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RESUMO

SILVA, Lucas Delmonico Rodrigues da. Pesquisa de marcadores circulantes em lesdes
impalpaveis da mama: alteracdes somaticas e epigenéticas. 2014. 158 f. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

A deteccdo precoce do cancer de mama aumenta consideravelmente as chances de
cura, porém a identificacdo de lesdes iniciais e impalpaveis ainda € um desafio. A mamografia
é direito publico da mulher somente apds os 50 anos de idade segundo o Ministério da Saude,
0 que contribui para um diagnoéstico tardio, com lesGes ja palpaveis e de estadio avancado.
Além disso, o0 processamento das imagens é alvo constante de erros de interpretacdo e
resultados equivocados. A busca por marcadores tumorais circulantes vem sendo amplamente
explorada na tentativa de minimizar tratamentos agressivos e contribuir para a deteccdo
precoce do cancer de mama. A dificuldade na clinica é determinar com seguranca quais 0s
marcadores moleculares seriam capazes de diferenciar as lesdes benignas auténticas, das pre-
malignas e das malignas. O céncer de mama é consideravelmente heterogéneo e com
desfechos clinicos variaveis, ndo sendo possivel determinar a evolucdo da lesdo mamaria e 0
fendtipo das células tumorais. Os genes supressores tumorais tém se tornado os principais
candidatos a marcadores, devido a frequéncia de alteracdes detectadas em canceres de mama.
O objetivo do trabalho foi investigar dentre o conjunto de genes supressores, aqueles com
maiores taxas de mutacGes somaticas e alteracdes epigenéticas constantes em lesfes ainda em
processo inicial. A andlise da regido codificante dos genes TP53 (4-9) e CDKN2A (1-3) foi
realizada em 62 amostras, das quais 21 tiveram histopatoldgico final de benignidade, e 41 de
malignidade. Nenhuma mutacdo foi encontrada por sequenciamento automatico nestes genes.
A avaliagdo epigenética dos genes TP53, CDKN2A e ATM nas lesdes impalpaveis, sangue e
saliva apresentaram resultados diversos. Dentre as 62 lesdes mamarias avaliadas 1 (1,6%) foi
positiva para p14"~F, 3 (4,8%) para p16™<** e 33 (53,2%) para ATM . Dentre as 39 amostras
de DNA do sangue periférico, 10 (26%) foram positivas para p14"%", 17 (44%) para p16"**e
16 (41%) para ATM. Dos casos de saliva, 139 (2,6%) apresentou metilagdo para p14”*" , 639
(15,4%) para p16™<** e 9 (23%) para ATM. A avaliacdo estatistica ndo revelou valores
significativos quando comparados as variaveis clinicas das pacientes. As lesdes avaliadas
conferem com o estagio precoce da carcinogénese mamaria e vém corroborar com a literatura
que determina que as mutacfes somaticas sao frequentes em lesGes avangadas, com subtipos
histoldgicos, e fatores de progndstico mais agressivos. Ja& 0s achados epigenéticos, embora
sem associacdo de significancia estatistica, se destacam pela frequéncia nos fluidos
secundarios a lesdo mamaria e despertam a necessidade de investigagdo mais refinada.

Palavras-chave: Cancer de mama. Lesdes mamérias impalpaveis. Deteccdo precoce. TP53.
CDKN2A. ATM.



ABSTRACT

SILVA, Lucas Delmonico Rodrigues da. Study of circulating markers in impalpable
breast lesions: somatic and epigenetic changes. 2014. 158 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

Early detection of breast cancer increases the chances of cure, but identification of
initial and impalpable lesions is still a challenge. Mammography is public right of women
only after age 50 according to the MS, which contributes to late diagnosis, with longer
palpable lesions and advanced stage. In addition, the image processing is a constant target of
misinterpretation and misleading results. The search for circulating tumor markers has been
widely explored in an attempt to minimize agressive treatments and contribute to early
detection of breast cancer. The difficulty in practice is determine the molecular markers that
would be able to differentiate authentic benign of premalignant and malignant lesions. Breast
cancer is considerably heterogeneous and with variable clinical outcomes, it is not possible to
determine the evolution of the breast lesion and the phenotype of tumor cells. Tumor
suppressor genes have become the main candidate markers, because the frequency of
abnormalities detected in breast cancers. The aim of the study was to investigate among the
set of suppressor genes, those with higher rates of somatic mutations and epigenetic changes
contained in carcinogenic initial process. Analysis of the coding region of TP53 (4-9), and
CDKN2A (1-3) genes was carried out on 62 samples, 21 of which were benign and 41
malignant. No mutation was found by direct sequencing these genes. Epigenetic assessment
of TP53, CDKN2A and ATM genes in non palpable lesions, blood and saliva showed variants
results. Among the 62 breast lesions assessed 1 (1.6%) was positive for p14**", 3 (4.8%) for
p16™ % and 33 (53.2%) for ATM. Of the 39 DNA samples from peripheral blood, 10 (26%)
were positive for p14*"F, 17 (44%) for p16™<*® and 16 (41%) for ATM. Saliva cases, 1/39
(2.6%) had methylation to p14”"F, 6/39 (15.4%) for p16"™"*® and 9 (23%) for ATM. Statistical
analysis revealed no significant values compared the clinical variables of the patients. Of the
lesions conferring with early stage of breast carcinogenesis and corroborate with the data of
literature which somatic mutations are frequent in advanced lesions, with histologic subtypes
and prognosis more aggressive. Already epigenetic findings, although no association of
statistical significance was found, are determinants the methylation frequency in secondary
fluid and awaken the need for research on a sample size greater that the analyzed.

Keywords: Breast cancer. Impalpable lesions. Early detection. TP53. CDKN2A. ATM.
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INTRODUCAO

Aproximadamente cerca 57 mil novos casos de cancer de mama no Brasil sdo
esperados para os anos de 2014-2015. Somente no ano de 2011 foram confirmados 13.225
mortes, em decorréncia desta neoplasia. Corresponde a 22% de todos 0s canceres que
acometem as mulheres anualmente, e tem se tornado uma das patologias mais bem
exploradas, com perfil heterogéneo e taxa de mortalidade elevada (MS, 2014).

As lesdes impalpaveis representam uma patologia mamaria singular, sem estimativas
seguras para predizer quais casos serdo confirmados como malignos. Bastante peculiar estas
lesbes passam despercebidas aos exames de triagem, pois por serem muito pequenas e de
dificil distincdo € mascarada pelo contraste do tecido adiposo e ganglios da mama (Badra et
al., 2006; Dillon et al., 2010; Schnitt & Collins, 2010). O exame clinico e a mamografia sdo
0s métodos de escolha para o diagndstico precoce, sendo esta Ultima essencial na deteccdo das
lesGes impalpéaveis (Schnitt & Collins, 2010).

Badra et al., (2006) referem-se a estas lesdes como menos agressivas, infiltracdo nodal e
metastases distantes raras, quando diagnosticadas em estagio inicial. Ainda assim, cerca de
50% destes casos, a mamografia apresenta microcalcificacbes, e adjuvantemente aos
marcadores de prognostico (grau histolégico do tumor, envolvimento linfonodal e
infiltrativo), ndo sdo suficientes para destacar a complexidade molecular e clinica das lesdes
impalpaveis (Roubidoux et al., 2004; Mendez et al., 2004).

Numa tentativa de diminuir o indice de mortalidade e contribuir para a detec¢do precoce
destas lesdes, em especial distingui-las quanto a origem e evolucdo (benignas, pré-malignas e
malignas), novas ferramentas tém sido testadas tanto no ambito de diagnostico por imagem
quanto genético (Karamouziz et al., 2002, Roubidoux et al., 2004, Badra et al., 2004).

De um modo geral, somente os tecidos confirmados como lesdes malignas, e obtidos a
partir da cirurgia, que sdo pesquisados, ou seja, lesbes mamarias ja consideradas palpaveis.
Assim, had um vacuo enorme de informagdes sobre o mecanismo molecular das lesGes
impalpéveis, justamente por diferenciarem das demais quanto a sua evolugdo. Nem sempre as
lesGes impalpaveis apresentam um fendtipo, e perfil molecular similar, especialmente quanto
ao prognostico (Heimann & Hellman, 2000).

As assinaturas genéticas, ou 0s chamados testes de painel de expressdo genética, tém

sido utilizados no decorrer dos ultimos anos, como forma de minimizar procedimentos
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clinicos agressivos. Porém, nem sempre estes testes sdo suficientes, justamente pelas margens
de erros em decorréncia da heterogeneidade do tumor.

Alteracdes sisttmicas podem ser confirmadas pela presenca de células tumorais
circulantes, mesmo em tumores nao metastaticos, além de que as células imunologicas sofrem
pequenas alteragdes moleculares que podem ser detectadas mesmo antes do diagndstico da
massa tumoral (Flanagan et al., 2009; Andergassen et al., 2013). Essas mutacOes e alteracdes
epigenéticas podem ser detectadas a partir do sangue e ou em demais fluidos.

A utilizacdo de marcadores moleculares pode ser empregada para a deteccdo precoce,
promocdo da vigilancia, e resisténcia imunoldgica do paciente. A investigacdo de alteragdes
genéticas e epigenéticas nas lesdes impalpaveis poderdo constituir uma ferramenta util, a
ponto de se entender os mecanismos envolvidos no processo inicial da carcinogénese e

auxiliar no diagnostico e procedimentos terapéuticos.

Glandula Mamaéria

A glandula mamaria é constituida pela ramificacdo do sistema ductal e finalizada na
unidade ducto-l6bulo terminal. O arcabou¢o mamario é composto por estruturas acinares
envolto por um estroma de tecido adiposo, e tecido fibroso (Figura 1). Dentre este estroma é
possivel encontrar células progenitoras nos sistemas luminais, responsaveis pela manutencéao

e renovacdo do tecido epitelial mamario (Cardiff et al., 1999; Dimri et al., 2005).
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Figura 1 - Estrutura mamaria e divisdes funcionais

Lébule

Unidade ducto-lobular terminal

Células luminais

Mamilo

Células mioepiteliais

Célula progenitora/ Srem cell

Tecido adiposo

Fibroblastos estromais

Membrana basal

Fonte: Modificado de Dimri et al., 2005

A estrutura mamadria adulta é formada por trés grandes tecidos: pele, tecido
subcutaneo, e tecido mamario propriamente dito. O parénquima mamario é subdividido em
cerca de 15-20 segmentos que convergem ao mamilo em um posicdo radial. Os ductos
coletores que drenam cada um destes segmentos tem em média 2 mm de didmetro. Cada
segmento capta a secrecdo de 20-40 I6bulos mamarios que podem conter de 10-100 unidades
funcionais (Moffat & Going, 1996; Osborne & Boolbol, 2010).

O complexo mamario ainda possui uma rede linfatica funcional que age como dreno
para a mama. Os plexos linfaticos subepiteliais e os papilares sdo confluentes com 0s
linfonodos subepiteliais distribuidos pela superficie do corpo. Estima-se que cerca de 97% do
fluxo linfatico da mama tem destino para a rede linfatica das axilas. Este fator € responsavel
pela pesquisa dos linfonodos sentinelas, assim como a via principal de propagacéao das células

tumorais de metéstase a distancia (Hultborn et al., 1955; Osborne & Boolbol, 2010).
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Lesdes benignas da mama

Determinado por um grupo extenso de patologias, as lesdes benignas séo ditas como
um problema na patologia investigativa, pois compartilham da suspeita de lesdes malignas
guando muito pequenas, € aumentam a margem de suspeita para um tumor infiltrativo
(Schnitt & Collins, 2010).

Segundo Schnitt & Collins (2010) as doencgas benignas da mama sdo divididas em
lesBes ndo-neoplasicas e neoplasicas da mama. As ndo-neoplésicas podem ser: anomalias do
desenvolvimento, doencas inflamatdrias, doencas relacionadas a lactacdo, alteracBes nao
proliferativas (alteracfes fibrocisticas), lesbes proliferativas, lesdes de células colunares,
hiperplasia pseudo-angiomatoide e hamartomas (quadro 1).

Dentre as lesdes ndo-neoplasicas e ndo-proliferativas, os cistos, uma das lesbes mais
comuns deste grupo, sdo caracterizados por serem estruturas arredondadas preenchidas por
liquido, e de tamanhos variados. Microscopicamente sdo derivados de um ducto terminal, e
apresentam duas camadas celulares, uma advinda do epitélio lobular e outra camada de
células mioepiteliais (Schnitt & Collins 2010). Outra lesdo que merece enfoque dentre esta
classificacdo sdo as ectasias ductais, pois cerca de 75% dos casos sdo ocultos e de massas ndo
palpaveis. Acometem tanto mulheres na peri quanto na pds-menopausa, € geram descargas
mamilares que podem variar no aspecto, podendo ser do tipo serosa, sanguinolenta ou
amarelada. Morfologicamente sdo resultados de acimulo de liquido secretado com dilatacdo
progressiva do ducto maior gerando um infiltrado rico em linfocitos e macréfagos (Schmitt &
Gobbi, 2006).



Quadro 1 - Lesdes benignas ndo neoplasicas da mama

Anomalias do desenvolvimento
Amastia e hipoplasia
Macromastia (hipertrofia mamaria)
Ectopia e remanescentes da linha mamaria

Doencas inflamatorias
Mastites agudas e cronicas
Abscesso subareolar recidivante
Ectasia ductal
Lobulite linfocitica
Reac0es a protese mamaria

Doencas relacionadas a lactagcdo

Lesdes ndo-proliferativas (alteragdes fibrocisticas)
Cistos
Alteracdes apocrinas papilares
Alteracdes estromais
Fibrose
Elastose

Lesdes proliferativas
Adenose
Hiperplasia ductal (usual ou sem atipias e atipicas)
Hiperplasia lobular atipica

Cicatriz radiallesao esclerosante complexa

Les6es de células colunares
AlteracGes de células colunares
Hiperplasias de células colunares sem atipias
Alteragao de células colunares com atipias (“atipia plana”)

Hiperplasia de células colunares com atipias (“atipia plana”)

Hiperplasia pseudo-angiomatoide

Hamartomas

Fonte: Modificado de Schmitt & Gobbi (1991) e Schmitt & Gobbi (2006)
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O segundo grupo, denominado das lesGes benignas neoplésicas pode ser dividido em:
tumores epiteliais, tumores mistos epiteliais e conjuntivos (neoplasias fibroepiteliais), tumores

mesenguimais e tumores ditos cutaneos (Quadro 2) (Schmitt & Gobbi, 2006).

Quadro 2 - Leses benignas neoplasicas da mama

Tumores epiteliais
Papiloma: unico e multiplo
Adenoma: tubular e da lactagédo
Papilomatose (adenoma) florida do mamilo

Adenomioepitelioma

Tumores mistos epiteliais e conjuntivos (neoplasias fibroepiteliais)
Fibroadenoma

Tumor phyllodes

Tumores Mesenquimais

Lipoma
Hemangioma
Fibromatose

Miofibroblastoma
Neurofibroma
Leiomioma

Tumor de células granulares

Outros

Tumores cutaneos

Fonte: Modificado de Schmitt & Gobbi (1991) e Schmitt & Gobbi (2006)

Dentre as lesdes proliferativas sem atipias, o fibroadenoma acomete mulheres desde a
menarca a senilidade (Schnitt & Collins, 2010). Apresenta desenvolvimento sobre o l6bulo
mamario estendendo sua evolucdo até a formagio de um nddulo sélido. E comum em
mulheres jovens em idade reprodutiva, pois parece haver uma sensibilidade aumentada ao

horménio estrogénio; e em mulheres negras tende a formar lesbes multiplas e bilaterais.



23

Geralmente varia entre 1-3cm de tamanho, podendo atingir faixas superiores a 5 cm, nestes
casos sdo denominados de fibroadenomas gigantes (Ashutosh et al., 2013).

Dentre os fibroadenomas existem outras variacdes quanto a histopatologia, podendo
ser subdivididos em: fibroadenomas complexos, fibroadenomas juvenis, fibroadenomas
gigantes, fibroadenomas tipo infarto (émbolo e obstrugdo dos vasos sanguineos, acarretando
em necrose do tecido maméario), fibroadenomas associados com hiperplasias e ainda

fibroadenomas associados com carcinoma (Schnitt & Collins, 2010).

Tumores malignos da mama

O cancer de mama predominantemente € determinado por uma doenca de alteracdo do
genoma que surte a partir do acimulo de aberragfes (alteracbes no numero de copias,
mudancas na sequéncia, e alteracGes epigenéticas). Numa minoria dos casos de cancer de
mama, a predisposicdo genética é herdada. Nestes casos, mutacdes nos genes BRCAL e
BRCA2, TP53, CHK2, ERBB2 sédo as mais conhecidas (Spellman et al., 2010).

Os tumores malignos compreendem um grupo bastante heterogéneo com exames de
imagem e moleculares distintos. Além destas alteracfes ja pré-determinadas, o cancer de
mama € uma convergéncia de fatores de riscos que podem contribuir, ou serem, responsaveis

pelo seu aparecimento.

Fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama

Os fatores de risco que influenciam no desenvolvimento do céncer de mama sdo
diversos, alguns passiveis de serem modificados, outros ndo. Dentre as variaveis, os fatores de
risco podem ser divididos em: fatores epidemioldgicos, reprodutivos, hormonais internos,
hormonais externos pré e pds menopausa, nutricionais, exposicdo a radiacdo, exposicao
ambiental, ocupacéo (trabalho), historico medico e fatores genéticos ou herdaveis (Willet et

al., 2010). Estes fatores de riscos estdo resumidos no quadro 3.
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Quadro 3 - Fatores considerados de risco para o desenvolvimento do cancer de mama

Fatores de risco elevado (risco relativo 4 vezes maior)

Idade acima de 50 anos

Pais de origem (Estados Unidos, norte da Europa e Escandinavia)

Histdria familial: antecedentes familiares de primeiro grau e historia de cancer na
pré-menopausa> BRCA 1 e BRCA 2

Sindromes geneticas: Li-Fraumeni, ataxia-telangiectasia e outras

Hiperplasia atipica (especialmente quando associada a histdria familial)

CLIS

Fatores de risco moderado (risco relativo de 2 a 4 vezes maior)

Qualquer antecedente familial de cancer de mama

Estimulacdo estrogénica prolongada: nuliparidade, menarca precoce, menopausa
tardia, primeira gestacdo tardia (apds 35 anos)

Mutacdo em CHEK2

Historia pessoal de cancer do ovario ou do endomeétrio

Exposicdo a radiacdo ionizante

Hiperplasia ductal sem atipia

Fatores de risco baixo (risco relativo de 1 a 2 vezes maior)

Reposi¢do hormonal na menopausa
Ingestdo de alcool

Obesidade na p6s-menopausa
Estatura elevada na adolescéncia
Historia de doenca benigna da mama

Fonte: Adaptado de Schmitt & Gobbi (2006) e Burstein et al., (2010)

Incidéncia, mortalidade e sobrevida do cancer de mama

Em relacdo aos dados de incidéncia para cancer de mama no Brasil, estima-se cerca de
57 mil casos para 0s anos 2014-2015. Nos ultimos anos tornou-se a primeira neoplasia que

acomete as mulheres, exceto tumores da pele ndo melanoma (Quadro 4). As taxas de
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mortalidade no pais sdo elevadas, com dados confirmados de 13.225 mil mortes somente para
0 ano de 2011 (MS, 2014).

A sobrevida das pacientes com cancer de mama varia por pais, € no Brasil as variaveis
intra-regionais estdo presentes. Nos EUA a taxa de sobrevida livre da doenca ap0s cinco anos
é de 83,9%, na Europa 73,1%, e no Brasil uma média de 61%, sendo que nas areas menos
desenvolvidas do pais essa taxa pode cair consideravelmente (MS, 2014).

Quadro 4 - Estimativa dos principais neoplasias para 0s anos de 2014-2015

Localizacdo primaria €asos Novos Y
il My il ST T

Colon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.590 5,7%
Traqueia, Brénquio e Pulmdo 10.930 4,0%
Glandula Tireoide 8.050 2,9%
Estdmago 7.520 2,7%
Corpo do Utero 5.900 2,2%
Ovario 5.680 2,1%
Linforna ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Leucemias 4.320 1,6%

Nota: Numeros arredondados por 10, ou maltiplos de 10
Fonte: Adaptado de MS, 2014

Classificacéo histolégica dos tumores malignos

A classificacdo histoldgica dos tumores malignos é dividida em ductais e lobulares. Os
tumores malignos sdo determinados pelo crescimento e fatores citolégicos das células
tumorais. Esta classificacio é adotada pela OMS, mas seguem variacbes dentre a
histopatologia, pois nem sempre sdo possiveis de classificagdo por possuirem areas de
miscigenacdo tumoral (Wellings et al., 1975; Dillon et al., 2010).

Os tumores infiltrativos sdo em maioria associados aos carcinomas in situ, e as células
de ambas as massas, compartilham de fendtipo celular similar (Moriya et al., 1994; Dillon et
al., 2010).
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Carcinoma in situ

O carcinoma in situ € apresentado por duas grandes classificacdes histoldgicas: 0s
carcinomas ductais in situ (CDIS) e os carcinomas lobulares in situ (CLIS). Estas lesdes séo
determinadas por grupamentos celulares bem diferenciados, com localizagdo restrita que

confirmam a auséncia de invasao de células tumorais no estroma mamario (Allred, 2010).

Carcinoma ductal in situ

O CDIS é detectado, em maioria pela mamografia, representando 20-25% das
patologias mamaérias. Em relacdo a patologia, apresenta estagio bem diferenciado, a pouco
diferenciado, classificados comumente em cinco grupos: comedocarcinoma, cribiforme,
micropapilar, papilar e sélido (Schmitt & Gobbi, 2006).

O tipo comedocarcinoma € caracterizado como o principal tumor in situ por conter
areas de necroses extensas que ocupam o interior do ducto, e possuem células tumorais de alto
grau nuclear que podem adquirir possibilidades de invaséo do estroma; e 0s micropapilares
gue possuem tendéncia a multicentricidade (Schmitt & Gobbi, 2006).

Os CDIS apresentam associacdes com o0s marcadores de prognostico, sendo 0s
tumores bem diferenciados e de baixo grau com elevados niveis de positividade para os
receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP). Com o aumento de estadio da leséo e
diminuicdo de diferenciacao, essa positividade tende a cair em torno de 20% (Van de Vijver
et al., 1988; Walker et al., 1991, Allred et al., 2010). No caso do marcador HER
(amplificagdo e superexpressao) e p53 (mutacdes e superexpressdo), estes fenotipos sao raros,
variando de 5-10% em CDIS bem diferenciados, mas tende a aumentar graduavelmente em
lesdes pouco diferenciadas (60%) (Barnes et al., 1992; Allred et al., 2008; Allred et al.,
2010).
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Carcinoma lobular in situ

Os carcinomas lobulares in situ (CLIS) representam cerca de 20-30% de todos os
carcinomas in situ, e em maioria achados acidentais durante a realizacdo da mamografia.
Atualmente o CLIS é considerado fator de risco para carcinomas invasivos, pois as chances de
mulheres portadoras de CLIS vierem a desenvolver um carcinoma lobular invasivo (CLI) sdo
de 1% ao ano, ou seja, apos 20 anos, este risco absoluto é estimado em 20% (Schmitt &
Gobbi, 2006).

Em relagdo a histologia, os CLIS sdo multicéntricos, com baixo grau nuclear e
apresentam citoplasma bem delimitado, com aspectos em sinete. As células tumorais se
distendem entre os lobulos e sdo bastante pequenas, redondas e poucas coesas, devido a perda

de expressao gradativa de E-caderina (Schmitt & Gobbi, 2006).

Carcinoma invasor

Grupo determinado por infiltragdo tumoral no estroma mamario, independente das
associacOes in situ. Sdo divididos em dois grupos: ductais e lobulares e suas respectivas

subdivisbes (Quadro 5).

Quadro 5 - Tipos principais de carcinomas mamarios invasivos e suas caracteristicas
relevantes (continua)

Carcinoma ductal invasor classico (SOE)
75% dos casos
Grupo heterogéneo
Carcinoma lobular invasor
10% dos casos
Aspecto infiltrativo de células isoladas
Bom prognostico — variante cléssica
Carcinoma tubular

5% dos casos
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Quadro 5 - Tipos principais de carcinomas mamarios invasivos e suas caracteristicas
relevantes (concluséo)

Formacéo de tubulos bem diferenciados em estroma fibroelastdtico

Variante de melhor prognéstico (sobrevida de 5 anos em 95-100% dos casos)
Carcinoma Medular

7% dos casos

Boa delimitagdo macro e microscopica

Células pleomorficas, estroma escasso, infiltracdo linfoide

Relacionado a mutacdes no gene BRCA1
Carcinoma Mucinoso

2-3% dos casos

Massa bem delimitada, de aspecto gelatinoso, pacientes idosas

Bom progndstico, com baixa incidéncia de metastases axilares
Doenca de Paget

Leséo eczematosa do mamilo

Disseminacdo intra-epidérmica de células malignas

Pode ter um carcinoma invasivo ou intraductal subjacente
Carcinoma Inflamatorio

Sinais clinicos: edema, eritema e calor

Embolizacdo tumoral nos linfaticos da derme

Mau progndstico
Fonte: Modificada de Schmitt & Gobbi, 2006

Carcinoma ductal invasivo

Os carcinomas ductais invasivos (CDI) sdo caracterizados por massas tumorais em
média de 2 a 3 cm de diametro. Apresentam-se como massas palpaveis com elevada taxa de
multiplicacdo, e € particularmente endurecida pela densidade irregular, e com
microcalcificacbes frequentes. Macroscopicamente sdo de superficie amarelada de

consisténcia firme e com trabéculas que irradiam para o centro da lesdo. Dentre o tumor
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podem coibir areas de componente in situ que comprovam sua fungdo como fator de risco
para recidiva (Schmitt & Gobbi, 2006).

Microscopicamente apresentam predominio de células com nucleos pequenos,
cromatina homogénea e poucas mitoses quando em estagio inicial. Estas variaveis podem se
acentuar quando a lesdo atinge progressdes de fendtipo mais agressivo (Schmitt & Gobbi,
2006).

Carcinoma lobular invasivo

Clinicamente o carcinoma lobular invasivo (CLI) apresenta-se como lesdo difusa e
com pouca alteracdo textural, ndo podendo ser rotineiramente detectada pela mamografia.
Representam cerca de 10% de todos os tumores invasivos da mama com sobrevida em 10
anos de 80-90%.

Possui uma maior tendéncia a bilaterialidade com taxa elevada para recidiva sistémica
tardia, metéstases variaveis e em diferentes sitios (cavidade pleural, abdominal, pulmonar e
etc) (Schmitt & Gobbi, 2006).

