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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de mama

O cancer de mama € o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo.
Atualmente, mais de um milh&o de mulheres no mundo sdo diagnosticadas com o
cancer de mama por ano (TOMKA et al.,, 2001). No Brasil, o nUmero de casos
novos de cancer de mama esperados para o ano de 2008 € de 49.400, com um
risco estimado de 51 casos a cada 100 mil mulheres. Na regido Sudeste, o cancer
de mama € o mais incidente entre as mulheres com um risco estimado de 68
casos novos por 100 mil mulheres (INCA, 2007).

Ha maior frequéncia de cancer de mama em mulheres do que em homens,
numa proporgdo de 100 para 1. Nas mulheres a doenca € mais freqientemente
diagnosticada entre 40 e 60 anos de idade sendo estimado que uma entre cada
oito mulheres desenvolva o cancer de mama a partir dos 55 anos (EASTON,
2002).

Em alguns paises desenvolvidos como os Estados Unidos, Canada, Reino
Unido, Holanda, Dinamarca e Noruega observa-se um aumento na incidéncia
acompanhado de uma redugcdo da mortalidade por essa doenga, 0 que esta
associado a detecgéo precoce devido ao rastreamento pela mamografia e a oferta
de tratamento adequado. Em outros paises, como no caso do Brasil, 0 aumento
da incidéncia tem sido acompanhado do aumento da mortalidade, o que pode ser
atribuido, principalmente, a um retardamento no diagndstico e na instituicdo de

terapéutica adequada (BRASIL/INCA, 2004).

Rosiley Aparecida de Souza Rabelo
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Devido a alta incidéncia e mortalidade do céncer de mama tornam
indispenséaveis os esforcos no sentido de identificar elementos que possam
aumentar a compreensdo do comportamento biolégico desta neoplasia e, por

conseguinte, identificar pacientes com alto risco (INCA, 2007).

1.1.1. Etiologia

A etiologia do cancer de mama é desconhecida na grande maioria das
pacientes, apesar de existirem fatores de risco que atualmente sao associados a
génese da doenca. Estes fatores ndo determinam, por si, a ocorréncia do cancer,
e sim um aumento no risco de desenvolver a doenga, baseado em analises
associativas.

Ao que tudo indica, o cancer de mama € o resultado da interacdo de
fatores genéticos com estilo de vida, habitos reprodutivos e 0 meio ambiente.
Acredita-se que 90%-95% deles sejam esporadicos (nao-familiares) e decorram
de mutagBes somaticas e que 5%-10% sejam hereditarios (familiares) devido a
heranca de uma mutagdo germinativa ao nascimento, que confere a estas

mulheres suscetibilidade ao cancer de mama (BARROS et al., 2001).

1.1.2. Fatores de risco

1.1.2.1. Historico familiar

O histérico familiar € um importante fator de risco ao desenvolvimento de

cancer de mama (NATHANSON et al, 2001). O aumento do risco esta

Rosiley Aparecida de Souza Rabelo
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relacionado com a ocorréncia do cancer de mama em parentes de primeiro grau
(méaes, irmas e filhas), porém é insignificante quanto ao acréscimo de risco
guando se trata de parentes de segundo grau afetado. O risco de uma mulher
com historico familiar de cancer de mama desenvolver essa doenca pode variar
de acordo com idade ou estado menopausal no momento do diagnéstico e em
relacdo a lateralidade (uni ou bilateral) nos parentes afetados. O numero de
geracdes afetadas também pode influenciar no risco de ocorréncia

(FRIENDERICH et al., 2001).

1.1.2.2. Fatores hormonais

Menarca precoce (<12 anos), menopausa tardia (>55 anos), nuliparidade e
idade da primeira gestacao a termo acima dos 30 anos podem aumentar o risco
da mulher em desenvolver o cancer de mama pelo efeito dos horménios
reprodutivos endogenos (HULKA & MOORMAN, 2001). A exposicao prolongada
ao estrogeno circulante contribui para o desenvolvimento da doenca,
possivelmente pela estimulacao da proliferagdo celular, o que leva ao aumento da
probabilidade de uma célula tumoral se multiplicar (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2003).

Ainda existe muita controvérsia em relacdo ao uso de contraceptivos orais
e sua associacdo com o cancer de mama. Aparentemente mulheres que usaram
pilulas com dosagens elevadas de estrégenos ou por longo periodo de tempo,
tém maior risco de desenvolver essa neoplasia, contudo, mulheres que
interromperam o uso do contraceptivo a mais de dez anos possuem 0 mesmo

risco de uma mulher que nunca utilizou a pilula (GRAM et al., 2002).

Rosiley Aparecida de Souza Rabelo
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Em relagcéo a terapia de reposicdo hormonal (HRT), geralmente utilizada
para o tratamento dos sintomas da menopausa, o uso recente de HRT combinada
esta associado ao aumento do risco de desenvolver cancer de mama, sendo

maior com o tratamento prolongado (COLDIZ et al., 1993; SMIGAL et al., 2006).

1.1.2.3. Fatores ambientais

A incidéncia de carcinoma mamario apresenta um padrdo de variacao
internacional. No Japdao, a incidéncia total de cancer de mama corresponde a 1/5
da incidéncia verificada nos Estados Unidos. Nesse pais, a taxa permanece
inalterada entre as imigrantes asiaticas, porém, entre as suas descendentes a
incidéncia aumentou, igualando-se aos indices americanos (BUELL, 1973;
HORTOBAGY1,1995) sugerindo que o fator ambiental, ao invés do fator genético,
€ o principal responsavel por essas diferencas internacionais observadas.

A obesidade, consumo de alcool e fumo estdo associados ao aumento no
risco cancer mama devido ao aumento nos niveis de estrégeno e andrégenos
circulantes. Entre as mulheres obesas, o aumento no risco € observado apés a
menopausa devido aos altos niveis de estrogeno resultantes de uma maior
conversdo de andrégenos adrenais para estrogenos nos tecidos adiposos.
Quanto ao consumo de alcool, a relacdo € dependente da dose e do tipo de alcool

consumido (SMIGAL et al., 2006; VOGEL et al., 2000).

1.1.3. Marcadores tumorais no cancer de mama

Marcadores tumorais (ou marcadores biol6gicos) sdo moléculas presentes

Rosiley Aparecida de Souza Rabelo
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no tumor, no sangue ou em outros liquidos biolégicos, produzidos primariamente
por ele ou, secundariamente pelo paciente, em resposta a presenca do tumor
(ANDRIOLO, 1996).

A utilizagdo do método imuno-histoquimico para a deteccdo de marcadores
tumorais é bastante difundida, oferecendo algumas vantagens sobre o bioguimico
uma vez que é possivel trabalhar com material de arquivo e espécimes pequenos,
além de ser o método mais econémico (MacGROGAN,1996).

Os grandes avangos na Biologia Molecular, ocorridos nas ultimas décadas,
contribuiram bastante para o desenvolvimento de marcadores tumorais. A sua
utilizacdo na avaliacdo do prognostico do cancer de mama esta em crescimento
uma vez que os fatores progndésticos convencionais identificam apenas as
pacientes que tém um excelente ou um péssimo prognéstico. Para as
remanescentes, 0s indicadores progndsticos atuais ndo sdo suficientemente
sensiveis para determinar decisGes terapéuticas. Assim, um dos caminhos para
se diminuir a mortalidade por cancer de mama seria a procura de marcadores que
possam ajudar o clinico a identificar pacientes com tumores potencialmente

agressivos, para a instituicdo de terapia mais adequada (SHIMIZU et al., 2000).

1.1.3.1. Receptores de estrégeno e progesterona

Os receptores hormonais (RH) sdo proteinas que se ligam aos horménios
circulantes, mediando seus efeitos celulares. Os mais estudados em carcinomas
de mama sé&o os receptores de estrogénio (RE) e os receptores de progesterona
(RP).

Desde que foi demonstrado que o crescimento dos carcinomas de mama é
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regulado por estrogenos, a presenca de receptores especificos para o estrogénio
em tumores mamadarios e a terapia utilizando esse horménio tem produzido
remissdo clinica em pacientes com este tipo de cancer. Os tumores que
respondem a terapia hormonal expressam altos niveis de receptores de
estrogénio, enquanto 0s tumores que ndo respondem tém niveis baixos ou
indetectaveis (FITZGIBBONS et al., 2000).

O valor do estudo dos RE e dos RP na previsdo da resposta ao tratamento
hormonal do céncer de mama avangado tem forte embasamento: a taxa de
resposta positiva € de 77% para os tumores positivos para ambos; 46% para 0s
tumores negativos para RE e positivos para RP; 27% para 0s tumores positivos
para RE e negativos para RP e, 11% para os tumores negativos para ambos. Os
RE sdo também determinantes importantes na resposta a terapia hormonal em
pacientes com doenca recidivada uma vez que ocorrem variacdes da expresséo
dos RE entre o tumor primario e metastases em 25% dos casos (UMEMURA et

al., 2006).

1.1.3.2. MIB-1

Através da técnica de imunohistoquimica é possivel avaliar a proliferacéo
celular pela deteccéo e quantificagdo de proteinas celulares que somente existem
durante essa fase. Varios antigenos tém sido identificados, entre eles o MIB-1
(para material parafinado), o Ki-67 (para material congelado) sendo que MIB-1 é
um anticorpo direto contra partes do antigeno Ki-67. O MIB-1 e o Ki-67 s&o
proteinas nucleares encontradas em todas as fases do ciclo celular, exceto na

fase Go e sua utilizagdo como fatores prognosticos no cancer de mama € bastante
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difundida (JEZIORSKI et al., 2000).

Tumores bem diferenciados tendem a ter baixo indice de proliferagéo,
enquanto que os de alto grau tendem a ter alto indice de proliferacéo,
apresentando um aumento na expresséo tanto de MIB-1 ou Ki-67. Os tumores
gue apresentam altas taxas de proliferacdo celular, na grande maioria das vezes,
sdo tumores de alto grau de malignidade e também s@o mais sensiveis ao
tratamento, pois a maioria das drogas antineoplasicas € mais eficaz contra células

mais rapidamente proliferativas (LEONG & LEE, 1995).

1.1.4. Genética do cancer de mama

O cancer de mama, como 0s canceres em geral, € o resultado de
alteracdes genéticas que podem tornar as células capazes de proliferar e migrar,
escapando dos controles de morte celular programada (apoptose). Portanto, uma
Unica célula neoplasica que tenha acumulado mutagfes germinativas e somaticas
pode, através de um processo sequencial de progressdo tumoral, sofrer
transformagéo maligna e metastatizar (DICKSON & LIPPMAN, 1995).

Ha evidéncias recentes que a susceptibilidade para o desenvolvimento do
cancer estaria relacionada a mutagdes e polimorfismos de alguns genes. Estudos
sugerem que genes supressores tumorais e oncogenes envolvidos no reparo do
DNA e na manutencdo da integridade do genoma estdo implicados na protegéo
contra as mutacdes que conduzem ao cancer (BOHR, 1995; JIRICNY et al.,
2000).

A predisposi¢cdo genética a tumores € usualmente mediada pela heranca

da inativacdo de genes supressores tumorais. A inativacdo de um gene supressor
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tumoral freqiientemente envolve a mutacdo em um alelo seguida pela perda ou
troca de um segmento cromossdmico que contém o outro alelo. Com o
desenvolvimento de marcadores de microssatélites, que séo repeticbes de di, tri
ou tetra nucleotideos in tandem, a perda alélica em tumores pode ser detectada
com certa facilidade através de andlises de perda de heterozigose (LOH, Loss of
Heterozygosity) devido ao grande polimorfismo presente nestas regides resultante
da diferenca no nimero de repeticdes (KAWAKI et al., 2000).

Em familias com alta incidéncia de cancer de mama, alteracdes nos genes
supressores tumorais BRCA1 e BRCA2 sao frequentemente encontradas, sendo
associadas ao processo de carcinogénese mamaria. Esses genes parecem
conferir uma estabilidade genbmica através do seu envolvimento com o0s
processos de recombinacao, transcricao e reparo dos homélogos (MOTOYAMA et
al., 2004; KHANNA & JACKSON, 2001). FORD e colaboradores (1998) citam a
contribuicdo de BRCA1 e BRCA2 para a heranca do cancer de mama, através do
estudo de ligagédo e analise de mutacdo em 237 familias, estando 52% dos casos
associados ao BRCA1, 32% ao BRCA2 e 16% relacionados a outros genes.
MutagBes nos genes BRCA1 e BRCA2, portanto, ndo sao os Unicos responsaveis
pelo cancer de mama havendo assim ainda uma parcela desta doenca a ser
elucidada (CUI et al., 2001).

Atualmente, estdo sendo pesquisados polimorfismos em outros genes que
podem estar relacionados a um aumento da susceptibilidade ao cancer de mama
e seus possiveis usos como marcadores de progndstico e preditivo e em cancer

de mama.
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1.2. Gene FHIT (Triade da Fragil Histina)

Ao longo de todo o brago curto do cromossomo 3 (3p), alterac6es alélicas
tém sido demonstradas nos canceres de pulmdo, rim, mama, entre outros
(HUEBNER et al., 1998). A regido 3pl14.2 contém varios sitios que contribuem
para essas alteracdes, incluindo o l6cus do FRA3B, um dos sitios mais frageis do
genoma humano; um sitio de quebra da translocacéo t(3;8)(p14.2;g24) associada
ao cancer renal familiar e um sitio de integragédo do papiloma virus (GLOVER et
al.,1988). A presenca desses sitios indicava que na regido poderia estar
localizado um gene importante para a iniciagdo e/ou progressdo tumoral. Em
1996, estudos nessa regido gendmica resultaram na identificacdo do gene da
triade fragil da histidina (FHIT, Fragile Histine Triad), que seria alvo de alteracdes
cromossomicas em 3pl14.2. (OHTA et al., 1996).

O gene FHIT é o segundo maior gene do genoma humano, contendo
aproximadamente 1,8 megabases (Mb) (Figura 1). E composto por 10 éxons, dos
guais cinco (éxons 5 ao 9) codificam um pequeno mRNA (1.1kb) que é traduzido
na proteina Fhit com 16.8 kDa (OHTA et al., 1996). A expresséo da proteina é
detectdvel nas células epiteliais na maioria dos tecidos humanos e de
camundongos, localizando-se principalmente no citoplasma (DRUCK et al., 1997;
CHAUDHURI et al., 1999; SHI et al., 2000).

