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ABUTRAB, N. Investigagdo de alteragdes moleculares em tumores e processos pré-
neoplasicos da mama humana. Dissertagao de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2006.

O céncer de mama é o mais frequente em incidéncia e mortalidade no sexo feminino. O
numero de casos novos de cancer de mama esperados para o Brasil em 2006 é de 48.930, com
um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres. A carcinogénese constitui-se um
processo de multiplos passos, caracterizado pela ocorréncia ou acimulo de alteragdes genéticas
e epigeneticas. O perfil particular dessas alteragdes em cada tumor é responsavel pela
heterogeneidade no comportamento tumoral e pelas diferentes respostas ao tratamento,
observadas em cada paciente. O conhecimento das alteragdes moleculares especificas sera
crucial para a identificagcdo de novos alvos terapéuticos e estratégias de prevengéo. Os objetivos
do trabalho foram analisar o espectro mutacional da regido codificadora do gene PTEN em
quarenta amostras de tumores e processos pré-neoplasicos da mama humana, bem como
avaliar o perfil de metilagdo da regido promotora do gene MLH1 nas mesmas amostras. Para
analise do gene PTEN os nove éxons foram amplificados por PCR e posteriormente analisados
por SSCP, porém nao foram encontradas alteragées no padrdo de migragdo. Para avaliar o
perfio de metilagdo do MLH1, foi utilizado o método de PCR por metilagédo especifica. Nosso
resultado apresentou metilagdo em quatro amostras do grupo de processos pré-neoplasico e trés
amostras de carcinomas ductais infiltrantes. Desta forma, podemos sugerir que mutagdes no
gene PTEN n&o representam pontos criticos para a génese e evolugdo no cancer de mama
esporadico, e que a hipermetilagéo da regido promotora do gene MLH1, além de participar da

progressao pode também estar envolvida na génese do cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama, alteragdes genéticas e epigenéticas, genes PTEN/MLH1
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ABUTRAB, N. Investigation of molecular alterations in tumors and pre-neoplasic

processes in human breast - School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo,
Séo Paulo, 2006

Breast cancer is most frequent in incidence and mortality in the feminine sex. It is estimated that
the number of new cases of breast cancer in Brazil in 2006 will be 48.930, with an estimated risk
of 52 cases for each 100000 women. Carcinogenesis is a multiple steps process, characterized
by the occurrence or accumulation of genetic and epigenetic alterations. The particular profile of
these alterations on each tumor is responsible for the heterogeneity in the tumoral behavior and
in the different responses to treatment observed on each patient. The knowledge of the specific
molecular alterations will be crucial for the identification of new therapeutic targets and strategies
of prevention. Our objectives had been to analyze the mutational status of the codifying region of
the gene PTEN in forty samples of malignant and benign tumors of the human breast and to
evaluate the methylation profile of the promoter region of the gene MLH1 in the same samples.
We screened the nine exons of the PTEN gene for mutational status by the techniques of
polymerase chain reaction and single strand conformational polymorphism. No alterations in the
pattern of migration were found. To evaluate de methylation profile of the gene MLH1, the
technique of methylation-specific polymerase chain (MSP) reaction was used. The results of the
MSP showed methylation in four samples of benign lesions and in 3 samples of infiltrative ductal
carcinomas. We can suggest that mutations in gene PTEN do not represent critical points for the
genesis and evolution of sporadic breast cancer and that the hypermethylation of the promoter

region of the gene MLH1 participates of progression and may be involved in the genesis of breast
cancer.

Keywords: breast cancer, genetic and epigenetic alterations, gene PTEN, gene MLH1
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O cancer é reconhecido como um processo complexo e multifatorial que envolve o mal-
funcionamento de proto-oncogenes, genes supressores de tumor e outros genes relacionados a
proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia celular, e a integridade do genoma (MACALUSO;
PAGGI; GIORDANO, 2003).

O processo de carcinogénese é em geral lento, podendo levar varios anos para que uma
célula prolifere e dé origem a um tumor palpavel. Esse processo é composto de varios estagios:
estagio de iniciagdo, em que os genes sofrem agdo de fatores cancerigenos; estagio de
promogao, no qual os agentes onco-promotores atuam na célula ja alterada e estagio de
progressao, caracterizado pela multiplicagdo descontrolada e irreversivel da célula (INCA, 2005).

As células normais sé se reproduzem quando s&o instruidas para isso e seguem uma
seqliéncia coordenada de eventos, o ciclo celular. As células cancerosas, ao contrario, passam a
seguir um programa proprio e desordenado de reprodugdo. No inicio do processo, uma célula
que ja tem alteragdes em seu material genético, herdadas ou ocorridas nela propria, sofre uma
nova mutagdo, por acaso ou por indugao de um agente capaz de gerar cancer, o que completa a
acao desordenadora do processo de reprodugao (KNUDSON, 1971; 1985).

Essa mutagdo complementar d& a célula cancerosa uma capacidade de reprodugéo
superior a de suas irmas do mesmo tecido, algo como uma vantagem seletiva e ela comega a se
dividir, desrespeitando as regras de bom funcionamento do tecido. Forma-se, assim, um
aglomerado nao programado, que cresce num ritmo superior ao das células normais a sua volta.
Geralmente isso ocorre décadas antes de esse aglomerado ser clinicamente detectavel. Sua
transformag@o em um tumor maligno ocorrera através do acumulo de mutagdes em classes
especificas de genes que de alguma forma esté@o envolvidos na regulagdo da proliferagao celular
(FREIRE-MAIA; RIBEIRO, 2002; NOWELL, 1976; PONDER, 2001). Essas mutagdes ocorrem
em trés classes de genes celulares: oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo

de DNA (FEARON; CHO, 1996).
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Podemos entdo considerar como uma célula tumoral aquela que perdeu a
capacidade de controlar seu crescimento e divisdo. Segundo Hanahan e Weinberg (2000)
existem caracteristicas marcantes no fenétipo das células cancerosas: o desrespeito aos sinais
de parada de proliferagdo e de diferenciagdo celular, a capacidade de sustentar a proliferagéo

celular, a fuga da apoptose, a capacidade de invasao e por fim a angiogénese.

1.1 Genes Supressores de Tumor

Os genes supressores de tumor s@o elementos genéticos cuja perda, inativagéo ou
disfungao pode conferir a célula o potencial de induzir o aparecimento do fenétipo neoplasico
nos tecidos onde essas alteragbes ocorrem. A agd@o recessiva de alelos mutantes desta
classe de genes permite que os efeitos resultantes sejam retardados por longos periodos
apos a concepgao. Esta € uma classe de tumores na qual ha um claro padrao hereditario,
geralmente autossomico dominante e uma tendéncia ao aparecimento em idade precoce,
quando comparada aos tumores esporadicos, que surgem mais tardiamente na vida dos
individuos. Considerando-se os canceres hereditarios, o mais estudado é o retinoblastoma.
Tanto as formas hereditarias quanto as esporadicas de retinoblastoma envolvem
anormalidades do cromossomo 13 (13q14). Knudson (1971), utilizando o retinoblastoma
como modelo, postulou que ele é desencadeado por 2 lesdes sucessivas (tais eventos seriam
mutacdes, embora um evento epigenético como metilagao, ndo possa ser distinguido neste
modelo) no genoma celular. No retinoblastoma esporadico, ambas as lesdes ocorreriam na
linhagem de células da retina como mutagdes somaticas ocorrendo de novo, mas longos
periodos apds da concepgdo. No retinoblastoma familial, uma das duas mutagdes seria
herdada de um dos progenitores ou se originaria durante a gametogénese; a segunda
mutagdo requerida ocorreria entdo como um evento somatico. Posteriormente Knudson

(1983, 1985, 1987, 1991) descreveu o primeiro passo como sendo a inativagdo de um gene
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supressor de tumor e o segundo passo, a inativagéo de seu alelo. Esta inativagao poderia
ocorrer através de qualquer disfungdo ou auséncia deste gene. Possuindo este gene uma
fungdo normal na regulagéo negativa, séo as mutagbes de perda de fungdo que s@o
oncogénicas. Estas incluem grandes regides de DNA que flanqueiam os genes supressores
de tumor, bem como alteragbes mais sutis, que resultariam em término prematuro da
tradugdo, levando & produgdo de uma proteina truncada que perdeu sua capacidade

funcional (BROWN, 1997).

Os genes supressores de tumor protegem a célula somatica normal contra a
transformag@o maligna. Inversamente, a heranga de um alelo desse gene mutado, é fundamental
na predisposicdo genética ao cancer nas sindromes hereditarias e antagonizam direta ou

indiretamente a fungéo de um proto-oncogene (LOURO et al, 2002).

1.2 Oncogenes

Os oncogenes compreendem um diverso grupo de genes, cujos produtos tém papéis
importantes na regulagdo das atividades bioquimicas das células, incluindo as atividades
relacionadas a divisdo celular (SNUSTA; SIMMONS, 2000). Os oncogenes s@o herdados na
forma de proto-oncogenes e exigem um evento desencadeador para iniciar a sua atividade
anormal. Este evento pode consistir numa mutagdo que ocorre no proprio proto-oncogene, no
interior de uma célula durante a mitose. Pode ser também uma anormalidade mais complicada
que ocorre durante a mitose, em que 0 proto-oncogene passa a se localizar em alguma area que
promove 0 potencial transformante do proto-oncogene (RAVEL, 1997). Isto resulta na ativagdo
constitutiva da expressdo do gene, sua superexpressdo ou a falha na inativagdo da sua
expressao no momento adequado, levando a modificagdes funcionais de seus produtos

protéicos (LEWIN, 2001).



Introdugao 17

1.3 Genes de Reparo

Mutagdes que modifiquem a seqliéncia de nucleotideos na cadeia original de DNA, como
transicdo ou transversdo, acarretam um pareamento inadequado das bases nucleotidicas,
promovendo distorgdes na configuragéo da dupla hélice de DNA. Estes fendbmenos ocorrem de
forma espontanea ou induzida, porém as células possuem um complexo mecanismo de reparo do

DNA, que é responsavel pela corregéo das alteragbes que afetam a continuidade ou seqliéncia da

molécula do DNA (MCGREGOR, 1999).

