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RESUMO

Introducgao: O cancer de mama é a neoplasia mais frequente entre as mulheres de
todo o mundo e representa a principal causa de morte nesta populagdo. Importantes
biomarcadores tém sido estudados, a fim de definir melhor o prognéstico de
pacientes acometidas por esta doenca. Os microRNAs sdo pequenas moléculas de
RNAs nao codificantes, compostos por 21 a 25 nucleotideos e desempenham
importante papel na regulagdo pos-transcricional de diversos genes. Objetivo: O
objetivo do estudo foi avaliar a expressdo de microRNAs (miRNAs: hsa-miR-7 e hsa-
miR-10b) e da proteina BRCA1 em amostras de cancer de mama, bem como as
possiveis associacbes entre a expressao desses marcadores e o0s aspectos
clinicopatologicos e prognésticos. Método: O estudo foi composto por 92 casos de
carcinoma de mama, provenientes do Hospital Araujo Jorge, da Associagao de
Combate ao Cancer em Goias. Foram utilizados fragmentos de tumores incluidos
em parafina. A extracdo de microRNA das amostras foi realizada e o produto gerado
foi utilizado para a sintese de cDNA. As amostras de cDNA foram ajustadas para
igual concentracdo e submetidas a PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR). As
amostras foram avaliadas ainda por meio de imuno-histoquimica para expressao de
BRCA1. Resultados: Um total de 234 registros de imuno-histoquimica foi avaliado,
resultando em 56 casos de carcinomas de mama apresentando fenétipo nao triplo-
negativo e 36 com fendtipo triplo-negativo. A sobrevida das pacientes em funcao das
caracteristicas clinicopatolégicas demonstrou associagbes com o0s casos triplo-
negativos (p=0,044), estadios mais avancados (p=0,005), acometimento linfonodal
(p=0,038), presenca de metastase a distancia (p=0,0008) e auséncia da expressao
de BRCA1 (p=0,039). Associagbes significativas foram demonstradas entre a
auséncia de BRCA1 e o fenétipo triplo-negativo (p=0,0346), entre a auséncia da
expressao do receptor de estrégeno e auséncia da expressao de BRCA1 (p=0,006),
e entre o receptor de progesterona e a auséncia da expressdao de BRCA1
(p=0,0163). A analise por qRT-PCR demonstrou diferentes niveis de expressao de
miR-10b e de miR-7, com associag¢des significativas ao fendtipo triplo-negativo
(p=0,021; p=0,042) e a auséncia de BRCA1 (p=0,039; p=0,006). A comparagao
entre auséncia e presenca da expressdao do receptor do fator de crescimento
epidérmico humano demonstrou diferenga significativa para miR-7 (p=0,031), sendo
que a expressao de miR-10b nestes casos néo foi estatisticamente diferente
(p=0,926). Conclusao: Associagcdes significativas foram demonstradas entre a
auséncia de BRCA1 e o fendtipo triplo-negativo. A sobrevida em cinco anos foi
inversamente associada ao fenoétipo triplo-negativo, aos estadios clinicos Ill e 1V, a
presenca de metastase linfonodal, a presenga de metastase a distancia e a auséncia
da expressao de BRCA1. Este estudo demonstrou ainda que hsa-miR-7 e hsa-miR-
10b estao significativamente associados a auséncia da expressao de BRCA1 e ao
fendtipo triplo-negativo, sendo observada pior sobrevida nestes perfis de pacientes.
Estudos com maior numero de casos e com linhagens celulares devem ser
realizados para constatar o papel de hsa-miR-7 e hsa-miR-10b na modulagdo da
expressao de BRCA1.

Palavras chave: microRNA, hsa-miR-7, hsa-miR-10b, carcinoma de mama, BRCA1.



ABSTRACT

Introduction: Breast cancer is the most frequent neoplasm among women worldwide
and represents the leading cause of death in this population. Important biomarkers
have been studied in order to better define the prognosis of patients affected by this
cancer. MicroRNAs are small molecules of non-coding RNAs composed of 21 to 25
nucleotides that play an important role in the post-transcriptional regulation of several
genes. Objective: The objective of this study was to evaluate the expression of
microRNAs (miRNAs: hsa-miR-7 and hsa-miR-10b) and BRCA1 protein in breast
cancer samples, as well as the possible associations between expression of these
markers with clinicopathological and prognostic aspects. Method: The study included
92 cases of breast carcinoma from Hospital Araujo Jorge, Associagdo de Combate
ao Cancer em Goias. Formalin fixed paraphin embedded samples were used for the
analisis. MicroRNA was extracted from the samples and used for cDNA synthesis.
The cDNA samples were adjusted to the same concentration and submitted to
quantitative real-time PCR (qRT-PCR). Samples were further evaluated by
immunohistochemistry for BRCA1 expression. Results: From a group of 234
immunohistochemical records, 56 cases of non-triple-negative and 36 triple-negative
breast carcinomas were selected. Five-year overall survival was significantly
associated to triple negative phenotype (p = 0.044), advanced stages (p = 0.005),
lymph node involvement (p = 0.038), presence of distant metastasis (p = 0, 0008)
and absence of BRCA1 expression (p = 0.039). Significant associations were
demonstrated between the absence of BRCA1 and the triple-negative phenotype (p =
0.0346), as well as the absence of estrogen receptor expression (p = 0.006) and
absence of progesterone receptor expression (p = 0.0163). The analysis by qRT-
PCR demonstrated different levels of miR-10b and miR-7 expression in the tumors,
with significant associations with triple-negative phenotype (p = 0.021, p = 0.042) and
the absence of BRCA1 (p = 0.039, p = 0.006). The comparison between absence
and presence of human epidermal growth factor receptor expression showed a
significant difference for miR-7 (p = 0.031), and the expression of miR-10b in these
cases was not statistically different (p = 0.926). Conclusion: Significant associations
were demonstrated between the absence of BRCA1 and the triple-negative
phenotype. Five-year overall survival was reduced for the triple-negative phenotype
patients, clinical stages Ill and IV, the presence of lymph node metastasis, the
presence of distant metastasis and the absence of BRCA1 expression. This study
also demonstrated that hsa-miR-7 and hsa-miR-10b are significantly associated with
the absence of BRCA1 expression and triple-negative phenotype, with poorer
survival in these patient profiles. Studies with more cases and with cell lines should
be performed in order to confirm the role of hsa-miR-7 and hsa-miR-10b in the
modulation of BRCA1 expression.

Key words: microRNA, hsa-miR-7, hsa-miR -10b, breast carcinoma, BRCAA1.
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1. INTRODUGAO

O cancer de mama é uma neoplasia frequente e acomete mulheres em todo o
mundo, podendo ocorrer também em homens, mas em propor¢gdo minima.
Estatisticas demonstram que o carcinoma mamario representa a principal causa de
morte na populagédo feminina (IARC, 2016). No Brasil, o cancer de mama responde
por 25% do total dos novos casos a cada ano, sendo estimados 57.960 novos casos
em 2016, e um risco aproximado de 56,20 novos casos a cada 100 mil mulheres. No
Estado de Goias, as estatisticas estimaram 1.680 novos casos de cancer de mama
em 2016. Em Goiania, foram previstos 250 novos casos de cancer de mama e a
cada 100 mil habitantes o risco foi de aproximadamente 76,07 (INCA, 2016).

O cancer de mama €& uma doenca altamente heterogénea e apresenta
respostas individuais distintas quanto ao tratamento e prognéstico (MAXWELL,
2010). As variagbes moleculares contribuem para a individualizagcdo das
caracteristicas que conferem ao tecido tumoral diferengcas de comportamento e de
resposta aos tratamentos usuais (BERSE; LYNCH, 2015). Baseado em marcadores
moleculares, o cancer de mama é classificado em quatro principais subtipos:
Luminal A e B, que expressam receptores hormonais (receptor de estrégeno e
receptor de progesterona); HER2+ que apresenta alta expressao do receptor do
fator de crescimento epidérmico humano; e o subtipo basal-like, comumente
representado por tumores com auséncia da expressdo de receptores hormonais e
de HERZ2, denominados triplo-negativos. Dois outros subtipos sao descritos na
literatura: claudina baixa e normal-like, embora ainda sejam alvos de intensa
discussédo (PEROU et al., 2000; VIJVER et al., 2002; HU et al., 2006; SANDHU et
al., 2010).

Alteragbes genéticas relacionadas aos carcinomas de mama e de ovario tém
sido descritas por inumeros autores e dentre estas destacam-se as mutagdes do
gene BRCA1 (HARADA et al., 2013; LIU et al., 2016; SHI. et al., 2017). As principais
funcdes associadas a este gene incluem o reparo de lesées na molécula de DNA, a
regulacao do ciclo celular e a regulagéo transcricional de diversos genes (FELICIO et

al., 2016). Além de mutagdes pontuais que levam a deficiéncia da proteina BRCA1,
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estudos demonstram o papel da metilagdo em ilhas CpG na regido promotora de
BRCA1, que impede o reconhecimento e a ligacdo de fatores de transcrigéo,
resultando no silenciamento génico (WU et al., 2016). Além disso, a acao de
microRNAs que interferem com os transcritos de BRCA1, silenciando o gene de
forma pos-transcricional, tem sido investigada nos tumores de mama
(RAYCHAUDHURI et al., 2017).

Os microRNAs sédo pequenas moléculas de RNAs nao-codificantes de cadeia
simples, contendo em média 22 nucleotideos, e atuam no citoplasma celular onde
ligam-se a extremidade 3’ nao-traduzida da molécula de RNA mensageiro alvo,
induzindo sua degradagao ou a repressao da tradu¢cao (MEDIMEGH et al., 2014). A
atividade dos microRNAs é de fundamental importancia em processos bioldgicos,
pois atuam no controle do crescimento, diferenciagcao e desenvolvimento das células
e tecidos (MAO et al., 2014). Em virtude de sua ampla fungdo na manutengao de
processos fisiologicos, estudos atuais demonstram que a hipoexpressdo ou
hiperexpressdo de microRNAs esta associada a diversas doengas, incluindo o
cancer (DANZA et al., 2014; LU et al., 2014; KNIRSH et al., 2016; M'HAMED et al.,
2017)

Uma pesquisa no banco de dados miRBase, realizada em 16 de fevereiro de
2017, revelou 1.881 precursores de microRNAs e 2.588 miRNAs maduros ja
descritos para Homo sapiens (MIRBASE, 2017). Estima-se que os microRNAs
estejam envolvidos na regulacdo de mais de um terco dos genes humanos, dentre
eles o BRCA1 (O’'DAY; LAL, 2010; CHANG; SHARAN, 2012; MASUDA et al., 2012;;
OKUDA et al., 2013; HUYNH; JONES et al., 2014; KALNIETE et al., 2015; SHI et al.,
2015; WANG et al., 2016; M'HAMED et al., 2017).

O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressao de hsa-miR-10b e hsa-
miR-7, dois microRNAs potencialmente associados a regulagdo da expressédo de
BRCA1, em cancer de mama (O’DAY; LAL, 2010; M'HAMED et al., 2017).

A hipdtese do estudo € que a expressdao de miR-10b e miR-7 esteja
relacionada a regulagdo negativa da expressdo de BRCA1 que, por sua vez,
encontra-se significativamente associada ao comportamento mais agressivo dos

carcinomas de mama, conferindo pior prognéstico as pacientes.
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1.1.  REFERENCIAL TEORICO

1.1.1. EMBRIOLOGIA DO TECIDO MAMARIO

As mamas femininas, derivadas de glandulas sudoriparas apdcrinas, sao
estruturas pares com fungdo principal de lactacdo (BERG et al.,, 2006). O
desenvolvimento € iniciado na quinta semana do periodo embrionario a partir do
espessamento compacto da ectoderme da parede toracica anterior, formando cristas
mamarias primitivas visiveis entre a sétima e oitava semana (Figura 1) (GOSS, 1997;
MOORE; PERSAUD, 2008; GUYTON; HALL, 2011).

Saliéncia A B e [\esoderme
ectodérmica

Figura 1. Desenvolvimento embrionario da mama: Estadios da formacgéao do tecido glandular
e do sistema de canais lactiferos a partir da ectoderme. A: espessamento ectodérmico
primitivo; B: o espessamento ectodérmico envia para a mesoderme corddes celulares na
semana 12; C, D: os corddes canalizam para formar os canais lactiferos, estando nesta fase
a papila futura escavada. Fonte: Adaptado de BERNARDES (2011).

Por volta da sétima e oitava semana, ocorre a invaginagdo do mesénquima
da parede toracica. Os ramos epiteliais ramificam na décima sexta semana de
gestacédo (BERG et al., 2006). A formacao dos ductos mamarios é estimulada por
acao de horménios sexuais placentarios que induzem as gemas epiteliais a se
canalizarem. Os lobulos mamarios se diferenciam entre a trigésima segunda e

quadragésima semana de vida intrauterina (Figura 2) (GOSS, 1997).
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Figura 2. Esquemas representando o desenvolvimento das glandulas mamarias. A, aspecto
ventral de um embrido com cerca de 28 dias, mostrando as cristas mamarias. B, Aspecto
semelhante, com 6 semanas, mostrando o remanescente destas cristas. C, Corte
transversal de uma crista mamaria no local onde a glandula mamaria esta se
desenvolvendo. D a F, Cortes semelhantes mostrando estagios sucessivos do
desenvolvimento da mama entre a 122 semana e o nascimento. Fonte: MOORE; PERSAUD
(2008).

O desenvolvimento das mamas estabiliza-se apés o periodo da puberdade
em funcdo da agédo de estrogénio e progesterona provenientes do ciclo menstrual.
Este periodo € marcado pelo acumulo de gordura associada, aumento de tecido
conjuntivo, e desenvolvimento dos Iébulos e alvéolos. Com a concepgao e aumento
dos niveis de prolactina as mamas voltam a ser estimuladas e atingem sua completa
capacidade funcional, quando as células mamarias alcangam seu maior potencial de
diferenciagao (MOORE; PERSAUD, 2008; GUYTON; HALL, 2011). Quanto maior for
o grau de diferenciagao celular, menor sera a capacidade do genoma recuperar-se
de eventuais mutag¢des. Por outro lado, as chances de uma transformacdo maligna

reduzem significativamente devido ao mecanismo de apoptose. Apds a menopausa,
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as células do tecido mamario realizam o processo denominado de involucéo e

tornam-se menos susceptiveis ao cancer (CHUFFA et al., 2017).

1.1.2. ANATOMIA

As mamas estao localizadas ventralmente aos musculos do grande peitoral e
serratus anterior na altura do intervalo que compreende a terceira e sétima costelas,
entre a linha médioesternal e linha axilar anterior (Figura 3) (SOBOTTA, 2000;
BERNARDES, 2011).

.~ M peitoral maior

M. peitoral —— — ===
maior

_ ‘ __.— Papila
Argola = = = m=m———— *~ mamana

da mama

——— Areola
da mama

a ——— 2

Papil

mamiria

- ¥

Glandulas —~
areoiaras

= M. seratil
antenor

Figura 3. Visdo anatémica da mama. 1) Vista anterior. 2) Vista lateral.
Fonte: Adaptado de SOBOTTA (2000).

A acéo dos hormdnios sexuais, pos-puberdade, confere aumento das mamas
a partir da proliferacéo celular do tecido glandular, adiposo e conectivo, alcangando
em média 13 cm de largura, 11 cm de altura e 6 cm de espessura (COUTO; REIS;
CASSALI, 2007; BERNARDES, 2011). Fisiologicamente se expandem em
detrimento da gestacao e lactagao, e atrofiam-se depois de transcorrido o periodo de
menopausa. Internamente a mama € composta por estruturas celulares que
permitem a producgao lactea a partir de sinalizagdo hormonal e ductos que canalizam
um liquido nutritivo para o meio externo (Figura 4) (GOSS, 1997; SOBOTTA, 2000;
GUYTON; HALL, 2011).
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Figura 4. Estrutura anatbmica da mama feminina.
Fonte: NETTER (2011).

O tecido mamario é recoberto por linfonodos, denominados ainda de ganglios
ou nédulos linfaticos. Os linfonodos sdo estruturas conectadas por uma rede de
ductos, capilares e vasos que compreendem o sistema linfatico, principal sistema
circulatério em conjunto ao sistema vascular, envolvido em atividades fisiolégicas
indispensaveis a homeostase (TANAKA; IWAKIRI, 2016). Assim como 0s vasos
sanguineos e artérias, o sistema linfatico circula por todo o corpo atuando
primordialmente no processo de resposta imunoldgica a patégenos e na drenagem
de liquido intersticial (Figura 5) (SOBOTTA, 2000; BERNARDES, 2011).
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Figura 5. Linfonodos mamarios.
Fonte: American Cancer Society (2011).

1.1.3. SUB-LOCALIZACAO ANATOMICA

O tecido mamario € subdividido em localizagdes anatdbmicas passiveis de

identificacdo de modo a auxiliar a reflexdo tedrica, os procedimentos clinicos e a

conduta terapéutica adequada (Figura 6) (BAO et al. 2014). O sistema de divisdo

considera o mamilo como ponto central, sendo cortado ao meio por uma reta vertical

e outra transversal (SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND; 2004; 2012).

