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RESUMO




ESCORCIO-DOURADO, C. S. M. Estudo do HER2 por gPCR e expressdo dos
antigenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamario. 98p. Tese de Doutorado (Programa
de Pdés-Graduagcdo em Biotecnologia) — Universidade Federal do Piaui, Teresina,
2017.

O céncer de mama € a neoplasia mais comum em mulheres de paises ocidentais e
no Brasil, em 2016, foi responsavel por cerca de 14.206 mortes. O diagndstico
precoce e 0 uso de biomarcadores sdo importantes nas estratégias terapéuticas,
prognésticas e reducdo da mortalidade. O receptor do fator de crescimento
epidérmico humano tipo 2 (HER2) é um marcador tumoral que, quando
hiperexpresso aumenta a proliferacdo celular e reduz a apoptose ou morte celular
programada, comumente avaliada pelos biomarcadores Ki-67 e Bcl-2,
respectivamente. Portanto, os biomarcadores HER2, Ki-67 e Bcl-2 estdo envolvidos
na agressividade tumoral, planejamento terapéutico e progndéstico. Os receptores de
estrogeno e progesterona, a proteina Ki-67 e o HER2 permitem a classificacao
molecular do carcinoma mamario em cinco subtipos moleculares: luminal A, luminal
B, HER2 e triplo negativo. Os biomarcadores HER2, Ki-67 e Bcl-2 tém sido os mais
estudados no cancer de mama em relacdo ao prognéstico e tratamento, todavia ha
controvérsias. Tais achados nos levaram a estudar o polimorfismo do gene HER2
(rs1136201) e a expressao dos antigenos Ki-67 e Bcl-2 no cancer de mama. Esta
tese foi estruturada em trés capitulos. No capitulo | avaliou-se a presenca do
polimorfismo do gene HER2 (rs1136201) entre mulheres com cancer de mama
(caso) e sem cancer de mama (controle), ndo tendo sido observada diferenca
estatisticamente significativa dos gendtipos GG e AG entre casos e controles (p= 1).
No capitulo Il, objetivou-se comparar a expressdo do antigeno Ki-67 entre os
subtipos moleculares de cancer de mama luminal A e triplo negativo, em que foi
mostrada uma porcentagem média de nucleos corados com anti-ki-67 de 10,14 e
77,22 no luminal A e triplo negativo, respectivamente (p <0,0001). No capitulo I
objetivou-se comparar a expressao imunoistoquimica da proteina Bcl-2 entre os
subtipos moleculares de cancer de mama luminal A e triplo negativo, tendo sido
mostrada uma expressdo da proteina anti-apoptoética Bcl-2 significantemente maior

no triplo negativo (86,7%) em comparacao ao luminal A (40,0%), (p<0,0003).

Palavras-chave: Cancer de Mama. Polimorfismo genético. Biomarcadores.

Proliferacao celular. Apoptose.



ABSTRACT




ESCORCIO- DOURADO, C. S. M. Study of HER2 by gPCR and expression of Ki-67
and Bcl-2 antigens in mammary carcinoma. 98p. Post-Graduate Program in
Biotechnology - Federal University of Piaui, Teresina, 2017.

Breast cancer is the most common neoplasm in women in Western countries and in
Brazil in 2016, was responsible for about 14,206 deaths. Early diagnosis and use of
biomarkers are important in therapeutic, prognostic and mortality reduction
strategies. Type 2 human epidermal growth factor (HER2) receptor is a tumor marker
that, when hyperexpressed, increases cell proliferation and reduces apoptosis or
programmed cell death, commonly assessed by Ki-67 and Bcl-2 biomarkers,
respectively. Therefore, the HER2, Ki-67 and Bcl-2 biomarkers are involved in tumor
aggressiveness, therapeutic planning and prognosis. Estrogen and progesterone
receptors, Ki-67 protein and HER2 allow the molecular classification of mammary
carcinoma into five molecular subtypes: luminal A, luminal B, HER2 and triple
negative. Biomarkers HER2, Ki-67 and Bcl-2 have been the most studied in breast
cancer in relation to prognosis and treatment, however there are controversies.
These findings led us to study the HER2 gene polymorphism (rs1136201) and Ki-67
and Bcl-2 antigen expression in breast cancer. This thesis was structured in three
chapters. In Chapter |, the presence of HER2 gene polymorphism (rs1136201)
among women with breast cancer (case) and without breast cancer (control) was
evaluated, with no statistically significant difference between the GG and AG
genotypes between cases and controls (p = 1). In Chapter I, we aimed to compare
Ki-67 antigen expression between the molecular subtypes of luminal A and triple
negative breast cancer, in which a mean percentage of nuclei stained with anti-ki-67
of 10.14 and 77,22 in luminal A and triple negative, respectively (p <0.0001). In
Chapter 1l we aimed to compare the immunohistochemical expression of Bcl-2
protein between the molecular subtypes of luminal A and triple negative breast
cancer, showing an expression of the significantly higher anti-apoptotic protein Bcl-2
in the triple negative (86, 7%) compared to luminal A (40.0%), (p <0.0003).

Keywords: Breast Cancer. Genetic polymorphism. Biomarkers. Cell proliferation.

Apoptosis.
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O céancer de mama é o segundo cancer mais comum no mundo e o cancer
mais frequente entre as mulheres com 1,67 milhdes de novos casos diagnosticados
em 2012, o que corresponde a 25% de todos 0s canceres e a quinta causa de morte
por cancer com 522.000 mortes (FERLAY et al., 2015). Estima-se que em 2020
havera no mundo um aumento de 26% na incidéncia de novos casos, sobretudo em
paises em desenvolvimento (CHATTOPADHYAY et al., 2014). Nos Estados Unidos
da América, o cancer de mama destaca-se em primeiro lugar entre os trés tipos de
cancer mais diagnosticados em mulheres, com uma taxa de mortalidade de
28.3/100.00 quando comparado a 36.4/100.00 em mulheres africanas
(IHEMELANDU et al., 2007).

No Brasil, no ano de 2016 foram diagnosticados 57.960 casos novos de
cancer de mama e 14.260 mortes em mulheres, sendo o primeiro cancer mais
comum em mulheres apos o cancer de pele ndo melanoma. Embora, as taxas de
mortalidade sejam elevadas, se diagnosticado e tratado oportunamente, o cancer de
mama pode ser considerado uma doenca de prognostico relativamente bom.
Todavia, no Brasil a doenca continua sendo diagnosticada em estagios avancados
guando comparada com paises desenvolvidos (INCA, 2016).

O cancer de mama € uma doenca heterogénea, na qual tumores mamarios
gue apresentam as mesmas caracteristicas histolégicas e que podem ter
comportamentos clinicos distintos expressos pela sua biologia. Essas diferencas
podem ser justificadas pela existéncia de cinco subtipos moleculares de carcinoma
mamario que se relacionam com a agressividade e progndéstico tumoral, tais como
luminal A, luminal B, HER2 (Human Epidermal Receptor 2) superexpresso, triplo
negativo e normal-like (PEROU et al., 2000). Os subtipos luminais, em particular o
luminal A, tém sido associados a progndsticos mais favoraveis, enquanto o triplo
negativo e o HER2 superexpresso estdo associados a uma maior agressividade e
prognostico desfavoravel (SERRA et al., 2014). Todavia, a avaliagdo gendmica € o
padrdo ouro para a classificacdo dos tumores mamarios, porém ela é complexa e de
alto custo, o que impossibilita seu uso na pratica clinica, principalmente em paises
em desenvolvimento (GOLDHIRSCH et al., 2013).

A avaliacdo imunoistoquimica, consoante Goldhirsch et al. (2013), além dos
receptores hormonais (RH), HER2 e do Ki-67, acrescenta outros biomarcadores para
inclusdo do subtipo basaldide. Todos estes marcadores séo rotineiramente usados

na clinica para estratificar as pacientes com cancer de mama com o intuito de
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predizer o progndstico, selecionar a terapéutica, assim como para incluir pacientes
em ensaios clinicos (PRAT et al., 2015). A progressado e a agressividade tumoral,
comprometendo o prognéstico, muito depende do equilibrio entre a proliferacéo
celular, avaliada principalmente pela expressado do Ki-67, e a apoptose, avaliada
principalmente pela expressdo do Bcl-2, que s&o determinantes chaves na
progresséo tumoral (DOWSETT et al., 1999). Todavia, 0s tumores que apresentam
hiperexpressdo do HER2 mostram uma maior proliferacdo e agressividade tumoral
com pior prognostico. Alteracdes genéticas, como o polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP) é importante, pois varios estudos tem mostrado associacéo da variante
polimérfica lle655Val ou rs1136201 do gene HER2 com um maior risco para cancer
de mama (KARA et al., 2010; MA et al., 2011). A hiperexpressao do gene HER2
pode ser avaliada imunoistoquimicamente, todavia o padrdo ouro é avaliacao
guantitativa por PCR em tempo real (QPCR) (SU et al., 2015).

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo avaliar a presenca do
polimorfismo do HER2 por qPCR e a expressédo de Ki-67 e Bcl-2 nos subtipos
moleculares de carcinoma mamario.

O conteudo descrito neste estudo esta estruturado sob a forma de capitulos,
conforme segue: o capitulo | trata do estudo que avaliou a presenca do polimorfismo
do gene HER2 entre mulheres com cancer de mama (caso) e sem cancer de mama
(controle), o que gerou um artigo submetido ao jornal médico “European Journal of
Cancer” (Qualis A1 em Biotecnologia). O capitulo Il trata de uma comparacao dos
antigenos Ki-67 entre os subtipos moleculares de cancer de mama luminal A e triplo
negativo, que resultou em um artigo publicado no jornal médico “Medical Oncology”
(B1 em Biotecnologia). Por sua vez, o capitulo Il comparou a expressao
imunoistoquimica da proteina Bcl-2 entre os subtipos moleculares de céancer de
mama luminal A e triplo negativo, publicado no jornal “Medical Oncology” (B1 em

Biotecnologia).
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2.1.Carcinogénese Mamaria

A carcinogénese mamaria compreende trés fases: a iniciagdo, caracterizada
pela exposicdo das células aos carcinégenos com consequente mutacdo e formacao
de clones celulares atipicos; a promoc¢ao, constituida pela multiplicacdo destes
clones celulares e a progressdao na qual as células transformadas apresentam
autonomia para proliferar e, pela perda da coesdo e obtencdo da mobilidade,
tornam-se invasivas (COOPER, 1995; MAREEL; LERQOY, 2003).

Figura 1. Etapas da carcinogénese.

Mutacao

Iniciacéo

Promocéao

(o _’._ RM—

0 reparo do

DNA celular

C®__ X9
Proiiferagéoroliferagéo

celular
\ / Progressao
Morte celular Proliferago metastase
(Apoptose) celular

Cancer

[Fonte: Adaptado de INCA, 2010.

Na primeira fase 0s eventos genéticos envolvidos sdo a ativacdo dos
protoncogenes e a perda do bloqueio de genes supressores do tumor. Os
[protoncogenes SA0 GENES promotores Ao crescimen if
controlam a divisdo mitotica ordenada das células (McKINNELL, 1998). Uma vez
ativados promovem sintese protéica estimuladora do crescimento e da proliferacéo
celular anormal (BADANO; KATSANISS, 2002).

Na promocdo, segunda fase da carcinogénese, os estimulos especificos
necessarios para que ocorra o desenvolvimento do tumor sdo os horménios
esterdides, as reacles inflamatorias e os fatores de crescimento (ARIGA et al.,
2005).

