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RESUMO

Cavalher FP. Caracterizacio do gene ADAM23 como um novo marcador
molecular de prognéstico em cincer de mama. Sdo Paulo; 2007. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundacgdo Ant6nio Prudente]

O céncer de mama € o principal tipo de cancer responsiavel por Obitos entre as
mulheres brasileiras, a maior parte deles em conseqiiéncia de metdstases. O
prognéstico de pacientes com cancer de mama € estimado principalmente na
presenca de metdstases em linfonodos axilares e no tamanho do tumor. Entretanto,
cerca de 30% das pacientes com linfonodos negativos morrem em decorréncia da
doenca, evidenciando a necessidade de marcadores moleculares mais sensiveis e
especificos capazes de predizer com maior precisao a evolucdo da doenca e o
esquema terapéutico a ser seguido. O gene ADAM23 encontra-se freqiientemente
silenciado por hipermetilacio de sua regidao promotora em linhagens tumorais
metastiticas e tumores primdrios de mama em estigios mais avancados. Neste
trabalho, avaliamos o padrido de metilacdo da ilha de CpG localizada préxima ao sitio
de inicio de transcricao do gene ADAM23 (regido 2) em 94 amostras de tumores de
mama previamente analisadas em nosso laboratério para a presenca de
hipermetilacdo em uma ilha de CpG localizada de -1025pb a -549pb do sitio de
inicio da transcricao (regidao 1). A presenca de hipermetilacdo na regido 2 foi
detectada em 14 das 94 (14.9%) amostras e foi associada significativamente ao
tamanho do tumor, ao nimero de linfonodos comprometidos por metéistases e a
superexpressao da proteina p53. Pacientes com hipermetilacdo na regiao 2 tiveram
sobrevida livre de metastase a distancia (SLMD) e sobrevida global especifica (SGE)
em 5 anos significativamente menores do que as que ndo apresentaram ADAM23
hipermetilada (57.1 versus 85.7%, p<0018, e 714% e 92.3%, p=0.037,
respectivamente). A hipermetilacdo da regiao 2 também se revelou um fator de
prognostico independente para a SLMD e SGE. Uma andlise estatistica combinada
mostrou que a presenca de hipermetilacio nas duas regidoes do promotor da

ADAM23 tem maior valor prognéstico quando comparada a presenca de metilacao



em apenas uma regiao ou em nenhuma das duas regides (37.5% versus 74.1% versus
91.0%, p<0.001 para SLMD e 50.0% versus 92.4% versus 93.1%, p<0.001 para
SGE). A hipermetilacdo na duas regides da ADAM23 também se revelou um fator de
prognéstico independente para SLMD (HR 8.84, IC 95%, 2.31-33.76, p=0.001) e
SGE (HR 9.97, IC 95%, 1.96-50.61, p=0.006). Para avaliar o valor prognéstico da
detec¢ao de hipermetilagao no gene ADAM23 em plasma de pacientes com cancer
de mama nés analisamos 37 amostras de plasmas de pacientes cujo tumor primdrio
apresentava hipermetilacio em ADAM?23. A presenca de hipermetilacdo no
promotor do gene ADAM23 foi observada em 514% (19/37) das amostras.
Entretanto, a andlise de sobrevida nao mostrou diferenca significativa entre as taxas
de SLMD e SGE das pacientes que apresentaram ADAM?23 hipermetilada no plasma
e as pacientes que ndo apresentaram. Por fim, analisamos o perfil de metilacao das
regides 1 e 2 do promotor da ADAM?23 em linfonodos sentinelas de pacientes com
cincer de mama a fim de avaliar sua utilizacdo como uma ferramenta molecular para
deteccdo de células metastiticas em linfonodos sentinela. A presenca de
hipermetilacdo na regido 1 da ADAMZ23 foi verificada nos linfonodos sentinelas de
86.9% (20/23) das pacientes sem linfonodos comprometidos, segundo a andlise
histo-patolégica, e cujo tumor primdrio apresentava ADAM?23 hipermetilada,
sugerindo a presenca de c€lulas metastdticas ndo detectadas pela andlise histo-
patolégica convencional. Entretanto, nao detectamos hipermetilacido na regiao 2 em
linfonodos de nenhuma das 8 pacientes que, além da regiao 1, apresentaram
hipermetilagio da ADAM23 na regiao 2 nos tumores primdrios de mama. Em
conjunto, os resultados deste estudo demonstram que a presenca de hipermetilacio
na regiao promotora do gene ADAM?23 em tumores primdrios de mama pode ser
utilizada como marcador molecular de prognéstico em pacientes com céancer de
mama. Além disso, a presenca de hipermetilacio no promotor do gene ADAM23
também pode ser utilizada para detectar c€lulas tumorais metastiticas em linfonodos
de pacientes com tumor de mama, oferecendo um método mais sensivel e especifico
para a detec¢io de metdstases linfonodais quando comparado a andlise histo-

patoldgica convecional.



SUMMARY

Cavalher FP. [Characterization of ADAM23 gene as a new prognostic molecular
marker in breast cancer]. Sdo Paulo; 2007. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao
Antdénio Prudente]

Breast cancer is the major type of cancer responsible for deaths in Brazilian women,
most of them as a consequence of metastasis. Prognosis of breast tumor patients is
mainly estimated by the presence of metastatic cells in the axillary lymph nodes and
tumor size. However, about 30% of patients with negative lymph nodes die because
of the disease, highlighting the need for more sensitive and specific molecular
markers capable of accurately predicting the evolution of the disease and the
therapeutic scheme to be followed. The ADAM?23 gene is frequently silenced by
promoter hypermethylation in metastatic tumor cell lines and primary breast tumors
in more advanced stages. In this work, we evaluated the methylation pattern of the
CpG island located near the transcription start site of the ADAM23 gene (region 2)
in 94 breast tumor samples previously analyzed in our laboratory for the presence of
hypermethylation in another CpG island located at -1025 to -549 bp in relation to the
transcription start site (region 1). The presence of hypermethylation in region 2 was
detected in 14 out of 94 (14.9%) samples and was significantly associated with tumor
size, number of positive lymph nodes and p53 protein over expression. Patients with
hypermethylation in region 2 had a shorter distant metastasis free survival (DMFS)
and disease specific survival (DSS) in 5 years than those that didn’t show ADAM23
hypermethylated (57.1 versus 85.7%, p<0.018, and 71.4% e 92.3%, p=0.037,
respectively). Hypermethylation in region 2 was also found to be an independent
prognostic factor for DMFS and DSS. A combined statistic analysis showed that the
presence of hypermethylation in both regions of ADAM23 promoter have a greater
prognostic value when compared to presence of methylation in one of the two
regions or in none of them (37.5% versus 74.1% versus 91.0%, p<0.001 for DMFS
and 50.0% versus 92.4% versus 93.1%, p<0.001 for GSS). Hypermethylation in both
regions of ADAM?23 also revealed to be an independent prognostic factor for DMFS




(HR 8.84, IC 95%, 2.31-33.76, p=0.001) and DSS (HR 9.97, IC 95%, 1.96-50.61,
p=0.006). To evaluate the prognostic value of detecting ADAM23 hypermethylation
in the plasma of breast cancer patients we analyzed 37 plasma samples from patients
harboring primary tumors with ADAM23 hypermethylation. The presence of
ADAM23 promoter hypermethylation was observed in 51.4% (19/37) of samples.
However, survival analysis didn’t show a significant difference between DMFS and
DSS rates from patients that presented ADAM?23 hypermethylation in plasma and
those that did not. Finally, we analyzed the methylation pattern of ADAM23
promoter regions 1 and 2 in sentinel lymph nodes of breast cancer patients in order to
evaluate its use as a molecular tool to detect metastatic cells in sentinel lymph nodes.
The presence of hypermethylation in region 1 of ADAM?23 was verified in the
sentinel lymph nodes of 86.9% (20/23) of the patients with negative lymph nodes,
according to the histo-pathological analysis, and in whose primary tumors ADAM23
was hypermethylated, suggesting the presence of metastatic cells not detected by the
conventional histo-patological analysis. However, we didn’t detect hypermethylation
in region 2 in the sentinel lymph nodes of neither 8 patients that, besides region 1,
showed hypermethylation of ADAM23 in region 2 in primary breast tumors.
Together, these results show that the presence of hypermethylation in the promoter
region of ADAM23 gene in breast primary tumors can be used as a prognostic
molecular marker in breast cancer patients. Besides, the presence of
hypermethylation in the promoter region of ADAM23 gene can also be used to detect
metastatic tumor cells in sentinel lymph nodes of breast cancer patients, offering a
more sensitive and specific method to detect lymph nodes metastasis as compared to
convetional histo-patological analysis.
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1  INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE MAMA

1.1.1 Epidemiologia

O céncer de mama possui uma alta incidéncia em todo o mundo, sendo o tipo
mais freqiiente de cincer dentre as mulheres ocidentais. Nos Estados Unidos, estima-
se a identificacao de 678.060 novos casos de cancer para o ano de 2007, sendo que
26% (178.480) correspondem a tumores invasivos de mama. Neste ano também sao
estimadas aproximadamente 40.460 mortes decorrentes de cincer de mama nos
EUA, o que representa 15% de todos os Gbitos por cancer e o segundo tipo de cancer
que mais provoca mortes, atrds apenas do cancer de pulmao. Entre as mulheres
americanas, a probabilidade de desenvolver cancer de mama em algum momento da
vida é de 1 em cada 8 mulheres (13%) e o risco de 6bito decorrente deste tipo de
tumor € de 1 em cada 33 (3%) mulheres (JEMAL et al. 2007).

No Brasil, o Ministério da Satide estimou para o ano de 2006 a identificacao
de aproximadamente 48.930 novos casos de cancer de mama, 0 que representa o
surgimento de 52 casos a cada 100 mil mulheres (Ministério da Satide 2005). No
Brasil, o cancer de mama constitui a terceira maior causa de mortes, sendo a segunda
no sexo feminino e o principal tipo de cancer responsdvel por Obitos entre as
mulheres. Em 2003, foram registrados 9.335 obitos decorrentes da doenca na

populacdo feminina brasileira (Ministério da Saide 2003).



A metéstase representa a principal causa de morte para pacientes com cancer
de mama. Aproximadamente 10 a 15% das pacientes com tumor de mama
apresentam doencas agressivas que recidivam em até 3 anos apés o diagnoéstico
inicial da doenca. Entretanto, ndo é incomum o aparecimento de metastases em sitios
distantes 10 ou mais anos ap6s a identificacdo do tumor primdrio (STEEG 2004). Os
sitios mais comuns de formacdo de metistases sdo ossos, pulmado e figado (LEE
1983).

De acordo com a Sociedade Americana de Cancer (ACS), quando
diagnosticado em estadios iniciais, o cancer de mama pode ser tratado com cirurgia
conservadora e as taxas de sobrevida livre de doenca em 5 anos para pacientes com
doenca local e sem envolvimento metastatico dos linfonodos axilares sao superiores
a 95%. Em caso de espalhamento regional da doenca, as taxas de sobrevida
diminuem para 83%. Entretanto, quando hd presenca de metdstases em outros
orgaos, as taxas de sobrevida diminuem drasticamente, reduzindo-se a
aproximadamente 26% (JEMAL et al. 2007).

Ap6s a década de 80, a implementacao de métodos de diagnéstico precoce,
principalmente a realizacdo de mamografias periddicas e de tratamentos adjuvantes
com quimioterapicos, ocasionou um declinio considerdvel das taxas de recidiva da
doenca e de mortalidade associadas a doenca na populacdo americana. Entretanto, as
taxas de incidéncia permaneceram em crescimento continuo até 2001, estabilizando-
se a partir desta data, o que reflete a maior acessibilidade aos servicos de satide e a
possibilidade de diagnéstico de tumores em estadios iniciais.

Assim como outros tipos de tumores, as causas do cincer de mama nio sao

conhecidas. Muitos fatores enddgenos e exOgenos parecem aumentar a



susceptibilidade a doenca. Dentre os fatores de risco podemos citar idade avancada,
histéria familiar, predisposicao genética, menarca precoce (antes de 12 anos),
menopausa tardia (apds 55 anos), nuliparidade, gravidez em idade avancada (ap6s 30
anos), uso de contraceptivos orais, adocio de terapia hormonal durante a menopausa,
tipo de dieta, obesidade apds a menopausa, sedentarismo, consumo de dlcool e fumo.

O tipo histolégico mais freqiiente dentre os tumores malignos da mama € o
carcinoma que tem origem a partir das cé€lulas epiteliais que revestem os ductos e 0s
I6bulos da glandula mamaria. Os carcinomas podem se apresentar sobre a forma in
situ ou invasiva. Os carcinomas invasivos representam de 70 a 80% de todos os
tumores de mama identificados, sendo que destes cerca de 80% correspondem a
carcinomas ductais invasivos, 10% a carcinomas lobulares invasivos e o restante a
outros subtipos, como carcinomas tubulares, mucinosos, medulares, entre outros

(TAVASSOELI e DEVILEE 2003).

1.1.2 Diagnéstico e Tratamento

Entre os principais métodos de detec¢@o precoce do céncer de mama incluem-
se o auto-exame, o exame clinico palpatério e a mamografia. Atualmente, a ultra-
sonografia e a ressondncia magnética também tém sido empregadas como métodos
de diagnéstico complementares a mamografia, indicados para pacientes mais jovens
(abaixo de 35 anos) ou que possuem histéria familiar da doenca, respectivamente. A
sensibilidade destes métodos varia entre 46% e 88%, e sua especificidade varia entre
82% e 99%, e sao influenciadas por fatores como tamanho e localizacao da lesao,
densidade do tecido mamdrio, qualidade dos recursos técnicos e habilidade e

interpretacio dos profissionais (COELHO e MAKDISSI 2006; JEMAL et al. 2007).



Ap6s a deteccdo de uma massa sélida na mama, o paciente € submetido a
bidpsia e avaliacdo andtomo-patolégica, a fim de confirmar o diagnéstico. Uma vez
confirmada a ocorréncia de carcinoma de mama, exames complementares sdo
realizados para se determinar o estadiamento clinico da doenca o qual, por sua vez,
definird a conduta terapéutica a ser seguida. Exames complementares incluem o raio-
X de térax, a cintilografia 6ssea e a tomografia computadorizada e sdo geralmente
realizados para avaliar a presenca de doenca metastitica (VANPOZNAK e
SEIDMAN 2002).

O sistema de classificacdo mais freqlientemente utilizado para o estadiamento
do cancer de mama € o TNM, criado pelo AJCC (The American Joint Committee on
Cancer) e pelo UICC (Union Internationale Contre le Cancer). Esse sistema se
baseia especificamente no tamanho do tumor (T), no acometimento de linfonodos
(N) e na presenca de metastases a distancia (M) (STYBLO e WOOD 1998; SOBIN e
WITTEKIND 2004).

O tratamento do cdncer de mama baseia-se em terapias locais, sistémicas e
biolégicas. Inicialmente, realiza-se a ressecc@o cirirgica conservadora com remogcao
das margens do tumor ou, em casos mais avancados, a mastectomia radical, sempre
acompanhadas pela remocao de linfonodos axilares. Logo em seguida, a radioterapia
local pode ser indicada a fim de remover células cancerosas remanescentes na mama.

O tratamento adjuvante geralmente é indicado para pacientes que possuem
tumores maiores que 1 cm ou com metdstases em linfonodos axilares. A terapia
adjuvante sistémica baseia-se na quimioterapia e na hormonioterapia. Na primeira
modalidade, diferentes combinacdes de esquemas quimioterdpicos podem ser

adotadas, empregando-se antraciclicos (doxorrubicina ou adriamicina e epirrubicina)



e taxanos (paclitaxel e docetaxel). As combinagdes mais freqiientemente empregadas
sdao: FAC (combinagao das drogas 5-fluoraucil, adriamicina e ciclofosfamida), CMF
(ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluoraucil) e FEC (5-fluoraucil, epirrubicina e
ciclofosfamida), que podem ou ndo ser seguidas do uso de taxanos. A escolha do
esquema terapéutico depende das caracteristicas de cada paciente e da experiéncia do
oncologista.

No caso da hormonioterapia, o tamoxifeno € o mais comumente empregado,
sendo indicado para pacientes com tumores de mama positivos para os receptores
hormonais de estrégeno e progesterona. Em alguns casos, também pode ser indicado
o uso de inibidores de aromatase.

Recentemente, a terapia biol6gica utilizando o anticorpo monoclonal
Trastuzumabe (Herceptina®), que reconhece o dominio extracelular da proteina
HER-2/neu, produto do oncogene c-erbB2, tem sido indicada para pacientes com
tumores de mama que apresentam superexpressao de c-erbB2, o que € verificado em
cerca de 15 a 30% dos casos. Estes tumores geralmente sao muito agressivos e estao

associados a altas taxas de recidivas (SLAMON et al. 1987, 2001).

1.2 FATORES PROGNOSTICOS EM CANCER DE MAMA E O

ENVOLVIMENTO DE LINFONODOS AXILARES

Os principais fatores prognoésticos para o cancer de mama sido a presenca de
metéstases em linfonodos axilares e o tamanho do tumor. Além destes, outros fatores
também s3ao empregados, como o grau histolégico, a presenga de invasao linfatica

e/ou vascular, a expressao dos receptores hormonais de estrogeno e progesterona € a
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superexpressao do oncogene c-erbB2. Entretanto, cerca de 30% das pacientes que
nio apresentam comprometimento linfonodal morrem em decorréncia da doenca,
provavelmente por possuirem células metastiticas ndo detectadas ao diagndstico
(FISHER e GEBHARDT 1978). Teoricamente, essas pacientes se beneficiariam da
administracio de terapia adjuvante; contudo ndo € possivel, até o momento,
identificd-las. Por outro lado, a adogdo de terapia adjuvante em todas as pacientes
submetidas a ressec¢do cirtirgica € invidvel, devido 2 alta toxicidade do tratamento e
ao seu elevado custo (THOMSSEN et al. 2003). Estima-se também que cerca de 30 a
40% das pacientes com tumor de mama e que possuem linfonodos acometidos por
metastases permaneceriam livres de recidiva da doenca em 10 anos e nao
necessitariam receber terapia adjuvante (HELLMAN 1994). Estes dados evidenciam
a importancia da identificacdo de marcadores moleculares de progndstico mais
sensiveis e especificos, capazes de identificar os grupos de baixo e alto risco para o
desenvolvimento de metastases, predizer com maior acuidade sua evolucdo clinica e
apontar as pacientes que realmente se beneficiariam da adocdo do tratamento
adjuvante sist€mico.