MAMA DIREITA MAMA ESQUERDA

12 12

Figura 6. Sub-localizagao anatdmica. A) Quadrante superior externo; B) Quadrante superior
interno; C) Quadrante inferior externo; D) Quadrante inferior interno; E) Mamilo; F) Porgéo

central; G) Prolongamento axilar.
Fonte: Adaptado de BAO et al., 2014.
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1.1.4. EPIDEMIOLOGIA

O cancer de mama € uma neoplasia frequente e acomete mulheres em todo o
mundo (MEDIMEGH et al.,, 2014). Estatisticas do projeto Globocan/IARC
(International Agency for Research on Cancer) de 2012 destacam que o cancer de
mama (1,7 milhdo) representou o segundo tipo de cancer mais incidente em todo o
mundo, atras somente do cancer de pulmao (1,8 milhao), e elegivel como o primeiro
mais incidente e indutor de 6bito na populagdo feminina (Figura 7) (INCA, 2016;
ALINEJADA et al., 2017; FORCADOS et al., 2017). No Brasil, foram registradas
14.388 mortes por cancer de mama no ano de 2013, sendo 181 homens e 14.206
mulheres (INCA, 2016).

€00 000
521907 191223

400 000 320 294
265 672 254103 294 492
200 000
156 564 151917 118 952 114150
0

Mama Pulmao Colorretal Colo do Gtero  Estdmago Figado Pancreas Ovario Esdfago Leucemia

Figura 7. Numero estimado de mortes em mulheres de todo o mundo (10 principais sitios de
cancer), em 2012.
Fonte: GLOBOCAN, 2012.

As estimativas do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva
(INCA) estimam 57.960 novos casos de cancer de mama para o ano de 2016 no
Brasil (Figura 8) (INCA, 2016).
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Figura 8. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil
estimados para 2016 por sexo, exceto pele ndo melanoma.
Fonte: INCA, 2016.

Para o Estado de Goias, as estatisticas predizem cerca de 1.680 novos casos
de cancer de mama no ano de 2016. Destes, foram previstos 250 novos casos

acometendo a populagéo da metrépole goiana (INCA, 2016).

Dentre as localizagdes anatdomicas alvo do carcinoma mamario na populagao
mundial e brasileira, destaca-se o epitélio ductal, em torno de 80%, dos quais se
encontram distribuidos em diferentes subtipos moleculares. Os outros 20% estao
distribuidos como lobular, tubular, mucinoso, medular, micropapilar e papilar (INCA,
2016).

Enquanto as taxas de mortalidade por cancer de mama nas regidoes Norte,
Nordeste e Centro-Oeste do Brasil tem aumentado, nas regides Sul e Sudeste
houve um declinio nos ultimos anos. Provavelmente uma associagdo com as
melhores condigcdes socioecondémicas nestas regides, culminando em melhores
indices de acesso ao tratamento e de técnicas para o diagnostico precoce. A
sobrevida global de mulheres brasileiras acometidas pela doenga tem melhorado
progressivamente, sendo estimados 85% de sobrevida ao longo de cinco anos
(FREITAS-JUNIOR et al., 2017). Um estudo estimou a cobertura mamografica em
rastreamento oportunista realizado pelo Sistema Unico de Saude (SUS) no Brasil,
em 2013, e observou baixa cobertura mamografica na regidao Norte 12,0%.
Contrapondo este percentual, a prevaléncia de mamografias na regidao Sul foi de
31,3%. A conclusao dos autores sugere baixa cobertura mamografica realizada pelo
SUS no Brasil e alto indice de desigualdade quando estratificado por unidades da
Federagéo (FREITAS-JUNIOR et al., 2016).
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O indice de desenvolvimento humano, indice de exclusdo social, cobertura
mamografica e de acesso ao sistema de saude, bem como as variagdes étnicas e
geograficas, com destaque as mulheres de cor branca e amarela, de idade superior
a 50 anos, representam fatores capazes de influenciar as taxas de mortalidade por
cancer de mama. Melhorias na qualidade das informacdes a respeito do cancer de
mama tém apontado para melhor sobrevida por permitir a identificacdo precoce de
tumores e consequentemente de tratamentos mais eficazes (GONZAGA et al., 2015;
SOARES et al., 2015). Um estudo com objetivo de avaliar a prevaléncia do cancer
de mama em Goiania, Goias, Brasil, no periodo de 1988 a 2002, constatou aumento
da taxa de incidéncia da doenga e sugeriu que este aumento esteja possivelmente
relacionado a melhora do rastreamento e do tratamento do cancer de mama na
regiao (MARTINS et al., 2011).

1.1.5. FATORES DE RISCO

O cancer de mama é uma doenca com multiplos fatores de risco, podendo
ocorrer a partir de mutagdes adquiridas ao longo do tempo ou repassadas a prole
por meio da hereditariedade (FORCADOS et al.,, 2017). Embora exista grande
diversificagdo dos tumores que acometem a mama, todos os canceres de mama

apresentam origem genética.

A maior parte dos tumores de mama, 80 a 90%, é categorizada como
somatica, ocorrendo como consequéncia de mutagdes induzidas por agentes
carcinogénicos, habitos de vida, sedentarismo, menarca precoce, menopausa tardia,
obesidade apdés a menopausa (ROSNER et al., 2017), uso de contraceptivos orais
(estrogénio e progesterona), reposicdo hormonal pés-menopausa (LI et al., 2016),
nuliparidade ou primeira gestagcao apos os 30 anos de idade, habito etilista, etnia,

fatores ambientais e a relagao destes com a exposigao celular.

A exposigao aos fatores ambientais e biolégicos favorece a probabilidade do
tecido mamario desenvolver algum tipo de cancer, e sdo denominadas como fatores
de risco. Os fatores risco séo classificados em trés grandes grupos: muito elevados,

medianamente elevados e pouco elevados conforme importdncia do tipo de
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exposi¢cao ou caracteristica populacional que predisponha o individuo (Quadro 1).
Os demais subtipos de canceres de mama, aproximadamente 10 a 20%, sdo de
origem hereditaria, sendo herdados de pais para filhos e podem estar relacionados a
mutacdes em genes de supressao tumoral, a proto-oncogenes ou outras condigdes

que afetam a expressao dos genes (KRAJC et al., 2008).

Quadro 1. Fatores de Risco para o cancer de mama.

Risco muito elevado (RR 2 3.0) |

Mae ou irma com cancer de mama na pré-menopausa
Antecedente de hiperplasia epitelial atipica ou neoplasia lobular in situ
Suscetibilidade genética comprovada (mutagcdo de BRCA1-2)

Risco medianamente elevado (1.5 SRR < 3.0)]

Mae ou irma com cancer de mama na pés-menopausa
Nuliparidade
Antecedente de hiperplasia epitelial sem atipia ou macrocistos apdcrinos

Risco pouco elevado (1.0 SRR < 1.5) |

Menarca precoce (< 12 anos)

Menopausa tardia (= 55 anos)

Primeira gestacéao de termo depois de 34 anos
Obesidade

Dieta gordurosa

Sedentarismo

Terapia de reposi¢do hormonal por mais de 5 anos
Ingestao alcodlica excessiva

Fonte: BARROS et al (2001).

No que diz respeito a agdo hormonal na carcinogénese mamaria destaca-se a
acao dos estrdégenos, prolactina, progesterona, andrégenos e horménios tiroidianos.
Quanto maior for o periodo de exposi¢ao do epitélio mamario a agéo conjunta destes
horménios, mais se eleva o risco de desenvolvimento da doenca (BRISKEN;
O’MALLEY, 2010). A acdo mitdtica do estrogeno parece ser facilitada em virtude dos
niveis de prolactina, o que resulta no aumento do numero de receptores
estrogénicos. A acgao estrogénica estimula o crescimento celular por meio de
incitagao a liberagédo do fator de crescimento tumoral alfa e do fator de crescimento
semelhante a insulina, e inibicdo do fator de crescimento tumoral f (YOO et al.,
2001; ROCK; CHERYL, 2002; BRISKEN; O'MALLEY, 2010).
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Ademais, a propria homeostase corporal apresenta condicdes que colaboram
com a tumorigénese. A menarca em idade precoce expde o corpo feminino a maior
atividade hormonal em relacdo a menarca tardia. Neste sentido, mensalmente as
células se preparam para diferenciar e realizar sua fungao primordial, a lactagao, e
na maioria das ocasides regridem a um periodo estacionario a partir da acédo de
horménios, préprios do ciclo menstrual. A nao fertilizagdo, ou nado formacao de
zigoto, resulta na descamacgdo do endométrio e inicia-se novo ciclo a partir da
regulacdo hormonal (KAMINSKA et al., 2015).

Assim como a menarca precoce, a menopausa tardia também constitui
elemento que ameaga o tecido mamario. As células da mama sofrem um processo
denominado de involucdo com o advento da menopausa e esse evento confere as
células menor susceptibilidade ao desenvolvimento do cancer (KAMINSKA et al.,
2015). A menopausa é considerada quando sua ocorréncia tardia, que resulta no
prolongamento da atividade hormonal sobre as células mamarias, promovendo

excitagao e ativagdo da maquinaria intracelular de forma constante (LI et al., 2016).

O primeiro trimestre de gestagcdo € marcado pelo aumento de estradiol e
confere maior risco carcinogénico. Transcorridos os trés primeiros meses, 0 risco é
minimizado e a mama recebe fatores que a protegem da acgéo carcinogénica. Ocorre
aumento de globulinas transportadoras de esteroides sexuais, resultando na
diminuicdo dos niveis de estrégeno circulante. Na gestagcdo incompleta ndo é
observada essa protecdo (LOURO, 2000; PECK et al., 2002; HILAKIVI-CLARKE et
al., 2012)

O uso de métodos contraceptivos e a reposi¢cao hormonal sdo descritos por
varios autores como fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama,
principalmente quando associados a menarca precoce € a menopausa tardia,
colaborando para maior exposi¢cado celular a acdo dos estrogenos e progesterona
(KAMINSKA et al., 2015; ALIM; KIZILTAN, 2016; GOLUBNITSCHAJA et al., 2016). A
utilizacdo de contraceptivos orais, de forma semelhante a acédo do ciclo menstrual,
estimula a atividade mitética nas células mamarias. O uso de contraceptivos orais
por mulheres com histérico familiar de cancer de mama oferece maior risco em

relacdo as mulheres sem histérico familiar da doenca (KAMINSKA et al., 2015).
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A obesidade, outro fator de risco importante para o cancer de mama, esta
ligado diretamente aos altos niveis de producdo de estrogenos em detrimento da
metabolizacdo do tecido adiposo, gerando androstenediona que é metabolizada em
estrona e, por fim, em estrégeno (YOO et al., 2001; ROCK; CHERYL, 2002). Existe
uma relagéo entre o indice de Massa Corpérea (IMC) e niveis circulantes de estrona,
estradiol e testosterona em mulheres pds-menopausa e parece haver uma
associagao entre receptores de estrogeno (RE) positivos e maior mortalidade por
obesidade (ALIM; KIZILTAN, 2016; YUNG; LIGIBEL, 2016).

O sedentarismo tem sido elencado como fator de risco para o cancer de
mama. Um estudo de coorte realizado nos Estados Unidos avaliou 74.171 mulheres
na pos-menopausa, entre 50 e 79 anos, praticantes regulares de atividade fisica
intensa e mulheres inativas (MCTIERNAN, 2003). O estudo demonstrou que
mulheres em atividade regular intensa tiveram uma redugéo de 14% no risco de
cancer de mama (MCTIERNAN, 2003). O comportamento sedentario caracteriza-se
por estar sentado ou deitado de forma prolongada e com auséncia de movimentagao
ao longo do corpo, como habitos de assistir televisdo (TV), jogos em computador e
outras formas de entretenimento baseado em tela. Algumas atividades trabalhistas
também influenciam no sedentarismo, tal como o trabalho de secretarias (ZHOU,;
ZHAO; PENG, 2015). O comportamento sedentario foi relatado em estudos como
associado a obesidade e ganho de peso, sindromes metabdlicas e doencas
cardiovasculares. Recentemente, este comportamento foi estudado frente as
doencas neoplasicas e uma pequena associagao foi descrita em uma metanalise
composta por 21 estudos (ZHOU; ZHAO; PENG, 2015).

Além dos fatores descritos, inumeras mutagdes genéticas séo relacionadas a
predisposicdo ao cancer de mama, dentre elas, destacam-se as mutacdes nos
genes p53, BRCA1 e BRCAZ2 (Breast Cancer susceptibility 1 and 2), responsaveis
por conferir elevado risco, seguidos de outros genes, como CHEK2 (Checkpoint
Kinase 2), PTEN (Phosphatase and tensin homolog), PALB2 (Partner and localizer
of BRCA2), RAD51C (S. cerevisiae, homolog of C), CDH1 (cadherin 1) e genes
determinantes da sindrome de Lynch que conferem risco de moderado a alto
(MAVADDAT et al, 2010; RUDOLPH; CHANG-CLAUDE; SCHMIDT, 2016), além de
mais de 90 outras variantes comuns de baixa penetrancia (MICHAILIDOU, 2015).
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1.1.6. ESTADIAMENTO

O sistema de Classificagdo de Tumores Malignos (TNM) é aplicado tanto a
carcinomas de tecidos mamarios masculinos quanto femininos. E realizado a partir
de informacgdes clinicas — cTNM (Anexo A) - e posteriormente complementado com
caracteristicas histopatolégicas — pTNM (Anexo B) (SOBIN; GOSPODAROWICZ;
WITTEKIND, 2012).

A avaliagcdo TNM considera: T - a extensao do tumor primario; N — auséncia
ou presencga de metastase em linfonodos regionais; e M — auséncia ou presencga de
metastase a distancia. Apos definido o TNM é possivel categorizar os tumores em
estadios clinicos e patologicos, responsaveis por orientar a equipe médica em
relagdo ao tratamento e a avaliagdo prognostica (Quadro 2) (SOBIN;
GOSPODAROWICZ; WITTEKIND, 2012).

Quadro 2. Grupamento por estadios.

T N M

Estadio 0 Tis NO MO

Estadio IA T1* NO MO
Estadio IB TO, T1* N1mi MO
Estadio lIA TO, T1* N1mi MO
T2 NO MO

Estadio IIB T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio IlIA 10, T1%, T2 N2 Mo
T3 N1, N2 MO

Estadio IlIB T4 NO, N1, N2 MO
Estadio IlIC QualquerT N3 MO
Estadio IV QualquerT QualquerN M1

Fonte: Adaptado de SOBIN; GOSPODAROWICZ; WITTEKIND (2012).

1.2. CARCINOGENESE MAMARIA

A replicacao do DNA consiste de um pré-requisito para que ocorram divisdes
celulares e, por conseguinte, a continuagao das espécies. As constantes divisdes
conferem aos organismos celulares a capacidade de ocorréncia de erros resultantes
do processo de replicagao (MERTZ; HARCY; ROBERTS, 2017). Tais erros podem
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induzir a célula a carcinogénese - processo pelo qual células normais adquirem
caracteristicas cancerigenas. A carcinogénese consiste em um sistema multiplo e
lento resultante da exposigao a diferentes agentes ambientais ou mesmo em virtude

de caracteristicas hereditarias.

A transformacgao das células normais em pré-malignas se da pela continua
exposicao a fatores de risco, resultando em acumulo de mutagdes irreversiveis, e
posteriormente na estimulagdo da proliferagao celular descontrolada, refratariedade
aos sinais celulares de inibicdo do crescimento, perda de fungdes bioldgicas,
principalmente do mecanismo apoptdtico e da agao corretiva de mutagoes,
neoformacdo vascular e eventual capacidade de metastatizacdo e invasdo de
tecidos adjacentes (Figura 9) (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Resisténcia a
morte celular

Evadindo da acao
de supressores
de crescimento

Ativacao de
invasao e metastase

Inducéao de
angiogénese

Possibilitando a

imortalidade e
replicacao

Figura 9. Caracteristicas do cancer. Esta ilustragdo abrange as seis principais
caracteristicas do cancer originalmente propostas por Hanahan e WeinBerg.
Fonte: Adaptado de HANAHAN; WEINBERG (2011).

O mecanismo de carcinogénese ¢ didaticamente dividido em trés estagios. (I)
A iniciacdo € caracterizada pela exposi¢cao celular aos diversos fatores de risco com
consequente indugdo de mutagdes, resultando na formagéo de células atipicas. (ll)

A promogéao é o periodo em que a continuidade da exposigédo celular aos agentes
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cancerigenos confere a célula propriedades malignas e multiplicagdo celular
aumentada. A suspensdo da exposicao celular nesta etapa pode levar a parada do
processo carcinogénico. (lll) No terceiro estagio, a progressdo, as células
transformadas apresentam autonomia proliferativa, perdem a coesdo e com isso

adquirem capacidade migratoria, tornando-se invasivas (MAREEL; LERQOY, 2003).

A neoplasia ou a malignidade das células mamarias inicia-se primordialmente
nos lébulos ao final do periodo da puberdade, quando as células encontram-se
indiferenciadas, com maior potencial de replicagao e sendo alvos faceis para lesdes
no DNA. A perda de mecanismos eficazes do reparo das mutacdes modifica o ciclo
de vida celular, resultando em um clone alterado que repassa suas alteragdes as
células-filhas (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000). Essas alteragdes podem
ocorrer em detrimento de exposicdo a agentes quimicos, virus e irradiagdes,
resultante ainda de desordens hereditarias, disturbios hormonais, dentre inUmeros
fatores ambientais que induzem erros no processo de duplicacdo dos genes. As
falhas neste processo levam ao surgimento do cancer de mama (LOURO, 2000;
LOPES et al., 2016).