Analises da sequéncia do cDNA de FHIT e de sua proteina revelaram que
0 gene é homologo a familia de genes caracterizados pela triade da histidina,
apresentando 69% de similaridade com a enzima do fungo Schizosaccharomyces

pombe que possui atividade diadenosina-tetrafosfato hidrolase (Ap4A) (BARNES
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et al.,1996; BRENNER et al., 1997). Em estudos in vitro, Fhit se comporta como
uma tipica enzima diadenosina-trifosfato-hidrolase (Ap3A) e sua atividade
enzimatica é extinta por mutagdo em sua histidina central, contudo, sua funcéo
enzimética in vivo ndo foi demonstrada (BARNES et al.,1996). Em eucaridticos
superiores, a funcao de ApnA esta associada ao controle do crescimento celular e
a replicacdo (SHI et al.,, 2000), sendo que, Ap3A hidrolase reduz o nivel
intracelular de diadenosina trifostase por hidrélise tendo como produtos ADP e

AMP (KISSILEV et al.,1998).

FRASB e
)W{/%//Wz
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S'ﬂ—D—E*—D T lI llillﬂ—y FHIT

4260 2757 1300 1234

Figura 1 - Loci do gene FHIT no 3p14.2. Os éxons do gene sdo numerados de 1
a 10 sendo que a regido codificante é corada em preto. As setas pretas mostram
a localizagcdo dos marcadores de microssatélites D3S4260, D3S2757, D3S1300 e
D3S1234. A seta vermelha mostra o ponto de quebra da translocagéo
t(3;8)(p14.2;q24) associada ao cancer renal familiar. A seta azul mostra o sitio de
integracdo do papiloma virus. A barra tracejada representa a localizagédo do sitio
fragil FRA3B (Figura adaptada de PEKARSKY et al., 2002).

O gene FHIT encontra-se alterado por dele¢bes, raramente por mutacdes

pontuais, em varios tipos de canceres, principalmente em tumores epiteliais
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expostos a carcinégenos como o0 cancer de pulmédo, estbmago e carcinoma
cervical (CROCE et al.,1999). Devido a frequente inatividade génica de FHIT na
maioria dos tumores humanos e a presenca do ponto de quebra da translocagéo
associada ao carcinoma renal hereditario no locus do gene, muitos autores
sugeriram que FHIT seria um gene supressor tumoral. Essa hipétese foi
inicialmente muito discutida devido & simples presenca do sitio fragil FRA3B
poderia explicar as alteragdes encontradas no locus do gene. Entretanto, para
demonstrar a atividade supressora de FHIT, SIPRASHVILI et al. (1997)
transfectaram o cDNA de FHIT humano em quatro diferentes linhagens celulares
com dele¢cbes homozigdticas do gene FHIT, injetaram as células transfectantes
expressando Fhit em camundongos nude, nos quais a expressao da proteina Fhit
diminuiu a tumorigénese.

A comprovacao definitiva que FHIT atuaria como gene supressor tumoral
foi demonstrada pela geracdo de camundongos knockout. Camundongos
heterozigotos (FHIT+/-) e homozigotos (FHIT -/-) apresentaram maior incidéncia
de tumores espontaneos e maior susceptibilidade a carcindbgenos (FONG et al.,
2000; DUMON et al., 2001). DUMON e colaboradores testaram, ainda em
camundongos knockout (FHIT-/-), a expressao de FHIT mediada por adenovirus
sendo que o desenvolvimento tumoral foi inibido pela administragdo de Fhit
nesses camundongos.

O mecanismo molecular da fun¢cdo de FHIT como gene supressor tumoral
ainda ndo € claro. Uma vez que camundongos knockout séo viaveis e férteis, o
gene FHIT ndo é essencial ao desenvolvimento embrionario (FONG et al., 2000).
Entretanto, FHIT mutante, sem a atividade Ap3A hidrolase, ainda atua como

supressor tumoral, demonstrando assim, que a atividade hidrolitica ndo é
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requerida para que FHIT possa suprimir a formacdo de tumores (PEKARSKY et
al., 2002).

SARD et al. (1999) sugeriram que FHIT esta envolvido na apoptose e no
controle do ciclo celular. Ainda em 1999, Chaudhuri et al. observaram a interacéo
entre proteina Fhit e a proteina tubulina, sugerindo que FHIT possa exercer a
atividade de gene supressor de tumor pela interagdo com os microtubulos, e esta
interacdo € independente da atividade enzimética Ap3A hidrolase. Em 2000, SHI
et al. descreveram a interacao fisica entre Fhit e a enzima conjugada de ubiquitina
9 humana (hUBC9). Como a enzima UBC9 em fungos esta envolvida na
regulagdo das fases M e S do ciclo celular, os autores sugeriram que Fhit
desempenha um papel importante no controle do ciclo celular através desta

interagao.

1.2.1. Alteracéo do gene FHIT no cancer de mama

AberragBes cromossdmicas, incluindo delegdes homozigotas e a perda da
heterozigose na regido do gene FHIT foram observadas em varios tumores
humanos, inclusive no carcinoma mamario (NEGRINI et al., 1996). No cancer de
mama esporadico (MAN et al., 1996; AHMADIAN et al.,1997; HUIPING et al.,
2000) e em lesbes pré-neoplésicas (AHMADIAN et al.,1997), a perda de
heterozigose do gene FHIT tem sido observada em diferentes frequéncias,
sugerindo que alteragbes nesse gene podem ser um evento precoce no
desenvolvimento do cancer de mama.

A expressdo da proteina Fhit foi avaliada, através de ensaios

imunohistoquimicos, em carcinomas mamarios invasivos e em lesdes epiteliais,
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gue representam estagios da progressao do tumor. Os resultados mostraram que
o epitélio lobular e ductal expressaram intensamente e constantemente a proteina
Fhit. Porém, na maioria dos carcinomas foram observados a completa perda ou
uma reducao significativa na expressdo dessa proteina (GATALICA et al., 2000;
YANG et al., 2002).

No estudo de CAMPIGLIO et al. (1999), carcinomas primarios de mama
foram avaliados para verificar alteragfes na expresséo génica e protéica de FHIT
em relacdo aos seus equivalentes epiteliais normais através das técnicas de PCR
e imunohistoquimica, respectivamente. Apesar de terem sido observadas
alteracdes na transcricdo do gene em apenas 31% casos, a alteracdo ou
auséncia da proteina Fhit foi verificada em 69% dos tumores de mama. Essa alta
freqiéncia na alteracdo da expressdo da proteina foi associada a maior
proliferagdo celular e ao tamanho do tumor e esta inversamente relacionada a
progressao da doencga (GATALICA et al., 2000).

GINESTIER et al. (2003) procurando demonstrar a relagdo entre a
expressdo do gene FHIT e progndstico das pacientes com carcinoma mamario,
analisaram 2 grupos de pacientes: Grupo |, cujas pacientes possuiam um bom
prognostico e receberam apenas tratamento local com ou sem terapia hormonal;
e Grupo Il com pacientes de alto risco que receberam tratamento local e
quimioterapia adjuvante. A expressdo da proteina Fhit foi determinada por
imunohistoquimica em trés niveis: expressdo positiva (como nas células epiteliais
normais), intermediéria e negativa. No grupo |, pacientes com céncer de mama
gue possuiam bom prognéstico, a expressdo da proteina Fhit foi positiva ou
intermediaria, entretanto, no grupo Il, cujas pacientes possuiam pior prognaostico,

a expressdo de Fhit estava ausente, mostrando assim a correlacdo entre a
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expressdo de Fhit e o prognéstico. Os autores sugerem que a proteina Fhit
poderia ser um bom marcador tumoral, cuja expressdo poderia separar as
mulheres com cancer de mama em dois subgrupos (expressdo ausente ou
presente) com progndsticos diferentes. O grupo de pacientes com a expresséo de
Fhit negativa possuiria um tumor potencialmente mais agressivo e estaria na
categoria de pacientes que necessitam de quimioterapia adjuvante.

A auséncia de expressdo da proteina Fhit em pacientes com carcinoma
mamario estd associada, segundo YANG et al. (2001), a uma sobrevida menor
livre da doenca, sugerindo que Fhit possui um papel crucial no desenvolvimento

do cancer de mama.

1.3. O gene ATR (Ataxia e Telangiectasia Rad-3 Relacionado)

O processo de regulacdo do ciclo celular é efetuado, basicamente, pela
acdo de proteinas chave que controlam a sequUéncia especifica de eventos que
caracterizam o ciclo. Estas proteinas formam uma rede intra e extracelular
complexa, que coordena ndo apenas a proliferacdo celular, mas também a
guiescéncia, a diferenciacdo e a morte celular. Essas proteinas séo reguladas,
por sua vez, através de processos como fosforilacdo, desfosforilagéo, sintese e
degradacé@o. Além disso, existem pontos de checagem, que funcionam como
verdadeiros pontos de controle de qualidade, caso haja algum dano ao material
genético, uma cascata de sinais é ativada para bloguear a progressdo do ciclo
celular naquela célula, colocando em funcionamento a maquinaria de reparo do
material genético e/ou acionando a apoptose por meio de sensores, sinalizadores

e efetores especificos. Alteragcdes nesses pontos levam ao acumulo de mutagdes
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e aberragfes cromossOmicas, que aumentam a probabilidade de malformacdes e
desenvolvimentos de doencas (BROWN & BALTIMORE, 2000).

Em sindromes de cancer familiar como Ataxia e Telangiectasia, Li
Fraumeri, Anemia de Fanconi e cancer de mama hereditario, genes essenciais
aparecem mutados e estdo envolvidos na manutencgéo da integridade do genoma,
participando no reparo aos danos no DNA e nos pontos de checagem
(checkpoints) no ciclo celular (MOTOYAMA & NAKA, 2004).

Em mamiferos, duas importantes proteinas reguladoras do checkpoint,
ATM (ataxia e telangiectasia mutado) e ATR (ataxia de telangiectasia Rad 3-
relacionado), foram identificadas como membros da familia fosfatidilinositol-3
quinase (PIK-3). Uma caracteristica dessa familia PKI-3 é seu grande tamanho,
por volta de 300 a 500 kDa. A proteina ATR, cujo gene esta localizado no brago
longo do cromossomo trés (39g22-q24), contém 2644 aminoacidos e possui um
dominio catalitico terminal (-300 aa) que é flanqueado por dois outros dominios

conservados (YANG et al., 2004).

Gene “29 kb) M
3q22-q24

mRNA (7.9 kb) [ ]

(47 exons)

Protein (2644 a.a.) NH, =] 7 Z7] ] B COOH

Figura 2 — Representacdo esquematica gene, mRNA e proteina ATR (Figura
adaptada de DUROCHER et al., 2006).
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As quinases ATM e ATR atuam durante o checkpoint nas fases G1, S e G2
do ciclo celular como gatilhos de diversas respostas celulares aos danos no DNA
ou erros na replicacdo (MOTOYAMA & NAKA, 2004). Essas sao recrutadas para
o sitio danificado, onde enviam sinais, através da fosforilacdo de residuos de
serina e treonina de proteinas alvo especificas e conectam-se a maquinéria
CdKl/ciclina, ativando o reparo do DNA (ABRAHAM et al., 2001; BROWN &
BALTIMORE, 2003).

Varios mecanismos tém sido propostos para a ativacdo de ATM e ATR
pelos danos no DNA como a ativagédo direta através da interagdo com o DNA
danificado; ativagdo indireta através da interacdo com proteinas de reparo e
manutencdo do DNA e ambas as ativacOes direta e indireta (YANG et al., 2004).
Estudos recentes sugerem que ATM e ATR desenvolvam fung¢des sobrepostas na
ativacado do checkpoint em resposta a diferentes formas de dano ao DNA. ATM
funciona como a primeira resposta a uma forma letal de dano ao DNA, a quebra
de dupla fita (DSB - Double-strand break), enquanto que ATR atuaria na
manutencdo da fidelidade de replicagdo do DNA. Embora este mecanismo ainda
nao esteja muito claro, sugere-se que ATR monitore a progressao da forquilha de
replicagcéo e ativa o checkpoint na ocorréncia de alguma anormalidade estrutural
ou DNA danificado, ou ainda, na exposicdo a agentes genotoxicos como
hidroxiuréia e afilcolina, atrasando a replicacdo para que ocorra O reparo
(CASPER et al.,, 2002; FANG et al, 2004). Na auséncia de ATR, células
acumulariam rapidamente anormalidades cromossOmicas e perderiam a
viabilidade na presenca de agentes genotdxicos (BROWN, BALTIMORE, 2000).

Recentemente, foi demonstrado que a quinase ATR exerce um papel

critico na manutencdo da estabilidade dos sitios frageis, sendo que a inativacao
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deste gene resulta na inducdo de sitios frageis (CASPER et al., 2002). Como o
l6cus do gene FHIT localiza-se o sitio fragil FRA3B, alteracbes no gene ATR
podem estar relacionadas com maior freqiéncia de alteracdes no I6cus do gene

FHIT.

1.4. Justificativa

Tendo em vista os dados da literatura, demonstrando a importancia da
inativagdo do gene FHIT para a progressdo do cancer de mama em varios
estudos e o fato de existirem poucas informagdes sobre o status desse gene em
pacientes brasileiras, neste trabalho propomos a pesquisa de alteracdes
moleculares no gene FHIT por técnicas de amplificacdo especifica de segmentos
de DNA (PCR - reagdo de polimerizacdo em cadeia) e analise da expressao
desse gene através da técnica de imunohistoquimica. Também propomos a
avaliacdo do gene ATR, que é inédito em tumores de mama, estudando a
associagdo com marcadores tumorais e a possivel relagdo com alteragdes no
gene FHIT. Esse estudo pode contribuir para a compreensdo do papel desses
genes no processo de tumorigénese como também sugerir novos alvos com valor

no diagndstico e progndstico desse tipo de tumor.
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2. HIPOTESE

Os genes FHIT e ATR encontram-se inativados por perda de heterozigose
em pacientes com cancer de mama e a expressao da proteina Fhit apresenta-se

diminuida nos tecidos tumorais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar alteragbes moleculares nos genes FHIT e ATR e verificar a expresséo da

proteina Fhit em tecidos mamarios.