A anilise histo-patolégica dos linfonodos axilares € realizada logo apés sua
remocgao da axila das pacientes, durante a cirurgia da mama. Inicialmente, o tecido
linfonodal € examinado manualmente por palpacdo cuidadosa. Os linfonodos sdo
isolados e aparecem macroscopicamente como nddulos de coloracdo parda ou pardo-
amarelada quando livres de metdstases, ou esbranquicados e endurecidos quando na
presenca de células metastaticas. Em seguida, sdo enviados para avaliacdo
microscopica. Para o exame histo-patolégico dos linfonodos axilares € empregado o

bi-seccionamento. A deteccao de células tumorais € realizada mediante coloracao dos



cortes histolégicos com hematoxilina-eosina (H&E), seguida por imunoistoguimica
com marcadores de células epiteliais (citoceratinas) nos casos em que nao foram
detectadas metdstases pela coloracdo com hematoxilina-eosina.

A andlise histo-patolégica de linfonodos axilares é uma técnica que apresenta
muitas limitacdes. Além de ser extremamente trabalhosa e de consumir muito tempo
dos patologistas, a remogao dos linfonodos da axila das pacientes traz muitas
seqiielas, como danos a circulacio sangiiinea e linfética local e inchagos nos bracos e
nas axilas, e estd associada a uma alta taxa de morbidade (AARSVOLD e
ALAZRAKI 2005). Além disso, devido ao grande nimero de linfonodos axilares
removidos, o que pode variar de 10 a 30 nédulos, nao € possivel analisar um niimero
razodvel de cortes histologicos de cada um individualmente, o que impede uma
analise minuciosa e diminui a sensibilidade do exame. Conseqiientemente, ocorrem
muitos resultados falso-negativos, o que poderia explicar a recidiva da doenca em
aproximadamente 30% das pacientes com cancer de mama sem comprometimento
linfonodal (FISHER e GEBHARDT 1978).

Atualmente, um método alternativo a tradicional disseccao de linfonodos
axilares tem sido empregado para determinacao do status linfonodal em pacientes
diagnosticadas com tumor de mama. Trata-se da biépsia de linfonodos sentinela. O
termo linfonodo sentinela foi inicialmente proposto pelo urologista CABANAS, em
1977, para designar o primeiro nédulo de uma regido linfatica que recebe drenagem
de um sitio especifico do tumor e, portanto, constitui o local mais provével de abrigo
de células tumorais, caso elas tenham invadido os vasos linfiticos. A bidpsia de
linfonodo sentinela foi popularizada no final da década de 80 e inicio dos anos 90 por

MORTON et al. (1991) em melanoma. Alguns anos depois, esta técnica passou a ser



adotada também para cancer de mama, sendo amplamente empregada a partir do
inicio do século XXI (AARSVOLD e ALAZRAKI 2005).

A biépsia de linfonodo sentinela pode ser feita de duas maneiras. No primeiro
método, injeta-se um corante azul isossulfano que identifica vasos e nddulos
linfaticos e permite a excisdo e a avaliacdo dos nédulos corados. Na segunda técnica,
os linfonodos sao identificados por um marcador radioativo (coléide sulfuroso
marcado com tecnécio-99m, Tc-99m) e, através de sua deteccdo por uma sonda de
captacao de particulas gama, o cirurgidao € capaz de localizd-los e remové-los.
Geralmente, as duas técnicas sdo empregadas de modo complementar, o que aumenta
a eficiéncia e a precisao da deteccao (AARSVOLD e ALAZRAKI 2005).

A bidpsia de linfonodos sentinela é um método confiavel de determinacao do
status do linfonodo axilar (KRAG et al. 1993; ALBERTINI et al. 1996; GIULIANO
et al. 1997; BARNWELL et al. 1998). Dentre as vantagens desta técnica estd a
andlise de uma menor quantidade de linfonodos, pois geralmente sao removidos
apenas 1, 2, as vezes 3 e raramente 4 nédulos. Além disso, a remog¢ao de uma menor
porcao tecidual axilar traz menos seqiielas as pacientes e diminui as taxas de
morbidade associadas a doenca. Ap6s sua remogio, os linfonodos sao submetidos ao
seccionamento miltiplo, seguido por coloracio com hematoxilina-eosina e
imunoistoquimica, o que representa uma andlise muito mais acurada e confidvel do
que a bi-sec¢do adotada na pritica tradicional de andlise de linfonodos axilares. Sua
maior precisdo permite a identificacdo de pacientes com micrometdstases,
geralmente ndo identificadas pelo método tradicional (CHU et al. 1999; REYNOLDS

etal. 1999).
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Micrometdastases sdo definidas pelo AJCC (The American Joint Committee on
Cancer) como acimulos de células tumorais metastiticas maiores do que 0.2 mm e
menores do que 2.0 mm de didmetro, enquanto agrupamentos de células tumorais
menores ou iguais a 0.2 mm de didmetro sdo referidos como células isoladas de
tumor (FLEMING et al. 1997). E importante ressaltar que o significado clinico da
presenca de micrometastases e de células isoladas de tumor em linfonodos axilares
permanece controverso, apesar de alguns estudos em larga escala sugerirem que a
presenca de micrometastases linfonodais estd associada a pior progndstico e diminui
a sobrevida livre de doenca e a sobrevida global de pacientes com cincer de mama
(Anonymus 1990; COTE et al. 1999; YOSHIHISA et al. 2002). Em relacdo as

células isoladas de tumor, seu valor prognéstico nao foi comprovado até o momento.

1.3 MARCADORES MOLECULARES DE PROGNOSTICO EM
CANCER DE MAMA E A DETECCAO DE CELULAS TUMORAIS EM

LINFONODOS

Nos iltimos anos, intensificou-se a busca de novos marcadores moleculares
mais sensiveis e especificos, capazes de predizer a evolucdo clinica das pacientes
com tumores de mama (marcadores de prognéstico), assim como detectar células
tumorais de mama diretamente no tecido linfonodal.

Alguns estudos tém procurado identificar alteracdes no padrao de expressao
de grupos de genes no tumor primério capazes de predizer a evolucao da doenca
(VAN'T VEER et al. 2002; VAN DE VIVER et al. 2002; WANG et al. 2005).

Nestes trabalhos, utilizando plataformas de microarray, foram identificadas



assinaturas génicas de pior ou melhor progndstico em tumores de mama que se
revelaram significativamente associadas com a sobrevida livre de metdstases em 5
anos das pacientes, sendo capazes de predizer corretamente as pacientes com maior
chance de desenvolver metastases.

Da mesma forma, metodologias alternativas e mais sensiveis do que as
tradicionais andlises histo-patolégicas tém sido avaliadas para detectar células
metastdticas em linfonodos sentinelas. Essas metodologias sdo baseadas na detecg¢do
por RT-PCR de transcritos especificos de células epiteliais nos linfonodos
removidos. Apesar de muitos estudos demonstrarem maior eficiéncia deste método
em relacdo a tradicional avaliacdo histo-patolégica para deteccdo principalmente de
micrometastases e de células tumorais isoladas, sua sensibilidade e especificidade
também sao limitadas, visto que os tumores apresentam expressdo heterogénea
desses transcritos, € em alguns casos € possivel detectar niveis basais dos mesmos
em linfonodos normais.

A fim de se contornar estas limitagoes, muitos estudos tém utilizado a
deteccdo simultinea de mais de um transcrito especifico de células epiteliais no
tecido linfonodal através de RT-PCR em tempo real. WEIGELT et al. (2004)
empregaram essa estratégia com o objetivo de identificar a presenca de
micrometistases em linfonodos sentinelas livres de metdstases, de acordo com a
avaliacdo histo-patolégica convencional, de pacientes com cancer de mama.
Inicialmente, foram testados diversos genes candidatos quanto a sua especificidade
em linfonodos de pacientes com tumor de mama. Apé6s a escolha de quatro genes,
citoceratina 19 (CK19), fator trefoil-3 (plB), glicoproteina epitelial-2 (EGP2) e

mucina epitelial pequena de mama (SBEM), este painel foi utilizado para avaliar a
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presenca de células tumorais em 70 linfonodos sentinelas ndo comprometidos por
metistases, segundo a andlise histo-patologica convencional. Observou-se alta
expressdo destes genes em sete linfonodos (10%), sugerindo a presenca de
micrometistases. Apos uma re-avaliacio minuciosa das laminas empregadas na
andlise histo-patologica, quatro dos sete linfonodos positivos por RT-PCR em tempo
real revelaram a presenca de células tumorais. Portanto, a técnica de RT-PCR em
tempo real revelou-se mais sensivel do que a andlise histo-patolégica convencional
em 10% das amostras.

Apesar de ter se revelado um método de alta sensibilidade e especificidade, a
avaliacdo da expressdao de transcritos especificos de células epiteliais no tecido
linfonodal através de RT-PCR em tempo real € uma estratégia dificil de ser aplicada
na rotina clinica devido a manipulacio da molécula de RNA. O RNA € uma
molécula extremamente sensivel e, por isso, de baixa estabilidade, o que dificulta sua
manipulag¢ao. A molécula de DNA, ao contrario do RNA, ¢ bastante estavel e de facil
manipulac@o. Sendo assim, alteracdes que ocorram na molécula de DNA e que sejam
especificas da célula tumoral como, por exemplo, alteracdes no padrao de metilacdo
da molécula de DNA, podem ser mais facilmente detectadas e seriam mais

apropriadas para a implantacao na prética clinica.
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1.4 A METILACAO DO DNA E A REGULACAO DA EXPRESSAO

GENICA

A metilacio do DNA € uma caracteristica dos genomas eucariotos. Em
mamiferos, apenas citosinas localizadas a 5° de guaninas, em dinucleotideos CpGs,
podem ser metiladas (BIRD 2002). A adicao de um grupo metil ao carbono 5 de uma
citosina € catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNNTs). Estima-se que
em c€lulas somdticas humanas as citosinas metiladas correspondam a
aproximadamente 1% do total de bases do DNA e que, portanto, cerca de 70 a 80%
dos dinucleotideos CpGs estejam metilados no genoma humano (EHRLICH 1982).

Os dinucleotideos CpGs possuem uma baixa representacdo no genoma
humano, e isto se deve a alta taxa de mutacOes associadas as metilcitosinas, que
podem sofrer deaminac@o hidrolitica espontidnea e serem convertidas em timinas
durante a replicacado do DNA (COULOUNDRE et al. 1978). Sua distribuicdo no
genoma nao é randomica, sendo que a maior parte destes dinucleotideos estd
concentrada em regides ricas em CpGs denominadas ilhas de CpGs.

As ilhas de CpGs sao definidas como seqiiéncias de DNA de tamanho
superior a 200 pares de bases, cujo contetido de guaninas e citosinas € igual ou
superior a 50%, e que apresentam uma razdo entre a freqiiéncia observada e a
freqiiéncia esperada de dinucleotideos CpGs igual ou superior a 0,6 (GARDINER-
GARDEN e FROMMER 1987). As ilhas de CpGs sao encontradas em locais
proximos aos promotores dos genes de expressao constitutiva e em 40% das regioes
promotoras dos genes de expressdo tecido especifica (MCCLELLAND e IVARIE

1982). Inicialmente, acreditava-se que em células normais a maioria das ilhas de



CpGs nao estava metilada, independente do estado de ativacdo dos genes a que
estavam relacionadas, exceto por aquelas associadas ao imprinting gendmico € a
inativacdo do cromossomo X. Entretanto, muitos trabalhos recentes identificaram a
presenca de intmeras ilhas de CpGs metiladas em células somadticas normais
(STRICHMAN-ALMASHANU et al. 2002; SONG et al. 2005). Contudo, a maior
parte dos dinucleotideos CpGs metilados estdo dispostos fora das ilhas,
principalmente em regides repetitivas do genoma, incluindo seqii€ncias satélites de
DNA, LINES (do inglés Long Interspersed Elements), SINES (do inglés Short
Interspersed Elements) e retrovirus endégenos (YODER et al. 1997).

Indmeros estudos demonstram que a presenca de metilacio em regides
regulatérias do genoma estd associada com a diminuicdo da transcricao ou
silenciamento génico. A metilacio do DNA, juntamente com a modificacdo de
histonas e o imprinting gendmico, sdao os principais mecanismos epigenéticos,
capazes de alterar o padrao de expressdao génica sem afetar a seqiiéncia de
nucleotideos do DNA (JONES e BAYLIN 2002; LAIRD 2003).

Muitos mecanismos parecem estar envolvidos no silenciamento génico por
metilacdo. Um destes mecanismos consiste no bloqueio da ligacdo de fatores de
transcricdo aos seus sitios de ligacao ao DNA (TATE e BIRD 1993). Membros da
familia das proteinas de ligacdo a CpGs metilados (do inglés Methyl-CpG binding
proteins), como MeCP2, MBD1-MBD4, também possuem um papel importante
neste processo, pois funcionam como repressores da transcricao (BOYES e BIRD
1991), se associam a varios complexos de remodelamento da cromatina, e atraem
histonas deacetilases (HDACs) para regioes de silenciamento génico, promovendo a

compactagao da cromatina (JONES et al. 1998; NG et al. 1999; WADE et al. 1999).
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Recentemente, novas proteinas que participam deste processo tém sido identificadas,
como CTCF (do inglés CCCTC-binding factor) (LOBANENKOV et al. 1986; BELL
et al. 1999) e BORIS ou CTCFL (do inglés CCCTC-binding factor-like)
(LOUKINOV et al. 2002; KLENOVA et al. 2002).

Em células de mamiferos, a repressao transcricional estd associada a
ocorréncia de um promotor densamente metilado e a cromatina em conformacio
compactada, ocasionada pela presenca de histonas deacetiladas e metiladas em
residuos especificos, o que impede o acoplamento do complexo de ativacdo da
transcricao a fita de DNA (Figura 1). Entretanto, até o momento n3o estd claro qual a
ordem em que estes processos ocorrem € qual deles € o responsédvel por desencadear
o silenciamento génico e atrair outras moléculas necessdrias ao seu estabelecimento.

Como mencionado anteriormente, uma grande quantidade dos genes humanos
possuem ilhas de CpGs normalmente desmetiladas em seus promotores, que estdo
associadas a cromatina pouco compactada. Neste cendrio, a transcricao génica
acontece normalmente. Flanqueando estas ilhas ocorrem regides com menor
conteido de CGs densamente metiladas e que apresentam a cromatina em
conformacao compactada, lembrando as regioes de heterocromatina pericentromérica
que nao sdo transcritas no genoma (BIRD 2002).

De acordo com o modelo de espalhamento da metilacdo do DNA proposto
por TURKER (2002), a ligacao de fatores de transcricio no promotor génico
determina o limite entre as regides vizinhas densamente metiladas e as ilhas de CpGs
desmetiladas e estabelece o equilibrio entre a atividade transcricional e o avanco da
metilacao do DNA em direcio a regidao promotora. Este equilibrio € responsavel pelo

padrao de metilacado normal. Em células tumorais, uma diminuicao inicial da
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atividade transcricional afeta o equilibrio entre estas duas forcas, permitindo que a
metilacao se espalhe gradualmente ao longo do promotor génico, reduzindo as taxas
de transcricdo paulatinamente. Desse modo, ocorre a formacao de alelos com padrao
de metilacdo distintos, ocasionando heterogeneidade entre as subpopulacdes de um
tumor. Uma vez que a atividade transcricional estd diminuida, o desencadeamento da
metilacdo na ilha de CpGs atrai outras moléculas envolvidas no processo e promove
a alteracdo da conformacdo da cromatina, facilitando ainda mais o espalhamento em
cis da metilacdo. Finalmente, quando uma quantidade suficiente de CGs ou sitios

criticos de CGs estdo metilados, o silenciamento génico € estabelecido.
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Célula Normal

Transcricao

y ¥

Célula Tumoral

CG Histona — Regido periférica
nao metilado acetilada densamente metilada

[ Promotor génico
CG ' Histona 9°
metilado deacetilada B Gene

Legenda: Em células normais, as ilhas de CpGs nos promotores estdo protegidas do espalhamento da
metilacao do DNA a partir de regides periféricas densamente metiladas. Ao redor da regido promotora
estdo dispostas histonas acetiladas e a cromatina estd pouco compactada, o que permite que fatores de
transcri¢o se liguem a fita de DNA e ocorra a transcricdo génica. Nas regides vizinhas densamente
metiladas estdo presentes histonas deacetiladas e a cromatina estd bastante compactada. Neste
contexto, complexos com enzimas DNMTSs ndo se aproximam do promotor. Em células tumorais, as
DNMTs tém acesso a regido promotora, juntamente com MBPs, e a metilacdo do DNA se espalha a
partir das regides periféricas em direcdo as ilhas de CpGs. As histonas tornam-se deacetiladas e a
cromatina adquire conformagao compactada, impedindo a ligacdo de fatores de transcricdo a fita de
DNA. Deste modo, é estabelecido o silenciamento génico. DNMTs, DNA metiltransferases; FT, fator
de transcricio; HAT, histona acetil transferase; HDAC, histona deacetilase; HMT, histona
metiltransferase; MBPs, proteinas de ligacdo a CpGs metilados; PCA, proteina co-ativadora.