A progresséo caracteriza-se pela capacidade de invasao e metastatizacao.

No cancer de mama essa fase atinge mais comumente 0s 0ssos, o0 figado e o
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pulméo. Todavia, o comprometimento dos linfonodos regionais e a invasédo da via
linfatica estdo relacionados com a sobrevida e o tipo de tratamento. Contudo, vale
ressaltar que o intervalo de tempo entre o diagndstico e o aparecimento da primeira
metastase € inversamente proporcional ao numero de linfonodos positivos (GULBEN
et al., 2007).

2.2.Fatores Prognosticos no Cancer de Mama

Fatores prognésticos sao biomarcadores produzidos pelo tumor ou por células
normais do paciente, em resposta ao tumor, que podem ser medidos durante o
diagnéstico clinico e/ou laboratorial que determinam o nivel de comprometimento da
lesdo e fornecem informagOes sobre o estado global do céancer do paciente,
independentemente da terapia (LANGLANDS et al., 2013). A rigor, sdo proteinas
envolvidas com a oncogénese e a atividade proliferativa do tumor (KAUFMANN;
PUSZTAI, 2011).

A propésito, o tamanho do tumor, o tipo e grau histologicos, o estado dos
ganglios, a invasao vascular, a expressao do Receptor de Estrogénio (RE), Receptor
de Progesterona (RP) e a superexpressdo do HER2 sdo importantes fatores
prognosticos norteadores das decises terapéuticas para pacientes com cancer de
mama (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).

Por outro lado, a extensdo da disseminacdo do tumor no organismo e 0s
sistemas de estadiamento servem como parametros clinicos para se obter
estratégias prognosticas. A caracterizacdo do estadiamento das neoplasias mais
utilizado € a classificagdo TNM (T= Tumor Primario; N= Glanglios Linfaticos; M=
Metastase a Distancia) (SOBIN et al., 2009). De acordo com esta classificacdo o
tamanho do tumor, a presenca de células tumorais dentro dos espacos vasculares
linfaticos ou pequenos capilares que rodeiam o tumor e a presenca de metastase a
distancia determinam um pior prognostico para o cancer de mama (CIANFROCCA;
GRADISHAR, 2009).

2.3.Classificacdo Molecular
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A partir da andlise de painéis de expressao génica foi possivel classificar o
cancer de mama em cinco subtipos moleculares que se correlacionam com o
prognéstico: luminal A, luminal B, HER2 superexpresso, triplo negativo e basal ou
basal6ide (Tabela 1) (BASTIEN; RODRIGUEZ-LESCURE; EBBERT, 2012). Esses
subtipos apresentam diferencas tanto na expressao de genes como no prognéstico e
na resposta a terapéutica (BARROS; LEITE 2015).

Tabela 1. Perfis imunofenotipicos para a classificacdo molecular por

imunoistoquimica dos tumores de mama.

Subtipo molecular Classificacao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 <14%
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER2- e Ki-67 214%
Basal ou Basaloide RE-, RP-, HER2-, CK5+ e/ou EGFR+
Triplo Negativo RE-, RP-, HER2-, CK5- e EGFR-
HER2 superexpresso RE-, RP- e HER2+

HERZ2: receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano; EGFR: receptor tipo 1 do fator de
crescimento epidérmico; RE: receptor de estrogénio; RP: receptor de progesterona; CK5: citoceratina
5.

Fonte: Adaptado de Cirqueira et al., 2011.

Os subtipos luminais receberam essa denominacdo devido a similaridade
gue as ceélulas neoplasicas desses grupos possuem com as células mamarias
normais, que ficam em contato direto com o limen dos ductos mamarios, as
chamadas células luminais (SOTIRIOU et al., 2003). O luminal A, apresenta RE e/ou
RP positivos, auséncia de HER2 e baixa taxa de proliferacdo (Ki-67<14%),
corresponde a cerca de 60% dos carcinomas mamarios, e em relacdo aos outros
subtipos, é o de melhor prognostico (WEIGEL; DOWSETT, 2010). J4 o luminal B,
cujo fenotipo é RE e/ou RP positivos, foi caracterizado por baixa ou moderada
expressdo de genes expressos pelas células epiteliais luminais, como, por exemplo,
as citogueratinas 7, 8, 18 e 19 (SORLIE et al., 2004). A avaliacdo do indice de
proliferacdo celular mais elevado (Ki-67>14%), o que o distingue do luminal A. O
luminal B corresponde a cerca de 30% dos carcinomas de mama (PEROU et al.,
2000; PRAT et al., 2013).
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O subtipo triplo negativo corresponde a cerca de 20% dos carcinomas de
mama (PRAT et al., 2013), além de ser o que apresenta menor sobrevida € também
0 que exibe caracteristicas mais agressivas, alta graduacado histolégica e nuclear,
alto indice mitético, maior frequéncia de metéstases regionais e a distancia (STIVAL
et al., 2012).

O HER2 superexpresso possui elevada expressdo da oncoproteina HER2 e
receptores hormonais negativos (SOTIRIOU et al., 2003). Em geral, esse subtipo
corresponde a cerca de 20% dos casos (CIRQUEIRA et al., 2011). Pacientes com
diagnéstico primario de carcinoma de mama e com superexpressao de HER2
possuem um pior progndstico em relacdo aos pacientes que ndo apresentam essa
amplificacéo génica (WOLFF et al., 2007).

2.4.HER2

Os receptores HER séo proteinas transmembranares que ligam o fator de
crescimento epidérmico (EGF) ou outros fatores. Estdo entre os 58 receptores
tirosina-quinase (TK) humanos ja descobertos. Quando estimulados por ligantes
formam dimeros que se transfosforilam vindo em seguida a transducdo de sinais
intracelulares que leva a invaséo e ao crescimento de células malignas (LEMMON,;
SCHLESSINGER, 2010).

Em geral, no cancer esses receptores encontram-se desregulados, e essa
desregulacéo pode ser ativada a partir de uma variedade de mecanismos, dentre os
guais se destacam: mutacfes, superexpressdao do receptor, superproducdo de
ligantes ou ainda a associagao destes dois ultimos mecanismos (LEITE et al., 2014).
A interacdo entre receptor e ligante resultara em homo ou heterodimerizacao,
levando a autofosforilacdo cruzada dos residuos citoplasmaticos de TK, que por sua
vez irdo funcionar como sitios para moléculas sinalizadoras, responsaveis pela
inicializacdo da cascata de eventos intracelulares que culminara na formacdo dos
mais variados efeitos pro-carcinogénios (Figura 3) (LEMMON; SCHLESSINGER,
2010).
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Figura 3. Ativacao do receptor HER2.

Proliferagao
celular

Fonte: Adaptado de Yue, 2007.

A superexpressdo do HER2 pode estd associada a maior agressividade
biologica em varios tipos de tumores sélidos, incluindo os carcinomas do pulmao,
coélon, ovario, da bexiga, e da cabeca e pescoco. A estimulacdo desse receptor
medeia varios acontecimentos que sao criticos para a formacdo e progressao do
tumor, incluindo proliferacdo, invasdo e angiogénese (CHATTOPADHYAY et al.,
2014).

Varios estudos clinicos ja relataram uma associacdo positiva entre sua
superexpressao e o prognostico desfavoravel do cancer de mama (GOLDHIRSCH et
al., 2013; CHATTOPADHYAY et al., 2014). Desta forma subtipos moleculares de
cancer de mama que apresentam amplificacdo do gene HER2 ou superexpresséo
da proteina HER2 sdo chamados HERZ2-positivo. Estes tendem a crescer mais
rapidamente, sdo mais propensos a se disseminar e recidivar em compara¢cao com o
subtipo HER2-negativo (BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011). De Potter; Schelfhout
(1995) atribuiram esse fato ao aumento de atividade metastatica das células
tumorais que expressavam a proteina.

Atualmente a imunoistoquimica é o método auxiliar e indispensavel para a
identificacdo do HER2, sobretudo porque permite detectar a expressdo aumentada
da proteina sem que a amplificacdo do gene esteja presente (BARROS; LEITE,

2015). A proposito, a amplificagdo do gene ja foi descrita em cerca de 25% dos
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carcinomas mamarios. Entretanto, sua expressao aumentada foi detectada em
aproximadamente 20% de todos os casos de cancer de mama (DONG et al., 2008).

Do ponto de vista clinico, o HER2 é um importante biomarcador no cancer de
mama, pois sua expressao aumentada serd determinante para a escolha da
guimioterapia. Assim, a deteccdo precoce do status HER2 pode trazer grandes
beneficios para as pacientes e contribuir fortemente para a tomada de decisdo sobre
o tratamento a ser seguido no cancer de mama (SU et al., 2015).

A superexpressao do HER2, descrita em varios tipos de tumores sdlidos,
incluindo o de cancer de pulmdo, mama, cabeca e pescoc¢o, gastrico, prostata,
bexiga, ovario, carcinoma colo retal e glioblastomas, indicou associacdo negativa
entre sobrevida, em particular no cancer de mama. Dentre 0S mecanismos que
contribuiram para isto destacam-se a ativacdo da transcricdo e a amplificacdo do
gene (YK et al., 2011).

2.5.Ki-67

O antigeno Ki-67 foi originalmente descrito por Gerdes; Schwab; Lemke
(1983), na cidade de Kiel (“Ki”), apds a imunizagao de camundongos com linfoma de
Hodking (67 se refere ao numero do clone), como uma proteina nuclear nao histona.
O Ki-67 nao é expresso em ceélulas em repouso (G0), mas pode ser detectada na
fase G1 e M do ciclo celular (GERDES; SCHWAB; LEMKE, 1983). Sua utilizacédo
como um marcador de proliferacdo celular mostrou que o percentual de células
positivas para Ki-67 pode ser usado para estratificar pacientes como de bom
prognostico ou prognostico desfavoravel (WIESNER et al., 2009). Assim, baixo
indice de proliferacdo celular foi associado a menor crescimento tumoral e melhor
prognostico (YEHI; MIES, 2008). Além disso, a expressdo de Ki-67 é um dos
parametros que sao utilizados para caracterizar os diferentes subtipos moleculares
de cancer de mama (SILVA et al., 2012).

O Ki-67 € expresso em niveis baixos no tecido mamario saudavel e no epitélio
normal adjacente ao fibroadenoma (<3%) (DA SILVA; LOPES; GEBRIM, 2006;
KONTZOGLOU et al., 2013). Clarke et al. (2007) relataram que no tecido saudavel o
Ki-67 é expresso exclusivamente em células RE negativas e que as células RE
positivas ndo proliferam sob circunstancias normais, ja no tecido maligno ocorre

proliferacdo em ambas as células. O Ki-67 & um fator de proliferacdo facilmente
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avaliado e reprodutivel e pode ser uma ferramenta tanto de progndstico como para a
selecdo do tratamento adjuvante a ser instituido. Existem muitos marcadores de
proliferacdo, mas o Ki-67 se destaca pelo fato de ser muito sensivel, ter um preco
acessivel, ser de facil execucao, ser reprodutivel, além de ter a vantagem de poder
ser avaliado em amostras tumorais emblocadas em parafina (KEY et al., 1993).