O céancer de mama é uma doenca altamente heterogénea com relagao a
clinica e a morfologia (ROULO et al., 2016). As principais atividades que levam ao
comportamento maligno da célula mamaria caracterizam-se pela desregulagdo dos
mecanismos apoptoticos, escassez de ceélulas mioepiteliais, alteragdo do epitélio em
mesénquima, arquitetura tecidual desordenada e alteragbes da expressdo génica
decorrentes das mutagdes (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 2000). As principais
mutacdes estdo relacionadas aos genes supressores de tumor e aos proto-
oncogenes. No grupo dos supressores tumorais destacam-se: p53, presente no
brago curto do cromossomo 17, BRCA-1 e BRCA-2, localizados no brago longo do
cromossomo 17 e cromossomo 13, respectivamente, o gene ATM (serine/threonine
kinase) no cromossomo 11 e CHEK-2, cromossomo 22. O gene p53 produz uma
proteina capaz de se ligar ao DNA e impedir a replicagdo deste, permitindo a
restauracdo do genoma celular. Além disso, p53 esta diretamente ligado ao controle
da proliferacdo e dos mecanismos de apoptose. Em torno de 50% dos canceres de
mama possuem mutagdes de p53. As mutagcdes de BRCA-1 e BRCA-2 possuem
caracteristicas hereditarias, predispondo o individuo ao cancer de mama, ovario,
préstata, célon, pancreas e laringe (DENG; BRODIE, 2001; INGVARSSON, 2001).
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No grupo dos proto-oncogenes, destacam-se as amplificagées do receptor do
fator de crescimento epidérmico humano (HER-2/ neu/ c-erb-2), c-myec, int-2 e ras,
levando ao aumento das proteinas codificadas por estes genes, o que favorece a
multiplicagdo celular descontrolada (MAREEL; LEROY, 2003). O gene HER-2,
importante marcador em cancer de mama, localiza-se no cromossomo 17q12, é
responsavel pela codificagcdo de uma glicoproteina transmembranar com dominio
citoplasmatico de tirosina quinase, onde se liga um fator de crescimento epidermal

no dominio extracelular (NCBI, 2017).

1.2.1. SUBTIPOS MOLECULARES

Os diferentes perfis do carcinoma mamario permitiram estabelecer subgrupos
a partir de caracteristicas apresentadas por receptores celulares. Os resultados de
técnicas imuno-histoquimicas visam a deteccdo de Receptor de Estrogénio (RE),
Receptor de Progesterona (RP) e Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico
Humano (HERZ2), gerando resultados que posteriormente sao utilizados para o
devido enquadramento em seu respectivo subtipo. Quatro subtipos sdo bem
conhecidos na literatura (Luminal A, Luminal B, HER2+ e Basal, este ultimo
denominado ainda triplo-negativo) e outros dois encontram-se em discussao
(Claudina baixa e normal-like) conforme demonstrado na Figura 10 (PEROU et al.,
2000; VIJVER et al., 2002; HU et al., 2006; MALHOTRA et al., 2010; MEDIMEGH et
al., 2014).
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Figura 10. Classificagdo molecular do cancer de mama. Apresentagao dos quatro subtipos
mais conhecidos (Luminal A e B, HER+ e Basal) com acréscimo dos dois mais novos e de
intensa discussao (Claudina baixo e normal-like).

Fonte: Adaptado de MALHOTRA et al. (2010).

O cancer de mama com fendtipo triplo-negativo (TN) representa em média
20% do total de canceres de mama (BOYLE, 2012). Acomete frequentemente
mulheres em idade jovem, apresenta perfil tumoral agressivo e relativa falta de alvos
terapéuticos. Frequentemente, pacientes com cancer de mama TN apresentam
mutagdes de BRCA1, contribuindo para o seu comportamento mais agressivo. Por
outro lado, estudos sugerem semelhante caracteristica em tumores nao triplo-
negativos que provavelmente se justifiqguem em virtude de alteragdes epigenéticas e
de reguladores poés-transcricionais. Aparentemente a expressdao de microRNAs
especificos influenciam os niveis homeostaticos da proteina BRCA1
(BOUKERROUCHA et al., 2015; MATAMALA et al., 2016; ZAVALA et al., 2016;
M’HAMED et al., 2017) e outros genes potencialmente associados a carcinogénese

mamaria.
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1.2.2. FATORES PROGNOSTICOS

Fator prognéstico pode ser definido como parametro passivel de mensuragao
no momento do diagndstico, atuando como preditor do curso de desenvolvimento da
doenca, fornecendo informacdes relacionadas a sobrevida ou ao tempo livre de
doenca (ABREU; KOIFMAN, 2002). Sua avaliagdo é realizada a partir de
informagdes do paciente e das caracteristicas tumorais, como: estadiamento,
proveniente do TNM clinico e patoldgico, grau de diferenciagao, status menstrual,
faixa etaria, histérico familiar, informacdes provenientes de analises imuno-
histoquimicas dos receptores hormonais (RE e RP) e do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2) (JR et al., 2012). Além disso, os fatores
prognésticos podem auxiliar na escolha médica quanto aos casos elegiveis ao
tratamento adjuvante. Algumas caracteristicas sao classificadas como fatores
classicos, sendo elas o estadiamento, tipo e grau histolégico, expressao de
receptores hormonais e de HER2. O Colégio Americano de Patologistas estabeleceu
em reunido de consenso os fatores prognésticos em cancer de mama (Tabela 1)
(FITZGIBBONS et al., 2000).

Tabela 1. Fatores prognésticos em cancer de mama (FITZGIBBONS et al., 2000).

Fatores prognésticos em cancer de mama - Consenso do
Colégio Americano de Patologistas

Estadiamento TNM

Tipo histologico

Grau histoldgico
Categoria 1 Contagem de mitose
Estado de receptores hormonais
HER-2
MIB-1
Invasao vascular/linfatica
pb53
DNA fragao S
Ploidia de DNA

Angiogénese tumoral

Receptor para fator de crescimento
epidérmico

Fator de crescimento transformador a
BCL-2

pS2

Catepsina D

Categoria 2

Categoria 3
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O tamanho do tumor é um dos paradmetros avaliados no estadiamento clinico,
e € um dos maiores preditores do comportamento tumoral. Quanto maior o didametro
tumoral, maiores sao as possibilidades do comprometimento linfonodal e de
metastatizacdo (FITZGIBBONS et al.,, 2000). A frequéncia de metastases em
pacientes com tumores medindo 1 cm ou menos varia entre 10% e 20%,
aumentando-se o risco consonantemente quando verificados maiores diametros. O
segundo parametro do estadiamento clinico € a analise do acometimento linfonodal,
que influencia o progndstico de pacientes com cancer de mama (FITZGIBBONS et
al., 2000). Cerca de 20% a 30% de mulheres com nddulos negativos desenvolvem
recidiva. O numero de linfonodos acometidos também € de suma importancia
prognodstica, sendo que mulheres com acometimento de 4 ou mais linfonodos

apresentarao pior prognostico (FITZGIBBONS et al., 2000).

A Organizagdao Mundial da Saude (OMS), American Joint Committee on
Cancer (AJCC), da Uniao Europeia (EU), e do Royal College of Pathologists
(RCPath UK) recomendam a avaliagdo da graduacéo histolégica pelo Sistema de
Classificagao de Nottingham (SCN) Scarff-Bloom-Richardson modificado por Elston-
Ellis, que classifica os tumores de mama em trés diferentes graus. O grau histolégico
1 apresenta melhor sobrevida para as pacientes no periodo de cinco anos, enquanto
que o grau 3, maior grau, resulta em pior prognostico (BUITRAGO; UEMURA;
SENA, 2011). As variagbes histologicas resultam em distintos comportamentos
biolégicos do tecido tumoral, e podem conferir diferentes niveis de agressividade,
favorecendo ou inibindo o processo metastatico. O carcinoma ductal infiltrante,
comumente seguido de acometimento linfonodal, apresenta pior progndéstico em

relacdo aos canceres de mama menos frequentes (FITZGIBBONS et al., 2000).

Biomarcadores classicos compdem a avaliagao prognoéstica, sendo eles os
Receptores de Estrégeno (RE), Receptores de Progesterona (RP) e Receptores do
Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER2). Os RE sao elencados como
mais importantes biomarcadores, pois a presenga destes torna a paciente elegivel a
terapia enddcrina a partir do uso de esteroides hormonais. Os niveis de expressao
de RE podem influenciar no tratamento, havendo melhor resposta quando estes se
encontram mais expressos (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011). A maior parcela
de pacientes com cancer de mama RP positivo apresenta RE positivo, e por isso tais
pacientes sdo candidatas a terapia enddcrina. Cerca de 1% dos casos RP positivos
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apresentam RE negativo, e neste caso recomenda-se a terapia enddcrina em

detrimento de poucos beneficios com o uso de tamoxifeno (VIALE et al., 2007).

A amplificagdo de HER2 ocorre em 15% a 25% dos casos de cancer de
mama e aumenta a agressividade tumoral, tornando estes casos resistentes a
terapia enddcrina. Terapias alvo dirigidas tém sido aplicadas aos casos HER2
positivos a partir do uso de trastuzumab e lapatinib (PICCART-GEBHART et al.,
2005). Outros biomarcadores importantes sdo apresentados como emergentes nos
casos de cancer de mama, como o Ki67, MIB-1, Ciclina D1, Ciclina E, ER, e BCL-2
(FITZGIBBONS et al., 2000; BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).

Estudos moleculares no cancer de mama tém revelado novos e importantes
marcadores bioldgicos, identificados como possiveis preditores metastaticos, como o
microRNA-10b (MA et al., 2007; PIAO; MA, 2012), alteragdes na expressao de HERZ2
correlacionadas ao microRNA-7 (HUYNH; JONES, 2014), indices de marcacao de
Ki67 e p53 (OHARA et al., 2016), hipermetilacdo de regides do DNA codificadoras
de supressores de tumor, seguidas ou ndo de amplificacdo de proto-oncogenes

(ORDWAT et al., 2007), dentre inumeros outros cofatores.

1.2.3. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O autoexame das mamas e as campanhas sociais, especialmente em paises
desenvolvidos, tém influenciado a demanda dos mastologistas (PENAULT-LLORCA;
VIALE, 2012). A avaliagao clinica inicia-se com exames de palpacao, conduzidos por
especialistas, que objetivam analisar a presengca ou auséncia de nodulos. A
mamografia e/ou ultrassonografia € indicada a todas as mulheres ap6s 40 anos de
idade e realizadas anualmente em detrimento de tumores especificos nao palpaveis.
Os casos irregulares sao confirmados por bidpsia (PENAULT-LLORCA; VIALE,
2012).

O exame histopatoldgico é realizado a partir do produto de bidpsia e/ou pega
cirurgica, e fornece informagdes ao clinico sobre as caracteristicas neoplasicas. Os
resultados histo-patolégicos incluem: tamanho do tumor, tipo e grau histolégico,
invasao vascular peritumoral nos vasos sanguineos ou linfaticos e estado linfonodal

(FITZGIBBONS et al.,, 2000). Acrescenta-se ainda a avaliagdo das margens
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cirurgicas e de marcadores por imuno-histoquimica para andlise dos receptores
celulares, principalmente RP, RE e HER2. Estes marcadores podem fornecer
informagdes importantes que auxiliam na categorizagdo quanto ao subtipo molecular
e colaborar com a escolha da conduta terapéutica (PENAULT-LLORCA; VIALE,
2012; INCA, 2016).

Para o oncologista clinico, as mulheres com cancer de mama sao
classificadas em trés grupos principais, e direcionadas a terapias fundamentadas
pelo estadiamento, sendo: (I) receptores hormonais positivos, submetidas a terapias
para reposi¢cao de estrogénio, havendo ou ndo quimioterapia; (ll) tumores HER2+,
receberdo terapia especifica para HER2, baseadas em anticorpos monoclonais; e
(I pacientes que apresentam RE, RP e HER2 negativos, para as quais a
quimioterapia é a modalidade de escolha por ser a unica forma de tratamento
sistémico. No grupo | enquadram-se os carcinomas com perfil Luminal A e Luminal
B, no grupo Il somente fenétipos HER2+ com RP e RE negativos, e o grupo lli
destinado aos fendtipos que apresentam todos os receptores negativos pela técnica
imuno-histoquimica (REIS-FILHO; TUTT, 2008).

Procedimentos neoadjuvantes, concomitantes as aplicagbes acima
supracitadas, podem ser eleitos pela equipe médica, de modo a tornar o tumor
ressacavel, desta forma, minimizando consideravelmente a possibilidade de
processos cirurgicos radicais, como a mastectomia. A adjuvancia € empregada e
relativa as caracteristicas tumorais e resposta aos tratamentos clinicos (BARROS et
al., 2001).

1.2.4. BRCA1

Alteracbes genéticas relacionadas aos carcinomas de mama e de ovario tém
sido descritas por inumeros autores e, dentre elas, destacam-se as mutagdes do
gene BRCA1, responsavel por conferir alta suscetibilidade a carcinogénese
(HARADA et al.,, 2013; MANIE et al,. 2015; LIU et al.,, 2016; SHI et al., 2017).
Portadores de mutagdo germinativa em BRCA-1 apresentam risco de

desenvolvimento de cancer de mama variando entre 44 a 68% até os 70 anos de
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idade (FELICIO et al.,, 2016). Este gene esta localizado no cromossomo 1721,
sendo responsavel pela expressao da fosfoproteina BRCA1, que € composta por
uma sequéncia de 1.863 aminoacidos. Atua conjuntamente a outras proteinas
sensiveis a danos estruturais no DNA, promovendo reparo imediato (LI,
GREENBERG, 2012; NCBI, 2016).

Inumeras fungdes tém sido atribuidas a BRCA1, havendo interagdes entre os
dominios funcionais desta molécula com pelo menos 13 diferentes proteinas (Figura
11), sugerindo que BRCA1 faz parte de uma rede de sinalizagdo com papel
fundamental no processo de manutencdo genémica (LI; GREENBERG, 2012). Nos
150 primeiros aminoacidos de BRCA1 verifica-se um dominio RING que
heterodimeriza com o dominio RING N-terminal de BARD1, levando a atividade de
E3 ubiquitina ligase. Adjacente ao RING de BRCA1 ha um sequencia de localizagao
nuclear. Em situagdes de lesdo na cadeia de DNA, a ataxia telangiectasia mutada
(ATM) e a checkpoint kinase 2 (Chk2) sado ativadas e fosforilam diversos
mediadores, dentre eles BRCA1. A fosforilagdo de BRCA1 ocorre em sua porcao
central, exon 11, regido que contém residuos de substrato de fosforilagdo para ATM
e Chk2. A ativacdo de BRCA1 induz essa molécula a interagir com pelo menos
quatro diferentes complexos de proteinas, que resultam em reparos de lesdes no
DNA por meio recombinacdo homologa de cadeia dupla. E importante observar
ainda que BRCA1 atua nas forquilhas de replicagao, reparando lesdes importantes
(LI; GREENBERG, 2012).
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Figura 11. Ativacao de BRCA1. O desenho esquematiza a ativagdo de BRCA1 por meio da
fosforilagdo promovida por ATM e Chk2. Apo6s fosforilagdo, BRCA1 liga-se a outras
proteinas, formando um complexo de proteinas, que atuara sobre a molécula de DNA
lesionada, promovendo reparo. Em asterisco, proteinas frequentemente mutadas em cancer
de mama e céncer de ovario. Fonte: Adaptado de LI; GREENBERG (2012).

A atividade de BRCA1 esta relacionada a manutengédo genémica por meio de
inumeros mecanismos, tais como: reconhecimento de lesbes no DNA, transcrigao,
regulagao do ciclo celular e reparo de lesdes na molécula de DNA (FELICIO, et al.,
2016; DENSHAM; MORRIS, 2017). Dentre as fungdes desempenhadas por este
gene, € de suma importancia a atuagao exercida no reconhecimento de sequéncias
homologas, garantindo estabilidade genémica e suprimindo a tumorigénese (ISONO
et al., 2017).

Cerca de 40% dos carcinomas de mama de origem hereditaria possuem
mutagcdes em BRCA1, sendo estas encontradas ainda em mais de 80% dos casos
de canceres de mama concomitantes ao cancer de ovario (NCBI, 2016). Até a
presente data, 2054 mutagdes pontuais ja foram identificadas em BRCA1 (HGMD,
2017).

Além de mutacdes pontuais que levam a deficiéncia da proteina BRCAT1,

novos estudos tém demonstrado o papel da metilacido em ilhas CpG, localizadas na
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regiao promotora de BRCAT, impedindo que fatores de transcricdo reconhecam
essa regiao, resultando no silenciamento génico (WU et al., 2013; GUO et al., 2015;
WU, 2016), e também pela acdo de microRNAs, que desempenham importante
papel na regulagdo pos-transcricional de genes supressores de tumor e em
oncogenes, incluindo-se o MRNA de BRCA1 (RAYCHAUDHURI et al., 2017).

1.2.5. MICRORNAS

1.2.51. RNAs nao codificantes

A partir da década de 1980, o campo da biologia molecular cresceu de forma
exponencial, seja em relagdo ao desenvolvimento de técnicas ou aos resultados de
extensivas analises genbmicas que seguidamente originam as pesquisas
transcriptobmicas, metaboldbmicas e protedmicas. O transcriptoma € conjunto de
produtos transcritos, proveniente da acdo da RNA polimerase sobre o DNA, e
compreende parte deste avancgo cientifico, denominado transcriptdbmica — estudo dos
transcritos (MEISTER, 2011). Recentemente, RNAs nao codificadores de proteinas
emergiram na literatura e novas fungdes foram descritas para essas moléculas. Um
marco na historia dos RNAs esta relacionado a descoberta de seu amplo

envolvimento no processo de regulacéo génica (SHARP, 2009).