No tipo classico, as células do tumor perdem expressdo de E-caderina e sao
tipicamente de crescimento difuso, fatores estes que podem ser Gteis para diferenciacdo do
carcinoma ductal (Schmitt & Gobbi, 2006).

Carcinoma tubular

Os carcinomas tubulares sdo detectados como massas espiculadas e representam entre
5-10% dos carcinomas invasivos. Sao tumores frequentes em casos familiares, especialmente
ligados a mutagdes no gene BRCA2. Quando determinados por uma formacéo tubular pura,
apresentam um melhor prognostico (Schmitt & Gobbi, 2006).

Histologicamente possuem células bem uniformes com auséncia de celulas
mioepiteliais, sendo este Gltimo um achado de extrema importancia para diferenciagdo dos
demais tumores (Schmitt & Gobbi, 2006).
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Carcinoma medular

Correspondem cerca de 1-5% de todos os canceres invasores da mama e com maior
frequéncia em mulheres jovens. Hipotetiza-se que este tipo histologico tenha uma associacao
com mutagdes no gene BRCAL (Schmitt & Gobbi, 2006).

O seu aspecto macroscopico reflete caracteristicas bem classicas do fibroadenoma,
pois se apresenta bem delimitado, lobulado, homogéneo e de consisténcia macia.
Microscopicamente é possivel destacar células com nucleos bem pleomorficos, com nucléolos
evidentes e estroma bastante enriquecido com infiltrado linfocitario. Focos de metaplasia

escamosa e necrose podem estar presentes (Lester, 2004; Schmitt & Gobbi, 2006).

Carcinoma mucinoso

O carcinoma mucinoso representa cerca de 2-3% dos carcinomas invasores e também
é denominado frequentemente por carcinoma gelatinoso, coloide e mucoide. Apresenta-se
como um achado ndo usual dentre as patologias mamarias em mulheres pés-menopausa e
possuem um bom progndstico. Em menos de 20% destes tumores ocorre metastase para o
linfonodo (Lester, 2004; Schmitt & Gobbi, 2006).

Macroscopicamente o tumor segue o fendétipo de sua nomenclatura e apresenta-se com
aspecto gelatinoso. Na microscopia é determinado por grupamentos de células tumorais com
aspecto homogéneo e de baixo grau maligno, sendo em maioria positivo para os receptores
hormonais (Lester, 2004; Schmitt & Gobbi, 2006).

Carcinoma micropapilar

S&o tumores raros na sua forma pura, poréem cerca de 3-6% dos tumores invasivos
apresentam focos de arranjos micropapilares no estroma sem revestimento epitelial ou
endotelial. SAo tumores agressivos com metastases axilares comuns e invasdo vascular com
taxas de até 60% (Lester, 2004; Schmitt & Gobbi, 2006).
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Doenca de Paget

A doenca de Paget € um tumor invasor caracterizado pela eczemia do mamilo, em
resposta aos carcinomas intraductais ou subjacentes. A doenca de Paget pode ser 0os primeiros
sinais de carcinomas de mau progndstico e suas células sdo positivas para HER2 (Schmitt &
Gobbi, 2006).

A microscopia é caracterizada por células grandes com citoplasma claro e nucléolos
evidentes. O citoplasma possui muco em seu interior, o que lhe confere um diagndstico mais

seguro sendo possivel de ser corado por PAS (Schmitt & Gobbi, 2006).

Carcinoma inflamatério

O carcinoma inflamatdrio ndo é considerado uma classificacdo histolégica, mas sim
uma apresentacdo clinica quando visto microscopicamente. Este tipo de neoplasia é
caracterizada por uma embolizacdo macica dos vasos linfaticos pelas células neoplésicas e
microscopicamente apresentam células com pouca diferenciacdo. Apresenta progndstico ruim

e localmente edema, vermelhidéo e calor (Schmitt & Gobbi, 2006).

Outros carcinomas da mama

Os demais tipos de carcinomas representam menos de 1% dentre as patologias
mamarias e incluem carcinomas heterogéneos, desde a histologia a resposta clinica. Os mais
raros sdo 0s carcinomas adenoides-cisticos, carcinomas secretores juvenis, carcinomas
papiliferos invasores, carcinomas de células acinares, carcinomas ricos em lipideos e

carcinomas apaécrinos (Schmitt & Gobbi, 2006).
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Diagnostico do cancer de mama

A idade de diagnostico do cancer de mama no Brasil tem diminuido ao decorrer dos
anos, devido principalmente ao rastreamento da lesdo pela mamografia, e o desenvolvimento
de programas assistenciais voltados a saude da mulher (Liedke et al., 2014).

O diagndstico do cancer de mama é feito por uma gama de exames que incluem,
principalmente, os exames de imagem, 0s marcadores bioguimicos e 0s imunoistoquimicos.
Além destes, existem os exames de alta tecnologia que incluem imagens em resolugdes de 3D
e 0s exames de expressdo génica (Oncotype, Mammaprint entre outros).

Diagndstico por imagem

Mamografia

A mamografia (MA) é o Unico método atualmente considerado referéncia e adequado
para rastreamento de mulheres assintomaticas. A sensibilidade da técnica varia entre 40-73%,
com uma especificidade de 35-98%, dependentes da qualidade do equipamento, e da
densidade da mama (Beam et al., 2003; Smith, 2007; Heywang-Kobrunner et al., 2008). Mais
além, Barlow et al., (2002) relata um numero considerdvel de casos com erros e divergéncias
nos resultados da mamografia, devido principalmente a inexperiéncia dos radiologistas.

O exame mamografico é realizado a partir de aparelhos de baixa intensidade de
emisséo de raios-x. A mama é comprimida sob um receptor de imagem (podendo ser de filme
ou digital), e uma base transparente de compressdo da mama. Os raios-x ndo absorvidos
marcam o filme, ou sdo revelados pelo detector digital, produzindo uma fotografia similar a

um negativo (Helvie, 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Exame mamografico

-

Legenda: Mamografia revelando areas de calcificacBes dispersas entre o arcabougo mamario.
Fonte: Youn et al., 2014.

A interpretacdo do exame baseia-se em levar em consideragdo a deteccdo das
alteragOes visualizadas no filme, ou no resultado digital. As lesdes identificadas sdo
analisadas por varios fatores morfoldgicos que incluem as calcificacdes, que aparecem em
cerca de 90% das lesdes malignas, o volume das massas, a forma, a margem e a densidade da
mama (Helvie, 2010). Estas varidveis e distribuicdes diferenciais exercem papel preditivo
para determinacdo da malignidade da lesdo. Entre as variacbes de destaque podem ser
incluidas as calcificacbes pequenas e dispersas, margens espiculadas, distor¢cbes na
arquitetura, e variagdes quanto ao fluido mamario (sanguinolento e seroso) (Adepoju et al.,
2005, Helvie, 2010).

No Brasil, 0 MS recomenda um exame mamografico, pelo menos a cada dois anos,
para mulheres de 50 a 69 anos e o exame clinico anual das mamas, para mulheres de 40 a 49
anos. A Sociedade Brasileira de Mastologia e Radiologia tém questionado essa preconizagdo
do MS, defendendo a avaliacdo mamogréfica a partir de 40 anos de idade. Para mulheres com
historia familiar de cancer de mama, € preconizada a avaliacdo das mamas a partir dos 35
anos de idade (MS, 2014).
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Ultrassonografia

A ultrassonografia (US) tornou-se o exame mais sensivel para o diagnodstico das
doencas mamarias (Chala & Barros, 2007) com sensibilidade de 92% e especificidade
variando entre 90% - 96% (Tejerina et al., 2012).

A técnica baseia-se nos transdutores de ondas com frequéncia média que varia de 5
para 15 MHz. A resolucdo da técnica permite sua visualizacdo em profundidade, garantindo
sua aplicacdo em mamas densas e em estagio de lactacdo. A emissdo das ondas sonoras em
diferentes angulos recria a imagem com preciséo, possibilitando detectar anormalidades na

mama avaliada (Khouri, 2010) (Figura 3).

Figura 3 - Exame ultrassonogréfico

Legenda: Ultrassonografia detectando cancer de mama tubular (setas)

Fonte: Heywang-Kobrunner et al., 2008.

A US tem passado por modificagbes desde sua invencdo e atualmente existem
aparelhos com tecnologias mais refinadas, como por exemplo, o Doppler Color e o ultrassom
em 3D, que permitem a visualizagdo da vascularizagdo do arcabougo mamario possibilitando
em algumas situacdes a distin¢do das lesdes malignas das benignas (Del Cura et al., 2005;
Khouri, 2010). Tornou-se uma ferramenta valiosa e complementar a mamografia na rotina,

em especial, para a deteccdo de carcinomas ndo palpaveis e ocultos clinicamente (Kolb et al.,
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2002; Saarenmaa et al., 2001). Contudo, o seu uso ainda é limitado na clinica, sendo utilizado
principalmente em casos em que haja duvidas sobre o diagndstico de lesdes de dificil
distingdo. Apresenta-se com maior sensibilidade a mamografia, eliminando em muitos casos

procedimentos invasivos, por exemplo, as bidpsias por agulha-fina (Parker et al., 2009).

Ressonancia Magnética

A ressondncia magnética (RM) atualmente é uma técnica utilizada para o
acompanhamento do estadiamento local e vigilancia da lesdo mamaria. Possui sensibilidade
superior, ou mesmo equiparada a US e especificidade inferior aos demais exames com 88%
(Smith, 2007; Debra et al., 2011). E considerado um exame com necessidades de
aprimoramentos técnicos para que seja mais amplamente utilizado (Tejerina et al., 2012).

A técnica consiste na seccdo do tecido analisado em quadros de imagens, com a
recriacdo do movimento dos protons, de acordo com o relaxamento do tecido. O uso da RM
no diagndstico do cancer de mama ainda é limitado especialmente em pacientes jovens com
mamas densas e genes BRCAL1 ou BRCA2 mutados, e em casos, mesmo néo testados, com
risco primario de alteragdes nos mesmos genes (Salem et al., 2013).

Em aspectos complementares, o valor de diagnostico da RM é usado principalmente
para a) deteccao multifocal, multicéntrica e de patologia contralateral, ou quando a detec¢édo
por MA e US ndo foi suficiente para reconhecer a anormalidade mamaria; b) detectar a
possibilidade de invasdo tumoral em CDIS; c) avaliar a resposta a quimioterapia
neoadjuvante; d) detectar massas tumorais ocultas na mama, principalmente quando presentes
inicialmente nos linfonodos axiliares; e) deteccdo de lesBes impalpaveis em mamas densas
(Menezes et al., 2014).

Considerando a capacidade de deteccdo de lesdes ocultas na mama, Schelfout et al.,
(2004) demonstrou que a RM foi capaz de revelar 96% das patologias mamarias
multifocais/multicéntricas, enquanto a MA e a US, comparadamente, foram capazes de
deteccdo de somente 28,6% e 26,5%, respectivamente.

Dessa forma, o uso do contraste paramagnético no estudo por RM das mamas
mostrou-se importante na deteccdo de corpos ndo real¢cados nos demais exames por imagem.
Em conclusdo, a RM permitiu revelar informagdes quanto a natureza e aos estagios da doenca
(Leopoldino et al., 2005).
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Classificacéo Bl RADS

O relatério de imagem da mama e do sistema de dados (BIRADS — Breast Imaging
Reporting and Data System) foi instituido pelo ACR em 1998 para lidar com a falta de
padronizacdo e uniformidade na mamografia (Tabela 1). Em 2003 foi feita a reformulacéo
final da classificacdo Bl RADS (ACR, 2003) sendo entdo, adotada universalmente para os trés
exames de imagens utilizados na clinica. Com a implantacdo do sistema, a interpretacdo dos
achados ultrassonogréaficos passou a definir apropriadamente as lesGes de ecogenicidade
complexa, os cistos complicados, a orientacdo da lesdo, o halo ecogénico e a presenca de

achados associados (Burnside et al., 2009).

Tabela 1 — Categoria Bl RADS

Categoria Interpretagdo Probabilidade Conduta
(%)
0 Inconclusivo Exame adicional
1 Benigno 0 Controle anual a
partir dos
40 anos
2 Benigno 0 Controle anual a

partir dos 40anos

3 Provavelmente benigno <2 Controle semestral
4 (A,B,C) Suspeito >2 a>90 Biopsia

5 Provavelmente maligno >05 Biopsia

6 Lesdo maligna (biopsiada ou 100

diagnosticada), ndo submetida a
terapia definitiva

Fonte: Quadros, 2003
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Embora, a imagem seja considerada padrdo ouro para triagem inicial do cancer de
mama, o diagnostico das lesbes impalpaveis (infraclinicas) apresentam-se como uma
particularidade para o digndstico. Esta lesdo pode passar despercebida por ser muito pequena
(infracentimétrica), por sua localizacdo ser de dificil acesso a palpacdo (prolongamento axilar
ou porgédo profunda da mama, por exemplo), por tratar-se de mama volumosa muito densa,
mama pos-cirurgia reparadora ou, ainda, de mama com intenso processo de alteracdes
fibrocistica. Ainda, por ser de dificil contraste, estas lesGes, frequentemente, sdo interpretadas
e classificadas na categoria BI RADS de forma errada. Por exemplo, classificacbes Bl RADS
4 podem ser consideradas lesdes benignas, ou malignas, levando a bidépsia mamaria, que em

grande maioria, torna-se desnecessaria.

Marcadores de imunoistoquimica para o cancer de mama

A marcagdo dos fragmentos mamarios por HE no laudo histopatoldgico ¢ considerado
padrdo ouro na deteccdo de anormalidades mamarias e do processo carcinogénico. A
imunoistoquimica tomou espago dentre os procedimentos complementares de microscopia
patoldgica e os marcadores de RE, RP e HER-2 atualmente sdo utilizados como valores de
prognostico, sendo fundamentais na decisdo do tratamento do cancer de mama (Jorns et al.,
2013; Zhao et al., 2014). Antes disso, os primeiros relatos da detec¢do destes receptores
hormonais datam do inicio de 1960, e desde entdo tem sido comprovada a dependéncia destes
receptores na patologia mamadria (Jensen et al., 1967). Mais adiante, outros marcadores
passaram a serem utilizados adjuvantemente para a determinagdo de um diagndstico mais
preciso, tais como marcadores de células mioepiteliais para diferenciacdo de formagdes
celulares in situ, ou invasivas, por exemplo, as citoqueratinas, CK5/6, CK14, CK19 and

CK903 (Zhao et al., 2014).
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Receptores esteroidicos

Estrogénio e Progesterona

Os estrogénios sao produzidos nos ovarios e na placenta, e em menores quantidades no
tecido adiposo, testiculos, vasos sanguineos, mama e outros. No total existem trés compostos:
o0 estradiol, o estrona e o estriol, sendo o estradiol 0 mais potente e o de maior producdo nos
ovarios (Czajka-Oraniec & Simpson, 2010). O receptor de estrogénio ¢ dividido em dois
subtipos, RE-a e RE-, sendo que ambos compartilham de estruturas funcionais similares. O
receptor RE-a possui 595 aminoacidos com um dominio central de ligagio ao DNA e uma
longa cadeia carboxi-terminal de ligagdo do hormoénio (Czajka-Oraniec & Simpson, 2010).

O estrogénio ¢ um fator necessario para crescimento normal e desenvolvimento do
tecido mamario, mas altos niveis deste composto eleva o risco do desenvolvimento para o
cancer de mama (Caldon, 2014). Isto se explica por trés motivos a) o receptor ER-a se
transloca para o ntcleo promovendo o controle da expressdo génica; b) produtos oxidativos
gerados a partir do metabolismo do estrogénio promovem quebras e danos ao DNA e; c)
exposicao excessiva do estrogénio leva a um crescimento desregulado das células expostas a
estes receptores (Caldon, 2014).

Os receptores de progesterona se assemelham bastante com os de estrogénio,
possuindo duas isoformas, o RP-a e RP-B. Ambos possuem a regido de extremidade C-
terminal e o sitio de ligacdo ao DNA. Uma vez, sob influéncia do horménio progesterona, a
porc¢éo de ligacdo se transloca sentido nuclear promovendo a regulacéo da expressao de genes
alvos (Folgueira & Brentani, 2010).

Em geral, os receptores de estrogeno e progesterona sdo fatores preditivos de resposta
a hormonioterapia. A positividade dos receptores depende da idade e periodo menstrual da
mulher, sendo que em média, 30% apresentam RE+. Esta porcentagem ¢é reduzida em 10-20%
nas mulheres em periodo de pré-menopausa e se eleva a 50-60% nas mulheres em periodo de
pés-menopausa. O valor prognéstico dos receptores de estrogénio € diversificado entre os
estudos, porém ¢ relatado que pacientes com RE+ apresentam tempo de sobrevida livre da
doenca maior que pacientes RE-. Desta forma, tem-se sugerido que o RE esteja mais

associado ao crescimento celular do tumor, do que propriamente um marcador de potencial
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metastatico (Dieci et al., 2014; Dunnwald et al., 2007; Abdel-Fatah et al., 2007; Ottesen et
al., 2000).

Vérias modalidades de hormoniterapia ja foram utilizadas no tratamento do cancer de
mama, utilizando em especial anti-progestdgenos. Atualmente o usual € utilizar de
moduladores seletivos para receptores de estrdgeno, como tamoxifeno, inibidores de
aromatase e analogos de hormdnio da gonatropina, justamente pela seletividade e participagdo
protagonista no cancer de mama (Folgueira & Brentani, 2010). E regulamentado que se faca a
pesquisa de expressdo dos receptores hormonais em todos os tipos de tumores mamarios,
inclusive em CDIS (Allred et al., 2010). A hormoniterapia € indicada para qualquer paciente
que apresente expressdo dos receptores esteroidicos de forma adjuvante, ou mesmo, de forma
paliativa em tumores em processo metastatico. Além destes, alguns estudos sugerem o uso de
tamoxifeno em mulheres normais com risco para cancer de mama podendo reduzir a

incidéncia da doenca (Chlebowski et al., 2002).

Fator de crescimento epidérmico humano tipo-2 (HER2)

Os estudos que detalham a identificacdo do gene codificador de HER2 tiveram inicio
em 1985 (Yang-Feng et al., 1985). Com caracteristicas similares aos genes da familia de
crescimento epidérmico, o gene foi isolado a partir de células tumorais do sistema nervoso
central e, entdo, denominado de NEU. Em 1988, Van de Vijver et al., (1988) deu os primeiros
passos na identificacdo da influéncia do gene no cancer de mama. No subtipo comedo, 0
estudo observou uma forte marcacao da proteina HER2 no tecido em crescimento, porém nao
foi possivel encontrar associacdes entre o status do linfonodo e a recorréncia do tumor com a
expressa marcagao.

O gene codifica uma proteina de 185 kDa de localizacdo transmembrana dependente
da atividade da tirosina quinase responsavel pela emissdo da sinalizagdo de crescimento
celular. Em consequéncia, tumores mamarios que expressam HER2 sdo mais agressivos e
apresentam uma sobrevida livre da doenca e global com taxas inferiores aos que nao
expressam (Slamon et al., 1987; Slamon et al., 1989; Winstanley et al., 1991).

Acredita-se que cerca de 15-20% dos tumores mamarios sdo HER2+ e respondem ao

Trastuzumabe como primeira linha de tratamento. Em 2005, a liberacdo do Trastuzumabe foi
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uma evolucdo e esperanga no tratamento dos canceres HER2+, pois age sob a porcéo
extracelular da proteina e inibe a progressdo do tumor (Romond et al., 2005).

Embora as ferramentas para o diagnostico de tumores HER2 tenham aumentado, ap6s
10 anos de tratamento por Trastuzumabe, ainda sdo constantes as mudancas na clinica para se
dizer qual tumor seria propriamente positivo. A heterogeneidade do tumor traz discordancias
quanto a sua marcacgdo e nem sempre a primeira linha do tratamento promove a sensibilidade

dos receptores hormonais.

Classificagéo molecular do cancer de mama

A classificacdo do cancer de mama tem avancgado significamente com a validade das
técnicas gendmicas. A partir da década passada ficou definida a classificagdo molecular em
quatro grupos: luminal (A e B), basal-like, superexpressdo de HER2 e normal breast-like,
cada um associado com fatores moleculares especificos (Perou et al., 2000; Sgrlie et al.,
2001; Sgrlie et al., 2006).

Os tumores luminais apresentam receptores ER+, padrdes de expressdo génica das
células epiteliais luminais mamarias, incluindo a expressdao das citoqueratinas tipo 8 e 18
(Parker et al., 2009; Weigelt et al., 2010), além de possuirem fendtipo de baixa proliferagdo
celular, expressao elevada de genes relacionados ao ER e bom progndstico (Serlie et al.,
2006). Ja os tumores luminais tipo B apresentam altas taxas de proliferagao, tipo histologico
agressivo e apresentam progndstico pior que os luminais A (Sorlie ef al., 2006).

O subtipo basal, também conhecido como triplo negativo, apresenta RE-, RP- ¢
HER2-. Possuem comportamento agressivo, de pior prognostico e alvo terapé€utico ndo
definido (Mersin et al., 2008). Constituem cerca de 10-20% de todos os tumores de mama
afetando mais frequentemente mulheres jovens. Nao respondem a tratamentos com drogas
antiestrogénicas e monoclonais, além de apresentarem fenoOtipo quimioresistente. Novos
dados tem enfatizado que a complexidade molecular do céancer de mama triplo-negativo
constitui muito mais do que um modelo basal. A anélise transcriptoma de tumores triplo-
negativos identificaram seis subtipos, sendo dois tipos basais, um imunomodulatério, um
mesenquimal, um mesenquimal do tipo células-tronco, e um subtipo luminal receptor de

androgeno (Lehmann et al., 2011).
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O subtipo superexpressdo do HERZ2, cujo fenotipo é RE- e HER2+, apresentam uma
amplificacdo do oncogene HER2 e, concomitantemente, a superexpressdo de sua proteina, é
atualmente implicada como um importante biomarcador de prognéstico no carcinoma de
mama (Sorlie et al., 2006). Estes tumores respondem a drogas que bloqueiam a atividade de
HERZ2, por exemplo, o anticopo monoclonal Trastuzumabe®.

O subtipo normal breast-like foi caracterizado por meio do aumento da expressao de
muitos genes conhecidos por serem expressos pelo tecido adiposo e por outros tipos de
células epiteliais (Peppercorn et al., 2008). Este subtipo esta pobremente caracterizado e a sua

significancia clinica ainda ¢ limitada.

Biomarcadores e marcadores circulantes na carcinogénese mamaria

A avalia¢do dos indicadores preditivos e progndsticos de pacientes com cancer de
mama ¢ uma pratica na oncologia clinica. Apesar das melhorias advindas da tecnologia e o
uso da mamografia tenha se tornado recorrente para o rastreamento, ainda sdo diversas as
limitagdes para o diagnostico seguro, além das elevadas taxas de mortalidade no mundo
(Balabram et al., 2013).

Com o avanc¢o das técnicas gendmicas, novos biomarcadores tem sido propostos, em
resposta, principalmente a descoberta e elucidacdo de alteracGes moleculares que sédo
responsaveis pela iniciacdo e progressdo dos canceres em humanos (Yates & Campbell, 2012;
Mardis et al., 2012). Porém, mesmo com tantas descobertas, a dificuldade em encontrar
marcadores gendmicos especificos tem sido notado em um numero exorbitante de estudos,
caso-controle, porém com poucos resultados de associacOes significativas (Easton et al.,
2007).

A busca por marcadores presentes no sangue, ou em outros fluidos biologicos, vem
sendo amplamente pesquisados como forma de aperfeigoar a detecgdo e permitir com que o
tratamento se torne mais eficaz. Com isso, a biologia molecular tem contribuido para um
maior avanco no conhecimento sobre 0s mecanismos que regulam a proliferacdo e a
diferenciagéo celular na carcinogénese.

Sabe-se que a neoplasia é resultado de uma gama de modificagdes gendmicas, que
podem ser alteragOes herdadas ou adquiridas. Estas modificagdes moleculares possibilitaram

dar inicio a um amplo espectro de descobertas de biomarcadores. As principais anormalidades
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genéticas observadas incluiram a expressdo aumentada de proto-oncogenes, inativacdo de
genes supressores de tumor, instabilidades cromossémicas, alteracbes nos genes de reparo do
DNA, reativacdo da telomerase e alteracdes epigenéticas (Filho et al., 2009). Dessa forma, ao
longo dos anos, muitas destas alteracfes foram desvendadas e marcadores pontuais puderam
ser aplicados na rotina clinica.

Particularmente, o cancer de mama apresenta histopatologia, variagdes genéticas e
moleculares que podem resultar em diferentes respostas clinicas (Vargo-Gogola & Rosen,
2007). Desde o desenvolvimento dos microarranjos genéticos tem-se destacado os principais
genes envolvidos no cancer de mama. Destes estudos foram destacados alguns marcadores
genéticos de supressdo tumoral, crescimento epidermal, recorréncia e metéstase (Paik et al.,
2004; Paik et al., 2006). Vale ressaltar que estes testes colaboram com a decisao terapéutica, e
em muitos casos sao responsaveis por eliminar procedimentos agressivos como a
quimioterapia. Porém, nem sempre apresentam compatibilidades quando testados em conjunto
e possuem margens intermediarias que surtem ddvidas que comprometem a sua confiabilidade
e interpretacdo. Mesmo sendo de bastante valia, demais alteracbes devem ser avaliadas de
forma mais detalhada, pois mutaces e alteracfes epigenéticas nos genes supressores tumorais
sdo frequentes no tumor mamario.

O DNA do tecido tumoral continua e representa o principal alvo de pesquisa para
caracterizacdo e fendtipo tumoral, porém depende de técnicas invasivas para sua obtencéo.
Nos ultimos anos a possibilidade de deteccdo de alteracbes minimas no DNA advindo de
outros fluidos, principalmente do sangue periférico, ttm dado inicio a novas possibilidades
com correlacBes sistémicas. Dentre estas possibilidades estdo as alteracbes epigenéticas que
podem estar frequentes ndo somente nas regiGes promotoras dos genes, mas como também
nas sequéncias repetitivas e intragénicas do DNA. As mudancas epigenéticas sdo em grande
parte acumulativas e resultantes dos fatores de exposicdo durante a vida, que incluem a idade
(Teschendorff et al., 2010; Rakyan et al., 2010), hormonios (Li et al., 2003), radiacdo (Ma et
al., 2010), alcool (Christensen et al., 2010), fumo (Vineis et al., 2011) e particulas em
suspensdo no ambiente (Baccarelli et al., 2009). Flanagan et al., (2009) reafirma que estas
alteracdes podem ser herdadas, ou adquiridas e podem ser detectadas ndo somente nos
tecidos, mas também no DNA advindo dos linfocitos do sangue periférico.