Fonte: Modificado de JONES e BAYLIN (2002).

Figura 1 — A metilagio do DNA em uma ilha de CpG localizada na regido

promotora de um gene e o silenciamento génico.
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1.5 AMETILACAO DO DNA E O CANCER

O papel da metilacdo do DNA na regulacdo da expressdo génica € essencial
para processos biolégicos, como o desenvolvimento embriondrio, a inativagcdo do
cromossomo X, 0 imprinting gendmico e a repressao transcricional de seqiiéncias de
DNA repetitivo de origem retroviral. Esta funcdo também tem especial importancia
para a carcinogénese.

A perda da metilagio do DNA em dinucleotideos CGs foi a primeira
anormalidade epigenética identificada em células tumorais. FEINBERG e
VOGELSTEIN (1983) compararam o padrao de digestaio do DNA com enzimas de
restricao sensiveis a metilacdo entre células normais e tumorais e descobriram que
uma significativa proporcio de CpGs metilados em tecidos normais estava
desmetilada nas células tumorais. Em seguida, GAMA-SOSA et al. (1983)
demonstraram uma reducao global de 10 a 20% no contetido de citosinas metiladas
no genoma de vdrios tipos de tumores, tanto benignos quanto malignos, quando
comparados aos tecidos normais correspondentes. Posteriormente, muitos estudos
comprovaram a ocorréncia da hipometilacao global do genoma de células tumorais
provenientes de diferentes neoplasias. Esta modificacdo do DNA tumoral ¢é
observada freqiientemente em diferentes tipos de seqiiéncias repetitivas do genoma,
incluindo regides de heterocromatina do DNA, retrotransposons, retrovirus
end6genos e seqiiéncias satélites, bem como em seqiiéncias tunicas, incluindo
algumas de controle da transcri¢do. A hipometilagio do DNA induz a atividade
transcricional dessas seqiiéncias e favorece a instabilidade cromossdmica nos

tumores. A hipometilacdo também tem sido associada a expressao diferencial de



19

oncogenes e antigenos tumorais (EHRLICH 2002). A perda de metilacio € um
evento freqiientemente observado no inicio do desenvolvimento de tumores, € se
correlaciona com a severidade da doenca e com o potencial metastitico em muitos
tipos de tumores (WIDSCHWENDTER et al. 2004; ROBERTSON 2005).

Além da hipometilacao global do genoma, as células tumorais também sdao
caracterizadas pela presenca de hipermetilacdo em ilhas de CpGs localizadas nas
regioes promotoras de genes relacionados ao cancer. A primeira associacdao entre
hipermetilac@o e genes supressores de tumor foi feita com o primeiro gene supressor
de tumor descoberto, o gene do retinoblastoma (RB) (GREGER et al. 1989). Alguns
anos depois, foi descoberto que a inativacio dos genes Von Hippel-Lindau,
CDKN2A (também conhecido como p16 ou INK4A), E-caderina e do gene de reparo
MLHI1 também estavam associadas a hipermetilacdo de suas regides promotoras
(HERMAN et al. 1994; GONZALEZ-ZULUETA et al. 1995; GRAFF et al. 1995;
MERLO et al. 1995; KANE et al. 1997). A partir dai, o relato de inativacao por
hipermetilacdo de genes envolvidos com diversas funcoes celulares que estao
alteradas nas células tumorais como regulacdo do ciclo-celular, reparo do DNA,
remodelamento da cromatina, sinalizacdo celular, transcricio e apoptose, aumentou
progressivamente na literatura.

Alteracoes no perfil de metilagdio também estdo envolvidas com o
surgimento, o desenvolvimento e a progressao de tumores de mama. Na literatura,
existem evidéncias diretas ou indiretas para o silenciamento por metilacdao de mais de
40 genes relacionados a tumorigénese de mama. Entre eles estdo genes envolvidos
com a aquisicao das seis caracteristicas essenciais para a sobrevivéncia das c€lulas

tumorais, definidas por HANAHAN e WEINBERG (2000): auto-suficiéncia em



20

relacdo a fatores de crescimento (ER, PR, RASSF1A, SOCS1), potencial replicativo
ilimitado (p16, p21, ciclina D2, RAR-B), insensibilidade a sinais inibitérios do
crescimento (HIN1, TGFBRII, RFC), evasdo da morte celular programada (caspase-
8, p53, DAPK, TWIST), angiogénese sustentada (p73, maspina, THBS1), invasao
tecidual e metastase (E-caderina, TIMP3, APC, BCSGI, prostatina)

(WIDSCHWENDTER e JONES 2002).

1.6 A METILACAO DO DNA COMO MARCADOR MOLECULAR

EM CANCER DE MAMA

As alteracoes epigenéticas distinguem-se das modificacdes genéticas
principalmente porque ocorrem com maior freqii€ncia, sdo reversiveis sob tratamento
com agentes farmacolégicos e ocorrem em regides definidas de um gene. Além
disso, alteracdes no perfil de metilacido s3o encontradas especificamente em células
tumorais, distinguindo-as das células normais. Estas caracteristicas favorecem a
utilizacdo da metilacdo do DNA nas células tumorais como marcador molecular no
diagnéstico precoce de tumores, na avaliagdio do prognéstico do paciente e da
resposta ao tratamento.

A utilizacao da metilacdo do DNA como marcador tumoral é vantajosa, ja
que ao contrario da molécula de RNA e de proteina, o DNA € bastante estivel e de
facil manipulacio viabilizando a implantacao de testes de deteccdo na rotina clinica.
Além disso, devido a alta especificidade e sensibilidade das técnicas utilizadas para
avaliar o padrdo de metilacdo (geralmente baseadas em PCR), células tumorais com

alteracdes na metilacao podem ser detectadas mesmo em meio a uma grande
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quantidade de células normais. Por fim, ao contrario das alteracOes genéticas, que
ocorrem em diferentes regides do gene e sdo de tipos diferentes, as alteracoes no
padrao de metilacdo ocorrem sempre na mesma regiao, simplificando a metodologia
de deteccao (VERMA e SRIVASTAVA 2002; ESTELLER 2003; PATEL et al.
2003).

Ja foi demonstrado que alteracoes no perfil de metilacao das células tumorais
podem ocorrer no inicio da carcinogénese da mama, podendo ser potencialmente
empregadas como indicadores especificos da existéncia da doenca em estadios
iniciais (LAIRD 1997; COTTRELL 2004; LAIRD 2005). No entanto, o emprego de
marcadores moleculares no diagnéstico precoce do cancer de mama ainda é muito
limitado.

A metilacdo do DNA em genes associados ao cancer de mama também tem
sido empregada para avaliar o progndstico das pacientes (LAIRD 2005;
SHINOZAKI et al. 2005). Dentre os genes que vem sendo investigados atualmente
estd E-caderina (ECAD), que possui papel fundamental na adesdao célula-célula em
tecidos epiteliais, sendo o principal componente das juncoes adesivas celulares
(TAKEICHI 1991; MAREEL et al. 1995). Em tumores de mama, o silenciamento
transcricional do gene E-caderina esta relacionado a hipermetilacdo da ilha de CpG
em sua regido promotora (GRAFF et al. 1995, 2000). A perda de expressao de E-
caderina estd associada ao aumento do potencial invasivo e metastatico das células
tumorais de mama e a diminuicdo das taxas de sobrevida, conferindo pior
prognéstico as pacientes (LIPPONEN et al. 1994; BRACKE et al. 1996; SEMB e
CHRISTOFORI 1998). A hipermetilacdao do promotor do gene E-caderina pode ser

detectada em carcinomas ductais in situ de mama, mas sua freqiiéncia é maior em
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carcinomas ductais invasivos e em metdstases em sitios secundérios do tumor, como
linfonodos, demonstrando que a inativacdo deste gene ocorre no inicio do

desenvolvimento de tumores de mama e aumenta durante sua progressao maligna

(GRAFF et al. 2000; NASS et al. 2000).

1.7 A DETECCAO DA METILACAO DO DNA EM FLUIDOS
CORPOREOS DE PACIENTES DIAGNOSTICADOS COM CANCER

DE MAMA

Muitos trabalhos comprovam que a presenca de metilacio em genes
especificos associados a tumores de mama também pode ser detectada em fluidos
corpéreos de pacientes, como plasma ou soro (SILVA et al. 1999, 2002; MULLER et
al. 2003; HOQUE et al. 2006) e lavado ductal de mama ou fluido aspirado de mamilo
(EVRON et al. 2001; KRASSENSTEIN et al. 2004), oferecendo uma forma
alternativa de diagnoéstico precoce da doenca menos invasiva e de alta sensibilidade.

KRASSENSTEIN et al. (2004) avaliaram o perfil de metilacao de um painel
de 6 genes supressores de tumor (GSTP1, RARB2, p16™%* p14*%*, RASSFIA e
DAPK) em 22 amostras de tumores primarios de mama (7 carcinomas ductais in sifu
e 15 carcinomas ductais invasivos) e em amostras pareadas de fluido ductal aspirado
de mamilo coletado das mesmas pacientes. A presenca de hipermetilacio em ao
menos um dos genes foi detectada em 100% dos tumores primdrios de mama e o
mesmo gene hipermetilado no tumor foi detectado em 82% (18/22) das amostras
pareadas de fluido aspirado de mamilo. Dentre as 18 amostras de fluido aspirado de

mamilo em que foi verificada a presenca de metilagao no DNA, 6 eram provenientes
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de pacientes com carcinoma ductal in situ e 4 de pacientes com carcinoma ductal
invasivo em estadio I. Estes resultados comprovam que a deteccao de genes
metilados em fluido proveniente da mama pode ser utilizada para o diagnéstico
precoce de tumores de mama, incluindo tumores em estadios iniciais.

Os primeiros estudos que evidenciaram que grandes quantidades de DNA
poderiam ser detectadas no plasma de pacientes acometidos por diferentes
malignidades surgiram na década de 70 (LEON et al. 1977). Contudo, apenas a partir
de 1989, pesquisadores demonstraram que o DNA circulante detectado no plasma
exibia alteracOes associadas a diversos tipos de tumores (STROUN et al. 1989;
ANKER et al. 1999, 2003; LO 2001).

O DNA neopliasico no soro pode ter origem de células tumorais que
invadiram a corrente sangiiinea, porém ndo possuem a capacidade de invadir outros
6rgaos, ou ainda pode ser origindrio de c€lulas tumorais apoptéticas ou necréticas
(VASIOUKHIN et al. 1994; JAHR et al. 2001; SIDRANSKY 2002).

Diversos trabalhos demonstram que a presenca de DNA tumoral no plasma
ou soro estd geralmente associada a um pior progndstico do paciente em diferentes
tipos de tumores, como mama (SILVA et al. 1999), colorretal (LECOMTE et al.
2002), pulmao (GONZALEZ et al. 2000), esofago (KAWAKAMI et al. 2000),
cabeca e pescoco (NAWROZ-DANISH et al. 2004), e prostata (GOESSL et al.
2000), sugerindo seu potencial na detec¢do de doenca metastdtica. Entretanto, é
importante ressaltar que as alteracoes no DNA caracteristicas de tumores detectadas
em plasma ndo estdo restritas a pacientes que apresentam metdstases, e também

podem ocorrer em pacientes com tumores em estdgios iniciais € n3o-metastiticos
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(HIBI et al. 1998; CHEN et al. 1999; ESTELLER et al. 1999; SANCHEZ-
CESPEDES et al. 2000; DULAIMI et al. 2004).

HOQUE et al. (2006) avaliaram a presenca de células tumorais em plasma de
pacientes com tumor de mama através da deteccdo de metilagdo em quatro genes
(APC, GSTP1, RASSF1A e RARP2). Foram incluidos no estudo 93 pacientes com
tumor de mama e 76 pacientes-controle. Constatou-se sensibilidade de 62% e
especificidade de 87% na metodologia empregada, a qual foi capaz inclusive de
detectar 33% dos tumores em estadio inicial incluidos na amostra. Portanto, a
deteccao de genes metilados no plasma pode ser utilizada como marcador molecular
para o diagnéstico precoce de tumores de mama.

Muitos trabalhos tém demonstrado que a presenca de metilacao no plasma
também pode ser empregada como marcador molecular de prognéstico em pacientes
com tumores de mama. Em um destes trabalhos, MULLER et al. (2003) avaliaram o
valor prognéstico de marcadores moleculares de metilagdo em soro pré-terapéutico
de pacientes com cancer de mama. A partir de uma andlise inicial com 39 genes,
foram selecionados por MethyLight (PCR em tempo real especifico para metilacao) 5
genes que se incluiam em pelo menos um dos seguintes critérios de selecdo: (/) nao
metilados em plasma de individuos sadios e metilados em >10% das amostras de
plasma de pacientes com tumor primirio de mama, ou (2) metilados em <10% das
amostras de plasma de individuos sadios e metilados em >20% das amostras de
plasma de pacientes com tumor de mama. Os genes selecionados foram validados em
um grupo de 86 pacientes com cancer de mama que niao haviam recebido terapia
adjuvante, seguindo-se a correlacdo com a histéria clinica das pacientes. Os

resultados da andlise estatistica multivariada revelaram que a presenca de metilacdo



25

nos genes RASSF1A e/ou APC em soro de pacientes com tumor primério de mama
estava independentemente associada a um pior prognéstico e aumentava em 5.7
vezes o risco de morte das pacientes, em relacdo as que nao apresentavam metilacdo

nesses genes.

1.8 A DETECCAO DA METILACAO DO DNA EM LINFONODOS

DE PACIENTES COM CANCER DE MAMA

Nos tltimos anos, muitos marcadores moleculares de metilacao que possuem
um alto potencial em serem empregados para o diagnéstico precoce do cancer de
mama e para a avaliacdo do prognéstico da doenga t€m sido investigados em tumores
primdrios e amostras de plasma e lavado ductal de mama, como citado
anteriormente. Entretanto, até o momento sdao encontrados pouquissimos relatos na
literatura sobre a utilizacdo da metilagdo como marcador molecular para a deteccdo
de metastases em linfonodos. A deteccdo de células tumorais metastiticas em
linfonodos poderia auxiliar a identificacdo de pacientes portadoras de doencas mais
agressivas, com grandes chances de desenvolverem metédstases a distancia e que
necessitariam receber tratamento adjuvante.

GRAFF et al. (2000) e NASS et al. (2000) demonstraram que a presenca de
hipermetilacdo no promotor do gene E-caderina pode ser detectada em metastases
linfonodais de pacientes com cancer de mama.

CAVALLI et al. (2003) demonstraram que o perfil de metilacao das células
do tumor primdrio de mama é muito semelhante ao das células tumorais que migram

para o linfonodo sentinela. Neste estudo, o perfil de metilacdo dos genes TP16,
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THBS2, E-caderina, RARB2, MINTI1, MINT2 e MINT31 foi avaliado em seis
amostras pareadas de carcinomas ductais invasivos de mama e linfonodos sentinelas
de pacientes cujos linfonodos estavam comprometidos por metéstases, segundo a
andlise histo-patolégica. Em 71% dos eventos de metilacdo, os resultados foram
idénticos entre os tumores primdrios de mama e os linfonodos sentinelas. Dentre os 6
casos avaliados, dois casos nao apresentaram nenhuma diferenca entre o tumor € o
linfonodo sentinela, em uma paciente foram detectados 4 genes hipermetilados no
tumor e nenhum deles foi detectado no linfonodo, e nos trés casos restantes um dos
genes metilados no tumor ndo estava metilado no linfonodo, e este apresentou
metilacao em um ou dois genes desmetilados no tumor.

Contudo, nenhum desses trabalhos avaliou a presenca de metilacdo em
linfonodos de pacientes com cancer de mama considerados livres de
comprometimento pela andlise histo-patolégica com a finalidade de detectar a

presenca de células tumorais metastaticas nos linfonodos.

1.9 A FAMILIA ADAM

As ADAMs (A Disintegrin And Metalloprotease), também chamadas de
MDC (Metalloprotease-like, Disintegrin-like, Cystein-rich), s3ao proteinas
multifuncionais de superficie celular que possuem atividade proteolitica, modulam
interacoes célula-célula e controlam a adesdo a matriz extracelular através de seus
multiplos dominios estruturais (WOLFSBERG et al. 1995a e b; BLACK ¢ WHITE

1998; PRIMAKOFF e MYLES 2000). Até o momento, foram descritos 40 membros
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em vdérias espécies, sendo que destes apenas 21 foram descritos em humanos:
ADAM2, 6-12, 15, 17-23, 28-30, 32 e 33 (SEALS e COURTNEIDGE 2003).

As proteinas ADAMSs sdo caracterizadas pela presenca de multidominios em
sua estrutura, muito semelhante a um grupo de proteinas solidveis, as metaloproteases
de veneno de cobra (SVMPs) (FOX e BJARNASON 1995). S@o eles: um pro-
dominio e os dominios de metaloprotease, de disintegrina, rico em cisteina, EGF-
like, transmembrana e citoplasmatico (SCHLONDORFF e BLOBEL 1999;
PRIMAKOFF e MILES 2000). Dentre eles, destacam-se os dominios de
metaloprotease e disintegrina. O primeiro tem como funcdao o processamento de
proteinas de membrana (shedding), incluindo citocinas, fatores de crescimento e seus
respectivos receptores, € a clivagem e o remodelamento de componentes da matriz
extracelular. O segundo € capaz de interagir com integrinas e sindecans, exercendo o
papel de adesdo celular (PRIMAKOFF e MILES 2000; WHITE 2003).