Os pequenos RNAs nao codificantes (hcRNAs) foram descobertos em plantas
e tornaram-se importantes objetos de pesquisa em diversos organismos (MEISTER,
2011). Esses ncRNAs incluem os RNAs ribossomicos (rRNA), RNAs de
transferéncia (tRNA), microRNAs (miRNA), pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs)
e pequenos RNAs nucleares (snRNAs) com papel critico na regulagado de processos
biolégicos fundamentais a homeostasia corporal, e ainda das condi¢des
fisiopatolégicas (AMORIM et al., 2016). O estudo dos ncRNAs expandiu-se
rapidamente, a fim de elucidar sua relagcdo com a expressao génica, as condigdes
que resultam em doengas humanas, assim como para a idealizagao de ferramentas

eficazes ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas (YUN; PAN, 2012).
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No ano de 1993, Lee, Feinbaum e Ambros descobriram que Lin-4, um gene
essencial na regulagcdo do desenvolvimento do nematéide Caenorhabditis elegans
(C. elegans), nao codificava para uma proteina e, ao invés disso, produzia pequenos
RNAs, com cerca de 22 e 61 nucleotideos que correspondiam a sequéncia
complementar de um elemento da sequéncia repetida na regido 3’ ndo traduzida
(UTR) do transcrito de Lin-14, inibindo sua expressao (LEE; FEINBAUM; AMBROS,
1993; HUANG et al., 2010).

Em 1998, Andrew Fire e Craig Melo, em seus experimentos com o verme C.
elegans, descobriram uma molécula de RNA interferindo no processo de expressao
génica e deram a este processo o nome de RNA de interferéncia (iRNA) (LEE;
FEINBAUM; AMBROS, 1993; MEISTER, 2011). Apdés o achado, inumeros estudos

emergiram

1.25.2. Biossintese de microRNAs

Genes responsaveis pela codificacdo de miRNAs podem estar localizados em
regides intrénicas ou exdnicas de genes codificadores de proteinas ou ainda em
regides intergénicas (Figura 12). O produto gerado, uma pequena molécula de RNA
fita simples, possui em média 21 nucleotideos. Por meio de pareamento de bases
com moléculas de RNAs mensageiros dispersos no citoplasma celular induzem ao

silenciamento ou a degradagao do RNA mensageiro (HUANG et al., 2010).
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Figura 12. Organizagdo gendmica de genes de microRNAs.
Fonte: Adaptado de MEISTER (2011).

Os microRNAs sao transcritos no interior do nucleo celular a partir da
atividade da enzima RNA polimerase Il. O primeiro produto gerado recebe o0 nome
de microRNA primario (pri-miRNA), uma molécula de RNA contendo extremidade
cap 5 com uma 7-metil guanosina e cauda poli-A (Figura 13) (VIMALRAJ;
SELVAMURUGAN, 2013). Em alguns casos a RNA polimerase lll realiza a sintese
de miRNAs. Ainda no interior do nucleo, um microprocessador composto pela
Drosha Il e seu cofator DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region in gene 8)
processa o pri-miRNA, removendo-lhe uma regido da haste dupla fita e das
sequencias flanqueadoras, originando os denominados pré-miRNAs (LEE;
FEINBAUM; AMBROS, 1993; KIMA; KIMA; KIM, 2016). Os pré-miRNAs sao
sequéncias compostas por 70 a 100 nucleotideos e assim como os pri-miRNAs
possuem forma de grampo. Os pré-miRNAs sao transportados para o citoplasma
celular a partir de sua interagcdo com o receptor de exportacao RanGTP exportina-5
(Y1, 2003; HATA; KASHIMA, 2015).
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Figura 13. Biossintese de microRNA.
Fonte: Adaptado de MEISTER (2011).

No citoplasma, a RNase Ill Dicer em conjunto com a proteina TRBP (trans-
activation response RNA-binding protein) cliva a alga e gera uma pequena molécula
dupla fita de aproximadamente 21 nucleotideos (HATA; KASHIMA, 2015). Em
seguida, uma fita do microRNA duplex é degradada e a outra fita incorporada a um
complexo de proteina denominado RISC (RNA-induced silencing complex),

tornando-se um microRNA maduro (MEISTER, 2011).
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1.2.5.3. MicroRNAs e suas funcdes

O grau de complementaridade entre o microRNA e o RNA alvo é responsavel
por influenciar como ocorrera a atuagdao do miRNA sobre a molécula de RNA. Trés
mecanismos distintos resultam na regulacdo da expressdao génica, sendo
considerados a atuagcdo dos microRNAs como siRNAs, inibicdo da traducdo e
inducdo de deadenilacdo (SUN; TSAO, 2008). No primeiro caso, a
complementaridade perfeita ou quase perfeita entre o microRNA e o mRNA alvo
resulta na clivagem da molécula de RNAm. Essa clivagem ocorre em virtude da agéo
de uma endonuclease, a Ago2, uma proteina pertencente ao grupo das Argonautas.
A inibicdo da traducao relaciona-se com a posi¢gao do microRNA em seu RNAm alvo,
responsavel pela interagdo com a maquinaria de tradugao. A deadenilagao pode ser
induzida quando ocorre complementaridade parcial do microRNA e sua molécula
alvo, havendo interacbes importantes com proteinas membro da familia GW
(MEISTER, 2011).

1.254. MicroRNAs e cancer

A atividade dos microRNAs na progressao tumoral é amplamente complexa.
Inumeras alteragdes celulares ocorrem para transformagéo da célula pré-maligna e
obtengao do estado maligno (SUN; TSAO, 2008). As técnicas de microarranjo, PCR
em tempo real e chips tém demonstrado diferentes niveis de expressdo de
microRNAs relacionados aos mais distintos tipos de cancer (LU et al.,, 2014). A
hiperexpressao de microRNAs, referidos como OncomiRs, resulta no silenciamento
de genes supressores de tumor, enquanto a hipoexpressao de outros microRNAs
tém sido relacionada a inibicdo da progressédo tumoral, sendo estes denominados
mMiRNAs de supressdo tumoral. Estes ultimos miRNAs reprimem a tradugcdo de

moléculas de RNAmM que atuam favorecendo a oncogénese (JI; SUN; SU, 2017).
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De igual maneira, a atuacdo de microRNAs no tecido mamario pode favorecer

a carcinogénese ou atuar como fator protetor (MEISTER, 2011). Muitos microRNAs

sdo focos de estudos que investigam possiveis associacbes com as variaveis

clinicopatologicas. A formagdao de um tumor poder iniciar a partir da perda ou

delecdo de miRNAs de supressao tumoral, pela amplificacdo ou superexpressao de

OncomiRs, havendo ainda possibilidade de participacdo de metastamiRs com

efeitos pré ou anti-metastaticos (O’DAY; LAL, 2010). A Tabela 2 sistematiza os

principais microRNAs descritos na literatura em carcinomas de mama, informando

seus principais alvos e respectivas fungoes.

Tabela 2. MicroRNAs e seus alvos em cancer de mama. Adaptado de O’DAY; LAL (2010).

miRNA Alvo Funcao
miRNAs supressor de tumor
miR-206 ESR1 Sinalizacdo RE
miR-17-5p AIB1, CCND1, E2F1 Proliferagéo
miR-125a, b HERZ2, HER3 Crescimento
dependente de
ancoragem
miR-200 BMI1, ZEB1, ZEB2 Sinalizagao TGF-
let-7 H-RAS, HMGAZ2, LIN28, PEBP1 Proliferagéo,
diferenciacao
miR-34a CCND1, CDK®6, E2F3, MYC Dano ao DNA,
proliferacao
miR-31 FZD3, ITGA5, M-RIP, MMP16, RDX,
e Metastase
OncomiRs
miR-21 BCL-2, TPM1, PDCD4, PTEN,

VINGEN Apoptose
miR-155 RHOA Sinalizagao TGF-3
miR-10b HOXD10 Metastase
miR-373/520c CD44 Metastase




47

O hsa-miR-10b é um tipo de microRNA e suas alteragbes tém sido descritas
em varios tipos de neoplasias (LU et al., 2014; KHELLA et al., 2017; MHAMED et
al., 2017). A hiperexpressao deste microRNA foi observada em céancer esofagico,
cancer de cavidade oral, cancer de pulm&o, schwannoma vestibular, adenoma
pituitario, cancer de préstata e glioma (SASAYAMA et al., 2009; LU et al., 2012;
TEPLYUK et al., 2012; LIANG et al., 2013; TORRES-MARTIN et al., 2013; WALTER
et al., 2013; XIE et al., 2013). A hipoexpresséo ja foi observada em cancer de células
renais, cancer renal, cancer de colon, carcinoma endometrial e melanoma (L
HENEGHAN et al.,, 2010; WU et al.,, 2012;). Por outro lado, uma metanalise
demonstrou que os niveis de expressao de miR-10b foram inconsistentes em outros
tumores, como é o caso do cancer de mama e carcinoma hepatocelular (LU et al.,
2014). Essa inconsisténcia se deve ao reduzido numero de estudos que até a data
de sua publicacdo avaliaram a expressdo de miR-10b nestes espécimes tumorais
(MORIARTY; PURSELL; MERCURIO, 2010; LU et al.,, 2014). Contudo, estudos
recentes tém demonstrado associagcdo entre a expressdao de miR-10b e
desenvolvimento de metastase linfonodal (MA et al., 2007; WANG et al., 2016;
M’HAMED et al., 2017).

O miR-10b é expresso na maioria dos tecidos humanos com excegao do
cérebro, em condi¢cdes normais. Sua funcgao principal compreende a inibigao do ciclo
celular e a interrupgdo da morte celular programada (MA; TERUYA-FELDSTEIN;
WEINBERG, 2007; GABRIELY; TEPLYUK; KRICHEVSKY, 2011).

O hsa-miR-7, por outro lado, € um mIRNA intrénico residente no primeiro
intron do gene heterogéneo da proteina K ribonuclear (hnRNP K), e localiza-se no
cromossomo 9 (Tabela 3). E conservado em todas as espécies, e aparentemente
atua como supressor de tumor em células do tecido mamario (OKUDA et al., 2013).
Em células fotorreceptoras de Drosophila, miR-7 demonstrou controlar a sinalizagéo
do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), e promover a diferenciagao
dos fotorreceptores (REDDY et al.,, 2008). Em gliobastoma, miR-7 foi pouco
expresso em comparagao a expressao em tecido cerebral normal, demonstrando
potencial acdo de supressao tumoral por meio da inibicdo da expressao de EGFR,
além de inibir a via Akt (KEFAS et al., 2008). Outro estudo confirmou que miR-7
regula EGFR em diversos canceres humanos (WEBSTER et al., 2009). Um estudo
verificou o papel de miR-7 na regulagcéo de EGFR, sugerindo que miR-7 regula esse
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gene em multiplos niveis, e indicando este microRNA na terapéutica de carcinomas

nos quais esta via de sinalizacdo esta ativada (LEEB; CHOIB; KIM, 2011).

Tabela 3. Localizacdo e sequéncia génica de hsa-miR-10b e hsa-miR-7.

Localizagao microRNA Sequéncia

2931.1 10b CCAGAGGTTGTAACGTTGTCTATATATACCCTGTA
GAACCGAATTTGTGTGGTATCCGTATAGTCACAGA
TTCGATTCTAGGGGAATATATGGTCGATGCAAAAA
CTTCA

9921.32 7 TTGGATGTTGGCCTAGTTCTGTGTGGAAGACTAG
TGATTTTGTTGTTTTTAGATAACTAAATCGACAACA
AATCACAGTCTGCCATATGGCACAGGCCATGCCT
CTACAG

Diversos estudos verificaram a atuacdo de diferentes microRNAs em
carcinomas de mama. Alguns dos estudos que avaliaram a expressdo de miR-7 e

miR-10b em casos de cancer de mama estiao sumarizados na Tabela 4.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama foi categorizado como o segundo tipo de cancer mais
incidente em todo o0 mundo e eleito como principal indutor de ébito em mulheres
(IARC, 2016). No Brasil, estatisticas provenientes do Instituto Nacional de Céncer
José Alencar Gomes da Silva, apontaram o cancer de mama como o0 mais incidente
na populagdo feminina, registrando mais de 14 mil mortes pela doenca no pais
durante o ano de 2013 (INCA, 2016).

O comportamento altamente heterogéneo desta doenga inviabiliza precisées
quanto aos aspectos de sobrevida e da melhor conduta terapéutica a ser
estabelecida (MAXWELL, 2010). S&o diversas as condi¢gdes que influenciam o
comportamento singular apresentado por estes tumores e que predizem o
tratamento a que cada paciente sera candidata. Dentre estas caracteristicas,
destacam-se: (I) a expressao de receptores hormonais positivos, avaliados por meio
de técnica imuno-histoquimica, e que torna a paciente elegivel a terapia para
receptores hormonais; (Il) hiperexpressdo do fator de crescimento epidérmico
humano (HERZ2), direcionando estes tumores a terapia dirigida por anticorpo
monoclonal; e (lll) tumores com auséncia da expressao dos receptores hormonais e
de HERZ2, sendo estes, candidatos ao tratamento sistémico com uso de
quimioterapicos convencionais. A quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia, nas
condicdes | e Il, sdo aplicadas como tratamento neoadjuvante ou como terapia
adjuvante em auxilio ao tratamento principal (REIS-FILHO; TUTT, 2008).

O BRCA1 é um gene supressor de tumor e reconhecido por sua associagao
ao cancer de mama e ovario (HARADA et al., 2013; LIU et al., 2016; SHI et al.,
2017). Mais de duas mil mutagdes pontuais ja foram descritas neste gene (HGMD,
2017). Além disso, mecanismos epigenéticos estdo constantemente associados a
expressao de BRCA1. Estudos recentes tém demonstrado BRCA1 silenciado em
detrimento de metilagdo da regido promotora (WU, 2016), e pela agcdo de
reguladores péds-transcricionais, como os microRNAs (RAYCHAUDHURI et al.,
2017). Alteragbes na expressdao de miRNAs podem desencadear no bloqueio da
traducdo do RNA mensageiro pelo ribossomo ou mesmo induzir moléculas de mRNA
alvo a degradacgao (MEISTER, 2011).
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O estudo de microRNAs nas mais diferentes patologias tem sido amplamente
realizado em escala mundial (LU et al., 2014), no entanto, ainda fazem-se
necessarias novas pesquisas para contribuir com as discussdes cientificas acerca
do seu mecanismo de atuagéo e implicagao prognostica. Poucos estudos brasileiros
analisaram microRNAs em tumores de mama, ndo havendo nenhum registro de
estudos que tenham contemplado a analise do perfil de expressédo de hsa-miR-10b e
hsa-miR-7 em pacientes acometidas pelo carcinoma de mama e a relacdo destes

marcadores com a expressdo de BRCA1.

Além da importante contribuicdo a ciéncia para subsidiar a elucidagcdo da
associagcao de miR-10b e miR-7 na sobrevida de pacientes com cancer de mama,
este estudo é pioneiro na analise do perfil de expressdo destes microRNAs em

amostra composta por integrantes da populagao brasileira.

A heterogeneidade do cancer de mama refor¢ga a importancia do estudo de
potenciais biomarcadores que auxiliem na individualizagdo de estratégias

terapéuticas de modo a personalizar os cuidados nas pacientes.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a expressao de microRNAs em amostras de carcinomas mamarios

provenientes do Hospital Araujo Jorge da Associagdo de Combate ao Céncer em
Goias — ACCG.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever os aspectos clinicos e histopatolégicos de mulheres com cancer de

mama.

2. Avaliar a expressao da proteina BRCA1, nos tumores selecionados.

3. Estimar a sobrevida global das pacientes com cancer de mama.

4. Analisar as possiveis associagdes entre os fatores clinicopatoldgicos e a

sobrevida em 60 meses de mulheres com cancer de mama.

5. Estimar a sobrevida de pacientes acometidas pelo cancer de mama em

funcéo da expressao de BRCA1.

6. Descrever o perfil de expressao de hsa-miR-7 e de hsa-miR-10b em

carcinomas de mama.

7. Analisar as possiveis associagdes entre a expressao de hsa-miR-7 e hsa-

miR-10b e o fendtipo tumoral triplo-negativo e nao triplo-negativo.

8. Analisar as possiveis associacdes entre os perfis de expressao obtidos para
BRCA1 e para os miRNAs avaliados e os aspectos clinicos e progndsticos

observados nos dois grupos de pacientes.
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4. METODOLOGIA

4.1. ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Araujo
Jorge, em fevereiro de 2015, por meio do parecer consubstanciado n° 948.930
(Anexo C), e pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica
de Goias, instituicdo coparticipante, por meio do parecer consubstanciado n°
962.767 (Anexo D).

4.2. DELINEAMENTO METODOLOGICO

Estudo epidemiolégico transversal e analitico, retrospectivo, tipo caso-
controle, utilizando prontuarios e espécimes tumorais fixadas em formol e incluidos
em parafina, de pacientes com cancer de mama provenientes do Hospital Araujo

Jorge da Associagdo de Combate ao Cancer em Goias (ACCG).