A integridade de DNA € garantida pelos mecanismos de reversao quimica direta, que
ocorrem sem a necessidade de quebra do DNA e através de mecanismos de reparo por excisao,
que exigem a quebra do DNA para a corre¢do do dano. Os mecanismos de reparo por excisao
sao: 1) reparo de excisao de base (BER), 2) reparo de excisao de nucleotideo (NER) e 3) reparo
de excisdo mismatch (MMR). Cada um desses mecanismos de reparo emprega um conjunto

especializado de enzimas durante o processo de corregao (LINDAHL; WOOD, 1999).

Alteragdes genéticas e epigenéticas que levam a perda de fungéo nos genes de reparo
do DNA possuem um papel importante na tumorigénese (MURATA et al., 2002). A inativagao dos
genes de reparo do DNA provavelmente néo afeta diretamente os processos normais de controle
de crescimento; no entanto, tal inativagao parece resultar em uma taxa aumentada de mutagdes
numa variedade de outros genes, incluindo proto-oncogenes e genes supressores de tumor

(FEARON; CHO, 1996; ROCKWELL et al., 2001).
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2 EPIGENETICA

Epigenética pode ser definida como qualquer mudanga da expressao de um gene sem
que ocorra alteragdo estrutural na sequéncia de DNA (BAYLIN; HERMAN, 2000; ESTELLER;
HERMAN, 2002; LAIRD, 2003; NEPHEW; HUANG, 2003; ROBERTI; SALA; CINTI, 2005). A
metilagéo & o principal fendmeno epigenético pelo qual um gene € silenciado. Ele se da pela
adig@o covalente de um grupo metil, que é transferido de um doador (S-adenosilmetionina) a
citosina presente na estrutura do DNA. Essa reagdo € catalisada pela DNA-metiltransferase
(BAYLIN; HERMAN, 2000; DERKS et al, 2004; ESTELLER; HERMAN, 2002; LAIRD, 2003;
MOMPARLER; BOVENZI, 2000; NEPHEW; HUANG, 2003; ROBERTI; SALA; CINTI, 2005;
STRATHDEE; BROWN, 2002).

Greger et al (1989) foram os primeiros a descobrir a metilagdo de uma ilha CpG de um
gene supressor do cancer humano, o gene retinoblastoma (Rb) . Entretanto, somente em 1994,
surgiu a idéia de que a hipermetilagdo da regido promotora da ilha CpG, poderia ser um
mecanismo inativador de genes no cancer (HERMAN et al., 1994), embora a verdadeira origem
de eventos epigenéticos no cancer talvez tenha sido a descoberta de que a hipermetilagéo das
ilhas CpG € um mecanismo de inativagdo do gene supressor de tumor p16N%4a no céncer
humano (GONZALEZ-ZULUETA et al., 1995; HERMAN et al., 1995; MERLO et al., 1995).

Nos ultimos anos, tornou-se evidente que a metilagéo aberrante das regides promotoras
esta associada com a perda de fungéo dos genes supressores de tumor, 0 que proporciona
vantagens para as células neoplasicas (mecanismo epigenético), da mesma forma que as
mutagdes também trazem vantagens para elas (mecanismo genetico) (COTTRELL, 2004;

NEPHEW; HUANG, 2003).
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2.1 DNA metiltransferases

O processo de metilagao € mediado pelas DNA metiltransferases (DNMTs), que séo as
enzimas que transferem o radical metil para a citosina e sdo subdivididas em DNMTI, DNMT2,
DNMT3a e DNMT3b, sendo o alvo desta enzima o dinucleotideo CG (GARINIS et al., 2002). A
DNMT1 possui afinidade por substratos hemimetilados, e apresenta também a capacidade de
atuar na metilagé@o de substratos ndo metilados, ou seja, metilagéo de novo. A replicagdo de uma
seqiéncia metilada leva a uma sequéncia hemimetilada, pois uma fita permanece metilada
enquanto a fita recém-sintetizada esta demetilada. As enzimas DNMT3a e DNMT3b, ao contréario
da DNMT1, nédo apresentam preferéncia por DNA hemimetilado e suas fungdes relacionam-se
principalmente com a metilagdo de novo. As conseqiiéncias da metilagéo de citosinas nas
regides promotoras sugerem que este mecanismo inibe a transcrigdo génica, impedindo seu

inicio (ESTELLER, 2000; 2005a; c; LAIRD, 2003; 2005; SINGAL; GINDER, 1999; WAJED;

LAIRD; DEMEESTER, 2001).

2.2 lihas CpG

A metilagdo das citosinas nos dinucleotideos CpG é uma caracteristica comum dos
genomas eucariéticos (COSTELLO; PLASS, 2001). No genoma humano, os dinucleotideos CpG
estdo presentes em uma freqiiéncia de 5 a 10% e 70-80% destes nucleotideos estdo metilados e
localizados em regiées né@o codificadoras. Durante a evolugédo, os dinucleotideos CpG foram
progressivamente eliminados do genoma dos eucariotos superiores. Este fendmeno,
denominado supresséo CpG, pode ser explicado pela alta taxa de mutagéo da citosina metilada,
que é transformada em timina por processo de deaminagéo (BIRD, 1995; SINGAL; GINDER,
1999; TOYOTA; ISSA, 1999; VERMA; SRIVASTAVA, 2002). Segundo Jones (2003),

aproximadamente 80% dos sitios CpG em humanos tem sido perdidos desta forma.
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No entanto, em contraste com o resto do genoma, tém-se preservado pequenas
extensdes de 0.5 a 5 kb ricas em CpG e que s@o denominadas de ilhas CpG. O conceito mais
aceito para ilha CpG é que ela seja maior que 200 pares de bases, possuem um alto contetido
CG (60-70 %) e uma taxa de observado/esperado para a ocorréncia de CpG > 0.6 (GARDINER-
GARDEN; FROMMER, 1987; LI; DAHIYA, 2002; STRATHDEE; BROWN, 2002). Estima-se que
existam no genoma humano em torno de 45 mil ilhas de CpG, que estéo localizadas nas regides
promotoras e nos primeiros éxons de aproximadamente 60% dos genes (COSTELLO; PLASS,
2001; NEPHEW; HUANG, 2003). CpGs dentro das ilhas CpG s&o normalmente ndo metiladas
enquanto que a maioria das CpG fora das ilhas séo metiladas (Figura1A).

Durante a tumorigénese, os dinucleotideos CpGs localizados fora das ilhas CpG tornam-
se hipometilados, enquanto as ilhas CpG localizadas nas regides promotoras dos genes
supressores de tumor, tornam-se hipermetiladas. Esta hipermetilagdo € associada com

condensagdo da cromatina e repressdo transcricional (Figura1B) (COTTRELL, 2004;

ESTELLER, 2005a).

A : gopleno 2 2
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Figura 1. (A) A maioria dos CpGs apresentam-se normalmente metilados no estado celular normal,
enquanto que CpGs dentro de ilhas CpG apresentam-se néo metiladas. (B) Durante a tumorigénese,

CpGs fora das ilhas tornam-se hipometilados e dentro das ilhas tornam-se hipermetilados (COTTRELL,
2004).
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2.3 Papel da Metilagdo na Célula Normal

A metilagdo é um importante meio de regulagédo da expressao génica durante o
desenvolvimento embrionario (KAFRI et al., 1992), um processo que envolve a ativagdo e
desativagdo seqliencial de diferentes classes de genes (MOMPARLER; BOVENZI, 2000).
Segundo Jaenisch e Bird (2003), durante o desenvolvimento dos mamiferos ocorre uma onda de
demetilagdo durante a clivagem, seguida por metilagdo de novo apds a implantagéo. Processos
como a inativagdo do cromossomo X e o imprinting gendmico também estdo envolvidos na
metilagdo do DNA, em que o alelo ndo expresso apresenta a sua regido promotora metilada
(MOMPARLER; BOVENZI, 2000; STRATHDEE; BROWN, 2002).

Um outro papel biolégico da metilagdo do DNA em células normais é a repressdo dos
transposons, retrovirus e alguns elementos repetitivos, limitando assim a propagagéo destes
elementos pelo genoma. Estas seqliéncias parasitarias podem ser controladas por repressao
transcricional mediada por muitas proteinas hospedeiras, mas é possivel que a principal linha de
defesa contra a expresséo destas seqiiéncias seja a inativagao através da metilagdo dos seus

promotores (ESTELLER, 2003).

2.4 Papel da Metilagao no Céancer
A carcinogénese é um processo de mdltiplos passos, caracterizado pela ocorréncia ou
acumulo de alteragdes genéticas, cromossdmicas e alteragdes epigenéticas (COTTRELL, 2004;
ESTELLER, 2000; ROBERTI; SALA; CINTI, 2005). Sao varias as maneiras pelas quais a

epigenética age na carcinogénese:
e Alteragbes genéticas: o padrédo de metilagdo pode afetar indiretamente a atividade
génica, através de transtornos no processo transcrigao-tradugéo, devido ao aumento da
possibilidade de mutagbes pontuais, resultando em instabilidade cromossdmica. Isso

ocorreria porque na citosina metilada hd uma grande possibilidade de ocorrer uma
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deaminagao espontanea, o que resultaria na formagéo da base nitrogenada timina. Esse
tipo de mutagdo pode alterar a fungdo dos produtos dos oncogenes ou dos genes
supressores de tumor (Figura 2.1) (SINGAL; GINDER, 1999; WAJED; LAIRD;
DEMEESTER, 2001).

Hipometilagdo global: contribui para a carcinogénese por ser responsavel pela
reativagdo dos elementos transponiveis e retrovirus e pela perda do imprinting
(ESTELLER; HERMAN, 2002; ROBERTI; SALA; CINTI, 2005). Acredita-se também que
a hipometilagao seja fonte de instabilidade cromossomica, modificando a expresséo dos
proto-oncogenes, transformando-os em oncogenes (Figura 2.2) (SINGAL; GINDER,
1999).

