo na regido
promotora do gene TP53, que utilizaram a mesma técnica, como o publicado por Almeida em
2009 e Nayak em 1999.

Almeida e colaboradores (2009) mostraram que dentre as 90 amostras estudadas de
tumores cerebrais extra-axiais do Hospital de Cancer de Barretos, foi observada uma
frequencia de hipermetilacdo na regido promotora do gene supressor de tumor TP53 em
37,5% de meningiomas, 30% de schwanomas e 52,6% de tumores metastaticos. Neste
trabalho os autores sugerem que a hipermetilagdo desta regido seja importante para a
progressdo tumoral e metastase de tumores cerebrais.

Nayak e colaboradores (1999) em um dos primeiros trabalhos correlacionando
metilacdo do promotor do gene TP53 e cancer de mama, identificaram o perfil de
hipometilagcdo. Entretanto, Kang e colaboradores (2001) realizaram um trabalho na tentativa
de verificar a importancia do perfil de metilacdo na regido promotora do gene TP53 na
progressdo de um carcinoma ductal in situ para a forma invasiva. Foram analisadas 26

amostras de carcinoma mamario e observou-se que 11,5% dos casos apresentavam
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hipermetilagdo da regido promotora. Além disso, todas as amostras que apresentavam
hipermetilagdo n&do apresentaram mutagcdes em sua sequéncia codificadora. Os autores
concluiram que ndo foi possivel correlacionar o perfil de metilagdo do promotor do gene
TP53 com a progressao tumoral, mas que a hipermetilacao da regido promotora do gene TP53
€ uma via alternativa para a carcinogénese quando ndo ha presenca de mutagdo no gene.

A analise de mutagOes no gene TP53 nas amostras utilizadas neste trabalho esta sendo
realizada no LBMT / DGen / UERJ por Claudia Levy. Em seu trabalho, Claudia Levy tem
observado a ocorréncia de mutacGes em 20% das amostras analisadas. Este fato nos faz pensar
nas provaveis vias de inativacdo génica que estdo impedindo a atuacdo correta da proteina
p53. Uma vez que somente 20% das amostras apresentam mutacdo e nenhuma apresentou
hipermetilacdo na regido promotora, outras vias de regulacao estdo atuando, possivelmente,
impedindo sua atividade, como por exemplo atuacdo de microRNAs (Takwi e Li, 2009),
supressao de proteinas como p21 e p19 (Radpour et al, 2010) e superexpressdao de MDM?2
(Moll e Petrenko, 2003).

Perfil de metilagédo da regido promotora do gene de reparo hMLH1 e a frequenciade
instabilidade do microssatélite D3S1611

Alteracbes no gene de reparo hMLH1 tem sido estudadas desde o inicio da década de
1990, quando foi descoberto que este gene estaria mutado em linhagens celulares de cancer
colo-retal (Branch et al, 1995). Em 1997, Kane e colaboradores mostraram que o gene
hMLH1 pode perder a atividade de transcricdo quando sua regido promotora estiver
hipermetilada. No trabalho foram utilizadas 66 amostras de adenocarcinomas esporadicos de
tumores colo-retais e foi observado que 3 das 66 amostras ndo expressavam hMLH1. As 3
amostras ndo apresentavam mutacdo na sequéncia génica, porém, apresentavam
hipermetilagéo na regido promotora.

Nosso trabalho € o primeiro a ser realizado no Brasil correlacionando o perfil de
metilagdo do gene de reparo hMLH1 e carcinomas mamarios. Existia uma lacuna entre o
estudo desta alteracdo epigenética no gene hMLH1 e o cancer de mama na populagédo
brasileira, uma vez que muitos trabalhos indicam que este gene é importante na supresséo
tumoral. A frequéncia de 21,6% de hipermetilacdo na regido promotora do gene de reparo
hMLH1 em amostras de carcinoma mamario de mulheres brasileiras que encontramos esta de
acordo do que é observado na literatura. A frequencia de hipermetilacdo desta regido em

amostras de cancer de mama pode variar de 8 a 43,5% segundo Nagvi (2008).
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Um dado importante a ressaltar em nosso trabalho é que dentre as 13 amostras que
apresentaram hipermetilacdo no promotor do hMLH1, somente 1 apresentou idade de
diagnostico inferior a 45 anos, mas o dado ndo foi estatisticamente significativo.
Provavelmente isto se deve ao pequeno tamanho do conjunto de amostras e provavelmente
alguma correlacéo significativa aconteceria se 0 nimero de amostras aumentasse.