Os trabalhos que utilizaram da saliva como fonte de pesquisa para analise de risco para
cancer de mama, detectaram proteinas e mRNAs diferencialmente expressos em casos
tumorais comparados aos grupos controles (Zhang et al., 2010). Abraham et al., (2012)

destacam as potenciais vantagens da coleta de amostras de saliva em comparacdo com a
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coleta de amostra de sangue. Apresentam menor custo, menor risco de infeccdo eou acidentes
bioldgicos, aumento de aceitagdo e conveniéncia do paciente. No entanto, as desvantagens de
seu uso estdo envolvidas principalmente na quantidade do material obtido, assim como
possivel contaminacdo com o DNA bacteriano.

Em conclusdo, a investigacdo das alteracdes comuns ao tecido mamario, pode ser
aplicada ao DNA salivar, desde que existam procedimentos adequados de coleta e extragéo,

além de plataformas de Gltima geracdo para sua devida anélise.

Epigenética no cincer de mama

A epigenética envolve trés eventos moleculares, que incluem: a metilacdo do DNA, as
modificagdes nas histonas e a remodelacdo da cromatina (Lo & Sukumar, 2008). As
alteracOes determinadas pela metilacdo do DNA sdo modifica¢fes quimicas, classificadas em
hipometilacdes e hipermetilacdes, sendo estas comuns aos dinucleotideos CpG (Hinshelwood
& Clark, 2008).

A metilacdo do DNA acontece pela agdo das enzimas DNMTSs, que acrescentam o
grupo metil ao quinto carbono do anel pirimidinico. Cerca de 75% destas regides sao
metiladas em algum momento do genoma dos mamiferos e se localizam preferencialmente em
regides promotoras de regulacdo dos genes (Antequera & Bird, 1999; Javanovic et al., 2010).

As ilhas CpG sdo trechos curtos do DNA, em média com 200 pb e vérios Kb de
comprimento. Apesar da tendéncia comum para metilacao destas ilhas, em especial, na célula
normal isto ndo acontece, permitindo a transcricdo génica. Ja nas células tumorais estas ilhas
estdo metiladas, acarretando no silenciamento génico (Figura 4). A metilacdo envolve uma
série de genes relacionados a supressdo tumoral e aqueles envolvidos com as vias de reparo
(Lo & Sukumar, 2008; Javanovic et al., 2010).
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Figura 4 - Mecanismo de metilacdo em célula normal e carcinogénica
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Legenda: O DNA da célula normal apresenta regido promotora em estado ndo metilado, permitindo a transcricao
do gene. A metilagdo neste caso é mais comum em regibes intergénicas. Na célula em estado de
carcinogénese acontece o inverso. A regido promotora é metilada desativando a transcri¢do do gene

Fonte: Javanovic et al., 2010.

A metilacdo no tecido mamario esté relacionada, em partes, pelos fatores de risco a
carcinogénese. A idade avancada, por exemplo, permite 0 acimulo de mutacdes somaticas,
que acarretam na disfuncdo da telomerase permitindo o silenciamento génico de varias
regides promotoras. Exposicoes a niveis aumentados de estrogénio favorecem o crescimento
celular do epitélio mamario, o que leva consequentemente a modificacbes epigenéticas no
DNA (Widschwendter & Jones, 2002).

Dentre os genes que sofrem hipermetilacbes no tecido mamario incluem: os de
crescimento, envolvidos na invasdo e apoptose (DAPK, TWIST1 e HOXAS), regulagdo no
ciclo celular (CDKN2A e CCND2), invasdo celular e metastase (CDH1 e APC), reparo do
DNA (BRCAL e GSTP1) e sinalizacdo celular (ER e RARb2) (Widschwendter & Jones, 2002;
Li et al., 2006; Jung et al., 2013).



45

Os genes supressores tumorais na carcinogénese mamaria

Os genes supressores de tumor atuam como reguladores negativos da proliferacao
celular, retardando a progresséo do ciclo e assim bloqueando a diferenciagcdo ou induzindo a
morte programada por apoptose. As alteragdes genéticas que inativam estes genes permitem
que estas celulas fujam do controle de checagem e promovam a sua proliferacdo desordenada,
caracteristica da célula cancerosa (Weinberg, 1991).

O cancer de mama revela frequentes alteracbes genéticas em genes supressores
tumorais que controlam o ciclo celular, porém é pouco conhecido 0s eventos iniciais que
aocntecem durante a carcinogenése mamaria in vivo, justamente pela dificuldade de sua
deteccdo precoce (Zhang et al., 2006).

Dentre os diversos genes, talvez o mais estudado, o gene supressor tumoral TP53/p53
que controla o ciclo celular, promove o reparo de DNA, induz e controla o fluxo de
senescéncia e apoptose, além de exercer papel no metabolismo celular tem se verificado a sua
inativacdo, em destaque, nos carcinomas infiltrativos e in situ de alto grau (Done et al., 2001;
Brosh & Rotter, 2009).

O gene supressor tumoral CDKN2A/p16™

associado ao seu transcrito alternativo
p14*"F tem sido descrito com poucas alterages somaticas e germinativas em tumores
mamarios, porém aparecem inativados com frequéncias elevadas principalmente pela
metilagdo das regides promotoras p16™<** e p14”""F (Holst et al., 2003; Tlsty et al., 2004;
Zhang et al., 2006).

Outro gene, 0 ATM, com papel funcional, em destaque para o controle da via de reparo
de quebra dupla do DNA, tem sido pesquisado justamente por determinar aos individuos que
carregam a sua homozigosidade, risco aumentado para desenvolvimento do cancer de mama
(Angele & Hall, 2000). A alta frequéncia com que ocorrem as alteragdes nestes genes no

cancer de mama os torna potenciais marcadores da carcinogénese.
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Gene supressor tumoral 7P53 (p53) (OMIM-191170)

TP53 ¢ um gene supressor de tumor que codifica uma fosfoproteina de 53-kd, a p53,
estando localizado na regido 17pl13. Descoberta em 1979, a proteina p53 foi detectada
juntamente a proteina transformante do virus SV40, T-Ag (Lane e Crawford, 1979). Contém
11 exons e pertence a familia dos genes altamente conservados com outros dois membros,
P63 e TP63 (Yang et al, 1998). A proteina codificada contém 393 aminodcidos e cinco
dominios estruturais e funcionais: um dominio de transativagao do N-terminal, um dominio
regulatorio rico em prolina, um dominio de ligacdo ao DNA sequéncia-especifico, um
dominio de oligomerizagdo ¢ um dominio C-terminal envolvido na regulacdo do DNA

(Bouchet et al., 2006) (Figura 5).

Figura 5 - Estrutura de dominios funcionais da proteina p53
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Fonte: Adaptado de Soussi & Béroud, 2001

As alteragdes em 7P53 incluem perda de alelos, mutagdes genéticas (maioria do tipo
perda de sentido “missense”) e inativagdo da proteina por sequestro de proteinas virais. As
frequéncias globais de mutagdo neste gene vao de 5% a 50% dependendo do tipo do tumor e
estagio. Dentre os tumores com altas taxas de mutagdes (45-50%) incluem ovario, esofago,
coloretal, cabega, pescogo e neoplasias pulmonares; e tumores cerebrais, mama, estdmago e
figado apresentam frequéncia intermediaria de mutagdes (20-35%) (IARC, 2012).

As mutagdes somaticas no gene acontecem em maioria na por¢ao de dominio central
do gene e 30% das mutagdes totais afetam os codons denominados “hotspots” (175, 245, 248,
249, 273 e 282) (Figura 6). Estas mutacdes afetam principalmente cinco citosinas localizadas
nas ilhas CpG do gene, e por estarem justamente na por¢ao de contato da proteina-DNA (248
e 273) ou na conformacdo da proteina (175, 245, 249 e 282) ndo irdo permitir a p53

reconhecer seus genes alvos.
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Figura 6 - Regides de “hotspots” no gene TP53
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Legenda: Trans — Dominio de transativacdo; DP — dominio rico em prolina; T — tetramerizacdo; R — dominio de
regulagdo
Fonte: Modificado de Brosh & Rotter, 2009

No cancer de mama as altera¢des descritas correspondem a menos de 10% nas
hiperplasias ductais atipicas e mais frequentes nos carcinomas in situ e canceres invasivos
(Eisenberg & Koifman, 2001). A mutagcdo em TP53 pode ser um evento inicial em CDIS,
contudo h& estudos que sugerem o CDIS como precursor da doenca invasiva (Eisenberg &
Koifman, 2001).

Gene supressor tumoral CDKN24 (OMIM-600160)

Conhecido por nomes alternativos: CDKN2; CDK4 INHIBITOR; MULTIPLE TUMOR
SUPPRESSOR 1/MTS1; TP16; p16; p16™K¥; e p16!N*M:; o gene CDKN2A é determinado
como supressor tumoral, devido a prevaléncia de inativagdo genética em praticamente todos
os tipos de canceres humanos (Li et al., 2011). As primeiras muta¢Ges germinativas no gene
datam de 1995, em melanomas hereditarios (Walker et al., 1995).

Identificado em 1994 com localizagdo na banda cromossémica 9p21, por meio da
analise de linhagens de células de melanoma, corresponde a uma regido génica com menos de
40 kb e é responsavel por codificar duas diferentes proteinas (pl4 e pl16), a partir de trés
exons. O primeiro exon (E1 - 1a) possui 125 pares de bases, E2 com 307 pares de bases, e E3

com apenas 12 pares de bases (Kamb et al., 1994) (Figura 7).
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Figura 7 - Estrutura do gene CDKN2A
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Fonte: Stott et al., 1988

Ambeas as proteinas p16 e pl4 agem como supressoras tumorais, atuando na regulacao
do ciclo celular. A principal fungdo da proteina p16 ¢ se ligar a ciclina dependente de quinase
4 (CDK4), de modo que iniba a fosforilagdo da proteina retinoblastoma (Rb), contudo,
restringindo a liberacdo do fator E2F na fase G1. Dessa forma, a progressdo para a fase S ¢
interrompida (Kamb et al., 1994).

Considerando que a proteina pl6 funcione via supressiao tumoral do gene RB, a
proteina pl4 estd diretamente envolvida na regulagdo da supressdo tumoral, via p53 e
apoptose celular. A pl4 se liga a proteina MDM2 (responséavel pela regulacdo dos niveis
celulares da proteina p53), promovendo a sua répida degradacdo. Com isso, a modificagdo
e/ou degradagcdo de MDM2, promove a estabilizagdo e acaimulo de p53 (Kamb et al., 1994).

A inativa¢ao de CDKN2A foi descrita em melanomas (Amos et al., 2012; Kamb et al.,
1994), em carcinomas pancreaticos (Harinck et al., 2012), carcinomas esofagicos (Qureshi et
al., 2012), leucemias agudas (lacobucci et al., 2011) e outros (Huillard et al., 2012). Dessa
forma, fica evidente que as alteragdes na regido 9p21 sdo capazes de aumentar a probabilidade
de transformagdo celular, a ponto de encaminhar a célula a transformagao maligna.

No cancer de mama as alteracbes moleculares no gene CDKNZ2A correspondem
principalmente a fatores epigenéticos, contudo hipermetilagdes nas regides promotoras do
gene estdo envolvidas na invasdo e metastase (Barekati et al., 2012, Tao et al., 2011). Alguns
trabalhos recentes tém demonstrado que a perda de expressdo de CDKN2A estd envolvida
principalmente as caracteristicas do cancer de mama triplo negativo (Arima et al., 2012; Bohn
et al., 2010).
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Gene supressor tumoral ATM (OMIM-607585)

O gene ATM foi mapeado no cromossomo 11g22-23 em 1988 (Gatti et al.,1988) e
clonado em 1995 (Savitsky et al., 1995). Ocupa um espaco de 150 Kb dentro o genoma com
66 exons. O seu transcrito possui cerca de 13 Kb com uma sequéncia de codificacdo de 9168
pb. Dentre a sua extensdo existem transcritos alternativos e sua proteina codificada possui 350
kDa (Savitsky et al., 1995).

Dentre suas funcdes, o gene atua como iniciador do mecanismo de reparo de quebra
dupla do DNA. Neste mecanismo de sinalizagdo ha uma série de fosforilagbes que tornam o
complexo formado ativo e, em resultado, mecanismos de indugéo da apoptose eou reparo S0
iniciados (Bakkenist et al., 2003).

Mutagdes hereditarias no gene A7M sdo a causa da instabilidade rara do genoma que ¢
denominada sindrome da Ataxia Telangiectasia (A-T). Caracterizada pela autossomia
recessiva do gene, estes casos possuem taxas de até 40% de risco para o desenvolvimento de
leucemias e linfomas primarios, justamente pela deficiéncia em reparo genético no sistema
imunolégico (Morrel et al, 1986). Embora, ndo existam muitos estudos que comprovem a
influéncia da heterozigosidade no risco para desenvolvimento de cancer de mama, Swift et
al., (1991) demonstraram que carregar o alelo recessivo pode aumentar em cerca de 5 vezes o
risco para o seu desenvolvimento.

Dentre os estudos mais recentes, polimorfismos e metilagdes nas regibes promotoras
sdo destaque, justamente pela complexidade e tamanho da regido codificante do gene
(Stredrick et al., 2006). Vo et al., (2004) demonstraram a reducdo de expressdo da proteina
em resultado da metilacdo da regido promotora em canceres de mama esporadicos e, em
demais trabalhos, foi relatada sua reducdo de expressdo em pacientes com uma menor
sobrevida livre da doenca (Ye et al., 2007) e em tumores triplo-negativos (Tommiska et al.,
2008).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Investigar a presenca de marcadores circulantes em mulheres com alteracdes mamarias Bl
RADS 3 e 4.

1.2 Objetivos especificos

a) Detectar mutacGes somaticas nos genes TP53 (exons 4-9) e CDKN2A (exon 1-

3) em lesdes impalpaveis da mama por sequenciamento direto;

b) Avaliar o perfil epigenético dos promotores dos genes CDKN2A (p14°7F e
p16™“?) e ATM em DNA de lesBes mamérias, sangue e saliva de mulheres com
leses mamarias Bl RADS 3 e 4.
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2 MATERIAS E METODOS

2.1 Populacéo de estudo

Foram incluidas 62 pacientes pacientes do sexo feminino com mamografia e
ultrassonografia determinada em BI-RADS 3 e 4, com leses impalpaveis, antes do periodo
de tratamento. As pacientes sdo provenientes do Instituto Nacional de Cancer, unidade IlI
(HCII/INCA) e Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG), ambos localizados no
municipio do Rio de Janeiro.

Previamente para obtencdo das amostras, as pacientes selecionadas foram informadas
sobre 0s objetivos do projeto e os seus direitos da participacdo através de entrevista pessoal.
ApoOs a garantia da participacdo voluntéaria foi aplicado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Anexo A) e um questionario pessoal, para obtencdo dos dados clinicos
(Anexo A). O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa dos Hospitais
HCIII/INCA (109/07) (Anexo B) e HUGG (07/2007 - 80/2012) (Anexo C).

2.2 Obtencdo de amostras

As amostras foram obtidas de pacientes submetidas a exame de bidpsia excisional,
core bidpsia ou mamotomia e mastectomia de acordo com a rotina de investigacdo dos
hospitais participantes. Destas pacientes foram coletados sangue e tecido tumoral.

As amostras de tecido mamario (1-10 cm) foram coletadas e lavadas com soro
fisiologico (0,9%) para remocgdo do excesso de sangue. Os fragmentos do tecido foram
colocadas em 500 pL de tampéo de lise (NaCl 100 mM; Tris 10mM pH 8,0, EDTA 25 mM,
SDS 0,5%, proteinase K 100 pug/mL (Invitrogen®) e mantidas sob refrigeracdo até o0 momento
de extragdo do material genémico.

As amostras de sangue (4 mL) foram coletadas em tubo vacutainer com EDTA e

armazenadas em temperatura ambiente, até a extracdo do material genémico.
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2.3 Extracéo do material gendmico (modificado de Sambrook et al., 1989)

2.3.1 Tecido tumoral

Os fragmentos das bidpsias foram extraidos a partir do método “fenol-cloroférmio”.
As amostras teciduais imersas em solucdo de digestdo (NaCl 100 mM; Tris 10 mM pH 8,0,
EDTA 25 mM, SDS 0,5%, proteinase K 100 pg/mL - Invitrogen™) foram maceradas com
auxilio de um pistdo plastico e homogeinizadas a uma adicdo de 10 pL de proteinase K (20

mg/uL - Invitrogen™).

Os tubos foram incubados por 12 horas a 56°C e em seguida centrifugados a 14.000 g
por 10 minutos em temperatura ambiente. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
transferido para um tubo conico de 1,5 mL e homogeinizados a uma mistura de fenol
SIGMA® (Fenol:Cloroférmio: Alcool Isoamilico na proporgdo 25:24:1, saturado com 10mM
de TRIS, pH 8.0 e 1 mM de EDTA) em quantidade (volume) igual a amostra digerida no
tubo. Os tubos foram centrifugados a 14.000 g por 5 minutos. Trés fases foram observadas,
sendo a fase aquosa (superior) transferida para um microtubo de 1,5 mL. Neste momento,
adicionou-se acetato de amoénio 8 M e etanol 100% nas quantidades de 0,1X e 2X,
respectivamente, referente ao volume da amostra. A mistura foi incubada a -20° C por um

periodo de 16 horas.

No término da incubacdo foi realizada uma centrifugacdo a 14.000 g por 10 minutos,

sendo o sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 100 pL de agua ultra-pura.

2.3.2 Sangue

Uma amostra de 4 mL de sangue (armazenados em tubo com anti-coagulante EDTA)
foi transferida para um tubo de 15 mL e centrifugada a temperatura ambiente por 10 minutos
a 2.000 g. O sobrenadante (plasma) foi desprezado e ao restante foram adicionados 10 mL de
solucéo de lise de hemécias (10 mM TRIS-HCI, 5 mM MgCl,, 10 mM NaCl) gelada (4°C).
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O tubo foi agitado vigorosamente e mantido em gelo durante 30 minutos. Depois, a
mistura foi centrifugada por 10 minutos a 3.000 g em temperatura ambiente. O sobrenadante
foi descartado e as etapas descritas anteriormente foram repetidas até que o precipitado se
apresentasse esbranquicado.

O concentrado, quando adequado, foi ressuspendido em 600 pL de solucéo de lise de
nacleos (10 mM TRIS, 2 mM EDTA, 400 mM NaCl), mais 15 puL de SDS 20% (c.f 50
ng/mL), 1,5 uL de proteinase K (c.f 50 ug/mL - Invitrogen™) e mantido a 37°C durante a
noite.

No dia seguinte foi adicionado o mesmo volume da amostra em mistura de fenol
SIGMA® (Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamil na proporgdo 25:24:1, saturado com 10 mM
TRIS, pH 8.0, 1 mM EDTA) e centrifugado a temperatura ambiente por 10 minutos a 3000 g.
A fase de cima que contém o DNA foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL.

O DNA foi precipitado adicionando 0,1X o volume com acetato de aménio 8 M mais
2X 0 volume com etanol 100% e incubado a -20°C por 16 horas. Depois, o tubo foi
centrifugado a 14.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi

descartado e o precipitado foi ressupendido em 50 pL de agua ultra-pura.

2.3.3 Saliva (Goncalves et al., 2010)

Aproximadamente 1 mL de saliva foi coletado e levado a centrifugacdo a 14.000 g por
15 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo e homogeneizado com 2 pL
de EDTA a 0,5M e 1 pL/mL de PMSF 0,1 mg/mL). O tubo foi agitado e armazenado no
congelador a -80°C.

O concentrado da saliva foi ressuspendido em 600 uL de solucdo de lise de nucleos
(10 mM TRIS, 2 mM EDTA, 400 mM NaCl), mais 15 pL de SDS 20% (c.f 50 pg/mL), 1,5
uL de proteinase K (c.f 50 pg/MI - Invitrogen™) e mantido a 37°C durante a noite.

No dia seguinte foi adicionado o0 mesmo volume da amostra em mistura de fenol
SIGMA® (Fenol: Cloroférmio: Alcool Isoamil na propor¢do 25:24:1, saturado com 10 mM
TRIS, pH 8.0, 1 MM EDTA) e centrifugado a temperatura ambiente por 10 minutos a 3000 g.
A fase de cima que contém o DNA foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL.

O DNA foi precipitado adicionando 0,1 X o volume com acetato de amonio 8 M mais

2 X 0 volume com etanol 100% e incubado a -20°C durante a noite. Depois, 0 tubo foi
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centrifugado a 14.000 x g por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressupendido em 50 pL de agua ultra-pura.

2.4 Eletroforese do DNA gendmico (modificado de Sambrook et al., 1989)

Apds a extracdo, a presenca e a integridade do DNA foram confirmadas por
meio de eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo (0,5 pg/ul -
Invitrogen™). A corrida eletroforética foi realizada com o tampdo TAE 1X a 100 V durante
45 minutos. Foi aplicado no gel uma mistura de 2 pL de DNA e 5 pL de tampdo de
carregamento 1 X (50% glicerol; 0,125% azul de bromofenol). Apds a corrida, o gel foi

fotografado e arquivado com a sua devida identificacao.

2.5 Investigacdo mutacional no gene supressor tumoral TP53

2.5.1 Reacdo em cadeia pela polimerase do gene TP53

Para amplificar os exons 4 ao 9 foram utilizadas na solugao base: 35 puL de 4gua ultra-
pura e estéril, 5 pL de tampdo STR 10X (Invitrogen™); 2 uL de dNTPs (10 mM)
(Invitrogen™), 3 uL. de MgCl, (50 mM) (Invitrogen™), 3 uL do par de iniciadores para cada
regido a ser amplificada, (Tabela 2) concentrados a 10 pmol/uL, 0,5 pL da enzima DNA
polimerase (1 U/uL) (Invitrogen™) e 50- 100 ng/uLL de DNA gendmico. Sendo o volume final
de 50 pL.

Os iniciadores foram desenhados a partir da ferramenta do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), Primer-BLAST,
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast), com base na referéncia de acesso
NC_000017-9 do GenBank utilizada pelo IARC.

No termociclador PTC-100 " Programable Thermal Controller, a amplificacdo dos

exons 5 ao 7 e 9 foi iniciada com uma pré-desnaturacdo com duracdo de 2 minutos a 94°C,
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sequida por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos iniciadores
(temperatura de anelamento) a 60°C por 30 segundos e extensdo do fragmento com 72°C por
30 segundos; e finalizada com uma etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Para a amplificacdo do exon 8 foram utilizadas a mesma reacdo e ciclagem, tendo por
Unica diferenca a temperatura de anelamento que passou a ser 55°C.

A amplificacdo do exon 4 foi feita uma pré-desnaturacdo inicial com duracdo de 5
minutos a 94°C, seguida por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, pareamento
dos iniciadores a 55°C por 45 segundos e extensdo do fragmento com 72°C por 45 segundos; e

finalizada com uma etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Tabela 2 - Sequéncias dos iniciadores do gene TP53

Exon TP53 | Denominacao e sequéncia dos iniciadores Tamanho do Amplicon
(pb)
4 4F - TGAGGACCTGGTCCTCTGAC 413
4R - TGAACTTTGGGATTCCTCT
5 5F - TGTTCACTTGTGCCCTGACT 310
5R - AGCAATCAGTGAGGAATCAG
6 6F - TGGTTGCCCAGGGTCCCCAG 224

6R - CGGAGGGCCACTGACAACCA

7 7F - CTTGCCACAGGTCTCCCCAA 237
7R — AGGGGTCAGAGGCAAGCAGA

8 8F - TTGGGAGTAGATGGAGCCCT 337
8R — AGAGGCAAGGAAAGGTGATA

9 9F - CCAAGGGTGCAGTTATGCCT 186
9R - AAAGTTTCCAGTCTCAATCA

Legenda: F- “forward” = senso; R- “reverse” = anti-senso
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2.6 Investigacdo mutacional no gene supressor tumoral CDKN2A

2.6.1 Reacdo em cadeia pela polimerase do gene CDKN2A

Para amplificar os exons 1, 2 e 3 foram utilizadas na solucédo base: 33 - 32,5 uL de
agua ultra-pura e estéril; 5 uL de tampdo STR 10X (Invitrogen™); 2 uL de dNTPs (10 mM)
(Invitrogen™); 3 uL de MgCl, (50 mM) (Invitrogen™); 3.5 uL do par dos iniciadores para
cada regido a ser amplificada, (Tabela 3) concentrados a 10 pmol/uL; DMSO: 5% (para exon
1), 4% (para os exons 2 ¢ 3); 0,5 uL da enzima DNA polimerase (1 U/uL) (Invitrogen™) e 1
pL de 100-200 ng/uL de DNA genomico, sendo o volume final de 50 pL.

No termociclador PTC-100 " Programable Thermal Controller, a amplificacdo dos
exos 1 e 3 foi iniciada com uma pré-desnaturacdo com duracdo de 10 minutos a 94°C, seguida
por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 2 minutos, pareamento dos iniciadores (temperatura
de anelamento) a 55°C por 45 segundos e extensdo do fragmento com 72°C por 45 segundos;
e finalizada com uma etapa de extensdo a 72°C por 7 minutos.

Para a amplificacdo do exon 2 foram utilizadas a mesma reacdo e ciclagem, tendo por

Unica diferenca a temperatura de anelamento que passou a ser 58°C.

Tabela 3 - Sequéncias dos iniciadores do gene CDKN2A

CDKN2A Denominacao e sequéncia dos iniciadores | Tamanho do amplicon

exon (pb)

la laF - ACCGGAGGAAGAAAGAGGAG 356
laR — AGAATCGAAGCGCTACCTGA

2 2F - GTGAGGGGGCTCTACACAAG 470
2R - GGGCTGAACTTTCTGTGCTG

3 3F - TACATGCACGTGAAGCCATT 339
3R - CATTTACGGTAGTGGGGAAA

Legenda: F- “forward” = senso; R- “reverse” = anti-Senso
Fonte: Robertson et al., 2010
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2.7 Eletroforese em gel de agarose 1,5% (modificado de Sambrook et al., 1989)

Para a verificacdo da eficiéncia da reacdo da PCR, os produtos foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampéo TAE 1X e corados com brometo de etideo
(0,5 ug/uL — Invitrogen™). Foram aplicados 5,0 uL do material amplificado juntamente com
5 uL de tampao de carregamento 1X (50% glicerol; 0,125% azul de bromofenol). Utilizou-se,
como referéncia de tamanho, o marcador de peso molecular composto por multiplos de 50
pares de base (Invitrogen™). A eletroforese foi realizada a 100 V por 45 min e o gel foi

fotografado com sua devida identificacéo.