Metilagdo exagerada nas ilhas CpG: nas células normais o padréo de metilagdo do DNA
conserva-se ao longo dos ciclos de diviséo celular, permitindo a expresséo de um
conjunto particular de genes necessarios a atividade normal da célula (ESTELLER,
2000). No cancer, varias ilhas CpG tornam-se hipermetiladas, diminuindo a expresséao
do gene (ESTELLER, 2005b; ESTELLER et al, 2001; SINGAL; GINDER, 1999).
Exemplos de genes inativados por este mecanismo incluem: genes supressores de
tumor (p16 INK4a, p14ARF, p15 INK4b, P73, p53, Rb, VHL), genes da via apoptotica
(DARK), genes do mecanismo de reparo do DNA (MLH1, MGMT), genes inibidores de
metastases (E-caderina) (Figura 2.3) (ESTELLER, 2000).

Além da hipermetilagdo observada nos tumores malignos, tem-se observado que o
padréo de metilagéo tenderia a aumentar com o envelhecimento, o que poderia elevar a
predisposi¢ao individual ao cancer (HOLLIDAY, 2005).

Desregulagao das enzimas metiltransferases: é provavel que a hipermetilagéo aberrante
dos promotores seja devida a infidelidade da DNMT1. DNMT1 faz parte de um complexo

multiprotéico de replicagdo do DNA, o qual pode ser passivel de erros. Nao sao
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conhecidos ainda os mecanismos que controlam a especificidade das outras DNA
metilases, que metilam o DNA de novo, as DNMT3a e 3b, mas se elas metilarem a
seqliéncia CpG errada, elas poderdo contribuir para uma metilagdo aberrante do DNA

(MOMPARLER, 2003).
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Figura 2. Diferentes mecanismos pelos quais a metilagdo do DNA pode promover a oncogénese (Singal
e Ginder, 1999).

2.5 Remodelamento da Cromatina

Os mecanismos de remodelagem da cromatina desempenham um papel essencial no
controle da expressdo génica em humanos. As histonas, maior componente da cromatina,
podem ser acetiladas e desacetiladas pelas histonas acetiltransferases (HATs) e desacetilases
(HDACs), respectivamente. A acetilagdo/desacetilagéo das histonas € um importante mecanismo
de regulagdo transcricional (BAYLIN; HERMAN, 2000; ESTELLER, 2005a; ESTELLER;

HERMAN, 2002; LYKO; BROWN, 2005; SINGAL; GINDER, 1999). Também estéo envolvidos
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neste complexo outras proteinas de represséo transcricional (methyl cytosine binding proteins 1
e 2 ou MeCP1 e MeCP2 e methyl binding proteins ou MBDs) (COSTELLO; PLASS, 2001;
ESTELLER, 2005c; ROBERTI; SALA; CINTI, 2005; SINGAL; GINDER, 1999; WAJED; LAIRD;

DEMEESTER, 2001).

O modelo proposto, pelo qual a metilagdo do DNA conduz & represséo transcricional em
células cancerosas, € descrito da seguinte forma: 1) a metilagdo dos residuos de citosina no
DNA pode interferir diretamente na ligagéo de fatores de transcrigdo aos seus locais de
reconhecimento na regido promotora (Figura 3.1); 2) recrutamento das proteinas, tais como as
MBDs e MeCp1 e 2, que além de competirem com os fatores transcricionais poderiam atrair
complexos protéicos como as histonas desacetilases (HDACs), enzimas responsaveis pela
remog&o de um grupo acetil das histonas, promovendo assim, uma compactaggo da cromatina
(Figura3.2). Essa condensagéo da cromatina faz com que o DNA fique menos acessivel aos
fatores de trancrigdo. Portanto, o fechamento da cromatina requer a remog&o dos gupos acetil
das histonas (Figura 3.3) (COSTELLO; PLASS, 2001; ROBERTI; SALA; CINTI, 2005; SINGAL;
GINDER, 1999).

Segundo Nephew e Huang (2003) modificagbes das histonas sdo eventos primarios no
silenciamento génico, enquanto que a hipermetilagéo das ilhas CpG sédo consideradas eventos

subseqientes, estabelecendo um estado permanente de inativagéo do gene.



Introdugéo 25

Interferéncia direta com fatores de E Repressao por fatores especificos
transcricao

&. Transcrigdo ativa
- I ,

b. Represséo por fatores de transcrigéo

D (Pl i)
—¢—> | % f ;-
ee'elfe | cEo¥e

1 €. Repressio por MeCP-2
F Condensagao da cromatina ‘ @‘-!5, f*-.ﬁ.'D

. | e

L@ @ ®F€5‘@." '-:‘_ CpGmetilado 2_-_ 4‘

CpG n#o metilado L

' a. Transcrigdo ativa

- 1@5’:‘.@‘[1—’ "

b. Repressédo por MeCP-1

C

Figura 3. Mecanismo proposto pelo qual a metilagdo do DNA reprime a transcrigdo do gene (Singal e
Ginger, 1999).

2.6 Aplicagoes Clinicas e Terapéuticas no Estudo da Metilagdo

De acordo com Esteller (2003), (1) a metilagéo das ilhas CpG é um fator significante no
diagnéstico precoce do cancer, podendo ser detectado em amostras biolégicas como o soro e a
urina; (2) produtos dos genes que s&o silenciados por metilagdo do DNA podem ser usados
como biomarcadores de resposta a quimioterapicos ou terapia hormonal; (3) genes que s&o
inativados por metilagdo podem ser usados como um fator prognéstico; (4) genes metilados
podem ser reativados por agentes demetiladores.

Ao contrario de uma modificagdo genética, uma mudanga epigenética pode ser mais
facilmente desfeita farmacologicamente (LAIRD, 2005). Por esta razéo, tem despertado interesse
na possibilidade de reativagéo de genes silenciados, epigeneticamente, em céncer. As drogas

mais conhecidas sdo 5-azacitidina (5-aza-CR) e a 5-aza-2'-deoxicitidina (5-aza-CdR), ambas
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potentes inibidoras da metilagédo do DNA, que tém sido utilizadas em testes clinicos, com alguns
resultados terapéuticos (MOMPARLER; AYOUB, 2001; ZHU; OTTERSON, 2003).

Porém, esses agentes quimicos néo tém agéo especifica, ou seja, acabam demetilando
genes que deveriam permanecer silenciados, 0 que provoca conseqiiéncias importantes no
individuo. Um outro problema € que, em altas doses, estes agentes parecem ter efeitos toxicos
em células normais. Uma das grandes expectativas do futuro é a elaborag&o de medicamentos

mais seletivos, capazes de reverter somente os processos de metilagdo responsaveis por

doengas (EGGER et al., 2004; MURGO, 2005).

3. CANCER DE MAMA

O cancer € a segunda causa de morte por doenga no mundo e demanda a realizagéo de
acdes com variados graus de complexidade. No Brasil, o cancer de mama constitui a primeira
causa de morte, por cancer, entre as mulheres, registrando-se uma variagéo percentual relativa
de mais de 80 % em pouco mais de duas décadas: a taxa de mortalidade padronizada por idade,
por 100.000 mulheres, aumentou de 5,77 em 1979, para 9,74 em 2000, sendo que o nimero de
casos novos esperados para o Brasil em 2006 é de 48.930, com um risco estimado de 52 casos
a cada 100 mil mulheres. No Brasil, 0 aumento da incidéncia tem sido acompanhado do aumento
da mortalidade, o que pode ser atribuido, principalmente, a um retardamento no diagnéstico e na

instituicdo de terapéutica adequada (INCA, 2005).

3.1 Fatores Associados ao Cancer de Mama

Ao que tudo indica, o cancer de mama € o resultado da interagao de fatores genéticos
com o estilo de vida, habitos reprodutivos e meio ambiente (JOHNSON-THOMPSON; GUTHRIE,
2000). Todos os canceres de mama tém origem genética. Acredita-se que 90%-95% deles sejam

esporadicos (néo-familiares) e decorrem de mutagées somaticas que se verificam durante a vida
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e que 5%-10% sejam hereditarios (familiares), devido & heranga de uma mutagdo germinativa ao
nascimento, que confere a estas mulheres suscetibilidade ao cancer de mama (BILIMORIA;
MORROW, 1995).

Os principais fatores associados a um risco aumentado de desenvolver cancer de mama
sd0: sexo feminino, menarca precoce (antes dos 11 anos), menopausa tardia (instalada ap6s 55
anos de idade), ocorréncia da primeira gravidez apds 30 anos e nuliparidade. A ingestéo regular
de alcool, mesmo que em quantidade moderada, € identificada como fator de risco para cancer
de mama, assim como a exposi¢ao a radiagdes ionizantes em idade inferior a 35 anos. A histéria
familiar € um importante fator de risco para o cancer de mama, especialmente se mée e irma
foram acometidas na pré-menopausa; ou aquela que teve diagnostico prévio de hiperplasia
atipica ou neoplasia lobular in sifu; ou ainda cancer de mama prévio. A idade constitui um outro

importante fator de risco, havendo um aumento rapido da incidéncia com o aumento da idade

(INCA, 2005).

3.2 Glandula mamaria

O epitélio mamario normal forma uma pequena parte do tecido mamario total; a maioria
das doengas que afeta a mama é proveniente do epitélio. O epitélio esta arranjado com 10 a 15
segmentos, formando uma estrutura ramificada semelhante a uma arvore. Os lobulos (um
agrupamento de &cinos revestidos de epitélio) drenam para os ductos, os quais drenam para 0s
ductos coletores que se abrem na superficie do mamilo. O Iébulo e os seus ductos terminais s&o
chamados de unidade ducto-lobular terminal (UDLT) e muitas lesdes patologicas se iniciam
nessa area (Figura 4). As caracteristicas de diferenciagao para células do revestimento ductal ou
células do componente acinar (lobular) ficam presentes, mesmo nas células com transformagéo
neoplasica e dao origem aos carcinomas ductais e lobulares (e seus subtipos), respectivamente.

O epitélio fora do sistema de ductos é constituido por duas camadas, uma camada interna de
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epitélio e uma camada externa de mioepitélio. Essa bicamada celular € um dos principais guias
usados para distinguir lesdes benignas de malignas. Os ductos s&o sustentados por fibras

elasticas presentes no estroma da mama, que consiste de tecido fibroconjuntivo denso misturado

com tecido adiposo (COTRAN et al, 2000).
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Figura 4. Estrutura da glandula mamaria (www.cancervic.org.au/cancer1/prevent/breasthealth.htm).