A atividade do dominio de metaloprotease das ADAMs depende da presenca
da seqiiéncia consenso de aminoicidos HExGHxxGxxHD no sitio catalitico. Em
metaloproteases de matriz (MMPs), os trés residuos de histidina (H) deste sitio
constituem os trés ligantes de zinco e o residuo de 4cido glutdmico (E) constitui o
sitio ativo (RAWLINGS e BARRETS 1995). Devido a presenca destes residuos
conservados, 12 das 21 ADAMs humanas sdo preditas como cataliticamente ativas,
caracterizando esta familia como um subgrupo da superfamilia de metaloproteases
dependentes de zinco. Sdo elas: ADAMs 8, 9, 10, 12, 15, 17, 19, 20, 21, 28, 30 e 33.
Os demais membros da familia ADAM apresentam este dominio inativo por
possuirem um ou mais residuos de aminodcidos diferentes na regido do sitio

catalitico (WOLFSBERG et al. 1995a e b; BLACK e WHITE 1998).
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Em relacdo aos outros dominios, sabe-se que o pré-dominio, além de possuir
um peptideo sinal N-terminal que direciona a proteina para a via secretora, € capaz
de bloquear a atividade proteolitica, até sua remogao por proteinas tipo furinas ou por
atividade autocatalitica, e também de exercer papel de chaperona, auxiliando no
correto dobramento das ADAMs, especialmente do dominio metaloprotease. O
dominio rico em cisteina tem fun¢@o na adesdo celular auxiliando na interacao com
integrinas e com outras moléculas da matriz extracelular. O dominio EGF-like tem
seu papel pouco caracterizado; o dominio transmembrana é importante para ancorar a
proteina 2 membrana celular e o dominio citoplasmético é capaz de interagir com
proteinas da cascata citoplasmatica de sinalizacao intracelular e, possivelmente, com
proteinas do citoesqueleto (SEALS e COURTNEIDGE 2003). Na Figura 2 estd

representada esquematicamente a estrutura de uma proteina da familia ADAM.

Seqiiéncia sinalizadora e Pré-dominio

Dominio de metaloprotease

Dominio rico em cisteina

Dominio EGF-like

58
@m& oV S

Dominio citoplasmatico

Fonte: Modificado de SEALS e COURTNEIDGE (2003).
Figura 2 — Representacido esquematica de uma proteina da familia ADAM e seus

dominios caracteristicos.
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Em conseqiiéncia de sua complexidade estrutural, diversos relatos da
literatura comprovam o envolvimento de proteinas ADAMs em indmeros
mecanismos celulares, desde processos biolégicos fundamentais, como proliferacao,
adesdo e migracdo celular, até em etapas do desenvolvimento, como fertilizacio,
miogénese, neurogénese ¢ embriogénese. Sendo assim, alteracdes nas funcoes dos
diferentes membros desta familia podem facilitar o estabelecimento de processos
patolégicos como inflamacdo e cincer, o que tem sido comprovado por muitos

trabalhos (SEALS e COURTNEIDGE 2003).

1.10 ADAM23

O gene ADAM23 humano foi inicialmente identificado por SAGANE et al.
(1998) e, posteriormente, o cDNA de camundongo correspondente a ADAM23 foi
clonado pelo mesmo grupo (SAGANE et al. 1999). O gene humano esté localizado
no cromossomo 2 (2q33) e a proteina ADAM23 apresenta em sua estrutura todos os
dominios caracteristicos dos membros da familia ADAM. Entretanto, em decorréncia
da auséncia da seqiiéncia consenso de aminodcidos no sitio catalitico do dominio
metaloprotease, esta proteina ndo possui atividade proteolitica (RAWLINGS e
BARRETS 1995), o que sugere que esteja envolvida preferencialmente com o
processo de adesdo celular. De fato, ja foi demonstrado que a proteina ADAM23
interage com a integrina oyPs através de seu dominio disintegrina (CAL et al. 2000).
GOLDSMITH et al. (2004) demonstraram que ADAM23 ¢ expressa

predominantemente como uma proteina de superficie celular ancorada 2 membrana,
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em sitios de contato intercelular, o que corrobora seu papel no processo de adesao
celular.

Recentemente, foram descritas duas formas alternativas de splicing do gene
ADAM23, denominadas ADAM23y ¢ ADAM23fB, que diferem do transcrito
previamente descrito por SAGANE et al. (1998) (a partir daqui denominado
ADAM23q), em suas extremidades C-terminais (SUN et al. 2004). A primeira,
ADAM23y, provavelmente codifica uma forma secretada da proteina ADAM?23,
devido a auséncia de um dominio transmembrana em sua estrutura; ja na segunda
isoforma, ADAM23p, o dominio transmembrana estd presente, porém € distinto do

que ocorre em ADAM23aL.

1.11 ADAM23 E O CANCER DE MAMA

A relacao entre o gene ADAM23 e o desenvolvimento de tumores de mama
foi evidenciada em nosso laboratério. Inmicialmente, COSTA et al. (2004)
demonstraram que o gene ADAM23 encontra-se freqiientemente silenciado em
tumores de mama. Na primeira parte deste trabalho, o nivel de expressao do RNA
mensageiro foi avaliado em linhagens tumorais de mama. Verificou-se a diminui¢ao
ou auséncia de expressio do gene ADAM23 em 8 de 12 (66,7%) das linhagens
tumorais. A fim de se verificar se a diminui¢cdo no nivel de expressdo do gene
ADAM23 estava relacionada a uma possivel metilacio aberrante da regido
promotora deste gene, realizou-se uma andlise in silico e, a partir da seqiiéncia
gendmica humana, obteve-se a regido 5° upstream do gene ADAM?23. Nesta

seqiiéncia foram identificadas duas provaveis ilhas de CpGs que inclufam uma regido
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de aproximadamente 1.0 kb wupstream ao sitio de inicio de transcri¢do, juntamente
com o primeiro exon e intron (Figura 3). O fato de mais de 100 dinucleotideos CGs
estarem presentes nesta regiao sugeriu que a metilacido realmente poderia influenciar

a transcricao do gene ADAM23.

GGe 3 B B ADAM23 RNAm
— St Spt  Spt

* * * exon 1 intron 1

-1.193 -1.025 -549 -278 + +223 437 +789

==
=

—

-

Regigo 1 ’ Regido 2

Fonte: Modificado de COSTA et al. (2004).

Legenda: As regides correspondentes as duas ilhas de CpGs identificadas na regido 5 upstream do
gene ADAMZ23 estdo indicadas na figura como regides 1 e 2. A posicdo (+1) pares de bases
corresponde ao sitio de inicio de transcri¢ao. As demais posicoes foram calculadas a partir dele. A
regiao 1 contém 22 dinucleotideos CpGs e seu perfil de metilagdo foi analisado por COSTA et al.
(2004).

Figura 3 — Representacdo esquemadtica das ilhas CpGs localizadas na regido

promotora do gene ADAM?23.

Na etapa seguinte deste trabalho, o padrao de metilacao da regiao 1 do
promotor do gene ADAM23 foi analisado em diferentes linhagens celulares
tumorais, bem como em tumores primarios de mama. Verificou-se a ocorréncia de
hipermetilacdo em 8 de 12 (66,7%) linhagens tumorais de mama ¢ em 9 de 13
(69,2%) tumores primidrios de mama. Apesar do pequeno nuimero de tumores
analisado, uma maior porcentagem de metilacio foi verificada em tumores de mama
com um estadio mais avancado. Além disso, a presenca de metilacdo na regiao

promotora se mostrou diretamente correlacionada com a diminui¢do da expressao do
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gene ADAM23, sugerindo que este gene provavelmente encontra-se
epigeneticamente silenciado durante a progressao dos tumores de mama.

A fim de avaliar a importdncia da hipermetilacdo do gene ADAM?23 no
prognoéstico do cancer de mama, Costa et al. (2007 trabalho em desenvolvimento)
ampliaram sua andlise de metilacdo para 94 tumores ductais invasivos de mama. A
hipermetilacdo da ilha de CpG localizada na regido 1 do gene ADAM?23 foi
verificada em 31% dos casos através de MSP (do inglés Methylation Specific PCR).
A presenca de metilacdo nessas regioes foi entdo associada ao desenvolvimento de
metdstase a distincia e a evolucao da doenca nas pacientes incluidas no estudo. A
analise univariada revelou que pacientes com o gene ADAM23 hipermetilado na
regido 1 tiveram sobrevida livre de metastases a distdncia e sobrevida global
especifica em 5 anos significativamente menor do que as que ndo apresentaram
ADAM23 hipermetilada (62.1 versus 90.2%, p<0.001, e 78.9% ¢ 93.8%, p=0.005,
respectivamente). Em andlise muiltivariada, a hipermetilacdo deste gene se revelou
um fator de prognéstico independente das demais varidveis para a sobrevida livre de
metastases a distidncia e sobrevida global especifica em 5 anos. Estes resultados
demonstram que a hipermetilacao do gene ADAM?23 esta fortemente associada a um
pior progndstico em pacientes com cdncer de mama e sugerem que o silenciamento
da ADAM23 possa ser utilizado como um marcador molecular de prognéstico em
cincer de mama.

Recentemente, TAKADA et al. (2005) verificaram a delecdo homozigética do
gene ADAM?23 através do screening de um painel de 32 linhagens tumorais
géstricas, na tentativa de identificar aberracbes cromossomicas através da técnica de

hibridizacao gendmica comparativa (CGH). Apesar de apenas uma (3.1%) linhagem
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tumoral ter apresentado delecao homozigética do gene ADAM?23, a anilise de sua
expressao revelou que este gene estava silenciado em 13 de 31 (41.9%) linhagens
analisadas e que sua expressdo estava diminuida em 8/31 (25.8%) linhagens
tumorais, quando comparadas ao tecido normal. Em seguida, foi avaliada a atividade
promotora das duas ilhas de CpGs do promotor do gene ADAM?23 descritas
anteriormente por COSTA et al. (2004) (Figura 3). Para isto, quatro fragmentos da
regiao promotora do gene ADAM23, sendo um pertencente a ilha de CpG na regido
1 e os outros 3 fragmentos contendo diferentes regides da ilha de CpG na regido 2,
foram amplificados e clonados em vetores de clonagem com o gene repérter
Photinus luciferase, co-transfectados com outro vetor contendo o gene repoérter
Renilla luciferase, utilizado como controle do experimento. Observou-se que um
fragmento de 348 pb localizado na ilha de CpG na regido 2 possuia maior atividade
transcricional. Desta forma, este grupo analisou o padrdo de metilacdao da ilha de
CpG na regiao 2 do promotor do gene ADAM23 e verificou sua hipermetilacdo em
19/31 (61.3%) linhagens tumorais gastricas e em 7/16 (43.8%) tumores priméarios
gastricos. A presengca de hipermetilagio no promotor do gene ADAM?23
correlacionou-se inversamente com sua expressao génica. Finalmente, ensaios de
formacao de colonias revelaram que a proteina ADAM23 consiste em um fator
supressor do crescimento celular. Estes resultados sugerem que o silenciamento
epigenético do gene ADAM23 ¢ sua conseqiiente perda de funcdo provavelmente
tém papel importante durante o desenvolvimento e a progressio de tumores
gastricos.

Além de tumores de mama e de estdbmago, a presenca de hipermetilacio no

gene ADAM?23 também foi verificada em outros tipos de tumores. HAGIHARA et
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al. (2004) estudaram linhagens tumorais ¢ tumores primdrios de pancreas e
detectaram ADAM?23 hipermetilada em 57% (4/7) das linhagens e 29% (7/24) dos
tumores primérios de pancreas, o que estava associado a diminuicdo da expressdo
génica. Recentemente, foi verificada a hipermetilacao do gene ADAM23 em tumores
de cabeca e pescogo (18/43 amostras, 42%). A andlise dos tumores de laringe
separadamente revelou a associacao entre a presenga de ADAM?23 hipermetilada e
estadios mais avancados do tumor (estadios 3 e 4) (p=0.005), sugerindo um papel
para ADAM?23 na tumorigénese de cabeca e pescoco (CALMON et al. 2007).
Diferentemente do que foi observado para os outros tipos de tumores, um estudo
realizado com tumores de cérebro revelou que neste tipo de tumor o gene ADAM23
nao estd hipermetilado, apesar de apresentar uma nitida reducao em seu padrio de

expressdo (COSTA et al. 2005).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a utilizacdo da hipermetilacio na regido promotora do gene
ADAM?23 como marcador molecular para predizer a evolucdo da doenca em
pacientes com cancer de mama e para detectar células metastiticas em linfonodos

sentinela dessas pacientes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar o perfil de metilagdo da Ilha CpG mais proxima ao sitio de inicio de
transcri¢cao no promotor do gene ADAM?23 (regido 2) em carcinomas ductais
invasivos de mama através de MSP e correlacionar os resultados obtidos com
os dados clinico-patolégicos das pacientes e evolucdo da doenca.

2. Verificar se a ocorréncia de hipermetilacio na regido promotora do gene
ADAMZ23 pode ser detectada em amostras de plasma de pacientes com cancer
de mama e correlacionar a presenca de metilagdo no plasma com dados
clinico-patolégicos das pacientes e evolucao da doenga.

3. Verificar se a ocorréncia de hipermetilacdo na regido promotora do gene
ADAM?23 pode ser utilizada como uma ferramenta molecular alternativa e
mais sensivel para a deteccio de células metastdticas em linfonodos sentinela

de pacientes com cancer de mama.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1 Amostras de Tumores Primarios

Foram utilizadas 145 amostras de carcinomas ductais invasivos de mama
coletadas no Hospital A.C. Camargo e disponiveis no Banco de Tumores deste
hospital. O Banco de Tumores foi criado durante a realizacao do Projeto Genoma
Humano do Cancer e a coleta das amostras foi devidamente regularizada e aprovada
pelo CONEP (parecer no.728/2000). Todas as amostras armazenadas no Banco de
Tumores foram coletadas mediante consentimento informado das pacientes. Dentre
as amostras utilizadas, 102 foram coletadas de pacientes operadas entre 1998 e 2001
e possuiam pelo menos 5 anos de seguimento, enquanto as demais (n=43) foram
provenientes de pacientes operadas a partir de 2005, durante a realizacdo deste
projeto. Todas as amostras de tumores de mama utilizadas neste estudo foram

provenientes de individuos do sexo feminino.

3.1.2 Amostras de Plasmas

Foram utilizadas 44 amostras de plasma de pacientes diagnosticadas com
cancer de mama, com pelo menos 5 anos de seguimento, coletadas no Hospital A.C.
Camargo durante a cirurgia da mama, apos o consentimento das pacientes, €

disponiveis no Banco de Tumores deste hospital.
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Foram avaliadas 37 pacientes cujo tumor primdrio de mama previamente
analisado apresentou hipermetilacao no promotor da ADAM23. Como controle da
metodologia, foram incluidas na andlise amostras de plasma de 7 pacientes em cujo
tumor primario de mama previamente analisado ndo foi detectada a presenca da
hipermetilacdo da regiao promotora da ADAM23.

Também foram utilizadas como controle 28 amostras de plasmas
provenientes de mulheres doadoras de sangue no Banco de Sangue do Hospital A.C.
Camargo, na faixa etdria entre 40 e 75 anos, que ndao apresentavam nenhuma

patologia no momento em que foi realizada a coleta de sangue.

3.1.3 Amostras de Linfonodos Sentinela

Foram utilizadas 97 amostras de linfonodos sentinela removidos de 43
pacientes com tumor de mama. O nimero de linfonodos extraidos por paciente
variou entre 1 e 6 linfonodos, com média de 2.25 linfonodos por paciente. Durante a
cirurgia da mama, muitas vezes o linfonodo sentinela é removido juntamente com
outros 1-5 linfonodos axilares préximos a ele, e todo o material € enviado para a
andlise histo-patolégica sem discriminagdo de qual dos linfonodos € o sentinela. Por
isso, todos os linfonodos siao avaliados pela patologia sem distin¢cao. Uma vez que o
material analisado neste trabalho foi proveniente da andlise histo-patolégica, ndo foi
possivel distinguir e analisar apenas o linfonodo sentinela. Sendo assim, apesar de o
termo linfonodo sentinela significar o primeiro nédulo de uma regido linfatica que
drena um sitio especifico de tumor, neste trabalho este termo serd empregado para
designar ndo s6 o primeiro, como também outros linfonodos localizados bem

proximos ao sentinela, por uma questao de simplificacao.



Durante a resseccdo cirirgica da mama, os linfonodos sentinelas foram
identificados utilizando-se os métodos de coloracao do sistema linfatico com corante
azul isossulfano e sua marcacdo com substincia radioativa (tecnécio-99m)
paralelamente. Apds a remocao do tecido linfonodal, os nédulos foram separados,
enviados ao Departamento de Patologia do Hospital A.C. Camargo e armazenados
em blocos de parafina, seguindo-se a avaliagdo microscépica para deteccdo de
c€lulas tumorais. A presenca de macrometdstases foi avaliada pelo método de
coloracao dos cortes com hematoxilina-eosina. Na auséncia de macrometdstases, a
presenca de micrometastases foi avaliada através da andlise de expressao do antigeno
citoceratina AE1/AE3 por imunoistoquimica, empregando-se o0 método do complexo
estreptoavidina-biotina-peroxidase. Neste trabalho, foram consideradas pacientes
com linfonodos comprometidos por metastases todas aquelas em que foi detectada a
presenca de macro ou micrometéstases linfonodais, sem discriminacdo do tipo de
metéstase.

Foram avaliados dois grupos distintos:

GRUPO A: 15 individuos que apresentaram linfonodos sentinela acometidos

por células metastiticas ap6s a andlise histo-patolégica

GRUPO B: 28 individuos que apresentaram linfonodos sentinela livres de

c€lulas metastaticas ap0s a andlise histo-patolégica
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Paralelamente a andlise dos linfonodos sentinela, a presenca de
hipermetilagdo na regido promotora do gene ADAM23 também foi avaliada nos
tumores primdrios dessas 43 pacientes.

De acordo com o perfil de metilacdo do promotor da ADAM23 detectado no
tumor primdrio, as pacientes foram divididas em trés grupos.