2.8 Purificacdo do produto de amplificacéo dos genes TP53 e CDKN2A

Para sequenciar os fragmentos amplificados, os produtos de PCR foram purificados
com o kit GFX® PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE).

Foram adicionados 500 pL de tampdo de captura junto a mistura do produto de PCR.
A mistura foi agitada no vortex, sendo transferida a uma coluna de aderéncia a DNA acoplada
a um tubo conico de 1,5 pL. Foi feita uma centrifugacao a 14.000 g por 45 segundos. O
excedente foi descartado, e 500 pL da solugdo de lavagem com etanol absoluto (na proporc¢ao
de 1:4) foram adicionados a coluna, que novamente foi centrifugada (14.000 g por 45
segundos). O excedente foi descartado e para remover 0 excesso de etanol por centrifugacéo
(14.000 g por 45 segundos).

A coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL, na qual foi adicionado 30 puL de
tampdo de eluicdo em seu centro e foi incubada por 1 minuto em temperatura ambiente. Apos
0 periodo de incubacdo, o tubo foi centrifugado a 14.000 g por 1 minuto. O produto
purificado foi armazenado em congelador a -20°C.
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2.9 Quantificacéo

A quantificacdo das amostras foi feita em duas ocasifes, uma apds a extracdo do DNA
e outra apos a purificacdo do produto de PCR. Em ambas utilizou-se a absorvancia de 260
nm (para deteccdo de &cidos nucléicos) e 280 nm (para deteccao de proteinas). A razdo entre
as duas absorvancias, A260 e A280, deveria ser igual ou maior a 1,8 para que o material fosse
considerado puro (Sambrook et al., 1989). As amostras foram quantificadas através do

espectrofotdmetro Beckhan Nanodrop (DU 640).
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3 SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO

O sequenciamento de DNA foi realizado a partir do método do dideoxinucleotidio.
(Sanger et al., 1977) com modificagdes para automatizacdo e o uso de fluorocromos. Na
reagdo de sequenciamento dos fragmentos foram utilizados 6,5 pL (10-20 ng de produto de
PCR), 4gua ultra pura deionizada e 1,0 pL do iniciador especifico (3,2 pmol/uL), perfazendo
um volume final de 7,5uL em placa de 96 pocgos. Depois, foram adicionados 1,5 puL de
tampao 5x (fornecido em conjunto com o “Big Dye”); e 1 uL de “Big Dye” (Applied
Biosystems). Esta reacdo foi realizada em termociclador (Veriti® Thermal Cycler) com 40
ciclos de 94°C por 10 segundos, 50 °C por 5 segundos e 60 °C por 4 minutos.

Apdés a PCR foi feita a precipitagdo, iniciando com o acréscimo de 30 pL de
isopropanol 75% em cada poco da placa. A solugéo foi agitada no vortex por 10 segundos e
incubada em temperatura ambiente por 15 minutos, sob abrigo da luz. Apds esse periodo, a
solucdo foi centrifugada a 4.000 g por 45 minutos, com posterior descarte do sobrenadante.
Foram adicionados 50 pL de etanol 75% e mais uma vez foi levada a centrifugacdo a 4.000 g
por 15 minutos. Posteriormente, 0 excesso de sobrenadante foi retirado e o contetdo da placa
foi seca em bloco aquecido a 60°C por 10 minutos, no escuro.

A Ultima etapa da preparacdo do produto a ser sequenciado é a desnaturacdo. Esse
processo inicia com a adicdo de 10 pL de formamida Hi-di em cada poco. A placa foi levada
a bloco aquecido com temperatura de 95°C por 3 minutos e logo apés foi colocada em
recipiente com gelo permanecendo por 10 minutos. Para finalizar, a placa foi levemente
centrifugada e levada para o sequenciador 3130 Genetic Analyzer da Applied Biosystems.

Para analisar as amostras uma comparacao foi feita entre as sequéncias referéncias dos
genes TP53 (NC_000017-9 do GenBank utilizada pelo IARC), CDKN2A (NG_007485.1 do
GenBank) com a sequéncia das amostras utilizadas dada pelo sequenciamento. Essa
comparacéo foi feita através dos programas BioEdit Sequence Alignment Editor e Sequencher
5.2.4 Version da Gene Codes.
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3.1 Modificagdo do DNA com bissulfito de sddio

O método de modificacdo do DNA a partir do bissulfito de sodio foi utilizado com fins
de avaliar a regido promotora do gene CDKN2A (p14°7F e p16™ **) (Herman et al., 1996) e
ATM (Vo et al., 2004). Para a reacdo de modificacdo do DNA foi utilizado o Kit EPITECT
(QIAGEN).

Na reacdo de modificacdo foi utilizado cerca de 50 a 100 ng de DNA genémico em um
volume ajustado de 40 uL com &gua livre de RNase em cada reacdo. Em um microtubo de 1,5
mL, 85 pL da mistura de bissulfito dissolvido e 15 pL de tampao de protecdo foram
acrescentados ao DNA, formando um volume final de 140 pL. A solugdo foi levada ao
termociclador PTC-100 ™ Programable Thermal Controller, onde passou por trés ciclos de
desnaturacdo e incubacdo: desnaturacdo a 96 °C por 5 minutos e incubacgdo a 60 °C por 25
minutos; desnaturacdo a 96 °C por 5 minutos e incubacdo a 60 °C por 85 minutos;
desnaturacdo a 96°C por 5 minutos e incubacdo a 60°C por 175 minutos. Terminada a
incubacdo do DNA, todo o contetdo da reacdo foi transferido para um microtubo de 1,5 mL e
foi adicionado 560 pL de tamp&o BL. A mistura foi transferida para a coluna de purificacéo
posicionada sobre um tubo coletor, com posterior centrifugacdo por 1 minuto a 14.000 g.
Apos a centrifugacdo, o material depositado no tubo coletor foi descartado e 0 DNA, agora
fixado na membrana da coluna, foi lavado com a adigdo de 500 uL de tampao BW. Nova
centrifugacdo por 1 minuto a 14.000 g foi realizada, e o material depositado no tubo coletor
foi descartado.

Posteriormente, foi adicionado a coluna 500 pL do tampéao BD e esta foi incubada por
15 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacgdo, o material foi levado a centrifugacdo
por 1 minuto a 14.000 g e o volume depositado no tubo coletor foi descartado.

Adicionou-se a coluna 500 pL de tampao BW, para retirada do sal precipitado. O
material foi centrifugado por 1 minuto a 14.000 g e posteriormente o depdsito foi descartado.
Este processo de lavagem do DNA foi repetido e a coluna foi transferida para um tubo
coletor. Foi realizada uma centrifugacéo por 4 minutos a 14.000 g para retirada de resquicios
de reagentes que poderiam estar presentes na membrana. O material contido no tubo coletor
foi descartado. Para eluir o DNA, adicionou-se 20 uL. de tampdo EB no centro da membrana e
foi feita uma centrifugagdo a 12.000 g, por 1 minuto. O DNA modificado permaneceu

armazenado a -20°C.
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3.1.1 Reacdo em cadeia pela polimerase do gene CDKN2A (p14°RF e p16™¥*%) e ATM (MSP —
Methylation Specific PCR)

A regido promotora do transcrito alternativo do gene CDKN2A (p14°7F) é composta de
seis ilhas CpGs localizadas na regido 5’ do gene. O inicio para a sequéncia ndo-metilada
corresponde a 195 pb e para a metilada 201 pb, conforme a referéncia do GenBank nimero
L41934 (Esteller et al., 2000). Para a sequéncia de p16™¢*® os iniciadores se localizam no
nucleétido 5' préximo ao sitio principal de transcricdo do gene definido pelas seguintes
referéncias, Genbank: X94154 e Herman et al., (1996).

A regido promotora do gene ATM corresponde a uma area de 520 pb de localizagédo
intragénica compartilhada com o gene NPAT, sendo que este Gtlimo possui perfil de

orientacdo contréria (Figura 8) (Byrd et al., 1996).

Figura 8 - Representacdo da regido promotora do gene ATM

520 bp

k L ATM
228 bp

NPAT

Fonte: Vo et al., 2004

As reacOes da PCR foram realizadas com aproximadamente 50 ng de DNA gendmico,
3,5 uL de 4gua ultra-pura e estéril, 5,0 uL do tampao STR 10X (InvitrogenTM), 2 uL de
dNTPs (10 mM) (Invitrogen™), 3 uL de MgCl, (50 mM) (Invitrogen™), 3,0 uL do par de
iniciadores para cada regido concentrados a 10 pmol/uL (Tabela 4), 0,5 puL da enzima Taq
Platinum (1 U/uL Invitrogen™) em um volume final de 50 pL.

O programa da PCR consistiu em primeira desnaturacdo a 94°C por 10 minutos,
seguida por 35 ciclos a 94°C por 45 segundos, 60°C (para os iniciadores ndo-metilado e
metilado) por 45 segundos e 72°C por 1 minuto. A extens&o final foi realizada a 72°C por 7
minutos. As reacOes da PCR foram realizadas no termociclador PTC-100™ Programable

Thermal Controller.
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Foi utilizado DNA da linhagem celular DLD-1 como controle positivo. Esta linhagem
é derivada de adenocarcinoma coloretal e apresenta metilagdo para as regides promotoras
p14°°F ¢ p16™K** O DNA da linhagem foi cedido gentilmente pela pesquisadora Dra. Teresa
de Souza Fernandez, do Centro Especializado de Médula Ossea (CEMO) do INCA. Como
controle negativo foi utilizado DNA de linfocitos normais para as regibes metiladas
estudadas.

Para controle positivo de metilacdo para o gene ATM, realizamos a reacdo de
metilacdo in vitro com a enzima metiltransferase SssI® (New England Biolabs) em DNA
extraido de sangue periférico de individuo saudavel. A reacdo foi realizada em volume final
de 20 pL, contedo 2 pug de DNA genémico, 2 pL de tampdo 10X NE-I® (New England
Biolabs), 320 uM S-adenosol metionina® (New England Biolabs) e 8 U da enzima
metiltransferase Sssl® (New England Biolabs). A reacédo foi incubada a 37°C por 60 minutos
e inativada a 65°C por 20 minutos. A hipermetilacio no DNA genémico, pela enzima de
restricdo BstUI® (New England Biolabs. Ap6s o tratamento com a enzima Sssl, foram
adicionados 3 pL de tampdo 10X NE-1I® (New England Biolabs) e 20 U da enzima BstUI®
(New England Biolabs). A reacdo 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 metilagéo na reacdo da PCR.

Os produtos da MSP foram pré-analisados por meio de uma corrida eletroforética em
gel de agarose 2% (Invitrogen™). 10 pL de cada amostra da PCR foi misturada a 5 pL do
tampdo de carregamento 1X (50% glicerol; 0,125% azul de bromofenol). Utilizou-se, como
referéncia de tamanho, o marcador de peso molecular composto por multiplos de 50 pares de
bases (Invitrogen™). A eletroforese foi realizada a 100 V por 45 min e o gel foi fotografado

com sua devida identificacéo.



Tabela 4 - Iniciadores dos promotores de pl

Iniciadores

ARF INK
4 6

apl

Denominagao e sequéncia dos iniciadores
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e ATM, metilados e ndo metilados

Tamanho do

amplicon (pb)

p14""F ndo metilado | F- TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 132
(Esteller et al., 2000) R - CACAAAAACCCTCACTCACAACAA
p14""F metilado F - GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC 122
(Esteller et al., 2000) R - AAAACCCTCACTCGCGACGA
p16™** ndo metilado F- TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 151
(Herman et al., 1996) R - CAACCCCAAACCACAACCATAA
p16™** metilado F - TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 151
(Herman et al., 1996) R - GACCCCGAACCGCGACCGTAA
ATM n&o metilado F - GTGGGGAGGATGATGAGGGT 179
(Vo et al., 2004) R - CACATCCAATATCACACAATCTCCA
ATM metilado F - GCGGGGAGGACGACGAGGGC 178

(Vo etal., 2004)

R - GCATCCAATATCACGCGATCTCCG

Legenda: F- “forward” = senso; R- “reverse” = anti-senso

3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida vertical 10% nao-desnaturante (Sambrook et

al., 1989)

Os produtos da MSP foram analisados por meio de uma corrida eletroforética em gel
de poliacrilamida 10% néo-desnaturante (2 mL de bis-acrilamida 40%; 1 mL de TBE 10x; 0,9
M Tris-base; 0,9 M acido bérico; 20 mM EDTA pH 8,0; 100 uL de persulfato de aménio
10%; 8 pL de TEMED). O gel foi vertido entre duas placas, uma de 12 cm e outra de 14 cm,

com espacamento de 1,5 mm. O gel foi mantido a temperatura ambiente, para polimerizagéo,

por no minimo 15 minutos.
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O volume de 15 pL das amostras provenientes da PCR foi misturado a 2 pL do
tampéo de carregamento 6X (50% glicerol; 0,125% azul de bromofenol) e aplicado nos pogos.
A eletroforese foi realizada por 60 minutos a 200 V, 70 mA e 50W com tampéo TBE 0,5X.

Utilizou-se, como referéncia de tamanho, o marcador de peso molecular composto por
multiplos de 50 e 100 pares de base (Invitrogen™) de acordo com a disponibilidade e
necessidade de marcacdo para gene analisado.

3.3 Deteccdo do material amplificado por coloracdo com nitrato de prata (Sambrook et
al., 1989)

O par de placas contendo o gel de poliacrilamida 10% foi aberto com a ajuda de uma
espéatula. O gel foi colocado em uma bandeja contendo solucéo fixadora (10% alcool metilico,
0,5% é&cido acético). O gel foi mantido nesta solucdo, com agitacdo, por 10 minutos. Em
seguida, foram adicionados 3 mL de solucdo de nitrato de prata 10% e o gel foi incubado com
agitacdo, por mais 10 minutos.

Subsequentemente, o gel foi lavado em &gua destilada, por 10 segundos, € 0s produtos
de amplificacdo revelados pela adicdo de solucdo de revelacdo (NaOH 1,5% e formaldeido
0,1%). O gel permaneceu nesta solucdo até que os produtos de amplificacdo estivessem
definidos (aproximadamente 5 minutos). Para interromper a reacdo, adicionou-se a solugédo

fixadora.

3.4 Avaliacéo estatistica

Foram utilizadas tabelas de contingéncia para associar a variavel mutacdo e metilacéo
(lesdo, sangue, saliva e sangue ou saliva) com as variaveis de interesse (idade, idade da
menopausa, malignidade, etilismo, tabagismo e historico familiar de cancer). O teste qui-
quadrado de Fisher foi adotado para testar a significancia estatistica da associagdo entre tais
variaveis.

Os dados da pesquisa foram tratados no programa estatistico SPSS, versdo 17. Em

todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de significancia de 5%. Dessa
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forma, sdo consideradas associagdes estatisticamente significativas aquelas cujo valor p foi
inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Perfil clinico das pacientes

Sessenta duas pacientes com diagnostico Bl RADS 3 e 4 foram incluidas no estudo.
Todos os casos a partir dos exames de imagem foram considerados sugestivos de lesdes
malignas. As idades variaram de 18-80 anos com meédia de 53,17 e desvio padrdo de 14,64. A
faixa etaria de maior nimero de pacientes foi de 45 a 60 anos, conferindo com a idade comum
com o aparecimento de alteracfes na mama e menopausa. O perfil social e dados clinicos dos

casos sdo demonstrados na tabela 5.

Tabela 5 - Dados socio-clinicos dos casos estudados (continua)

Caracteristicas N=62 %

Distribuicao etaria

<49 29 47%
50-59 10 16%
>59 20 32%
NIt 3 5%
Cor da pele2
Branca 25 40,3%
Negra/Parda 25 40,3%
NIt 12 19,4
Menarca (anos)
<I2 22 35%
>12 31 50%
\IE 9 15%

Menopausa (anos)
<40 3 5%
40-45 3 5%
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Tabela 5 - Dados sécio-clinicos dos casos estudados (conclusdo)

>45 22 35%
Histerectomia 3 5%
NM? 23 37%
NI 8 13%
Filhos (niUmero)

N&o teve filhos 9 14%
1 8 13%
2 16 26%
3 9 14%
>4 8 13%
NI 12 20%

Uso de contraceptivo oral
Sim 32 52%
Nao 18 29%
NIt 12 19%

Historico de cincer de mama/ovario

Sim 25 40%

Néo 26 42%

NIt 11 18%
Etilista

Sim 14 23%

Néo 39 63%

NIt 9 14%
Tabagista

Sim 15 24%

Néo 38 62%

NIt 9 14%

Legenda: INI: dado ndo informado; 2 a cor da pele das pacientes é auto-declarada

Dentre os 62 casos avaliados, o diagndstico histopatolégico revelou 21 (44%) lesdes

benignas e 41 (66%) lesdes malignas (tabela 6). Entre estas lesdes, 10 casos foram
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diagnosticados como fibroadenoma puro, 1 fibroadenoma associado com lesdes papiliferas, 1
caso de adenose, 1 caso de ectasia ductal avancada, 1 papiloma, 4 hiperplasias atipicas, 1 caso
de liponecrose, 1 hiperplasia sem atipia, 1 lesdo papilifera, 3 casos de carcinoma ductal in situ
puro, 24 carcinomas ductais infiltrantes, 7 carcinomas ductais infiltrantes associados a
carcinomas ductais in situ, 1 carcinoma lobular infiltrante, 1 carcinoma mucinoso, 1
carcinoma micropapilar invasivo, 1 carcinoma micropapilar invasivo associado com
carcinoma in situ, 1 carcinoma intraductal, 1 carcinoma ductal in situ associado com lesdo
mucinosa, 1 carcinoma ductal infiltrante associado a carcinoma intraductal.

O valor do diagnostico imunistoquimico é essencial, sendo em parte responsavel pela
decisdo da conduta terapéutica. Dentre 0s casos, um numero expressivo (excluidos os casos de
lesGes benignas) ndo realizaram a avaliacdo imunoistoquimica para HER2 (Tabela 7). Além
disso, entre as classificagcdes moleculares cinco casos foram classificados como triplos
negativos (Tabela 8). Em destaque, para o primeiro caso que apresentou linfonodo negativo,
evolucdo para metastase e desfecho clinico para ébito.

Tabela 6 - Distribuicdo histologica dos tumores avaliados

Subtipo histologico n=62 %
CDI 24 39%

CDIS 3 9%
CDI - CDIS 7 11%
CLI 1 2%
Fibroadenoma 11 18%

Outros 16 26%




Tabela 7 - Marcadores imunoistoquimicos para as lesGes malignas avaliadas

Receptores n=412 %
Estrogénio
Positivo 15 37%
Negativo 7 17%
NIt 19 46%
Progesterona
Positivo 16 39%
Negativo 7 17%
NI* 18 44%
HER2
Positivo 4 10%
Negativo 12 29%
NIt 25 61%

Legenda: NI: dado ndo informado; 2excluidos os casos de lesdes benignas



Tabela 8 - Perfil clinico e histopatoldgico dos casos triplo-negativos

Casos Idade Menopausa Menarca Histopatologico  Grau Linfonodo Metastase Obito
(anos) (anos) (anos)
1 41 12 Né&o CDI -CDIS 3 Livres Sim Sim
2 ol 13 49 CDI-CDIS 3 NI2 N&o Né&o
3 42 9 Né&o CDI 3 NI2 N&o Né&o
4 46 12 Né&o CDI 3 12 Néo Né&o
ot 43 NI2 NI2 CDI 3 Livres N&o Né&o

Legenda: * cancer de mama hereditario — ndo comprovado por avaliagdo genética, mas por frequéncia de casos na familia; 2 NI: dado ndo informado

69



70

4.2 Andlise das sequéncias do gene TP53

Para os exons 5 ao 8 foram avaliados 28 casos e para 0s exons 4 e 9, 62 casos. O
sequenciamento automatico ndo revelou mutaces somaticas. As andlises sdo demonstradas
na figura 9 pelos eletroferogramas gerados, a partir do programa Sequencer 5.2.4 Version da

Gene Codes.

Figura 9 - Eletroferogramas de analise dos exons 5 (A), 6 (B) 7 (C) e 8 (D) do gene TP53
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4.3 Andlise das sequéncias do gene CDKN2A

Foram avaliadas 62 amostras de DNA provenientes das lesdes suspeitas de
malignidade para a regido codificante do gene CDKN2A (exon 1 ao 3). Nenhuma mutagéo

somatica foi encontrada na regido génica avaliada.
As analises sdo demonstradas na figura 10 pelos eletroferogramas gerados, a partir do

programa Sequencer 5.2.4 Version da Gene Codes.

Figura 10 - Eletroferogramas de analise dos exons 1 (A), 2 (B) e 3 (C) do gene CDKN2A

CGG6G6CacCcT6cC TG AGGC GGGEGEGCGCETGELCCA

C 6 66 CGCT6GCT6G6GAGGLE 66GGGCGC T TGECCCRA
(A) /\/\

MMV A AN WY W VA

TC TCACCCGIPCCCG TG CACGACGC TG CCCCCOG

TCTCACCC G ACCCG TG CACG ACGCTHECCTCGG
(B)

T CCCCG ATTGIPAAGAACCAGAGAGGEEC T C

T CCCCG ATTOL AAAGAACCA GAGAGGTLC TTC
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ARF INK4,
4 6

4.4 Perfil de metilacéo de p1 epl

Foi avaliado o perfil de metilagdo das regides promotoras de p14”~F e p16™<*® de 62
amostras de DNA provenientes das lesbes mamarias, 39 amostras de DNA a partir dos
linfocitos periféricos e 39 amostras de DNA salivar.

A metilacdo nas lesdes mamarias foi detectada em um caso para p14”~F (1,6%) e em
trés (4,8%) para p16™<*%. Um caso foi positivo para ambos os promotores (figura 11 e tabela
9e 10).

ARF INK4
4 6

Figura 11 - Perfil de metilagdo para as regides promotoras de pl em gel de

poliacrilamida 10% ndo desnaturante corado por prata

e pl

ple plexU

M DLD1 CU HO0 1IU IM HODLD1 CU IM It 2M W M U M

Legenda: Sentido em esquerda: M — marcador de peso molecular; DLD-1 — controle positivo de metilacdo para
p14*"F (132 pb); CU — controle positivo para auséncia de metilacdo de p14”®" (122 pb); 1U — DNA de lesdo
maméria ndo metilado para p14*"~ 1M — DNA de lesdo mamaria metilado para p14**; Sentido em direita do
gel: DLD-1 controle positivo para metilacdo de p16™<** (150 pb); CU — controle positivo para auséncia de
metilacéo de p16™<** (151 pb); 1M, 2M, 3M — Casos de lesées mamérias metiladas para p16™**®: 1U, 2U, 3U —

Casos de lesdes mamérias ndo metilados para p16™<**; M — marcador de peso molecular

Dentre as 39 amostras de DNA do sangue periférico avaliadas, 10 (26%) foram
positivas para p14™*" e 16 (41%) para p16™<** (Figuras 12 e 13 e tabelas 9 e 10). Dos casos
de saliva avaliados, 139 (2,6%) apresentaram metilagdo para pl4*F ¢ 639 (15,4%)
apresentaram metilacdo positiva para p16"*® (Figuras 12 e 13 e tabelas 9 e 10).

4PRF 6'NK4 nas amostras avaliadas

A distribuicdo global de metilacdo de pl e pl
segundo a histopatologia da leséo estéo representadas nas tabela 11.
Né&o foi encontrada nenhuma associacdo estatistica significativa entre os achados de

metilagdo e as variaveis clinico-patolégicas avaliadas para p14™** e p16™ * (Anexos D e E)



73

Figura 12 - Analise do perfil de metilacdo de p14”RF em DNA extraido de linfécitos de sangue

periférico e saliva, a partir da eletroforese em gel de poliacrilamida 10% nao
desnaturante corado por nitrato de prata

200pb| -
100pb| &
M

DLD-1 H:0 LM SM cu

Legenda: M — marcador de peso molecular; DLD-1 - controle positivo de metilacdo para p14*"F (132pb); LM —
caso de DNA linfocitario metilado para p14"*F; SM — caso de DNA extraido de saliva metilado para
p14”"F: CU — controle positivo ndo metilado para p14”~* (122pb)

Figura 13 - Anélise do perfil de metilacdo de p16™ ** em DNA extraido de linfécitos de
sangue periférico (A) e saliva (B), a partir da eletroforese em gel de
poliacrilamida 10% ndo desnaturante corado por nitrato de prata

200 pb

|

100pD s
M DLD-1 H:0 1U 2U U CU 1M 2M 2M

200 pb

100 pb

M DLD-1 1IM 2M 3M CU H0 1U 2U  3U

Legenda: (A) M — marcador de peso molecular; DLD-1 — controle positivo de metilagdo para p16™*** (150 pb);
1U, 2U, 3U — casos cujo DNA linfocitario ndo apresentaram metilacdo para p16"™<**; CU — controle
positivo para auséncia de metilagdo para p16™<*® (151 pb); 1M, 2M, 3M — casos cujo DNA
linfocitario apresentaram metilagéo para p16™** (B) — marcador de peso molecular; DLD-1 — controle
positivo de metilacdo para p16™“*® (150 pb); 1M, 2M, 3M — casos cujo DNA extraido de saliva
apresentaram metilagao para p16'™““%; CU — controle positivo para auséncia de metilagdo para p16"™<*
(151 pb); 1U, 2U , 3U — casos cujo DNA de saliva ndo apresentaram metilacio para p16™<*

Tabela 9 - Perfil de benignidade e malignidade dos casos metilados para p14*%"

Benigno n=21 (%) Maligno n=41 (%)
Lesédo 0 1 (2,4%)
Sangue 2 (5,1%) 8 (19,5%)

Saliva 0 (0%) 1(2,4%)




Tabela 10 - Perfil de benignidade e malignidade dos casos metilados para p16™<*

Benigno n=21 (%) Maligno n=41 (%)
Leséo 0 3 (7,3%)
Sangue 4 (19,4%) 12 (29%)

saliva 1(4,8%) 5 (12%)
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Tabela 11 - Distribuic&o dos casos metilados para p14”f" e p16™N<4*

n=18  Tumor (p14""F — Sangue (p14”7F — Saliva (p14”"F — Idade Menarca — Histopatdgico
p16INK4a) p16|NK4a) p16INK4a) Menopausa2

1 +/+ +/+ +/+ 70 12- 34 CDI
2 -/+ -/+ -/+ 80 12 - 59 Cl
3 -/+ -/+ -/+ 58 13-39 CDIS - Mucinoso
4 -/- +/+ -/- 61 Nt -52 CDI - CDIS
5 -/- +/+ -/+ 78 11-53 CDI
6 -/- +/+ -/+ 59 13-53 CDI - CDIS
7 -/- +/+ +/+ 48 13 - N2 Hiperplasia Atipica
8 -/- +/+ N!'/N! 49 14 - 49 CDI- CDIS
9 -/- +/+ N!'/N! 63 16 —53 CDI - CDIS
10 -/- -/+ -/- 61 15-57 CDI - CDIS
11 -/~ -/+ NYN! 71 N — N2 CDI-ClI
12 -/- +/+ N'/N! 18 12 — N2 Fibroadenoma
13 -/- +/- N'/N! 42 9-N2 CDI
14 -/- -/+ -/- 44 13 - N2 Hiperplasia atipica
15 -/- -/+ N'/N! 43 12 — N2 Hiperplasia atipica
16 -/- +/+ -/- 47 13— N2 CDIS
17 -/ -/+ N/N! 38 14 — N2 Lesdo papilifera
18 -/- -/+ N'/N! 70 N — N2 CDI - CDIS

Nota: * tabela representativa somente dos tumores, sangue e saliva que foram positivas para metilacéo de p14™®" e p16™<4
Legenda: N! auséncia de material, dados e/ou inviabilidade de amplificagdo; N? — ndo teve menopausa
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4.5 Perfil de metilacéo da regido promotora do gene ATM

Foi avaliado o perfil de metilacdo da regido promotora do gene ATM de 62 amostras
de DNA provenientes das lesbes da mama, 39 amostras de DNA a partir dos linfocitos
periféricos e 39 amostras de DNA da saliva destes casos.