4.3. ELEGIBILIDADE DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA E COLETA DE
DADOS CLINICO-EPIDEMIOLOGICO

O grupo de estudo foi selecionado a partir de 234 registros de imuno-
histoquimica (IHQ) do Setor de Anatomia Patolégica do Hospital Araujo Jorge, em
Goiania/GO, nos anos de 2006 a 2007. Foram selecionados 92 casos de carcinomas
de mama, sendo que 36 apresentaram fendtipo tumoral triplo-negativo e 56 nao
triplo-negativo. Todos os casos selecionados foram revisados por dois patologistas,
que confirmaram o diagnostico histopatologico de carcinoma ductal e a presenga de

material tumoral.

A andlise iniciou-se a partir da revisdo dos registros de imuno-histoquimica,
seguida dos prontuarios. Os seguintes dados foram coletados: idade, data do
diagnéstico, procedéncia, histérico familiar, paridade, andlise da expressao dos

receptores de estrégeno, progesterona e receptor do fator de crescimento
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epidérmico humano (HERZ2), tipo histoldgico, grau histolégico e nuclear, localizagao
tumoral, metastase, status linfonodal, classificagdo TNM, tratamento cirurgico,
tratamento adjuvante e neoadjuvante, data do ultimo seguimento e condicdo da

paciente na ultima consulta realizada (Apéndice A).

4.4. CRITERIOS DE INCLUSAO

Os critérios de inclusdo foram: diagnéstico histopatolégico de carcinoma
ductal da mama; dados clinicopatolégicos disponiveis nos prontuarios; seguimento
clinico por cinco anos; auséncia de tratamento neoadjuvante antes da bidpsia ou

cirurgia; tecido tumoral disponivel no espécime incluido em parafina.

4.5. SELECAO DOS MICRORNAS

A selecao dos microRNAs testados neste estudo foi realizada por meio de
ferramenta computacional de previsao de microRNAs (miRBase). Dois microRNAs,
hsa-miR-10b e hsa-miR-7 foram testados como potenciais miRNAs dirigidos para o
RNA mensageiro de BRCAT.

4.6. ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA

A expressao da proteina BRCA1 em espécimes de carcinoma ductal de
mama foi analisada por meio de IHQ. Apdés a confirmagdo do diagndstico
histopatolégico, foram confeccionadas laminas para o estudo imuno-histoquimico,
com emprego do método da imunoperoxidase associada a polimeros (Reveal, DAB,
Spring, Bioscience, Pleasanton, CA, EUA) e anticorpos monoclonais anti-BRCA1
(SC-56030 BRCA1 GLK-2, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA). A
metodologia utilizada para recuperagao antigénica foi realizada por meio de solugao
de citrato em pH 6 na panela de pressao por 7 minutos. Utilizou-se o anticorpo na
diluicdo 1:10. Para avaliar a positividade da expressdo de BRCAA1, foi estipulado um
cut-off de 10% (AL-MULLA et al., 2005; CHEN et al., 2005; VAZ et al., 2007,
GALIZIA et al., 2010; SHARMA et al., 2010; IWAMOTO et al., 2011). As laminas que
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apresentaram maior ou igual a 10% de células tumorais marcadas foram
consideradas positivas para BRCA1. A marcacdo de BRCA1 foi considerada
positiva quando a expressdao nuclear e/ou citoplasmatica estava presente.
Consequentemente as laminas que apresentaram menos de 10% de células
tumorais marcadas foram consideradas negativas (AL-MULLA et al., 2005; CHEN et
al., 2005; VAZ et al., 2007; GALIZIA et al., 2010; SHARMA et al., 2010; IWAMOTO et
al., 2011).

4.7. ANALISE MOLECULAR

4.7.1. EXTRACAO DE RNA

As amostras selecionadas foram cortadas em micrétomo, gerando filamentos
com espessura de cinco micrédmetros, posteriormente foram desparafinizadas e
submetidas a extragao de microRNA. Para a extracdo de RNA foi feita uma etapa de
desparafinizacao, utilizando xilol 100%, seguida de incubagao por 15 minutos a 60°
C em termobloco. Apds a primeira incubacéo, retirou-se o xilol, com auxilio de pipeta
semiautomatica, e adicionou-se etanol 100% ao tubo. O material com etanol foi
entdo levado ao termobloco a 60°C por mais 15 minutos e posteriormente

centrifugado. Esse processo foi repetido duas vezes.

Foram utilizados cerca de 500uL do produto desparafinizado para os passos
subsequentes de extragcdo de miRNAs, por meio do kit miRNeasy FFPE (Qiagen

N.V., Hilden, Alemanha), seguindo as orientagbes do fabricante (Anexo E).

Para a determinacdo da eficiéncia da extracdo e quantificacdo dos
microRNAs, utilizou-se 1uL do produto da extracdo para leitura por
espectrofotometria, por meio de um NanoDrop ND-2000 UV-vis Spectrophotometer
(Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, EUA). O produto de extracdo foi
armazenado em microtubos a -80°C no Laboratério de Oncogenética e Radiobiologia
da ACCG, sendo retirado somente para realizacdo das reagdes de transcrigao

reversa (sintese de cDNA).
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4.7.2. SINTESE DE cDNA

A sintese de DNA complementar (cDNA) consiste em uma técnica laboratorial
que, por meio de utilizagdo da enzima transcriptase reversa, transcreve uma
sequéncia de RNA em cDNA. Para as reacgdes de transcri¢gao reversa do microRNA
total extraido, foi utilizado o termociclador Veriti 96 Well Thermal cycler
(AppliedBiosystems™, Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), em conformidade
com as especificagcdes do fabricante (Anexo F), e o kit comercial miScript Il RT kit
(Qiagen N.V., Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo indicado pelo fabricante.
Determinou-se a eficiéncia da sintese de cDNA a partir da utilizacdo de 1uL do
produto gerado e submetido a leitura por espectrofotometria, utilizando um
NanoDrop ND-2000 UV-vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, DE, EUA). A biblioteca de cDNAs produzida foi armazenada em freezer
a -80°C, e retirada exclusivamente para diluicdo necessaria as reagcbes de PCR em

tempo real.

4.7.3. PCR EM TEMPO REAL

A Reagdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em tempo real (QPCR)
consiste de uma técnica laboratorial de amplificagdo — geragao de multiplas copias
de uma sequéncia de DNA, em escala exponencial, com resultados expressos no
curso da reagdo. As analises das qPCRs foram realizadas utilizando o sistema de
deteccdo StepOne Real-time PCRs system (AppliedBiosystems™, Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Para a realizacdo das qPCRs, foi utilizado o kit
comercial miScript SYBR® Green PCR (Qiagen N.V., Hilden, Alemanha) em conjunto
com oligonucleotideos iniciadores (primers) para os microRNAs hsa-miRNA-7 e hsa-
miRNA-10b, fornecidos pelo kit miScript Primer Assays (Qiagen N.V., Hilden,
Alemanha), segundo as orientagbes do fabricante (Anexo G).

Inicialmente, foi realizada a curva de calibragdo, avaliando a eficiéncia de
amplificacdo de um pool composto pelas amostras de cDNA nas seguintes diluicbes
seriadas: 1/0,3, 1/3, 1/30 e 1/300. As diferentes diluigdes do pool foram realizadas
em conformidade com as informagdes geradas a partir da alimentacdo de dados no

StepOne Real-time PCRs System, seguindo suas orientagdes de forma a obter a
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concentracdo pretendida. O produto das diferentes diluicbes foi utilizado em
duplicata juntamente com os primers para os microRNAs alvos: hsa-miR-10b, hsa-
miR-7 e o controle enddégeno RNUG6, aplicados posteriormente em placa de 48
pocos. Foram adicionados controles negativos e controles positivos, a fim de validar
as reagdes. As diluigbes analisadas mostraram-se eficientes, com excec¢ao daquela
com menor concentracao de cDNA (1/300). Em virtude disso, optou-se por realizar
as reagoes com diluicao de 1/30, onde se verificou amplificacédo e respectivo plateau
nas curvas de amplificagdo. Desta forma, todas as amostras (cDNA) foram ajustadas
para que a concentracao inicial fosse de 120ng/pL em todas as reacbes. Cada
reagcdo contou com um controle positivo, um controle negativo, um marcador
endogeno (RNUG) em duplicata, e duplicatas para os microRNAs alvo (miR-10b e
miR-7).

4.8. ANALISE DE DADOS

Os resultados encontrados foram tabulados, calculando-se a média, mediana,
variancia, desvio padrdo e posteriormente apresentados por meio de graficos,
quadros, tabelas e figuras. Foi realizado o teste do Qui-quadrado (X?) com o
Intervalo de Confianga (IC) de 95% para construgao da tabela de contingéncia e da

avaliacao de sobrevida dos casos estudados.

A analise da varidncia foi realizada no software GraphPadPrism 4.02 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).

As varaveis clinicas, histopatologicas e os resultados das analises
moleculares foram comparadas e associadas a sobrevida em cinco anos pelo

método de Kaplan-Meier (KM) e comparadas pelo teste de Log-rank.

Utilizou-se ainda o software DataAssist™ (AppliedBioSystems™, Life
Technologies Carlsbad, CA, EUA), versao 3.01, para analise da expressao de miR-7
e miR-10b em comparagdo as caracteristicas clinicopatologicas das pacientes
estudadas. Os resultados das concentragdes dos microRNAs, tanto hsa-miR-10b

quanto hsa-miR-7, foram normalizados em funcdo da expressao apresentada pelo
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controle endégeno RNUG6, gerando um ACt para cada reagao, e o fold change foi
calculado usando o método 24",

Para encontrar o 2**“ tomou-se a média dos valores de ciclagem (Ct) para o
gene de manutengao e o gene testado em condi¢gdes experimentais e de controle.
Foram retornados quatro valores, sendo eles: microRNA testado experimentalmente
(TE), microRNA testado como controle (TC), Housekeeping microRNA experimental
(HE) e Housekeeping microRNA controle (HC). Foi calculada a diferenca entre TE e
HE (TE-HE) e entre TC e HC (TC-HC). Os resultados encontrados consistem em
valores ACt em condicdo experimental (ACtE) e controle (ACtC). O AACt foi
observado ao calcular a diferenga entre o ACtE e o ACtC (ACtE-ACtC). Por fim,

2-AACt)

calculou-se o AACt elevado na base do algoritmo 2 ( em fungdo de cada

variavel analisada.

O resultado do método 2**“ foi utilizado ainda para aferir média, mediana,
variancia, desvio padréo e em seguida verificados Qui-quadrado (X?) sob o Intervalo
de Confianga (IC) de 95% em func¢ado das caracteristicas patolégicas apresentadas

pelos tumores. O fluxograma da selegéo dos casos analisados consta na Figura 14.
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Inclus#o dos casos de carcinoma ductal de mama

' Caracteristicas sociodemograficas 1

eclinicopatolégicas

Idade, procedéncia, estado civil, status
menstrual, histérico familiar de cancer
de mama, estadiamento clinico e
patologico, acometimento linfonodal,
metastase, tratamento cirargico,
analise imunohistoquimica, evolugao
da paciente, diametro tumoral em seu
maior eixo,

- A inclusdo de casos para andlise
laboratorial considerou: ]

Material disponivel para realizar o
procedimento;

Auséncia de tratamento
neoadjuvante;

Confirmagao histopatologica.

‘Seguimento clinico por cinco anos.

IHQde BRCA1

Extragdo de RNA
Desparafinizagao (Xilol e alcool)
miRNeasy FFPE kit

Sintese de cDNA
miScript Il RT kit

q-RT-PCR
miScript SYBR@ Green PCR kit

. miScript Primer Assays

Armazenamenfo
Software Microsoft
Excel 2016

Estatistica
GraphPadPrism 4.02
DataAssist 3.01

Figura 14. Fluxograma da selecdo dos casos analisados.



5. RESULTADOS

5.1. CARACTERISTICA DA AMOSTRA
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A amostra que compds o estudo foi selecionada a partir da analise de 234

registros de imuno-histoquimica de mulheres diagnosticadas com carcinoma de

mama, durante 2006 e 2007, no setor de Anatomia Patoldgica do Hospital Araujo

Jorge, em Goiania/GO, conforme dispde o fluxograma da Figura 15. Foram incluidos

92 casos de cancer de mama com material bioldgico disponivel para analise de hsa-

miR-7 e hsa-miR-10b e para a analise imuno-histoquimica de BRCA1.

Consulta  dos
imunchistoguimica do Setor de
Anatomia Patologica do Hospital
da referéncia, anos 2006 = 2007.

234 prontudnos:
75 triplo-negatives
159 ndo triplos-negatives

regstros  de

182 pacientes
salecionados
no estudo,

Selegdodos
bloces vidvers
para extragdo

. (67 pacientes excluidos A

[ 92 pacientas. | - |

¥ Auséncia de seguimento em 5 anos
{37 pacientes)
\ v Terapi necadjuvante (30 pacientes) )

ﬁs pacientes excluidos \
v Auséncia de Dblocos.  material
terceirizado (55 pacientes)

v Auséncia de matenal tumoral:
blecos com material insuficente e
blecos sem  neoplasia (20

de miRNAe
\ analise |HQ. J

58 néo triplo A8 triple
negativos negativos

K pacientes)

Figura 15. Fluxograma da selegao de casos para o estudo.
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5.2. CARACTERISTICAS SOCIODEMOGRAFICAS E CLINICOPATOLOGICAS DAS
PACIENTES COM CARCINOMA DE MAMA

O periodo de seguimento dos casos que compuseram o estudo variou de 4 a
111 meses, com média de 68,7 (£29,6) meses para os 92 casos. A média de idade
das pacientes foi de 54,6 (x13,8) anos, sendo a idade minima de 26 anos e a
maxima de 83 anos. Destes casos, 37 (40,2%) foram diagnosticadas com cancer de
mama antes dos 50 anos, e 55 (59,8%), com 50 anos ou mais. A maior parcela das
mulheres era casada (51,1%) com diagndstico apés a menopausa (59,8%). Cerca
de 14,1% da populagcéo estudada relatou histérico de cancer de mama familial e
57,6% das pacientes eram residentes em cidades do interior do estado de Goias e

realizaram tratamento em Goiénia (Tabela 5).

Tabela 5. Analise descritiva das caracteristicas sociodemograficas das mulheres
diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-GO.

Variaveis n %

Idade ao diagnéstico

<50 37 40,2

250 55 59,8
Estado civil

Solteiras 18 19,6

Casadas 47 51,1

Outros 27 29,3
Status menstrual

Menacmes 37 40,2

Menopausadas 55 59,8
Histérico de cancer de mama familial

Sim 13 14,1

Nao 72 78,3

NR* 7 7,6
Origem

Goiania 32 34,8

Interior de Goias 53 57,6

Outros Estados 7 7,6

*NR: Nao relatado.

As caracteristicas clinicopatolégicas das amostras do estudo foram
analisadas quanto ao fené6tipo TN ou NTN. Pacientes acometidas por tumores triplo-

negativo apresentaram média de idade de 50 (£11,6) anos ao diagndstico, enquanto
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que os casos de pacientes com tumores nao triplo-negativos (NTN) apresentaram
meédia de idade de 57 (x14,4) anos. Diferengas significativas entre os grupos néo
foram observadas em relacdo a idade (p=0,271), o status menstrual (p=0,820), o
tabagismo (p=0,666), o tamanho tumoral (p=0,364), o grau histolégico (p=0,120), o
numero de linfonodos comprometidos (p=0,141), o estadiamento clinico (p=0,603) e

presenca de metastase a distancia (p=0,566) (Tabela 6).

Tabela 6. Aspectos clinicopatolégicos de mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama
em funcao dos fendtipos TN e NTN, no ano de 2006 e 2007, em Goiania-GO.

Triplo-negativo n=36 Nao triplo-negativo

Parametro (39,1%) n=56 (60,9%) P
Idade

Média 50 57

Variagdo 26-76 33-83

< 50 anos 17 (47,2%) 20 (35,7%) 0.271
> 50 anos 19 (52,8%) 36 (64,3%)

Status Menstrual

Menacme 15 (41,7%) 22 (39,3%) 0.82
Menopausa 21 (58,3%) 34 (60,7%) ’
Tabagismo

Tabagistas 9 (25%) 15 (26,8%)

Nao-tabagistas 26 (72,2%%) 35 (62,5%) 0,666
NR 1(2,8) 6 (10,7)

Tamanho do Tumor

T1<2cm ’ 10 (27,8%) 11 (19,6%) T1xT2 e T3
T2=2cmaté <5cm 10 (27,8%) 26 (46,4%) 0,364
T325cm 16 (44,4%) 19 (33,9%)

Grau histolégico

I 6 (16,7%) 16 (28,6%)

Il 14 (38,9%) 27 (48,2%) IxIlell
[} 16 (44,4%) 8 (14,3%) 0,120

NR 0 5 (8,9%)

Numero de Linfonodos

0 13 (36,1%) 29 (51,8%)

1a3 8 (22,2%) 17 (30,4%) Ox1lou
4a9 8 (22,2%) 3(5,4%) mais 0,141
210 7 (19,4%) 7(12,5%)

Estadiamento clinico

| 6 (16,7%) 5 (8,9%)

Il 10 (27,8%) 23 (41,1%) lellxlllelV
1] 5(13,8%) 8 (14,3%) 0,603

v
Metastase a distancia

15 (41,7%)

20 (35,7%)
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Presente 15 (41,7%) 20 (35,7%)

0,566
Ausente 21 (58,3%) 36 (64,3%)

*NR: Nao relatado.