O primeiro grupo foi formado por 8 pacientes que nao apresentaram
ADAM?23 hipermetilada nos tumores primdrios de mama, sendo que 5 foram
consideradas livres de comprometimento linfonodal, segundo a avaliacdo histo-
patolégica, e 3 foram consideradas positivas para a presenca de células metastaticas.
Este grupo foi utilizado para avaliar a especificidade da estratégia proposta, ja que
nao esperavamos detectar ADAM?23 metilada em nenhum dos linfonodos das
pacientes nele incluidas. Este grupo também nos permitiu verificar se as c€lulas
metastiticas presentes em linfonodos sentinela possuem o mesmo perfil que as
células do tumor primdrio, no que diz respeito a metilacao de ADAM23.

O segundo grupo foi composto por 12 pacientes em cujos tumores de mama
detectou-se a presenca de hipermetilacado no promotor da ADAM23 e que
apresentaram linfonodos acometidos por metdstase, de acordo com a andlise histo-
patolégica. Este grupo foi utilizado como controle da sensibilidade da estratégia
proposta para deteccdo das células tumorais, uma vez que esperdvamos detectar
ADAM?23 metilada em todos os linfonodos das pacientes pertencentes a este grupo.

O terceiro grupo foi formado por 23 pacientes que possuiam tumores de
mama em que foi detectada a presenca de ADAM23 hipermetilada e que, de acordo
com a andlise histo-patolégica, ndo apresentaram linfonodos comprometidos por

metastase. Através desta andlise procuramos verificar se a sensibilidade do ensaio de
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deteccdo de metilacdo € maior do que a da andlise histo-patolégica, validando a
utilizacao da presenca de metilacdo na regido promotora do gene ADAM?23 como

marcador para a deteccdo de células metastéticas em linfonodos sentinela.

3.1.4 Ameostras de Linfécitos Normais

Foram utilizadas 16 amostras de linfécitos normais provenientes de mulheres
que doaram sangue no Hospital A.C. Camargo durante a realizacdo deste projeto e
que nao apresentavam nenhuma patologia no momento em que foi realizada a coleta

de sangue.

3.2 EXTRACAODE DNA

3.2.1 Extracdo de DNA de Tumores Primérios

O DNA de tumores primirios de mama foi extraido pelo método
convencional de fenol-cloroférmio. Os tumores primarios de mama foram incubados
a 55°C durante a noite em 4 ml de tampao de extragdo (10mM Tris HCI, 50 mM
EDTA, 0.5%SDS, pH 8.0), em presenca de 100 pg/ml de RNase A e 200 pg/ml de
Proteinase K. Ap6s a digestao, adicionou-se 4 ml de fenol equilibrado (pH 8.0) a
amostra. Seguiu-se sua agitacdo por 5 minutos e centrifugacao durante 15 minutos a
5.000xg, 4°C. Apoés a recuperacido da fase aquosa, adicionou-se 2 mesma 4 ml de
solucao cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1), seguindo-se novamente a agitacao da
amostra por 5 minutos e sua centrifugacdo durante 15 minutos a 5.000xg, 4°C.
Separou-se novamente a fase aquosa e repetiu-se a extracdo com cloroférmio-alcool

isoamilico. Apés esta extracao, a fase aquosa foi coletada em tubo corex estéril. A
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precipitacdo de DNA foi realizada adicionando-se 1/10 do volume da amostra de 3M
NaAc pH 6.0 e 2.5 vezes do volume final de etanol absoluto gelado. As amostras
foram deixadas a -20°C por toda a noite. No dia seguinte, as amostras foram
centrifugadas durante 30 minutos a 22.000xg, lavadas com etanol 70% e novamente
centrifugadas durante 10 minutos a 22.000xg. Apdés a secagem do DNA 2a
temperatura ambiente, 0 DNA foi ressuspendido em 100-500 pl de tampdo (10 mM
Tris HCI, 1.0 mM EDTA pH 8.0) e armazenado a 4°C. A qualidade dos DNAs
extraidos foi avaliada em géis de agarose 0.8% corados com brometo de etideo e sua

concentracdo foi verificada em espectofotometro.

3.2.2 Extracao de DNA de Plasma

O plasma foi obtido centrifugando-se cerca de 2 ml de sangue de cada
individuo durante 5 minutos a 5.000xg. A extracio de DNA foi realizada
empregando-se o método convencional fenol-cloroférmio, de modo semelhante a
extracao de DNA de tumores primdrios, apenas com algumas modificacoes descritas
a seguir. Inicialmente, 1 ml de plasma foi incubado a 55°C durante a noite em 2 ml
de tampdo de extracao contendo 100 pg/ml RNase A e 200 pg/ml Proteinase K.
Ap6s a digestao, foram realizadas trés extracoes, sendo a primeira com 3 ml de fenol
equilibrado (pH 8.0), a segunda com solugao fenol-cloroférmio (1:1) e a dltima com
solucao cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1). Apés a coleta do sobrenadante final em
tubo corex estéril, adicionou-se 1 pl de glicogénio (20 mg/ml), seguindo-se a
precipitacao do DNA com 0.3M NaAc pH 6.0 e etanol absoluto gelado. As amostras
foram deixadas a -20°C por toda a noite e, no dia seguinte, apds centrifugacido e

lavagem com etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 30 pl de tampao e



armazenado a 4°C. A concentracdo de DNA em cada amostra foi analisada em

espectofotometro.

3.2.3 Extracio de DNA de Linfondos Sentinela

As amostras de linfonodos sentinela foram coletadas durante a confeccao de
laminas destinadas a andlise histo-patologica dos linfonodos previamente
emblocados em parafina e consistem em restos de tecido produzidos entre um corte €
outro do bloco. Previamente 2a extracgio do DNA, as amostras foram
desparafinizadas. Nesta etapa, uma quantidade de tecido parafinizado suficiente para
preencher metade do volume de um tubo de 1.5 ml foi encubada em 1.0 ml de xilol
durante 2 horas a 48°C, para remocdo da parafina. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas durante 15 minutos a 16.000xg. Ap6s a remocao da fase aquosa, o
tecido foi re-hidratado empregando-se sucessivas lavagens com 100%, 70% e 50%
etanol. Apos esta etapa, realizou-se a extragao do DNA empregando-se um protocolo
adaptado ao método convencional fenol-cloroférmio.

Os tecidos desparafinizados foram incubados a 48°C durante 48 horas em 300
pl de tampao de extrac@o (10 mM Tris, 2.5 mM EDTA, 62.5 mM NaCl, 1% SDS pH
8.8), em presenca de 100 pg/ml de RNase A e 1 mg/ml de Proteinase K. Apés a
digestdao, adicionou-se 300 pl de solucdo fenol-cloroférmio-dlcool isoamilico
(25:24:1) as amostras e estas foram transferidas para um tubo Phase Lock Gel
(Eppendorf), que separa as duas fases da solugdo, facilitando a remocao da fase
aquosa, sem que haja contamina¢do com a solucdo de fenol. As amostras foram
centrifugadas durante 10 minutos a 16.000xg, em temperatura ambiente. Ap6s a

repeticiao deste procedimento duas vezes, a fase aquosa foi transferida para um tubo
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estéril e adicionou-se 2 pl de glicogénio (20 mg/ml). Seguiu-se a precipitacao do
DNA com a adig@o de 1/3 do volume da amostra de 7.5M NH4OAc e de 2 vezes o
volume final da amostra de etanol absoluto gelado. O DNA foi incubado por toda a
noite a -20°C. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a
15.300xg, lavadas com etanol 70% e novamente centrifugadas durante 10 minutos a
15.300xg. ApOs secagem a temperatura ambiente, 0 DNA foi ressuspendido em 50-
200 pl de tampao (10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA pH 8.0) e armazenado a 4°C. A
qualidade dos DNAs foi avaliada em géis de agarose 0.8% corados com brometo de

etideo e a concentracdo de DNA em cada amostra foi analisada em espectofotémetro.

3.2.4 Extracio de DNA de Linfécitos

Para a obtencdo dos linfécitos, cerca de 2 ml de sangue foi centrifugado
durante 5 minutos a 5.000xg. Ap6s a centrifugacdo, observou-se a formacao de duas
fases: uma fase superior de coloragdo clara, correspondente ao plasma, e uma fase
inferior de coloracdo vermelho-escura, composta principalmente por hemécias. Entre
as duas fases, estava disposto um halo bem fino, de coloracdao esbranquicada,
correspondente a camada leucocitaria. Esta camada foi removida e transferida para
um tubo de 1.5 ml.

A extragao de DNA dos linfocitos foi realizada empregando-se o método
convencional fenol-cloroférmio, de modo semelhante 4 extracio de DNA de tumores
primarios, exceto pelo volume dos reagentes. Inicialmente, ao volume coletado de
cerca de 300 pl de papa linfocitdria, adicionou-se 600 pl de tampdo de extracdao

contendo 100 pg/ml RNase A e 200 pg/ml Proteinase K. Ap6s a digestdo a 55°C

durante a noite, foram realizadas trés extracoes, sendo a primeira com 900 pl de
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fenol equilibrado (pH 8.0), e as duas seguintes com solucdo cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1). Durante as extragoes, foram utilizados tubos Phase Lock Gel, a
fim de evitar contaminacdo entre as fases. Ao final das extracdes, seguiu-se a
precipitacao do DNA com 0.3M NaAc pH 6.0 e etanol absoluto. As amostras foram
deixadas a -20°C por toda a noite e, no dia seguinte, apés centrifugacao durante 30
minutos a 15.300xg e lavagem com etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 100-
200 pl de tampdo e armazenado a 4°C. A qualidade dos DNAs extraidos foi avaliada
em géis de agarose 0.8% corados com brometo de etideo, e sua concentracao foi

verificada em espectofotdmetro.

33 TRATAMENTO DO DNA COM BISSULFITO DE SODIO

O DNA extraido a partir dos tumores primarios de mama, das amostras de
plasma e dos linfonodos sentinelas foi tratado com bissulfito de s6dio, que promove
a deaminacao de citosinas nao metiladas em uracilas, as quais sdo substituidas por
timinas durante a sintese de uma nova fita de DNA. As citosinas metiladas (5-
metilcitosinas) sdo mantidas intactas e permanecem como citosinas apés a reacio de
amplificacdo. O método empregado para tratar o DNA com bissulfito de s6dio
corresponde a uma adaptacio do método de JERONIMO et al. (2001). Inicialmente,
1 pg de DNA gendmico foi misturado a 0.5 pg/pl de DNA de esperma de salmao e a
mistura foi desnaturada utilizando 0.3M NaOH. Apés incubacdo a 50°C durante 20
minutos, seguiu-se a modificacado do DNA com bissulfito de s6dio. Nesta etapa, o
DNA foi incubado a 70°C durante 3 horas com 500 pl de uma solucdo bissulfito de

sodio/hidroquinona (2.5 mM NaHSOs, 350mM NaOH e 125mM CgHgO3), a fim de
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promover sua modificacdo. Em seguida, as amostras foram purificadas utilizando-se
uma resina (Wizard® Minipreps DNA purification resin, Promega) e uma coluna de
purificacao (Wizard Minicolumns, Promega). Seguiu-se uma lavagem com 4 ml de
80% isopropanol, tratamento com 0.3M NaOH para completa deaminacdo do DNA e
sua precipitacio com 3M NH4OAc e 350 pl de etanol absoluto. Na etapa de
precipitacao do DNA, adicionou-se 1 glicogénio (20 mg/ml). O DNA modificado
foi incubado a -20°C por um periodo de 16 a 20 horas. No dia seguinte, apés
centrifugacao durante 30 minutos a 15.300xg e lavagem com etanol 70%, o DNA foi
ressuspendido em 50 pl de tampao (10 mM Tris HCl e 1 mM EDTA pH 8,0).

Para o tratamento com bissulfito de s6dio de DNA extraido de linfonodos
foram feitas algumas modificacdes. Na etapa inicial, partiu-se de 2 pg de DNA e
durante sua desnaturacdo com 0.3M de NaOH, o DNA de esperma de salmao foi
substituido por glicogénio (1 pg/ul). Esta alteracdo foi adotada devido a necessidade
de quantificacdo do DNA apés seu tratamento com bissulfito de sédio, o que nao é
possivel em DNA tratado pelo método descrito anteriormente, uma vez que a
presenca de DNA de esperma de salmio interfere na quantificacdo do DNA da
amostra tratada. As demais etapas do método de tratamento descrito anteriormente
nao foram modificadas, exceto pelo volume final de ressuspensao do DNA, que foi
20 pl.

A eficiéncia do tratamento do DNA com bissulfito de s6dio em amostras de
linfonodos sentinela parafinizadas foi avaliada através do tratamento de 1 pg de
DNA extraido de linfonodos misturados a 1 pg de DNA plasmidial ndo metilado
contendo um fragmento clonado de aproximadamente 250 pb. Apés o tratamento da

mistura contendo DNA plasmidial e de linfonodos, o fragmento clonado no
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plasmideo foi amplificado e seqiienciado. Como esperado, observamos que todas as
citosinas deste fragmento haviam sido convertidas a timinas, demonstrando que o
tratamento foi 100% eficiente, sem a interferéncia de nenhum composto existente nas

amostras de linfonodos parafinizadas.

3.4 ANALISE DE METILACAO POR MSP

Neste estudo, o perfil de metilagcdo da regido promotora do gene ADAM23 foi
analisado por MSP (HERMAN et al. 1996). As amostras de carcinomas ductais
invasivos de mama previamente analisadas para a regido 1 do promotor do gene
ADAM?23 pelo Dr. Fabricio Costa foram avaliadas neste projeto quanto ao padrao de
metilacdo da ilha de CpG localizada na regido 2. Em relacdo as amostras de plasma,
foi avaliado o perfil de metilacdo da ilha de CpG 1 da ADAM?23. Para as demais
amostras de tumores priméirios de mama e linfonodos sentinela das mesmas
pacientes, avaliamos o perfil de metilagdo das duas ilhas de CpGs localizadas na
regiao promotora do gene ADAM23.

A quantidade de DNA utilizada nas reacdes de MSP para cada tipo de andlise
foi variavel. Para as reacoes com DNA extraido de tumores primarios de mama,
utilizou-se 1 a 2 pl de DNA previamente tratado com bissulfito de sédio. No caso das
amostras de plasma, 3 pl do DNA tratado com bissulfito de sédio foi utilizado em
reacoes de amplificacdo do DNA e, em seguida, 1 a 3 pl do produto destas reacdes
foi utilizado como template nas reacdoes de MSP. Ja nas reacoes realizadas com DNA
extraido de linfonodos e linfécitos, apds o tratamento com bissulfito de sédio, o

DNA modificado foi quantificado e 90 ng de DNA foi utilizado em cada reacao.
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A etapa de desenho dos iniciadores especificos para amplificacado do DNA
modificado por bissulfito de sédio é extremamente importante. Inicialmente, é
preciso considerar que apés o tratamento toda a seqiiéncia de DNA nao-metilada sera
alterada e, portanto, a seqiiéncia dos primers também deve ser modificada. Além
disso, o DNA resultante do tratamento por bissulfito de sodio € bastante
fragmentado, de modo que os fragmentos amplificados por MSP ndo podem ser
muito grandes, com tamanho ideal entre 150 e 200 pb. Sendo assim, o nimero de
dinucleotideos CGs que podem ser analisados € limitado quando comparado 2 andlise
por seqiienciamento direto e, em vista disto, a escolha do local onde sao desenhados
os primers € de fundamental importincia. Os primers devem englobar dinucleotideos
CGs freqiientemente metilados no tipo de amostra estudada, o que deve ser
verificado previamente por seqiienciamento apés o tratamento com bissulfito de
s6dio. Os dinucleotideos escolhidos também devem estar localizados
preferencialmente em elementos reguladores da transcricio génica (ex. Sitios de
ligagdo para o fator de transcricdo Spl) e a presenca de metilagdo nesses
dinucleotideos deve estar diretamente relacionada com uma diminui¢ao no nivel de
transcricao do gene.

A andlise da ilha de CpG localizada na regidao 1 do gene ADAM23 foi
realizada empregando-se iniciadores desenhados previamente em nosso laboratério
pelo Dr. Fabricio Costa. A escolha de quais dinucleotideos CGs foram englobados
pelos primers foi realizada baseando-se na clonagem e seqiienciamento direto da ilha
de CpG na regiao 1 da ADAM23, empregando-se DNA de linhagens tumorais de
mama e tumores primérios de mama modificados por bissulfito de sédio (COSTA et

al. 2004). A posicao dos dois pares de iniciadores desenhados pode ser visualizada na
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Figura 4. A técnica de MSP foi padronizada anteriormente por nosso grupo para a
andlise da ilha de CpG localizada na regidao 1 do promotor do gene ADAM23,
utilizando-se como controles DNAs extraidos de duas linhagens celulares (PMC42 e
Du4475) e DNA extraido de mama normal com o padrio de metilacdo ja
caracterizado (COSTA et al. 2004).

Os iniciadores empregados nas reacdes de MSP para andlise da ilha de CpG 1
foram os seguintes: ADAM23 U-F: 5-ATTGTTTITTIG TTA GAA TGT TG -
37ADAM23 U - R: 5°- TAA AAA AAA CAC AAA AAACCA AAC A -3 paraa
situacao nao-metilada, e ADAM23 M - F: 5- ATT GTT TTT TCG TTA GAA
TGT CG -37 ADAM23 M - R: 5°- TAA AAA AAA CAC AAA AAA CCG AAC
G - 37 para a situacdo metilada. As reacoes foram realizadas em um volume final de
25 pl por tubo contendo 1X tampao Taq Platinum Polimerase (Invitrogen), 2 mM de
MgCl; (Invitrogen), 200 uM de dNTPs (Gibco BRL), 0,32 uM de cada primer e 1U
de Taq Platinum (Invitrogen). As condicoes de amplificacao foram 10 minutos a
95°C para ativacao da enzima, seguido por 40 ciclos de 95°C por 45 segundos,
anelamento a 59°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Seguiu-se
extensao final de 5 minutos a 72°C. A amplificacdgo por MSP do fragmento
localizado na ilha de CpG na regiao 1 do gene ADAM23 gera um fragmento de 100
pares de bases tanto na reacd@o com iniciadores especificos para a situacao metilada,
quanto para a situacao nao-metilada.