3.2. Objetivos especificos

1 - Determinar a ocorréncia de perda da heterozigose (LOH) em diferentes
regides polimérficas dos genes FHIT e ATR em pacientes com cancer de mama e
em pacientes com alteragcBes mamarias benignas;

2 - Verificar a possivel associacdo entre diferentes fatores de risco para o
desenvolvimento de carcinoma mamario e a presenca de alteracdes nos genes
FHIT e ATR;

3 - Pesquisar a possivel associagdo entre a expressdo de marcadores tumorais e
a presenca de alteragfes nos genes FHIT e ATR;

4 - Avaliar os niveis de expressdo da proteina Fhit em tumores primarios e
alteracdes mamarias benignas;

5 - Verificar a relagéo entre a presenca de alteragbes no gene ATR e alteragbes

no gene FHIT.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Casuistica

Avaliaram-se pacientes com diagndstico de cancer de mama atendidas no
Ambulatério de Mama da Universidade Federal do Triangulo Mineiro no periodo
de junho de 2005 a fevereiro de 2007. Foram selecionadas as pacientes nao
submetidas a tratamento oncoldgico anterior ou que ndo estivessem em uso de
drogas imunossupressoras, independente do estadiamento tumoral. O diagndstico
de cancer de mama foi realizado através de exame clinico e mamogréfico e
confirmado por Puncgdo Biopsia Aspirativa por Agulha Fina (PBAAF), “Core
Biopsy” elou cirurgia. Como grupo controle, foram selecionadas mulheres com
alteracdes mamarias benignas que néo estivessem submetidas a nenhum tipo de
tratamento e ainda mulheres com hipertrofia maméaria que passaram pela cirurgia
de redugédo de mama.

As amostras de tecido maméario foram obtidas a partir de fragmentos
encaminhados para o diagndstico histopatolégico, provenientes dos
procedimentos de bidpsia e/ou cirurgia. Estes fragmentos foram identificados e
armazenados em freezer a —80°C até o momento da extracdo do DNA tecidual.

Também foram colhidos aproximadamente 5 mL de sangue periférico em
tubos de vécuo contendo anticoagulante EDTA de todas as participantes da
pesquisa. Esse material foi processado e congelado para a posterior extragao de
DNA dos leucdécitos.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM

(CEP 591/2005). Os individuos selecionados passaram a participar do projeto
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somente depois de obtida a concordancia e a assinatura de um formulario de
consentimento livre e esclarecido (anexo 1) onde os objetivos e procedimentos
envolvidos no projeto foram explicados aos pacientes e aos seus familiares,

quando presentes.

4.2. Extracdo e manipulacdo de 4cidos nucléicos

4.2.1. Extrac@o de DNA de leucécitos

A extracdo do DNA genbmico das amostras sanguineas foi realizada
utilizando-se o protocolo de extragdo de DNA com fenol-cloroféormio descrito por
SAMBROOK et al. (1989) com adaptacdes. Resumidamente, cinco microlitros de
sangue venoso foram colhidos e centrifugados a 200xg por 10 minutos. A camada
intermediaria, que continha os leucdcitos, foi transferida para um tubo de
polipropileno, onde, em seguida, adicionou-se 1 mL de solucdo de lise de
eritrocitos (sacarose 0,32M, Tris-HCI 10 mM, MgCl, 5mM, Triton X-100 0,75%). A
solucdo foi entdo centrifugada a 15.000xg por 2 minutos, o sobrenadante
descartado e o precipitado ressuspendido em agua deionizada para a completa
lise.

Apos a lise dos eritrocitos, 200 pL de solugéo de lise de leucécitos (Tris-
HCI 0,21mM pH=8,0, EDTA 0,5mM pH=8,0 , SDS 1%, NaCl 0,5 M) e proteinase K
(concentragéo final 0,5 mg/ml) foram adicionados e as amostras incubadas em
banho-maria a 37°C por 24h. ApGs a incubacdo acrescentou-se a mistura de

fenol, cloroférmio e &lcool isoamilico (25:24:1), seguido de centrifugacdo a
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15.000xg por 2 minutos e descarte da parte organica da solucdo. Esse processo
foi repetido com uma solucdo de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). O DNA
gendmico foi entdo precipitado pela adi¢cdo de 0,1 v de acetato de s6dio 3M e 2 v
etanol absoluto gelado. Apos centrifugacdo a 15.000xg por 20 minutos, adicionou-
se alcool 70% e feita centrifugacdo novamente nas mesmas condigées. Ao final, o
pellet seco foi ressuspendido em agua Mili-Q autoclavada e mantido em geladeira

para a posterior quantificagdo e diluicAo em aproximadamente 3ng/pL.

4.2.2. Extracdo de DNA de tecido mamario

O tecido mamario foi mantido em freezer -80C desde o momento da
biopsia ou cirurgia até o processo de extracdo de DNA. Estes tecidos, ainda
congelados, foram lavados com solucao fisiologica para a retirada de sangue e
transferidos para uma placa de Petri estéril. Em seguida, foram picotados
utilizando-se lamina de bisturi até a obtengcdo de mindsculos fragmentos,
colocados em tubos autoclavados com o auxilio da Iamina, onde se adicionou
NaOH (50mM). Estes tubos foram envoltos em papel aluminio e fervidos em
banho-maria durante 10 minutos para que o tecido fosse lisado. Apds a fervura, a
suspensdao foi neutralizada pela adigdo de Tris-HCI (130mM, pH=7,0), diluida 10

vezes em 4gua e mantida a geladeira para posterior utilizacdo (SANTOS, 2000).

4.2.3. Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

As analises de LOH foram realizadas por PCR utilizando-se marcadores de
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microssatélites localizados dentro do gene ATR (D3S1316, D3S3710, D3S 3694)
e marcadores que estdo dentro do gene FHIT: D3S4260 (intron 3), D3S2757
(intron 4), D3S1300 (intron 5), D3S1234 (intron 8). Os oligonucleotideos
iniciadores (primers) foram desenhados de acordo com as informagdes
depositadas no banco de dados hospedado no site www.ncbi.nlm.nih.gov . As
sequéncias dos oligonucleotideos estdo apresentadas na tabela 1. Como controle
da extracao de DNA foi realizada a amplificagéo do gene da -globina (figura 3).
As condicdes iniciais das reagdes de PCR foram realizadas como descrito
por INGVARSSON et al. (1999) com posteriores adaptacdes. As reagfes foram
preparadas para um volume final de 20 pl contendo 10 ng de DNA gendmico,
tampédo de PCR 1X (10 mM Tris-HCI pH 9,0; e 75 mM KCI), 1,5 mM MgCI2, 200
UM de dNTPs, 750 nM de cada par do iniciador e 1,0 unidade de Taq DNA
polimerase (Invitrogen®). Cada microssatélite foi amplificado a partir de amostras
de DNA gendmico provenientes tanto de tecido tumoral quanto de tecido normal

(sangue periférico).

Tabela 1 - Sequéncias dos iniciadores FHIT, ATR e 3-Globina.

Alvo Marcador Primer direto (5' O 39 Primer reverso (5' O 3"
FHIT D3S4260 CTGCAAAGAGGAAGGAAGGG TGTGAACTGTCAATCCATCCA
D3S2757 TTATGGAAAAAGAGGTCACTGC TCACCTGTGTTTGGTTTGGA
D3S1300 AGCTCACATTCTAGTCAGCCT GCCAATTCCCCAGATG
D3S1234 CCTGTGAGACAAAGCAAGAC GACATTAGGCACAGGGCTAA
ATR D3S3710 ACCTGACTCTATTGCCCT GATTAACTCCCACTCCCA
D3S3694 AGTGTCCATCAACATGGG TCGCACAAATAACAGGATTC
D3S1316 TAGCCTGAAAATACACGCAT GAGATCCAGAAGATTAACCGA
B-globina GGTTGGCCA ATCTACTCCCAGG GCTCACTCAGTG TGGCAAAG
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Para a amplificacdo dos microssatélites, ap6s uma desnaturacao inicial de
5 minutos a 94°C, foram realizados de 30 a 35 ciclos das seguintes etapas:
desnaturacéo a 94°C por 30 segundos, associacdo a 48-58°C por 30 segundos, e
extensdo a 72°C por 30 a 45 segundos; seguidos de extenséo final a 72°C por 10
minutos. Aliquotas de 5 pl de produto de PCR foram adicionadas a igual volume
de tampdo de amostra duas vezes concentrado, aplicadas em géis de
poliacrilamida 7,5% e submetidas a eletroforese a 100V durante 3-4 horas. Para
visualizagdo das bandas utilizou-se o método de coloracédo de DNA por nitrato de

prata 0,2% (p/v) (BASSAM et al., 1991).
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Figura 3 - Gel de poliacrilamida 7,5% corado pela prata evidenciando a
amplificacdo do gene da [-globina, utilizada como controle da extragdo. A)

Amplificacdo DNA extraido do Sangue B) Amplificacdo DNA extraido do Tecido.
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A analise da perda de heterozigose (LOH) foi realizada através da
comparacao da intensidade das bandas amplificadas correspondentes aos alelos
dos microssatélites dos genes FHIT e ATR entre as amostras de DNA de tecido

normal (tecido sanguineo) e tumoral (tecido maméario) de cada paciente.

4.3. Reacdo Imunohistoquimica

O estudo imunohistoquimico foi realizado para a determinagdo da
expressao protéica do gene FHIT utilizando-se o anticorpo primario policlonal de
coelho anti-GST-Fhit (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA). Para isso,
empregou-se a técnica da estreptoavidina-biotina-peroxidase. Os casos foram
identificados e realizaram-se novos cortes com 4 um de espessura, em laminas
silanizadas (ATPS (Silano), Sigma® A3648). As laminas foram desparafinizadas
em 3 banhos de xilol, permanecendo cerca de 5 minutos em cada, e desidratadas
em 3 banhos de alcool absoluto e 1 banho de alcool a 80%, cerca de 10
segundos em cada.

A seguir para a recuperacdo dos antigenos, as laminas foram colocadas
em tubos de citologia contendo solucdo tampao citrato 10mM (pH = 6,0) que
foram vedados com papel aluminio e colocados dentro de uma panela a vapor
(marca ARNO®), durante 40 minutos & 100C.

Terminado o tempo os tubos foram resfriados e realizou-se o bloqueio da
peroxidase enddgena, utilizando 4gua oxigenada a 3% (v/v)10 volumes, por 15
minutos em temperatura ambiente. Apds esta etapa as laminas foram novamente
lavadas em 3 banhos de tampédo PBS e incubadas com o anticorpo primario por 1

hora a temperatura ambiente.
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Os anticorpos foram diluidos em soro de albumina bovina (Sigma®) de
acordo com as indicagfes presentes em suas especificacdes (diluicdo 1:100).
Essas preparagdes de albumina bovina (BSA a 2%) e anticorpo primario permitem
bloquear as liga¢gbes inespecificas, para reduzir a coloragéo de fundo.

ApoOs a incubagdo com o anticorpo primério, as laminas foram lavadas em
PBS e secas. O anticorpo secundario biotinlado (marca DAKO®
LSAB+Peroxidase) foi adicionado em cada lamina por 30 minutos, a temperatura
ambiente em camara Umida. Em seguida foram realizadas lavagens em PBS, as
laminas foram secas como anteriormente e 0 complexo estreptoavidina
peroxidase (marca DAKO LSAB+Peroxidase) foi adicionado por 30 minutos nas
mesmas condi¢bes acima. Apods lavagem em PBS, as laminas foram reveladas,
através da adicdo de uma solugédo cromogena, o Diaminobenzidine (DAB) (marca
DAKO), por 5 minutos. Concluido o tempo as laminas foram lavadas em agua
corrente e contra-coradas em hematoxilina de Harris, por 2 segundos. Finalmente
as laminas foram imersas em 3 banhos de &lcool absoluto por cerca de 10
segundos cada, para retirada do excesso de agua, 1 banho de xilol fenicado e 3
banhos de xilol, por 5 minutos cada. As laminulas com entellan foram adicionadas
sobre as laminas para analise posterior.

Como controle negativo foi utilizado o tampdo PBS em substituicdo ao
anticorpo primario. As amostras foram classificadas de acordo com a intensidade
da marcagdo em: negativa (-), positivo fraco (+ ou ++) e positivo forte (+++ ou
++++).

Também foram realizadas reagdes de imunohistoquimica para marcadores
tumorais ja descritos no cancer de mama como MIB-1, receptor de estrogeno e

receptor de progesterona.

Rosiley Aparecida de Souza Rabelo



Casuistica e Métodos 41

4.4, Analise Estatistica

Os resultados foram avaliados através do software STATISTICA® verséo
7.0 e Microsoft EXCEL® 2003. O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para
andlise de distribuicdo dos dados. Como todas as varidveis numéricas
apresentaram distribuicdo normal, estas foram expressas em média. As variaveis
categoricas foram comparadas por meio do teste do Qui-quadrado classico e,
guando necessario, o teste do Qui-quadrado com correcdo de Yates ou teste de
Fisher.

Os resultados das analises de LOH nos genes FHIT e ATR foram
expressos em freqiiéncias absolutas e relativas. Para a comparagao entre o grupo
controle e o grupo de pacientes com cancer de mama, bem como os resultados
de expressao da proteina Fhit e os outros marcadores tumorais, também foram
utilizados os testes do Qui-quadrado classico e Yates. O nivel de significancia

estatistica para todos os testes foi estabelecido em p < 0,05.
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5. RESULTADOS

Foram coletadas e analisadas amostras de 42 mulheres com altera¢des
mamarias (casos e controles), dentre as quais 29 (69,0%) eram provenientes da
cidade de Uberaba, trés (7,2%) pacientes de Ibia, duas (4,8%) de Campos Altos,
duas (4,8%) de Perdizes, uma (2,4%) de Delta, uma (2,4%) de Monte Carmelo,
uma (2,4%) de Pratinha e uma (2,4%) de Sao Gotardo. Duas pacientes eram
procedentes de outros estados, sendo uma (3,7%) da cidade de Jales, em Sao
Paulo e outra (3,7%) da cidade de Itumbiara, situada no interior de Goias (figura
4).

@ @
24% 2,4%) 495 (1)
2,4% (1)
2,4% (1) O Delta

2:4% (1) @ ltumbiara

4,8% (2) O Jales (SP)
OMonte Carmelo
4,8% (2)
O Pratinha
OSéao Gotardo
7,2% (3) O Campos Altos
OPerdizes

O lbia
E Uberaba

69,0%
(29)

Figura 4 - Distribuicdo das pacientes quanto a procedéncia.

Para a formacdo do grupo controle, foram selecionadas 16 mulheres com
alteracdes mamarias benignas. O fibroadenoma foi a alteracdo mais freqliente,

diagnosticado em oito mulheres (50%), seguido pela hiperplasia epitelial (3
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pacientes, 18,8%) e hipertrofia mamaria (2 mulheres, 12,5%). Ainda, foram
selecionados um caso de lipoma, um de mastite granulomatosa e um caso
metaplasia mibide, representando 6,3% cada (figura 5A).