5.3. EXPRESSAO DE BRCA1 E CARACTERISTICAS CLINICOPATOLOGICAS

A expressao de BRCA1 foi analisada por meio de IHQ nos 92 casos, sendo
negativa em 54 casos (58,7%) e positiva em 38 casos (41,3%). Associagdes
significativas foram observadas entre a auséncia da expressdo de BRCA1 e
auséncia de receptores de estrogeno (p=0,007), auséncia de receptores de
progesterona (p=0,016), e fendtipo TN (p=0,035). Nao foi demonstrada associagao
significativa entre a expressdo de BRCA1 e a idade precoce ao diagnéstico
(p=0,1563), mulheres em periodo anterior a menopausa (p= 0,0644), tamanho
tumoral (p=0,7339), metastase linfonodal (p=0,4098), metastase a distancia
(p=0,3907), estadiamento clinico (p= 0,3568), grau histolégico (p=0,9587) ou
auséncia do receptor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) (p=
0,0736) (Tabela 7).



66

Tabela 7. Avaliagdo da expressdo de BRCA1 parametros clinicopatolégicos de mulheres
diagnosticadas com carcinoma mama entre 2006 e 2007 em Goiania-GO.

Parametro BRCA1 neg n= 54 BRCA1 pos n=38
(58,7%) (41,3%) P

Idade
<50 anos 25 (46,3%) 12 (31,6%) 0.1563
= 50 anos 29 (53,7%) 26 (68,4%)

Status Menstrual
Menacme 26 (48,1%) 11 (28,9%) 0.0644
Menopausa 28 (51,9%) 27 (71,1%)

Tamanho do Tumor
T1 13 (24,1%) 8 (21,1%) 0,7339
T2,T3,T4 41 (75,9%) 30 (78,9%)

Metastase linfonodal
Presente 28 (51,9%) 23 (60,5%) 04098
Ausente 26 (48,1%) 15 (39,5%)

Metastase a distancia
Presente 18 (33,3%) 16 (42,1%) 0.3907
Ausente 36 (66,7%) 22 (57,9%)

Estadiamento Clinico
lell 28 (51,9%) 16 (42,1%) 0,3568
lelv 26 (48,1%) 22 (57,9%)

Grau histolégico
I 13 (24,1%) 9 (23,7%)
el 38 (70,4%) 27 (71,0%) 0,9587
NR* 3 (5,5%) 2 (5,3%)

Receptor de Estrégeno
Positivo 20 (37,0%) 25 (65,8%) 0,0066**
Negativo 34 (63,0%) 13 (34,2%)

Recepto de Progesterona
Positivo 19 (35,2%) 23 (60,5%) 0,0163*
Negativo 35 (64,8%) 15 (39,5%)

Receptor de HER2
Positivo 12 (22,2%) 15 (39,5%) 0.0736
Negativo 42 (77,8%) 23 (60,5%)

Fenétipo tumoral
NTN 28 (51,9%) 28 (73,7%) 0,0346**
TN 26 (48,1%) 10 (26,3%)

*NR: Nao relatado.

** Associagdes significativamente significativas (p<0,0500).
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5.4. ASPECTOS PROGNOSTICOS: ANALISE DE SOBREVIDA

Os dados clinicopatolégicos foram utilizados para elaboragdo de curvas de
sobrevida das pacientes com acompanhamento de 60 meses (cinco anos). Ao longo
deste periodo, 27,2% das pacientes acometidas pelo cancer de mama foram a obito,
com causa diretamente relacionada a doenca (Figura 16).

704 72,8%

Sobrevida (%)
3

30+
20+
10~
0 T T T

0 6 12 18 24 30 36 4 48 54 60
Tempo de seguimento (meses)

Figura 16. Analise de sobrevida global em 60 meses para as mulheres diagnosticadas com
carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-GO.

A analise da sobrevida em 60 meses, em fungao do fendtipo tumoral foi de
80,4% para o grupo de pacientes NTN e de 61,1% para os casos TN (p=0,043),

demonstrando associagéo entre o perfil TN e pior progndstico das pacientes (Figura
17).
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Figura 17. Analise de sobrevida em 60 meses em funcéo do fendtipo tumoral de mulheres
diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-GO.

A sobrevida em 60 meses para as pacientes com idade inferior a 50 anos foi
de 70,9% e néo diferiu significativamente daquelas com idade igual ou superior a 50
anos (75,7%) (p=0,715) (Figura 18).
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Figura 18. Andlise de sobrevida em 60 meses em fungdo da idade para as mulheres
diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-GO.
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Em relacdo ao estadiamento clinico, as pacientes nos estadios | e |l
apresentaram maior sobrevida (86,4%) que as pacientes nos estadios Ill e IV
(60,4%)(p=0,005), demonstrando associa¢ao entre os estadios mais avangado e o

pior progndstico para as pacientes com cancer de mama (Figura 19).

100

90

80

70

60

50 -

40 -

Sobrevida (%)

30

— Estadios | e |l

20 | p =0,005
— Estadios Ill e IV x2=7,771
10 A
0 T T T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Tempo de seguimento (meses)

Figura 19. Analise de sobrevida em 60 meses em fungdo do estadiamento clinico para as
mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-GO.

Quanto ao acometimento por metastase linfonodal, os casos metastaticos
apresentaram pior sobrevida (64,7%) quando comparados aos casos hao
metastaticos (82,9%) (p=0,038) (Figura 20).



100

90

80

70

60

50

40

Sobrevida (%)

30

20

10

| —NO p =0,038

— N1, N2, N3 x?=4,317

T T T T T T T T T 1
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60

Tempo de seguimento (meses)

70

Figura 20. Analise de sobrevida em 60 meses em fungdo do acometimento linfonodal para

as mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-GO.

A sobrevida das pacientes em 60 meses foi avaliada ainda em relacdo ao

desenvolvimento de metastase a distancia. Verificou-se uma queda significativa na

sobrevida de pacientes acometidos pela doenga metastatica (52,9%) (p=0,0008)

(Figura 21).
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Figura 21. Analise de sobrevida em 60 meses em fung&o do desenvolvimento de metastase
a distancia para as mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007,
em Goiania-GO. M0: Sem metastase; M1: Com metastase.

A sobrevida em 60 meses para as pacientes com cancer de mama foi
avaliada em relacdo a expressdao de BRCA1. A auséncia da expressdo deste
marcador foi associada ao pior prognéstico das pacientes (57,6%) (p=0,039) (Figura
22).
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Figura 22. Analise de sobrevida em 60 meses em funcao da expressao de BRCA1 para as
mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-GO.
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5.5. EXPRESSAO DE MIR-10B E MIR-7

A purificagcdo de microRNAs gerou amostras com concentragdo média de
132,9 (£181,1) ng/uL, variando entre 14,3 a 728,9. O produto de cDNA, proveniente
do microRNA extraido, gerou uma concentragdo média de 898,1 (£324,7) ng/uL com
variagao de 23,4 a 1786,2. A PCR em tempo real foi realizada inicialmente para
definicdo da curva de calibracao e verificacdo da melhor concentracédo de cDNA a
ser utilizada. A expressdo dos microRNAs foi avaliada por meio do método 274, A
expressao de miR-10b no grupo de amostras variou de 0,001 a 3,239 (£0,432) com
mediana de 0,019. A mediana da expressdo de miR-7 foi de 0,013, variando de
0,001 a 33,458 (+3,683).

As analises por PCR quantitativa em tempo real demonstraram diferentes
niveis de expressao de miR-7 e miR-10b no grupo de tumores avaliados neste
trabalho. Com base nos resultados obtidos, comparou-se a expressdo de miR-7 e
miR-10b em fungédo do fendtipo tumoral triplo-negativo e né&o triplo-negativo. Uma
diferencga significativa foi demonstrada para a expressédo de miR-7 (p=0,042) e de

miR-10b (p=0,021) nos casos de pacientes com tumores TN e NTN (Figura 23).
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Figura 23. Comparacgao da expressao de miR-7 e miR-10b em fungao do fenétipo tumoral
para as mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em Goiania-
GO.
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Diferencas significativas para expressao de miR-7 (p=0,006) e de miR-10b
(p=0,039) foram detectadas em tumores positivos e negativos para a expressao de
BRCA1 (Figura 24).
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Figura 24. Comparacdo da expressao de miR-7 e miR-10b em fungdo da expresséo de
BRCA1 para as mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em
Goiania-GO.

Uma diferenga estatistica foi demonstrada para a expressdo de miR-7
(p=0,031) nos casos de pacientes com tumores HER2+ e HER2- (Figura 25). A
diferengca para a expressdao de miR-10b nestes casos n&o foi estatisticamente

diferente (p=0,926).
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Figura 25. Comparagéo da expressédo de miR-7 e miR-10b em fungdo da expressao de

HER2 para as mulheres diagnosticadas com carcinoma de mama, entre 2006 e 2007, em
Goiania-GO.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram uma associagao inversa entre a
expressao de hsa-miR-7 e hsa-miR-10b e a expressdao de BRCA1, analisada por
IHQ (Figura 24), confirmando a hipotese inicial da nossa investigagao. A expressao
de hsa-miR-7 e hsa-miR-10b também foram associadas ao fendtipo tumoral triplo-

negativo (Figura 23).

Os fatores prognésticos determinantes no cancer de mama incluem o
estadiamento tumoral, o tipo e o grau histolégico, as caracteristicas imuno-
histoquimicas, a metastase a distdncia e o acometimento linfonodal, entretanto,
pesquisas tém sido realizadas para identificar novos biomarcadores capazes de
melhor definir e contextualizar o progndstico de pacientes acometidas por esta
doenga que se caracteriza por vasta heterogeneidade (AZIZ et al., 2001). A
sobrevida global das pacientes com cancer de mama avaliadas neste estudo foi de
72,8%. Achados semelhantes foram observados na populagdo de Juiz de Fora,
Brasil (GUERRA et al., 2009), e em estudo na populagdo goiana (STIVAL et al.,
2012). Outros fatores, considerados como classicos no prognéstico do cancer de
mama foram observados em nosso estudo, havendo associacdes significativas com
pior sobrevida das pacientes que apresentaram fendtipo triplo-negativo, doenga em
estadios mais avancados, acometimento linfonodal e presenca de metastase a
distancia, concordando com estudo que também investigou a populagdo de Goiania
(STIVAL et al., 2012) e estudos internacionais (NGOWA et al., 2015). Além disso, o
presente estudo avaliou a sobrevida em 60 meses em fungdo da expressado de
BRCA1, demonstrando pior progndstico para os casos com auséncia da expressao

deste marcador (Figura 21).

Diversos mecanismos sao descritos para a regulacdo da expressao de
BRCA1, destacando-se mutagbes pontuais (HGMD, 2017), metilagdo da regiédo
promotora do gene (WU, 2016) e fatores péds-transcricionais (QUANN; JING;
RIGOUTSOS, 2015). Cada um desses mecanismos desempenha importantes
efeitos na regulacao de BRCA1 e consequentemente nas suas fungdes de supressor
tumoral (CHANG; SHARAN, 2013; QUANN; JING; RIGOUTSOS, 2015; WU, 2016;

HGMD, 2017). Ainda que os fatores classicos sejam utilizados para analise
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progndstica e alguns como aspectos preditivos, ha intensa necessidade de
identificar marcadores mais eficazes que possam auxiliar no entendimento do

comportamento tumoral.

Uma metanalise composta por nove estudos (3.205 pacientes) demonstrou
uma associagao significativa entre a metilagdo de BRCA1 e o pior prognéstico em
pacientes com cancer de mama (WU et al., 2013). Outra metanalise, avaliando a
metilacdo da regido promotora de BRCA1 em pacientes com cancer de mama,
demonstrou associacio entre a auséncia deste marcador e a auséncia de RE, RP e
HER2 (GUO et al., 2015).

A perda de fungdo em BRCA1 devido a mutagbes pontuais ou seu
silenciamento, leva ao acumulo de lesbes na cadeia em outros genes e
subsequentemente oportunizam a carcinogénese (LAX, 2017). Estudo tém
demonstrado alta incidéncia de mutacdo de BRCA1 e proteinas importantes,
incluindo PALB2, BARD1, BRIP1, RAD51C e RAD51D em sua atuacdo, em
pacientes com cancer de mama triplo negativo em relagdo aos demais fendtipos
tumorais, o que favorece a agressividade verificada nestes tumores e naqueles que
demonstram silenciamento deste gene (AFGHAHI; TELLI; KURIAN, 2016; GACEB et
al.,, 2017; LIU et al.,, 2017). Severas implicagdes clinicas sdo verificadas em
pacientes com mutacdes e silenciamento de BRCA1, devido ao acumulo de novas
mutacdes em outros genes em virtude da falta de reparo, favorecendo a progressao
tumoral e consequentemente levando a uma pior sobrevida nesta populagao (LIU et
al., 2017).

Entretanto, existem outros fatores que colaboram para o silenciamento de
BRCAH1, dentre eles, a agao dos microRNAs, pequenas moléculas compostas por
aproximadamente 21 nucleotideos, capazes de se ligar a extremidade 3’ nao
traduzida de mRNAs, levando a degradagédo ou inibindo o processo de tradugao
desses MRNAs (MEISTER, 2011; HATA; KASHIMA, 2015).

Os microRNAs tém sido descritos na literatura como importantes reguladores
transcricionais e correlacionados a diferentes niveis de expressdo nos mais diversos
tipos de céncer, sendo eles, fortes candidatos no processo de oncogénese e
também na supressédo de tumores (HALVORSEN et al., 2017; WUA et al., 2017).

Neste sentido, a pesquisa de reguladores de BRCA1 pode esclarecer o
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conhecimento acerca do comportamento biolégico dos tumores de mama, bem
como auxiliar no entendimento do conjunto de fatores e vias de sinais envolvidos na

carcinogénese.

Os niveis de expressao de miR-10b foram avaliados em diferentes tumores e
uma metanalise, incluindo 36 estudos (LU et al., 2014), revelou altos niveis de
expressao em schwanomas vestibulares e niveis mais baixos em melanoma. Em
canceres de mama e hepatocelulares, a expressao de miR-10b foi conflitante e

nenhum resultado estatistico significativo péde ser concluido (LU et al., 2014).

Alguns estudos demonstram que a expressdo de miR-10b relaciona-se com o
processo de metastase, conferindo a célula mamaria tumoral maior capacidade
migratéria e de invasdo (MEDIMEGH et al., 2014; KNIRSH et al., 2016; M'HAMED et
al., 2017). Um estudo comparou a expressdo de 353 diferentes microRNAs em
células-tronco tumorais luminais e basais de cancer de mama e em linhagens de
células MCF-7 e MDA-MB-231. A quantificacdo de miR-10b demonstrou que este
microRNA estava hiperexpresso em comparagao aos demais miRNAs analisados
(BAHENA-OCAMPO et al., 2016). Esta hiperexpressao conferia as células maior
capacidade de auto-renovagdo, migragdo e transicdo epitélio-mesenquima. A
inibicdo da expressao de miR-10b a partir de microRNA antisense sintético, neste
mesmo estudo, resultou na diminuicdo da auto-renovacdo das células tumorais.
Recursos de bioinformatica identificaram multiplos alvos de hsa-miR-10b, incluindo
fosfatase homologa a tensina (PTEN), que é responsavel pela regulacdo da via PI3K
/ AKT, que por sua vez se relaciona com o processo metastatico, perda de
mecanismos apoptoticos e auto-renovagdao. O estudo constatou ainda que a
deplegcdo de miR-10b resultou no aumento da expressao de PTEN, diminuindo a
atividade de AKT, e consequentemente contribuindo para o processo de metastase
(BAHENA-OCAMPO et al., 2016). Outro estudo enfocou a atuagéo de c-Jun, um
proto-oncogene que atua como fator de transcrigdo estimulando a proliferagdo e
progressao tumoral em células metastaticas com perda de E-caderina. O aumento
da expressao de miR-10b levou ao aumento de c-Jun, através da via RhoC e NF1,

favorecendo o aparecimento de metastases (KNIRSH et al., 2016).

Quanto ao miR-7, um estudo constatou seu papel como um supressor

tumoral, pois ao reestabelecer seus niveis em células MCF-7/ HER2D16, observou
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supressao da proliferagdo e migragao celular, além da sensibilizacdo destas células
a terapia com trastuzumab (HUYNH; JONES, 2014). Outro estudo importante
demonstrou que baixos niveis de miR-7 em células tronco tumorais de linhagens de
células de mama metastaticas estavam associados ao desenvolvimento de
metastase Ossea e cerebral (OKUDA et al., 2013). Utilizando modelo animal,
demonstrou-se que miR-7 suprimiu significativamente a capacidade das células-
tronco em estabelecerem metastases no cérebro, contudo o mesmo nao foi
demonstrado no caso de metastase 6ssea. Os resultados indicam ainda o papel de
miR-7 em atenuar a capacidade de invasdo e auto-renovacédo destas células
modulando a expressao de KLF4 (Kruppel Like Factor 4) (OKUDA et al., 2013).