O desenvolvimento da mama e a proliferagdo celular durante o ciclo menstrual séo
regulados por horménios esterdides, como o estrégeno e a progesterona, ativando a via dos
seus receptores correspondentes (RE, RPg) (BECKMANN et al., 1997). Estrogenos s&o
necessarios para o crescimento e sobrevida do epitélio mamario e cerca de 30% dos carcinomas
da mama mantém esta horménio-dependéncia. Efeitos estrogénicos séo mediados pela ligagéo
do horménio a fatores transcricionais, os receptores de estrégeno (RE). Estes receptores séo
proteinas que dimerizam e se ligam a seqiiéncias no DNA, denominadas elementos responsivos
ao estrogeno (ERE), na regido promotora de genes-alvo, aumentando a transcrigdo destes
genes, os quais incluem o receptor de progesterona e o inibidor de apoptose bcl-2, bem como o
receptor de fator de crescimento epitelial e alguns fatores de crescimento e proto-oncogenes

(myc, fos, jun) (HALBE et al, 2000; (RUSSO; RUSSO, 2004). A presencga e concentragdo do RE
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e RPg séo usadas como marcadores progndsticos e de sobrevivéncia (BECKMANN et al., 1997;

MANSOUR; RAVDIN; DRESSLER, 1994; MCGUIRE et al., 1992).

3.3 Patologia
A progresséo do tumor é freqientemente descrita como uma seqliéncia linear de lesdes
que podem ser reconhecidas morfologicamente (SUBRAMANIAN; AXELROD, 2001). As lesdes
benignas podem ser nZo proliferativas e proliferativas. As lesdes nao proliferativas incluem os
cistos, metaplasia apdcrina e hiperplasias epiteliais de categoria discreta e moderada. As lesdes
proliferativas podem ser subdivididas em lesdes proliferativas sem atipias (que incluem
papilomas isolados, adenoses esclerosantes, fibroadenomas, hiperplasias ductais intensas ou
floridas de tipo usual) e com atipia. As hiperplasias atipicas séo definidas como proliferagbes
semelhantes as hiperplasias comuns, exibindo, em concomitancia, alguns achados dos
carcinomas /n situ. As hiperplasias atipicas sdo subdivididas em tipos lobular e ductal. O risco de
desenvolvimento de cancer em pacientes com hiperplasia ductal atipica e hiperplasia lobular
atipica é aproximadamente igual em ambas as mamas (DUPONT; PAGE, 1985; JENSEN et al.,
1989; VOGEL, 2004). As lesdes proliferativas mamarias benignas séo consideradas precursoras
do cancer de mama. Analises de CGH mostraram o ganho de 20q13 em 80% das hiperplasias
ductais; assa alteragdo € considerada inicial na tumorigénese. O mesmo ocorre para
amplificacdes em 8q24; ambas as alteracdes tambéem foram observadas em carcinoma ductal in
situ (BOECKER et al., 2001). Aproximadamente 40% das mulheres com histéria familiar de
cancer de mama e hiperplasia atipica subseqlientemente desenvolvem cancer de mama
(VOGEL, 2004).
O cancer de mama pode ser classificado histologicamente com base em tipos e padroes
de células que o compde. Carcinomas podem se invasivos (invadem o estroma mamario) ou néo

invasivos (confinados aos ductos e lébulos).
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Carcinoma in situ (CDIS)

O termo carcinoma in situ (ou carcinoma intraductal) engloba um grupo heterogéneo de
lesbes. Sdo caracterizadas por proliferagdes de células, com caracteristicas ductais, no interior
do sistema ducto-lobular da mama, sem evidéncias microscopicas de invasdo no estroma
circunjacente (BECKMANN et al., 1997; SUBRAMANIAN; AXELROD, 2001).

O carcinoma in situ pode ser ductal (CDIS) e lobular (CLIS). Os CDIS sdo geralmente

considerados como precursores de carcinomas invasivos (SUBRAMANIAN; AXELROD, 2001).

Carcinomas Invasivos

A maioria dos carcinomas invasivos € do tipo ductal (85-95%). Os subtipos de carcinomas
ductais da mama apresentam fatores caracteristicos e particulares (KENEMANS;
VERSTRAETEN; VERHEIJEN, 2004). Os carcinomas lobulares, que correspondem a cerca de
10 a 15% dos canceres de mama, apresentam altas taxas de bilateralidade e multicentricidade
(FRANCIS et al., 2001).

Os outros tipos histologicos sao: tubular, medular, mucinoso, papilar, metaplasico,
apocrino, adenoide cistico, escamoso, secretor e inflamatério. De todos esses tipos histolégicos,

o carcinoma inflamatério é o que apresenta pior prognéstico (BECKMANN et al., 1997).

3.4 Processo Carcinogénico

Estudos clinicos e experimentais apéiam um modelo de desenvolvimento do cancer de
mama em que uma série de mutagdes acumuladas contribui para o processo de carcinogénese
(BOONE; KELLOFF; FREEDMAN, 1993; KENEMANS; VERSTRAETEN; VERHEIJEN, 2004;
TLSTY et al., 2004). O perfil particular das mudangas genéticas em cada tumor € responsével
pela heterogeneidade no comportamento tumoral e pelas diferentes respostas ao tratamento,

observadas em cada paciente. Uma série de alteragdes genéticas iniciais, ainda ndo bem
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definidas no epitélio da mama, contribui para o desenvolvimento de lesdes pré-malignas
associadas ao aumento do risco de cancer de mama, que aumenta duas vezes nas hiperplasias
e até 10 vezes no carcinoma in situ (DUPONT et al., 1993).

A biologia do cancer de mama permanece insuficientemente compreendida. Embora a
classe histolégica, expressdo de esterdides e receptores para fator de crescimento, proto-
oncogenes como o ERBB2 e mutagdes no gene TP53 terem sido correlacionados para o
prognostico, o conhecimento sobre o prognéstico individual fornece informagdes limitadas sobre
a biologia dessa doenga. A heterogeneidade celular e molecular dos canceres de mama e um
grande niamero de genes potencialmente envolvidos no controle de crescimento celular, morte e
diferenciagdo enfatizam a importancia de estudar as multiplas alteragdes genéticas do cancer
(SORLIE et al, 2001). Acredita-se que o cancer de mama, como a maioria dos outros canceres,
tem origem em uma célula que, por iniumeros eventos diferentes, torna-se maligna (BECKMANN
et al., 1997).

Um modelo comum para a tumorigénese mamaria propde que o epitélio normal se torne
proliferativo (hiperplasia) e depois, através de um acumulo de anormalidades moleculares, se
desenvolva em carcinoma: inicialmente em carcinoma ductal in situ, seguido por carcinoma
ductal invasivo (figura 5) (KENEMANS; VERSTRAETEN; VERHEIJEN, 2004; LAKHANI et al.,

2002; TLSTY et al., 2004).
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Figura 5. Modelo de progresséo do cancer de mama (TISTY et al, 2004).
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Segundo alguns autores, a visdo tradicionalista da progressdo do cancer de mama como
uma sequéncia linear tem sido reavaliada por evidencias morfologicas e moleculares. Lesdes
pré-invasivas e invasivas podem ocorrer juntas em muitos tipos de tumores de mama.
Geralmente, os estagios mais avangados apresentam varias mudancas gendmicas e, em parte
por causa disso, o carcinoma ductal in situ & considerado como um precursor de carcinoma
invasivo. Entretanto, nem todas as mudangas genéticas encontradas nos estagios precoces séo
vistas também nos estagios mais avangados do cancer. Estes resultados sugerem que o
carcinoma ductal in situ possa nao ser um precursor direto do carcinoma invasivo, pelo menos,
nao como descrito pelo modelo linear da tumorigénese do cancer de mama (GUPTA et al., 1997;
MORIYA; SILVERBERG, 1994; SUBRAMANIAN; AXELROD, 2001; TSUDA; HIROHASHI,
1998).

Alteragdes no padrao de metilagdo podem estar envolvidas no processo de formagéo de
tumoral (BALLESTAR; ESTELLER, 2005); por exemplo, a hipermetilagdo de genes de
supressao tumoral leva a uma menor expresséo destes genes e conseqiiente perda de fungao,
como no cancer de mama, onde estd bem demonstrada a hipermetilagdo do gene BRCA1
(ROBERTSON; JONES, 2000) enquanto que hipometilagédo de oncogenes leva a uma maior

expresséo, com consequiente ganho de fungdo (NEWELL-PRICE; KING; CLARK, 2001).

4, GENE SUPRESSOR DE TUMOR PTEN

A medida que os tumores progridem para um estagio mais avangado, adquirem um
nimero crescente de alteragdes genéticas. Li et al. (1997) notaram que a perda da
heterozigosidade (LOH) do cromossomo 10g23 ocorria em alta freqiiéncia em uma variedade de
tumores humanos; este padréo de LOH sugeriu que 10923 codifica um gene supressor de tumor.
Pelo mapeamento de delegbes homozigéticas nesta regido, eles isolaram um candidato a gene

supressor de tumor que foi denominado PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog Deleted on
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Chromosome Ten). O mesmo gene foi isolado independentemente por Steck et al. (1997) e foi
chamado de MMAC1 (Mutated in Multiple Advanced Cancers-1). Outro grupo também o
identificou e o designou de TEP-1 (trasforming growth factor [TGF1] - regulated and epithelial
cell-enriched phosphatase) (LI; SUN, 1997).

Analises seqiienciais revelaram que o gene PTEN contém nove éxons (figura 6), codifica
uma proteina com 403 aminoacidos que contém um dominio tirosina fosfatase e uma regido
homologa a proteinas do citoesqueleto (aproximadamente 175 aminoacidos), a tensina e a

auxilina (LI et al., 1997).
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Figura 6. Distribuicéo gendmica dos nove éxons ( # ) do gene PTEN (LI et al, 1997).