A andlise da ilha de CpG localizada na regidao 2 do promotor do gene
ADAM23 foi realizada por reacoes de MSP empregando-se iniciadores especificos
descritos por TAKADA et al. (2005). Estes iniciadores foram desenhados nos locais

mais freqiientemente metilados da regiao 2 em linhagens tumorais de estdmago em
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que o gene ADAM23 estava silenciado (SNU601 e SH101P4), o que foi verificado
através do tratamento do DNA com bissulfito de sédio seguido por seqiienciamento.

Os iniciadores empregados nas reacoes de MSP para andlise da ilha de CpG 2
foram os seguintes: ADAM23-USP-F: 5- TTT AGG TTT GGT GGT AGTTTIT T -
37 ADAM23-USP-R: 5- AAC CAC TCC CAA AAC AAA ACA -37 para a
situacao nao-metilada, e ADAM23-MSP-F: 5°- AGG TTC GGC GGT AGTTITC
-3/ ADAM23-MSP-R: 5- CCA CTC CCG AAA CGA AAC G -37 para a situacao
metilada. As reagoes de MSP foram realizadas em condi¢Ges semelhantes as reacoes
para andlise da ilha de CpG na regido 1 do promotor da ADAM23 descritas
anteriormente, exceto pela ciclagem das reacdes de amplificacdo. Adotou-se
ciclagem igual aquela empregada por TAKADA et al. (2005), que foi a seguinte: 5
minutos a 94°C, seguido por 31 ciclos de 94°C por 30 segundos, anelamento a 60°C
por 30 segundos e extensdao a 72°C por 30 minutos. Seguiu-se extensao final de 7
minutos a 72°C. A amplificacdo do DNA por MSP na Ilha de CpG localizada na
regido 2 da ADAM23 gera um fragmento de 137 pares de base para a situacdo nao-
metilada, e um fragmento de 132 pares de base para a situacdo metilada.

Para as amostras de plasma, foi necessario amplificar o DNA previamente a
reacao de MSP a fim de aumentar a sensibilidade da reac@o. Dessa forma, o DNA de
plasma foi amplificado com iniciadores desenhados em locais da regidao 1 do
promotor da ADAM23 onde ndo s3o encontrados dinucleotideos CGs, de modo que
o perfil de metilacdio do DNA nao interfira em sua amplificacdo. Esses iniciadores
foram desenhados considerando-se a modificagio do DNA decorrente de seu
tratamento com bissulfito de s6dio. Nessas reacoes, utilizou-se 3 pl de DNA extraido

de plasma e tratado com bissulfito de sédio. Foram empregados os seguintes
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iniciadores: ADAMB2 - F: 5- GTA TGT AAA TAT AAA GGA TTG TAG -37
ADAMB2 — R: 5- ATA AAA ATA TAT CCT CCT AAA TAT -3°. As reacdes
foram realizadas em um volume final de 25 pl por tubo contendo 1X tampdo
AmpliTaq Gold Polimerase (Applied Biosystem), 1.5 mM MgCl,, 200 pM dNTPs
(Gibco BRL), 1.0 U de AmpliTaq Gold (Applied Biosystem), 0,32 uM de cada
iniciador. As condicoes de amplificacdo da reagdo foram: desnaturacido inicial do
DNA por 12 minutos a 94°C, 1 ciclo de desnaturacio a 94°C por 3 minutos,
anelamento a 45°C por 3 minutos e extensdo a 72°C por 2 minutos, 5 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 3 minutos, anelamento a 48°C por 3 minutos e extensio a
72°C por 2 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a
50°C por 1 minuto e extensao a 72°C por 1 minuto. Ao final da ciclagem, as
moléculas foram extendidas por 7 minutos a 72°C. Apds as reacdes de amplificacao
do DNA de plasma, 1 a 3 pl do produto destas reacdes foi utilizado como template
nas reacoes de MSP.

Nas reacoes de MSP para a andlise da regidao 2 do gene ADAM23 nas
amostras de tumores primérios de mama com pelo 5 anos de seguimento, utilizamos
como controle para situacdo ndo-metilada e metilada DNA extraido das linhagens
tumorais de mama PMC-42 e MCF-7, respectivamente. Como controle das reagoes
de MSP com amostras de plasma utilizou-se DNA extraido das linhagens tumorais
de mama PMC 42 e SK-BR-3, para a situacdo nao-metilada e metilada,
respectivamente. Nas reagoes de MSP com amostras de tumores primarios de mama
¢ linfonodos sentinelas coletados das mesmas pacientes, foram utilizados como
controle para a situacdo nao-metilada e metilada DNA extraido de linfécitos de

individuos normais e DNA de linf6citos normais metilados in vitro com a enzima
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M.Sssl (New England BioLabs), respectivamente. A auséncia de metilacao nas duas
ilhas de CpG do gene ADAMZ23 em linfécitos de individuos normais foi previamente
determinada.

Na Figura 4, estdo representadas as duas ilhas de CpG no promotor do gene
ADAM23. Podemos observar a localizacdo dos iniciadores especificos empregados
na amplificacdo de cada uma das ilhas CpGs, demonstrando os locais analisados por

MSP nas duas regides.

I—b ATG
|

-1025 -549 -278 +1 +233 +437 +789

l | | | | | I

}—{ Exon1 jp—j
Regido 1 Regiao 2
-> <« > <

ADAMZ23.1F ADAM23.1R ADAM232F  ADAM23.2R

(-899pb) (-799pb) (-109pb) (+28pb)

Legenda: As regioes correspondentes as duas ilhas de CpGs identificadas na regiao 5° upstream do
gene ADAM23 estdo indicadas na figura como regides 1 e 2. A seta na posicdo +1 corresponde ao
sitio de inicio de transcrigdo, utilizado como referéncia para o célculo das demais posi¢oes, em pares
de bases. A posicdo dos iniciadores especificos empregados nas reagoes de MSP esta demonstrada por
setas pequenas. Os nimeros entre parénteses abaixo da denominag@o de cada iniciador representam a
posi¢do exata de sua localizacdo na fita de DNA, em relagfo ao sitio de inicio de transcricdo.

Figura 4 — Representacdo esquemadtica das duas regioes correspondentes as ilhas de
CpGs da regiao promotora do gene ADAM23, demonstrando a localizacdo dos

fragmentos de cada regido analisados por MSP.
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Os produtos das reacoes de MSP foram analisados em gel de poliacrilamida
8%, preparados utilizando-se uma solucdo de poliacrilamida e bis-acrilamida na
propor¢ao 29:1, 10% APS como doador de elétrons da reacio e TEMED (Life
Technologies) como catalisador da reacdo. Apés a eletroforese, os géis de

poliacrilamida foram submetidos a coloracao com AgNO; (SANGUINETTI et al.

1994).
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3.5 METILACAO DE DNA DE LINFOCITOS IN VITRO

DNA de linfécitos de individuos normais foram metilados in vitro utilizando-
se a enzima M.Sss L. Inicialmente, 20 pg de DNA foram incubados a 37°C na
presenca de 1X tampao M.Sss 1 (New England BioLabs), 0.32 mM S-
adenosilmetionina e 25 U da enzima metilase M.Sss I, em volume final de 250 pl.
Ap6s 4 horas de incubacdo, acrescentou-se mais 0.64 mM de S-adenosilmetionina e
12.5 U da enzima M.Sssl. Seguiu-se mais 4 horas de incubagdo a 37°C.

Ap6s a modificacao do DNA, foi realizada extracao com 250 pl de fenol-
cloroférmio (1:1). As amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 16.000xg,
seguindo-se a precipitacdo do DNA com a adicao de 1/3 do volume da amostra de
7.5M NH4OAc e 2 vezes o volume final da amostra de etanol absoluto gelado. As
amostras foram deixadas a -20°C por toda a noite e, no dia seguinte, apéls
centrifugacio e lavagem com etanol 70%, o DNA foi ressuspendido em 100-200 pl
de tampao e armazenado a 4°C. A concentragao dos DNAs metilados foi verificada

em espectofotometro.

3.6 CORRELACAO DO PERFIL DE METILACAO DO GENE
ADAM23 COM OS DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DAS

PACIENTES

O perfil de metilacao do gene ADAM23 detectado nas amostras de tumores
primdrios de mama e de plasma foi correlacionado com os dados clinico-patolégicos

das pacientes. Esses dados foram levantados a partir dos prontudrios das pacientes
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arquivados no “Servico de Arquivo Médico” (SAME) do Hospital A.C. Camargo,
sob supervisao de um oncologista e de um patologista. Para cada uma das pacientes
foram levantados os seguintes dados clinico-patolégicos: data de nascimento, data do
diagnéstico da doenca, estadio da doenca, tamanho do tumor, classificacdo do grau
histol6gico segundo o sistema SBR (Sistema de Bloom & Richardson), presenca e
nimero de linfonodos positivos (0, 1-3, >4), expressdo dos receptores de estrogeno e
progesterona, superexpressao da proteina p53, presenca de invasdo perineural e
linfatica, presenca de recidivas locais e a distincia, realizacao de quimioterapia,
radioterapia e horménio-terapia (tamoxifeno) adjuvantes, drogas utilizadas na
quimioterapia (CMF — ciclofosfamida, metotrexate, fluoruracil; AC — antraciclina,
ciclofosfamida), e status atual do paciente. Neste estudo foram incluidas apenas
pacientes sem tratamento neoadjuvante e com pelo menos 5 anos de seguimento.

As reacdes de imunoistoquimica para receptor de estrogeno (Dako clone 1D5
diluicdo 1:50), receptor de progesterona (Dako clone 6F11 diluicdo 1:500) e p53
(Dako clone D07 dilui¢do 1:500) foram realizadas utilizando-se o complexo avidina-
biotina. Considerou-se positivos os casos em que ao menos 10% das células tumorais
apresentaram marcacao nuclear.

As anilises estatisticas foram realizadas sob supervisio do Dr. André
Carvalho, membro do Departamento de Cabeca e Pescoco do Hospital do A.C.
Camargo. A associacao entre as varidveis qualitativas foi avaliada através do teste do
qui-quadrado ou teste exato de Fisher. A andlise de sobrevida livre de metdstases em
sitios distantes (considerada a partir da data de diagnéstico inicial até a data de
diagnéstico de doenca metastidtica em sitio distante ou até o dltimo dia de

seguimento) ¢ de sobrevida global especifica (considerada a partir da data de
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diagnostico inicial até a data de 6bito decorrente de cancer de mama ou até o Gltimo
dia de seguimento), foram realizadas pelo método de Kaplan-Meier, e o teste de Log-
rank foi aplicado para determinacdo da diferenca estatistica entre os grupos e
comparacao das curvas. A andlise multivariada foi realizada pelo método de
Regressao de Cox, utilizando todas as varidveis que apresentaram p<0.20 na andlise
univariada. Para todos os testes foi estabelecido um erro o=5%, isto €, os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0.05. Nas andlises
estatisticas foi utilizado o software SPSS for Windows versdo 10.0 (Statistical

Package for Social Sciences) (SPSS Inc., Chicago, IL).
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4 RESULTADOS

41 AVALIACAO DO PERFIL DE METILACAO DA REGIAO
PROMOTORA DO GENE ADAM23 EM TUMORES PRIMARIOS DE
MAMA E CORRELACAO COM DADOS CLINICO-PATOLOGICOS

DAS PACIENTES

Como descrito anteriormente, o gene ADAM?23 possui duas ilhas de CpGs
em sua regiao promotora, dispostas aproximadamente 1.0 kb upstream ao sitio de
inicio de transcri¢do, juntamente com o primeiro exon e intron. A primeira ilha de
CpG (regiao 1) estd localizada mais distante do sitio de inicio de transcri¢ao (posi¢do
—1.025 pb a —549 pb, em relacao ao sitio de inicio de transcri¢cao +1 pb), enquanto a
ilha de CpG 2 esté disposta ao redor do sitio de inicio de transcri¢do (posi¢cdo —278
pb a +789 pb).

Neste estudo, avaliamos o padrio de metilacdo da ilha de CpG 2 em 94
amostras de carcinomas ductais invasivos de mama, previamente analisadas quanto
ao perfil de metilacdo da outra ilha de CpG (regiao 1) pelo Dr. Fabricio Costa em
nosso laboratério (Tabela 1). A idade média das pacientes incluidas neste estudo foi
58.9 anos e a mediana, 59.2 anos, sendo a idade minima igual a 26.2 anos e a idade
maxima igual a 92.6 anos. Durante os 5 anos de acompanhamento das pacientes, 20
(21.3%) apresentaram metdstases a distancia e 15 (16%) morreram em decorréncia
da doenca. A média e a mediana da sobrevida livre de metdstases a distdncia foram

de 66.6 e 77.5 meses, respectivamente. Jd a média e a mediana da sobrevida global
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especifica foram 70.5 e 78.2 meses, respectivamente. A probabilidade de sobrevida
livre de metastases a distdncia e sobrevida global especifica em 5 anos das 94
pacientes com cancer de mama incluidas neste estudo foi 81.4% e 89.1%
respectivamente. Na Tabela 1 estdo relacionados os dados clinico-patoldgicos das
pacientes incluidas no estudo.

Para a andlise da presenca de metilacdo na regido 2 foi utilizada a técnica de
MSP, como previamente descrito por HERMAN et al. (1996). A amplificacdo por
MSP do DNA convertido através do tratamento com bissulfito de s6dio gera um
fragmento de 137 e 132 pares de bases para a situacio nao-metilada e metilada,

respectivamente (Figura 5).

200 pb W | | - - »
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Legenda: Representacdo da andlise do perfil de metilacdo da regido 2 do promotor da ADAM23 em
trés carcinomas ductais invasivos de mama, TM 33, 35, 494. MM — Marcador de massa molecular 100
pb. NTC — Controle da reacdao sem DNA. PMC 42 e MCF7 — Linhagens tumorais de mama utilizadas
como controle das reacGes para a sitnacdo ndo-metilada e metilada, respectivamente. U — Nao-
metilado. M — metilado.

Figura 5 — Avaliacao do perfil de metilacao da ilha CpG localizada na regiao 2 do

promotor do gene ADAM23 em tumores primdrios de mama.
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Tabela 1 - Varidveis clinico-patolégicas das pacientes com carcinoma ductal
invasivo de mama.

2 NUMERO DE
VARIAVEIS i %
Idade > 50 65 69.1
<50 29 30.9
Estadio I 25 26.6
I 50 53.2
I 19 20.2
Tamanho do Tumor pT1 31 33.0
pT2 54 574
pT3 9 9.6
SBR* I 27 29.3
II 50 54.3
I 15 16.3
No. de linfonodos positivos 0 49 51.1
1-3 27 29.8
>4 18 19.1
Invasio perineural* Negativo 58 659
Positivo 30 34.1
Invasio linfatica* Negativo 47 51.1
Positivo 45 48.9
Receptor de estrogeno Negativo 36 38.3
Positivo 58 61.7
Receptor de progesterona Negativo 63 67.0
Positivo 31 33.0
Superexpressao de p53* Negativo 72 78.3
Positivo 20 217
Quimioterapia adjuvante Ausente 32 34.0
Sem antraciclicos 39 41.5
Com antraciclicos 23 24.5
Radioterapia adjuvante Ausente 17 18.1
Presente 77 81.9
Tamoxifeno Ausente 37 394
Presente 57 60.6
ADAM23 - Regiao 1 Nio-metilada 65 69.1
Metilada 29 309
ADAMZ23 — Regido 2 Nao-metilada 80 85.1
Metilada 14 14.9

* Nio estdo disponiveis as informacoes de duas pacientes para as varidveis invasio linfatica, SBR e

p53, e de seis pacientes para a varidvel invasdo perineural.

A presenca de hipermetilacido na regido 2 foi observada em 14.9% (14/94)
dos tumores analisados. A comparacao entre os resultados obtidos para as regides 1 e

2 da ADAM23 revelou que 62.8% (59/94) das amostras tumorais ndo apresentaram
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nenhuma das ilhas CpGs metiladas, 8.5% (8/94) dos tumores apresentaram metilacio
nas duas ilhas CpGs, 22.3% (21/94) das amostras tumorais apresentaram apenas a
regiao 1 hipermetilada e em 6.4% (6/94) dos tumores verificou-se apenas a
hipermetilacao da regiao 2. Podemos observar na tabela I que a hipermetilacido da
ilha CpG localizada na regido 1 do promotor da ADAM?23 foi verificada com maior
freqii€ncia do que a hipermetilacdo na regiao 2 (30.9% e 14.9%, respectivamente).
Em seguida, investigamos a associacao entre a presenca de hipermetilacao na
regiao 2 do gene ADAM23 e as varidveis clinico-patolégicas das pacientes utilizadas
na rotina clinica. A fim de permitir a comparacdo entre os resultados de
hipermetilacao da regido 2 e os resultados obtidos previamente para a regido 1, as

analises estatisticas estdo apresentadas em conjunto na Tabela 2.
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Tabela 2 — Associacio entre a presenca de hipermetilacao nas ilhas de CpGs 1 e 2 da
regido promotora do gene ADAM?23 e as varidveis clinico-patoldgicas das pacientes.