O grupo de estudo foi formado por 26 pacientes com alteragdes malignas.
Todas as pacientes apresentaram carcinoma ductal, sendo 25 pacientes (96,2%)
com carcinoma invasivo (CDI) e uma paciente (3,8%) com carcinoma in situ
(CDIS) (figura 5B). Entre os carcinomas invasivos, seis (23,1%) foram
classificados em grau |, oito (30,8%) em grau Il e trés (11,5 %) em carcinoma
ductal invasivo grau lll. Ainda dentro do grupo com carcinoma ductal invasivo,
14,8% apresentaram o subtipo mucinoso, sendo trés (11,5%) classificados como
grau | e um (3,8%), como grau Il. Outro subtipo encontrado foi o carcinoma
apocrino, diagnosticado em trés (11,5%) pacientes, os quais foram classificados
como carcinoma ductal apdcrino invasivo de grau Il. Entre os carcinomas mistos,
foi encontrada a doenga de Paget associada a um carcinoma ductal invasivo grau
Il em uma paciente (3,8%).

Entre as pacientes aqui estudadas (casos e controles) apenas uma

paciente com carcinoma ductal invasivo grau |l foi a 6bito (tabela 2).
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Figura 5 - Distribuicdo das pacientes quanto ao tipo histologico das alteracdes. A)

grupo controle; B) grupo com carcinoma.
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5.1. Fatores de risco

A média de idade entre os casos de carcinoma foi de 55,5 anos, variando
entre 39 e 79 anos. A média de idade no grupo controle foi de 40,1 anos, variando
entre 22 e 72 anos. Houve diferenca significativa (p=0,0003) entre a faixa etaria
desses dois grupos, ou seja, a maioria (69,3%, n=18) das mulheres com
carcinoma mamario apresentou idade igual ou superior a 50 anos, enquanto que
a maioria das mulheres do grupo controle (87,5%, n=14) possuia idade inferior a
50 anos (tabela 2).

Quanto a etnia das pacientes, no grupo com alterag6es malignas a maioria
(76,9%, n=20) foi declarada como branca, contrapondo-se ao grupo controle, no
gual a maior parte (56,3%, n=9) foi considerada como ndo branca (p=0,0293)
(tabela 2).

N&o houve diferenca entre o grupo com carcinoma e 0 grupo controle
guanto a presenca de familiares com cancer de mama. No primeiro grupo, 17
(65,4%) pacientes relataram ndo possuir parente com este tipo de cancer. Entre
as nove pacientes (34,6%) com historico familiar da doenga, duas (7,8%)
declararam ter parente de 1° grau (mée ou irmd) e sete pacientes (26,8%), primas
ou tias de primeiro grau com cancer de mama. Da mesma forma, no grupo de
mulheres com alteragdes benignas, a grande maioria (92,9%, n=13) disse nao ter
casos de cancer de mama na familia, sendo que apenas uma paciente (7,1%)
declarou ter uma irm& com a doenga. Duas pacientes do grupo de estudo e duas

do grupo controle ndo souberam responder.
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Os antecedentes ginecoldgicos foram informados ao médico durante as
consultas e obtidos por meio dos prontuarios dessas pacientes (tabela 2). A
média de idade de menarca foi de 13,0 anos (variando dos 10 aos 16 anos) e
12,7 anos (variando dos 10 aos 17 anos) no grupo com carcinoma e controle
respectivamente. No primeiro grupo, a menarca ocorreu precocemente, antes dos
12 anos de idade, em 10 (41,7%); na faixa considerada normal, entre 12 e 16
anos, em 11 (45,8%) pacientes e trés pacientes (12,5%) apresentaram menarca
tardia, acima dos 16 anos. J& no grupo controle, oito pacientes (50,0%)
apresentaram menarca precoce, seis (37,5%) entre os 12 e 16 anos e duas
(12,5%) menarca tardia.

Houve diferenca significativa (p=0,007) quanto ao estado de menopausa
entre os dois grupos estudados (tabela 2). Enquanto que no grupo de pacientes
com cancer de mama a maioria das mulheres (66,7%, n=16) ja haviam passado
pelo periodo de menopausa, no grupo controle a maioria das mulheres (87,5%,
n=14) ainda estavam na menacme (periodo fértil). Entre aquelas com carcinoma
no periodo pés-menopausa, a média de idade para o término da menstruacao foi
de 48,6 anos, variando entre 38 e 57 no grupo de mulheres com céncer. Duas
(12,4%) pacientes apresentaram menopausa precoce, antes dos 40 anos, e nove
pacientes (56,3%), entre os 40 e 50. A menopausa acima dos 50 anos,
considerada tardia, foi observada apenas no grupo de mulheres com cancer,
ocorrendo em cinco pacientes (31,3%). No grupo controle apenas duas mulheres
(12,5%) estavam na poOs-menopausa que ocorreu na faixa etaria considerada
normal (entre 40 e 50 anos).

A média de idade da primeira gestagédo a termo foi de 23,8 e 23,2 anos
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entre as mulheres com cancer e as mulheres com alteracbes benignas,
respectivamente, variando entre 17 e 40 anos no primeiro grupo e entre 15 e 39
anos no segundo grupo (tabela 2). Em ambos os grupos, 75% das pacientes
tiveram o primeiro filho anterior aos 30 anos. No grupo com carcinoma, quatro
mulheres (16,7%) tiveram a primeira gestacdo a termo acima dos 30 anos e,
ainda, duas pacientes (8,3%) eram nuliparas. Dados semelhantes foram
encontrados no grupo controle, no qual a primeira gestacdo a termo ocorreu apés
os 30 anos em duas pacientes (12,5%) e outras duas (12,5%) pacientes nunca
tiveram filhos.

Quanto ao uso de pilulas anticoncepcionais, em ambos 0S grupos a maioria
das pacientes informaram que nunca utilizaram esse método. Entre as mulheres
com carcinoma, 10 pacientes (41,7%) tomaram pilula, enquanto que no grupo
controle apenas duas pacientes (12,5%) declararam o mesmo (tabela 2).

Em relagdo aos habitos das pacientes, foi analisado o uso de tabaco e
bebida. O grupo de pacientes com cancer de mama apresentou maior taxa de
fumantes (45,8%, n=11) quando comparado ao grupo controle (18,7%, n=3),
contudo, essa diferenca ndo foi significativa (p=0,078). Quanto ao consumo de
bebidas alcodlicas, a maioria das pacientes dos dois grupos declararam néo ser

etilistas (91,7% do grupo com cancer e 93,7% do grupo controle) (tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo das mulheres com cancer de mama (casos) e mulheres

com alterag6es mamarias benignas (grupo controle) em relagéo as caracteristicas

clinicas
Casos (26) Controles (16) Valor-p
média n % média n %

Idade 55,5 40,1
<50 8 30,7% 14 87,5% 0,0003
>50 18 69,3% 2 12,5%

Etnia NA NA
caucasianas 20 76,9% 7 43,8% 0,0293
negréides 6 23,1% 9 56,3%

Obito NA NA
sim 1 3,8% 0 0,0% 0,6190
nao 25 96,2% 16 100,0%

Histéria familiar de cancer de mama NA
sim 9 34,6% 1 7,1% 0,1257
nao 17 65,4% 13 92,9%
nao informado 2 2

Menarca 13,0 12,7
precoce (< 12 anos) 10 41,7% 8 50,0% 0,8585
normal (13-15 anos) 11 45,8% 6 37,5%
tardia (= 16 anos) 3 12,5% 2 12,5%
nao informado 2 0

Menopausa 48,6 47,0
sim 16 66,7% 2 12,5% 0,0074
nao 8 33,3% 14 87,5%
nao informado 2 0
precoce (< 40 anos) 2 12,4% 0 0,0% 0,3434
normal (40-50 anos) 9 56,3% 2 100,0%
tardia (> 50 anos) 5 31,3% 0 0,0%

12 gestacao 23,8 23,2
< 30 anos 18 75,0% 12 75,0% 0,8702
> 30 anos 4 16,7% 2 12,5%
nulipara 2 8,3% 2 12,5%
nao informado 2

Anticoncepcional NA NA
sim 10 41,7% 2 12,5% 0,1052
nao 14 58,3% 14 87,5%
nao informado 2

Fumo NA NA
sim 11 45,8% 3 18,7% 0,0785
nao 13 54,2% 13 81,3%
nao informado 2 0

Bebida NA NA
sim 2 8,3% 1 6,3% 0,7131
nao 22 91, 7% 15 93,7%
nao informado 2 0

NA= néo aplicavel
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5.2. Parametros tumorais

Quanto as caracteristicas do tumor, foram analisados o tamanho tumoral e
0 grau de comprometimento dos linfonodos axilares. Quatro pacientes (23,5%)
apresentaram tumores com diametro superior a 2 cm e 13 pacientes (76,5%) e
inferior com tamanhos inferiores a 2 cm. Em oito pacientes o tamanho ndo pode
ser determinado. O comprometimento axilar foi avaliado em 22 (84,6%) pacientes,
sendo que apenas duas pacientes (9,1%) apresentaram linfonodos reativos, nos
guais o comprometimento foi superior a trés linfonodos (tabela 3).

Para a realizacdo da reagdo imunohistoquimica (IH) estavam disponiveis
blocos de 25 pacientes do grupo com cancer de mama e de 13 pacientes do
grupo controle (tabela 3).

A expressdo do receptor de estrégeno nos tecidos analisados foi
classificada como positivo forte em 14 (56%) carcinomas mamarios e em oito
(61,5%) alteragBes encontradas no grupo controle. Ainda comparando 0s grupos,
em seis carcinomas (24%) a expressdo do RE foi negativa, enquanto no grupo
controle houve expressdo de RE em todos os casos estudados, apesar dessa
diferenca néo ter sido significativa (p=0,118).

Em relagcdo ao receptor de progesterona (RP), houve uma diferenca de
expressao significativa entre os grupos (p=0,038). Enquanto no grupo de estudo a
maioria dos carcinomas néo expressaram (32%, n=8) ou expressaram fracamente
RP (60%, n=15), as alteragbes do grupo controle expressaram RP numa

intensidade fraca (53,8%,n=>5) ou forte (38,5%, n=8).
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Também houve diferenca de expressdo de Mib-1 entre 0s grupos

(p=0,042). Entre os carcinomas, grande parte (76,0%, n=19) expressou a proteina

Mib-1 fracamente, enquanto que o grupo controle a maioria (58,4%, n=7) nao

expressou essa proteina (tabela 3).

Tabela 3 - Distribuicdo das mulheres com cancer de mama (casos) e mulheres

com alteragbes mamarias benignas (grupo controle) em relagéo as caracteristicas

tumorais.

Tamanho tumoral
<lcm
>2cm
nao informado

Comprometimento de linfonodos axilares

0
>3
nao informado

Receptor de estrogeno
negativo
positivo fraco
positivo forte

Receptor de progesterona
negativo
positivo fraco
positivo forte

Mib-1
negativo
positivo fraco
positivo forte

Casos (25) Controles (13) Valor-p
n % n %
13 76,5% - -
4 23,5% - -
8 - - -
20 90,9% - -
2 9,1% - -
3 - - -
0,1180
6 24,0% 0 0,0%
5 20,0% 5 38,5%
14 56,0% 8 61,5%
0,0388
8 32,0% 1 7,7%
15 60,0% 7 53,8%
2 8,0% 5 38,5%
0,0422
5 20,0% 7 58,4%
19 76,0% 4 33,3%
1 4,0% 1 8,3%
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Figura 6 — Cortes histolégicos de tecido mamario evidenciando a expressédo de

marcadores tumorais por imunohistoquimica em diferentes intensidades (400x).
A) MIB-1 negativo (hiperplasia epitelial sem atipias); B) MIB-1 positivo fraco
(carcinoma ductal invasivo grau lIl); C) RE positivo fraco (carcinoma ductal
invasivo grau 1l); D) RE positivo forte (carcinoma ductal invasivo grau |); E) RP

positivo fraco (fibroadenoma); F) RP positivo forte (fioroadenoma).
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5.3. Anélise do gene FHIT

5.3.1. Analise molecular

O estudo de possiveis alteragbes moleculares pode ser realizado em
apenas 22 das 26 pacientes com cancer de mama e em 13 das 16 mulheres com
alteracbes mamarias benignas devido a falta de amostra de sangue de algumas
pacientes.

Na regido ndo codificadora do gene FHIT, onde est& localizado o marcador
de microssatélite D3S2757, foi observada LOH em trés pacientes (13,7%), sendo
todas do grupo com carcinoma mamario, enquanto no grupo controle, ndo houve
nenhuma alteragdo detectavel. Ainda na regido nado codificadora, nenhuma
diferenca de intensidade dos alelos entre o tecido sanguineo e o tecido mamario
foi observada utilizando o marcador D3S4260, tanto no grupo de estudo quanto
no grupo controle. A retencao de heterozigose foi de 100% (tabela 4).

Foi observada proxima a regido codificadora uma taxa superior de perda de
heterozigose em relagdo a regido ndo codificadora. Na regido do marcador
D3S1300 foram detectadas alteragées em seis (27,3%) pacientes com cancer de
mama, taxa superior a encontrada no grupo controle, no qual foram verificadas
alteracdes em duas pacientes (15,4%). A maior taxa de polimorfismo entre as
diferentes amostras de DNA foi encontrada na regido do marcador D3S1234,
onde foram observadas alteragdes em oito (36,4%) pacientes com cancer de

mama e em duas (15,4%) mulheres do grupo controle (tabela 4; figura 7).
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Analisando a perda de heterozigose em todas as regides dos marcadores
do gene FHIT aqui analisados, ndo houve diferenca significativa entre o grupo
com cancer e o grupo controle (tabela 4). Entretanto, observou-se a perda de um
dos alelos em 13 (59,1%) pacientes com cancer de mama, enguanto que no

grupo controle a LOH ocorreu em apenas quatro mulheres (30,7%) (tabela 4).