O estudo para determinar a estrutura cristalina da proteina do gene PTEN revelou que o
dominio N-terminal esta associado ao dominio C-terminal (LEE et al., 1999). Estes dois dominios
juntos formam a unidade catalitica e compreendem quase a proteina inteira, excluindo somente
uma regido muito curta do N-terminal e uma regido de 50 aminoacidos no C-terminal (figura 7)
(LEE et al., 1999; LESLIE; DOWNES, 2004; VAZQUEZ et al., 2000). No dominio C-terminal
ocorrem aproximadamente 43% das mutagdes de PTEN e ele contém subdominios importantes:
primeiro, um dominio C2 (amino&cidos de 186-352), que é associado com regides de ligagoes
fosfolipidicas (R1ZO; SUDHOF, 1998). Outra caracteristica é a presenga de um sitio de ligagéo
PDZ, o qual interage fortemente com o dominio fosfatase e compreende uma regido de interagéo
proteina-proteina. A eliminagdo de PDZ reduz a capacidade da proteina PTEN de inibir o
substrato de AKT (WU et al., 2000), sugerindo que esta regido é importante na sua atividade.
Esta regido C-terminal também contém varios sitios de fosforilagéo, localizados nos ultimos 50

aminoacidos, que exercem fungdo de estabilidade protéica; mutagdes ocorridas dentro desta
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regido parecem nao interferir diretamente na atividade enzimética, indicando que enquanto a
maioria das mutagdes causa a perda total da fungdo do PTEN, mutagdes na regido C-terminal
causam somente perda parcial da sua fungdo (LESLIE; DOWNES, 2004). A maioria das
mutagdes ocorre no dominio N-terminal (aminoacidos de 1-186). Esta regido € a parte
enzimética do PTEN, isto &, seu dominio fosfatase e, embora similar a outras fosfatases da
proteina, tem um local ativo ligeiramente maior. Este local € também um hot spot com
aproximadamente 31% de mutagdes germinativas e somaticas que ocorrem no éxon 5 (WAITE;
ENG, 2002). E de conhecimento que mutagdes truncadas e frameshift dentro do dominio
catalitico fosfatase/C2 destréi a atividade fosfatase. Anélises dos efeitos das mutagdes de ponto
nos tumores também tém revelado que tais mutagdes eliminam em 81% ou reduzem em 10% a

atividade fosfatase da proteina do PTEN (LESLIE; DOWNES, 2004).

Sitio de ligagdo PDZ

Sitios de fosforilagdo '

f

Sitios de ligagéo PtdIns(4,5)P2
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Figura 7. Dominios da proteina do gene PTEN (LESLIE; DOWNES, 2004).

A proteina codificada pelo gene PTEN é um exemplo de antagonista entre oncogenes e
produtos de genes de supressdo tumoral. Maehama & Dixon (1998) mostraram que a proteina
PTEN é uma fosfatase mais efetiva para lipidios do que para proteinas. Em condi¢des normais,
através da ativagéo de fatores de crescimento, a enzima PI3K (fosfatidilinositol-3'Kinase) é
capaz de fosforilar PIP2 (fosfolipidio fosfatidilinositol [4,5] bifosfato) para gerar PIP3 (fosfolipidio
fosfatidilinositol [3,4,5] trifosfato). Os produtos lipidicos da enzima PI3K s&o capazes de induzir a
ativagdo da cascata de sinalizagdes essenciais para determinadas respostas celulares, entre

elas a divisdo e a migracdo celulares. A proteina PTEN bloqueia a ativagdo de AKT/PKB,
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convertendo PIP3 em PIP2 (fosfatidilinositol [4,5] bifosfato) e assim interrompe o ciclo celular e
promove a apoptose (figura 8). [nversamente, a inativagdo ou a perda da fungéo da proteina
PTEN pode contribuir para o desenvolvimento do tumor, resultando em niveis aumentados de
PIP3, ativando o AKT/PKB; conseqgilentemente, ira atuar na proliferagdo celular, migragéo, e
inibicao da apoptose (CHUNG; GINN-PEASE; ENG, 2005; LESLIE; DOWNES, 2004; OKAHARA

et al., 2004; PANIGRAHI et al., 2004; SANSAL,; SELLERS, 2004; SIMPSON; PARSONS, 2001).
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Figura 8. Modelo de inibigdo da Pl — Quinase pela agdo do PTEN (LESLIE; DOWNES, 2004).

O gene PTEN foi identificado originalmente através de varias mutagdes em diferentes
tipos de tumores esporadicos. Pela utilizagdo de técnicas convencionais para detecgdo de
mutagdes no gene PTEN foi encontrada uma freqiiéncia de mutagdes em glioblastomas,
carcinomas endometriais, tumores da mama, de pulmé&o e de préstata (AN et al., 2002; CHOE et
al, 2003; CHUNG; GINN-PEASE; ENG, 2005, DEPOWSKI; ROSENTHAL; ROSS, 2001;
DREHER et al,, 2004; HALVORSEN; HAUKAAS; AKSLEN, 2003; KHAN et al., 2004; MUTTER et
al., 2000; NASSIF et al., 2004; OLAUSSEN et al., 2003; PERREN et al., 2000; SORIA et al.,
2002; TANIYAMA et al,, 2001; ZHOU et al., 2002).

Um locus para a Sindrome de Cowden foi identificado na regido 10q22-31. O gene

PTEN esta localizado exatamente nessa regido e mutagdes neste gene foram encontradas em



Introdugéo 36

pacientes portadores desta sindrome. O envolvimento do gene PTEN na oncogénese mamaria
humana tem sido estudado, mostrando que mutagdes de PTEN nas células germinativas na
Sindrome de Cowden predispdem ao cancer de mama, a frequente LOH e a redugéo dos niveis
da proteina PTEN em céanceres de mama esporadicos. Foi estimado que metade dos pacientes
com a Sindrome de Cowden desenvolve cancer de mama (FREIHOFF et al., 1999; LI; DAHIYA,
2002; PETROCELLI; SLINGERLAND, 2001). Segundo Chung et al.( 2004), o gene PTEN tem
um significante papel na carcinogénese mamaria como um gene supressor de tumor.

Desse modo, novos estudos, com analise mutacional do gene PTEN em céancer de
mama humano, podem gerar mais esclarecimentos a respeito do papel das mutagdes em PTEN,

que podem ser de grande valia no diagnéstico e/ou tratamento.

5. GENE DE REPARO DO DNA (MLH1)

Os genes de reparo agem como controladores, mantendo a fidelidade do DNA na
divisdo celular, por meio de mecanismos que identificam, retiram e corrigem os erros nas
seqiiéncias de bases. O sistema Mismatch Repair (MMR) desenvolve um papel importante na
corregdo de danos no DNA e sua perda pode causar desestabilizagdo gendmica que
consequentemente pode levar a alta taxa de mutagdes e tumorigénese (SON et al., 2004).

Muito antes de ser descoberto nos seres humanos, o sistema MMR ja era estudado em
organismos mais simples. Na bactéria Escherichia coli, trés proteinas constituem o ceme do
sistema: as proteinas codificadas pelos genes mutS, mutL e mutH (FISHEL et al., 1994).
Também se encontraram genes homologos aos das bactérias em leveduras, os genes yMSH2,
yMLH1 e yPMS1 (REENAN; KOLODNER, 1992). Notou-se que mutagdes nos genes MMR tanto
das bactérias como dos fungos levavam a um fenétipo de desestabilizagao.

Em humanos, os primeiros a serem identificados foram genes homdlogos ao mutS

(MSH2, MSH3 e MSHS6) (FISHEL et al., 1994). Papadopoulos et al (1994) identificaram e
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clonaram trés genes adicionais do ser humano, todos relacionados ao gene bacteriano mutL. Um
destes genes foi chamado de MLH1. Os outros dois genes apresentaram uma maior similaridade
ao gene mutL de leveduras e foram denominados PMS1 e PMS2.

Papadopoulos et al (1994) identificaram o gene MLH1 no cromossomo 3p21 e Han et al
(1995) revelaram que este gene contém 19 éxons (figura 9). O mapeamento do MLH1 foi
interessante porque marcadores nesta area tinham sido ligados ao cancer colo-retal hereditario
sem polipose (HNPCC) (LINDBLOM et al, 1993). Procurando por mutagdes no MLH1,
Papadopoulos et al (1994) realizaram analise por RT-PCR em 10 amostras de HNPCC e
encontraram mutagdes que poderiam interromper o produto do gene, demonstrando a
importancia dessas mutagdes para a origem desta doenga. Sasaki et al, (1996) estudaram 43
amostras de tumores de pacientes com canceres primarios mdltiplos e detectaram duas
mutagbes missense, que foram encontradas em regides de microssatélites. Herman et al (1998)
estudaram o padréo de metilagdo de amostras de cancer colo-retal esporadico com instabilidade
de microssatélites (MSI). Os resultados sugeriram que a MSI poderia ser consequéncia da

hipermetilagdo do gene MLH1.
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Figura 9. Distribuigdo genémica dos treze éxons (#) do gene MLH1 (HAN et al., 1995).

Alteragdes genéticas e modificagdes epigenéticas (hipermetilagdo) do gene MLH1 tém
sido associadas com canceres de mama esporadicos (MURATA et al., 2002). Em um estudo
realizado, Benachenhou et al (1999) encontraram freqientes LOH do gene MLH1 em cénceres
de mama esporadicos, sugerindo que este gene poderia estar envolvido na tumorigénese
mamaria. MSI tem sido identificada em células de cancer de mama, sugerindo uma associagéo

com genes MMR. A fim de testar esta hipotese, Murata et al (2002) investigaram MSI, a
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expressdo das proteinas hMLH1 e hMSH2, bem como modificagdes genéticas e epigenéticas
destes genes. Os resultados sugeriram que estas alteragdes, em especial do gene MLH1,
contribuem para a instabilidade genémica e tumorigenése em canceres de mama esporadicos.