2.6.Bcl-2

A via mitocondrial da apoptose é controlada pela familia das proteinas Bcl-2
(B-cell lymphoma protein 2), entre as proteinas mais estudadas, estdo a Bax (pro-
apoptotica) e a Bcl-2 (antiapoptética) (CASTEDO et al., 2004). Os membros dessa
familia inibem a apoptose, através da inibicdo da liberagdo do Citocromo c. Desta
forma, a expressdo de Bcl-2 inibe a geracdo de espécies reativas do oxigénio e a
acidificacdo intracelular, bem como estabiliza o potencial de membrana da
mitocondria (VANDER; THOMPSON, 1999). A homeostasia € mantida pelo controle
da quantidade de proteinas antiapoptoticas e pro-apoptoticas. Estimulos, como
lesdio ao DNA, elevam a expressdao das proteinas pro-apoptéticas, esse
desequilibrio induz a apoptose (PETROS; OLEJNICZAK; FESIK, 2004).

A expressdo de Bcl-2 no cancer de mama, ao contrario do que poderia ser
esperado por ter uma acao anti-apoptética, representa um bom prognadstico e indica
boa resposta ao tamoxifeno (GOLDHIRSCH et al., 2009). Elledge et al. (1997)
relataram que a presenca de Bcl-2 no carcinoma mamario esta correlacionada com
a presenca de RE e com uma maior sobrevida livre da doenca. Desde a ultima
década, a apoptose vem sendo alvo para um potencial uso terapéutico da morte
celular programada ou para a elucidacdo dos complexos mecanismos de resisténcia
a radio e a quimioterapia (NICHOLSON, 2000; DEBATIN, 2004). Estudos clinicos e
pré-clinicos com drogas que tém por alvo membros da familia Bcl-2 foram bem
sucedidos, as estratégias clinicas consistram em induzir a morte nas células
tumorais através do bloqueio de genes ou substituicdo da funcdo desses genes com
0 uso de moléculas recombinantes, pois se acredita que a reducdo na atividade da
Bcl-2 é suficiente para induzir a célula a entrar em apoptose (NICHOLSON, 2000;
OLTERSDOREF et al., 2005; KIM et al., 2006).
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2.7.Polimorfismo

O polimorfismo genético manifesta-se quando duas ou mais formas diferentes
de um mesmo gene, alelos, ocorrem simultaneamente em uma mesma populacéo
(BROCKMOLLER; TZVETKOV, 2008). As variagfes nas sequéncias de nucleotideos
podem ser substituicdes, delecbes, inser¢cdes e duplicacdo ou delecdo de genes. A
propésito, um gene sera considerado polimérfico quando o alelo menos frequente

ocorrer na populagédo com uma frequéncia maior que 1% (MILLER et al., 2001).

Dentre os polimorfismos relacionados com o cancer de mama destaca-se o
SNP, que apresenta duas possibilidades de nucleotideos na sequéncia do DNA e
geralmente formam 3 possibilidades de gendétipos, que podem ou nédo diferir em
fendtipos (BROCKMOLLER et al., 2008). Estas variacbes genotipicas podem
influenciar a taxa de transcricdo génica, a estabilidade do RNA mensageiro (RNAm),
ou a quantidade e atividade das proteinas (RISCH, 2000).

A presenca de SNP tem sido frequentemente implicada na carcinogénese de
uma variedade de tumores solidos, incluindo os carcinomas de mama, pulmao,
coélon, ovario, bexiga, cabeca e pesco¢co (DONG et al., 2008). A propdésito uma das
mais importantes mutacdes genéticas no cancer de mama € o SNP do gene do
HER2, variante rs1136201, localizado no cromossomo 17921 (MA et al., 2011), que
consiste na substituicdo do aminoacido Valina (G) pela Isoleucina (A) no cédon 655
(GTC > ATC) no dominio transmembranar do receptor HER2 (EL-MOUGY et al.,
2008).

Varios estudos demonstraram resultados controversos em relacdo a
associacao deste SNP e o risco de cancer de mama (KARA et al., 2010; DAHARERB,
MURRAY, 2011; MA et al., 2011). Embora, ainda que néo tenha sido completamente
esclarecida a associacdo do SNP HER2 (rs1136201) e o risco de cancer de mama
(DAHAREB; MURRAY, 2011), Fleishman et al. (2002) demonstraram que a
presenca de Val (G) na posicdo transmembranar estabiliza a formacdo de um
dimero ativo da proteina que predispfe uma auto-atividade do receptor HER2. Em
adicdo, Takano et al. (1995) sugeriram que a substituicdo de lle (A) por Val (G) no
cédon 655 pode alterar a hidrofobicidade da proteina HER2, afetando a estabilidade
conformacional dos dominios hidrofobicos, como o dominio transmembrana,

promovendo a transducdo de sinais intracelulares que leva a invasdo e ao

TESE DE DOUTORADO - Carla Solange de Melo Escorcio Dourado



Estudo do HER2 por qPCR e expressao dos antigenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamario 34

crescimento de células malignas. Assim, as controvérsias e escassez de estudos
envolvendo os biomarcadores HER2, Ki-67 e Bcl-2 nos subtipos moleculares de
cancer de mama, nos levaram a estudar a associacdo entre o polimorfismo da
variante rs1136201 do HER2 por qPCR e o risco para cancer de mama, comparacao
da expressdo do antigeno Ki-67 entre os subtipos de cancer de mama luminal A e
triplo negativo e a expressao do antigeno Ki-67 e Bcl-2 no cancer de mama luminal

A e triplo negativo.
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RESUMO. A presenca de polimorfismo no gene do receptor do fator de crescimento
epidérmico 2 (HER2) pode promover varias alteragbes celulares no cancer de
mama, incluindo metastase e aumento da agressividade da doenca. O objetivo deste
estudo foi investigar a presenca de single nucleotide polymorphism do gene HER2
no codon 655 em mulheres com cancer de mama. O estudo incluiu 140 mulheres,
sendo 70 casos (cancer de mama) e 70 controles (sem cancer de mama). O
genotipo GG esteve presente em 1 mulher (1,4%) em ambos 0S grupos caso e
controle (p= 0,32), enquanto o gendtipo AG ocorreu em 19 (27,2%) mulheres do
grupo de casos e em 13 (18,6%) mulheres do grupo controle (p= 1). Nao foi
observada diferenca estatisticamente significante entre o genétipo GG e AG nos
casos e controles em mulheres na pré-menopausa (p= 1), assim como ndo houve
diferenca significativa entre mulheres pos-menopausicas de caso e controle (p=
0,14). No estudo atual, o polimorfismo do gene HER2 no codon 655 ndo apresentou
associagao estatisticamente significante com cancer de mama, tanto em mulheres

pré-menopausicas quanto pés-menopausicas.

Palavras-chave: Cancer de mama. Polimorfismo genético. HER2. qPCR.

Menopausa.
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INTRODUCAO

O céancer de mama é o segundo cancer de maior ocorréncia no mundo e o
cancer mais frequente entre as mulheres com 1,67 milhdes de novos casos
diagnosticados em 2012, o que correspondeu a 25% de todos os canceres, e
representou a quinta causa de morte por cancer com 522.000 mortes [1]. Estima-se
que até 2020 havera no mundo um aumento de 26% na incidéncia de novos casos,
sobretudo em paises em desenvolvimento [2]. Nos Estados Unidos da América, o
cancer de mama destaca-se em primeiro lugar entre os trés tipos de cancer mais
diagnosticados em mulheres, com uma taxa de mortalidade de 48.9/100.000 quando
comparado a 63.2/100.000 em mulheres africanas, pais em desenvolvimento [1]. J&
no Brasil, o cancer de mama é a neoplasia maligna mais comum em mulheres apos
o cancer de pele ndo melanoma, tendo sido estimado para o ano de 2016, cerca de
57.960 casos novos e 14.260 mortes pela doenca [3].

Varios estudos tem demonstrado uma associacdo entre as alteracbes
genéticas e a carcinogénese mamaria, provocada principalmente por mutacdes em
oncogenes essenciais [4-8]. A proposito, o HER2 é um pronto-oncogene com
importante papel no prognéstico do cancer de mama, sendo, portanto um alvo
natural para estudos sobre polimorfismos. O gene HER2 (c-erbB-2 ou HER2/neu)
localizado no cromossomo 17921 é um dos membros da familia de receptores do
fator de crescimento epidérmico, 0s carcinomas mamarios que apresentam
superexpressao do HER2 s&o mais agressivos em comparacao aos outros subtipos
moleculares, apresenta rapido crescimento tumoral, aumento do risco de recorréncia
apOs cirurgia, resisténcia a terapia hormonal e pouca resposta a quimioterapia
convencional [13].

A propésito uma das mais importantes mutacdes genéticas no cancer de
mama € o polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) do gene do receptor do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2), [12]. Vérios estudos de genotipagem
correlacionaram o polimorfismo do gene HER2 lle655Val (rs1136201) e o risco de
cancer de mama. Todavia, os resultados tém sido inconsistentes e controversos,
embora a maioria dos autores tenha sugerido uma associacao positiva entre a
presenca deste SNP e o risco de desenvolvimento da doenca [4-8, 12-15].Dessa
forma, nos propusemos a estudar o polimorfismo do gene HER2 lle655Val

(rs1136201) em mulheres com cancer de mama.
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MATERIAL E METODOS
Pacientes e amostras de sangue

Este € um estudo transversal controlado, envolvendo pacientes da Clinica
ambulatorial de mastologia do Hospital Getulio Vargas (HGV) e laboratério de
Biologia Molecular do Hospital Natan Portela, Universidade Federal do Piaui, entre
outubro de 2014 e dezembro de 2016. O estudo incluiu 140 mulheres, divididas em
grupos de casos (com cancer de mama, N = 70) e controle (sem cancer de mama, N
= 70). Incluido neste estudo foram pacientes com cancer de mama confirmado
histologicamente e pacientes saudaveis (controles) confirmados por exame fisico e
testes de imagem que foram negativos para malignidade. Excluidos do estudo, as
mulheres eram mais velhas que 80 e aqueles que sofrem de doencas hepaticas,
metabadlicas, cardiovasculares ou renais ou que relatam outros tipos de malignidade.
Foram extraidos trés ml de sangue por um técnico especializado usando seringas
descartaveis e agulhas apos consulta médica. O sangue total foi armazenado em um
frasco proprio contendo anticoagulante (EDTA), conservado em um congelador, a -
20°C.

Extracdo de DNA
Para a extracdo do DNA de leucdcitos da amostra, utilizou-se o PureLink
Genomic® DNA Mini Kit (Life Technologies), de acordo com as instrucbes do

fabricante.