Tabela 4 — Analise da perda de heterozigose no gene FHIT por diferentes

marcadores.
Perda de Heterozigose (LOH)
Paciente (22) Controle (13) Valor-p
n % n %

FHIT 2757 0,2352
sim 3 13,7% 0 0,0%
néo 19 83,3% 13 100,0%

FHIT 4260 -
sim 0 0,0% 0 0,0%
ndo 22 100,0% 13 100,0%

FHIT 1300 0,6945
sim 6 27,3% 2 15,4%
ndo 16  72,7% 11 84,6%

FHIT 1234 0,1092
sim 8 42,1% 2 15,4%
néo 11 57,9% 11 84,6%
nao amplificado 3 0

FHIT (todos marcadores) 0,1052
sim 13 59,1% 4 30,7%
ndo 9 40,9% 9 69,3%
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Figura 7 - Gel de poliacrilamida 7,5% corado pela prata evidenciando a perda de
heterozigose no gene FHIT pela amplificagdo do iniciador D3S1234. A) Sangue
casos; B) Tecido mamario casos; C)Sangue controle; D) Tecido mamario controle.
As barras indicam as amostras em que foi observada a perda de um dos alelos no
tecido tumoral.
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5.3.1.1 Perda de heterozigose (LOH) no gene FHIT x parametros tumorais

A perda de heterozigose foi observada em diferentes graus de
diferenciagéo tumoral, ocorrendo em cinco (62,5%) das oito pacientes com CDI
grau I, em seis (54,5%) das 11 pacientes CDI grau Il e em uma (50%) das duas
pacientes com CDI grau Ill. Também foi observada LOH na Gnica paciente com
carcinoma ductal in situ (tabela 5).

No grupo controle a perda de heterozigose ocorreu em uma (14,3%) das
sete pacientes com fibroadenoma, em duas (66,7%) das trés pacientes com
hiperplasia epitelial e na Unica paciente com metaplasia midide. Entre as
pacientes com hipertrofia mamaria e com lipoma, ndao foi observada nenhuma
alteracdo em toda a regido estudada do gene FHIT (tabela 5).

Com relagdo ao tamanho tumoral e ao comprometimento axilar, a perda de
heterozigose foi observada principalmente nos tumores menores que 2 cm e em
tumores que nao tiveram comprometimento axilar, sem diferencas significativas
(tabela 6).

Analisando a expressao dos receptores hormonais nas pacientes com
alteracdes no gene FHIT, ndo houve diferenca significativa entre o grupo com
carcinoma e grupo controle quanto a expressdo de RE e RP. Entre os casos de
carcinoma com perda de heterozigose, 61,5% (8) dos carcinomas expressaram
RE fortemente, 15,4% (2) fracamente e 23,1% (3) ndo expressaram RE. No grupo
controle com LOH em FHIT, a expressdo do RE nas alteracbes variou entre

positivo forte (50,0%, n=2) e positivo fraco (50,0%, n=2). Com relagdo ao RP, a
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maioria dos casos de carcinoma com LOH a expressao foi fraca (69,2%, n=9) e

em 23,1% (3) a expressao foi negativa (tabela 7).

Tabela 5 - Distribuicdo das pacientes quanto a perda de heterozigose (LOH) no

gene FHIT e alterag6es mamaérias.

LOH FHIT
Sim N&o Valor-p
Casos n % n %
0,8270

Carcinoma ductal invasivo grau | 5 62,5% 3 37,5%

Carcinoma ductal invasivo grau Il 6 54,5% 5 45,5%

Carcinoma ductal invasivo grau Ill 1 50,0% 1 50,0%

Carcinoma ductal in situ 1 100,0% 0 0,0%
Controles

0,3214

Fibroadenoma 1 14,3% 6 85,7%

Hiperplasia epitelial sem atipias 2 66,7% 1 33,3%

Hipertrofia mamaria 0 0,0% 1 100,0%

Lipoma 0 0,0% 1 100,0%

Metaplasia mi6éde 1 100,0% 0 0

Tabela 6 - Distribuicdo das pacientes quanto a perda de heterozigose (LOH) no

gene FHIT e parametros.

LOH FHIT
Sim N&o Valor-p
n % n %

Tamanho tumoral 0,5520

<lcm 10 83,3% 2 60,0%

1-2cm

>2cm 2 16,7% 2 40,0%
Comprometimento de
linfonodos axilares 0,3859

0 10 83,3% 7 100,0%

>3 2 16,7% 0 0,0%

Houve uma diferenca de expressdo da proteina Mib-1 entre as pacientes

com perda de heterozigose do grupo com carcinoma e o grupo controle. No
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primeiro grupo, 76,9% (10) dos carcinomas expressaram Mib-1 fracamente,
enquanto que, no segundo, em 100% (4) das alteracbes a expressdo de Mib-1 foi

negativa (tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo das mulheres com cancer de mama (casos) e mulheres

com alteracdes mamarias benignas (grupo controle) em relagdo aos marcadores

tumorais.
FHIT LOH
Casos (21) * Controles (11)
Sim Néo Valor-p Sim Nao Valor-p
Receptor de estrogeno 0,4558 0,6515
negativo 3 231% 2 222% 0 - 0 -
positivo fraco 2 15,4% 3 33,3% 2 50,0% 3 42,9%
positivo forte 8 61,5% 3 33,3% 2 50,0% 4 57,1%
Receptor progesterona 0,3552 0,1099
negativo 3 23,1% 4 44,4% 1 250% 0 0,0%
positivo fraco 9 69,2% 3 33,3% 1 25,0% 6 857%
positivo forte 1 6,7% 1 11,1% 2 50,0% 1 14,3%
Mib-1 0,8355 0,1659
positivo fraco 3 23,1% 1 12,5% 4 100,0% 3 42,9%
positivo forte 10 76,0% 7 87,5% 0 - 4 57,1%

* N&o foi realizado IH em uma paciente com carcinoma por falta de amostra tumoral no bloco de
parafina

5.3.1.2 Perda de heterozigose (LOH) no gene FHIT x parametros clinicos

Analisando apenas as pacientes que apresentaram perda de heterozigose
no gene FHIT, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os dois
grupos estudados (grupo com carcinoma e grupo controle) e a maioria dos fatores

de risco para o desenvolvimento de cancer de mama (tabela 8).
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Tabela 8 — Distribuicdo das mulheres com cancer de mama (casos) e mulheres
com alteragbes mamarias benignas (grupo controle) com perda de heterozigose

no gene FHIT em relagdo as caracteristicas clinicas e biologicas

FHIT LOH
Casos (13) Controles (4) Valor-p
n % n %
Idade 0,4792
<50 5 38,5% 3 75,0%
>50 8 61,5% 1 25,0%
Etnia 0,9159
caucasianos 9 69,2% 2 50,0%
negroides 4 30,8% 2 50,0%
Obito 0,6190
sim 0 0,0% 0 0,0%
néo 13 100,0% 4 100,0%
Historia familiar de cancer de mama 0,3004
sim 4 30,8% 0 0,0%
ndo 9 69,2% 4 100,0%
Menarca 0,8777
precoce (< 12 anos) 5 38,5% 2 50,0%
normal (13-15 anos) 5 38,5% 1 25,0%
tardia (= 16 anos) 3 23,0% 1 25,0%
Menopausa 0,0967
sim 11 84,6% 1 25,0%
néo 2 15,4% 3 75,0%
0,1946
precoce (< 40 anos) 2 18,2% 1 100,0%
normal (40-50 anos) 6 54,5% 0 0,0%
tardia (> 50 anos) 3 27,3% 0 0,0%
12 gestacéo 0,7806
< 30 anos 9 69,2% 2 50,0%
= 30 anos 2 15,4% 1 25,0%
nulipara 2 15,4% 1 25,0%
Anticoncepcional 0,5520
sim 4 30,7% 0 0,0%
néo 9 69,2% 4 100,0%
Fumo 0,6613
sim 7 53,8% 1 25,0%
néo 6 46,2% 3 75,0%
Bebida 0,9583
sim 1 7,7% 1 25,0%
ndo 12 92,3% 3 75,0%
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Entdo, para verificar a relacdo entre as alteracbes no gene FHIT e os
fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama, as pacientes foram
agrupadas independentemente do grupo ao qual pertenciam (grupo com
carcinoma ou grupo controle) (tabela 9). Nao houve relacdo entre alteragdes no
gene FHIT e a faixa etaria, etnia, historia familiar de cancer de mama ou habitos
da paciente (fumo e bebida). Quanto aos antecedentes ginecolégicos, também
ndo foi observada relagdo entre LOH em FHIT e idade de menarca, idade da
primeira gestacdo a termo ou uso de pilula anticoncepcional, porém houve
diferenca em relagdo a menopausa. Enquanto 70,6% (12) das pacientes com
perda de heterozigose se encontravam na poés-menopausa, 76,5% (13) das
pacientes que ndo apresentaram alteracdes em FHIT estavam na pré-menopausa

(p=0,005).

5.3.2. Analise da expressao da proteina Fhit

Foi realizada imunohistoquimica (IH) nos tecidos mamarios de 25 pacientes
com carcinoma mamario das quais 96% (24) expressaram a proteina Fhit
fortemente e em 4% (1) a expressédo de Fhit foi negativa. No grupo controle foi
realizada IH em 13 pacientes, cuja expressdo de Fhit foi forte em 84,6% (11) e
negativa em 15,4% (2) (tabela 10, figura 8).

N&o houve diferenca na expresséo da proteina Fhit entre as pacientes que
apresentaram ou ndo perda de heterozigose no gene FHIT. No grupo com

carcinoma, todas as pacientes com (13) ou sem (9) alteracdo génica expressaram
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a proteina Fhit fortemente. No grupo controle, das quatro pacientes com LOH no
gene FHIT, foi observada uma forte expresséao protéica em 75% (3) das pacientes
e expressao negativa em 25% (1). Ainda nesse grupo, entre as mulheres em que
nédo foram observadas alteragbes no gene FHIT, a expressao de Fhit foi forte em

85,7% (6) das pacientes e negativa em uma paciente (14,3%) (tabela 11).

Tabela 9 - Distribuicdo das pacientes (casos e controle) em relagdo as

caracteristicas clinicas e bioldgicas e perda de heterozigose no gene FHIT.

FHIT LOH
Sim (17) Nao (18) Valor-p
n % n %
Idade 0,8694
<50 8 47,1% 10 55,6%
250 9 52,9% 8 44,4%
Etnia 0,8994
caucasianos 11 64,7% 11 61,1%
negroéides 6 35,3% 7 38,9%
Obito 0,6190
sim 0 0,0% 1 0,0%
néo 17 100,0% 17 100,0%
Histéria familiar de cancer de mama 0,6214
sim 4 23,5% 6 37,5%
néo 13 76,5% 10 62,5%
Menarca 0,3120
precoce (< 12 anos) 7 41,2% 10 58,8%
normal (13-15 anos) 6 35,3% 6 35,9%
tardia (= 16 anos) 4 23,5% 1 5,8%
Menopausa 0,0059
sim 12 70,6% 4 23,5%
néo 5 29,4% 13 76,5%
0,4493
precoce (< 40 anos) 3 25,0% 0 0,0%
normal (40-50 anos) 6 50,0% 2 50,0%
tardia (> 50 anos) 3 25,0% 2 50,0%
12 gestacéo 0,5580
< 30 anos 11 64,7% 13 76,5%
> 30 anos 3 17,6% 3 17,6%
nulipara 3 17,6% 1 5,9%
Anticoncepcional 0,4515
sim 4 23,5% 6 35,3%
néo 13 76,5% 11 64,7%
Fumo 0,1511
sim 8 47,1% 4 23,5%
ndo 9 52,9% 13 76,5%
Bebida 0,4660
sim 2 11,8% 0 0,0%
ndo 15 88,2% 17 100,0%
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Tabela 10 - Correlacdo entre expressdo da proteina e 0s grupos com carcinoma

(caso) e grupo controle.

Casos (25) Controles (13) Valor-p
n % n %
Expressdo de Fhit 0,2169
negativo 1 4,0% 2 15,4%
positivo fraco 0 0,0% 0 0,0%
positivo forte 24 96,0% 11 84,6%

Tabela 11 - Correlagdo entre expressdo da proteina Fhit e a perda de

heterozigose no gene FHIT nos grupos com carcinoma (caso) e grupo controle

FHIT LOH
Casos (21) Controles (11)
Sim N&o Valor-p Sim N&o Valor-p
n % n % n % n %
Expressao Fhit 0,6084 0,6323
negativo 0 0,0% 0 0,0% 1 25,0% 1 14,3%
positivo fraco 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0% 0 0,0%
positivo forte 13 100,0% 8  100,0% 3 75,0% 6 85,7%

Comparando somente as pacientes com alteracdo no gene FHIT entre o
grupo caso e controle, no grupo com carcinoma 100% (13) das pacientes com
LOH no gene FHIT apresentaram uma forte expressdo da proteina. No grupo
controle a maioria das pacientes (75%, n=3) com alteragbes génicas
apresentaram uma forte expressao protéica, porém uma paciente com LOH nédo

apresentou expressao de Fhit (p=0,06) (tabela 12).

Tabela 12 - Correlac@o entre expressado da proteina e 0s grupos com carcinoma

(caso) e grupo controle com alterag6es em FHIT.

FHIT LOH
Casos (13) Controles (4) Valor-p
n % n %
Expressédo de FHIT 0,0631
negativo 0 0,0% 1 25,0%
positivo fraco 0 0,0% 0 0,0%
positivo forte 13 100,0% 3 75,0%
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Figura 8 - Cortes histologicos de tecido mamario evidenciando a expressao da

proteina Fhit pela coloracdo imunohistoquimica. A) Controle positivo (100x); B)
Controle positivo (400x); C) Carcinoma ductal invasivo grau Il expressando Fhit
fortemente (400x); D) Hiperplasia epitelial sem atipias expressando Fhit

fortemente (400x).
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5.4. Andlise do gene ATR

5.4.1. Analise molecular

Para analisar possiveis alteragbes no gene ATR foram utilizados trés

marcadores de microssatélites. Na regido do marcador ATR1316 foi observada

alteracdo em uma (4,5%) paciente com carcinoma mamario e em duas (15,4%)

pacientes do grupo controle (tabela 13; figura 9).

Algumas amostras de tecido ndo amplificaram utilizando o marcador ATR

3694, sendo trés do grupo de pacientes com carcinoma e quatro do grupo

controle. No primeiro grupo, entre as 19 amostras amplificadas, apenas em uma

(5,3%) paciente foi observada a perda de heterozigose. No grupo controle

nenhuma paciente apresentou alteragéo na regido deste marcador (tabela 13).