A atividade do MMR eleva a fidelidade de replicagdo do DNA por um fator de 100-1000
vezes através da remogdo de erros deixados pelas DNA polimerases (SCHOFIELD; HSIEH,
2003). A principal fungdo do MMR & o reconhecimento e corre¢do de trés tipos de erros:
pareamento desigual de bases simples, bases quimicamente alteradas e algas na hélice. Para
isto, ocorre a interagdo dos produtos protéicos dos genes MMR. Um primeiro heterodimero
chamado de hMutSalfa, formado por proteinas do grupo de homdlogos de mutS:
hMSH2/hMSH6, tem sua agéo principalmente nos erros de pareamento entre bases (ALANI et
al., 2003; SCHOFIELD; HSIEH, 2003; SELMANE et al., 2003). Gradia et al (2000) descreveram
que a troca do ADP>ATP no heterodimero hMutSalfa causa mudanga conformacional do
mesmo, transformando-o em uma espécie de bragadeira que corre sobre a dupla fita de DNA a
ser reparada, desempenhando assim sua fungdo. Um outro heterodimero chamado hMutLalfa,
formado pelas proteinas hMLH1 e hPMS2 é formado; este complexo vai agora interagir com o
complexo formado pela h(MSH2/hMSH6 (Figura 10) (KUNKEL; ERIE, 2005). Mutagbes missense
em regides especificas de MLH1 podem levar a defeitos nas interagdes proteina-proteina com

PMS2 e vice-versa (YUAN et al., 2002).
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Figura 10. Representagéo esquematica da atividade do sistema MMR (SELMANE et al., 2003).
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- Investigar o estado mutacional do gene PTEN em tumores e processos pré-neoplasicos da

mama humana.

- Fazer um estudo no estado de metilagéo da ilha CpG da regido promotora do gene hMLH1.

- Tentar identificar alteragbes que possam ser eventos criticos na génese e na evolugéo dessas

neoplasias.
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e Amostra

Tecidos tumorais frescos foram obtidos através de bidpsias de 40 pacientes da cidade
de Ribeirdo Preto, SP — Brasil entre os anos de 1999 e 2003. A média da idade das pacientes foi
de 47 anos (variag@o entre 27 e 85 anos). Das quarenta casos, nove foram hiperplasias, trés
fibroadenomas e seis foram outros tipos lesdes proliferativas mamaérias benignas (adenose,
hipertrofia, alteragbes fibrocisticas); os casos malignos séo constituidos por cinco carcinomas
ductais in situ, quinze carcinomas ductais infiltrantes (medular, grau |, Il e lll) e dois carcinomas

ducto-lobulares. Os tecidos patologicos foram analisados por exame histopatoldgico.

e Aspectos Eticos

Atendendo & resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude (Ministério da
Saude, 2003), que trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos, este projeto foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeiréo Preto (CEPHC-FMRP) e a Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), em
Brasilia. O presente trabalho foi avaliado e aprovado pelo CEPHC-FMRP tendo o seguinte
numero 9566/2004.
eExtragao do DNA
A amostra tumoral foi macerada em nitrogénio liquido até a obteng@o de um pulverizado.
Em seguida, foi transferida para um tubo de centrifuga e acrescidos 5ml de tampao de extragéo
(Tris 1M; EDTA 0,5 M; Nacl 5 M). Adicionaram-se 50 ul de proteinase K (10 mg/ml) e 0,5 ml de
SDS 20%; misturou-se por inversdo e incubou-se em banho-maria a 37 ° C overnight ou a 57° C
por 3 horas. Apds este tempo, adicionaram-se 3 a 5ml de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico
(25:24:1), homogeneizou-se por inversdo suave durante 5 minutos e centrifugou-se a 3000rpm
durante 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de centrifuga e foram
adicionados 3 ml de cloroformio/alcool isoamilico (24:1); homogeneizou-se por inverséo suave

durante 5 minutos e repetiu-se essa operagao. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de
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centrifuga, o volume da amostra foi medido e foram colocados um terco deste volume de acetato
de aménio 7.5M e 2 a 3 volumes de etanol absoluto gelado. O frasco foi invertido suavemente
por diversas vezes até que ocorresse a precipitagdo do DNA. O mesmo foi coletado com o
auxilio de pipeta Pasteur, lavado em etanol absoluto e ressuspendido em 100-500 pl de agua

Milli-Q estéril. O DNA foi quantificado e diluido para que se obtivesse uma concentragdo de

50ng/pl.

Anélise do estado mutacional do gene PTEN

eReagao em cadeia da polimerase - PCR (Polymerase Chain Reaction)

Foram analisados os 9 éxons do gene PTEN. Os primers utilizados foram extraidos da
literatura (COHN et al., 2000; DAVIES et al., 1999; DICUONZO et al., 2001; HOLWAY et al.,
2000; LIU et al., 2000; PERREN et al., 2000) e alguns foram desenhados no Laboratorio de
Oncogenetica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (tabela 1) e avaliados pelo programa

Gene Runner. As condigbes de PCR para o gene PTEN est@o demonstradas na tabela 2.

Tabela 1. Seqliéncias senso (S) e anti-senso (AS) dos primers e seus respectivos tamanhos em pares
de base (pb) e os tamanhos dos fragmentos amplificados.

EXONS Seqiiéncias dos Primers N°(pb) Tamanho (pb) Referéncias
; S: TCTGCCATCTCTCTCCTCCT 20
AS: CCGCAGAAATGGATACAGGT 20 ~141 Holway et al., 2000
S: TGACCACCTTTTATTACTCCA 21
2 AS: AGTATCTTTTTCTGTGGC 18 ~313 Liu etal., 2000
S: TGTTAATGGTGGCTTTTTG
3 AS: "
22 ~114 Dicuonzo et al., 2001
GCAAGCATACAAATAAGAAAAC
S: CCTAAGTGCAAAAGATAAC 19
4 AS: TACAGTCTATCGGGTTTA 18 ~145 Dicuonzo et al., 2001
5A S: TTCTTATTCTGAGGTTATC 19 . Dicuonzo et al., 2001

AS: GCACATATCATTACACCAG 19 Davies et al., 1999
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S: GCTGGAAAGGGACGAACTGG

5B AS: 2 L0
T T . 21 (&Y Dicuonzo et al., 2001
S: CTTCTCTTTTTTTTCTGTCCACC
AS: 23
6 AGCACTTACTGCAAGTTCCGCCA 24 ~176 LO
C
S: ATCGTTTTTGACAGTTTG 18
’ AS: CTCCCAATGAAAGTAAAG 18 ~263 Holway et al., 2000 !
S: CAGATAACTCAGATTGCC 18
84 AS: TTTCTACTTTTTCTGAGG 18 ~261 LO
S: CCAGGACCAGAGGAAACC 18 Cohn et al., 2000
88 AS: ACATCACATACATACAAGTC 20 21 Perren et al., 2000
’ S: GTCATATTTGTGGGTTTTC 18 e LO
AS: GGTGTTTTATCCCTCTTG 18 Dicuonzo et al., 2001

1- Primers modificados; LO-Primers desenhados no Laboratério de Oncogenética.

Tabela 2. Condi¢bes de PCR para o gene PTEN

EXONS CR EF
DI
1, 5B, 6, 8B 95°C/ 3 95°C /30", 60°C/45", 72°C/1'30"(35X) 72°CI30°
2,9 95°C/ 3 96°C/30", 53°C/45", 72°C/1'30"(35X) 72°CI30°
3 95°C/ 3 95°C/30", 55°C/45", 72°C/1'30"(35X) 72°CI30°
de7 95°C/ 3' 95°C/30", 50°C/45", 72°C/1'30"(35X) 72°C/30'
5%7¢ 8° 95°C/ 3 95°C/30", 48°C/45", 72°C/1'30"(35X) 72°CI30°

DI - denaturag@o inicial;, CR - ciclo da reagdo, EF - extensdo final correspondendo
respectivamente as seguintes fases da reagao: denaturagao, anelamento e fase de extenséo.

Para a reagdo de PCR foi preparada uma mistura contendo cerca de 50ng de DNA

gendmico, 50 pmol de cada primer (cada mistura com um primer especifico), tampao da Taq

polimerase (concentracao final de Tris-HCI 10 mM, pH 8.4, KCI 50 mM) e MgCl2 1,5 mM, 50uM

de cada desoxinucleotideo trifosfatado e 1,25 unidades da Taq polimerase. As amplificages

foram realizadas com ciclador térmico PTC-100 (MJ Research, INC). A técnica de PCR-SSCP
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consiste na amplificagdo de seqliéncias especificas de DNA através da reagdo de polimerase
em cadeia, desnaturagdo do fragmento amplificado através do calor e eletroforese em gel de
poliacrilamida. A presenca de bases alteradas no fragmento amplificado pode induzir uma
mudanga na conformag&o estrutural adquirida pela fita simples de DNA, que pode ser detectada
por meio de diferengas na migragéo do gel de poliacrilamida ndo desnaturante (HAYASHI, 1991;

HAYASHI; YANDELL, 1993).

eAnalise de Polimorfismo Conformacional de Fita Simples (SSCP)

As amostras a serem aplicadas (produto final da PCR) foram preparadas com uma solugéo
corante (azul de bromofenol 0,025%, xilenocianol 0,025%, EDTA 10mM e formamida 98%). Essa
mistura foi entdo desnaturada em banho-maria a 95°C durante 5 minutos e transferida
imediatamente para uma cuba com gelo. Aplicou-se 0 mais rapidamente possivel nas valas do
gel. As corridas eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacrilamida com a concentragao
entre 8 - 12% a partir de uma solugdo de acrilamida 30% (299 de acrilamida e 1g de
bisacrilamida) contendo glicerol 10%, tampao BTE 10x, persulfato de amodnia e Temed, a 4°C,
durante aproximadamente 18 horas (dependendo do tamanho do fragmento). Ap6s a corrida, 0s
géis foram colocados em solugéo fixadora (etanol 10 %; acido acético glacial 0,75 %) durante um
tempo minimo de 5 minutos.e adicionou-se nitrato de prata a 10%, seguindo-se uma lavagem
com agua por 1 minuto. Os géis foram submetidos a um processo de revelagdo em meio basico
(NaOH 9%; formaldeido 0,3%). Apds o processo de revelagéo, os geéis foram analisados para

verificar a presenca de alteragées no padrdo de migragdo das amostras.
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Avaliacéo do perfil de metilagédo do gene MLH1

eTécnica e Desenho dos Primers

A técnica utilizada no presente projeto foi a MSP (Methylation-specific-PCR)
desenvolvida por Herman et al. (1996), tomando como base os trabalhos de Shapiro et al.
(1970), Hayatsu et al. (1970) Fromer et al. (1992). No MSP, o DNA é tratado com bissulfito de
sbdio que possui a capacidade de agir sobre as citosinas nao metiladas da molécula de DNA e
transformé-las em uracilas através de uma reagdo simples de deaminagdo. As citosinas
metiladas ndo séo convertidas em uracila apds o tratamento com esse reagente, assim, pode-se
diferenciar entre as citosinas que possuem um agrupamento metil ligado ao carbono 5 e as
citosinas que ndo o possuem (figura11). Apds o tratamento, uma reagao é realizada utilizando-se
primers especificos para 0 DNA modificado.