A avaliacdo revelou metilagdo para 33 (53,2%) casos no DNA extraido da lesédo
mamaria, 1639 (41%) casos em DNA extraido de linfocitos sanguineos, sendo que destes, 8
casos apresentaram positividade somente no sangue e ndo na lesdo. A saliva apresentou
metilagdo para 939 (23%) casos (Figura 14 e tabela 12).

A distribuicdo global de positividade de metilacdo em ATM nas amostras avaliadas,
segundo a histopatologia da lesdo, esta representada na tabela 13.

N&o foi encontrada nenhuma associacdo estatistica significativa entre os achados de
metilacdo e as variaveis clinico-patoldgicas avaliadas para ATM (Anexo F)

Figura 14 - Analise do perfil de metilacdo da regido promotora do gene ATM em lesdo
mamaria, sangue e saliva dos casos avaliados e revelados em gel de poliacrilamida

10% ndo desnaturante corado por nitrato de prata

200 pb Se—

100 pb

M HO CM CU MM MU LM LU SM

Legenda. Posicdo em esquerda do gel: M — marcador de peso molecular; CM — controle positivo de metilacdo
para a regido promotora de ATM (178 pb); CU — controle positivo para auséncia de metilacdo do
promotor ATM (179 pb); MM — DNA de lesdo mamaria metilado para ATM; MU — DNA de lesdo
mamaria ndo metilado para ATM; LM — DNA linfocitario metilado para ATM; LU — DNA linfocitario
ndo metilado para ATM; SM — DNA salivar metilado para ATM

Tabela 12 - Perfil de benignidade e malignidade dos casos metilados para ATM

Benigno n=21 (%) Maligno n=41 (%)
Leséo 7 (33,3%) 26 (63,4%)
Sangue 6 (28,7%) 10 (24,3%)

saliva 4 (19,0%) 4 (9,7%)




Tabela 13 - Distribuigcdo dos casos metilados para a regido promotora de ATM

n=41 Tumor (ATM) Sangue (ATM) Saliva (ATM) Idade Menarca - Menopausa Histolégico
1 _ + N2 41 12 - N2 Fibroadenoma
2 ] + Nt 43 12-N2 HA
3 ) . N 61 12-53 cDI
4 ) + ; 63 15-56 Fibroadenoma
5 . . . 70 12-34 cDI
6 + + i 80 12 - 59 cl
7 + N NE 45 15- N2 cDI
8 + N N 80 13-45 CMI
9 N i Nt 47 N -42 Adenose
10 + . + 59 12-53 CDI-CDIS
11 + N N 42 15-N? Fibroadenoma
12 + Nt Nt 51 N - 49 cDI
13 ) 4 Nt 41 12- N2 Fibroadenoma
14 + ) N 42 15— N2 DI
15 + - N 43 N-43 Ectasia
16 . + . 61 12-57 CDI-CDIS
17 + Nt N N 15-N¢ CDI
18 " Nt N 56 N-51 CMI
19 + + + 51 13-39 CDI-CMI
20 + - N1 56 13-48 CDI - CDIS
21 + + Nt 29 9-N? CDI
22 + + [\ n 12-N CDI-CI
23 + - Nt N Nt - Nt Fibroadenoma
24 + R Nt 81 N! - 35 CLI
25 + R Nt 39 11- Nt CDI
26 + + + 47 14 - N2 CDIS
27 + ] 48 13 -N? HA
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28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

N1

N1
N1
N1

N1
N1

N1
N1

42
44
43
79
63
77
18
38
25
58

42
70
38

13- N2
13-N2
9-N2
13-50
12-53
13-49
12- N2
14 - N2
13 -N?
12 -40
N2 - N2
13- N2
15-38
15 - N2

CDI
HA
CDI
CMI
CDI-CDIS
CDI
Fibroadenoma
Les&o papilifera
Fibroadenoma
CDI
Fibroadenoma
HA
CDI - CDIS

Fibroadenoma — Lesdes papiliferas

Nota: * tabela representativa somente dos tumores e amostras de sangue e saliva que foram positivas para metilacdo de ATM
Legenda: Nt - auséncia de material, dados e/ou inviabilidade de amplifica¢do; N2 — ndo teve menopausa
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5 DISCUSSAO

Apesar dos avancos nos exames de imagem, Brooks et al., (2009) descrevem que a
cada duas mulheres que recebem diagndstico mamografico anual, uma devera ter pelo menos
um resultado falso-positivo em sua vida. Dessa forma, a busca de marcadores moleculares
com especificidade e sensibilidade que contribuam para o diagndstico precoce da lesdo se faz
necessaria, principalmente na tentativa de minimizar erros e, evitar métodos invasivos.

Os avancos na caracterizagdao molecular do cancer de mama possibilitaram desvendar
0s principais genes envolvidos na doenca e determinar o seu fendtipo. Porém, suas aplicaces
ainda sdo restritas a confirmacdo histopatoldgica e nem sempre a aplicacdo das assinaturas
génicas sdo seguras devido a heterogeneidade do tumor. Isso se aplica justamente as lesbes
impalpaveis, pois o histopatoldgico € muito varidvel, e muitas das quais compartilham de
eventos considerados precoces para a carcinogénese. Os resultados de avaliacdo destas leses
vém comprovar a heterogeneidade do tumor justamente pelo fato de que mesmos nos casos
mais agressivos e de pior prognéstico nao foram encontradas mutacGes ou alteracdes
somaticas que confirmassem o seu fenotipo similar com os de lesbes palpaveis ja estudadas
(Olivier et al., 2006; Zhou et al., 2009; Bai et al.,2014).

A grande dificuldade na oncologia clinica é determinar com seguranca, quais 0s
marcadores ja descritos seriam capazes de diferenciar as lesbes benignas auténticas, das
malignas; além de predizer a evolucdo desta lesdo impalpavel. A perspectiva inicial foi
pontuar dentre 0s principais genes supressores tumorais envolvidos na carcinogénese
mamaria, 0s que pudessem desvendar a tendéncia de uma lesdo dita suspeita para
malignidade. Porém, ha uma ampla dificuldade na selecdo de casos com lesBes impalpaveis,
pois parte destas correspondem as classificacdes BI RADS 3 ou 4, que remetem ao grupo das
lesGes palpaveis.

Embora o cancer de mama seja um dos canceres mais estudados em todo o mundo, as
diversas ferramentas diagndsticas utilizadas ainda s&o insuficientes para se alcancar uma
deteccdo precoce e capaz de promover medidas mais conservadoras. Os resultados
encontrados nos experimentos confirmam as evidéncias de quem nem sempre a evolucao da
doenca pode ser prevista. A grande importancia de se descrever a avaliagdo molecular dos
genes supressores tumorais € detalhar 0os mecanismos que podem estar envolvidos na
carcinogénese, ndo sO para o aprimoramento de técnicas progndsticas mais eficientes, mas

também para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas efetivas.
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A descoberta de modificacBes epigenéticas na carcinogénese, em especial, no cancer
de mama, desperta a iniciativa pela busca de marcadores circulantes em fluidos biol6gicos
como, por exemplo, nas células imunoldgicas do sangue periférico, plasma e saliva. Li et al.,
(2003) determinam que os marcadores de metilacdo do DNA possam ser mais informativos, e
mais estaveis, quando comparados aos demais biomarcadores como 0 RNA e as proteinas que
podem ser alterados, ou minimizados, rapidamente quando o individuo é exposto a ambientes

diferentes.

5.1 Perfil molecular do gene supressor tumoral TP53 em lesdes BI-RADS 4

As alteracOes descritas no gene supressor tumoral TP53, constituem as anormalidades
moleculares mais frequentes nos tumores sélidos, tornando-se o alvo mais comum de busca
por alteracfes genéticas no processo neoplasico (Hainaut 2000; Hurt et al., 2006; Vousden &
Lane, 2007).

Estudos comprovam que mutacdes somaticas no gene TP53 em carcinomas mamarios
atingem uma taxa de 25% (IARC, 2014), sendo que a maioria destas alteracfes esta localizada
no dominio central (exon 5 ao 8). Determinada por sequéncias conservadas, as alteracdes
nestas regides levam a instabilidade na funcionalidade do gene e resultam na codificacdo de
uma proteina anormal, suscetivel ao acumulo eou perda de fungdo (Zhou et al., 2009).

Dentre as principais rotas de atuagdo do gene TP53, este exerce papel central no
reparo, ciclo celular e metabolismo celular. A auséncia de alteragdes moleculares nestas vias
leva-se a uma maior sensibilidade a quimioterapia, em contrapartida, a quimioresisténcia é
considerada umas das principais respostas as mutacdes no gene que irdo justificar falhas no
tratamento e os elevados indices de morte por cancer (Olivier et al., 2006).

Embora em nosso trabalho nédo tenha sido detectada qualquer mutacdo somaética na
regido codificante (exon 4-9), as mutagdes em TP53 variam muito devido & heterogeneidade
do tumor. Bai et al., (2014) avaliaram 105 tumores de mama, dos quais 15,2% apresentaram
mutacdes que foram estatisticamente significativas quando associadas a idade avancada das
mulheres, e a negatividade dos receptores hormonais. Olivier et al., (2006) corroboram com
0s resultados, pois as mutagdes encontradas em seu estudo foram mais frequentes em
carcinomas ductais e medulares, determinados pelo fendtipo mais agressivo. Outras variaveis

como grau histologico elevado, linfonodo positivo e baixa porcentagem de receptores
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hormonais foram estatisticamente associados e significativos com as mutagdes em TP53.
Outros trabalhos reafirmam a associacdo das mutacGes frequentes em TP53 como
significamente presentes em tumores mamarios com um pior prognéstico (Feki et al., 2004,
Feng et al., 2007).

Ao contrario, o estudo de Zhou et al., (2009) contesta a hipdtese que as mutacoes
somaticas seja um evento tardio da lesdo. Em 118 amostras tumorais da mama estudadas e
subdividas em grupos puros e mistos de CDIS e CDI, os autores encontram uma taxa de
16,1% de mutacbes somaticas. Quando realizadas as analises nos tumores mistos, por
microdisseccdo de separacdo, foram encontradas as mesmas mutagdes nos CDIS e CDI
separadamente. Os resultados encontrados sugerem que nem sempre a lesdo molecular
antecede, ou ainda, seja consequéncia da progressdo da massa tumoral.

Aproximadamente, 30% dos canceres de mama demonstram alguma mutacdo em
TP53, mas esta frequéncia sofre flutuagcdes mais do que 80% entre o tipo basal-like e menos
do que 15% no subgrupo luminal-A (Sorlie et al., 2001). Baseado nestas flutua¢bes, Dumay et
al., (2012), confirmam o aumento de frequéncia de mutacGes no gene TP53 em lesGes
mamarias do tipo basal-like. Em outro estudo de revisdo, a avaliacdo epigenética no gene
detectou a hipermetilacdo da regido promotora sendo associada a outras neoplasias, tais como
a leucemia linfoblastica aguda, mieloma multiplo, células de glioma maligno e metéstase
cerebral de tumores solidos (Taghavi et al., 2010).

Embora sejam diversos os trabalhos descritos sobre a presenca de mutacdes no gene
TP53 em lesbes mamarias, os resultados encontrados em nosso trabalho reafirmam a hipotese
de que as alteracfes somaticas estejam principalmente associados aos casos avancados e de

pior prognostico.

5.2 Perfil molecular do gene supressor tumoral CDKN2A em lesdes BI-RADS 4

As mutacBes somaticas no gene CDKN2A ndo sdo bem exploradas na carcinogénese
mamaria (Debniak et al., 2007), justamente por ndo apresentarem taxas significativas de
alteracdes moleculares, comparadas, por exemplo, com a frequéncia de mutacGes detectadas
em TP53. Considerado ser um forte preditor de susceptibilidade para histopatologia e
evolu¢do na carcinogénese (Debniak et al., 2007), o gene CDKN2A estd diretamente

relacionado aos melanomas hereditarios (Ranade et al., 1995). Mais além, as mutacGes
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germinativas detectadas neste gene, elevam o risco para o desenvolvimento de carcinomas
mamarios nestas familias (Borg et al., 2000).

Dentre as principais mutacOes avaliadas, as alteracfes estdo localizadas principalmente
no exon 2 e sao do tipo: non-sense, missense ou frameshift (Kamb et al., 1994). Em
confirmagéo, Sinha et al., (2008) detectaram a presen¢a de muta¢des em 347 carcinomas
mamarios iniciais ¢ 159 em carcinomas avangados, destacando a forte associagdo destas
mutacgdes no exon 2 com tumores de alto grau histopatolégico.

Embora os resultados de avaliacdo molecular sejam contraditorios, a inativacdo do gene
tem sido relatada em quase metade dos céanceres (Rocco et al., 2001). Estas alteracdes de
expressdes ainda ndo sdo totalmente elucidadas, pois ndo foram detectados resultados
favoraveis ao progndstico em neuroblastomas, canceres cervicais, ovario, mama e tumores da
préstata (Li et al., 2011). Entretanto, estudos a partir da imunoistoquimica (Peurala et al.,
2013; Shan et al., 2013; Choi et al., 2013) demonstraram uma forte associacdo de sua
expressdo a melhora no progndstico dos casos. Estes resultados estdo associados
principalmente pela dualidade de sinalizacdo celular do CDKN2A, podendo assumir ser um
marcador de mediacdo da senescéncia celular (parada da proliferacdo celular), ou mesmo,
marcador da perda de controle de agcdo do crescimento pela desregulacdo da proteina Rb
(retinoblastoma) (Radisky et al., 2011).

Shan et al., (2013) descrevem a marcacdo da proteina pl6 em niveis diferentes nos
CDIS e CDI. Nos CDIS a expressao esteve reduzida nos tipos luminais-A, porém quando
avaliada nos CDIS triplo negativos, houve um aumento de expressdo na marcacdo. Dos CDIS
(n=41) positivos para p16, um terco destes apresentaram risco maior de desenvolvimento em
canceres de mama avancados. Estes resultados sugerem o papel do gene como forte marcador
de predicdo de evolucdo e progndéstico do tumor. Além disso, nos CDIS a baixa positividade
de reacdo esteve associada aos tumores em mulheres com menarca tardia, histologia de
proliferacéo celular reduzida e fendtipo de tumores bem diferenciados, variaveis estas que ndo
tiveram associacdes significativas nos CDI. Em contradicdo, Peurala et al., (2013) e Choi et
al., (2013) descreveram que tumores positivos para pl6 estdo significamente associados com
uma maior sobrevida livre da doenca.

Radisky et al., (2011) também avaliando a expressdo do gene por marcacdo da proteina
em tecido ndo encontraram associacdo de risco para desenvolvimento de cancer em mulheres
com hiperplasias na mama, positivas para a proteina pl6. Dos 233 casos avaliados, 47

evoluiram para cancer de mama esporadico em uma média de 14,5 anos, sendo destes, 32%
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na idade do diagnostico positivas para p16. Mesmo com tais resultados encontrados, somente
a idade avancada estabeleceu uma marcacao estatistica significativa.

Embora ndo haja estudos atuais de investigacdo de alteracBes somaticas no gene
CDKN2A, alteracbes moleculares de perda de heterogozidade no locus 9p21 sdo comuns
(Gorgoulis et al., 1998). Stankovic et al., (2014) avaliando o gene CDKN2A por meio de
marcadores de instabilidade especificos, destacaram as alteragdes moleculares em 549 das
amostras mamarias de estagio inicial. Em outra avaliacdo, Sinha et al., (2008) encontraram
uma taxa de perda de heterogozidade em 42% dos tumores em estagio inicial, e em 33% em
tumores de estagio avancgado.

Além das mutacfes encontradas no exon 2, este fragmento possui as principais regifes
polimorficas do gene e vem sendo descritas como possiveis alvos de susceptibilidade ao
cancer de mama. As principais frequéncias de polimorfismo se localizam no exon 2 (A57V,
G89D, A148T), embora tenham sido descritas mais que cinco polimorfismos na regido
promotora 5' UTR (Goldstein et al., 2008; Debniak et al., 2007). Dentre os nossos resultados
foram encontrados dois casos para o polimorfismo A148T (uma lesdo benigna e outra
maligna), porém nao foi realizada a avaliacdo estatistica de penetrancia, por ndo se tratar de
um estudo caso-controle.

O sequencimento direto é considerado uma técnica de alta tecnologia e de precisdo na
sensibilidade, sendo que mesmo com as possibilidades de contaminacdo de células ndo
tumorais no amostral, o sequenciamento € capaz de detectar células mutadas em uma taxa
minima estimada de 10-15% (Zhou et al., 2009).

Neste trabalho ndo foram encontradas mutacdes somaticas no gene CDKN2A. Estes
resultados séo esperados quando confrontados com a literatura referenciada, pois ndo had uma
taxa bem estabelecida, nem variaveis histopatolégicas do tumor que direcionem e determinem
com seguranca a probabilidade de deteccdo destas mutacdes. Mesmo nos casos mais

agressivos do amostral avaliado ndo foram detectadas qualquer alteracdo somatica.



84

5.3 Epigenética na carcinogénese mamaria

A metilacdo nas ilhas CpG localizadas nos sitios promotores dos genes tem sido descrita
como uma importante alteracdo génica responsavel pela inativacdo parcial ou total do gene.
Estas modificacBes sdo comuns e essenciais para a manutencdo da fisiologia celular, porém
qguando alteradas, em casos de hipermetilacdo, este evento molecular torna-se um fator de
risco para o desenvolvimento e progressao tumoral (Jones & Michels, 2011).

O silenciamento génico pela metilagdo tem sido detectado em quase todos os tumores e
caracterizado como fator de risco para a carcinogénese mamaria (Askari et al., 2013). Vérios
genes chaves que controlam a integridade do genoma estdo frequentemente inativados por
metilacdo, por exemplo: genes supressores tumorais, de adesividade celular, regulacdo do
ciclo celular, divisdo celular, e de controle da apoptose (Jones & Michels, 2011). A metilagéo
do gene CDKNZ2A ¢ bastante explorada e provavelmente uma das mais comuns ao
microambiente tumoral, sendo que alguns estudos comprovam sua associacdo de metilacdo ao
tipo mais agressivo do tumor mamario (Sharma et al. 2007; Arima et al., 2012; Bohn et al.,
2010).

A determinacdo de um bom biomarcador depende do valor da especificidade e
sensibilidade. Nem sempre estes valores sdo determinados e especificos que possam ser
aplicados na clinica como diagnostico. A deteccdo de metilacdo do DNA tornou-se uma
ferramenta promissora e possivel de ser detectada no DNA tumoral circulante. Este fator tem
aumentado as esperancas na determinacgdo do fen6tipo do tumor e predicdo de possiveis riscos
de metastases, variaveis de proliferacdo celular, indice mitético, entre outros, assim como a
avaliacdo de residuo tumoral minimo pds-tratamento (Lee et al., 2012).

Sabe-se que a metilacdo do DNA é mediada pela familia das DNA metil-transferases
(DNMTs), e a possibilidade de bloqueio destas enzimas tornou-se alvo de terapéutica.
Recentemente inibidores destas enzimas tem sido aprovadas pelo Food and Drug
Administration (FDA) para tratamento das sindromes mielodisplasicas (Kaminskas et al.,
2005). Outros estudos em testes, utilizando a decitabina (isto €, 5-aza-29-desoxicitidina), um
analogo da 5-azacitidina (aprovada pelo FDA) esta sob investigacdo para o tratamento da
leucemia mieloide aguda (LMA) e cancer colorretal (Karahoca & Momparler et al., 2013,
Jones & Baylin, 2002). Além destes, outros ensaios in vitro utilizando a decitabina e o acido

suberanilohidroxdmico (SAHA, um inibidor da histona deacetilase) é capaz de promover a
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sensibilizagdo das células cancerigenas do célon induzindo a apoptose celular (Yang et al.,
2012).

Dessa forma, variacfes epigenéticas no tumor e nos demais fluidos corporais tem
propiciado a criacdo de testes e ferramentas que favorecam o acompanhamento da progressao
tumoral, ou mesmo, permitir a deteccdo do tumor a partir de genes alvos alterados na

carcinogénese mamaria.

5.4 Metilacao de p14°RF

A proteina pl14 é codificada a partir de trés exons correspondentes ao gene CDKN2A,
localizado na regido cromossomica 9p21. O primeiro exon compartilha de um splicing
alternativo responsavel pela codificacdo da proteina p14 (Sherr, 2001). In vivo p14 interage
com MDM2 responsavel por minimizar a degradacdo continua de p53. Teoricamente, a
inativacdo de p14 é resultado de um mecanismo de protecdo para minimizar mutacdes no gene
TP53 (Pomerantz et al., 1998; Zhang et al., 1998). Os primeiros relatos de clonagem da
regi&o promotora do gene p14”f" descreve as ilhas CpG desta regi&o extremamente metiladas
em linhagens de células de cancer colorretal (Robertson & Jones, 1998).

A avaliacdo das alteragdes epigenéticas tem revelado a metilacdo em p14°°F

cCoOmo um
atil marcador para estado patoldgico, resultado clinico e progndstico de cancer de bexiga,
célon, carcinoma escamoso oral, cancer de pulmédo de células ndo pequenas e osteossarcoma
(Shintani et al., 2001; Ishida et al., 2005; Kawamoto et al., 2006; Lee et al., 2006; Badal et
al., 2008; Sailasree et al., 2008).

Dentre os resultados encontrados neste trabalho, somente 1/62 (1,61%) caso de leséo
maméria foi positiva para metilagdo de p14”~. Neste caso o diagnéstico histopatolégico final
foi de CDI, grau histolégico 2, e varidvel clinico-patologica com idade avancada,
caracteristica esta, fator de risco para modificacbes epigenéticas no DNA. Neste mesmo caso
houve positividade de metilacdo para DNA linfocitario e DNA salivar. Embora se esperasse
um tumor com chances de evolucdo tumoral e de pior prognostico, o caso ndo manifestou
qualquer fenotipo neste sentido. Ainda mais, as varidveis avaliadas (idade, idade da
menopausa, malignidade, etilismo, tabagismo e histérico familiar de cancer) ndo apresentaram

qualquer associacao estatistica significativa.
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A deteccdo de metilacdo em p14™®" em amostras tumorais sdo variaveis de acordo
com o tipo tumoral e os diversos fatores clinico-patologicos. Askari et al., (2013) avaliando
tumores infiltrativos da mama detectaram a metilagdo na regido promotora de p14**" em
167150 casos, correspondendo a uma taxa de 10,6%. Dentre as avaliagdes estatisticas, a

metilacdo de p14°%*

esteve associada aos trés graus tumorais, havendo uma maior associacéo
ao grau histolégico tumoral inicial. Mais além, a metilagdo do promotor esteve associada a
mulheres com idade acima de 50 anos. Estas mesmas associacdes foram descritas por Bagadi
et al., (2008).

Em outros estudos com amostral tumoral que ndo de mama, Esteller et al., (2000)

4" am cancer

descreveram uma alta frequéncia de metilagéo da regido promotora do gene pl
colorretal; e em cancer de bexiga, a alteracao epigenética foi verificada em 35% nas amostras
estudadas (Essel-Dulaimi et al., 2004). Mesmo com frequéncias representativas, nenhum
destes trabalhos apresentaram qualquer tipo de associagcdo com as variaveis clinicas dos casos.
Ja Brown et al., (2004) destacaram que em carcinomas cutaneos de células escamosas, a
regido promotora de p14°*" demonstrou uma frequéncia de metilacdo em 61,1%, e que as
alteracdes epigenéticas estiveram associadas ao grau histolégico do tumor e o estagio
tradicional de Dukes. Em tumores orais e de células escamosas da laringe, Kis et al., (2014)
encontraram hipermetilacio para p14™%" em 430 (13,3%) tumores orais e em 428 (14,3%)
tumores escamosos da laringe.

Dentre as avaliaces de metilacdo no sangue periférico foi verificada a positividade
em 1039 (26%) amostras, sendo 221 (9,5%) tumores benignos e 841 (19,5%) tumores
malignos. As variaveis clinicas-patoldgicas correlacionadas ndo apresentaram associagdes
estatisticas significativas.

As relacdes de metilacdo de p14”"F no sangue periférico e o risco para cancer de
mama ndo foram possiveis de serem confirmadas em nosso trabalho sendo que Bodoor et al.,
(2014), embora tenha feita a avaliagdo em células leucémicas, encontrou uma frequéncia de
positividade para metilacdo entre os casos de leucemia linfoide cronica (25%) e leucemia
mieloide aguda (8%). Estes valores, quase que similares aos encontrados em nosso trabalho
também ndo foram suficientes para encontrar valores de associacdo estatisticamente
significativos.

As mudancas epigenéticas no sangue periférico estdo sendo amplamente estudadas
com o objetivo de acompanhar o fendtipo e permitir a detec¢do inicial da lesdo (Yang et al.,
4ARF

2014). Entretanto, assinaturas génicas a partir da metilacdo no sangue periférico em pl

nos tumores mamarios sdo desconhecidas até 0 momento.
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5.5 Metilacgo de p16'™<*

A codificacdo da proteina p16 € resultado da ativacdo do promotor génico antecedente
aos trés exons do gene CDKN2A. Assim como a proteina pl4, é resultado do splicing
alternativo do exon la (Serrano et al., 1993). Embora, compartilhnem de exons em comum, a
proteina pl4 e p16 possuem promotores diferentes e associacdes de inibicdo diversas quando
comparados dados da literatura.