Tabela 13 - Analise da perda de heterozigose no gene ATR por diferentes

marcadores.
LOH ATR
Casos (22) Controles (13) Valor-p
n % n %

ATR 1316 0,6298
sim 1 4,5% 2 15,4%
néo 21 95,5% 11 84,6%

ATR 3694 0,6785
sim 1 5,3% 0 0,0%
néo 18 94,7% 9 100,0%
ndo amplificado 3 4

ATR 3710 0,3882
sim 2 9,1% 0 0,0%
néo 20 90,9% 13 100,0%

ATR (todos marcadores) 0,8010
sim 4 18,2% 2 15,4%
nado 18 81,8% 11 84,6%
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Na regido do marcador ATR3710 foram detectadas LOH em duas (9,1%)
pacientes do grupo com cancer. J4 no grupo controle, a retencao foi de 100%.

Analisando toda a extensdo estudada do gene ATR coberta pelos trés
pares iniciadores ndo houve diferenca significativa quanto a presenca de
polimorfismos entre o grupo com cancer e o grupo controle (tabela 13). Por todo o
gene foi observada perda de heterozigose em quatro pacientes com carcinoma

mamario e em duas pacientes com alteragcbes mamarias benignas (tabela 13).
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Figura 9 - Gel de poliacrilamida 7,5% corado pela prata evidenciando a LOH no
gene ATR pela amplificacdo do iniciador ATR1316. A) Sangue casos. B) Tecido
mamario casos. C) Sangue controle. D) Tecido mama controle. As barras indicam

as amostras em que foi observada a perda de um dos alelos no tecido tumoral.
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5.4.1.1 Perda de heterozigose (LOH) no gene ATR x parametros tumorais

Nenhuma alteracdo no gene ATR foi observada nas pacientes com
carcinoma ductal invasivo grau | (n=8), CDI grau Il (n=2) ou carcinoma ductal in
situ (n=1). Apenas no grupo classificado como CDI grau |l foi observada LOH em
quatro (36,4%) pacientes (tabela 14).

No grupo com alteracbes mamérias benignas a perda de heterozigose no
gene ATR foi detectada em apenas duas pacientes, uma com hipertrofia mamaria

e outra com metaplasia midide (tabela 14).

Tabela 14 - Distribuicdo das pacientes quanto a perda de heterozigose (LOH) no

gene ATR e alteragbes mamarias.

LOH ATR
Sim Nao Valor-p
Casos (22) n % n %
0,9801
Carcinoma ductal invasivo grau | 0 0,0% 8 100,0%
Carcinoma ductal invasivo grau Il 4 36,4% 7 63,6%
Carcinoma ductal invasivo grau lll 0 0,0% 2 100,0%
Carcinoma in situ 0 0,0% 1 100,0%
Controles (13)
Fibroadenoma 0 0,0% 7 100,0%
Hiperplasia epitelial 0 0,0% 3 100,0%
Hipertrofia mamaria 1 100,0% 0 0,0%
Lipoma 0 0,0% 1 100,0%
Metaplasia 1 100,0% 0 0,0%

N&o houve diferenca significativa entre a presenga de alteragdo no gene
ATR e o tamanho tumoral ou o comprometimento axilar. A maioria dos tumores

com alteracdo (75%, n=3) e sem alteragdo (76,9%, n=10) em ATR apresentaram
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didmetro inferior a 2 cm (tabela 15). Quanto ao comprometimento axilar, das duas
pacientes com linfonodos positivos, uma apresentou LOH em ATR.
Também ndo houve diferenca entre os dois grupos com perda de

heterozigose e os marcadores tumorais RE, RP e Mib-1 (tabela 16).

Tabela 15 - Distribuicdo das pacientes quanto a perda de heterozigose (LOH) no

gene ATR e parametros tumorais.

LOH ATR
Sim N&o Valor-p
n % n %
Tamanho tumoral 0,8492
<lcm 3 75,0% 10 76,9%
1-2cm
>2cm 1 25,0% 3 23,1%
Comprometimento de linfonodos 0,8849
axilares
0 3 75,0% 14 93,3%
>3 1 25,0% 1 6,7%

Tabela 16 - Distribuicdo das mulheres com cancer de mama (casos) e mulheres
com alteragbes mamarias benignas (grupo controle) com perda de heterozigose

no gene ATR em relagcdo aos marcadores tumorais.

ATR LOH
Casos (4) Controles (2) Valor-p
n % n %
Receptor de estrégeno 0,2231
negativo 2 50,0% 0 0,0%
positivo fraco 2 50,0% 1 50,0%
positivo forte 0 0,0% 1 50,0%
Receptor de progesterona 0,8000
negativo 2 50,0% 1 50,0%
positivo fraco 2 50,0% 1 50,0%
positivo forte 0 0,0% 0 0,0%
Mib-1 0,2000
negativo 1 25,0% 2 100,0%
positivo fraco 3 75,0% 0 0,0%
positivo forte 0 0,0% 0 0,0%
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5.4.1.2 Perda heterozigose (LOH) no gene ATR x parametros clinicos

Semelhante ao observado durante a andlise do gene FHIT, ndo houve
diferenca significativa entre as pacientes que apresentaram perda de
heterozigose no gene ATR dos grupos com carcinoma e controle e a maioria dos
fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de mama (tabela 17). Assim,
para verificar a relagdo entre as alteragbes no gene ATR e esses fatores as
pacientes foram agrupadas independentemente do grupo ao qual pertenciam
(tabela 18). Nao houve relagdo entre a perda de heterozigose no gene ATR e

nenhum dos fatores analisados.

5.4.2. Alteragdo em ATR X alteragdo em FHIT

Para verificar a relagdo entre as alterag6es no gene ATR e alteragbes no
gene FHIT agruparam-se as pacientes independentemente do grupo a que
pertenciam (grupo com carcinoma ou grupo controle).

Entre as 35 mulheres em que os genes FHIT e ATR foram analisados, 17
apresentaram alteracoes em FHIT e seis, alteracdes em ATR. Entre as pacientes
com alteracdo no gene ATR, quatro (66,7%) apresentaram também alteragdo no
gene FHIT e duas (33,3%) apresentaram alteracdo somente em ATR. Treze
pacientes apresentaram alteragdo somente em FHIT e 16 pacientes né&o
apresentaram alteragdes em FHIT nem ATR (tabelal9).

Os resultados da andalise molecular dos genes FHIT e ATR e
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imunohistoquimica estdo resumidos nas tabelas 20 e 21.

Tabela 17 - Distribuicdo das mulheres com cancer de mama (casos) e mulheres
com alteragbes mamarias benignas (grupo controle) com perda de heterozigose

no gene ATR em relacdo as caracteristicas clinicas e biologicas.

ATR LOH
Casos (4) Controles (2) Valor-p
n % n %
Idade 0,2000
<50 1 25,0% 2 100,0%
>50 3 75,0% 0 0,0%
Etnia 0,2000
caucasianos 3 75,0% 0 0,0%
negroéides 1 25,0% 2 100,0%
Obito 0,6190
sim 0 0,0% 0 0,0%
néo 4 100,0% 2 100,0%
Histdria familiar de cancer de mama
sim 2 50,0% 0,6000
néo 2 50,0% 0 0,0%
2 100,0%
Menarca 0,6000
precoce (< 12 anos) 1 25,0% 1 50,0%
normal (13-15 anos) 3 75,0% 1 50,0%
tardia (= 16 anos) 0 0,0% 0 0,0%
Menopausa 0,2000
sim 3 75,0% 0 0,0%
nao 1 25,0% 2 100,0%
precoce (< 40 anos) 1 33,3% 0 0,0%
normal (40-50 anos) 1 33,3% 0 0,0%
tardia (> 50 anos) 1 33,3% 0 0,0%
12 gestagédo 0,2231
< 30 anos 1 25,0% 2 100,0%
> 30 anos 2 50,0% 0 0,0%
nulipara 1 25,0% 0 0,0%
Anticoncepcional 0,3271
sim 2 50,0% 0 0,0%
néo 2 50,0% 2 100,0%
Fumo 0,7594
sim 1 25,0% 1 50,0%
néo 3 75,0% 1 50,0%
Bebida 0,3333
sim 0 0,0% 1 50,0%
néo 4 100,0% 1 50,0%
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Tabela 18 - Distribuicdo das pacientes (casos e controle) em relagdo as

caracteristicas clinicas e biologicas e perda de heterozigose no gene ATR.

ATR LOH
Sim (6) Nao (29) Valor-p
n % n %
Idade 0,7100
<50 3 50,0% 15 51,7%
>50 3 50,0% 14 48,3%
Etnia 0,8010
caucasianos 3 50,0% 19 65,4%
negroides 3 50,0% 10 34,5%
Obito 0,8285
sim 0 0,0% 1 3,4%
nao 6 100,0% 28 96,6%
Historia familiar de cancer de mama 0,9872
sim 2 33,3% 8 28,6%
nao 4 66,7% 20 71,4%
Menarca 0,1703
precoce (< 12 anos) 2 33,3% 15 53,6%
normal (13-15 anos) 4 66,7% 8 28,6%
tardia (= 16 anos) 0 0,0% 5 17,9%
Menopausa 0,7706
sim 3 50,0% 13 46,4%
nao 3 50,0% 15 53,6%
0,7301
precoce (< 40 anos) 1 33,3% 2 15,4%
normal (40-50 anos) 1 33,3% 7 53,5%
tardia (> 50 anos) 1 33,3% 4 30,7%
12 gestagéo 0,4488
< 30 anos 3 50,0% 21 75,0%
> 30 anos 2 33,3% 4 14,3%
nulipara 1 16,7% 3 10,7%
Anticoncepcional 0,7931
sim 2 33,3% 8 28,6%
nao 4 66,7% 20 71,4%
Fumo 0,7189
sim 2 33,3% 10 35,7%
nao 4 66,7% 18 64,3%
Bebida 0,7785
sim 1 16,7% 1 3,6%
nao 5 83,3% 27 96,4%

Tabela 19 - Relacdo entre perda de heterozigose no gene ATR e alteracdes em
FHIT.

LOH ATR
Sim (6) N&o (29) Valor-p
LOH FHIT 0,3299
sim 4 66,7% 13 44,8%
ndo 2 33,3% 16 55,2%
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Tabela 20 - Analise de perda de heterozigose nos genes FHIT e ATR em regides

de diferentes marcadores.

LOH

FHIT

ATR

2757

4260

1300

1234

Alteracdes

1316

3694

3710

Alteracdes

Casos (22)

26

+ 0

+ 0o

+ + +

Total
Controles (13)

101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
115
27

()]

Total

0

PNR D R R D NN

PR R RN R R R

NA = ndo amplificado
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Tabela 21 - Resumo das rea¢gfes imunohistoquimicas.

Imunohistoquimica

Controles

27
101
102
103
104
105
107
108
109
111
112
114
115

Diagndstico FHIT Estrogénio Progesterona MIB
CDI mucinoso grau | +++ +++ + +
CDl grau | ++++ +++ ++++ +
CDI grau Il ++++ +++ + +
CDI apocrino grau Il ++++ neg neg +
CDI mucinoso grau | ++++ ++++ ++ +
CDlI grau Il ++++ neg ++ ++
CDI grau Il + Paget ++++ neg neg ++
CDI apécrino grau Il +H++ ++++ + ++
CDl grau | +4+++ ++++ ++++ +
CDl grau Il ++++ ++++ neg ++
CDI mucinoso grau Il +++ ++ neg ++
CDl grau Il +++4+ + ++ ++
CDI mucinoso grau | ++++ ++ ++ +
CDI grau ll +++ + neg neg
CDI grau | ++++ T+ + neg
CDl grau Il +++ ++++ ++ +
CDl grau lll ++++ +++ ++ ++
CDI apdcrino grau Il ++++ neg + ++
CDl grau | ++++ +++ + neg
CDl grau | ++++ ++ ++ +
CDI grau 1 ++++ neg neg ++
CDIS +++ ++++ ++ neg
CDl grau | ++++ ++++ neg neg
CDl grau ll +++ o+ + +
CDl grau Il NR NR NR NR
CDI grau 1l neg neg neg T
Metaplasia Midide neg +++ neg neg
hipertrofia mamaria ++++ ++ ++ neg
hiperplasia epitelial sem atipias ++++ ++ ++++ neg
hiperplasia epitelial sem atipias neg ++++ ++ neg
hiperplasia epitelial sem atipias ++++ +++ ++++ neg
Fibroadenoma ++++ ++ + neg
Fibroadenoma +++4+ ++++ ++ +
Fibroadenoma +++4+ ++ ++ +
Fibroadenoma ++++ ++++ ++ +
Fibroadenoma +++ ++ + neg
Mastite crénica +H++ ++++ +++ 4+
Alteracéao fibrocistica ++++ +++ ++++ NR
Fibroadenoma ++++ ++++ 44+ +

CDI = carcinoma ductal invasivo
CDIS = carcinoma ductal in situ
NR = néo realizado

Neg = negativo

+ / ++ = positivo fraco

+++ [ ++++ = positivo forte
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6. DISCUSSAO

As taxas de incidéncia e mortalidade por céncer de mama tém sido
associadas a diferentes fatores de risco e, alguns desses fatores, como idade,
genética, histéria reprodutiva (idade de menarca, menopausa e numero de
gestacdes) e etnia, sdo incontrolaveis, nao podendo ser modificados na tentativa
de diminuir a incidéncia de cancer de mama.

O género sexual € o principal fator de risco ndo modificavel relativo ao
desenvolvimento do cancer de mama, atingindo principalmente o sexo feminino.
Além disso, na mulher, ao decorrer dos anos, o risco de aparecimento de cancer
mamario aumenta consideravelmente. O grupo de pacientes com carcinoma aqui
estudado apresentou uma média de idade de 55 anos, sendo que 69,3% estdo
acima da faixa de 50 anos, concordando com a literatura. DRAPER (2006)
descreve que, entre todos os casos de cancer de mama, 75% ocorrem em
mulheres acima dos 50 anos e que a chance de uma mulher vir a desenvolver
este carcinoma € de uma em 50 aos 50 anos e uma em 24 aos 60 anos. Segundo
FRIEDENREICH et al. (2001), mulheres acima dos 50 anos tém um risco relativo
de desenvolver cancer de mama quatro vezes maior que mulheres abaixo dos 50
anos.

Foi observada uma diferenca de idade entre 0os grupos com carcinoma e
controle, em que neste a média de idade foi inferior (40,1 anos), que pode ser
explicada devido ao tipo de alteragdo. Segundo GURAY & SAHIN (2006) a
incidéncia de alteragdes benignas ocorre durante a segunda década de vida com

pico na quarta década, opondo-se as doencas malignas, em que a taxa de
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incidéncia continua aumentando, principalmente ap0s a menopausa.