Genotipagem

Apés o isolamento, a concentracdo de DNA foi determinada pela
espectrofotometria Nanodrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). A
genotipagem foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR). A técnica RT-PCR permite a deteccdo da intensidade da emissdo de
fluorescéncia devido a amplificacdo da sequéncia de DNA alvo durante cada ciclo,
com uma sensibilidade e especificidade elevadas. Permite uma andlise comparativa
da expressao génica entre as amostras no ponto de partida da fase de amplificacéo
exponencial, na qual ndo h& saturacdo de amplificacdo. Como a enzima Taq
polimerase replica o DNA em cada ciclo de reacdo de PCR e um fluoroforo que
emite fluorescéncia é liberado. A quantificacdo da emissao de fluorescéncia indica o

namero exato de copias de DNA inicialmente presentes. A quantificacdo absoluta de
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DNA em uma amostra € realizada com o uso de uma curva padréo, obtida por
amplificagdo de quantidades conhecidas do mesmo DNA. Os ensaios de
genotipagem de SNP contém uma sonda marcada com corante VIC® e uma sonda
marcada com corante FAM™. As sondas TagMan® incorporam a tecnologia MGB,
onde a sonda VIC® detecta o alelo 1 e a sonda FAMTM detecta o alelo 2.
Procedimentos: As reagdes foram realizadas em volumes finais de 20 pL por
paciente, contendo: 10 uL TagMan® Genotipagem Master Mix; 0,5 uL de sonda
TagMan® personalizada para genotipagem de SNPs do gene humano HER-2 (SNP
ID rs1136201.Cod.C___ 7452451 1 sequence VIC / FAM:
CGCCCCCAGCCCTCTGACGTCCATC [A/ G] CTCTGCGGTGGTTGGCATTCTGCT
(Tabela 1); 5,5 uyL de DNA desionizado / livre de RNA agua e 4 pyL de amostra de
DNA por paciente, esses volumes foram distribuidos em placas de reacdo de 96
pocos (MicroAmp_ Fast Optical 96-Well Reaction Plate), 0,1 mL (Applied
Biosystems, EUA) em duplicado. A amplificagéo foi realizada usando Fast Real-
Time PCR System 7500 com software SDS 2.2 incorporado para genotipos SNP
(Applied Biosystems, EUA), nas seguintes etapas: (1) pré-PCR, com duracdo de 1
min a 60°C; (2) pré-incubacdo da mistura de reacdo a 95°C durante 10 minutos, (3)
termociclagem a 95°C durante 15 e 60°C durante 60 ciclos e 40 ciclos e p0s-PCR
com duracéo de 1 min a 60°C. Os dados de fluorescéncia foram capturados durante
40 ciclos de reacdo. Controle de qualidade de RT-PCR foi avaliado por selecéo
aleatoria de 20% das amostras totais para r re genotipagem por um técnico

independente.

Tabela 1 Identificacdo de cddigos de genes e SNP usados no teste TagMan® Life

Technologies.

Gene HER2 Sequéncia VIC/FAM

rs1136201 A>G CGCCCCCAGCCCTCTGACGTCCATCIA/G]TCTCTGCGGTGGTTGGCATTCTGCT

Anélise estatistica
O teste do y” foi utilizado para determinar se a distribuicdo do genétipo era

conforme o equilibrio de Hardy-Weinberg. A freqtiéncia de gendtipos foi comparada
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entre mulheres com cancer de mama e mulheres sem a doenca de um grupo
controle, usando o teste exato de Fisher. O odds ratio (OR) e o intervalo de
confianca de 95% (IC) foram calculados usando o teste exato de Fisher devido a

baixas frequéncias em linhas. O significado estatistico foi definido em p<0,05.

RESULTADOS

A média de idade das pacientes e o desvio padréo foi de 49,1 + 11,1 anos
para os casos e 45,4 + 12,8 para os controles (Tabela 2). O genétipo GG esteve
presente em 1 mulher (1,4%) em ambos 0s grupos caso e controle (p = 0,32),
enquanto o gendtipo AG ocorreu em 19 (27,2%) mulheres do grupo de casos e em
13 (18,6%) mulheres do grupo controle (p = 1). Nao foi observada diferenca
estatisticamente significante entre o genotipo GG e AG nos casos e controles em
mulheres na pré-menopausa (p = 1), assim como nao houve diferenca entre

mulheres pos-menopausicas de caso e controle (p = 0,14) (Tabela 3).
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Tabela 2 Caracteristicas das pacientes e genotipagem do gene HER2 SNP

rs1136201 nos pacientes de caso e controle.

Caracteristicas Caso Controle
N 70 70
Média de idade (DP) 49,1 (£11,1) 45,4 (+12,8)
Pré-menopausal 39 33
P6s-menopausal 31 37

Caso (%) Controle (%) p OR (95% IC)
rs1136201
AA 50 (71,4) 46 (65,7) - 1
AG 19 (27,2) 23 (32,9) 1 1,08 (0,34-3,4)
GG 1(1,4) 1(1,4) 0.32 1,59 (0,68-3,81)

N&o houve diferenca estatisticamente significativa do gendtipo SNP rs1136201 entre
0S grupos de casos e controles (p> 0,05). O odds ratio (OR) nao foi

significativamente maior entre 0s grupos.
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Tabela 3 Genotipagem do gene HER2 SNP rs1136201 em mulheres pré-

menopausicas e pos-menopausicas.

Pré-menopausal P6s-menopausal

Caso Controle p OR (95% IC) Caso Controle p OR (95% IC)

AA 30 26 - 1 20 20 -1

AIG 8 6 0,7 1,1(0,34-3,4) 11 17 0,14 2,7 (0,6
13,6)

GG 1 1 1 1,4 (0,23-4,3) 0 0 - -

N&do houve diferenca estatisticamente significativa entre os gendtipos SNP
rs1136201 no grupo de casos e grupo controle (p> 0,05), bem como no grupo poés-

menopausa (p> 0,05).

DISCUSSAO

No cancer o HER2 pode ser desregulado a partir de uma variedade de
mecanismos, dentre o0s quais se destacam mutacBes, polimorfismos,
superexpressao do receptor, superproducdo de ligantes ou ainda a associacao
destes dois Ultimos mecanismos [16]. Analises de clones de DNA humanos
identificaram um polimorfismo na regido de codificacdo transmembrana no codéo
655 do gene HER2. Este polimorfismo que codifica isoleucina (lle; ATC) ou valina
(Val; GTC) foi relatado em diferentes tipos de cancer [17]. Fleishman et al. [18]
demonstraram que a presenca de Val (G) na posicdo transmembranar estabiliza a
formacdo de um dimero ativo da proteina que predispbe uma auto-atividade do
receptor HER-2. Em adicéo, Takano et al. [19] sugeriram que a substituicao de lle
(A) por Val (G) no cédon 655 pode alterar a hidrofobicidade da proteina HER2,
afetando a estabilidade conformacional dos dominios hidrofébicos, como o dominio

transmembranar. Nakajima et al. [20] sugeriram que no cancer de mama a
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presenca desse polimorfismo aumenta a dimerizagdo, a autofosforilagdo e a
atividade tirosina quinase do HER-2, o que pode causar a transformacéo celular.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significante entre os genotipos dos grupos caso e controle, assim como também néo
houve diferencas entre os grupos supracitados com relacdo a pré e a pos-
menopausa para a variante rs1136201 (p>0,05). Um estudo caso-controle realizado
em mulheres chinesas sugeriu que o homozigoto GG foi associado a um risco
aumentado de cancer de mama [4]. Lee et al. [15] investigaram o SNP do gene
HER?2 lle655Val em mulheres taiwanesas com cancer de mama inicial. Os autores
sugeriram que a presenca do genotipo G pode ser um fator de risco para a doenca
de inicio precoce em Taiwan. Por outro lado, outros autores sugeriram que a
presenca do homozigoto GG pode ser um fator de risco para o cancer de mama em
mulheres africanas [21,22]. Ma et al. [23] demonstraram que 0 genoétipo
heterozigoto AG apresentou uma modesta associacdo com o risco de céancer de
mama. Ja Kara et al. [7] demonstraram que o SNP do gene HER2 nao foi associado
com o aumento do risco de cancer de mama em mulheres turcas. Corroborando com
esses achados Breyer et al. [12] ndo observaram associacédo entre esse SNP e o
risco de cancer de mama.

A proposito, AbdRaboh et al. [6] hipotetizaram que o polimorfismo do gene
HER2 lle655Val pode ser considerado um biomarcador genético de susceptibilidade
para o risco de cancer de mama, mas ndao um fator confidvel para estimar a
agressividade da doenca. Todavia, sabe-se que a associacao entre o SNP do gene
HER2 lle655Val (rs1136201) e o risco de cancer de mama ainda nao foi
completamente esclarecido [13]. Furrer et al. [24] estudaram a associacdo do
polimorfismo com cancer de mama HER2 positivo ndo metastatico e hipotetizaram
gue o SNP do gene HER2 Ile655Val pode desempenhar um papel significativo na
carcinogénese mamaria em mulheres caucasianas. Por outro lado, Watrowski et al.
[14] ndo demonstraram nenhuma associacao entre esse SNP e a susceptibilidade
ao cancer de mama em mulheres caucasianas. Nossos resultados estdo de acordo
com os achados de varios autores que realizaram desenho de estudo semelhante
[7, 11,14], em que a presenca do polimorfismo Ile655Val do gene HER2 em
mulheres com cancer de mama nado apresentou diferenca estatisticamente

significante, entre casos e controles.
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Varios autores demonstraram resultados controversos em relacdo a
associacdo do SNP do gene HER2 lle655Val e o risco de cancer de mama [7, 12,
14, 15, 23, 24]. Todavia, € importante levar em consideracdo que esses estudos
foram realizados em diferentes grupos étnicos e que o polimorfismo genético
apresenta variacdes somaticas em diferentes etnias [6]. Embora, os resultados do
presente estudo nao tenham demonstrado uma associagido estatisticamente
significaTIVA entre o SNP do gene HER2 lle655Val e o cancer de mama, nos
sugerimos que estudos futuros devem ser realizados, particularmente entre a
populagédo brasileira, incluindo um tamanho amostral maior, pois nossa diversa
miscigenacao favorece a distribuicdo de variantes gendémicas sem um perfil bem
definido. No presente estudo, ndo houve associacéo significativa entre o SNP do
gene HER2 (rs1136201) e o cancer de mama. No entanto, sugerimos a realizagao
de estudos futuros em diferentes grupos populacionais, com tamanho amostral

maior.
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RESUMO. Os biomarcadores de tumores, como 0s receptores hormonais, HER2 e
Ki-67, sdo utilizados de maneira robusta na pratica clinica para classificagcdo de
subtipos moleculares de cancer de mama. A proliferacdo celular avaliada pela
expressdo do antigeno Ki-67 é importante para determinar a agressividade do tumor.
No entanto, ha uma escassez de estudos que comparam a expressao de Ki-67 entre
subtipos moleculares de cancer de mama, particularmente entre tumores cada vez
mais agressivos, como subtipos luminal A e triplo-negativo, o que nos levou ao
estudo atual. Foram analisadas amostras de carcinoma ductal invasivo de 59
pacientes, que foram divididas em dois grupos: luminal A (n = 29) e triplo negativo (n
= 30). Para a reacdo imunoistoquimica, as amostras foram incubadas com anticorpo
monoclonal anti-Ki-67 (clone MIB1) e células que expressam a proteina Ki-67 foram
identificadas por coloracao castanho escuro dos nucleos, contando pelo menos 600
células por slide. As porcentagens meédias de nucleos corados foram analisadas pelo
teste t de Student (p <0,05). A porcentagem media de nucleos corados com anti-ki-
67 foi de 10,14 e 77,22 em cancer de mama luminal A e triplas negativas,
respectivamente (p <0,0001). Nosso estudo mostrou uma alta proliferacéo celular de
cancer de mama triplo negativo em comparacdo com a luminal A, justificando sua

agressividade e desfecho clinico fraco.

Palavras-chave: Cancer de mama. Subtipos moleculares. Luminal A. Triplo

negativo. Ki-67.
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INTRODUCAO

O cancer de mama é a neoplasia que mais comumente acomete mulheres no
mundo, apds o cancer de pele ndo melanoma [1]. O cancer de mama € mais comum
paises desenvolvidos, nos Estados Unidos cerca de 1 em 8 mulheres sera
diagnosticado o cancer de mama ao longo da vida [2] e € responséavel pela segunda
principal causa de morte por cancer, apds o cancer do pulméao [3,4]. No Brasil, 0
cancer de mama € a neoplasia maligna mais comum em mulheres ap6s o cancer de
pele ndo melanoma, tendo sido estimado para o ano de 2016 cerca de 57.960 casos
novos e 14.207 mortes pela doenca [5].