REGIAO 1 REGIAO 2
VARIAVEIS NAO-MET. MET. p NAO-MET. MET. p
(%) (%) (%) (%)
Idade
> 50 44 (67.7) 21 (32.3) 56 (86.2) 9(13.8)
<50 24 | 8216 | %Y [2a@s) | sarzy | °76
Estadio
I 20 (80.0) 5(20.0) 24 (96.0) 1(4.0)
11 34 (68.0) 16 (32.0) 0.281 40 (80.0) 10 (20.0) 0.184
111 11 (57.9) 8 (42.1) 16 (84.2) 3(15.8)
Tamanho do tumor
pT1 24 (774) 7 (22.6) 28 (90.3) 3(09.7)
pT2 36 (66.7) 18 (33.3) 0.381 47 (87.0) 7 (13.0) 0.030
pT3 5(55.6) 4 (44.4) 5(55.6) 4 (44.4)
SBR*
I 21 (77.8) 6(22.2) 23 (85.2) 4(14.8)
1] 35 (70.0) 15 (30.0) 0.255 43 (86.0) 7 (14.0) 0.991
111 8(53.3) 7 (46.7) 13 (86.7) 2(13.3)
No. linfonodos pos.
0 36 (73.5) 13 (26.5) 46 (93.9) 3(6.1)
13 20 (74.1) 7(25.9) 0.147 21 (77.8) 6(22.2) 0.039
>4 9 (50.0) 9 (50.0) 13 (72.2) 5(27.8)
Invasdo perineural®
Negativo 41 (70.7) 17 (29.3) 50 (86.2) 8(13.8)
Po%itivo 20 (66.7) 10 (33.3) i 24 (80.0) 6 (20.0) gous
Invasdo linfatica*
Negativo 35 (74.5) 12 (25.5) 43 (91.5) 4 (8.5)
Positivo 28 (62.2) 17 (37.8) D206 35 (77.8) 10 (22.2) 0.067
Receptor de estrégeno
Negativo 25 (69.4) 11 (30.6) 0.961 32 (88.9) 4(11.1) 0417
Positivo 40 (69.0) 18 (31.0) ) 48 (82.8) 10 (17.2) )
Receptor progesterona
Negativo 40 (63.5) 23 (36.5) 55 (87.3) 8(12.7)
Po%itivo 25 (80.6) 6(19.4) 0.09% 25 (80.6) 6(19.4) =39
Superexpressio p53*
Negativo 51 (70.8) 21(29.2) 0356 65 (90.3) 7(9.7) 0.011
Positivo 12 (60.0) 8 (40.0) 13 (65.0) 7 (35.0)
Quimioterpia adj.
Ausente 21 (65.6) 11 (34.4) 30 (93.8) 2 (6.3)
Sem antraciclicos 27 (69.2) 12 (30.8) 0.806 33 (84.6) 6(15.4) 0.124
Com antraciclicos 17 (73.9) 6(26.1) 17 (73.9) 6 (26.1)
Radioterapia adj.
Ausente 14 (82.4) 3 (17.6) 0.193 15 (88.2) 2(11.8) 1.0
Presente 51 (66.2) 26 (33.8) 65 (84.4) 12 (15.6)
Tamoxifeno
Ausente 22 (59.5) 15 (40.5) 0.101 32 (86.5) 5(13.5) 0.762
Presente 43 (75.4) 14 (24.6) ) 48 (84.2) 9(15.8) ’

* Nao estdo disponiveis as informagoes de duas pacientes para as varidveis invasao linfatica, SBR e

P53, e de seis pacientes para a varidvel invasao perineural.

As associacOes estatisticamente significativas (p<0.05) estao destacadas em vermelho.



Nio havia sido constatada associacdo estatisticamente significativa entre a
presenca de hipermetilacdo na regidao 1 do gene ADAM?23 e nenhuma das varidveis
clinico-patolégicas das pacientes analisadas. Entretanto, a presenca de
hipermetilacdo na ilha de CpG 2 do promotor do gene ADAM?23 foi associada a
tamanho do tumor (p=0.03), nimero de linfonodos comprometidos por metéstases
(p=0.039) e superexpressao da proteina p53 (p=0.011).

A fim de avaliar a relacdo entre a presenca de hipermetilacdo no promotor do
gene ADAM23 e a sobrevida livre de metdstases a distdncia e sobrevida global
especifica em 5 anos, realizamos uma andlise de sobrevida pelo método Kaplan-

Meier. Os resultados estao demonstrados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Andlise univariada de sobrevida livre de metastases a distincia e
sobrevida global especifica.

SOBREV]PA - i SOBREVIDA GLOBAL
METASTASE A BESEER
VARIA DISTANCIA
PROBABILI PROBABILI
DADE (%) P DADE (%) P
> 50 83.8 92.1
Idade <50 759 0.335 828 0.144
I 96.0 96.0
Estadio 11 79.3 0.004 85.6 0.208
111 65.5 88.9
pT1 96.8 100.0
Tamanho do tumer | pT2 74.6 0.026 82.8 0.075
pT3 66.7 88.9
1 96.2 100.0
SBR 11 81.6 0.021 87.7 0.006
111 574 72.7
Né d 0 98.0 98.0
Mmonﬁme civos |13 72.9 <0.001 85.0 <0.001
i >4 45.9 70.6
- u Ausente 86.1 91.2
Invasao perineural Pressiite 674 0.101 88 0.156
e eeee Negativo 91.5 95.7 }
Invasao linfatica Posifivo 69.6 0.027 318 0.047
Receptor de Negativo 71.2 79.6 >
estrégeno Positivo 87.5 S 94.8 -
Receptor de Negativo 78.6 86.8
progesterona Positivo 86.8 46 93.6 i
Superexpres- Negativo 85.5 94.3
siio de p53 Positivo 65.0 0.068 70.0 e
Ausente 86.9 100
Quimioterapia Sem antraciclicos 86.9 0.123 87.2 0.035
adjuvante —
Com antraciclicos 64.7 77.8
Radioterapia Ausente 81.5 94.1
adjuvante Presente 81.3 0rsd 88.1 =
- . Ausente 68.7 p— 74.8 <0.001
Mg Presente 89.1 i 982 :
N Nao-metilada 90.2 93.8 =
ADAM23 Regido 1 Motilada o1 <0.001 789 0.005
- Nao-metilada 85.7 923
ADAM23 Regido 2 Metilada 571 <0.018 4 0.037
Nao-metilada 91.0 93.1
AD‘?_MB Uma regido met. 74.1 <0.001 924 <0.001
Regites 1e2 =
2 regides met. 375 50.0

Os resultados estatisticamente significativos (p<0.05) estao destacados em vermelho.



A presenca de hipermetilacio em qualquer uma das ilhas de CpGs localizadas
na regiao promotora do gene ADAM23 estd fortemente associada a um pior
prognéstico. As pacientes que apresentaram metilacdo na regido 1 da ADAM23
tiveram sobrevida livre de metdstases a distincia e sobrevida global especifica
inferiores as que nao apresentaram ADAM23 metilada (62.1 vs. 90.2 p<0.001 e 78.9
vs. 93.8 p=0.005, respectivamente). Em relagao a hipermetilacdo da regiao 2 da
ADAMZ23, as pacientes nas quais foi constatada metilacdo nesta regido também
tiveram menor sobrevida livre de metdstases a distdncia e menor sobrevida global
especifica do que as que ndo apresentaram metilacao (57.1 vs. 85.7 p<0.018 e 71.4
vs. 92.3 p=0.037, respectivamente).

A fim de avaliar se a presenca de hipermetilacdo nas duas ilhas de CpGs
poderia estar associada a um prognéstico ainda pior para as pacientes com cancer de
mama, realizamos uma andlise estatistica combinada de hipermetilacao nas duas
regioes do promotor da ADAM?23. Observamos que a probabilidade de sobrevida
livre de metéstases a distincia foi de 91% para as pacientes que nao apresentaram
nenhuma das regides da ADAM23 metilada, 74.1% para as que apresentaram apenas
uma regido metilada e 37.5% para as que apresentaram as duas regioes metiladas
(p<0.001). Em relac@o a sobrevida global especifica em 5 anos, pacientes que nao
apresentaram ADAM23 metilada tiveram probabilidade de sobrevida igual a 93.1%,
as que apresentaram apenas uma das regides metilada tiveram probabilidade igual a
92.4% e nas que apresentaram as duas regioes do promotor da ADAM?23 metiladas, a
probabilidade de sobrevida global especifica em 5 anos diminuiu para 50.0%

(p<0.001). Na Figura 6 estio representadas as curvas de sobrevida das pacientes com
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cancer de mama, de acordo com o perfil de metilacdao da regido promotora do gene
ADAM23.

Como pode ser verificado na Tabela 3, outros fatores analisados
influenciaram as taxas de sobrevida livre de metastases a distancia e de sobrevida
global especifica em 5 anos, como grau histolégico, nimero de linfonodos
comprometidos por metastases, invasdo linfitica e uso de tamoxifeno. As varidveis
estadio ¢ tamanho do tumor tiveram influéncia significativa apenas sobre sobrevida
livre de metdstases a distancia, enquanto receptor de estrogeno, superexpressao da
proteina p53 e quimioterapia adjuvante foram significativos exclusivamente para

sobrevida global especifica em 5 anos.
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Legenda: A — Sobrevida livre de metastases a distincia. B — Sobrevida global especifica. 0 Metilacao
— auséncia de ADAM23 metilada. I Regido metilada e 2 Regides metiladas — ADAM23 metilada em
uma ou duas regioes analisadas, respectivamente.

Figura 6 - Curvas de sobrevida em 5 anos das pacientes com cancer de mama, em

relacdo ao perfil de metilacdo das duas regides no promotor do gene ADAM23 em

tumores primérios de mama.
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Com o objetivo de avaliar se a presenca de hipermetilagcdo no gene ADAM23
€ um fator de prognéstico independente para pacientes com cincer de mama,
realizamos uma andlise estatistica multivariada (Regressao de Cox) para os fatores
associados ao risco de desenvolvimento de metastases a distincia e ao risco de 6bito
em decorréncia de tumor de mama. Foram incluidas nesta andlise as varidveis
clinico-patoldgicas que apresentaram p<(0.20 na andlise univariada, incluindo o uso

de quimioterapia adjuvante e terapia hormonal com tamoxifeno. Os resultados estdo

demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Andlise multivariada para risco de desenvolvimento de metastases 2
distancia e risco de 6bito decorrente de cincer de mama em 5 anos.

" SOBREVIDA LIVRE DE METASTASE A r
VARIAVEIS DISTA SOBREVIDA GLOBAL ESPECIFICA
HR IC (95%) p HR IC (95%) p
No. de linfonodos
positivos
0 1.0 ref. 1.0 ref.
1-3 12.65 2.84 -56.28 0.001 26.66 2.80-254.08 0.004
>4 14.37 3.75-55.08 <0.001 16.56 1.91 - 143.74 0.011
Tameoxifeno
Ausente 1.0 ref. 1.0 ref.
Presente 0.14 0.05-0.39 <0.001 0.05 0.01 -0.28 0.001
ADAM23
Nao-metilada 1.0 ref. 1.0 ref.
Metilada em
uma regido 6.53 2.07 - 20.57 0.001 2.30 0.52-1007 | 0270
Metilada em
duas regides 8.84 2.31-33.76 0.001 9.97 1.96-50.61 | 0.006

HR = Hazard ration e IC = intervalo de confianga (95%)

As variaveis clinico-patoldgicas nimero de linfonodos comprometidos por
metastases, uso de tamoxifeno e presenca de hipermetilacdo em uma ou duas regides

do gene ADAMZ23 revelaram-se fatores independentes para sobrevida livre de
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metdstases a distdncia e sobrevida global especifica por cancer em 5 anos. Como
podemos observar na Tabela IV, a presenca de hipermetilacdo em uma ilha de CpG
ou nas duas ilhas de CpGs do gene ADAM23 confere 6.53 e 8.84 maior risco de
desenvolver metdstases a distdncia as pacientes com cincer de mama,
respectivamente, em relacdo as que nao apresentaram metilacdo em nenhuma das
regides (referéncia) (p=0.001). De modo semelhante, as pacientes que apresentaram
as duas ilhas CpGs metiladas tiveram maior chance de 6bito em decorréncia da
doenca (HR=9.97, p=0.006) do que as que tiveram apenas uma regido metilada
(HR=2.30, p=0.27) ou ndo apresentaram metilacio em nenhuma das regides
(referéncia). Em conjunto, os resultados da anédlise de sobrevida demonstram que a
presenca de hipermetilacido nas duas ilhas de CpGs do promotor do gene ADAM23

possui um valor progndstico superior a presenca de metilacao em apenas uma delas.

4.2 AVALIACAO DO PERFIL DE METILACAO DA REGIAO PROMOTORA DO

GENE ADAM23 EM PLASMA DE PACIENTES COM CANCER DE MAMA

Demonstramos anteriormente que a presenca de hipermetilacdo na regiao
promotora do gene ADAM23 em tumores primarios de mama estd associada a um
pior progndstico das pacientes e a uma diminuicio das taxas de sobrevida livre de
metdstase a distincia e sobrevida global especifica em 5 anos. Considerando estas
informacoes, avaliamos se a presenca de ADAM23 hipermetilada em amostras de
plasma de pacientes com tumor de mama poderia conferir-lhes um prognéstico ainda

pior e influenciar suas taxas de sobrevida.

FUNDAGAO ANTONYO
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Dessa forma, analisamos a presenca de hipermetilacao na regido 1 em 37
amostras de plasma de pacientes cujos tumores primarios de mama apresentaram
ADAM23 metilada nesta regido. A presenca de metilacdo na regido 2 nao foi
realizada nas amostras de plasma devido a quantidade limitada de DNA recuperado a
partir de amostras de plasma e a maior freqiiéncia de hipermetilacao observada na
regido 1, em relacdo a regiao 2, nos tumores primarios de mama.

A idade média das pacientes incluidas no estudo foi 62.5 anos e a mediana,
61.0 anos. Durante os 5 anos de seguimento das pacientes, 10 (27.0%) apresentaram
metéstases a distincia e 6 (16.2%) morreram em decorréncia da doenca. Na Tabela 5
estao relacionadas as varidveis clinico-patolégicas das 37 pacientes. Dentre as 37
amostras, 29 haviam sido incluidas na andlise de metilacao em tumores primarios
descrita no item anterior.

A hipermetilagdao do promotor do gene ADAM?23 foi detectada em 19 das 37
(51.4%) amostras de plasma (Figura 7). A presenca de hipermetilacdo no promotor
do gene ADAM23 também foi analisada em amostras de plasma de 7 pacientes com
cancer de mama cujo tumor primario ndo apresentou ADAM23 metilada e em 28
amostras de plasma de mulheres sadias, com idade entre 40 e 75 anos. Estes dois
grupos representaram controles da especificidade da nossa metodologia e, como era
esperado, nao foi detectada presenca de hipermetilacio no gene ADAM?23 em

nenhuma destas amostras (Figura 8).
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Legenda: Representacgdo da andlise do perfil de metilagio da regido 1 do promotor do gene ADAM23
em trés amostras de plasma, TM 1403, 4440 e 1570. MM — Marcador de massa molecular 100 pb.
NTC — Controle da reacdo sem DNA. PMC 42 e SKBR3 — Linhagens tumorais de mama utilizadas
como controle das reagbes para a situacdo ndo-metilada e metilada, respectivamente. U — Nao-
metilado. M — metilado. O tamanho do fragmento amplificado na situagdo nao-metilada e metilada é
100 pb. As setas destacam duas amostras de plasma em que foi observado produto amplificado
metilado, além do ndo-metilado.

Figura 7 — Avaliacao do perfil de metilacao da regiao promotora do gene ADAM23

em amostras de plasma de pacientes com cancer de mama.
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Legenda: Representagdo da analise do perfil de metilagdo da regido 1 do promotor do gene ADAM?23
em duas amostras de plasma de mulheres sadias, PN 0] e PN 02, e uma amostra de plasma de paciente
com tumor de mama que ndo apresentou ADAM23 hipermetilada no tumor primdrio, TM 742. MM —
Marcador de massa molecular 100 pb. NTC — Controle da reacao sem DNA. PMC 42 e SKBR3 —
Linhagens tumorais de mama utilizadas como controle das reacdes para a situacdo ndo-metilada e
metilada, respectivamente. U — Nao-metilado. M — metilado. O tamanho do fragmento amplificado na
situac@o ndo-metilada e metilada é 100 pb.

Figura 8 — Avaliacdo do perfil de metilacdo da regido promotora do gene ADAM?23

em amostras de plasma de mulheres sadias e de pacientes com cincer de mama sem

ADAM23 metilada no tumor primdrio.
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Tabela 5 — Varidveis clinico-patolégicas das pacientes com carcinoma ductal

invasivo de mama.

1 NUMERO DE
VARIAVEIS e %
Idade > 50 27 73.0
<50 10 27.0
Estadio I 7 18.9
I 22 59.5
11 8 21.6
Tamanho do Tumeor pT1 8 21.6
pT2 22 59.5
pT3 7 18.9
SBR* I 7 19.5
II 17 472
11 12 333
No. de linfonodos positivos 0 20 54.1
13 9 243
>4 8 21.6
Invasio perineural® Negativo 26 74.3
Positivo 9 25.7
Invasdo linfatica* Negativo 18 58.0
Positivo 13 42.0
Receptor de estréogeno Negativo 15 40.5
Positivo 22 59.5
Receptor de progesterona Negativo 25 67.5
Positivo 12 325
Superexpressao de p53* Negativo 24 64.8
Positivo 13 352
Quimioterapia adjuvante Ausente 11 30.5
Sem antraciclicos 16 445
Com antraciclicos 9 25
Radioterapia adjuvante Ausente 4 11.1
Presente 32 88.9
Tamoxifeno Ausente 18 48.6
Presente 19 51.4
ADAM23 — Regiao 1 Nazo-metilada 19 514
Metilada 18 48.6

* Nao estdo disponiveis as informacGes de uma paciente para as varidveis SBR, quimioterapia

adjuvante e radioterapia adjuvante, de duas pacientes para a varidvel invasdo perineural e de seis

pacientes para a varidvel invasao linfitica.