Etnia é outro fator de risco incontrolavel para o desenvolvimento de cancer
de mama. Observamos uma maior incidéncia desse tipo tumoral entre as
mulheres brancas (76,9%) enquanto ndo houve diferenga na incidéncia de
alteracdes benignas entre os grupos raciais. Dados da literatura relatam uma
maior frequiéncia de carcinoma mamario entre as caucasianas, contudo isso ndo e
nitido at¢é os 40 anos de idade, tornando-se marcante somente apos a
menopausa (CHAGAS, 2001; FRIEDENREICH et al., 2001). A etnia é
considerada fator de risco pequeno, mas nao desprezivel. Estatisticas americanas
indicam que mulheres negras sdo mais propensas a morrer de cancer de mama
gue mulheres brancas (DRAPER, 2006). Essas diferencas entre as ragas podem
estar relacionadas a habitos alimentares, préticas culturais e status
socioecondémico.

A genética, ou historia familiar, corresponde a somente 5% dos casos, ou a
25% quando a doenca aparece em mulheres jovens ainda na pré-menopausa
(INCA, 2007). Em nosso trabalho, a minoria das mulheres com carcinoma
disseram que possuiam parentes afetados, sendo a taxa menor ainda (7,6%)
guando se tratavam de mae ou irma. Segundo FRIEDENREICH et al. (2001), o
risco de desenvolver cancer de mama € quatro vezes maior em mulheres que
possuem méae ou irma com céancer bilateral na pré-menopausa ou dois familiares
de primeiro grau com qualquer forma de cancer de mama. J& o risco relativo em
mulheres com histéria de um familiar de 1°grau com qualquer forma de cancer de
mama € de duas a trés vezes maior que em mulheres que ndo apresentam
historia familiar da doenca.

N&o encontramos nenhuma relacdo quanto a idade de menarca, primeira
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gravidez a termo ou nuliparidade e o desenvolvimento de cancer de mama, talvez
devido ao baixo numero de individuos, porém encontramos diferenga significativa
entre os grupos quanto ao estado fértil. Dois ter¢cos das mulheres com carcinoma
j& estavam na pos-menopausa enquanto que no controle 87,5% ainda estava na
menacme. Essa diferenga pode estar relacionada a diferenca de idade entre os
grupos com carcinoma e controle.

Ja esta bem estabelecido que a idade de menarca, paridade, idade na
ocasido da primeira gravidez a termo e menopausa sdo fatores de risco
relevantes, sendo a menopausa considerada o fator de risco mais importante. Por
trds disso esta uma relacdo positiva entre o numero aumentado de ciclos
ovulatorios e o risco de desenvolver cancer de mama (PETTERS et al., 1994;
PINOTTI et al., 2000).

Neste trabalho, entre as mulheres com carcinoma na senectude, a
menopausa ocorreu tardiamente em aproximadamente 31,3%, posterior aos 50
anos. De acordo com CHAGAS (2001) e EASTON (2002), em mulheres com
menopausa natural, quando a ultima menstruacdo ocorreu apos os 55 anos de
idade, o risco de desenvolver cancer de mama é duas vezes superior em
comparacao com mulheres que apresentaram menopausa antes dos 45 anos.

Outros fatores de risco para o desenvolvimento de cancer de mama podem
ser modificados na tentativa de diminuir a incidéncia dessa doenca. Esses fatores
estdo relacionados com o estilo de vida como consumo de alcool, fumo e uso de
pilulas anticoncepcionais. Ndo encontramos diferengas quanto a esses habitos
entre os grupos, porém, entre as mulheres que fumavam, a maioria pertencia ao
grupo com carcinoma.

O cancer de mama € uma doencga cronica, de evolugdo imprevisivel,
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variando muito seu comportamento entre as mulheres, mesmo quando pareadas
segundo parametros clinicos de maior importancia. Existem inumeros fatores
progndsticos no carcinoma de mama invasivo, no entanto, o acometimento de
linfonodos, tamanho e grau de tumor representam conjuntamente mais
informa¢Bes de progndstico que todos os outros reunidos (FALZONI, 2001).
Nossos resultados mostraram tumores de pequeno tamanho e de baixo grau de
acometimento de linfonodos, demonstrando um melhor prognéstico para as
pacientes.

Neste trabalho, 100% dos carcinomas eram de origem ductal, concordando
a literatura que descreve que a maioria dos carcinomas invasivos de mama
possuem esse tipo histolégico (VASQUEZ et al., 2005; MORAES et al., 2006).
Entre os carcinomas ductais foram diagnosticados os subtipos mucinoso (15,3%)
e apodcrino (11,5%). Os subtipos de carcinoma ductal tendem a apresentar menor
tamanho e maior resposta aos tratamentos hormonioterapicos e, dessa forma,
possuem melhor progndstico que os carcinomas ductais simples (FALZONI,
2001).

Grande parte dos carcinomas foram positivos para receptor de estrogeno
(76%) e para receptor de progesterona (68%), o que era esperado devido a estes
serem pequenos e de baixo grau. Além disso, 0s tumores apresentaram baixo
indice de proliferacdo, uma vez que a expressdo de MIB-1 foi baixa,
demonstrando o bom progndstico dessas pacientes.

A diferenca de expressdo de MIB-1 observada entre oS grupos com
carcinoma e controle é devido as alteracdes benignas de mama apresentarem
alto indice de diferenciacdo, com baixa proliferagdo celular. A Unica alteracdo

benigna com forte coloracdo para MIB-1 foi uma mastite granulomatosa, explicada
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pelo ao alto indice de infiltrado inflamatdrio.

Os marcadores tumorais sao utilizados como fatores preditivos e
progndsticos. A positividade dos tumores para RE varia entre 60 e 81% enquanto
gue para RP a positividade € um pouco menor, entre 44 e 61%, porém, a maioria
dos tumores positivos para RP também é positiva para RE. Os tumores positivos
para os receptores hormonais geralmente apresentam menor tamanho, menor
grau histolégico, uma melhor resposta a terapia hormonal e um melhor
progndstico, principalmente nas mulheres na pos-menopausa (CHAUDHURI et
al.,, 1993; EISENBERG & KOIFMAN, 2001; MOLINA et al., 2005; HEENRY &
HAYES, 2006).

Recentemente, parametros moleculares tumorais tém sido estudados como
fatores prognésticos, incluindo genes supressores tumorais e proto-oncogenes.
Frequentes dele¢cbes genéticas sdo encontradas na regido do gene FHIT e foram
descritas em aproximadamente 30% dos canceres de mama (GATALICA et al.,
2000; INGVARSSON et al., 2001).

Avaliamos a integridade no locus do gene FHIT em 22 pacientes com
cancer de mama e em 13 pacientes com alteragbes mamarias benignas.
Observou-se a perda de heterozigose em 59,1% das pacientes com carcinoma
mamario e em 30% das pacientes do grupo controle. Frequéncias menores foram
encontradas no trabalho realizado no sul do Brasil por SANTOS et al. (2004), no
qual os autores encontraram alteracdes intragénicas em FHIT em 6 dos 25 casos
(24%), utilizando apenas o marcador D3S1300. A diferenga entre as frequéncias
pode ser explicada pelo fato de terem sido utilizados quatro marcadores
diferentes em nosso trabalho, sendo dois (D3S4260 e D3S2757) localizados

proximos a regides nao codificantes do gene FHIT e outros dois (D3S1300 e
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D3S1234) localizados proximos a regibes codificantes, aumento assim a
cobertura das regides intragénicas.

A maior taxa de perda de heterozigose foi encontrada nos marcadores
localizados entre os éxons codificantes do gene FHIT, especificamente nas
regides proximas aos éxons 5 e 8. Na regido do éxon 5 esta localizado o sitio
mais fragil do genoma humano, o FRA3B. Muitos autores discutem a relacdo do
gene FHIT com o processo de carcinogénese, levando em conta que uma simples
alteracdo no sitio fragil localizado na mesma regido seria o suficiente para a
transformacgédo celular e, assim, colocando em duvida o papel de supressor
tumoral do gene FHIT. Contudo, trabalhos como o de SEVIGNANI et al. (2003),
descrevem que a expressao de Fhit em camundongos knockout (Fhit-/-) resulta
na perda de habilidade na formacdo de tumores, demonstrando o papel desse
gene no processo de carcinogénese e sua possivel fungdo como supressor
tumoral.

Aberragfes encontradas nos transcritos de FHIT em cancer de mama séo
similares aquelas encontradas em carcinomas do trato digestivo, sendo que a
maioria dos transcritos tem alteracdes em éxons codificantes (NEGRINI et al.,
1996). O éxon 8, o qual contém o dominio da triade de histidina, freqiientemente
esti ausente, sugerindo que este éxon contém uma fungdo essencial que esta
perdida no processo de tumorigénese. A presenca da triade € essencial para a
atividade catalitica de Fhit, uma vez que uma simples substituicdo da histidina
central por asparagina leva a perda da capacidade de hidrdlise. Entretanto, a
proteina Fhit alterada continua suprimindo a formacdo de tumores, o que
demonstra que essa supressao € independente da atividade enzimética Ap3A

hidrolase (SIPRASHVILI et al., 1997). Talvez, Fhit funcione como uma importante
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molécula sinalizadora em que, através da ligacdo a Ap3A, determine parada no
ciclo celular para o reparo de danos ao DNA ou induza a apoptose (PEKARSKY
et al., 2002).

Alteracbes no gene FHIT sdo consideradas um evento precoce na
carcinogénese mamaria uma vez que sdo encontradas desde lesbGes preé-
neoplasicas a estagios avancados de cancer de mama (GATALICA et al., 2000;
INGVARSSON et al., 2001). Semelhante a literatura, observamos alteragfes em
FHIT no grupo controle, no carcinoma in situ e em todos os diferentes graus de
carcinoma invasivo. Na hiperplasia, que € considerada uma lesé@o pré-neoplasica,
a LOH foi detectada em dois dos trés casos.

HUIPING et al. (2000) compararam LOH dentro do gene FHIT em céancer
de mama lobulares e ductais, encontrando uma associagdo significativa entre
alteracdes neste gene e o tipo histologico ductal. Como 100% das pacientes com
cancer neste trabalho possuiam o tipo ductal ndo foi possivel fazermos essa
correlacao.

Em relagdo aos fatores prognosticos convencionais, também nao
encontramos diferenca significativa entre o comprometimento de linfonodos, graus
histologicos e a LOH dentro do gene FHIT, dados concordantes com SANTOS et
al. (2004), que nédo encontraram diferengas na taxa de perda de heterozigose nos
diferentes graus de carcinoma invasivo nem em tumores com metastases para
linfonodos axilares.

N&o houve relagéo entre a expressdo de RE e RP e a presenca de LOH
em FHIT, discordando com INGVARSSON et al. (2001) que relatam a associagao
entre alteragcbes em FHIT e reduzidos niveis de RE e RP. E ainda, dentre os

carcinomas com alteracbes em FHIT aqui analisados, 76,9% apresentaram
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positividade para MIB-1, demonstrando que essas células estdo em proliferagéo,
enquanto INGVARSSON et al. (2001) descrevem que 45% dos tumores eram
positivos para MIB-1.

Andlises clinicopatolégicas e epidemiolégicas em pacientes com carcinoma
mamario realizadas por HAYASHI et al. (1997) mostraram que alteragbes em
FHIT ndo estdo associadas a idade, classificacdo e tamanho tumoral, histéria
familiar ou estilo de vida dos pacientes, incluindo fumo e consumo de &lcool,
dados similares aos encontrados neste trabalho. J& CAMPIGLIO et al. (1999),
observaram uma associacdo significativa entre LOH do gene FHIT com o
tamanho tumoral.

SOZZl et al. (1998), estudando pacientes com cancer de pulmao,
descreveram que aproximadamente 80% dos tumores pulmonares apresentaram
perda de heterozigose no locus do gene FHIT, a qual foi duas vezes maior em
pacientes fumantes que em pacientes ndo fumantes. Além disso, MORI et al.
(2000) verificaram uma associacdo entre o alto consumo de éalcool e fumo e a
inativagcdo de FHIT em pacientes com céncer de esofago, indicando que FHIT
pode ser alvo de carcindgenos.

A avaliacédo de polimorfismos no gene FHIT em diferentes grupos étnicos é
importante para verificar a possivel presenca de alteragcbes em determinados
marcadores associadas a etnias especificas, porém néo foi observada nenhuma
relacéo, talvez devido ao baixo nimero de individuos no estudo.

Reunindo todos os casos de carcinoma e alteracdes benignas em um
mesmo grupo, encontrou-se um dado interessante: uma associagéo significativa
(p= 0,0059) entre a menopausa e a perda de heterozigose em FHIT, sendo que,

pacientes com perda de heterozigose em sua maioria (70,6%) estdo na pés
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menopausa, enquanto que a maioria das mulheres sem alteragfes em FHIT estédo
na menacme (tabela 9). Dado este ndo mostrado em trabalhos anteriores.

ISHII et al. (2001) relatam que 80% dos tumores mamarios com alteragcdes
génicas apresentam perda ou diminuicdo significativa da expressdo protéica de
Fhit. Entretanto, ndo encontramos relagéo entre a LOH no gene FHIT e alteragéo
na expressao protéica em nenhum dos grupos estudados. Talvez essa proteina
possa estar sendo expressa, porém ndo sabemos se esta funcionante, uma vez
gue foi detectada a presenca de alteracdes intragénicas.

GINESTIER et al. (2003) descreveram que todos os tumores mamarios
com expressdo nula da proteina Fhit possuiam alteracdes génicas e que 73% dos
tumores com expressao protéica diminuida apresentaram LOH, demonstrando a
relacdo entre a expressdo da proteina Fhit e alteragcbes no locus do gene.
Contudo, encontramos uma paciente com expressao nula da proteina Fhit sem
alteracdes visiveis no gene. Talvez existam alteracbes em outras regides nao
cobertas pelos marcadores utilizados nesse trabalho, ou ainda, outras alteragdes
génicas, indetectaveis por analise de perda de heterozigose, como mutacao
pontual ou metilacdo, que contribuem para niveis anormais de expressao da
proteina Fhit (ZOCHBAUER-MULLER et al., 2001).

Além da LOH em FHIT, delecdes homozigéticas tém sido descritas em
carcinomas esporadicos de mama e em alteragbes mamérias benignas, sendo
essas delecdes responsaveis pela perda de expressdo da proteina Fhit
(INGVARSSON et al., 1999). Outros estudos sugerem que a expressao reduzida
de mRNA e a alteracdo génica também estdo associadas a expresséo reduzida
de Fhit (NEGRINI et al., 1996; AHMADIAN et al., 1997).