6'N%42 & sua funcionalidade de

As modificacdes de hipermetilagdo no promotor de pl
silencimento transcricional tem se tornado um dos principais eventos de inativacdo do gene
que incluem varios tumores, dentre eles: cancer gastrico, pulmao, cancer colorretal, tireoide e
carcinoma hepatico (Elisei et al., 1998; Gazzeri et al., 1998; Ding et al., 2003).

Somente 362 (4,8%) casos de lesdes mamadrias apresentaram hipermetilagdo para o
promotor de p16™ %, Dentre estes, 0 diagnéstico histopatoldgico final foi de dois carcinomas
invasivos, subtipos ductal puro e CDIS associado a mucinoso e o Ultimo determinado por
CDIS puro. As idades de diagnostico foram avancgadas para o CDI e o CDIS puro. O outro
caso, histopatolégico mucinoso, embora de histologia rara, ndo apresentou fenétipo agressivo,
uma vez que que é esperado bom prognostico quando a lesdo é diagnosticada em estagio

INK4a
6

inicial. Nestes mesmos casos, quando avaliada a metilagéo de pl no DNA linfocitario e

salivar, os resultados foram positivos. Entretanto, nenhuma variavel apresentou associacao

significativa & hipermetilacéo no promotor do gene p16™“2.

A metilacdo de p16™<*

em lesBes mamarias sao variaveis entre os estudos. Apesar da
hipometilacdo nas amostras avaliadas serem de fenotipo precoce e histopatoldgico misto
guanto a malignidade, Dumitrescu et al., (2010) contrariam nossos resultados, pois os autores
detectaram a hipermetilacdo em lesdes de estagio precoce e em tecidos saudaveis da mama.
Ainda além, descreveram a associacdo por grupos étnicos, sendo p16™“* hipermetilado com
maior frequéncia em americanos-europeus (65%) do que em americanos-africanos (28%). Di
Vinci et al., (2004) também comparando as frequéncias de hipermetilacdo entre
fibroadenomas, CDI e areas de margem as lesdes, verificaram que em 6798 (68,4%) das
amostras analisadas, a metilagdo do promotor de p16™*? foi detectada. Estendendo a anélise
comparada para a marcacdo da proteina por imunoistoquimica ndo encontraram qualquer
associacdo. Os autores justificam que os resultados do trabalho e de demais da literatura

podem estar intimamente alterados pelas técnicas utilizadas.
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6'N%4 em amostras

Em comparagdo com os achados de metilacdo do promotor de pl
tumorais da mama, nosso trabalho apresenta uma taxa bastante dispersa em relagdo ao
trabalho de Zhao et al., (2010). Os autores verificaram uma positividade em 24% das
amostras avaliadas. Askari et al., (2013) detectaram hipermetilacbes em 22% dos CDI. Além
do mais, esse ultimo trabalho confirmou relacGes significativas entre a hipermetilacdo com a
menarca (>12 <15) e a idade (>50 anos) das mulheres.

Comparado a outros tumores, Kis et al., (2014) encontraram hipermetilagdo em 929
(31%) tumores orais e em 521(24%) tumores escamosos da laringe. Roman-Gomez et al.,
(2006) avaliando células de leucemia linfoide aguda encontraram em seu amostral
hipermetilagdo em 35% dos casos, e Essel-Dulaimi et al., (2004) em 7% dos tumores de
bexiga avaliados.

Dentre os casos de metilacdo no sangue periférico foi verificada a positividade em
1639 (41%) amostras, sendo 421 (19,4%) tumores benignos e 12/41(29,2%) tumores
malignos. As variaveis clinicas-patoldgicas correlacionadas ndo apresentaram associagdes
estatisticas significativas.

Embora os resultados encontrados ndo demonstrem associacdes, Vallian et al., (2009)
enfatizam a elaboragdo de testes a partir do sangue periférico e a sua possivel associagdo de
metilagdo em p16™¢*® como tentativa de acompanhar a eficécia de terapias a base de
inibidores da metilagdo no DNA.

Dentre a revisdo da literatura ndo foram encontrados trabalhos que relacionem a

metilacio de p16'™<4

no sangue periférico com o risco para o cancer de mama. Os principais
trabalhos relatam a metilagdo do gene no DNA livre no plasma e soro. Sturgeon et al., (2012)
avaliando a metilagdo nos promotores dos genes supressores tumorais em amostras malignas,
benignas da mama e suas possiveis associacbes de comprometimento linfonodal, os autores
encontraram valores significativos da hipermetilagdo em p16™** principalmente nas amostras
malignas e com comprometimento de linfonodo. Radpour et al., (2010) avaliando a risco para
cancer de mama em associacdo com a hipermetilacdo de DNA circulante, detectaram a
sensibilidade de 50% e especificidade de 90% para a hipermetilacdo em p16"™*® nestes casos.
Estendendo o trabalho, a frequéncia isolada de metilacdo para os tumores de estdgio inicial
em plasma foi de 59,2% e em soro 41,7%; para 0s tumores em estagio avancado, 22,2% em
plasma e 37,5% em soro. Estes resultados contradizem aqueles que determinam a metilacao
de p16™ *? para tumorais avancados e de pior prognéstico. Jing et al., (2008), encontraram

uma taxa de metilagdo em 29% do amostral, sendo este fator associado aos niveis séricos
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elevados de CA15.3 e o grau histoldgico dos tumores. Ainda mais, a metilagdo esteve
associada ao risco relativo de 6 vezes para obito.

Em estudos com tumores de ovario, Bammidi et al., (2012) encontraram
hipermetilacdo para p16™ ** no DNA circulante para 28/50 (56%) das amostras, sugerindo a
alteracdo epigenética como marcador de diagnostico e progndstico a ser utilizado na clinica.
Tan et al., (2013) verificaram a associacdo de metilacdo para o risco de desenvolvimento de
cancer de pulmao. Os resultados apresentaram taxa significativa, porém ndo associada ao
sexo, idade, historico de habito de fumar, grau, tipo histolégico e estagio clinico da doenca.

Em outros trabalhos que avaliaram a hipermetilacdo de DNA circulante como
vigilante da associacdo com cancer e exposi¢cdo a carcindgenos, Zhang et al., (2014)

detectaram a hipermetilacdo de p16"™*

em amostras de DNA circulante de agricultores de
coca como fator de risco para desenvolvimento de céncer de pulmdo. Os resultados
confirmam a hipermetilagdo como fator de risco para o desenvolvimento tumoral. Ainda
além, Broberg et al., (2014) avaliaram a influéncia da exposicdo ao arsénico e o perfil de
metilacio do gene p16™K*? onde encontraram relacBes significativas entre os achados
epigenéticos e o risco para desenvolvimento de neoplasias.

Assim como as avaliacBes de epigenética no gene p14”f", as avaliacdes com o gene
p16"™“*? estdo sendo amplamente estudadas principalmente no DNA circulante. Porém, nio
existem trabalhos até o nosso conhecimento que tenham avaliado DNA de sangue periférico

tendo como alvo o promotor do gene p16™<42

e sua possivel relagdo com o desenvolvimento
de neoplasias mamarias. Os resultados encontrados despertam para a importancia de
avaliacBes mais detalhadas, justamente por existirem estratégias terapéuticas direcionadas as

alteracOes epigenéticas no DNA tumoral.

5.6 Metilacdo de ATM

O gene ATM é responsavel por codificar uma proteina de mesma nomenclatura com
peso molecular de 350,6 kD. Integrante da familia das quinases 3-fosfatidil inositol atua nas
vias de reparo do DNA e controle do ciclo celular (Savitsky et al., 1995). Resultado da
ativacdo de seu promotor, esta regido ¢ compartilhada com o gene NPAT, porém de forma
bidirecional e sua expressdo controlada principalmente pela metilagdo das ilhas CpG (Byrd et
al., 1996).
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As alteracdes epigenéticas no promotor do gene tém sido destacadas com frequéncias
variaveis e responsavel pela diminuigcdo de expressdo do gene em adenomas pré-neoplasicos
(Rengucci et al., 2014), carcinomas escamososos orais (Rigi-Ladiz et al., 2011), carcinoma
pulmonar de células ndo-pequenas (Do et al., 2014), cancer de bexiga (Casadio et al., 2013) e
em tumores da mama (Watanabe et al., 2013).

Dentre as lesdes avaliadas, 33/62 (53,2%) apresentaram hipermetilacdo, sendo 721
(33,3%) lesdes benignas e 2641 (63,4%) malignas. Embora represente uma taxa significativa
entre as lesdes malignas, ndo houve qualquer associacdo significativa entre as variaveis
clinico-patoldgicas e a malignidade do tumor. Estes dados sdo variaveis e em maioria
consequentes da sensibilidade das técnicas utilizadas. Em conforme com nosso trabalho, Vo
et al., (2004) detectaram uma taxa de hipermetilacdo em 78% do seu amostral por MSP-PCR
e utilizando dos mesmos iniciadores deste trabalho. Entretanto, Treilleux et al., (2007)
contradiz os resultados e destacam a auséncia de metilacdo em carcinomas mamarios
invasivos.

Moelans et al., (2011) a partir da técnica semi-quantitativa metilacdo-especifica em
ensaio multiplex (MS-MLPA) (Nygren et al., 2005), detectaram hipermetilacdo em 12% dos
tumores mamarios invasivos. Watanabe et al., (2013) por reacdo de pirosequenciamento,
considerando a variavel quimioterapia e resposta patologica completa, detectaram a presenca
de metilagdo modesta em 857 (14%) amostras mamadrias analisadas. Destacando a
quimioterapia como fator de risco, os autores enfatizam a tendéncia elevada de metilacdo em
tumores triplo-negativos. Pal et al., (2010) através da espectrometria de massas (MALDI-TOF
MS) detectaram a presenga de metilagdo em 3051 (59%) tumores de mama grau histologico 1
e 2, porém quando comparado a tecidos adjacentes ndo neoplésicos e variaveis clinico-
patoldgicas ndo houve qualquer associacdo estatistica significativa. Em comparacdo com este
ultimo trabalho, nossos achados confirmam a presenca de alteracBes epigenéticas com maior
frequéncia em tumores malignos de graus histologicos intermediarios e com progndsticos
mais favoraveis comparados aqueles de tumores triplo negativos.

Estendendo a procura de alteracdes epigenéticas para casos de metéstases, no trabalho
de Salhia et al., (2014), os autores observaram que o gene ATM comumente aparece deletado
e sub-expresso em mestastases cerebrais. Quando avaliado o perfil deste amostral, foram
observados niveis diminuidos de metilacdo para triplos negativos comparados aos subgrupos
HER2+/ER- e luminal-B.

Entre os trabalhos de amostral tumoral que ndo de mama, os dados possuem taxas

heteregéneas. Ndo ha uma determinacdo de associacdo segura quanto ao papel da metilacéo
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do gene ATM e o desenvolvimento da carcinogénese. No trabalho de Rigi-Ladiz et al., (2011),
carcinomas escamosos orais apresentaram uma taxa de metilagdo de 88,09%, porém quando
comparados ao grupo controle, este apresentou taxas proximas de 77,19%.
Consequentemente, ndo foi possivel encontrar qualquer significancia entre as variaveis
clinico-patoldgicas do estudo. Ao contrario, Mielcarek-Kuchta et al., (2014) avaliando 53
carcinomas orais e de orofaringe ndo encontraram qualquer achado de metilagdo. Em outro
estudo, Do et al., (2014) também ndo encontraram qualquer alteracdo de metilacdo em onze
linhagens celulares de carcinoma de pulméo de células ndo pequenas.

Os casos positivos para metilagdo no sangue periférico foi verificada em 1639 (26%)
amostras, sendo 621 (28,7%) tumores benignos ¢ 1041 (24,4%) tumores malignos. As
varidveis clinicas-patoldgicas correlacionadas ndo apresentaram associacdes estatisticas
significativas. Embora nao haja comprovacéo da influéncia clinica da metilacdo do gene ATM
no sangue para a carcinogénese mamaria, deve-se destacar a frequéncia representativa das
alteragBes epigenéticas encontradas no DNA proveniente de células do sangue periférico
(Flanagan et al., 2009).

Os principais trabalhos que descrevem a associacdo da epigenética no gene ATM a
carcinogénese sdo de pesquisa direta ao tecido tumoral mamario (Vo et al., 2004). Dentre 0s
estudos tém sido confirmado a hipotése de que a metilagdo aberrante em genes supressores na
massa tumoral também possa ser encontrada no DNA tumoral circulante, e que as células
linfocitarias possam estar intimamente associadas a estas alteracGes. A partir deste contexto,
Cho et al., (2010) destacam que as modificacdes nestas células possam assumir papeis de
marcagdo precoce, sendo mais sensiveis e acessiveis para conduta do diagnostico e
prognostico do cancer de mama. Nos trabalhos de Flanagan et al., (2009) e Brennan et al.,
(2009) os niveis de metilacdo em regides intragénicas do gene ATM no sangue tém revelado
fator de risco para a carcinogénese mamaria. Entre as variaveis analisadas, a metilacéo esteve
associada a mulheres mais jovens, em casos de cancer familiar e em cénceres mamarios
bilaterais.

Cho et al., (2010) avaliando tecido tumoral mamario, margem de tumor e células
provenientes do sangue periférico, encontraram associagdo entre a hipermetilagdo presente no
tumor com a hipermetilacdo no sangue. Embora os autores ndo tenham avaliado o gene ATM,
destacam o perfil de metilacdo dos genes RASSF1A, HIN1 e APC com o tumor e 0 sangue.
Além do mais, a hipermetilacdo no sangue apresentou risco para desenvolvimento de cancer
de mama em 2 vezes, contudo quando aplicada a estatistica de penetrancia ndo houve

associacg0es significativas entre os casos avaliados.
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Em demais estudos, pacientes com cancer de mama (Snell et al., 2008) e prdstata
(Rouprét et al., 2010) apresentam perfil de metilacdo aumentado em genes supressores
tumorais no sangue quando comparados com o0s controles. Estes trabalhos hipotetizam a
contaminacéo do pellet linfocitario com células tumorais circulantes, sendo a técnica utilizada
responsavel pela deteccdo e sensibilidade da presenca de metilagdo nestas células. Em
contradicdo, demais avalia¢fes do perfil de metilacdo do DNA linfocitario ndo revelou fator
de risco para cancer coloretal (Lim et al., 2008), bexiga (Moore et al., 2008), cabeca e
pescogo (Hsiung et al., 2007)

Mesmo nos trabalhos que promovem a associacdo de metilacdo no gene ATM no
sangue com a carcinogénese mamaria (Brennan et al., 2012), ainda n&o h& dados suficientes e
resultados ampliados para tal afirmacdo. Os resultados destes trabalhos sugerem
possibilidades de utilizacdo para rastreamento e determina como fator de risco para cancer de
mama. Em acordo, nosso trabalho, quando comparado aos casos de benignidade e
malignidade, os achados foram quase que equivalentes e varidveis clinico-patoldgicas ndo
representaram peso na significancia estatistica. A ampliacdo do ndmero amostral, além da
investigacdo em grupos controles deve ser analisada.

ARF INK4
4 6

5.7 Investigacdo da metilacdo de pl , pl e ATM na saliva

Exames menos invasivos e agressivos favorecem a melhor aceitacdo para sua
realizacdo e contribui para que nao haja relutancia do paciente na necessidade de repeti¢do do
teste. E de grande interesse na clinica a descoberta de biomarcadores em fluidos que permitam
evitar bidpsias, coletas de sangue recorrentes e que torne o tratamento mais individualizado e
seletivo. As vantagens do uso da saliva comparada ao sangue incluem economia de custo,
menor risco de infeccdo pelo coletador, maior conveniéncia do paciente, aceitabilidade,
conformidade e conforto (Abraham et al., 2012).

Até alguns anos atras, a saliva era considerada unicamente como fluido contribuente
para o sistema disgestivo e como fator de estimulo para liberacdo de enzimas enddgenas. Em
decorréncia dos estudos recentes, a saliva passou a ser considerada uma forte pretendente de
busca por biomarcadores que possam revelar doengas locais, assim como doengas sistémicas,
por exemplo, as neoplasias (Burbelo et al, 2012). A hipdtese que a contempla como fonte

promissora, estd justamente nos vasos sanguineos que infiltram as glandulas salivares e
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seriam responsaveis pelo transporte de biomoléculas contidas no sangue e responsaveis por
alterar o seu conjunto de biocomponentes (Drobitch et al., 1992; Haeckel et al., 1993, Burbelo
et al., 2012; Yoshizawa et al., 2013).

A investigacdo de metilacdo no DNA salivar trata-se de um estudo-piloto. N&o ha na
literatura estudos de perfil associativo para o risco de cancer de mama. As principais
dificuldades em analisar e utilizar a saliva como pratica de rastreamento epigenético estdo na
integridade do material genético, pois este se apresenta bastante fragmentado e esta sujeito a
contaminacdo por bactérias e células em processo apoptotico da mucosa oral (Yoshizawa et
al., 2013).

Dentre os resultados de metilagdo na saliva, o gene p14"~F

apresentou metilado em
141 (2,4%) caso para tumor maligno, sendo este CDIL Para o gene p16™ " foi detectada
metilacdo em 121 (4,8%) lesdo benigna (HA) e em 541 (12%) tumores malignos. Estes casos
foram variaveis, sendo todos de histopatologico infiltrativo, variavel somente quanto a
miscegenacdo de massas tumorais in situ, em destaque, para o tipo histolégico muscinoso.
Para o gene ATM foi detectada a metilagdo em 421 (19,04%) tumores benignos e em 441
(9,75%) tumores malignos. As lesdes benignas variaram entre HA e fibroadenoma, e 0s
tumores malignos em CDIS e CDI. As varidveis clinico-patoldgicas analisadas nao
apresentaram qualquer tipo de associacao significativa.

Os perfis de metilacdo na saliva sdo bem destacados nos resultados de Liu et al.,
(2010) e Thompson et al., (2013), onde demonstram similariedade de metilacdo na saliva e no
sangue. Embora, os estudos utilizem de técnicas de microarranjos, voltados para detec¢do em
larga escala, a taxa diminuida de metilacdo encontrada em nosso trabalho provavelmente
esteve associada a qualidade do material obtido e a técnica de deteccdo utilizada. Em
consideracdo, Wu et al., (2013) investigando o perfil epigenético em regides intragénicas
encontrou uma taxa diminuida para a saliva comparada ao sangue.

Ovchinnikov et al., (2012) determinam a saliva como alvo de estudo ideal para
neoplasias da cavidade oral, justamente por ser o fluido de contato a cavidade e tecidos

6'NK4@ asteve

adjacentes. Os autores demonstram que a metilagdo do promotor do gene de pl
associada ao risco para desenvolvimento de cénceres de células escamosas da cabeca e
pescoco e principalmente aqueles envolvidos aos casos de fumantes. Em carcinoma escamoso
de células orais, Nagata et al., (2012) encontraram relacdo associativa com a metilacdo de
pl
carcinomas orais, e consequentemente, o teste revelou taxa de sensibilidade de 38,2% e

6™ % na saliva. Entre os casos avaliados, os autores detectaram metilagio em 2134 (62%)

especificidade de 91,7%. Em outro trabalho, Guerrero-Preston et al., (2012) detalham o perfil
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de metilagdo dos genes HOXA2 e NID2 na saliva relacionado ao histopatolégico dos
carcinomas orais e de orofaringe. Os autores encontraram associa¢do de risco e sugerem a
iniciativa de trabalhos experimentais em larga escala, na possibilidade de utilizar a saliva
como biomarcador para tumores de cavidades orais. Além destes, o perfil de metilacdo em
genes para cancer de mama esteve diminuido na saliva de individuos mais aptos fisicamente e
que se exercitavam mais minutos por semana (Bryan et al., 2013).

As avaliacdes utilizando da saliva como alvo promissor para descoberta de novos
marcadores ainda é questdo de estudo. Os trabalhos recentes detalham dificuldades, porém
enaltecem a possibilidade de novas descobertas, em especial para as proteinas que possam
estar alteradas nos casos de neoplasias da mama. O trabalho de Zhang et al., (2010) é
considerado o primeiro estudo de desenho experimental detalhado e demonstrativo de
validacdo de oito mMRNASs e uma proteina especifica na saliva, a anidrase carb6nica VI, em
pacientes com cancer de mama. Os achados demonstraram sensibilidade de taxa de 83% e
especificidade de 97%. Entretanto, os autores enfatizam a validagdo em amostrais ampliados e
destacam a necessidade de provas em tumores diversos.

O perfil protedmico da saliva tem se tornado o principal alvo de pesquisa e caminha
para uma margem de maior detalhe em tumores mamarios. Ja é sabido que o fluxo salivar é
dimimuido em mulheres com carcinomas infiltrativos em crescimento (Napefias et al., 2013),
e que o perfil protedmico da saliva de mulheres com tumores mamarios HER2+ (Streckfus et
al., 2012) é diferecial em comparacdo com o grupo HER2- e também em mulheres saudaveis.
Ainda mais, este perfil se extende para casos de carcinomas ductais com e sem
comprometimento linfonodal (Streckfus et al., 2009). Consequentemente, acreditamos
fielmente que este é um de varios caminhos possiveis de elucidacdo dos tumores mamarios a
partir da saliva. O estudo epigenético a partir deste material representa uma ferramenta
promissora e provavel como alternativa para rastreamento e diagndstico precoce da

carcinogése mamaria.
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CONCLUSAO

a) Nenhuma mutacdo somaética foi encontrada nas 62 amostras mamarias
impalpaveis Bl RADS 3 e 4 para 0s genes TP53 (exons 4-9) e CDKN2A (exon
1-3);

b) Os resultados das alteracGes epigenéticas sdo relevantes quando encontrados

em fluidos bioldgicos (sangue, saliva) que ndo a lesdo mamaria;

c) Os achados despertam a necessidade de refinamento na investigacdo e
sugerem que as modificacbes moleculares aqui encontradas possam atuar
como candidatas a biomarcadores circulantes para lesdes mamarias iniciais e

pré-neoplasicas.
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ANEXO A — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PESQUISA DAS LESOES IMPALPA~VEIS (LESOES IlI E IV), E DAS ALTERACOES EM
TP53 (p53) NA DETECCAO PRECOCE DO CANCER DE MAMA.

Nome da Paciente:
Numero da Matricula:

Vocé estd sendo convidada a participar desta pesquisa da qual serdo coletadas
amostras da lesdo e de sangue e secrec¢do salivar para analise do TP53 (p53), CDKN2A (p16),
ATM, expressdo de marcadores HER2, receptores hormonais (estrogénios e progesteronas)
que serdo importantes para fatores diagndsticos e prognasticos.

Este projeto tem como coordenadora a Dra. Gilda Alves Brown, Biologa,
Pesquisadora do Laboratorio de Genética Aplicada do Servico de Hematologia do Instituto
Nacional de Cancer — INCA.

Para que voceé possa decidir se quer participar ou ndo desta pesquisa, precisa conhecer
seus beneficios, riscos e implicagdes.

OBJETIVO DA PESQUISA

A deteccdo precoce do cancer de mama aumenta consideravelmente as chances de
cura.

A interpretacdo das lesfes impalpaveis (Il e V) em imagens de mama, a partir de
técnicas de processamento de imagens, é ainda objeto de pesquisa. A associacdo de estudo
criterioso dessas imagens com um importante marcador molecular de cancer de mama néo
familiar, os genes supressores tumorais TP53 (p53), CDKN2A (p16), ATM, poderé tornar o
exame de diagnadstico inicial ou de acompanhamento po6s-tratamento mais confiavel.

As imagens serdo geradas por mamagrafos de alta resolucao e/ou digital associando-se
a ultra sonografia de alta frequéncia e morfometria matematica. A analise dos genes TP53,
CDKNZ2A (p16), ATM sera feita através de PCR-SSCP, seguido de sequenciamento de DNA
para deteccdo das mutacdes, e as delecdes serdo analisadas através da técnica de Perda se
Heterozigosidade (LOH).

PROCEDIMENTO DA PESQUISA

Se a senhora concordar em participar desta pesquisa, uma amostra de sangue (5
mililitros ou o correspondente a uma colher de sobremesa), uma amostra da lesdo e uma
amostra de saliva (2 mililitros), serdo utilizadas nesta pesquisa. Essas amostras serdo enviadas
para o Laboratério de Genética Aplicada do INCA para a anélise das mutacdes do TP53
(p53), CDKN2A (p16), ATM por PCR-SSCP, sequenciamento de DNA e a LOH, além da
analise de expressao do HER2 pelo método de ELISA.

METODOS ALTERNATIVOS

N&o h& métodos alternativos para a sua participacdo nesta pesquisa. Se a senhora nao
concordar com os procedimentos descritos, ndo podera participar da mesma.
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RISCOS

A coleta de sangue pode resultar em dor no local da pun¢do ou mancha roxa transitoria
no local, chamada de equimose. Caso isso venha ocorrer, a senhora serd orientada a como
trata-la.

BENEFICIOS

Esta pesquisa pode ndo trazer melhora para a sua salude, entretanto as informagdes
obtidas nesta pesquisa podem contribuir para futura melhoria na precisdo do diagnostico
precoce do cancer de mama, aumentando as chances de cura.

ACOMPANHAMENTO — ASSISTENCIAS - RESPONSAVEIS

O seu acompanhamento durante o procedimento seré feito pela Dra. Carolina Maria de
Azevedo. A responsével pelo processamento e armazenamento das mostras serd a Dra. Gilda
Alves Brown.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara da senhora, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica do INCA, do HUGG e pela equipe de pesquisadores
envolvidos. Seu nome ndo sera revelado ainda que informacdes de seu registro médico sejam
utilizados para propoésitos educativos ou de publicagdo cientifica, que ocorrerdo
independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua participacdo desta
pesquisa.

CUSTOS

N&o haverd nenhum custo ou forma de pagamento para a senhora pela participacdo
nesta pesquisa.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que a senhora saiba que a sua participacdo nesta pesquisa é
completamente voluntaria e que a senhora pode recusar-se a participar ou interromper sua
participacdo a qualgquer momento sem penalidade ou perdas de beneficios as quais a senhora
tem direito. Em caso de decidir interromper a sua participagdo nesta pesquisa, a equipe
assistente deve ser comunicada e a coleta de amostras para 0s exames relativos a esta pesquisa
sera imediatamente interrompida, os dados obtidos de suas amostras ndo serdo utilizados.