A alta expressao de miR-10b sugere pior progndstico em alguns tipos de
tumores, havendo conclusées conflitantes quanto ao cancer de mama (LU et al.,
2014), enquanto que miR-7 demonstra uma relagcdo com a supressao tumoral
(OKUDA et al., 2013; HUYNH; JONES, 2014). Nossos resultados demonstraram
uma regulacgao inversa entre a expressao dos microRNAs analisados (miR-7 e miR-
10b) e a expressédo de BRCA1 (Figura 24). O miR-10b foi expresso,
aproximadamente, duas vezes mais em tumores de mama TN negativo, o que
reflete a maior agressividade apresentada por estes tumores (p=0,021). Esse
achado corrobora com o observado em outro estudo que avaliou 24 tumores TN e
13 NTN, com a expressao de miR-10b 1,3 vezes maior nos casos TN. Porém, em
funcdo do reduzido numero de casos analisados (37 pacientes), essa diferenca ndo

pode ser estatisticamente comprovada (M'THAMED et al., 2017).

No presente estudo, a alta expressdo de miR-7 foi associada a auséncia de
BRCA1 (p=0,006) (Figura 24), ao fendtipo TN (p=0,042) (Figura 23) e a auséncia de
HER2 (p=0,031) (Figura 25). Um estudo com cultura de células MCF-7/ HER2D16,
HERZ2 negativo, observou uma relagdo inversa proporcional entre a expresséo de
HER2 e a expressdo de miR-7 (HUYNH; JONES, 2014), sugerindo que miR-7 seja

capaz de modular a expressédo de HER2 (Figura 25).

No curso deste estudo, algumas limitagdes foram identificadas, como o
tamanho amostral e a relativa falta de dados em prontuarios, impossibilitando a
analise de um grupo maior. A terceirizagdo, um procedimento do Hospital Araujo

Jorge, que se pauta no encaminhamento de material biolégico de outras institui¢cdes
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para analise em laboratério, resultou em grande perda de casos da populagdo do
estudo em virtude da insuficiéncia de material bioldégico para realizagdo de novos
procedimentos em pesquisa. Além disso, dentre os blocos parafinizados existentes,
houve um grande numero de casos excluidos devido a escassez de material ou
tecido tumoral para realizagdo da analise molecular e imuno-histoquimica. Em
respeito ao compromisso ético firmado com a instituicdo de nao esgotar o material
tumoral, que pode ser solicitado para reanalise ou analise de novo marcador, a
critério do médico responsavel ou do paciente, estes blocos foram devidamente
excluidos do estudo. Todavia, diversos estudos que analisaram expressdo de
microRNAs, trabalharam com pequeno grupo amostral de pacientes com cancer de
mama (MASUDA et al., 2012; M'HAMED et al., 2017). Outro fator importante esta
relacionado a microdissecgao néo realizada em nosso estudo, o que resultaria em

melhor selegéo das células tumorais em relagao ao tecido normal adjacente.

Recursos de bioinformatica tém sido amplamente aplicados aos estudos
envolvendo microRNAs. Sabe-se que uma unica molécula de miRNA é capaz de se
ligar a multiplos mRNAs alvos, dificultando a compreenséo sobre seu mecanismo de
acao e as vias bioldgicas afetadas. Apesar das pesquisas em larga escala, ainda
permanecem obscuras todas as vias de atuacdo dos miRNAs (MEISTER, 2011;
MASUDA et al., 2012; OKUDA et al., 2013; HUYNH; JONES et al., 2014; KALNIETE
et al., 2015; SHI et al., 2015; WANG ET AL., 2016; M'HAMED et al., 2017). Séao
necessarios estudos abordando maior numero de pacientes com cancer de mama, a
fim de comprovar o papel de miR-10b e miR-7 como possiveis biomarcadores e
preditores progndstico e sua associagao aos aspectos clinicopatolégicos. Além
disso, estudos com linhagens celulares de cancer de mama com BRCA1 selvagem e
BRCAH1 silenciado, seguidos da transfecgdo de miR-10b e miR-7 sdo necessarios
para constatagao do papel desses microRNAs e relagdo com a regulagado génica de

BRCA1 e outros genes.
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6. CONCLUSOES

v" A maior parte das pacientes do estudo tinha 55 (59,8%) anos ou mais, 36

(39,1%) apresentavam tumores com fendtipo triplo-negativo.

v A expressdo de BRCA1 foi positiva em 38 (41,3%) casos e negativa em 54
(58,7%) casos analisados. Associag¢des significativas foram demonstradas

entre a auséncia de BRCA1 e o fendtipo triplo-negativo.

v" A sobrevida global em 60 meses das pacientes acometidas por carcinoma de

mama foi de 72,8%.

v' A sobrevida em cinco anos foi inversamente associada ao fenoétipo triplo-
negativo, aos estadios clinicos Ill e 1V, a presenca de metastase linfonodal e a

presenca de metastase a distancia.

v A sobrevida em cinco anos foi inversamente associada a expressdo de
BRCA1.

v" A hiperexpressédo de hsa-miR-7 e de hsa-miR-10b foi associada ao fendtipo

triplo-negativo.

v" A hiperexpressao de hsa-miR-7 e de hsa-miR-10b foi inversamente associada

a expressao de BRCA1.

v A hiperexpressdao de hsa-miR-7 foi também associada a auséncia da

expressdo do receptor do fator de crescimento epidérmico humano (HER2).
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ANEXO A — CLASSIFICAGAO TNM CLINICO

TNM - Classificacado Clinica

TX O tumor primario n&o pode ser avaliado.
TO Nao ha evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ:

. Carcinoma ductal in
Tis (CDIS) situ/carcinoma intraductal.
Tis (CLIS) Carcinoma lobular in

situ/carcinoma intralobular.

Doenca de Paget do mamilo
ndo associada a carcinoma
in situ (CDIS e/ou CLIS) no
parénquima mamario
subjacente. Os carcinomas
no parénquima mamario
Tis (Paget) associados a doengca de
Paget sdo classificados de
acordo com tamanho e
caracteristicas da neoplasia
parenquimatosa, porém, a
presenca da doengca de
Paget deve ser registrada.

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao.

Microinvasdo de 0,1 cm ou

T1mic menos em sua maior
dimenséo.
Tumor com mais de 0,1 cm
T1a e com até 0,5 cm em sua

maior dimenséao.
tumor com mais de 0,5 cm e

T1b com até 1 cm em sua maior
dimenséo.
Tumor com mais de 1 cm e
T1c com até 2 cm em sua maior
dimensao.
T2 Tumor com mais de 2 cm e com até 5 cm em sua maior dimensao.
T3 Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao.

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a parede toracica e/ou a
pele (ulceragdo ou nodulos satélites)
Extens&o a parede toracica
T4a (n&o inclui invasao de
musculo peitoral apenas.
Ulceracao da pele da mama,
nodulos cuténeos satélites

confinados a mesma mama,

T4b A R - .
ou edéma cutaneo (inclusive
"pele de laranja [peau
d'orange]")
T4c Ambos T4a e T4b, acima.
T4d Carcinoma inflamatoério.

Continua...



...Continuagao.

TNM - Classificacao Clinica

Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados (por exemplo, por terem

NX , i ,
sido removidos previamente).
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
N1 Metastase em linfonodo(s) axilar(es), homolateral (ais), nivel(is) I, Il, mowvel
(eis).
Metastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) nivel(is) 1, I,
N2 clinicamente fixo(s) ou confluente (s); ou metastase detectada clinicamente
em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is), na auséncia de
evidéncia clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es).
Metastase em linfonodo(s)
N2a axilar(es) fixos uns aos
outros ou a outras
Metastase detectada
clinicamente em linfonodo(s)
mamario(s) interno(s), na
N2b . o
auséncia de evidéncia clinica
de metastase em
linfonodo(s) axilar(es)
Metastase em linfonodo(s) infraclavicular(es) homolateral(ais) (nivel Ill) com
ou sem enwlvimento de linfonodo(s) axilar(es) nivel (is) I, Il; ou metastase
detectada clinicamente em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is),
N3 na presenga de evidéncia clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es)
nivel (is) |, Il ou metastase em linfonodo(s) supraclavicular(es)
homolateral(is) com ou sem enwolvimento de linfonodo(s) axilar(es) ou
mamario(s) interno(s).
Metastase em linfonodo(s)
N3a . .
infraclavicular(es).
Metastase em linfonodo(s)
N3b mamario(s) interno(s) e
axilar(es).
Metastase em linfonodo(s)
N3c .
supraclavicular(es)
TNM - Classificacdo Clinica
MO Auséncia de metastase a distancia.
M1 Metastase a distancia.

(Adaptado de: Classificagdo de Tumores Malignos (Brasil)/UICC).
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ANEXO B — CLASIFICAGAO TNM PATOLOGICO

TNM - Classificagcdao Patoldgica

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado.
TO Nao ha evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ:
. Carcinoma ductal in
Tis (CDIS
is ( ) situ/carcinoma intraductal.
Tis (CLIS) Carcinoma lobular in

situ/carcinoma intralobular.

Doenca de Paget do mamilo
ndo associada a carcinoma
in situ (CDIS e/ou CLIS) no
parénquima mamario
subjacente. Os carcinomas
no parénquima mamario
Tis (Paget) associados a doenca de
Paget sao classificados de
acordo com tamanho e
caracteristicas da neoplasia
parenquimatosa, porém, a
presenca da doenga de
Paget deve ser registrada.

T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimens&o.

Microinvasdo de 0,1 cm ou

T1mic menos em sua maior
dimensao.
Tumor com mais de 0,1 cm
T1a e com até 0,5 cm em sua

maior dimenséo.
tumor com mais de 0,5 cm e

T1b com até 1 cm em sua maior
dimensao.
Tumor com mais de 1 cm e
T1c com até 2 cm em sua maior
dimensao.
T2 Tumor com mais de 2 cm e com até 5 cm em sua maior dimensao.
T3 Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao.

T4 Tumor de qualquer tamanho com extensdo direta a parede toracica e/ou a
pele (ulceragdo ou nodulos satélites)
Extensdo a parede toracica
T4a (ndo inclui invasao de
musculo peitoral apenas.
Ulceracao da pele da mama,
nédulos cutaneos satélites

confinados a mesma mama,

T4b . R . .
ou edéma cutaneo (inclusive
"pele de laranja [peau
d'orange]")
T4c Ambos T4a e T4b, acima.
T4d Carcinoma inflamatoério.

Continua...
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TNM - Classificagdo Patologica

pNX  Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por exemplo, removidos previamente
pNO  Auséncia de matastase em linfonodos regionais.
Micrometastase; ou metastase em um a trés linfonodo(s) axilare(es) homolateral(is);
pN1  e/ou com linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is) com metastase detectada
por bidpsia de linfonodo sentinela, porém nio detectada clinicamente.
N1mi Micrometastase (maior que 0,2 mm e/ou mais que 200 células, porém nao
pimi maior que 2 mm em sua maior dimensao).
pN1a Metastase em um a trés linfonodo(s) axilar(es) incluindo, pelo menos, um
maior que 2 mm em sua maior dimens&o.
Linfonodo(s) mamario(s) interno(s) com metastase micro ou macroscoépica
pN1b detectada por biopsia de linfonodo sentinela, porém ndo detectada
clinicamente.
Metastase em um a trés linfonodos axilares e linfonodos mamarios internos
pN1c com metastase micro ou macroscopica, detectada por bidpsia de linfonodo
sentinela, porém nao detectada clinicamente.
Metastase em quatro a nowe linfonodos axilares homolaterais, ou em
pN2 linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is), detectada clinicamente ™ha
auséncia de metastase em linfonodos axilares.
pN2a Metastase em quatro a nove linfonodos axilares incluindo pelo menos uma
maior que 2 mm.
pN2b Metéste}se em linfonodo(s) mgmério(s) int.erno(s), detectada clinicamente, na
auséncia de metastase em linfonodos axilares.
pN3  Metastase como descrita abaixo:
pN3a Metastase em 10 ou m?is Iinfononos axilgres (pelo menos uma maior que 2
mm) ou metastase em linfonodos infraclaviculares.
Metastase detectada clinicamente em linfonodo(s) mamario(s) interno(s)
homolateral(is), na presenca de linfonodos axilares positivos; ou metastase
pPN3b em mais de trés linfonodos axilares e em linfonodos mamarios internos com
metastase micro ou macroscopica detectada por bidpsia de linfonodo
sentinela, porém nao detectada clinicamente.
pN3c Metastase em linfonodos supraclaviculares homolaterais.
TNM - Classificagcao Patologica
MO Auséncia de metastase a distancia.
M1 Metastase a distancia confirmada microscopicamente.

(Adaptado de: Classificacao de Tumores Malignos (Brasil)/UICC).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA EXPRESSAOQ DE MICRO-RNAs POTENCIALMENTE ASSOCIADOS A
REGULACAC DE BRCA1 EM CARCINOMAS DE MAMA TRIPLO-NEGATIVOS

Pesquisader: VERA AFPARECIDA SADDI

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
etica por parte da CONEF;);

Versao: 1

CAAE: 40018514.4.0000.0031

Instituigio Proponente: ASSOCIACGAO DE COMBATE AD CANCER EM GOIAS
Patrocinador Principal: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE GOIAS

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 948 930
Data da Relatoria: 04/02/2015

Apresentagio do Projeto:

No presente trabalho, propfe-se o estudo de miRNAs potencialmente associados a regulacdo da expressao
de BRCA1. Os miRNAs a serem estudados foram selecionados a partir de recursos de bioinformatica e
serao investigados em carcinemas de mama ftriplo-negativos e ndo triplo-negativos e associados tanto a
expressao de BRCA1, como aos aspectos clinicos, histopatologicos e prognésticos desses tumores. O
estudo proposto é retrospectivo, transversal e analitico e visa avaliar a expressdo de miRNAs
potencialmente reguladores da expressido do gene BRCA1, em carcinomas de mama triplo-negativos e ndo
triplo-negativos. O estudo devera analisar amostras de carcinomas mamarios fixadas em formol e incluidas
em parafina. A expressdo de miRNAs sera feita por PCR em tempo real e a deteccdo da proteina BRCA1
por imuno-histoquimica. O estudo visa ainda avaliar as potenciais assaociagdes entre os perfis de expressao
obtidos para esses marcadores e os aspectos clinicos e prognésticos observados nos dois grupos
carcinomas. O grupo a ser analisado devera incluir 100 casos de carcinomas mamarios, sendo 50 triplo-
negativos e 50 nao triplo-negativos. Os blocos contendo os espécimes tumorais serdo selecionados a partir
dos arquivos do Setor de Anatomia Patoldgica do Hospital Aradjo Jorge. Os dados clinicos e

histopatologicos serdo colhidos dos respectivos prontuarios, incluindo a idade da

Enderego: 239

Bairro: SETOR LESTE UNIVERSITARIO CEP: 74.605-070
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone:  (62)3243-7050 Fax: (62)3243-7050 E-mail: cepaccg@accg.org.hr
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Continuagio do Parecer: 943.930

paciente, tipo histopatologico do tumor, grau histologico, tamanho do tumor, comprometimento de linfonodos
regionais, presen¢a de metastase a distdncia, resultados da analise imuno-histoguimica de HER2,
receptaores de estrégenos e receptores de progesterona e status da paciente na dltima consulta.

Objetivo da Pesquisa:

» Avaliar a expressdo de miRNAs potencialmente associados a regulagdo do gene BRCA1 em amostras de
carcinomas de mama triplo-negativos & néc triplo-negativos.

» Determinar o perfil de expressdo dos miRNAs hsa-miR-7, hsa-miR-10b, hsa-miR-205ab , hsa-miR-212-3p e
hsa-miR-218a em amostras de carcinomas de mama triplo-negativos e nao triplo-negativos.