O estadiamento do carcinoma mamario, por ocasido do diagndéstico,
adicionado ao comportamento biolégico da neoplasia sdo importantes para
prognostico e sobrevida das mulheres [6]. O carcinoma mamario invasivo é uma
neoplasia heterogénea, pois mostra caracteristicas patologicas, moleculares e
comportamento bioldgico distintos, que tém influéncia no prognastico e planejamento
terapéutico [7]. As estratégias terapéuticas e progndsticas do carcinoma mamario
tém levado em consideragdo, além da proliferacdo celular, a expressdao dos
receptores hormonais (RH), tais como receptor de estrogénio (RE), progesterona
(PgR) e do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2), atraves
do trabalho pioneiro de Perou et al. [8], permitindo por meio da expressao génica a
subclassificacdo molecular do carcinoma mamario em cinco subtipos: Luminal A,
Luminal B, HER2 hiperexpresso e Triplo negativo (receptores hormonais negativos e
Her-2 negativo). Esta classificacdo pode ser mimetizada por um painel
imunoistoquimico, que se tornou padrdo na patologia de rotina, mas quando
disponivel a graduacdo gendémica € melhor para a subclassificacdo molecular [9].

Todos os biomarcadores supracitados sao importantes para classificacao
molecular do céancer mamario, todavia a proliferacdo celular, analisada
principalmente pela expressdo da proteina Ki-67, devido sua sensibilidade, é de
grande importancia na determinacdo da agressividade e do progndéstico tumoral,
assim como na orientacdo terapéutica [10,11]. Todavia, para o nosso melhor
conhecimento, até onde investigamos, ha poucos estudos na literatura avaliando a
expressdo do antigeno Ki-67 em canceres de mama altamente agressivos como 0sS
triplos negativos [12] e uma maior escassez de estudos comparando a expressao da
proteina Ki-67 entre o triplo negativo e um tumor menos agressivo como o Luminal A

[13,14], o que nos levou a concepgdo do presente estudo.
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MATERIAL E METODOS
Pacientes

O estudo envolveu amostras de carcinoma invasivo ductal de 59 mulheres
submetidas a tratamento na Clinica de Mastologia do Hospital Getulio Vargas,
Universidade Federal do Piaui, de dezembro de 2015 a janeiro de 2017. Os critérios
de inclusdo para o estudo foram o diagndstico prévio de carcinoma ductal invasivo,
auséncia de gravidez e tratamento anterior de céancer de mama. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui e
todos os pacientes assinaram um termo de consentimento informado antes da

admissao.

Desenho do estudo

As pacientes foram divididas em dois grupos de acordo com o subtipo
molecular de cancer de mama: Grupo A: luminal A, n = 29 e Grupo B: triplo negativo,
n = 30. Os grupos foram considerados homogéneos em relagdo a idade na menarca,
paridade, estado da menopausa e estagio clinico do tumor e considerado nao
homogéneo em relacdo a idade e ao estado dos linfonodos axilares (Tabela 1). As
mulheres foram submetidas a bidpsia para diagnostico de cancer de mama e
resseccao de amostra de tumor primario no momento da cirurgia definitiva para

estudo histolégico e imunoistoquimico.
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Tabela 1. Caracteristicas das pacientes.

Luminal A TripI?- P
(n=29) Negativo valor
(n=30)

Idade (anos)
Média 44.8 51,6 0,013
Menarca (anos)
Média 12,3 12,4 0,938
Paridade
Sim 22 25 0,532
N&o 7 2
Menopausa
sim 8 12 0,412
Nao 21 18
Estadiamento

I 19 18 1,000

Il 8 9

1l 2 3
Status axilar
Positivo 4 14 0,010
Negativo 25 16

Imunoistoquimica Ki-67

Para a avaliacdo imunoistoquimica da expressdo do Ki-67, as amostras
tumorais foram fixadas em formalina tamponada durante um periodo de 12-24 horas
e depois cortadas em secfes de 3 um de espessura. As amostras foram
processadas e coradas com hematoxilina-eosina para confirmar o diagndstico de
carcinoma ductal invasivo. As sec¢des foram entdo desparafinadas em xilol durante
5 minutos, desidratadas em etanol absoluto e lavadas em solucao salina tamponada
a pH 7,4 durante 5 minutos. Em seguida, as sec¢cfes foram tratadas com 3% de
peréxido de hidrogénio (H202), diluidas em solucdo tamponada durante 5 minutos

para bloquear o peréxido enddégeno. Para a recuperacdo do antigeno, as laminas
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foram colocadas em racks contendo 0,21% de acido citrico (pH 6,0) e aquecidas em
um forno de microondas ajustado com poténcia maxima durante 15 minutos. Foi
adicionada solucéo salina tamponada com fosfato contendo Tween (PBS-Tween) a
laminas que foram arrefecidas durante 20 minutos. As amostras de tecido foram
incubadas com anticorpo monoclonal anti-Ki-67 de rato primario (clone MIB1, Ref.
M7240, Dako, Carpinteria, USA / 1: 4800) a 4-8°C durante a noite. As laminas foram
seguidamente lavadas com PBS-Tween e incutidas com reagente secundario (Anti-
mouse BA 2000, Vector, Burlingame, EUA), incubadas durante 60 minutos a
temperatura ambiente, lavadas pela segunda vez com PBS-Tween e instiladas com
0 ABC Sistema de deteccao de elite (PK 6100, Vector, Burlingame, EUA), incubado
durante 45 minutos a temperatura ambiente, lavado pela terceira vez com PBS-
Tween, instilado com DAB (tetrahidrocloreto de diaminobenzidina, Ref. D5637,
Sigma, St. Louis, EUA) e incubou-se durante 5 minutos. Finalmente, as laminas
foram lavadas com agua destilada, contrastadas com hematoxilina, coradas com
solucgéo de nitrato de prata amoniacal, desidratadas com etanol absoluto, embebidas
brevemente em séries de xilol e montadas na resina Permount. As células que
expressam a proteina Ki-67 foram identificadas por coloracdo marrom escuro dos

nucleos.

Método Quantitativo

A quantificacéo foi realizada por dois observadores cegos sem conhecimento
prévio de nenhum dos casos. Um microscopio de luz (Nikon Eclipse E-400,
microscopio Optico, Toquio, Japdo) conectado a uma camera de video a cores
(camera digital Samsung CHC-370N, Seul, Coréia) foi usado. A imagem foi
capturada e transmitida para um computador equipado com o programa de software
Imagelab®, versdo 2.3. O programa foi desenvolvido pela Softium Informética Ltda.
(Séo Paulo, Brasil) para andlise de imagens. Para a expressao de Ki-67, um numero
minimo de 600 células foi contado em cada lamina com uma ampliacdo de 400X,
seja corado por anticorpos anti-Ki-67 ou ndo, comecando na area de maior
expressdo de Ki-67. A percentagem de células coradas para cada caso foi obtida
pela razdo entre o numero de células contendo nucleos corados e nédo corados

multiplicados por 100.

Andalise Estatistica
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O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar a
homogeneidade entre ambos os grupos em relagdo a idade do paciente. O teste
exato de Fisher e o teste de Kolmogorov-Smirnov foram utilizados para avaliar a
idade na menarca, paridade, estado dos linfonodos axilares e estagio tumoral. O
teste t de Student foi usado para comparar a porcentagem média de nucleos

corados com Ki-67 entre os dois grupos (p <0,05).

RESULTADOS

Em nosso estudo, a microscopia Optica mostrou uma maior concentracédo de
células com nudcleos corados com anti-Ki-67 no grupo triplo-negativo, em
comparacao com o grupo luminal A (Figura 1). A porcentagem média de nucleos
corados com anti-ki-67 foi de 10,14 e 77,22 em carcinomas de mama luminal A e
triplo negativo, respectivamente (p <0,0001) (Tabela 2). Esta diferenca € melhor
enfatizada na porcentagem média de nucleos corados entre grupos de tumores de

mama luminal A e triplas negativas (Figura 2).

Fig. 1. Fotomicrografias de cortes histolégicos de carcinoma de mama luminal A e
triplo negativo. Observe uma alta concentracdo de nucleos corados com Ki-67 no
cancer de mama triplo-negativo (B) em comparagcao com nucleos corados com Ki-67

esparsos no grupo luminal A (A).
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Fig. 2. Boxplot da porcentagem de células com nucleos corados com Ki-67 nos

grupos de cancer de mama luminal A e  triplo negativo.
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Tabela 2. Porcentagem média de nudcleos corados com Ki-67 no carcinoma de

mama luminal A e triplo negativo.

n Média EP médio Mediana Minimo Maximo
Luminal A 29 10,14 0,44 9,97 5,43 13,79
Triplo-Negativo 30 *77,22 0,87 76,38 67,11 89,55

* A diferenca de nacleos corados com Ki-67 foi significantemente maior no
carcinoma mamario Triplo negativo em comparac¢do com subtipo Luminal A

(p<0,0001).

DISCUSSAO

A atividade proliferativa celular, uma importante funcédo celular, esta
intimamente relacionada ao comportamento do cancer de mama [15]. Das varias
técnicas que tém sido desenvolvidas para avaliar a proliferacdo, uma das mais
largamente usada € a determinacdo imunoistoquimica do antigeno Ki-67, marcador
sensivel de proliferacdo celular [16] e que tem sido confirmado como fator
prognostico e preditivo independentes [17]. O valor do Ki-67 é um importante
parametro na subclassificacdo dos tumores luminais em luminal A (RH+, Ki-67<14%
e HER2 negativo) considerado de bom progndstico e o subtipo luminal B com Ki-

35T Consenso

67>14% e considerado de prognostico desfavoravel, consoante o 1
Gallen [18]. Portanto, o cancer de mama triplo negativo tem uma maior atividade
proliferativa e considerado ter comportamento clinico mais agressivo e um maior
risco de recidiva e mortalidade [19].

O presente estudo mostrou que o carcinoma de mama triplo negativo
presentou uma porcentagem de nucleos celulares expressando a proteina Ki-67
significantemente maior que o carcinoma luminal A. A propdsito, 0s tumores mais
agressivos como o triplo negativo e o HER2 hiperexpresso apresentam um sistema
de defesa intratumoral menos atuante e por conseguinte uma alta taxa de
proliferacdo celular, ao contrario do luminal A que apresenta uma rede de defesa

intratumoral mais densa e mais atuante com uma menor proliferagéo celular [12].
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A proliferagdo celular exagerada e a migracdo de células tumorais s&o
caracteristicas basicas da patologia tumoral durante a progressdo do cancer,
responsaveis pela disseminacdo da doenca e formacdo de metéstases [19]. A
proliferacdo aberrante e a migracdo de células tumorais sdo uma caracteristica da
patologia tumoral durante a progressdo do cancer. O antigeno Ki-67, portanto, pode
estar envolvido na génese e desenvolvimento do cancer de mama por afetar a
proliferacdo e migracdo de células cancerosas favorecendo a formacgdo de
metastases principalmente nos canceres com menor defesa intratumoral [20]. A
propésito, os mastécitos (MCs) sao células derivadas da medula déssea que
armazenam numerosos mediadores que modulam fun¢@es de outras células imunes,
guer melhorando resposta imunolégica ou induzindo tolerancia imune. Os MCs sao
também uma das primeiras células a infiltrar o cancer, podendo tanto promover
guanto suprimir o crescimento tumoral [12, 21-23].