Na anélise de instabilidade do microssatélite no STR D3S1611, 5 amostras
apresentaram LOH, representando uma frequéncia de 13,1%. Todas as amostras que
apresentaram LOH também apresentaram graduacdo de Elston igual a Il ou Ill, havendo
correlagdo entre a presenca de LOH e graduacdo histologia elevada (p = 0,04). Nenhuma
amostra que apresentou LOH no STR D3S1611 apresentou também perfil de hipermetilacdo
no promotor do gene hMLH1. Estes dados sugerem que a hipermetilacdo no promotor do gene
hMLH1 nédo estd influenciando a presenca de instabilidade no microssatélite D3S1611 nas
amostras de carcinoma mamario analisadas.

Geng e colaboradores (2009) observaram o perfil de metilacdo no gene hMLH1 e de
instabilidade em STR em amostras de cancer de pulméo de pequenas células na populacédo
chinesa. Em seu trabalho, Geng concluiu que a inativacdo do gene por hipermetilacdo da
regido promotora combinada com a presenca de LOH no STR D3S1612 seriam as
responsaveis pela inativacdo da proteina hMLH1 nas amostras estudadas, caracterizando este
fato como uma etapa importante no desenvolvimento de céancer de pulmdo de pequenas
células na populacdo chinesa. Uma caracteristica do trabalho a ressaltar, é a utilizacdo do STR
D3S1612 que é bem préximo ao utilizado em nosso trabalho.

Em adicdo ao trabalho de Geng (2009), Leal Rojas e colaboradores (2009)
desenvolveram um trabalho analisando o perfil de metilacio em amostras de tumores
ginecologicos. No trabalho, foram analisadas amostras de tumores de ovario, endométrio,
cérvix uterino e de mama. Os resultados apresentados mostram que 79% das amostras
apresentaram hipermetilagdo no promotor do gene hMLH1 e de outros genes como pl6 e
CDHL1. Assim, Leal Rojas e colaboradores puderam concluir que a hipermetilagdo da regido
promotora dos genes estudados em seu trabalho sdo um importante evento na carcinogénese
de tumores ginecoldgicos e que o padrdo de metilacdo esté associado a natureza do tumor. Em
outro estudo, Roa e colaboradores (2004) analisaram o perfil de metilagdo da regido
promotora do gene hMLH1 em amostras de carcinoma mamario de mulheres chilenas. Seus
resultados mostraram que 11,4% das amostras apresentavam hipermetilagdo no promotor do
gene hMLHL1 e que a hipermetilacdo desta regido esta associada a um grupo étnico, 0s ndo-

mapuche. Na conclusdo do trabalho, os autores afirmam que alteracbes no padrdo de
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metilagdo do gene hMLH1 podem ser consideradas como fator progndstico, sendo esta anélise
uma importante ferramenta na procura de critérios para executar decisdes clinicas e
terapéuticas.

Karray-Chouayekh e colaboradores (2009) realizaram a andlise do perfil de metilagédo
da regido promotora dos genes hMLH1 e BRCAL1 em amostras de bidpsia de mulheres
tunisianas que apresentavam cancer de mama invasivo. Das 78 amostras analisadas, 44,8%
apresentaram hipermetilacdo no promotor do gene BRCAL e 21,7% no promotor do gene
hMLH1. A hipermetilacdo no promotor do gene BRCAL foi correlacionada com a idade do
paciente e com sobrevivéncia maior do que 5 anos apds o tratamento. Os autores sugerem que
a andlise do promotor do gene hMLH1 possa ser utilizada como marcador de estagio do
tumor.