» Avaliar a expressao da proteina BRCA1, nos tumores selecionados;

* Investigar as possiveis associagfes entre a expressio de BRCA1 e os miRNAs avaliados, nos dois grupos
de pacientes;

*» Investigar as possiveis associagdes enire a expressdo de BRCA1, os miRNAs avaliados e os aspectos
clinicos e progndsticos observados nos dois grupos de pacientes.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Estudo epidemiolégico molecular, transversal e analitico, retrospectivo, tipo caso-controle, com a utilizagdo
dos dados clinicos e histopatolégicos colhidos a partir de prontuarios de pacientes com carcinomas de
mama triplo-negativos e nao triplo-negativos e determinacdo da expressao de miRNAs e BRCA1 em
amostras de biopsia ou peca cirdrgica, fixadas em formol e incluidas em parafina, obtidas dos dois grupos
de pacientes Para determinacao dos perfis de expressao dos miRNAs de pacientes com cancer de mama,
serdo utilizadas amostras de bidpsias parafinadas provenientes do Arguivo de Blocos do Setor de Anatomia
Patolégica do Hospital Aradjo Jorge, da Associacao de Combate ao Cancer de Goias — ACCG. Um total de
100 amostras sera selecionado, sendo 50 carcinomas de mama que apresentam o fendtipo “triplo-negativo™
- Receptores de Progesterona (RP), Receptores de Estrégeno (RE) e de Receptor do Fator de Crescimento
Epidermal Humano tipo 2 (HER-2) negativos — e as outras 50 amostras provenientes de carcinomas de
mama nao triplo-negativos. As amosiras selecionadas serdo provenientes de biopsia ou peca cirtrgica,
porem, sem nenhum tratamento necadjuvante e devem apresentar pelo menos cinco anos de seguimento.
Todas as 100 amostras também serdo avaliadas guanto a expressdo do gene BRCA1.0s resultados
esperados visam a melhor compreensdo de mecanismas moleculares associados ao comportamento mais
agressivo dos carcinomas triplo-negativos, bem como a identificagdo de alvos moleculares especificos
(miRNAs), passiveis de serem usados em estudos clinicos
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Bairro: SETOR LESTE UNIVERSITARIO CEP: 74605070
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Telefone: (52)3243-7050 Fax: (62)3243-7050 E-mail: cepaccg@accg.org.hr
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posteriores,

Comentarios & Consideragdes schre a Pesguisa:

5.6.1 < Criterio de Inclusdo:Grupo de Cascs. Pacientes com carcinomas de mama, com fenatipo tripic-
negatives, gue apresentam Blocos de parafina disponiveis ¢ suficientes para andlises moleculares, dados
clinicos & histopatoldgicos disponiveis nos respectivos prontudrios e seguimento clinico minimeo por um
periodo de cinco anos.Grupo de controles. Pacientes com carcinomas de mama, com fendtips no triplo-
negatives, gque apreseniam blocos de parafina disponiveis ¢ suficientes para andlises moleculares, dados
clinicos e histopatoldgicos disponiveis nos respectivos pronfugrics e seguimento clinico minimea por wm
periado de cinco anos

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

todos os termes de apresentacio obrigatona foram apresentacdas e estiio de acorda

Recomendagbes:

apresenta programa aprovado pela FAPEG W° 0472014 contemplado com verba de RE 64.982,00 gque
contemplara os custos da mesma

Conclusces ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

havera necessidadea de formagdc banco mas a pesquisadora relata conhecer a resolugio 441711 e apoes a
pesquisa as amastras sardo destruldas e nac serdo realizadas novas pasquisas. solicita dispansa da TCLE
pois trata-se de material do servico de anatomia patologica e revisdo de prontuarics

Situagao do Parecer:
Aprovade

Mecessita Apreciacao da CONEP;

Mao

Consideragces Finais a critério do CEP:
Parecer apravado
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(Coordenador)
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
PUC CATOLICA DE GOIAS - %M“m"‘“
GOIAS PUC/GOIAS

PARECER CQHBUBBTAHI'-JIA'DU DO CEP
Elaborado pela Instituicio Coparticipante

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DA EXPRESSAD DE MICRO-RNAs POTENCIALMENTE ASS0OCIADOS A
REGULAGCAD DE BRCAT EM CARCINOAMAS DE MAMA TRIPLO-MEGATIVOS

Pesquisador: VERA ARFARECIDA SADM

Area Tematica: Genética Humana:
{Trata-s= de pesguiza envolvendo Genética Humana gue ndo necessita de analiss
élica por parte da CONEP),

Versdo: 1

CAAE: 40018514 4.3001.0037

Instituigao Frnpﬂntntﬂ:ASEﬂCIAGﬂO DE COMBATE AD CANCER EM GOlAS
Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADO DE GOIAS

DADOSE DO PARECER

NOmere do Farecer; 982767
Data da Relatoria: 2502/2015

Apresentacdo do Projeto:

O estude proposto & retrospective, transversal & analitico & visa avallar 8 axpresséo de miRNAS
potencialments reguladores da expressdo do gens ERCA1, em carcincmas de mama triplo-negativos = ndo
iriple-negativas. O estudo deverd analsar amosiras de carcinomas mamarios fixadas em formol @ incluidas
am paraling. A expressdo cda miRNAS serd feita por PCR em tempo real & a detecsdo da preteing BRTAT
por munc-histoguimica.0 esiudo visa aimda avaliar as potenciais associacles entre os perfis de expressdo
abtidos pars esses marcadores @ o sspectos clinicos o prognastices obeervadas nos dois grupes
carcinemas,

Chbjetivo da Pesquisa:

Objetve Primans:

- Avaliar a expressdo de mifMNAs potencialments associados & regulagdc do gene BRCAT em amostras de
carcinomas de mama iriplo-negatives @ ndo friplo-negativos

Objetive Secundaric:
- Determiner o parfll de expresséc dos miRMNAs hsa-miR-T, hsa-miR-10b, hsa-miR-208ab | hsa-miR-212-3p

& hsa-miR-2 1Ba em amostras de carcinomas de mama triplo-negativos & ndo tripho-

Enderega; Ay, Liniwersitang, K1 068

Balrro:  Selor Unwersitano CEP: T4 GD6-0110
WF: GO Munigipie:  GOLANIR
Telefone: (G2jI048-1512 Fau: (6236469070 E.mall: cepEpucqoins. edu b
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE
PUC carolicape coids- oo ™
'GOIAS PUC/GOIAS

Condracio S Parecer BEI.TET

negativos, provenientes de pacientes atendidas no Hospital Aradjo Jorge da Associagdo de Combate ao
Céncer de Goias — ACCG:- Avaliar a expressao da proteina BRCAT, nos tumores sslecionados:- Investigar
as possivels associagies

=ntre a expressdo de BRCAT & os miRM Az avaliados, nos dois grupos de pacientss.- Investigar as possiveis
assoclacdes enfre a expressio de BRCAT, o miRNAS avallados @ os aspectos clinicos & prognosticos
obssrvados nos dois grupos de pacientes,

Avallacho dos Riscos e Beneficlos,
Apresentados dentro do previsto na Resolucio 486(12.

Comentarios ¢ Consideragoes sobre a Pesquisa:
Projeto relevante & [& $& encontra aprovade na Instiisic2a proponente

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Termos dentro do previsto na Resolugdo 46612,

Recomendagies:

Conclusées oy Fendéncias e Lista de Inadequagdes;
Sam pardincas,

Situacao do Parecer:
Aprovado

Wecessita Apreclacio da CONEP:
Maao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

GOHARNIA, 28 de Fevereire de 2015

Assinado por:
NELESON JORGE DA SILVA JR.
{Coordenador)
Enderego:  &v. Unneersitdra, K2 1088
Bairre:  Selor Lnsedaiiding CEP: T4 §05-010
WF: GO Mundoipio:  GOAMIA
Telefone; (6213948-1512 Fox; 1621381461070 E-masil:  copEpucgoiad. e be
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ANEXO E - PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE MICRORNAS

EXTRACAO DE MICRORNAS UTILIZANDO > 2 FILETES DE AMOSTRA
miRNeasy FFPE Kit

1. Cortar os filetes da amostra. Utilizar lamina e bisturi.
2. Cada filete deve ser cortado em pequenos pedacos.
3. Transferir os filetes cortados para um microtubo de 2mL.
4. Desparafinizagdo da amostra.
4.1. Adicionar 500uL de Xileno.
4.2. Incubar por 15’ a 60°C.
4.3. Centrifugar por 5’ a 13.000 rpm.
4.4. Descartar o Xileno. Utilizar a pipeta, tomando cuidado com o pellet do
fundo.
4.5. Repetir os passos 4.1. ao 4.4.
4.6. Adicionar 500uL de etanol 100%.
4.7. Incubar 15’ a 60°C.
4.8. Centrifugar por 5 a 13.000 rpm.
4.9. Descartar o etanol. Utilizar a pipeta, tomando cuidado com o pellet do
fundo.
4.10. Repetir os passos 4.6 ao 4.9.
4.11. Deixar a amostra secar a TA por 15’
5. Deixar a amostra retornar a TA.
6. Adicionar 240uL de Buffer PKD.
6.1. Agitar em vortex.
7. Centrifugar por 1° a 10.000 rpm.
8. Adicionar 10uL de Proteinase K.
8.1. Homogeneizar suavemente (pipetando).
9. Incubar a 56°C por 15’. (Agitar em vértex a cada 5’).
9.1. Incubar a 80°C por 15’. (Agitar em vértex a cada 5’).
10. Transferir a fase transparente (fundo) para um novo microtubo.
11. Incubar em gelo por 3'.
11.1. Centrifugar por 15" a 13.500 rpm.
12. Transferir o sobrenadante para um novo microtubo.
13. Adicionar 25uL de DNase Booster Buffer.
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13.1. Adicionar 10uL de DNase I.
13.2. Homogeneizar por inverséo do tubo.
13.3. Spin na centrifuga.
14. Incubar a TA por 15’
15. Adicionar 400uL de Buffer RBC.
15.1. Homogeneizar o lisado.
16. Adicionar 1400uL de Etanol 100%.
16.1. Homogeneizar (pipetando).
16.2. Obs.: NAO CENTRIFUGAR.
16.3. Passo 17 imediatamente.
17. Transferir 700uL (Incluindo o precipitado) para a coluna de RNeasy®
MinElute® com tubo coletor acoplado.
17.1. Centrifugar por 15” a 210.000 rpm.
17.2. Descartar o filtrado.
REUTILIZAR O TUBO COLETOR NO PASSO 18.
18. Repetir o passo 17.
REUTILIZAR O TUBO COLETOR NO PASSO 19.
19. Adicionar 500uL de Buffer RPE a coluna.
19.1. Centrifugar por 15” a 10.000 rpm.
19.2. Descartar o filtrado.
REUTILIZAR O TUBO COLETOR NO PASSO 20.
20. Adicionar 500uL de Buffer RPE a coluna.
20.1. Centrifugar por 2" a 10.000 rpm.
20.2. Descartar tubo coletor e filtrado.
21. Colocar a coluna em um novo tubo coletor de 2mL.
21.1. Abrir a tampa da coluna.
21.2. Centrifugar a velocidade maxima por 5. Garantir que a tampa esteja
aberta.
21.3. Descartar tubo coletor e filtrado.
22. Colocar a coluna em novo tubo coletor de 1.5mL.
22.1. Adicionar 30uL de RNAse-free water a membrana da coluna.
22.2. Fechar a tampa da coluna.
22.3. Centrifugar por 1’ a velocidade maxima para eluir o RNA.

23. Realizar leitura da concentracdo em NanoDrop.
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ANEXO F - PROTOCOLO TRANSCRICAO REVERSA
UTILIZAR MICRORNA EXTRAIDO
miScript® Il RT Kit

Modelo utilizado para realizagédo da transcri¢cao reversa (reagentes e volumes):

Componente Volume/reagao
5x miScript HiSpec Buffer 4 uL
10x miScript Nucleics Mix 2 uL
RNase-free water Variavel
miScript Reverse Transcriptase Mix 2 UL
Template RNA Variavel
Volume total 20 L

» Preparar mix referente a quantidade de reagdes a serem realizadas. Nao
adicionar o template (microRNA total) ao mix;

= Adicionar o template (microRNA total);

* Incubar por 60’ a 37°C;

*= |ncubar por 5’ a 95°C para inativagao da miScript Reverse Transcriptase Mix;

» Quantificar (NanoDrop)

=  Armazenar em freezer a -20°C.

* A manipulagao das reagdes e dos reagentes deve ocorrer a todo o0 momento

em gelo.
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ANEXO G - PCR EM TEMPO REAL
miScript SYBR® Green PCR kit

miScript Primer Assays (miRNA-7, miRNA-10b, miRNA-RNU-6)

As amostras geradas a partir da transcricdo reversa devem ser diluidas
previamente para utilizagdo nas reagdes a seguir. A diluicdo deve permitir que todas

as amostras sejam ajustadas para uma unica concentragao.

Relacao de reagentes utilizados para Mix:

Componente Volume/reagao
2x QuantiTec SYBR Green PCR Master Mix 12.5 yL
10x miScript Universal Primer 2.5 L
10x miScript Primer Assay 25uL
RNase-free water Variavel
Template cDNA 25 L
Volume total 25 yL

e Dispensar cDNA individualmente nos pogos da placa de PCR Well,

e Dispensar o volume apropriado do Mix individualmente nos pogos da placa de
PCR;

e Centrifugar por 1” em temperatura ambiente;

e |niciar o programa de ciclagem no equipamento StepOne -

AppliedBiossystems de acordo com a tabela abaixo:

Passo Tempo Temperatura Comentarios
Ativacao inicial 15’ 95°C Ativacado da DNA
polimerase

3 passos de ciclagem (1 ciclo) — 45 ciclos

Desnaturacéao 15” 94°C
Anelamento 30” 55°C
Extensao 30” 70°C Coleta de dados

fluorescente




APENDICE A - FORMULARIO DE COLETA DE DADOS DOS
PRONTUARIOS

ASSOCIAGAO DE COMBATE AO CANCER EM GOIAS
HOSPITAL ARAUJO JORGE - SETOR DE ANATOMIA PATOLOGICA

Prontuario: Data do diagndstico: / /
Nome:

Data de nascimento: / /

Naturalidade: Procedéncia:

Endereco:

Telefones: Profissao:

Estado civil: (1) solteira  (2) casada (3)viiva (4)outro (5) Nao informado

Historia familiar de cancer de mama: (1) Sim (2) Nao

ANTECEDENTES PESSOAIS:

Idade ao diagndstico: ~ anos () Desconhecida

Tabagismo: (1) Sim  (2) Nao (3) Nao informado

Antecedentes de doenga de mama: (1) Sim  (2) Nao (3) Nao informado
Antecedentes de outras neoplasias: (1) Sim  (2) Ndao (3) Nao informado
Status menstrual:

(1) Pré-menarca (2) Menarca (3) Menacme (4) Menopausa (5) Nao Informado

Paridade: G P: A () Nao informado
Amamentacgao: (1) Sim, Quanto tempo? (2) Nao (3) Nao informado
Uso de ACHO: (1) Sim, Quanto tempo? (2) Nao (3) Nao informado

PROCEDIMENTOS HISTOPATOLOGICOS

Amostra cirargica? (1) Sim, N° AP: (2) Nado (3) Nao informado
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Biopsia “Core”? (1) Sim, N° AP: (2) Ndo (3) Nao informado

Se SIM para biépsia, completar abaixo:

Receptor de estrogeno: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado
Receptor de Progesterona: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado
Her2: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado
Antigeno KI-67: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado

Se SIM para amostra cirurgica, completar abaixo:

Receptor de estrogeno: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado
Receptor de Progesterona: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado
Her2: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado
Antigeno KI-67: (1) Positivo % (2) Negativo  (3) Nao informado

FICHA ANATOMOPATOLOGICA
Tipo de amostra:
(1) Biopsia
(2) Pega Cirurgica (em caso de tratamento neoadjuvante negativo)

Numero do AP:

Tipo Histoldgico:
(1) Carcinoma Ductal Invasivo (2) Carcinoma Lobular Invasivo

(3) Carcinoma Misto (Ductal + Lobular) (4) Outro

Tamanho do tumor em seu eixo maior: mm
Definido por: (1) Macro (2) Histo  (3) Clinica/lmagem (4) Nao informado
Localizacéo do tumor:
Lateralidade: (1) Mama direita  (2) Mama esquerda
Quadrantes: (1) Superolateral (QSL) (2) Superomedial (QSM)
(3) Inferolateral (QIL) (4) Inferomedial(QIM)

(5) Retromamilar (6) Nao informado
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Acometimento papilar (mamilo): (1) Sim (2) Nao (3) Nao informado
Margem de ressecgao:
(1) Livre, Distancia da margem mais préxima do tumor: mm

(2) Acometida

Grau Histoldgico (SBR modificada por Elston & Ellis):

Formacao de tubulos:

indice mitético: (Nimero de mitoses/10 campos 400x: )

Pleomorfismo celular:

Escore total:

Grau Histologico: (1) Grau | (2) Grau Il (3) Grau lll
Necrose no componente infiltrativo: (1) Presente % (2) Nao observada
Invasdo Vascular Linfatica: (1) Presente (2) Nao observada

Resposta inflamatéria peritumoral:
(1) Leve (2) Moderada (3) Acentuada (4) Nao observada
Carcinoma ductal in situ coexistente: (1) Presente (2) Nao observado

Se presente, definir:

Extensdo (somando as diversas areas): mm.
Grau nuclear: (1) Grau 1 (2) Grau 2 (3) Grau 3
Comedonecrose: (1) Presente (2) Ausente

Linfonodos Sentinelas:

(1) Identificados (2) Nao identificados (3) Pesquisa nao realizada
Se identificados: Quantos: (1) Livres (2) Acometidos
Demais linfonodos:

(1) Identificados (2) Nao identificados (3) Pesquisa nao realizada

Localizacao/cadeia:

Numero de linfonodos acometidos:
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HISTORIA DE METASTASE

Metastase em Linfonodo (ao diagnéstico): (1) Sim

Metastase a distancia (ao diagndstico): (1) Sim

Se SIM, especificar:
(1) Cérebro
(5) Osso

(9) Suprarrenal

Metastase durante ou apos tratamento (recidiva):(1) Sim

Se SIM, especificar:

(2) Figado

(6) Pele

(10) Desconhecido

(3) Linfonodo
(7) Pleura

(11) Outro

(2)N3o

(2)N&o

(3) Nao informado

(8) Pulmao

(3) Nao informado

(4)Medula Ossea

(2)N&o

(3)NI

(1) Cérebro (2) Figado (3) Linfonodo (4)Medula Ossea
(5) Osso (6) Pele (7) Pleura (8) Pulmao

(9) Suprarrenal (10) Desconhecido  (11) Outro

Estadiamento TNM (Estadiar com base nos dados anteriores): T N

TRATAMENTO

Estadiamento clinico (se obtido no prontuario):
Tratamento cirurgico: (1) Sim, Qual?

Tratamento neoadjuvante: (1) Sim, Qual?

Tratamento adjuvante:

Quimioterapico: (1) Sim
Radioterapico: (1) Sim
Hormonoterapia: (1) Sim

EVOLUGAO

(1) Viva, ultimo seguimento:

(2) Obito, em / /

(3) Perda de seguimento em:

Coletado por:

(2) Nao (3) NI
(2) Nao (3) NI

(2)Nao (3) Nao informado

(2)Nao (3) Nao informado

(2)Nao (3) Nao informado

/
Causa: (1) Ca de mama
(2) Outro:
/

, em /
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