Alguns autores tém mostrado fortes correlagbes nas expressoes dos
receptores hormonais e Ki-67 entre canceres primarios da mama e metastase
linfonodais axilares, tendo sido também observada uma moderada concordancia em
suas caracteristicas fenotipicas. Todavia alteragbes sempre existiram pela
heterogeneidade do cancer mamario e um terco destas alteracbes podem ter
implicacbes terapéuticas. Assim, as metastases linfonodais dos tumores com alta
expressdo de Ki-67 precisam de melhor analise para obtencdo de completa
informacéo terapéutica [24].

No presente estudo, os dois grupos de cancer de mama, luminal A e triplo
negativo, eram homogéneos, exceto com relacdo a média de idade e o status axilar.
Os linfonodos axilares positivos foram mais comuns no cancer de mama triplo
negativo e esta de acordo com a literatura [24]. Por outro lado, a média de idade foi
menor no cancer luminal A e significantemente maior no triplo negativo, o que vai de
encontro com a literatura, pois o subtipo luminal A é mais frequente nas mulheres
acima dos 40 anos, pois a proliferacdo celular mamaria diminui a partir desta idade
[25].

CONCLUSAO
Mostramos no presente estudo que a expressao do antigeno Ki-67 em pelo
menos 600 células por [amina foi significativamente maior em cancer de mama triplo

negativo em comparacado com o luminal A. No entanto, estudos adicionais com um
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tamanho de amostra maior sdo necessarios para avaliar melhor o papel da

expressao do Ki-67 entre os subtipos moleculares do cancer de mama.
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CAPITULO 3
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Expressao do antigeno Bcl-2 no cancer de mama luminal A e triplo
negativo
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RESUMO. Diversos biomarcadores para o prognéstico do cancer de mama tém sido
comumente usados na pratica clinica de rotina, tais como receptores hormonais, ki-
67 e expressdo do HER2. Nos anos mais recentes, o Bcl-2 tem sido reconhecido
como um importante fator prognostico no céancer de mama, embora haja
controvérsias sobre os resultados de sua expressdo. O objetivo deste estudo foi
avaliar a expressao do antigeno Bcl-2 no cancer de mama luminal A e triplo
negativo. Este estudo envolveu 60 mulheres com carcinoma ductal invasivo. As
pacientes foram divididas em dois grupos: grupo A (luminal A) e grupo B (triplo
negativo) com 30 casos cada. A imunoistoquimica foi realizada no cancer de mama
para avaliar a expressao do antigeno Bcl-2. O teste exato de Fisher foi realizado no
cancer de mama para avaliar a expressdo do antigeno Bcl-2 e a significancia
estatistica foi estabelecida em p<0,05. A porcentagem média de casos com células
que expressam Bcl-2 nos grupos A e B foi de 26 (86,7%) e 12 (40,0%),
respectivamente (p<0,0003). No presente estudo, houve maior expressdo da
expressdo de proteina Bcl-2 antiapoptética no cancer de mama luminal A em

comparag¢ao com o cancer de mama triplo negativo.

Palavras-chave: Apoptose. Agressédo. Progndstico. Carcinoma mamario. Mama.

TESE DE DOUTORADO - Carla Solange de Melo Escorcio Dourado



Estudo do HER2 por qPCR e expressao dos antigenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamario I

INTRODUCAO

O cancer de mama € uma doenca heterogénea, com muitos subtipos que
diferem em suas caracteristicas histologicas e bioldgicas [1]. A propdésito, ha cinco
subtipos moleculares de carcinoma mamario que apresentam relacdo com a
agressividade e o prognéstico tumoral, tais como luminal A, luminal B, HER2
superexpresso, triplo negativo e normal-like [2]. Os subtipos luminais tém sido
associados a prognésticos mais favoraveis, enquanto o cancer de mama triplo
negativo e o HER2 superexpresso estdo associados a uma maior agressividade e
prognéstico desfavoravel [3]. Todavia, a avaliacdo genémica é o padrao ouro para a
classificacdo dos tumores mamarios, porém ela é complexa e de alto custo, o que
impossibilita seu uso na pratica clinica, principalmente em paises em
desenvolvimento [4].

A avaliacdo imunoistoquimica, além dos receptores hormonais (RH), HER2 e
do Ki-67, pode incluir outros marcadores que podem ser usados na clinica para
estratificar as pacientes com cancer de mama com o intuito de predizer o
prognostico, selecionar a terapéutica, assim como também para inclusdo em ensaios
clinicos [5,6]. Todavia, a progressao e a agressividade tumoral, comprometendo o
prognostico, depende muito do equilibrio entre a proliferacédo celular e apoptose,
avaliadas pela expressao das proteinas Ki-67 e Bcl-2, respectivamente [7]. A
propdsito, a Bcl-2 € uma proteina com acao antiapoptotica originalmente encontrada
em células B foliculares humanas de linfoma, contudo varios estudos jA mostraram
sua relacdo com diferentes tipos de cancer, incluindo o cancer de mama [8-10]. O
valor prognadstico da Bcl-2 tem sido mostrado em varios estudos [11-14] e apesar de
possuir atividade antiapoptotica tem sido associada a um prognéstico favoravel
[10,15,16].

Muitos estudos tém avaliado a expressdo da proteina Bcl-2 no cancer de
mama, no entanto, para o nosso melhor conhecimento, este € o primeiro estudo a
comparar a expressdo do antigeno Bcl-2 entre os subtipos de cancer de mama

luminal A e triplo negativo.

TESE DE DOUTORADO - Carla Solange de Melo Escorcio Dourado



Estudo do HER2 por qPCR e expressao dos antigenos Ki-67 e Bcl-2 no carcinoma mamario 78

MATERIAL E METODOS
Pacientes

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui e todos os pacientes deram seu consentimento informado assinado
antes do inicio do estudo. Sessenta mulheres com cancer de mama foram incluidas
entre outubro de 2015 e dezembro de 2016. Os pacientes com cancer de mama
foram recrutados na clinica de mastologia do Hospital Getulio Vargas, Universidade
Federal do Piaui. Aqueles pacientes com cancer de mama que tém conhecimento
preliminar do tratamento da doenca foram excluidos do estudo.

Desenho do Estudo

Este estudo envolveu carcinoma ductal invasivo de 60 mulheres. As pacientes
foram divididas em dois grupos: grupo A (luminal A, n = 30) e grupo B (triplo
negativo, n = 30). Estes grupos também foram considerados homogéneos em

relacéo a idade, status menopausal, paridade e status axilar (Tabela 1).

Tabela 1 Caracteristicas das pacientes do estudo.

Luminal A Triplo negativo P
(n=30) (n=30) valor

Idade (anos)
Média tDP 44,9 + 6,7 51,18 + 3,92 0,013*
Paridade
Sim 23 25 0,532
N&o 7 5
Status Menopausal
Sim 8 12 0,412
N&o 22 18
Status Axilar
Positivo 5 14 0,010*
Negativo 25 16
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*Diferenga estatisticamente significativa

Expresséo Imunoistoquimica para Bcl-2

Para a avaliacdo imunoistoquimica da expressao da proteina Bcl-2, as
amostras de cancer de mama fixadas em formalina tamponada foram cortadas em
secoes de 3 um de espessura. Em seguida, as secc¢des foram desparafinadas em
xilol durante 5 minutos, desidratadas em etanol absoluto e lavadas em solugao
salina tamponada a pH 7,4 durante 5 min. Posteriormente, para bloquear o perdxido
endogeno, as secc¢bes foram tratadas durante 5 minutos com 3% de perdxido de
hidrogénio (H»O,) diluido em solucao tamponada. Para a recuperacdo do antigeno,
as laminas foram colocadas em racks contendo 0,21% de &cido citrico (pH 6,0) e
aquecidas em um forno de microondas durante 15 min com poténcia maxima. Foi
adicionada solucéo salina tamponada com fosfato contendo Tween (PBS-Tween) as
laminas depois de terem deixado arrefecer durante 20 min. As amostras de tecido
foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-Bcl-2 de rato (clone 124, Ref.
M0887, Dako; 1: 2000) e incubadas durante a noite a 4 a 8°C. As laminas foram
entdo lavadas com PBS-Tween e incutidas com reagente secundario (anti-mouse
BA 2000, Vector Laboratories, Burlingame, CA), incubadas durante 60 minutos a
temperatura ambiente, lavadas novamente em PBS-Tween e instiladas com ABC
Elite sistema de deteccdo (PK 6100, Vector Laboratories), incubado durante 45
minutos a temperatura ambiente, lavado mais uma vez com PBS-Tween, instilado
com DAB (tetrahidrocloreto de 3-30-diaminobenzidina, Ref. D5637, Sigma, St. Louis,
MO), e incubou-se por 5 min. Finalmente, as laminas foram lavadas com agua
destilada, contra-coradas com hematoxilina, coradas com solucdo amoniacal,
desidratadas com etanol absoluto, passadas através de Coplinjars contendo xilol e
montadas na resina Permount. As células Bcl-2 proteinas foram identificadas pela

coloracédo castanho escuro do citoplasma.

Método Quantitativo

A quantificacdo foi realizada por dois observadores que ndo tinham
conhecimento prévio de nenhum dos casos. Foi realizado com um microscépio de
luz (Eclipse E-400, microscopio 6ptico, Nikon, Toquio, Japao) conectado a uma
videocamera a cores (camera digital CHC-370 N, Samsung, Seul, Coréia), que

capturou a imagem e transmitiu-a para computador equipado com o programa de
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software Imagelab, versdo 2.3, desenvolvido pela Softium Informatica (S&o Paulo,
Brasil) para andlise de imagens. A imunorreacdo de Bcl-2 foi avaliada
semiquantitativamente de acordo com os critérios estabelecidos por van Slooten et
al. [17] levando em consideracao os seguintes parametros: intensidade da coloracao
celular (I) e fracdo de células neoplasicas coradas (F). A intensidade da coloracéo
celular foi classificada da seguinte forma: O (negativo), 1 (corado fraco), 2
(moderadamente corado) ou 3 (fortemente corado). A fracdo de células coradas foi
classificada da seguinte forma: 0 (0 a 25%), 1 (25 a 75%) ou 2 (75 a 100%). O
resultado final foi o resultado da combinacao dos dois parametros (I e F) e variou de
0 a 6. Casos com pontuacgao final 23 foram classificados como positivos para Bcl-2.
Em todos os casos, a coloracdo acastanhada no citoplasma foi adotada como

padrdo para a positividade [17].

Analises Estatistica

O teste t de Student foi utilizado para verificar a homogeneidade entre os dois
grupos com respeito a idade do paciente. O teste exato de Fisher foi utilizado para
avaliar a paridade e o status menopausal entre os dois grupos. O teste né&o

paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para avaliar o namero de partos. A

comparacao das propor¢cdes de casos com células que expressaram Bcl-2 no cancer

de mama nos dois grupos foi realizada pelo teste yx? [18]. A significancia foi

estabelecida em p<0.05.

RESULTADOS

O estudo a microscopia de luz mostrou uma maior concentracdo de células
com citoplasmas corados com anti-Bcl-2 no grupo de carcinoma mamario do subtipo
molecular luminal A em comparacéo ao triplo negativo (Figura 1). A porcentagem de
células coradas intensamente para Bcl-2 foi maior no cancer de mama do subtipo
molecular luminal A em comparacdo ao triplo negativo. O numero de casos
expressando o antigeno Bcl-2 foi 26 (86,7%) e 4 (13,3%) no grupo A (luminal A) e B
(triplo negativo), respectivamente (Tabela 2). A porcentagem de casos com células
positivas para Bcl-2 no grupo A foi estatisticamente significativamente maior em
relagéo ao grupo B (p<0,0003).
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Fig. 1 Fotomicrografias de cortes histologicos de uma por¢éo de cancer de mama.
Observe uma baixa concentracdo de células com citoplasmas coradas em marrom

por Bcl-2 nos pacientes com cancer de mama triplo negativo (A) em comparagao

com citoplasmas corados de cor de alta intensidade no grupo do grupo luminal A (B).