Ozer e colaboradores (2002) investigaram a presenca de instabilidade em
microssatélite em 16 amostras de tumores de mama em mulheres com menos de 35 anos. No
trabalho foram analisados 5 loci STRs, D2S123, D3S1611, D17S807, D17S796 e Wq11-12,
por comparacdo de produtos de amplificacdo de PCR entre as amostras normais e tumorais.
Nenhuma instabilidade foi encontrada. Os autores concluem o trabalho com a hipotese de que
a presenca de instabilidade em microssatélite € algo incomum em tumores em estagios
iniciais. Em outro trabalho, Chagpar e colaboradores (2004) buscaram a correlacéo entre a
presenca de instabilidade em microssatélites com as caracteristicas clinico-histopatoldgicas
dos pacientes. No trabalho foram analisados 100 pares de amostras normal e tumoral de
mulheres canadenses com carcinoma mamario com graduacdo de Elston | e 1l em sete loci
STR, sendo eles hMLH1 (3p22, D3S1611), hMSH2 (2p16, D2S123), NM23-H1 (17q21),
TP53-Dint (17p13), TP53-Penta (17p13), APC (5g21, D5S346), and HPC1 (1924, D1S2883).
Os resultados do trabalho mostraram a existéncia de correlagdo entre a presenca de
instabilidades em microssatélites e metastase. Com a analise destes dois trabalhos podemos
considerar que a presenca de instabilidade em microssatélites seja um fator importante para a
transicdo de tumor de mama in situ para invasivo. Em 2008, Plisiecka-Hatasa e colaboradores
observaram que 38,5% das amostras de cancer de ovario estudadas em seu trabalho
apresentavam instabilidade no STR D3S1611, indicando que este microssatélite apresentava
alguma relagdo com a formagdo de tumores de ovario. Por se tratarem de orgéaos relacionado
aos ciclos menstruais, a correlacdo entre a analise de instabilidades no STR D3S1611 em
tumores de ovario e de mama € importante para analisar como este locus se comporta nos
tumores ginecoldgicos. Tanto em nosso trabalho quanto no trabalho publicado por Plisiecka-

Hatasa e colaboradores (2009) pode-se observar a presenca de instabilidade neste STR,
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indicando que a andlise de instabilidades no locus D3S1611 pode ser utilizada como

ferramenta de diagndstico em tumores em orgdos reprodutores femininos.

Perfil de metilacdo na regido promotora do gene supressor de tumor CHD5

O brago curto do cromossomo 1 se apresenta muito instavel em diversas formacGes
tumorais e, devido a isto, a analise de seus genes se mostraram importantes na busca de algum
gene relacionado a supressao tumoral. Assim, muitos trabalhos foram realizados na regido
cromossdmica 1p36, em diversos tipos de tumores humanos, incluindo tumores de origem
epitelial, neural e hematopoiético (Bagchi et al, 2008).

Nossa analise € um dos primeiros trabalhos correlacionando o perfil de metilacdo na
regido promotora do gene CHD5 com céncer de mama. Até o presente momento, ndo foram
encontradas publicacdes correlacionando o perfil de metilacdo na regido promotora do gene
CHD?5 e tumores de mama esporadicos, sendo este trabalho um dos primeiros realizados nesta
busca na América Latina. Nossos resultados mostram que das 60 amostras analisadas, 9
apresentaram hipermetilacdo, representando frequencia igual a 15%. N&o foi observada
correlacdo entre a presenca de hipermetilacdo no promotor do gene CHD5 e as caracteristicas
clinico-histopatoldgicas das amostras.

Em trabalho publicado em 2008, Okawa e colaboradores descrevem o gene CHD5
como 0 mais promissor gene supressor tumoral localizado no brago curto do cromossomo 1.
Para caracterizar este gene como verdaderio supressor de tumor, Fujita e colaboradores (2008)
analisaram o perfil de metilacdo na regido promotora do gene CHD5 assim como a expressao
da proteina em linhagens celulares de neuroblastoma e em 99 amostras de biopsia tumorais do
mesmo tipo tumoral. A expressdo de CHDS5 foi reduzida nas linhagens celulares e a regiéo
promotora apresentou alto perfil de hipermetilagdo, indicando que a inativacdo deste gene
talvez seja um dos fatores responsaveis pelo desenvolvimento de neuroblastomas. Os autores,
por fim, concluem que a expressao de CHD5 foi altamente associada com a sobrevivéncia dos
pacientes e que esta expressdo pode ser inibida por hipermetilacdo em seu promotor.