Os primers foram desenhados com o auxilio do programa MethPrimer (LI; DAHIYA,
2002), criado especialmente para construgdo de oligonucleotideos para PCR, baseada na
metilagéo por conversdo pelo bissulfito. Foram construidos dois pares de primers para o gene
de interesse: uma especifica para o DNA metilado (construido na posigao - 675 até - 521 em
relagdo ao sitio de inicio da transcrigdo) e a outra especifica para o DNA nao-metilado

(construido na posi¢ao - 674 até - 520 em relagdo ao sitio de inicio da transcrigdo) (Tabela 3).

Tabela 3. Sequéncias dos primers usados na MSP. pb: tamanho do fragmento esperado na MSP
Gene Forward (5°-3") Reverse (5°-3°) pb

MLH1-M TTACGGGTAAGTCGTTTTGAC CTATACCTAATCTATCGCCGC
154
MLH1-U TATGGGTAAGTTGTTTTGATGT CCTATACCTAATCTATCACCACC
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CpG metilado é resistente ao tratamento
com bissulfito de sédio

5’- AATTACTTAC GATAC GATTTACA-3’
il

5’- AATTAUTTACGATACGATTTAUA-3"

CpG nao metilado é sensivel ao tratamento
com bissulfito de sédio

5’- AATTACTTACGATACGATTTACA-3’

|

5’- AATTAUTTAUGATAUGATTTAUA-3’

Apos a PCR, as uracilas sao substituidas por timinas
e as citosinas sao mantidas

5’- AATTAUTTACGATACGATTTAUA-3’ 5’- AATTAUTTAUGATAUGATTTAUA-3’

| 1

PCR

5'- AATTATTTACGATACGATTTATA-3’ 5'- AATTATTTATGATATGATTTATA -3°
3’- TTAATAAATGCTATGCTAAATAT-5" 3’- TTAATAAATACTATACTAAATAT-5’

Figura 11. Representagao esquematica do tratamento de DNA com o reagente bissulfito de sodio.

Adaptada de Costa, 2004.
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eModificagao do DNA por Bissulfito

Dois microgramas de DNA, diluidos em 50ul de H20, foram usados para o tratamento
com bissulfito. O DNA foi desnaturado com NAOH (2M) durante 30 min a 45°C. Trinta
microlitros de hidroquinona 10mM e 520pl de bissulfito de sédio 3M (pH5) foram adicionados

ao DNA desnaturado. As amostras foram incubadas a 50°C durante 16h para a modificag&o.

O DNA modificado foi purificado utilizando-se o kit de purificagdo Wizard DNA clean-up
(Promega) e eluido em 50u! de H20. Para uma completa conversao quimica, foi adicionado
NAOH 3M em cada tubo e cada um foi encubado por 5 min a temperatura ambiente. Em

seguida o DNA foi precipitado em etanol, ressuspendido e estocado a -80°C por 48h.
o MSP (Methylation Specific-PCR)

A reagao da PCR foi realizada em um volume final de 50ul contendo 200uM de dNTPs
(deoxinucleotideos trifosfato), 2.0 mM de MgCl2, 50 ng de DNA, 200pM de cada oligonucleotideo
(primer) e 0.5U AmpliTag GOLD (Applied Biosystems, Foster City, CA). As condi¢des da PCR
para amplificacdo do gene foram as seguintes: uma desnaturagao previa por 2 minutos a 94°C e
35 ciclos de 94°C por 40 segundos, 53°C por 45 segundos com uma extensao final de 5 min a
72°C.

O produto da PCR (8pl) foi aplicado em gel de poliacrilamida ndo desnaturante a 8%

(com 10% glicerol), submetido a eletroforese e corado com nitrato de prata a 10%.

eSequenciamento

Para 0 sequenciamento das amostras de interesse foi realizada uma reagao de purificagéo do
DNA, utilizando-se 5pl do produto da PCR e 2ul da enzima ExoSAP-IT® (USB Corporation,
Cleveland, Ohio). As amostras foram incubadas a 37°C por 15 minutos e a enzima foi inativada a

80°C por 15 minutos. O produto purificado foi visualizado em gel de agarose para a confirmagao

de banda Unica. A ExoSAP-IT & uma mistura de exonuclease | e fosfatase que tem com
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propriedade a degradagdo de oligonucleotideo de fita simples e desfosforilagdo de
desoxirribonucleotideos.

Para a reagdo de sequenciamento utilizou-se 1ul do produto da PCR, 5ul do Kit de
sequenciamento DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences),
1ul de primers e 3ul de H0. Para precipitagao das amostras foram utilizados 1l de acetato de
sodio (1,5 M de acetato de sodio + 259 mM de EDTA) e 40u! de etanol 100% gelado e deixado
em temperatura ambiente e local escuro por 20 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 10000
rpm a 4°C por 30 minutos e o sobrenadante foi descartado. Adicionaram-se 200ul de etanol 70%

e o procedimento de centrifugacéo e descarte foi repetido. As amostras foram secadas a 60°C
por 15 minutos. O sequenciador utilizado foi ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing

Kit (Perking Elmer, Alameda, CA).



8. RESULTADOS
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Gene PTEN
Neste trabalho foram analisadas quarenta amostras de tumores e processos pré-

neoplasicos da mama humana, pela técnica de PRC-SSCP e nenhuma alteragéo foi encontrada

no gene PTEN.

Gene MLH1

Foi analisado com sucesso o estado de metilagdo por MSP do gene MLH1 em trinta e
quatro amostras de tumores e processos pre-neopléasicos da mama humana. Foi observado que
sete amostras estavam metiladas.

O grupo amostral € composto por dezesseis amostras de processos pré-neoplasicos
(sete hiperplasias, trés fibroadenomas e seis outros tipos lesdes proliferativas) e 18 amostras de
carcinomas (cinco amostras de carcinomas ductais in situ e treze amostras de carcinomas
ductais infiltrantes). Nosso resultado apresentou metilagdo em quatro amostras do grupo de
processos pre-neoplasico (fibroadenoma, adenose esclerosante, hiperplasia ductal simples,
alteracao fibroscistica) e trés amostras de carcinomas ductais infiltrantes (figura 12).

Como controle positivo sequenciamos uma amostra metilada (figura 13C) e uma né&o
metilada (figura 13D) modificadas por bissulfito de sédio. Como controle negativo utilizamos uma

amostra ndo modificada.
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Figura 12. Gel de poliacrilamida 8% contendo reagdes de MSP apresentando
o perfil de metilagdo do gene MLH1 (com 154pb), M amostras metiladas U
amostras ndo metiladas € CN controle negativo (amostra sem tratamento).
Nota-se que as amostras 1-4 encontram-se metiladas e amostras 5-6 estéo na
condi¢&o de ndo metiladas.

CTAICGIATG AG G
AGTT A|ICGATG AGG

ACGATGAGGCGGCGACAGACCA
ATGATGAGGT GGTGATAGATTA

Figura 13. Resultado do sequenciamento das amostras do gene MLH1 metilada(A) e ndo metilada(B) usadas como

controle positivo para tratamento do DNA por bissulfito de sddio, quando comparadas com a seqiiéncia néo tratada.
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Analise do estado mutacional do gene PTEN

Nas ultimas décadas tém ocorrido em todo o mundo, significativo aumento da incidéncia
do cancer de mama e conseqlientemente da mortalidade associada a essa neoplasia. O
conhecimento das alteragdes moleculares especificas contribuindo para a patogenia do cancer
da mama sera crucial para a identificagdo de alvos especificos para novas estratégias de
prevengdo. Embora cada tumor apresente um perfil de mutagdes que Ihe é caracteristico, ha
certos genes que sdo freqlientemente alterados no cancer da mama, os quais poderiam
participar do seu processo tumorigénico e da progressédo maligna. Tém sido identificadas
mutagdes no gene PTEN em pacientes com a Sindrome de Cowden e em linhagens celulares de
carcinoma de mama, o que sugere que 0 PTEN possa esta envolvido na carcinogénese mamaria
(FREIHOFF et al., 1999).

Desde a clonagem do gene PTEN, um consideravel namero de trabalhos descreveu seu
espectro mutacional em uma variedade de tumores humanos, tais como: glioblastomas, tumores
de mama, de prostata, neoplasias endometriais e malignidades hematolégicas (ALBAROSA et
al., 1996; ALI; SCHRIML; DEAN, 1999; CAIRNS et al., 1997; DAHIA et al., 1999; DAHIA et al.,
1997; DAVE et al., 2005; KATO et al., 2000; KOBAYASHI et al., 1997; LI et al., 1997; RASHEED
et al., 1995; RASHEED et al., 1997; TASHIRO et al., 1997; TENG et al., 1997; TRYBUS et al.,
1996; TSOU et al., 1997; WAITE; ENG, 2002; WANG et al., 1997; ZHOU et al., 1999).