O medico responsavel pelo procedimento pode interromper a sua participacdo nesta
pesquisa a qualquer momento, mesmo sem a sua autorizagéo, por razoes justificadas que lhe
serdo explicadas.

O seu tratamento, caso ndo queira participar desta pesquisa, ndo sera alterado.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS
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Nos estimulamos a senhora ou aos seus familiares a fazer perguntas sobre a pesquisa,
a qualquer momento. Neste caso, por favor, ligue para a Dra. Gilda Brown no telefone 2506-
6622 ou para o CEP do INCA no telefone 3233-1410.
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DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacbes acima e entendi o propésito desta pesquisa, assim como 0sS
beneficios e riscos potenciais da participacdo da mesma. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas foram respondidas.

Eu, por intermédio deste, dou livremente meu consentimento para participar desta
pesquisa.

Entendo que poderei ser submetida, a um exame de sangue adicional ao necessario

para meu acompanhamento e que nao receberei compensacdo monetaria por minha
participacao nesta pesquisa.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

S
R
(Assinatura da Paciente) dia. més ano
o (Nome da paciente — Letra de forma)
I
/ :
(Assinatura de testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes desta pesquisa a
paciente indicada acima e/ou a pessoa autorizada para consentir pela paciente.

/ :
(Assinatura da Pessoa que obteve o consentimento) dia més ano
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ANEXO B - Aprovacio do Comité de Etica — INCA

Aprovacio do Comité de Etica— INCA

Casee S IINL A

IAIST!T'JIA) dACI0NAL 98 Cancid

Memo 094/08-CEP-INCA - Rio de Janeiro, 12 de marco de 2008

A(0): Dr(a). Gilda Alves Brown
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP u® 109/07 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este projeto)
Titulo do Projeto: “A importincia das lesdes xmpalpavexs (lesGes IIT e IV), e das altem;ocs em
: 7?’53 (p53) na detecz;io precoce do cancer de mama”

~

Prezada Pesquisadora,

O Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de Cancer apés re-analise
aprovou o Protocolo intitulado: Importiincia das lesdes impalpaveis (lesdes I e IV), e
das alteracdes em TP53 (p33) na detecgiio precoce do cincer de mama, bem como seu
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (versio 2) em 10 de margo de 2008

' Ressaltamos que conforme descrito na folha de rosto (item 49), o pesquisador
responsivel deverd apresentar relatérios semestrais a respeito do seu protocolo que
" estiio previstos para as seguintes datas: setembra/2008 e margo/2009.

1

Estamos encammhands a *documentacdo pertmente para a CONEP com vistas a

I'EEIS!ID e nquwamentn ?‘ -
. " )
e - - > ! o
Atenciosamente
N
Dra. Adriana Scheliga
.Coordenadora do Comité de Etica em Pesqum
CEP-INCA

C/c — Dra Jane Dobbin — Chefe do Servico de Hematologia — HC I
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ANEXO C — Aprovacdo do conité de ética em pesquisa HUGG

Aprovacdo do conité de ética em pesquisa HUGG

U]
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

HOSPITAL UNIVERSITARIO GAFFREE E GUINLE
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

MEMO CEP-HUGG / N° 80V 2012

Rio de Jansiro, 11 de setemben de 2012,

Heoax, Carolima Marie de Azevedo

Conforme decisio do Comié de Enca em Pesquise do Hospital Usiversitico Gaffrée ¢
Guinle, em reunido meadzads wm |l de sotembeo do 2012, a Emenda 01 de [ROY/1 2, eotregue a0
CEP cm 2708712 seferente 3 projeto “Detecpdo Pracoce do Clncer de Mame — Extade do
fusde masilar atrerés de diagudtics por imapem (mamigrafic « sliraswogrsfis), oo
cioldpice « bares moleculsrer  rogistrado no CEP-HUGG sob o n* #772007 foi amalisada, do
pocedo com a Resolugho ONS 17 19696, ¢ considernado APROVADA.

Resatamos que %odo envio de documestagio o comunicagio ootre pesquesador ©
CEP-HUGG deverd ser Tormalizads stravés & geponindn penerado, datsdo ¢ sainado pelo
pesquesador responsdvel, sempre discrimisando o admero do prejete registrado vo CEP.
HUGG, bem come o seu titulo mo SISNEP,

Inf: que, ¢ acordo com  Resolugo ONS o" 19696, cabe o pesquinador
apeesealar o5 o projeto aprovado, alaersmnde &
crisérive extabelecidos pels CONEF « pelo CEPHUGG.

™

Prof. Dr. Pesdre Eder Portari Fitho
Coordemador do CEP-HUGG
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ANEXO D - Avaliacio estatistica de p14"~*

Analise estatistica de p14°**

Foram utilizadas tabelas de contingéncia para associar a variavel metilacdo (lesdo,

sangue, saliva e sangue ou saliva) no gene p14°~*

com as variaveis de interesse (idade, idade
da menopausa, malignidade, etilismo, tabagismo e histérico familiar de cancer ). O teste qui-
quadrado de Fisher foi adotado para testar a significancia estatistica da associacao entre tais
variaveis.

Os dados da pesquisa foram tratados no programa estatistico SPSS, versdo 17. Em
todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de significancia de 5%. Dessa
forma, séo consideradas associagOes estatisticamente significativas aquelas cujo valor p foi

inferior a 0,05.

Tabela 1 - Qui-quadrado da associacio entre metilacdo de p14**" na lesdo e as variaveis de
interesse

Variavel Miatllagao Le.sao P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Né&o N 51 1 1,000
% 87,9% 100,0%
Sim N 7 0
% 12,1% ,0%
Menopausa <50 (anos) Né&o N 37 0 0,315
% 69,8% ,0%
Sim N 16 1
% 30,2% 100,0%
Malignidade Néo N 22 0 1,000
% 36,1% ,0%
Sim N 39 1
% 63,9% 100,0%
Etilismo Né&o N 38 1 1,000
% 73,1% 100,0%
Sim N 14 0
% 26,9% ,0%
Tabagismo Né&o N 37 1 1,000
% 71,2% 100,0%
Sim N 15 0
% 28,8% ,0%
HF de cancer de mama/ovario/prostata Nao N 27 0 0,481

% 52,9% ,0%
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Sim N 24 1
% 47,1% 100,0%
Total 58 1

100,0%  100,0%

Tabela 2 - Qui-quadrado da associac&o entre metilacdo de p14*"" no sangue e as variaveis de
interesse

Variavel Me:cilagéo San_gue P-valor
nao sim
Idade (anos) < 40 Né&o N 25 9 1,000
% 86,2% 90,0%
Sim N 4 1
% 13,8% 10,0%
Menopausa <50 (anos) Né&o N 17 8 0,688
% 65,4% 80,0%
Sim N 9 2
% 34,6% 20,0%
Malignidade Néao N 14 2 0,265
% 45,2% 20,0%
Sim N 17 8
% 54,8% 80,0%
Etilismo Né&o N 19 8 1,000
% 76,0% 80,0%
Sim N 6 2
% 24,0% 20,0%
Tabagismo Néo N 18 7 1,000
% 72,0% 70,0%
Sim N 7 3
% 28,0% 30,0%
HF de cancer de mama/ovério/préstata Né&o N 15 4 0,700
% 57,7% 44,4%
Sim N 11 5
% 42,3% 55,6%
Total 29 10

100,0%  100,0%
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Tabela 3 - Qui-quadrado da associacéo entre metilacdo de p14”"" na saliva e as variaveis de
interesse
Metilagédo Sangue ou
Variavel Saliva P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Né&o N 25 9 1,000
% 86,2% 90,0%
Sim N 4 1
% 13,8% 10,0%
Menopausa <50 (anos) Né&o N 17 8 0,688
% 65,4% 80,0%
Sim N 9 2
% 34,6% 20,0%
Malignidade Néo N 14 2 0,265
% 45,2% 20,0%
Sim N 17 8
% 54,8% 80,0%
Etilismo Né&o N 19 8 1,000
% 76,0% 80,0%
Sim N 6 2
% 24,0% 20,0%
Tabagismo Né&o N 18 7 1,000
% 72,0% 70,0%
Sim N 7 3
% 28,0% 30,0%
HF de cancer de mama/ovario/préstata Né&o N 15 4 0,700
% 57,7% 44,4%
Sim N 11 5
% 42,3% 55,6%
Total 26 9

100,0%  100,0%
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ANEXO E - Anélise estatistica de p16™<*?

Analise estatistica de p16"™2

Foram utilizadas tabelas de contingéncia para associar a variavel metilacdo (lesdo,

6'"K4 com as variaveis de interesse (idade, idade

sangue, saliva e sangue ou saliva) no gene pl
da menopausa, malignidade, etilismo, tabagismo e histérico familiar de cancer). O teste qui-
quadrado de Fisher foi adotado para testar a significancia estatistica da associacao entre tais
variaveis.

Os dados da pesquisa foram tratados no programa estatistico SPSS, versdo 17. Em
todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de significancia de 5%. Dessa
forma, sdo consideradas associagdes estatisticamente significativas aquelas cujo valor p foi

inferior a 0,05.

Tabela 1 - Qui-quadrado da associacao entre metilagdo de p16"™“*na lesdo e as variaveis de

interesse
Variavel M?tllagao Le_sao P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Né&o N 49 3 1,000
% 87,5% 100,0%
Sim N 7 0
% 12,5% ,0%
Menopausa <50 (anos) Néo N 36 1 0,230
% 70,6% 33,3%
Sim N 15 2
% 29,4% 66,7%
Malignidade Néo N 22 0 0,546
% 37,3% ,0%
Sim N 37 3
% 62,7% 100,0%
Etilismo Né&o N 37 2 1,000
% 74,0% 66,7%
Sim N 13 1
% 26,0% 33,3%
Tabagismo Néao N 35 3 0,550
% 70,0% 100,0%
Sim N 15 0
% 30,0% ,0%

HF de cancer de mama/ovério/préstata ~ Né&o N 26 1 0,603




125

% 53,1% 33,3%
Sim N 23 2
% 46,9% 66,7%
Total 56 3

100,0%  100,0%

Tabela 2 - Qui-quadrado da associacdo entre metilacio de p16™** no sangue e as variaveis de
interesse

Variavel Me:cilagéo San-gue P-valor
nao ‘ sim
Idade (anos) <40 Né&o N 19 14 1,000
% 86,4% 87,5%
Sim N 3 2
% 13,6% 12,5%
Menopausa <50 (anos) Né&o N 13 12 0,458
% 65,0% 80,0%
Sim N 7 3
% 35,0% 20,0%
Malignidade Néao N 10 6 1,000
% 41,7% 37,5%
Sim N 14 10
% 58,3% 62,5%
Etilismo Né&o N 17 10 410
% 85,0% 71,4%
Sim N 3 4
% 15,0% 28,6%
Tabagismo Néo N 14 11 ,704
% 70,0% 78,6%
Sim N 6 3
% 30,0% 21,4%
HF de cancer de Né&o N 11 7 1,000
mama/ovario/préstata % 52,4% 53,8%
Sim N 10 6
% 47,6% 46,2%
Total 22 16

100,0%  100,0%




Tabela 3 - Qui-quadrado da associacao entre metilagdo de pl

interesse

6INK4a
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na saliva e as variaveis de

Metilacéo Saliva

Variavel = - P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Né&o N 4 6
% 100,0%  100,0%
Sim N
%
Menopausa <50 (anos) Néo N 4 4 0,467
% 100,0% 66,7%
Sim N 0 2
% ,0% 33,3%
Malignidade Né&o N 2 1 0,500
% 50,0% 16,7%
Sim N 2 5
% 50,0% 83,3%
Etilismo Né&o N 2 4 1,000
% 50,0% 66,7%
Sim N 2 2
% 50,0% 33,3%
Tabagismo Néo N 3 5 1,000
% 75,0% 83,3%
Sim N 1 1
% 25,0% 16,7%
HF de cancer de mama/ovario/préstata Né&o N 3 2 0,524
% 75,0% 40,0%
Sim N 1 3
% 25,0% 60,0%
Total 4 6

100,0%  100,0%

Tabela 4 - Qui-quadrado da associacéo entre metilagdo de p16™** no sangue ou saliva e as

variaveis de interesse

Metila¢do Sangue ou

Variavel Saliva P-valor
n&o sim
Idade (anos) <40 Néao N 19 14 1,000
% 86,4% 87,5%
Sim N 3 2
% 13,6% 12,5%
Menopausa <50 (anos) Né&o N 13 12 0,458
% 65,0% 80,0%
Sim N 7 3
% 35,0% 20,0%
Malignidade Né&o N 10 6 1,000
% 41,7% 37,5%
Sim N 14 10
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% 58,3% 62,5%
Etilismo Né&o N 17 10 0,410
% 85,0% 71,4%
Sim N 3 4
% 15,0% 28,6%
Tabagismo Né&o N 14 11 0,704
% 70,0% 78,6%
Sim N 6 3
% 30,0% 21,4%
HF de cancer de mama/ovario/préstata ~ Né&o N 11 7 1,000
% 52,4% 53,8%
Sim N 10 6
% 47,6% 46,2%
Total 22 16
100,0% 100,0%




ANEXO F - Anélise estatistica de ATM

Andlise estatistica de ATM
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Foram utilizadas tabelas de contingéncia para associar a variavel metilacdo (lesdo,

sangue, saliva e sangue ou saliva) no gene ATM com as variaveis de interesse (idade, idade da

menopausa, malignidade, etilismo, tabagismo e historico familiar de cancer ). O teste qui-

guadrado de Fisher foi adotado para testar a significancia estatistica da associagdo entre tais

variaveis.

Os dados da pesquisa foram tratados no programa estatistico SPSS, versdo 17. Em

todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de significancia de 5%. Dessa

forma, sdo consideradas associacdes estatisticamente significativas aquelas cujo valor p foi

inferior a 0,05.

Tabela 1 - Qui-quadrado da associacdo entre metilacdo de ATM na lesdo e as variaveis de

interesse
Variével M(Netlla(;ao Lejsao P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Ndo N 27 25 0,106
% 96,4% 80,6%
Sim N 1 6
% 3,6% 19,4%
Menopausa <50 (anos) Ndo N 19 18 0,380
% 76,0% 62,1%
Sim N 6 11
% 24,0% 37,9%
Malignidade Ndo N 11 11 0,793
% 37,9% 33,3%
Sim N 18 22
% 62,1% 66,7%
Etilismo Ndo N 19 20 0,535
% 79,2% 69,0%
Sim N 5 9
% 20,8% 31,0%
Tabagismo Ndo N 17 21 1,000
% 70,8% 72,4%
Sim N 7 8
% 29,2% 27,6%
HF de cancer de mama/ovério/préstata Ndo N 12 15 0,785
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% 54,5% 50,0%

Sim N 10 15
% 45,5% 50,0%

Total 29 31
100,0%  100,0%

Tabela 2 - Qui-quadrado da associacdo entre metilacdo de ATM no sangue e as variaveis de

interesse
Variavel MeNtiIa(;éo San.gue P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Né&o N 20 14 1,000
% 87,0% 87,5%
Sim N 3 2
% 13,0% 12,5%
Menopausa <50 (anos) Né&o N 13 13 0,142
% 61,9% 86,7%
Sim N 8 2
% 38,1% 13,3%
Malignidade Né&o N 10 7 1,000
% 40,0% 43,8%
Sim N 15 9
% 60,0% 56,3%
Etilismo Néo N 18 10 0,401
% 85,7% 71,4%
Sim N 3 4
% 14,3% 28,6%
Tabagismo Né&o N 14 12 0,262
% 66,7% 85,7%
Sim N 7 2
% 33,3% 14,3%
HF de cancer de mama/ovario/prdéstata Né&o N 11 7 1,000
% 50,0% 53,8%
Sim N 11 6
% 50,0% 46,2%
Total 22 13

100,0%  100,0%

Tabela 3 - Qui-quadrado da associagdo entre metilagdo de ATM na saliva e as variaveis de

interesse

Metilacdo Saliva

Variavel » - P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Né&o N 8 6 0,467
% 100,0% 85,7%
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Sim N 0 1
% ,0% 14,3%
Menopausa <50 (anos) Né&o N 6 5 1,000
% 75,0% 71,4%
Sim N 2 2
% 25,0% 28,6%
Malignidade Néo N 3 4 1,000
% 37,5% 50,0%
Sim N 5 4
% 62,5% 50,0%
Etilismo Né&o N 7 4 0,282
% 87,5% 57,1%
Sim N 1 3
% 12,5% 42,9%
Tabagismo Néo N 7 5 0,569
% 87,5% 71,4%
Sim N 1 2
% 12,5% 28,6%
HF de cancer de mama/ovério/préstata Né&o N 5 3 0,315
% 71,4% 37,5%
Sim N 2 5
% 28,6% 62,5%
Total 8 7
100,0%  100,0%
Tabela 4 - Qui-quadrado da associacdo entre metilacdo de ATM na saliva ou sangue e as
variaveis de interesse
Metilagdo Sangue ou
Variavel Saliva P-valor
nao sim
Idade (anos) <40 Né&o N 18 16 1,000
% 85,7% 88,9%
Sim N 3 2
% 14,3% 11,1%
Menopausa <50 (anos) Néo N 11 15 ,065
% 57,9% 88,2%
Sim N 8 2
% 42,1% 11,8%
Malignidade Né&o N 8 9 ,537
% 36,4% 47,4%
Sim N 14 10
% 63,6% 52,6%
Etilismo Né&o N 17 11 ,207
% 89,5% 68,8%
Sim N 2 5
% 10,5% 31,3%
Tabagismo Né&o N 13 13 ,460




% 68,4% 81,3%
Sim N 6 3
% 31,6% 18,8%
HF de cancer de mama/ovario/prostata Né&o N 10 8 1,000
% 52,6% 50,0%
Sim N 9 8
% 47,4% 50,0%
Total 19 16
100,0% 100,0%
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ANEXO G - Aceite da 1° publicagdo de artigo cientifico

Aceite da 1° publicacdo de artigo cientifico

INCA

TRRN 2L Rl INSTITUTO NACIONAL DE CANCER

20,

Rio de Janeiro, 24 de junho de 2013

Prezados autores,

E com grande satisfacdo que, em nome da Revista Brasileira de Cancerologia (RBC),
comunicamos que seu manuscrito MS 33-13 “Deteccdo dos Polimorfismos 21379 e
13494°~* no Gene TP53 em Carcinoma Ductal in situ de Mama — Relato de Caso”, foi

aceito para publicacdo na RBC 59-3 (trimestre agosto/julho/setembro 2013).

Atenciosamente,

/mn Sl /Wﬂyv -

Editor Cientifico
Revista Brasileira de Cancerologia
Servigo de Edicao e Informagéo Técnico-Cientifica
R. Marqués de Pombal, 125
20230-240 — Rio de Janeiro — RJ
Telefone:3207-6009— e-mail: rbc@inca.gov.br



mailto:rbc@inca.gov.br
http://www1.inca.gov.br/rb
http://www1.inca.gov.br/rb
http://www1.inca.gov.br/rb
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ANEXO H — Artigo 1
Artigo 1

Detecgéo dos Polimorfismos 213"~%e 13494~ no Gene TP53 em Carcinoma
Ductal in situ de Mama — Relato de Caso
Detection of Polymorphisms 213~ and 13494~ in the TP53 Gene in Breast in situ Ductal
Carcinoma- Case Report
La deteccion de Polimorfismos 21379y 13494~ en el Gen TP53 en Carcinoma Ductal in
situ de Mama - Reporte de un Caso
Polimorfismos no Gene TP53
Lucas Delmonico®; Livia Menezes*; Marco Felipe Franco Rosa?, Najla Marques de Oliveira
Mattar?, Eliane Barbosa Esteves’, Vivian Rabello Areias®, Carolina Maria de Azevedo?, Gilda
Alves'

Todos os autores participaram da concepcdo, planejamento da pesquisa, obtencdo, analise,
interpretacdo de dados, redagdo e revisdo critica do artigo.

Patrocinador ou financiador: Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Rio de Janeiro (FAPERJ -
102.558/2012, FAPERJ - APQ1 E-26/110.319/2008 e APQ1 E-26/110.803/2009).

Declaracéo de Conflito de Interesses: Nada a declarar

Biomédico. Laboratério de Genética Aplicada/Servico de Hematologia/Instituto Nacional de Céancer — INCA. E-mail:
lucasdelmonico@gmail.com. Rio de Janeiro (RJ), Brasil
1 Graduanda em Ciéncias Bioldgicas —Bacharel — Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO. Laboratério de Genética
Applicada/Servico de Hematologia/Instituto Nacional de Cancer — INCA. E-mail: liviademenezes@yahoo.com.br. Rio de Janeiro (RJ),
Brasil.
2 Graduando em Medicina - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO . Departamento de Radiologia/Hospital
Universitario Gaffrée Guinle. E-mail: marcofelipe20@hotmail.com. Rio de Janeiro (RJ), Brasil.
2 Graduanda em Medicina - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO. Departamento de Radiologia/Hospital
Universitario Gaffrée Guinle. E-mail: najla.mattar@yahoo.com.br. Rio de Janeiro (RJ), Brasil.
1 Bidloga. Laboratério de Genética Aplicada/Servico de Hematologia/lnstituto Nacional de Cancer — INCA. E-mail:
elianebesteves@yahoo.com.br. Rio de Janeiro (RJ), Brasil.
1 Biomédica. Mestre em Biociéncias Nucleares, pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Laboratério de Genética Aplicada/Servigo
de Hematologia/Instituto Nacional de Cancer — INCA. E-mail: vrareias@gmail.com. Rio de Janeiro (RJ), Brasil.
2 Médica. Doutora em Radiologia, PhD, pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Departamento de Radiologia/Hospital
Universitario Gaffrée Guinle. E-mail: azevedocma@bol.com.br. Rio de Janeiro (RJ), Brasil.
1 Bitloga. Doutora em Biofisica, PhD, pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Laboratério de Genética
Aplicada/Departamento de Hematologia/Instituto Nacional de Cancer — INCA. E-mail: gbrown@inca.gov.br. Rio de Janeiro (RJ), Brasil.
Endereco para correspondéncia: Praca da Cruz Vermelha, 23, Instituto Nacional do Céncer, Laboratdrio de Genética Aplicada -6%ndar,
Centro, Rio de Janeiro (RJ), Brasil. CEP 20230-130. E-mail: gbrown@inca.gov.br.
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Resumo
Introducdo: A caracterizacdo das alteracbes moleculares em lesbes mamarias suspeitas para

malignidade ainda ndo sdo bem definidas. Sabe-se que a detec¢éo precoce do cancer de mama
aumenta consideravelmente as chances de cura. Com isso, a busca por marcadores tumorais a
fim de auxiliar no diagndstico precoce e predizer com confianca se estas lesdes sdo benignas,
ou malignas se faz necessaria. No processo de carcinogénese diversas sdo as alteracdes de
expressao génica, na qual envolve varios genes chaves que controlam o ciclo celular. Dentre
0s genes, 0 TP53 tem sido amplamente pesquisado por apresentar mutagdes e variantes que
podem estar envolvidos na carcinogénese mamaria. Relato de caso: Paciente do sexo
feminino, 45 anos, branca, casada, residente do estado do Rio de Janeiro com Carcinoma
Ductal in situ grau 2, multifocal. Lesdo positiva para os receptores hormonais de estrogénio e
progesterona, com auséncia de mutacdo somatica e com presenca dos variantes 213479 e
13494~ no exon 6 e intron 6 do gene TP53. Conclusdo: Embora tenham sido considerados,
individualmente, neutros, ndo existem estudos que tenham avaliado o efeito sinérgico dos
variantes 2139 e 1349494,

Palavras-chaves: mama, lesGes impalpaveis, TP53, polimorfismos, deteccéo precoce
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Abstract

Introduction: The characterization of molecular alterations in breast lesions suspicious for
malignancy is not well defined. It is known that early detection of breast cancer greatly
increases the chances of cure. Thus, the search for tumor markers to aid in the early diagnosis
and predict with confidence whether these lesions are benign or malignant is required. In the
process of carcinogenesis are several changes in gene expression, which involves several key
genes that control the cell cycle. Among the genes, TP53 has been widely researched to have
mutations and variations that may be involved in breast carcinogenesis. Case report: A
female patient, aged 45, white, married, resident of the state of Rio de Janeiro with in situ
Carcinoma Ductal, grade 2, multifocal. Injury positive for hormone estrogen and progesterone
receptors, with no somatic mutation and presence of variants 213*~%and 13494°~* in exon 6
and intron 6 of TP53. Conclusion: Although considered individually neutral, the synergistic
effect of 213%79 and 13494~ variants is still unknown.

Key words: breast, non-palpable lesions, TP53, polymorphisms, early detection
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Resumen

Introduccion: La caracterizacion de las alteraciones moleculares en las lesiones sospechosas
de malignidad no estan bien definidos. Se sabe que la deteccion temprana de cancer de mama
aumenta en gran medida las posibilidades de curacion. Por lo tanto, se requiere la busqueda de
marcadores tumorales para ayudar en el diagnostico precoz y predecir con certeza si estas
lesiones son benignas o malignas. En el proceso de la carcinogenesis son varios cambios en la
expresion genica, lo que implica varios genes clave que controlan el ciclo celular. Entre los
genes TP53 ha sido ampliamente investigado tener mutaciones y variaciones que pueden estar
implicados en la carcinogénesis de mama. Caso clinico: Paciente de sexo femenino, 45 afios,
blanco, casado, residente en el estado de Rio de Janeiro con carcinoma ductal in situ de grado
2, multifocal. Lesion positivo para receptores de hormonas estrogeno y progesterona, sin
mutacion somatica y la presencia de variantes 21379y 13494~ en el exén 6 y el intrén 6
de TP53. Conclusion: A pesar de que se han considerado de forma individual, neutral, no hay
estudios que hayan evaluado el efecto sinérgico de variantes 213*7C y 1349494,

Palabras clave: pecho, lesiones no palpables, TP53 polimorfismos, la deteccion temprana
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INTRODUCAO

O céncer de mama é a principal causa de morte entre as mulheres, com uma estimativa
de risco para 201272013 de 52 casos por cada 100.000 mulheres no Brasil®.

A busca por marcadores tumorais vem sendo amplamente pesquisados como forma de
aperfeicoar a deteccdo e aprimorar o tratamento. Contudo, a grande dificuldade da clinica é
determinar com seguranga quais os marcadores moleculares ja descritos no cancer de mama
seriam capazes de predizer com confianca a deteccdo destas lesdes que em muitas vezes,
podem ser benignas.