Através do acompanhamento a longo prazo das pacientes com cancer de
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mama e a analise da expressado de FHIT, CASSELI et al. (2001) relataram que no
grupo de pacientes com bom progndéstico de cancer de mama, a expressao da
proteina € normal ou intermediaria e esta associada a maior sobrevida livre da
doenga, enquanto que a auséncia de Fhit est associada & pior evolugdo desses
tumores.

Os estudos de sobrevida das pacientes com carcinoma sugerem que a
expressdo do gene FHIT separe dois subgrupos de pacientes com distintos
progndsticos e que esta proteina possa ser usada como marcador tumoral.
Tumores com Fhit negativo sdo potencialmente mais agressivos, sugerindo um
parametro para categorizar os individuos que necessitam de quimioterapia.
Entretanto, a proteina Fhit possui um impacto somente em estagios iniciais do
cancer de mama, o qual desaparece em estagios mais avancados (SEVIGNANI et
al., 2003).

Embora a funcdo de Fhit ainda ndo esteja precisamente estabelecida,
varios trabalhos sugerem que o gene poderia ser um importante alvo para a
terapia génica e para o desenvolvimento de drogas no futuro, uma vez que
demonstra ser um bom marcador de prognostico em varios tipos de céancer
(DUMON et al., 2001; GINESTIER et al., 2003; SEVIGNANI et al., 2003).

Devido a presenca de alteracdes no gene ATM, membro da mesma familia
do gene ATR, ja terem sido descritas em pacientes com cancer de mama e a
auséncia de estudos de polimorfismos no gene ATR neste tipo tumoral, um dos
nossos objetivos foi verificar a possivel relacdo de alteracdes génicas em ATR
com o carcinoma mamario.

Observaram-se alteracbes nos diferentes marcadores, ocorrendo

alteracdes em quatro pacientes (18,2%) com cancer de mama e em duas
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pacientes (15,4%) com alteragbes benignas, perfazendo um total de perda em
17% das pacientes. Alteracbes em ATR ndo foram associadas a nenhum tipo
histolégico, tamanho tumoral ou comprometimento axilar. Contudo, todas as
pacientes com carcinoma e LOH em ATR apresentaram tumores de grau Il,
apesar desse dado néo ter sido significativo.

Nenhuma relagdo entre a perda de heterozigose no gene ATR e os fatores
de risco para o desenvolvimento de carcinoma foi encontrada devido ao baixo
numero de alteragcfes génicas. Contudo, a existéncia de uma possivel associagédo
s6 pode ser descartada se for realizado um estudo com um numero amostral
maior.

O numero de altera¢des observadas no gene ATR foi inferior as taxas de
alteracdes observadas em FHIT. Entre as mulheres estudadas, 17 apresentaram
alteracdes em FHIT e apenas 6 apresentaram alteragcfes em ATR. Porém, entre
aquelas com alteragbes em ATR, 66,7% também apresentaram alteracdes em
FHIT. Talvez, essa relagdo possa se tornar significativa em um grupo maior, com
aumento do numero de mulheres com alteragbes em ATR e assim demonstrar
uma associacao entre esses dois genes.

Como alteragBes no locus de FHIT e ATR sdo observadas desde lesdes
pré-malignas até estagios avancados de cancer de mama, futuros estudos
poderiam tentar elucidar o preciso mecanismo de acdo de Fhit e Atr no epitélio

mamario e o envolvimento dessas proteinas no processo de tumorigénese.
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7. CONCLUSOES

- A LOH no gene FHIT ocorreu em 59% das pacientes com cancer de mama e em

30% das pacientes com alteragbes mamarias benignas;

- A LOH no gene ATR ocorreu em 18,2% das pacientes com céancer de mama e

em 15,4% das pacientes com alteragcdes mamarias benignas;

- As alteracdes no locus do gene FHIT ocorreram com maior freqiéncia nas
proximidades da regido codificadora do gene, principalmente préximo ao éxon 5,
regido onde esta presente o sitio fragil FRA3B e préximo ao éxon 8, onde esta

localizada a triade de histidina.

- N&o houve correlagéo entre expressdo dos marcadores tumorais RE, RP e MIB-

1 e alLOH no gene FHIT.

- Houve associagéao entre o término do periodo fértil e LOH no gene FHIT.

- As alteracdes no gene FHIT ndo alteraram a expressado da proteina Fhit, porém

nao foi determinado se essa proteina esta funcionante.

- 60% das pacientes com LOH em ATR também apresentaram LOH em FHIT, o

gue sugere que alteracdes em ATR podem levar a alteragc6es no gene FHIT.
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8. RESUMO

O gene FHIT é um supressor tumoral envolvido com o crescimento,
proliferacdo celular e apoptose, encontrando-se freqientemente inativado em
varios tipos de tumores. Em casos de cancer de mama, a perda ou a reducao da
expressdo da proteina Fhit foi associada a progressdo tumoral e ao pior
prognodstico da doenca. Recentemente, foi demonstrado que a quinase ATR
participa do checkpoint do ciclo celular e exerce um papel critico na manutencgéo
da estabilidade dos sitios frageis, sendo que a inativacdo deste gene resulta
instabilidade dos sitios frageis. O gene FHIT contém um dos sitios frageis mais
importantes do genoma humano, o FRA3B, e, portanto, alteragdes no gene ATR
podem estar relacionadas com maior freqiéncia de alteracdes no gene FHIT.
Tendo em vista a importancia da inativagdo de FHIT para a progresséo do cancer
de mama e o fato de existirem poucas informacdes sobre o status deste gene em
pacientes brasileiras, neste trabalho nés avaliamos alteragdes moleculares dos
genes FHIT e ATR por técnicas de PCR e analisamos a expressao da proteina
Fhit por imunoshistoquimica.

Foram obtidas amostras de sangue periférico e de tecido mamario
(proveniente de bidpsia ou cirurgia) de 26 mulheres diagnosticadas com cancer
de mama e de 16 mulheres com alteragbes mamarias benignas, as quais
formaram o grupo controle. As amostras de DNA de ambos os tecidos foram
analisadas por PCR utilizando iniciadores que amplificam quatro marcadores
microssatélites localizados dentro do gene FHIT e trés marcadores localizados
dentro do gene ATR. A analise da perda de heterozigose (LOH) foi realizada
através da comparacdo da presenca e da intensidade dos alelos entre as
amostras de DNA do tecido sangliineo e do tecido mamario de cada paciente.

A LOH no gene FHIT ocorreu em 59% das pacientes com cancer de mama
e em 30% das pacientes com alteragbes mamarias benignas, 0 que sugere que
alteracbes no gene FHIT ocorrem precocemente no processo de carcinogénese
mamaria. As alteraces no locus do gene FHIT ocorreram com maior freqiéncia
nas proximidades da regiao codificadora do gene, principalmente préximo ao éxon
5, regido onde esta presente o sitio fragil FRA3B e proximo ao éxon 8, onde esta
localizado a triade de histidina. N&o foi observada correlagéo entre expresséo dos
marcadores tumorais RE, RP e MIB-1 e a LOH no gene FHIT. Destaca-se a
associacdo entre o término do periodo fértii e LOH no gene FHIT, dado néo
demonstrado anteriormente na literatura. Diferentemente de outros trabalhos, as
alteracbes no gene FHIT ndo alteraram a expressdo da proteina Fhit, porém néo
foi determinado se essa proteina encontra-se em sua forma ativa.

A LOH no gene ATR ocorreu em 18,2% das pacientes com cancer de
mama e em 15,4% das pacientes com alteracbes mamarias benignas. Entretanto,
60% das pacientes com LOH em ATR também apresentaram LOH em FHIT, o
gue sugere que alteracdes em ATR podem levar a alteragbes no gene FHIT.
Estudos subsequentes, com um ndmero maior de pacientes com alteragcdes
nesses genes, serdo necessarios para confirmar esses resultados.

Palavras-chave: Cancer de mama. FHIT. ATR.
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8.1. ABSTRACT

FHIT is a tumor supressor gene involved in the regulation of apoptosis and
cell proliferation which is usually inactivated in many tumor types. In breast cancer
cases, the loss or reduction of Fhit protein expression was associated with tumor
progression and poor prognosis of the disease. Recently, it has been
demonstrated that the kinase ATR plays an important role in the cell cycle
checkpoint and it is critical to regulating fragile site stability, thus the inactivation of
this gene results in fragile site instability. FHIT gene spans one of the most
important fragile sites of the human genome, FRA3B, and, therefore, ATR gene
alterations may be correlated with higher frequency of FHIT gene alterations.
Given the role of FHIT inactivation in breast cancer progression and the fact that
there is little information about the status of this gene in Brazilian patients, this
study is aimed at evaluating molecular changes in FHIT and ATR genes by PCR
methods, and investigating Fhit protein expression by immunohistochemistry.

Peripheral blood and breast tissue biopsy or surgical samples of 26 women
diagnosed with breast cancer and 16 women with benign breast conditions, which
comprised the control group, were collected. PCR was used to analyze the DNA
samples of both tissues by using primers that amplify four microsatellite markers
located within the FHIT gene and three markers located within the ATR gene. Loss
of heterozygosity (LOH) analysis was performed by the comparison of the
presence and intensity of alleles between the DNA blood sample and breast tissue
sample of each patient.

LOH at the FHIT gene occurred in 59% of the patients with breast cancer
and in 30% of the patients with benign breast conditions, suggesting that FHIT
gene alterations occur early during breast carcinogenesis. Alterations in the FHIT
locus happened more frequently in the surroundings of the gene coding region,
mainly flanking exon 5, where the fragile site FRA3B is located, and flanking exon
8, where the histidine triad is present. No correlation between the expression of
the tumor markers ER, PR and MIB-1 and the LOH at the FHIT gene was
observed. The connection between the end of the fertile period and LOH at the
FHIT gene, information that had not yet been demonstrated in the literature, is
remarkable. Furthermore, unlike other studies, FHIT gene alterations did not alter
Fhit protein expression. On the other hand, it was not established whether this
protein was in its active form.

For the ATR gene, 18.2% of the patients with breast cancer and 15.4% of
the patients with benign breast conditions presented LOH. However, 60% of the
patients with LOH at the ATR gene also presented LOH at the FHIT gene, what
suggests that alterations in ATR might cause alterations in the FHIT gene.
Subsequent studies comprising a larger number of patients with alterations on
these genes are, therefore, necessary to support these outcomes.

Key-Words: Breast cancer. FHIT. ATR.
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Anexos 10z

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: ANALISE MOLECULAR DOS GENES FHIT (FRAGILE
HISTIDINE TRIAD) E ATR (ATAXIA-TELANGIECTASIA AND RAD3 RELATED)
EM PACIENTES COM CANCER DE MAMA

PESQUISADOR RESPONSAVEL: PROF. DR. ANDRE LUIZ PED&®

Prezada doadora,

Gostaria de convida-la para participar de um esto@ntifico, cujo nome é
“Analise molecular dos gendHIT (fragile histidine triad e ATR (ataxia-telangiectasia
and rad3 relatefiem pacientes com cancer de mama”. O objetivedestido é verificar
se dois genes importantes, o gene FHIT e o0 geng pd#kem ter sido perdidos durante o
desenvolvimento de lesbes na mama. A perda destess gpode ser importante para o
desenvolvimento de tumores, mas, para verificar, iggecisamos realizar pesquisas como
esta. O estudo consiste em analisar fragmentogados de mama com suspeitas de
alteracdes patoldgicas (ou seja, relacionadas a@mnga) e de fragmentos de tecidos que
nao tenham suspeita de lesbes, o que provavelmeme;aso das mulheres que fazem
cirurgia de reducdo de mama. Esta pesquisa nawdi& nenhum beneficio diretamente,
mas 0s avangos na area da salde sO acontecenyeesgesomo esta forem feitas, por
iSSO sua participacdo € muito importante.

Caso vocé concorde em participar, gostaria de reselaque ndo sera realizado
nenhum procedimento que traga risco para a su& sAlcbleta do material para a bidpsia
vai ser feita mesmo que vocé nao participe destgyiea. Para a sua participagdo, vocé
precisaria autorizar que um pequeno pedaco do iaatere sera colhido para a biopsia
seja destinado para esta pesquisa. Portanto, vaocéterd que passar por nenhum
procedimento além do que vocé sera submetida. Adéste material, n6s também

precisariamos colher um pouco de sangue do seo,leagi vocé teria o desconforto de
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uma picada de agulha. A coleta de sangue vai garder um profissional com pratica e
com material descartavel.

Gostaria de esclarecer que, se vocé aceitar calabom esta pesquisa, vocé tera
direito a todas as informacgdes relacionadas a@forej seu nome nunca sera divulgado, ja
que vocé sera identificada com um nimero. E imptetéambém vocé saber que n&o é
obrigada a participar deste estudo e que podaretiseu consentimento no momento que
desejar, sem que o seu atendimento seja prejudivadé ndo recebera nenhum valor em
dinheiro pela sua participacdo, mas também estaeade qualquer responsabilidade sobre

as despesas deste projeto.

Uberaba, ....... [ J

Assinatura do voluntario ou seu responsavel legal Documento de identidade

Assinatura do pesquisador responsavel Assinatura do pesquisador orientador
Telefone de contato dos pesquisadores: 34-3318-5434
Em caso de duvida em relagdo a esse documento, paute entrar em contato com o

Comité Etica em Pesquisa da Faculdade de Medi@riridngulo Mineiro, pelo telefone
3318-5854.
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Anexos 104
Andlise dos Prontuéarios

Paciente nimero: Data: [/ |

O Cirurgiamama: /[ 0OQT O Bid6psia /|

Tecido: O parafinado O congelado

Diagnostico:

Tamanho tumoral: Comprometimentoriodios:

Nome:

RG: Cor:

Data de Nascimento: __ /| ldade: ___ anos

Procedéncia:

Profisséo:

Bebida: O Sim O Néo Quanto tempo:

Fumo: O Sim O Néo Quanto tempo:

Drogas:

Menarca:

Menopausa:

Filhos: 1° parto:

Aborto: O Sim 0 Nao Quantos:

Anticoncepcional: [ Sim 0 Néo Tempo:

Uso de algum remédio: (horménio)

Histoérico familiar CA mama:

Outro cancer:

Outra cirurgia (Utero e ovario)

Outras Doencas:
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