Mutacbes e delegdes sométicas do gene PTEN tém sido identificadas em varias
linhagens celulares e em carcinomas primérios. A perda da fun¢do de PTEN parece ocorrer
durante a progresséo de multiplos canceres humanos. Chen et al (1999) realizaram um estudo
com 52 amostras de cancer de mama utilizando PCR-SSCP e identificaram uma delegéo no
dominio fosfatase. Rhei et al (1997) detectaram 2 mutagdes em 54 amostras de carcinoma de
mama. Lynch et al (1997) encontraram 5 mutagdes do gene PTEN nas células germinativas em

5 casos de cancer de mama familial com Sindrome de Cowden. Marsh et al (1998) identificaram
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mutagdes nas células germinativas no gene PTEN em 12 de 28 casos de sindromes
hereditarias. De acordo com esses resultados e com bases obtidas no presente trabalho
realizado com amostras de casos esporadicos de mama, podemos ressaltar que mutagdes no
gene PTEN em canceres de mama familial sdo comuns. Entretanto, em cancer de mama
esporadico, essas mutagdes constituem um evento mais raro.

Em alguns tipos de tumores, particularmente em mama, embora a mutagdo de PTEN
seja relativamente rara, a LOH & um evento comum, ocorrendo em aproximadamente 31% dos
casos. Chung et al. (2004) analisaram a perda da expressdo em carcinoma ductal in situ e
carcinoma invasivo, a fim de estabelecer uma correlagéo entre a perda da expresséo da proteina
PTEN e fatores prognésticos do cancer de mama. A perda da expressédo néo foi observada em
amostras de carcinoma ductal in situ , porém foi observada em 32% das amostras de carcinoma
invasivo.

Kurose et al (2002) realizaram um estudo do gene PTEN em amostras de carcinomas de
mama. Cinqlienta amostras foram analisadas por eletroforese em gel desnaturante para detectar
0 padrdo de mutagdo. Foram encontradas 15 (30%) mutagdes somaticas no gene PTEN e
apenas uma amostra apresentou LOH. Sugeriram entéo, que apenas um evento (mutagéo ou
LOH) poderia ser suficiente para a tumorigénese.

Feilotter et al. (1999) analizaram a regido 10g23 em canceres de mama esporadicos.
Eles combinaram a analise de SSCP para detectar o padréo de mutagéo, com técnicas de LOH,
nesta regido. N&o foi encontrada mutagéo nestes tumores, embora a LOH tenha sido freqliente
(ocorrendo aproximadamente em 36% - 38%). Esta discrepancia, mostrada com uma alta
incidéncia de LOH efou perda da expresséo da proteina e baixas taxas de mutagdes, levanta a
possibilidade de que mecanismos epigenéticos também possam estéa envolvidos na inativagdo
do PTEN (CHUNG et al., 2004; FRY, 2001; GARCIA et al., 2004; KHAN et al., 2004; LESLIE;

DOWNES, 2004; PETROCELLI; SLINGERLAND, 2001).
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A perda de fungcdo do PTEN pode ocorrer por diversos mecanismos, incluindo
mutagdes, LOH do locus PTEN no cromossomo 10q23 e silenciamento epigenético da
expressdo do PTEN. A metilagdo da regido promotora do PTEN provoca a perda da expresséo
génica (BAEZA et al., 2003; LESLIE; DOWNES, 2004; SANSAL; SELLERS, 2004).

A metilagao da regido promotora do PTEN tem sido identificada como um mecanismo
alternativo na inativagéo do gene supressor de tumor, mas a importancia desse silenciamento no
cancer de mama ainda permanece desconhecido. Em um trabalho realizado por Garcia et al
(2004), foi investigada a metilagdo da regido promotora de PTEN em 90 amostras de cancer
mama e correlacionada com 11 parametros moleculares e patologicos, incluindo os niveis de
mRNA. A hipermetilagdo nas ilhas CpG do gene PTEN foi observada em 48% das amostras
analisadas; também foi visto que a hipermetilagdo estava associada com a superexpresséo de
ERBB2 e com o tamanho e classificagéo histologica elevada. Foi concluido que a hipermetilagéo
do promotor do gene PTEN & um evento comum nos canceres de mama e que a expresséo de
mRNA era mais baixa nos tumores com metilagéo aberrante.

Khan et al. (2004) investigaram o padrdo de metilagdo da regido promotora do gene
PTEN e a expressdo de sua proteina em 44 carcinomas ductais invasivos. Foi encontrada 34%
de metilagéo aberrante, sendo que mais da metade estava associada com a perda da expresséo
da proteina. Das vinte e trés amostras que ndo apresentavam sua regido promotora metilada,
79% delas expressavam a proteina. Seis amostras que se apresentavam livres de metilagao,
também apresentavam perda da express@o da proteina, indicando que outros mecanismos
possam esta envolvidos na inativagcdo da proteina. Estudos subseqlientes com animais tém
sugerido que a simples perda de um alelo no gene PTEN pode ser suficiente para induzir a
perda da expressdo da proteina e a progresséo do tumor. Curiosamente, seis das quinze
amostras que apresentavam hipermetilagdo na regido promotora do gene PTEN também

expressavam a sua proteina. Foi sugerido que isto se deve a uma metilagéo incompleta da
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regiao promotora; assim, talvez as células do tumor devam alcangar certo nivel de metilagéo
para a inativagao transcricional, 0 que poderia explicar a presen¢a de bandas metiladas com
bandas ndo metiladas.

Em nosso trabalho, ndo encontramos nenhuma alteragéo nas amostras estudadas, o que
vem concordar com a literatura, visto que mutagcées do gene PTEN em carcinomas da mama
esporadicos s&o relativamente raras. Este fato mostra a importancia da anélise de metilagao das
regides promotoras do gene, que ja foram descritas por diversos autores como sendo um
mecanismo pelo qual PTEN pode ser inativado. Dessa forma, analises de metilagéo serdo o passo

seguinte a este trabalho.

Avaliacao do perfil de metilacdo do gene MLH1

A hipermetilagdo das ilhas CpG das regides promotoras tem sido bastante
caracterizada nos ultimos anos como uma importante mudanga epigenética que ocorre em todos
os tipos de neoplasias humanas e esta associada com o silenciamento transcricional dos genes
(JONES, 2003). Segundo Murata et al (2005) o sistema MMR, particularmente o gene MLH1, é
associado com uma variedade de canceres, incluindo o cancer de mama esporadico. A
hipermetilagdo do gene de reparo MLH1 ocorre em estagios iniciais da progressao tumoral e seu
silenciamento resulta em MSI (BAYLIN; HERMAN, 2000).

Murata et al (2002) relataram que a transcrigdo do gene MLH1 é
predominantemente inibida pela hipermetilagdo de sua regido promotora, enquanto que a
inativagao do gene MSH2 é causada mais frequentemente por mutagéo. Nesse trabalho, Murata
et al. investigaram MSI, expressdo das proteinas dos genes MLH1 e MSH2, como também
modificagbes genéticas e epigenéticas desses genes em 32 casos de tumores de mama
esporadicos. Analises imunohistoquimicas revelaram que todos os casos que apresentaram MSI,

tiveram uma diminuigdo da expressao das proteinas dos genes MLH1 e MSH2, sendo que oito
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casos exibiram mutag6es ou polimorfismo nestes genes e 10 casos apresentaram hipermetilagéo
da regido promotora do MLH1. Foi sugerido que alteragdes epigenéticas, especialmente no gene
MLH1, contribuem para a instabilidade genémica e tumorigénese em canceres de mama

esporadicos.

Os nossos resultados mostraram que 7 em 34 das amostras de tumores e processos
pré-neoplasicos da mama humana estavam metiladas para o gene MLH1.

Roa et al (2004) estudaram o gene MLH1 em um grupo de 70 amostras de tumores
mamarios e verificaram que 11,4% apresentavam-se metilados. Murata et al (2005) analisaram
0 padréo de metilagéo pela técnica de PCR-MSP em 30 amostras de tumores da mama e
detectaram metilag@o aberrante em 9 casos. Esses resultados estédo de acordo com os obtidos
em nosso trabalho, onde foram encontradas 3 amostras metiladas dentre 18 carcinomas ductais
infiltrantes, sugerindo que a perda da fungdo por inativacdo epigenética no gene MLH1, parece
ter um importante papel na progressdo do cancer de mama esporadico.

Esteller et al (1998, 1999, 2000, 2001) demonstraram que a hipermetilagdo do gene
MLH1 é encontrada em lesdes precursoras de tumores uterinos e colo-retais. Apesar de nao
existirem muitos dados na literatura em relagéo a metilagdo em processos benignos mamarios,
encontramos em nosso trabalho, a metilagéo aberrante do gene MLH1 em 4 de 16 amostras de
lesdes benignas. Deste modo, esses resultados sugerem que a hipermetilagdo, além de
participar da progressao, pode também estar envolvida na génese do cancer de mama.

E certo que a metilagdo aberrante do gene MLH1 ¢ frequentemente associada com a
diminuicdo da expressdo de sua proteina, fato que demonstra a importancia desses estudos,
através dos quais, futuramente poderdo ser desenvolvidos agentes demetilantes utilizados na

terapia génica contra o cancer de mama (MURATA et al., 2005).
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Gene PTEN

De acordo com a literatura, o gene PTEN tem um significante papel na carcinogénese
mamaria como um gene supresor de tumor, pois inimeros trabalhos tém demostrado a perda da
proteina do gene PTEN e uma alta incidéncia de LOH nos tumores de mama. Foi realizada uma
triagem de alteragdes conformacionais dos 9 éxons do gene PTEN. Pela técnica de PCR os
éxons foram amplificados e posteriormente analisados por SSCP, porém n&o foram encontradas
alteragbes no padréo de migragéo. Com base neste resultado e dados obtidos na literatura,
podemos sugerir que mutagdes no gene PTEN néo representam pontos criticos para a génese e

evolugdo no cancer de mama esporadico.

Gene MLH1

De acordo com a literatura, a inativagdo epigenética é considerada como um mecanismo
primario na perda da expressédo génica durante a tumorigénese e a densidade da metilagéo dos
sitios CpG aumenta em estagios mais avangados do cancer. Em nosso grupo amostral
encontramos metilagéo da regi@o promotora do gene MLH1 em neoplasias malignas e benignas
da mama. Deste modo, estudos da expresséo da proteina associados ao padréo de metilagéo do
gene MLH1 deverdo ser realizados a fim de gerar mais esclarecimentos acerca do

comprometimento do MLH1 na génese e evolugéo do cancer de mama.
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