Baseado nestes dados, o gene TP53 amplamente estudado nas neoplasias mamarias é
considerado um forte fator de progndstico e apresenta flutuacdes nas taxas de mutacdo que
podem alcancar a 25%° Ainda assim, pode sofrer variacdo quanto as sub-classificacdes
histoldgicas e moleculares®.

Dentre 0s genes que contém diversas mutacGes variantes (missense), o gene TP53 é
capaz de gerar uma série de proteinas p53 mutantes, com niveis de atividade variaveis®. Em
base, 0 genoma humano possui como um todo cerca de 3,1 milhdes de variacGes de
sequéncias, denominadas polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs). Dentre os validados
para 0 gene TP53, alguns parecem remeter alguma alteracdo funcional a proteina e
desencadear o processo de carcinogénese®®”.

Inicialmente descrito por Carbone et al.®> em tumores de pulm&o e mama, o variante
A—C ¢ resultado de um troca de base no codon 213, na regido do exon 6, porém que nao
modifica a codificacdo da proteina p53. Inicialmente foi descrito pelo autor como fator de
susceptibilidade a carcinogénese, porém logo sua descoberta, a hipotese foi contestada com
diversos estudos que descreveram nenhuma associacao de risco” ™.

O variante 13494 9~ foi inicialmente descrito através da fragmentag&o de uma regio
do intron 6 de 107 pares de base (pb) em bandas de 63 pb e 44 pb pela enzima de restricdo
Mspl, resultado de uma troca de base no nucleotideo 13941413,

Os polimorfismos, 213 #~9 e 13494 9~ s&o validados pelo IARC (International
Agency for Research on Cancer) e podem ser acessados pelo banco de dados
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/. S&o considerados polimorfismos neutros, logo, né&o
promovem alteracdo funcional da proteina p53.

Relatamos um caso de paciente com Carcinoma Ductal in situ Grau 2, multifocal com

achado molecular destes dois polimorfismos para o gene TP53.
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DESCRICAO DO CASO

Anamnese

A participacdo da paciente foi realizada pela autorizacdo e assinatura da mesma no
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A pesquisa possui aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG) — Rio de
Janeiro (RJ) — 07/2007. Paciente do sexo feminino, 45 anos, parda, casada, profissional do lar,
residente do estado do Rio de Janeiro. Histérico de menarca aos 10 anos de idade, duas
gestacdes, sem historico de aborto e periodo de amamentacdo de dois anos e oito meses.
Usuéria de contraceptivo oral dos 16 aos 26 anos e dos 28 a 37 anos. Laqueadura no ano de
2001, com interrupgdo do uso do contraceptivo. Negou terapia hormonal e declarou-se ser
etilista e tabagista. Relato de cancer na familia, hepatico e intestinal, tio e avd paterna,

respectivamente.

Diagnostico — Pré-operatdrio

Mama direita e mama esquerda sem nddulos palpaveis, com fluido mamilar de média
intensidade, periareolar e inframamaria, com periodos subitos de evasdo._ Paciente relatou
quadro clinico com persisténcia de dois meses, dezembro de 2010 a janeiro de 2011. Negou
uso de medicamentos locais.

Mamografia revelou revestimento cutaneo e complexo areolopapilar sem alteragdes.
Predominio de tecido adiposo com auséncia de nodulos. Deteccdo de microcalcificacdes
agrupadas no quadrante superior externo da mama direita (MD). Auséncia de
comprometimento  linfonodal  axilar.  Conclusdo ~ mamogréfica  final:  mamas
predominantemente adiposas, MD com lesdo BI-RADS 4.

Bidpsia excisional da MD revelou Carcinoma intraductal de alto grau em trés ductos,
com presenca de microcalcificacBes e necrose central do tipo comedocarcinoma em um ducto.
A avaliacdo imunoistoquimica foi positiva para estrogénio e progesterona em mais de 75% da

lesdo mamaria, com auséncia de imunoistoquimica para HER-2.

Diagnostico — Pos-operatério

Macroscopia — segmento mamario de MD medindo 13,5x10,5x2,5 cm. Corte untuoso,
lobulado e amarelado, com traves brancacentas e areas pardacentas de permeio. Microscopia
revelou Carcinoma Ductal in situ grau 2, multifocal. Padrdo cribriforme, soélido e

micropapilar, além de microcalcificacBes e focos de necrose intraluminal. Presencga de &reas
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de hiperplasia ductal atipica e hiperplasia ductal usual. Presenca de alteracGes fibrocisticas no

restante do parénquima mamario e margens cirdrgicas livres.

Avaliacdo molecular

A extracdo do DNA da lesdo foi feita de acordo com Sambrook et al., 1989™. Para
amplificar os fragmentos de interesse do gene TP53 foram utilizadas na solugdo base: 59 pL
de &gua ultra-pura ¢ estéril; 20 pL de tampao STR 10X (Invitrogen™); 8 uL de dNTPs (2
mM) (Invitrogen™); 6 uL de MgCl,; (50 mM) (Invitrogen™); 3,0 uL de cada iniciador
(fragmento 1: F-tgttcacttgtgcectgact; R-  agcaatcagtgaggaatcag; fragmento  2:  F-
tggttgcccagggteecccag, R-cggagggcecactgacaacca; fragmento 3: F- cttgccacaggtctcccaa, R-
aggggtcagaggcaagcaga; fragmento 4: F- ttgggagtagatggagccct, R-agaggcaaggaaaggtgata)
concentrados a 10 pmol/uL; 1 puL da enzima DNA polimerase (1 U/uL) (Invitrogen™) e 50-
100ng/ uL de DNA genomico.

No termociclador PTC-100 " Programable Thermal Controller, a amplificacdo dos
fragmentos foi iniciada com uma pré-desnaturacdo com duracao de 2 minutos a 94°C, seguida
por 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, pareamento dos iniciadores
(temperatura de anelamento) a 60°C por 30 segundos e extensdo do fragmento com 72°C por
30 segundos; e finalizada com uma etapa de extensdo a 72°C por 10 minutos.

Os fragmentos amplificados foram purificados com o kit GFX® PCR DNA and Gel
Band Purification Kit (GE) e posteriormente sequenciados pelo método automéatico’®. A
analise ndo revelou mutacbes somaticas que compreendem a regido codificante do exon 5 ao
8. Por outro lado, foi detectada a presenca de dois variantes (SNPs) no exon 6 (figura 1) e
intron 6 (figura 2). A andlise do sequenciamento foi feita comparando-se a sequéncia
referéncia do gene TP53 utilizado pelo IARC e podendo ser acessado pelo GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) NC_000017-9. Essa comparacao foi feita atraves dos

programas BioEdit Sequence Aligment Editor e Sequencher Demo Version da Gene Codes.
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DISCUSSAO

Cerca de 90% dos polimorfismos em TP53 ocorrem nas sequéncias ndo codificantes.
Até o momento, 0 Unico variante intrdnico que parece estar relacionado ao risco de cancer é
uma insercdo de 16 pares de bases (pb) no intron 3 do gene TP53*!. J4 dentre a regido
codificante, o polimorfismo no codon 72 (G412C), localizado no exon 4, é associado a
alteracbes no processamento do mRNA, e parece ser um dos Unicos que consequentemente
eleva o risco para a carcinogénese®®. Contudo, o variante G412C, parece néo estar envolvido
somente a fatores de risco®, mas por outro lado, responsavel pela protecio de defeitos no tubo
neural .

Estudos sobre os polimorfismos 213*~% e 134949~ s3o raros e eles apresentam baixa
frequéncia®. Além disso, poucos sdo os casos descritos na populacdo brasileira e que tenham

relacdo & influéncia destes no processo de susceptibilidade ao cancer de mama®®%.

22 A
l. 3 A=G

Mazars et al.” encontrou uma frequéncia de 3% para o polimorfismo 21 em
casos de cancer de ovéario na populacdo francesa e 2,6% para o0 grupo controle. Ainda assim,
estendendo o trabalho para casos de cancer de mama e o seu envolvimento hereditario, ndo

|.21

encontrou associacdo de risco. Pilger et al.“~ estudando casos de patologias do es6fago na

regido sul do Brasil e a associacdo de ambos polimorfismos, ndo encontrou diferenca de

2
.20

frequéncia entre caso e controle. Em outro trabalho, Siméo et al.”" estudando um amostral

brasileiro de casos de cancer de mama no estado do Rio de Janeiro, um caso apresentou 0
polimorfismo 213"7¢,

O caso relatado aqui merece destaque por apresentar duas regides de polimorfismos
pouco frequentes em diferentes regiGes do gene TP53, sendo uma regido com caracteristica
homozigota (variante 213*7%). Além deste fator, a paciente apresenta idade relativamente
jovem para diagnostico de cancer, sendo que dentre os fatores de risco para a maioria dos
canceres, a idade avancada é sem duvida um dos fatores de risco mais discutido, pois o
individuo provavelmente ao longo dos anos de vida vem acumulando mutacdes. A paciente se
declara etilista e tabagista, sabe-se que ambos sdo fatores evitaveis, sendo o alcool
responsavel por alterar os niveis circulantes de estrogénio, elevando-se a susceptibilidade para
a carcinogénese. Tais fatores podem estar envolvidos até entdo pela carcinogénese mamaria
na idade jovem.

Contudo, ndo se sabe ao certo a que ponto os variantes possam ser considerados
neutros quando expressos em um mesmo gene. N&o existem estudos que tenham detalhado o

efeito sinérgico destes polimorfismos e qual poderia ser a influéncia de ambos na iniciacao e
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evolugdo da carcinogénese maméria. Dessa forma, a confirmagdo de influéncia destes

variantes seria possivel somente em estudos populacionais.

CONCLUSAO

O caso relatado apresentou dois polimorfismos raros no gene TP53. Os SNPs 2134~¢
e 13494°~* embora descritos como variantes neutros, podem sugerir alguma influéncia de
susceptibilidade para a carcinogénese mamaria, por isso deve ser feito o follow up da paciente

atenciosamente.
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Figura 1 — Representacdo do variante 213%7C. Eletroferograma gerado pelo software

Sequencher Demo Version 5.1. (A) Sequéncia no sentido 3’75’ (B) Sequéncia no

sentido5’3’. Marcagdo em negrito ilustra troca de bases A—G e em homozigose (dupla fita)
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Figura 2 — Representagdo do variante 13494“~*  Eletroferograma gerado pelo software

=l
-p]ley}
-»]ley}
-»]ley}
Dla=
-p]ley}
-p]ley}

Sequencher Demo Version 5.1. (A) Sequéncia no sentido 5°~3’; Marcagdo em negrito ilustra

troca de bases G—A.
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Abstract

NAF (nipple aspirate fluid) should be investigated as a potential source of biomarkers for
early diagnosis or for risk assessment of breast cancer as well as other breast disorders. In
this paper, we show that proteins were easily extracted from dried NAF spot on Guthrie
cards and were good for mass spectrometry analysis. NAF from 80 women was collected
on Guthrie cards from 2007 to 2010. NAF-proteins were extracted from the Card with
incubation in water. These proteins were quantified and separated in a one-dimensional
(12% SDS-PAGE) gel electrophoresis and in high-resolution gradient gels with different
concentrations (4-12%, 8-16%, 4-20%). Bands in evidence were excised from the gradient
gels and the within proteins were identified by LC-Q-TOF (liquid chromatography
quadrupole time of flight). Immunoglobulins, Zn-a2-Glicoprotein, Apoliprotein D, and
Prolactin Inducible Protein were among the bands assessed. These proteins were
previously described, confirming the feasibility of the NAF-Guthrie Card collecting
method. The NAF-Guthrie Card collecting method has shown many advantages, such as
being inexpensive, non-invasive, reliable, painless, and easily stored in room temperature.
Examining NAF may help to identify individuals with higher risk for breast cancer and to
improve clinical conduct.
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Introduction

Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer in women and 99% of breast
cancers originate in the ductal and lobular epithelia (1,2). Unfortunately, currently available
breast cancer screening tools such as mammography and careful palpation of the breasts miss
up to 40% of early breast cancers and are least effective in detecting cancer in young women,
whose tumors are often more aggressive (2). Moreover, additional invasive diagnostic
methods (needle or surgical biopsy) are required to determine whether the breast lesion is
cancerous. Despite mammaography, many breast cancers still escape detection at an early stage
in Brazil (3). All these facts together make the development of noninvasive methods to
diagnose early-stage breast cancer necessary.

The NAF (nipple aspirate fluid) is continuously secreted and reabsorbed in non-
pregnant/non-lactating women from the ductal and lobular system of the breast (4). NAF is a
potential source of biomarkers for early diagnosis or risk assessment of breast cancer. NAF
may occur at all ages from puberty to menopause and can arise from malignant breast tumors
as well as from benign diseases (inflammation, fibrocystic diseases, and ductal ectasia) (5).

Due to the difficulties encountered by investigators to collect NAF, we tested the
application of Guthrie cards in absorbing NAF for later protein extraction. The Guthrie card is
commonly used to collect a blood spot routinely by heel prick on newborns to test metabolic
disorders such as phenylketonuria (6). Guthrie cards are appropriate for protein conservation.

In this paper, we show that proteins can be extracted from dried NAF spots on Guthrie
cards. In order to verify the feasibility of this method, we carried out a qualitative proteomics
analysis by LC-Q-TOF (liquid chromatography quadrupole time of flight) of some of the
proteins obtained by this method and separated in high-resolution gradient gels.

Materials and Methods

Subjects

The Ethical Committees from Hospital Universitario Gaffrée Guinle (HUGG - 13/07)
approved subject participation for this study; informed consent was obtained in all cases.
Between May 2007 and December 2010, 88 eligible women were recruited with spontaneous
nipple discharge at HUGG. Recruited women were 18 years or older. Reasons for exclusion
included pregnancy, lactation within the last 12 months, previous subareolar or other surgery
that could disrupt the ductal systems, and immunological deficiency by virus. Some subjects
had specimens analyzed from one breast only, whereas others had specimens analyzed from
both breasts. As for the origin of the discharge, some women had their effusion from an
orifice, or more. NAF were classified considering their macroscopical aspect such as watery,
citrine, serous, bloody, and mixed (seropurulent). AIll participants were subjected to
mammography and breast ultrasonography exams and clinical evaluation.
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NAF collection

NAF was collected using a modification of a technique that was previously described
(7,8). Subjects had their breasts warmed for 10-30 min with bilateral (hot compress) pads
wrapped in towels. The nipple was cleaned with alcohol and the breast was gently massaged
from the chest wall toward the nipple for 1 min. After the participant gently compressed the
breast with both hands, we collected the fluid, which appeared in the form of droplets, onto
Guthrie cards (Whatman™, USA), (Fig. 1), and stored at room temperature (Fig. 2). Up to
three attempts were made on each breast. If no fluid appeared after these attempts, the
participant was considered a non-provider. NAF-Guthrie cards had been stored for a period of
2 to 4 years.

Protein extraction and gels

Guthrie spots were cut into segments of about 6mm? and each piece was incubated in
100p! double-distilled water for 30 min at 56°C. Soluble NAF proteins were mixed with 1pl
of PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride), 0.2 mgml, (Sigma, St. Louis, MO, USA) and
measured using the method of BCA (Bicinchoninic acid) or Smith reagent (9).

NAF proteins were separated by polyacrylamide gel electrophoresis with SDS-PAGE
and B-mercaptoethanol. The stacking gel was done with 4% acrylamide Tris-HCI 0.5 M pH
6.8, containing 0.4% SDS, and the separating gel was prepared with 12% acrylamide Tris-
HCI buffer 1.5 M, pH 8.8, containing 0.4% SDS. The electrode buffer used was Tris-glycine
(0.025 M Tris base and 0.192 M glycine), pH 8.3, containing 0.1% SDS. From each sample,
20 ng was mixed with sample buffer to the final concentrations of 0.06 M Tris-HCI pH 6.8,
2% SDS, 5% B-mercaptoethanol, 10% glycerol and 0.025% bromophenol blue. Samples were
heated to 95°C for 3 min and loaded on the gel in the Mini-Protean Il system (Bio-Rad,
USA), running at 39 mA/120V for 90 min. Molecular weight standard was Benchmark
Protein Ladder( n v i t r o g e n ® |, USA). After electrophoresis, the
gels were fixed for 1 h in a solution of 40% (v/v) aqueous ethanol and 10% (v/v) acetic acid.
The gels were washed for 30 min in fresh fixing solution and incubated with Coomassie blue
R-250 0.2% diluted in fixative solution for 2 h. Gels were destained using fixative solution for
2 h, followed by incubationinw a t e r until complete destaining.

NAF proteins were also separated by commercial gradient gels, with concentrations of
4-12%, 8-16%, and 4-20%. Five micrograms of total protein was applied to the gel with
sample buffer 1:1 (50 mM Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 0.1% bromophenol blue; 10%
glycerol). This system has a horizontal electrophoresis field and the gels are made from
buffers that allow better resolution for complex samples. Molecular weight standard used was
Benchmark Protein Ladder (I n v i t r o g e n © |, USA). After
electrophoresis, the gels were stained with Coomassie Blue R-250, according to the protocol
specified by the company and analyzed for integrity of the proteins and the profile of the
revealed bands.

Enzymatic Digestion for nLC-Q-TOF experiments
Selected bands were excised to destain and subject to enzymatic digestion according to
Shevchenko et al. with modifications (10). The destaining phase was modified, with the bands
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being destained in a solution of 25mM ammonium bicarbonate (NH4HCO3) pH 8.8 / 50%
and ACN (Acetonitrile) overnight on the shaker, at room temperature. All samples were
concentrated in a Speed-Vac Centrifuge (Savant, Minnesota, USA) to produce a 20 pl final
volume of DIUs (Digested ultrafiltrate sample).

Analysis of DIUs by nLC-Q-TOF

Before taking the DIUs to analyze the nLC-Q-TOF, they underwent a manual
desalination Zip Tip (Eppendorf, Germany). Each Zip Tip was activated with 10 pl of ACN
100% and washed three times with 10 pl of ultrapure sterile water, and then 10 pl of the
sample was loaded by pipetting ten times up and down in the tube itself. Each Zip Tip was
washed three times with sterile ultrapure water and finished with an ACN elution. In the end,
the samples were reduced to a final volume of 20 ul and stored at -20°C until analysis in the
mass spectrometer.

The extracted peptides from SDS-PAGE gel slice were loaded onto ESI-Q-TOF mass
spectrometry (WatersCorp., Manchester, UK). First, the sample DIUs were loaded onto the
Waters® nanoACQUITY UPLC® System (Waters, Milford, MA) with a Waters Opti-Pak
C18 trap column coupled to Q-Tof Ultima® (Waters, Milford, MA). 3.0 ul of sample was
injected into a nanoEase C18 150 mm x 75 pum column (Waters, Milford, MA) at a flow rate
of 0.6 pl/min and eluted with ACN containing 0.1% formic acid. The instrument control and
data acquisition were conducted by a MassLynx data system (Version 4.0, Waters). The
experiments were performed by scanning from a mass-to-charge ratio (mz) of 200 to 2000.
Exact mass MSMS was automatically determined using the Q-Tof’s LockSpray™ (Waters,
Milford, MA, USA).

Database searching

Data were processed using ProteinLynx Global Server (version 2.0, Waters) for ESI-
Q-TOF (electrospray ionization quadrupole time-of-flight mass) analysis. The proteins were
identified by the correlation of tandem mass spectra to the NCBInr proteins and MSDB
database, using the MASCOT online software (www.matrixscience.com). The first analysis
considered all taxonomies, while the second analysis was restricted to Homo sapiens to
remove the redundancy of protein identifications.

Breast images investigation

Conventional mammography was performed in a Mediman HFG/B unit with Kodak
Min-R— 2000 Film and Kodak RP— X—Omat processor. The ultrasonography was used as a
complementary exam to the conventional mammography, executed in a Hewlett Packard unit,
type Image Point Hx, with two transducers of 7.5 MHz and 10 MHz that allowed measuring
the diameters of breast ductals. The images were classified by the BI-RADS (Breast imaging
reporting and data system).

Results

From the 88 women enrolled in this study, 80 (91%) successfully yielded NAF
collected on the first visit and absorbed on Guthrie cards, only by the gentle massage and
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warming protocol procedure. Later, 2 patients were excluded. Thus, the study group was
composed of 78, with a mean age of 50.24 years (ranging 23 to 77 years) and menarche at a
mean age of 13.24 years (ranging 9 to 18 years). Forty-three women (55%) were
postmenopausal. The mean age at menopause was 48.58 years (ranging 36 to 54 years). Sixty-
four women became pregnant, and of these, 11 (11%) did not breastfeed. Of the total group,
18 women (23%) suffered abortion, 8 not spontaneous (44%) and 10 spontaneous (66%). 52
women (67%) reported having a case of cancer in the family, but only 4 reported cases of
breast cancer in the family, and of these, only one confirmed case of hereditary breast cancer.
Results of mammography exams assigned 73% of patients to the zero BI-RADS category,
making it necessary to conduct additional tests. Of these, only 46% had ultrasonography and
77% had their results as BI-RADS 3. Therefore, we performed ultrasound and observed the
predominance of ductal ectasias (Fig. 5). In addition, other injuries were observed, such as
presence of nodules, axillary lymph nodes, and microcalcification.

We obtained 106 NAF spots on the cards, which were classified into the five types
(watery, citrine, serous, bloody, and mixed (Table I). This high number is explained by the
fact that from 28 women the fluid was obtained from both breasts. The NAF classification
from both breasts was the same except for three cases (3/28).

NAF protein concentration ranged from 6.8 to 11.2 pg/ul, with a mean value of 9.2
pg/ul. Analysis of the NAF proteins was performed in a one-dimensional SDS-PAGE 12%.
Gel electrophoresis revealed five major bands with approximately the same amounts in all
samples. Using the Guthrie card collection method, the proteins showed a similar band pattern
in gel as described by Varnum et al. and Manello et al. that applied an aspiration system (Fig.
2), (11,12). We verified different default bands in protein gel as band presence, band absence,
and band intensity variation (Fig. 3). The gradient gels showed no bands different from those
shown on SDS-PAGE 12% (Fig. 4). The gel of 4-12% showed the best resolution, for this
reason it was our preference. The main difference was verified in the bands with sizes less
than 20 kb. This difference still needs further investigation but seems to be associated with
cystic breast disease and benign breast lesions (10,13).

Of the bands excised, the spectra predominates were identified and peptide score was
calculated as -10Log(P), where P (0.05) is the probability that the observed match is a random
event. Table Il shows major proteins that were identified with a score greater than 50 in nLC-
Q-TOF. Immunoglobulins, Zn-a2-Glicoprotein, Apoliprotein D, and Prolactin Inducible
Protein were among the bands assessed. These proteins were previously described, confirming
the feasibility of the NAF-Guthrie Card collecting method.

Discussion

The current investigation of the breast epithelium directly with core needle biopsy is an
invasive method. Sometimes, even the uncomfortable ductal lavage is performed to detect
malignancy. On the other hand, the NAF-Guthrie card collecting method is inexpensive, non-
invasive, reliable, and painless. Such method may broaden the applicability of NAF sample
collection and may be an advantage over the Sauter et al. method, which applied an aspiration
device (11). Moreover, Guthrie cards occupy little space and can be stored at room
temperature with dried NAF. These characteristics allow the cards to be sent to a laboratory in
a plastic bag.
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The associations of the results from imaging studies were hampered by their own
issues in the public health system in Brazil; however, it was possible to observe a strong
relationship between ductal ectasia and the secretion of NAF. In addition, most had a
mammogram result of BI-RADS 0, which raises an alert because some non-palpable lesions
disturb the results, leading to a false-negative diagnosis (14).

The selected women had a low percentage of use of hormone therapy, or even oral
contraceptives (data not shown), which does not allow associations between the secretion of
nipple fluid and these variables. Still, it can be inferred that the smaller 20 KDa protein, in
particular the Gross cystic disease fluid protein, as described by Manello et al. is strongly
associated with changes in the breast (15,16). HER2 (human epidermal growth factor
Receptor-2) is one of the breast cancer subtype biomarkers; its amplification/overexpression
is associated with aggressive disease and worse prognosis (17). In DCIS (ductal carcinoma in
situ), HER overexpression was found by immunohistochemistry and correlated with higher
proliferative activity (18). HER2 has already been detected in NAF, as well as breast related
hormones, metabolites and growth factors (19-23). Thus, we propose that breast cancer
biomarkers can be detected from dried NAF spot in Guthrie cards, followed by mass
spectrometry analysis. In this paper, for research purposes, we have made gels from NAF
proteins to characterize them; however, we suggest that for clinical use, the shotgun mass
spectrometry approach (no in-between gel) is fully appropriate.

In conclusion, the NAF-Guthrie card collecting method, as applied in our study, has
proved to be suitable for modern mass spectrometry analysis. This method has potential
application for early breast cancer screening and subtype classification.
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Figure Legends

Figure 1. Collection of NAF

Figure 2. NAF spot absorbed on Guthrie card

Figure 3. One-dimensional electrophoresis showing NAF proteins stained with Coomassie
Brilliant Blue R-250. Lane 1 bloody NAF; Lanes 2, 3, 4 watery NAF; Lane 5 BSA (bovine
serum albumin); Lanes 6, 11 Molecular Weight; Lanes 7, 8, 9 Mixed NAF ; Lane 10 citrine
NAF.

Figure 4. High Resolution Gradient Gel 4-12% (GE™ Healthcare Amersham™ ECL™)
electrophoresis showing NAF proteins. Lanes 1, 8, 13 - Molecular Weight; Lanes 2, 5 —
Blanks; Lanes 3, 7 — bloody NAF; Lanes 4, 10 — mixed NAF, Lane 6 — watery NAF; Lane 9 —
Citrine NAF; Lanes 11, 12 — Serous NAF. Arrows indicate bands that were excised for the
proteomic analysis.
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Figure 1. Collection of NAF

Figure 2. NAF spot absorbed in Guthrie card
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Figure 3 — One-dimensional electrophoresis showing NAF proteins stained with Coomassie
Brilliant Blue R-250. Lane 1 bloody NAF; Lanes 2, 3, 4 watery NAF; Lane 5 BSA (bovine

serum albumin); Lanes 6, 11 Molecular Weight; Lanes 7, 8, 9 Mixed NAF ; Lane 10 citrine

NAF.
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Figure 4 — High Resolution Gradient Gel 4-12% (GE™ Healthcare Amersham™ ECL™)
electrophoresis showing NAF proteins. Lanes 1, 8, 13 - Molecular Weight; Lanes 2, 5 —
Blanks; Lanes 3, 7 — bloody NAF; Lanes 4, 10 — mixed NAF, Lane 6 — watery NAF; Lane 9 —
Citrine NAF; Lanes 11, 12 — Serous NAF. Arrows indicate bands that were excised for the
proteomic analysis.
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