Tabela 2 Porcentagem de casos com células Bcl-2-positivas nos subtipos de cancer

de mama luminal A e triplo-negativo.

Grupos Positivo Negativo Total

n (%) n (%) n (%)
Triplo-negativo 12 (40,0) 18 (60,0) 30 (100,0)
Luminal A 26 (86,7) * 4 (13,3) 30 (100,0)
Total 38 (63,3) 22 (36,7) 60 (100,0)

* Houve aumento estatisticamente significativo da expresséo de Bcl-2 em A luminal

em comparacao com o subtipo de cancer de mama triplo negativo (p<0,0003).

DISCUSSAO

A proteina Bcl-2 € um dos membros da familia Bcl-2 de proteinas que atuam

regulando a morte celular programada ou apoptose, que possui duas subfamilias de
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proteinas, uma pro-apoptotica que favorece a morte celular cuja principal
representante é a Bax e a outra antia-apoptética, que bloqueia a apoptose,
representada principalmente pela Bcl-2 [19], expressa no epitélio glandular normal
[20]. Todavia no cancer de mama, a expressdo de Bcl-2 tem sido associada a
fatores de melhor prognoéstico, tais como neoplasias bem diferenciadas ou grau
histologico 1, receptor de estrogeno positivo e menor indice de proliferacdo celular
[21]. Na mama, a Bcl-2 é regulada pelo estrogénio como resultado direto da
inducao transcricional [22].

No presente estudo, as pacientes com cancer de mama Iluminal A
apresentaram maior expressao de Bcl-2 em comparacdo com as mulheres com
cancer triplo negativo. Os dois grupos foram homogéneos em relacao a idade, status
hormonal, paridade e status axilar. Apesar de muitos estudos ja terem avaliado a
importancia clinica da expressédo da Bcl-2 no cancer de mama, os resultados tém
sido inconsistentes e controversos, todavia a maioria dos autores sugerem uma
associacao positiva entre o aumento da expressédo da Bcl-2 e o desfecho clinico
favoravel [10,15-16, 20-21, 23-26].

Alguns autores correlacionaram a expressao da Bcl-2 do cancer de mama
triplo negativo com a expressdo do Bcl-2 de outros subtipos moleculares de
carcinomas primarios de mama. ElI-Mageed et al. [27] mostraram que o cancer triplo
negativo apresentou a expressao do Bcl-2 significativamente menos correlacionada
com caracteristicas clinico-patolégicas de bom progndstico, tais como idade jovem,
status axilar e tamanho tumoral pequeno, concluindo que a expressdo de Bcl-2 foi
similar em todos os subtipos moleculares de cancer de mama.

Por outro lado, outros estudos mostraram que o tumor triplo negativo
apresentou menor expressdo de Bcl-2 em comparacdo aos outros subtipos
moleculares [20,29-30]. Ba et al. [30] compararam a expressao de Bcl-2 no cancer
triplo negativo com o0s outros subtipos moleculares e mostraram um resultado
benéfico da menor expressédo de Bcl-2 em alguns pacientes com cancer de mama
tiplo negativo. Além disso, Kallel-Bayoudh et al. [20] estudaram o papel da Bcl-2
com biomarcadores ja conhecidos no cancer de mama, tais como receptores
hormonais, HER2 superexpresso e caracteristicas clinico-patolégicas e concluiram
gue o cancer de mama triplo negativo expressou menos Bcl-2 que o0s outros

subtipos moleculares, tendo sugerido a inclusdo da expressdo do Bcl-2 como
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biomarcador em associagdo com o0s outros usados rotineiramente no cancer de
mama.

Eom et al. [15] analisaram o papel da Bcl-2 como marcador prognostico nos
subtipos moleculares classificados de acordo com 13° Consenso St. Gallen, em uma
amostra de 605 casos e mostraram uma expressao positiva de Bcl-2 associada com
0s receptores hormonais positivos, HER2 superexpresso negativo e cancer de
mama luminal A. Estes achados levaram aos autores concluir que a expressao da
proteina Bcl-2 pode ser um biomarcador que apresenta correlagdo com o subtipo de
cancer de mama de bom progndstico como o luminal A. De maneira similar, Dawon
et al. [28] revelaram que a maior expressao de Bcl-2 esteve correlacionada com o
cancer de mama menos agressivo. Honma et al. [16] sugeriram que o progndstico
favoravel no cancer de mama mediante a expressao da proteina Bcl-2 no subtipo
luminal A parece refletir uma acéo contraria da Bcl-2 a do receptor de estrogénio que
favorece a apoptose. Embora, nossos achados tenham revelado maior expressao da
Bcl-2 no cancer de mama luminal A, sugerimos a realizacédo de estudos futuros com
um maior tamanho amostral para melhor definir a expresséo da proteina Bcl-2 como

um biomarcador no progndstico do cancer de mama.

CONCLUSAO
Em concluséo, nossos resultados demostraram uma maior expressao de Bcl-
2 em mulheres com cancer de mama luminal A em comparacdo com o subtipo

molecular triplo negativo.

Informacéo de financiamento. Este estudo nao teve financiamento.

Aprovacédo ética. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade  Federal do Piaui (Teresina, Brasil, aprovacdo  n°
43447015.8.0000.5214). Toda a pesquisa esta em conformidade com os termos da
Declaracdo de Helsinque de 1964 e suas alteracfes posteriores ou padrbes éticos
comparaveis.
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Na analise do polimorfismo genético do receptor do fator de crescimento
epidérmico humano em mulheres com cancer de mama ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas nos genoétipos entre 0s grupos caso e
controle, assim como também ndo houve diferenca do SNP do gene HER2 para a
variante rs1136201 entre os grupos caso e controle em relacdo ao status
menopausal, ou seja, pré-menopausa versus pos-menopausa.

O presente estudo também mostrou uma expressao significativamente maior
da proliferacdo celular, avaliada pela expressao da proteina Ki-67, do céancer de
mama triplo negativo em comparacao ao subtipo molecular luminal A, portanto o que
demonstra a importancia da expressdao do biomarcador Ki-67 no estudo da
agressividade tumoral e orientacao terapéutica.

Por outro lado, o cancer de mama luminal A, de prognostico mais favoravel,
apresentou uma maior expressao da proteina anti-apoptotica Bcl-2 em comparacéo
ao triplo negativo, que tem prognostico desfavoravel, o que esta de acordo com a
literatura, que mostra que os canceres de outras localizagbes, menos agressivos,

apresentam maior expressao do biomarcador Bcl-2.
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ANEXO A - Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal do Piaui.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plaboforma
PIAUI - UFPI %ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Biomarcadores Moleculares em Mulheres com Meoplasia Mamaria.
Pesquisador: benedito borges da silva

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 43447015.5.0000.5214

Instituigdo Proponente: FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADODS DO PARECER

Hamero do Parecer: 1.022.962
Data da Relatoria: 15/05/2015

Apresentacio do Projeto:

O projeto apresenta uma proposta de pesguisa de Mestrado intitulada: " Biomarcadores Moleculares em
Mulheres com Neoplasia Mamaria™. Justifica a relevincia da investigagdo devido a necessidade de
identificagdo de substincias relacionadas & carcinogénese como candidates naturais para explorar novos
fatores progndsticos ou alvos potenciais para terapias especificas, utilizados como fatores progndsticos das
neoplasias mamarias como elemento facilitador do entendimento dos mecanismos fundamentais que
regulam a proliferagio, a diferenciagio e o desenvolvimento de metastases tumerais. Inicialmente os

marcadores tumorais eram identificados por meio de técnicas moleculares ou bioguimicas.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar os biomarcadores moleculares em mulheres com neoplasias mamarias.

Objetivo Secundario: Expressdo imunecistoguimica das metaloproteinases 2 e 9 na neoplasia mamaria;
Avaliar as concentragdes plasmaticas de metaloproteinases 2 e 9; Determinar as concentragdes plasmaticas
e eritrocitarias de zinco* Analisar o consumo alimentar & adequagdo da dieta em relagdo & macronutrientes
e zinco; Avaliar a associagdo entre as metaloproteinases 2 e 9 com pardmetros de zinco; Correlacionar o
polimorfizsmo do receptor

do fator de crescimento epidérmico e os subtipos moleculares de céncer de mama; Relacionar os dados

antropometricos com subtipos moleculares de cancer de mama.
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Bairro: Ininga CEP: g4.048-550
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Telefone: |[BE)323T7-2332 Fax: (38)3237-2332 E-mail: cep ufpi@ufpiedubr
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Quanto aos riscos o pesquisador diz no Protocolo que: "N&o ha nenhum risco aos participantes da
pesquisa". No entanto no TCLE afirma que "Como durante a pesquisa sera aplicado um guestionario, este
podera ocasionar um risco de constrangimento, mas as pesquisadoras responsaveis, [...] adotarédo
procedimentos éticos no decorrer dessa aplicagao conforme Resolugéo 466/2012 para evitar esse risco. Ao
participar da pesquisa, a voluntaria nao sofrera nenhum prejuizo; no entanto, podera sentir leve desconforto
em vista da coleta do material biologico, requerido para realizagéo desta pesquisa. No entanto providéncias
e cautelas serdo empregadas para evitar e/ou reduzir efeitos e condi¢des adversas que possam causar
dano, apos a coleta de sangue sera oferecido um lanche patrocinado pelos pesquisadores. Ratificamos que
nenhum dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade”. Sendo o TCLE o documento de acesso
aos participantes a descrigdo dos riscos foi considerada.

Beneficios:

Os participantes da pesquisa receberdo uma orientacdo nutricional de acordo com as necessidades apos
todas as coletas de dados; Bem como receberéo todos os resultados referente as analises realizadas
durante a pesquisa. Acrescentando, ainda no TCLE que; "As participantes do estudo terdo como beneficios
05 resultados dos exames referente aos biomarcadores moleculares, que seréo fornecidos apos a
realizacéo dos mesmos, bem como receberédo uma orientac&o nutricional, proporcionando uma orientagéo

da melhor alimentacéo”.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Caracteriza-se como um estudo quantitativo do tipo grupo controle, para identificagdo de substancias
relacionadas a carcinogénese como candidatos naturais para explorar novos fatores prognosticos ou alvos
potenciais para terapias especificas. A populacéao sera constituida de pacientes portadoras de cancer de
mama, atendidas no Setor de Mastologia da Clinica Ginecoldgica do Hospital Getulio Vargas (ldcus da
investigac&o), no periodo de julho de 2015 a julho de 2018 que serdo submetidas a tratamento
especializado. Do universo populacional sera selecionado o grupo controle constituido por 40 pacientes
portadoras de fibroadenoma. Define como critérios de inclusdo serem pacientes portadoras de cancer de
mama, comprovado histologicamente; Mulheres com idade maior que 20 anos sem qualquer tratamento
prévio quimio, horménio ou radioterapico. Como critério de Excluséo: ter sido submetida a tratamento prévio
quimio, horménio ou radioterapico; Mulheres com idade menor gque 20 anos; Mulheres que nido aceitaram