Outros autores realizaram pesquisas visando verificar os niveis de expressdo de CHD5
em outras formacdes tumorais. Mokarram e colaboradores (2009) analisaram a influencia da
metilagdo gene especifica em amostras de cancer colo-retal de pacientes iranianos e afro-
americanos e, dentre os genes estudados, estava 0 CHD5. A frequencia de hipermetilacdo no
promotor do gene CHD5 foi diferente entre as populagdes. Foi observado que 47% das

amostras de tumor de pacientes iranianos estavam metiladas, enquanto que a frequencia de
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metilacdo nas amostras de tumor de afro-americanos foi de 78% (p = 0,002). Nenhuma
relagdo significativa entre as caracteristicas clinico-histopatoldgicas dos tumores e a
frequéncia de metilacdo foi observada. Wang e colaboradores (2009) desenvolveram um
trabalho analisando a influencia da expressdao de CHD5 em linhagens celulares de tumores
gastricos, assim como o perfil de metilagdo do promotor do gene em amostras tumorais. Os
autores observaram que todas as sete linhagens celulares analisadas apresentaram
hipermetilagdo no promotor do gene CHD5 e 11 das 15 amostras de tumor analisadas também
apresentaram a mesma caracteristica, ndo sendo detectavel hipermetilacdo deste gene em
tecido normal. Assim, os autores concluiram que o CHD5 atua como um supressor de tumor e
que ele é epigeneticamente silenciado em tumores gastricos.

Em 2008, Gorringe e colaboradores desenvolveram um trabalho que analisou a
expressdo de CHD5 em cancer de ovario. Foi observada hipermetilagdo na regido promotora
do gene CHD5 em trés das seis linhagens celulares estudadas, com 805 das ilhas CpG
metiladas. Quando analisaram amostras de tumor primario de ovério, a frequéncia de
metilacdo foi menor, sendo de 14,5% dos casos. Assim, 0s autores propbem que a
hipermetilacdo da regido promotora do gene CHD?5 estéa relacionada com a transicao de tumor
primario para uma forma mais agressiva devido a frequéncia de hipermetilacdo estar maior
em linhagens celulares do que em amostras de tumores primarios.

Somente um trabalho, até entdo, correlacionava a hipermetilacdo da regido promotora
do CHDS5 e cancer de mama. Neste trabalho, foram analisadas linhagens celulares e amostras
de tumores priméarios de mama. Desenvolvido por Mulero-Navarro e Esteller (2008), os
resultados mostram que das 4 linhagens celulares de mama estudadas (MCF7, MDA468,
MDA-MB231, BT549) somente uma, a MDA231, apresentou hipermetilacdo no promotor do
gene CHD5. A expressdo de CHD5 foi altamente prejudicada na linhagem celular MDA231.
O trabalho também nos mostra que dentre as 20 amostras de carcinomas mamarios analisadas,
2 apresentaram hipermetilacdo no promotor do gene CHDD5, resultando em uma frequencia de
10% de amostras de carcinoma mamario hipermetiladas para este gene. Assim, Mulero-
Navarro e Esteller mostraram que em tumores mamarios também existe perda de expressdo de
CHDS5 em decorréncia de hipermetilagdo em sua regido promotora.

Assim, na continuidade deste trabalho, esperamos aumentar o nimero de amostras
estudadas e relacionar os niveis de expressdo dos genes estudados com o perfil de metilacdo
encontrados em suas regides promotoras. Também pretendemos estudar com mais detalhes a

expressao e atuacdo do gene CHD5 no cancer de mama esporadico.
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CONCLUSOES

- A regido promotora do gene supressor de tumor TP53 ndo apresentou perfil de
hipermetilagdo nas amostras analisadas, indicando que outras vias possivelmente estariam
interferindo na acéo da proteina;

- O gene de reparo hMLH1 apresentou perfil de hipermetilacdo em sua regido
promotora em 21,6% das amostras analisadas, 0 que indica que a transcricdo desta proteina
pode ser modulada por alteracdo no perfil de metilagdo de sua regido promotora em parte dos
carcinomas de mama esporadicos;

- A presenca de LOH no microssatélite D3S1611 foi correlacionada (p = 0,04) com
amostras apresentando graduacao histolégica elevada (Grau de Elston Il e I11), indicando que
a analise de instabilidade neste STR seja um importante fator para verificacdo da evolugdo do
tumor de mama;

- Foi observado que 15% das amostras apresentaram perfil de hipermetilacdo na regidao
promotora do gene CHD5 dentre as 60 analisadas. Novos estudos sobre a importancia deste

gene na supressdo tumoral em cancer de mama devem ser realizados.
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