participar do estudo; Mulheres com uso de suplementos alimentares. Para a coleta
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de dados serdo realizados os seguintes procedimentos: Anteriormente a coleta de sangue, o peso corporal
sera determinado utilizando uma balanca digital Filizola®,com capacidade maxima de 150 kg, graduada em
100 gramas. A estatura sera medida com um antropémetro marca Secar, graduado em centimetros & com
barra de madeira vertical e fixa. O peso e a estatura serdo medidos trés vezes para cada participante, sendo
entdao obtida a média dessas medidas.O indice de massa corporea sera calculado a partir do peso da
participante do estudo dividido pela sua estatura elevada ao quadrado (WHO, 2000). A medida da
circunferéncia da cintura sera realizada com as mulheres em pe, utilizando uma fita métrica néo
extensivel circundando a linha natural da cintura, na regido mais estreita entre o torax e o quadril, no ponto
médio entre a ultima costela e a crista iliaca. Para a avaliacdo do consumo alimentar sera utilizado um
inquérito alimentar realizado de acordo com a técnica de registro alimentar de trés dias,
compreendendo dois dias durante a semana e um dia no final de semana.O consumo alimentar de
macronutrientes e zinco sera calculado pelo software Nutwin, verséo 1.5 do Departamento de Informatica
em Saude da Universidade Federal de Sdo Paulo (AN(;;E.O et al., 2002). Para verificar a adequacéo da
ingestdo alimentar de zinco das participantes do estudo, sera utilizado como referéncia a Estimated Average
Requirement (EAR),contida nas DRI's (INSTITUTE OF MEDICINE, 2001). Amostras de 20 mL de sangue
venoso serdo coletadas no periodo de 7:30 as 8:30 horas estando as participantes da pesquisa em jejum de
no minimo 12 horas. O sangue colhido sera distribuido em tubo contendo citrato de sodio a 30% como
anticoagulante (10 L/mL de sangue) para a analise de zinco (10 mL),tubo contendo EDTA para analise das
metaloproteinases 2 e 9 (5 mL) e para analise do receptor do fator de crescimento epidérmico (5 mL).O
plasma sera separado do sangue total por centrifuga¢éo a 1831xg durante 15 minutos a 4°C, sendo o
mesmo exfraido com pipeta automatica, acondicionado em tubos eppendorfs de polipropileno
desmineralizados e armazenado em freezer a —20°C. Para separacéo dos eritrocitos sera utilizado o método
proposto por Whithehouse et al. (1982). A massa eritrocitaria sera lavada com 5mL de solucéo salina
isoténica 0,9%, sendo entdo homogeneizada lentamente por inversdo e centrifugado a 2493xg

por 10 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante descartado. O procedimento descrito sera realizado trés vezes,
para remover contaminantes dos eritrocitos. Apés a ultima centrifugacéo, a solugéo salina sera aspirada,
descartada e a massa eritrocitaria sera cuidadosamente extraida com o auxilio de uma pipeta automatica,
transferida para tubos eppendorfs de polipropileno desmineralizados e mantidos a temperatura de —20°C
para

analise de zinco e hemoglobina As pacientes serdo submetidas a procedimento cirdrgico especializado para

confirmacéo histologica do tumor, exérese dos tumores benignos
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(fibroadenoma) e bidpsia (Core biospy) das neoplasias malignas. A seguir, as amostras de tumor seréo
fixadas em formalina e emblocadas em parafina para confirmacé&o diagnostica. Para tal, as amostras serdo
entdo fixadas em formol tamponado, desidratadas em alcool etilico, diafanizadas pelo xilol & impregnadas
pela parafina numa estufa a temperatura de 59 ° C (MASSON, 1956). Apos este processo parte da amostra
sera submetida a cortes seriados consecutivos e corados com hematoxilina-eosina. O bloco sera entéo
armazenado para posterior avaliacéo imunoistoguimica.A analise das metaloproteinases sera realizada com
base na plataforma Human MMP Panel 2 Magnetic Bead Kit (HMMP2MAG-55K).

Analise dos dados: Para a comparacéao dos grupos estudados quanto as variaveis envolvidas neste estudo,

sera realizado o teste t de Student, aplicada uma ANOVA — analise de variancia, seguida do teste de Tukey
para identificar as possiveis diferengas nas comparacOes entre os grupos. A diferenga considerada
significativa sera quando p0,05 e intervalo de confianca adotado sera de 95%. Na analise das variaveis
possivelmente inter-relacionadas sera utilizado o coeficiente de Pearson.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

A proposta apresenta os componentes basicos exigidos por uma pesquisa académica, referencial teorico
que dara sustenta¢&do ao estudo, bem como os aspectos éticos do estudo, cronograma e orgamento
afirmando ser financiada com recursos proprios. Os objetivos estdo coerentes com a proposta de estudo. O
coordenador & docente da UFPI com experiéncia na tematica evidenciada e se compromete cumprir os

termos da Resolucdo CNS n® 466/12 - e zelar pela privacidade e confidencialidade dos dados.

Recomendagdes:
Sem recomendacdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Sem pendéncias

Situacgédo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:
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TERESINA, 14 de Abril de 2015

Assinado por:
Adrianna de Alencar Setubal Santos
(Coordenador)
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ANEXO B — Comprovante de submisséo de artigo original derivado da

tese.

Assunto:European Journal of Cancer: Submission Confirmation for Human
Epidermal Growth Factor Receptor-2 gene polymorphism in women with
breast cancer

Data:15/08/2017 17:49
De:"European Journal of Cancer” <eesserver@eesmail.elsevier.com>
Para:beneditoborges@globo.com
Responder para:"European Journal of Cancer" <ejcancer@elsevier.com>

Title: Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 gene
polymorphism in women with breast cancer

European Journal Of Cancer

Original Research Article

Dear Professor da Silva

Thank you for your submission entitled "Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2 gene polymorphism in women with breast
cancer" has been received by the European Journal Of Cancer
You may check on the progress of your paper by logging on to
the Elsevier Editorial System as an author. The URL is
https://ees.elsevier.com/ejc/.

Your username 1is: beneditoborges@globo.com

If you need to retrieve password details please go to:

http://ees.elsevier.com/ejc/automail query.asp

Your manuscript will be given a reference number once an
Editor has been assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.
Regards
Yours sincerely

EJC Editorial Office
European Journal Of Cancer
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ANEXO C - Comprovante de publicacéo de artigo original derivado da

tese.

Med Oncol (2017)34:156
DOL 10.1007/512032-017-1019-x

@ CrossMark

ORIGINAL PAPER

A comparative study of Ki-67 antigen expression between luminal
A and triple-negative subtypes of breast cancer
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© Springer Science+Business Media, LLC 2017

Abstract Tumor blomarkers such as hormone receptors,
HER-2 and Ki-67 are used routinely in clinical practice for
classification of molecular subtypes of breast cancer. Cell
proliferation evaluated by Ki-67 antigen expression is
important to determine tumor aggressiveness. However, there
is a paucity of studies comparing Ki-67 expression in an
expressive number of cells among molecular subtypes of
breast cancer, particularly among less and more aggressive
tumors, such as luminal A and triple-negative, which have led
us to the present study. The current study included invasive
ductal carcinoma samples of 59 patients, which were divided
into two groups: luminal A (n = 29) and triple-negative
(n = 30). For immunochistochemical reaction, the samples
were incubated with monoclonal anti-Ki-67 antibody (clone
MIB1) and cells expressing Ki-67 protein were identified by
dark brown staining of the nuclei, counting at least 600 cells
per slide. The mean percentages of stained nuclei were ana-
lyzed by Student’s ¢ test (p < 0.03). The mean percentage of
nuclel stained with anti-ki-67 was 10.14 and 77.22 in luminal
A and triple-negative breast cancers, respectively
(p = 0.0001). Our study showed a high cell proliteration of
triple-negative breast cancer in comparison with luminal A,
Justifying its aggressiveness and poor clinical outcome.
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Introduction

Breast cancer is the most common malignancy in women
worldwide, after non-melanoma skin cancer [1]. Breast
cancer occurs most frequently in developed countries. In
the United States, about 1 in 8 women will be diagnosed
with breast cancer over the course of their lifetime [2] and
the disease is responsible for the second main cause of
cancer death, after lung cancer [3., 4]. In Brazil, breast
cancer is the most common malignancy in women fol-
lowing non-melanoma skin cancer. For the year 2016,
around 57960 new cases of breast cancer and 14,207
deaths from the disease had been estimated [5].

Breast cancer staging at the time of diagnosis, along
with biological behavior of tumor cells are important for
patient prognosis and survival [6]. Invasive breast carci-
noma is a heterogenous malignancy, due to its distinct
pathological/molecular characteristics and  biological
behavior, which have an influence on prognosis and ther-
apeutic planning [7]. In addition to cell proliferation,
treatment and prognostic strategies of breast carcinoma
have taken into consideration the expression of hormone
receptors (HR), such as estrogen receptor (ER), proges-
terone receptor (PgR) and human epidermal growth factor
receptor-2 (HER2), first studied by Perou et al. [8]. In that
pioneer study, gene expression permitted molecular sub-
classification of breast carcinoma into five subtypes:
luminal A, luminal B, HER2-overexpressed and triple-
negative (hormone receptor negative and HER-2 negative)
tumors. This classification may be mimicked by an
immunohistochemical panel, which has become standard
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Abstract Biomarkers for the prognosis of breast cancer
have been routinely used in clinical practice, including the
expression of hormone receptors, Ki-67 and HER-2. More
recently, Bcl-2 has been recognized as an important
prognostic factor in breast cancer, although controversies
persist with respect to the significance of its expression.
The aim of the present study was to evaluate Bel-2 antigen
expression in luminal A and triple-negative breast cancer.
Sixty women with invasive ductal carcinoma were inclu-
ded in the study and divided into two groups: Group A
(luminal A) and Group B (triple-negative), with 30 cases in
each group. Immunohistochemistry was performed on tis-
sue sections  evaluate Bel-2 antigen expression. Fisher’s
exact test was used to compare the proportions of cases
with cells expressing Bcl-2 between the two subtype cancer
groups, with statistical significance being established at
p < 0.05. The number of cases with cells expressing Bel-2
in Groups A and B was 26 (86.7%) and 12 (40.0%),
respectively (p < 0.0003). In the present study, the
expression of the anti-apoptotic protein Bel-2 was greater
in luminal A breast cancer tissue samples compared to
triple-negative breast cancer.
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Introduction

Breast cancer is a heterogeneous disease, with many sub-
types that differ insofar as their hiswological and biological
characteristics are concemed [1]. Five molecular subtypes
of breast cancer have been associated with tumor aggres-
siveness and disease prognosis: luminal A, luminal B,
HERZ2-enriched. triple-negative and normal-like [2]. The
luminal subtypes have been associated with more favorable
prognoses, while triple-negative and HER2-enriched breast
cancers are associated with greater aggressiveness and
unfavorable prognosis [3]. Genomic evaluation is the gold
standard for the classification of breast tumors: neverthe-
less, it is complex and expensive, rendering its use in
clinical practice prohibitive, particularly in developing
countries [4].

The expression of hormone receptors, HER-2, Ki-67,
and other markers in breast tissues, as assessed by
immunohistochemistry, has been used in clinical practice
to stratify breast cancer patients with the aim of predicting
prognosis and selecting treatment. In clinical trials, the
expression of these biomarkers determines the selection of
patients according to the study inclusion criteria [5, 6]. The
progression and aggressiveness of the tumor, factors that
negatively affect prognosis, depend to a great extent on the
balance between cell proliferation and apoptosis, evaluated
by the expression of the Ki-67 and Bcel-2 proteins,
respectively [7]. The protein Bel-2 exerts an anti-apoptotic
effect that was originally found in human follicular B cell
lymphoma. Later, the association of Bel-2 with different
types of cancer, including breast cancer, was widely
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