A fim de verificar se a presenca de hipermetilacao no gene ADAM?23 em

amostras de plasma de pacientes com cancer de mama poderia conferir-lhes pior

prognéstico e influenciar as taxas de sobrevida livre de metastases a distincia e

sobrevida global especifica em 5 anos, realizamos uma andlise de sobrevida (Figura

9).
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Legenda: A — Sobrevida livre de metédstases a distdncia. B — Sobrevida global especifica. 0 —
ADAM23 nao-metilada. 7 — ADAM23 metilada.

Figura 9 — Curvas de sobrevida em 5 anos, em relacdo ao perfil de metilacdo da

ADAM23 em amostras de plasma de pacientes com cancer de mama.

Podemos observar na Figura 9 que a taxa de sobrevida livre de metdstases a
distancia em 5 anos € menor nas pacientes que apresentaram metilacdo do gene

ADAM23 no plasma em relagao as que nao apresentaram (67.7% versus 88.9%,
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p=0.490), no entanto esta diferenca ndo € estatisticamente significativa. Da mesma
forma, a taxa de sobrevida global especifica em 5 anos € menor nas pacientes que
apresentaram metilacdo do gene ADAM23 no plasma em relacdo as que nao
apresentaram (80.9% versus 82.9%, p=0.609), no entanto esta diferenca também nao

¢ estatisticamente significativa.

4.3 AVALIACAO DO PERFIL DE METILACAO DO PROMOTOR DO GENE
ADAM23 EM LINFONODOS SENTINELAS DE PACIENTES COM CANCER DE

MAMA

O idltimo objetivo deste estudo foi avaliar se a presenca de metilacdo na
regiao promotora do gene ADAM23 poderia ser utilizada como uma ferramenta
molecular para a deteccao indireta de células tumorais em linfonodos de pacientes
com cincer de mama e se esta metodologia apresentaria maior sensibilidade de
deteccao quando comparada a andlise histo-patolégica convencional.

Foram incluidas no estudo 43 pacientes com carcinoma ductal invasivo de
mama, sendo que 15 foram consideradas portadoras de linfonodos comprometidos
por metdstases pela andlise histo-patolégica (N1) e 28 foram consideradas livres de
comprometimento linfonodal (NO).

Inicialmente, o perfil de metilacago da ADAM23 para as regides 1 e 2 foi
avaliado nos tumores primdrios de mama das 43 pacientes e, em seguida, foi
realizada a avaliacao de seus respectivos linfonodos sentinelas. Foram avaliados 97
linfonodos, sendo 37 pertencentes a 15 pacientes N1 e 60 pertencentes a 28 pacientes

NO. Em alguns casos, mais de um linfonodo localizados pr6ximos ao sentinela foram
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removidos durante a cirurgia. Como todos os linfonodos removidos sdo enviados a
patologia sem discriminacdo especifica de qual deles € o sentinela, todos os
linfonodos removidos foram incluidos em nossas andlises e neste trabalho foram
denominados de linfonodos sentinelas, por uma questao de simplificacdo.

A presenca de hipermetilacdo em ao menos uma das ilhas de CpGs no
promotor do gene ADAM23 foi verificada em 80% (12/15) dos tumores primarios de
mama de pacientes que possuiam linfonodos acometidos por metdstases (N1) e em
82.14% (23/28) dos tumores primarios de mama de pacientes sem comprometimento
linfonodal (NO). De modo semelhante ao que foi observado para o primeiro grupo
composto por 94 pacientes com carcinoma ductal invasivo de mama, a presenca de
hipermetilacao na regiao 1 do promotor do gene ADAM?23 foi observada com maior
fregiiéncia do que na regido 2. Entre as 12 pacientes N1 com ADAM23 metilada no
tumor primario, foi detectada hipermetilacdo na regiao 1 em 12 pacientes (80% do
total de pacientes N1) e na regido 2 em apenas uma paciente (6.67% do total de
pacientes N1) (Tabela 8). Em relacdo as pacientes NO, 23 (82.14% do total de
pacientes NO) apresentaram ADAM23 hipermetilada na regido 1 e, entre elas, 8
(28.6% do total de pacientes NO) também apresentaram hipermetilacao na regido 2
(Tabela 9).

Inicialmente, avaliamos a especificidade de nossa metodologia e também se o
perfil de metilacao da regiao promotora do gene ADAMZ23 verificado nas células do
tumor primério € semelhante ao das células metastiticas nos linfonodos. Para isto,
analisamos o perfil de metilacdio do promotor da ADAM?23 em linfonodos de 8
pacientes cujos tumores primdrios de mama ndo apresentaram ADAM23

hipermetilada, sendo 5 pacientes NO e 3 pacientes N1. Esperivamos nao observar
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metilacdo no promotor da ADAM?23 em nenhuma destas amostras. Entretanto, em
uma das pacientes NO, verificamos a presengca de ADAMZ23 hipermetilada na regido
1 em 2 de 3 linfonodos da paciente (Tabela 6). Resultado semelhante foi observado
para uma das pacientes N1 (Tabela 7). Estes resultados foram confirmados por dois
expeﬁﬁlentos independentes, sugerindo que as células metastiticas nem sempre
possuem o mesmo perfil que as células do tumor primdrio, em relacao ao padrao de
metilacio da ADAM23. No entanto, nao podemos descartar também a possibilidade
de ocorrer troca das amostras durante a extracdo de DNA e tratamento com bissulfito

de sodio.

Tabela 6 — Avaliacao do perfil de metilacao das regides 1 e 2 do promotor do gene
ADAM23 em tumores primarios de mama e nos linfonodos de pacientes NO.

N°DE
A23.R1 A23.R2 A23.R1 A23.R2
PACIENTE LINFONDOS
TUMOR TUMOR LINFONODOS LINFONODOS
ANALISADOS
0.1 0 0 0 0 2
0.2 0 0 0 0
0.3 0 0 1@2) 0 3
04 0 0 0 0 2
0.5 0 0 0 0 1

Legenda: A23.R1 = ilha de CpG na regido 1 do promotor do gene ADAM?23 e A23.R2 = ilha de CpG
na regido 2 do promotor do gene ADAM?23. ( = auséncia de metilagdo e 1 = presenca de metilacao. O
nidmero entre parénteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presenca de

metilacdo.
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Tabela 7 — Avaliacao do perfil de metilacdo das regides 1 e 2 do promotor do gene
ADAM?23 em tumores primdrios de mama ¢ nos linfonodos de pacientes N1.

N°DE
A23.R1 A23.R2 A23.R1 A23.R2
PACIENTE LINFONODOS
TUuMOR TUMOR LINFONODOS LINFONODOS
ANALISADOS
1.1 0 0 0 0 1
1.2 0 0 0 0 1
13 0 0 1(2) 0 3

Legenda: A23.R1 = ilha de CpG na regiao 1 do promotor do gene ADAM23 ¢ A23.R2 = ilha de CpG
na regido 2 do promotor do gene ADAM23. 0 = auséncia de metilagdo e 1 = presenca de metilacao. O
nimero entre parénteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presenca de

metilacdo.

HERMAN et al. (1996), ao descreverem a técnica de MSP, relataram uma
sensibilidade de 0.1%, ou seja, seu método foi capaz de detectar até 1 alelo metilado
em meio a 1.000 alelos nao-metilados. Para verificar se a mesma sensibilidade estava
sendo atingida em nossos experimentos com os iniciadores especificos para
amplificar as ilhas de CpGs 1 e 2 do promotor do gene ADAM23, realizamos reagoes
de MSP utilizando diferentes propor¢oes de DNA de linf6écitos normais metilados in
vitro em meio a DNA de linfécitos normais nao-metilados. Utilizamos as seguintes
proporgoes: 1:0 (100% de alelos metilados), 1:10 (1 alelo metilado em meio a 10
alelos ndao-metilados), 1:100 (1 alelo metilado em meio a 100 alelos nao-metilados),
1:1.000 (1 alelo metilado em meio a 1.000 alelos nao-metilados) e 1:10.000 (1 alelo
metilado em meio a 10.000 alelos nao-metilados). Nas reacoes de MSP com os
iniciadores especificos para amplificar a regido 2 do promotor da ADAM23,
atingimos a mesma sensibilidade detectada por HERMAN et al. (1996) (Figura 10B).
Entretanto, as reacOes feitas com iniciadores especificos para amplificar a ilha de

CpG 1 na regido promotora do gene ADAM?23 tiveram sensibilidade 10 vezes maior
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do que o que havia sido verificado anteriormente, pois foi possivel identificar um

alelo metilado em meio a 10.000 alelos nao-metilados (Figura 10A).

100 pb -h"'."". - - -

MM U M UM UM UM UM

1:0 1:10 1:100  1:1.000 1:10.000
B
100 pb | e
WL - -
200 pb |

MM U M u m u m Uu M U M
1:0 1:10 1:100 1:1.000 1:10.000

Legenda: As reacoes de MSP foram realizadas utilizando as seguintes proporcoes de DNA de
linfécitos normais metilados em meio a DNA de linfécitos normais ndo-metilados: 1:0, 1:10, 1:100,
1:1.000 e 1:10.000. MM — Marcador de massa molecular 100 pb. U — Nao-metilado. M — metilado. A
— Regidio 1. O tamanho do fragmento amplificado na reacgdo para a ilha de CpG 1 do gene ADAM23 é
100 pb tanto para a situac@o ndo-metilada, quanto para a metilada. B — Regido 2. A reac@o para a ilha
de CpG 2 do gene ADAM?23 amplifica fragmentos de 137 pb e 132 pb para a situagdo ndo-metilada e
metilada, respectivamente.

Figura 10 — Teste da sensibilidade do MSP para as regioes 1 e 2 do promotor do
gene ADAM23.

Em seguida, avaliamos a sensibilidade de nossa metodologia em amostras de
linfonodos sentinelas. Para isto, analisamos os linfonodos de pacientes N1 cujo
tumor primario de mama apresentou hipermetilacdo em pelo menos uma das duas

regioes do gene ADAM23 analisadas. Como era esperado, 100% (12/12) dessas
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pacientes apresentaram hipermetilacio do gene ADAM?23 nos linfonodos,
confirmando a sensibilidade do método. Observamos uma total correlacdo entre o
perfil de metilacdo do tumor primério e o perfil encontrado nos linfonodos. Nas
pacientes em que a regiao | do promotor da ADAM?23 estava metilada no tumor, o
mesmo foi verificado nos linfonodos. De modo semelhante, para a tnica paciente
que apresentou ADAM?23 hipermetilada na regiao 2, isto também foi observado no

tecido linfonodal (Tabela 8, Figura 11).

Tabela 8 - Avaliacao do perfil de metilacido das regioes 1 e 2 do promotor do gene
ADAM?23 em tumores primdrios de mama e nos linfonodos de pacientes N1.

PACIENTE A BRI AR A IMN-‘;::D(B
TUMOR TuMOR LINFONODOS LINFONODOS

ANALISADOS
14 1 0 1(1) 0 1
1.5 1 0 1(1) 0 1
1.6 1 0 1(1) 0 3
1.7 1 0 1(2) 0 4
1.8 1 0 13) 0 3
1.9 1 1 1(5) 1(1) 6
1.10 1 0 1(2) 0 4
1.11 1 0 1(1) 0 2
1.12 1 0 1(1) 0 1
1.13 1 0 1(2) 0 2
1.14 1 0 1(1) 0 2
1.15 1 0 1(2) 0 3

Legenda: A23.R1 = ilha de CpG na regido 1 do promotor do gene ADAM23 e A23.R2 = ilha de CpG
na regido 2 do promotor do gene ADAM23. 0 = auséncia de metilagdo e 1 = presenca de metilagdo. O
nimero entre parénteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presenca de

metilagdo.
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Finalmente, o perfil de metilagcao do promotor do gene ADAM23 também foi
avaliado em um grupo composto por 23 pacientes NO e em cujo tumor primdrio de
mama detectou-se a presenca de ADAM23 hipermetilada. Verificamos a presenca de
hipermetilacdo na regido 1 da ADAM23 nos linfonodos de 86.9% (20/23) das
pacientes. Entretanto, apesar de em 8 pacientes também ter sido detectada a presenca
de ADAMZ23 hipermetilada na regido 2 nos tumores primdrios de mama, em

nenhuma delas isto foi observado em seus linfonodos (Tabela 9, Figura 11).
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Tabela 9 — Avaliacao do perfil de metilagao das regides 1 e 2 do promotor do gene

ADAM23 em tumores primarios de mama e nos linfonodos de pacientes NO.

A23.R1 A23.R2 A23.R1 A23.R2 e
PACIENTE LINFONDOS
TUMOR TUMOR LINFONODOS LINFONODOS e
0.6 1 1 14 0 4
0.7 1 0 1(1) 0 3
0.8 1 0 1(2) 0 5
0.9 1 0 1(1) 0 1
0.10 1 1 1(1) 0 1
0.11 1 0 0 0 2
0.12 1 1(4) 0 4
0.13 1 1 1(2) 0 3
0.14 1 0 1(1) 0 1
0.15 1 0 1(2) 0 2
0.16 1 1 1(1) 0 1
0.17 1 0 1(1) 0 1
0.18 1 1 0 0 1
0.19 1 0 1(3) 0 4
0.20 1 0 1(1) 0 2
0.21 1 0 1(2) 0 2
0.22 1 0 1(3) 0 3
0.23 1 0 1(1) 0 3
0.24 1 0 1(1) 0 1
0.25 1 1 1(1) 0 2
0.26 1 0 0 0 1
0.27 1 1 1(2) 0 2
0.28 1 0 1(2) 0 2

Legenda: A23.R1 = ilha de CpG na regido 1 do promotor do gene ADAM23 e A23.R2 = ilha de CpG
na regido 2 do promotor do gene ADAM23. 0 = auséncia de metilagio e 1 = presenca de metilacio. O
nimero entre parénteses demonstra em quantos linfonodos analisados foi detectada a presenga de

metilacdo.
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Legenda: Representacio da andlise do perfil de metilagdo das regioes 1 e 2 do promotor da ADAM?23
em amostras de linfonodos sentinelas de pacientes NO (P 0.1, 0.5, 0.18 e 0.20) e de pacientes N1 (P
1.13 e 1.9). MM — Marcador de massa molecular 100 pb. NTC — Controle da reacao sem DNA. LN —
Linfécito normal, uvtilizado como controle para a situacdo ndo-metilada. LNM — Linfécito normal
metilado, utilizado como controle para a situac@o metilada. U — Nao-metilado. M — metilado. A —
Regido 1. O tamanho do fragmento amplificado na reacfo para a ilha de CpG 1 do gene ADAM23 é
100 pb tanto para a situacdo ndo-metilada, quanto para a metilada. B — Regifio 2. A reacfo para a ilha
de CpG 2 do gene ADAM23 amplifica fragmentos de 137 pb e 132 pb para a situacdo ndo-metilada e
metilada, respectivamente.

Figura 11 — Avaliac@o do perfil de metilacdo das regioes 1 e 2 do promotor do gene

ADAMZ23 em amostras de linfonodos sentinelas de pacientes com cancer de mama.
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= DISCUSSAO

O cancer € uma doenca ocasionada pelo acimulo de alteracOes genéticas que
ocorrem principalmente em trés tipos de genes: oncogenes, genes supressores de
tumor e¢ genes de estabilidade (“caretakers”). Além de alteracbOes genéticas,
modificacOes epigenéticas também estdo diretamente envolvidas com a tumorigénese
como, por exemplo, o silenciamento por metilacao do DNA de genes supressores de
tumor e de estabilidade, e a ativagao de oncogenes e de genes que sofrem imprinting
por hipometilacao de suas sequéncias regulatorias (ESTELLER e HERMAN 2002;
JONES e BAYLIN 2002).

As alteracGes epigenéticas, destacando-se a hipermetilacao das regides
promotoras de genes supressores de tumor associada ao silenciamento génico, afetam
todas as etapas da progressao tumoral e sdo encontradas em todos os tipos de
neoplasias humanas (JONES e LAIRD 1999; BAYLIN e HERMAN 2000). Nos
tumores de mama, sdo encontradas na literatura evidéncias diretas ou indiretas para o
silenciamento por metilacao de mais de 40 genes envolvidos nas etapas de formacao,
desenvolvimento e progressdo do cincer de mama (WIDSCHWENDTER e JONES
2002).

Muitos trabalhos comprovam que a metilacdo do DNA em células tumorais
pode ser utilizada como marcador molecular extremamente sensivel e especifico para
o diagnoéstico precoce de tumores, a avaliacdo do prognéstico das pacientes e da
resposta ao tratamento (LAIRD 1997; JONES e BAYLIN 2002; COTTRELL 2004;

LAIRD 2005). Além de tumores primdrios de mama, a presenca de alteracdoes no
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perfil de metilacao tem sido detectada com sucesso em plasma e lavado ductal de
mama ou fluido aspirado do mamilo de pacientes diagnosticadas com céancer de
mama, oferecendo um método menos invasivo de diagnéstico do tumor (SILVA et
al. 1999, 2002; EVRON et al. 2001; MULLER et al. 2003; KRASSENSTEIN et al.
2004; HOQUE et al. 2006). A deteccdo de genes hipermetilados em plasma também
estd associada a um pior prognéstico das pacientes, podendo ser utilizada na
avaliacdo da evoluc@o da doenga (MULLER et al. 2003).

Neste trabalho, o perfil de metilagio do gene ADAM23, um potencial
candidato a gene supressor de metdstase, foi avaliado em amostras de carcinomas
ductais invasivos de mama, plasma e linfonodos de pacientes diagnosticadas com
cincer de mama.

Inicialmente, foi avaliado o padrao de metilacdo da ilha de CpG localizada
préximo ao sitio de inicio da transcricdo (regidao 2) em 94 amostras de carcinomas
ductais invasivos previamente analisadas para a outra ilha de CpG (regido 1) pelo Dr.
Fabricio Costa. A hipermetilacao das ilhas de CpGs nas regioes 1 e 2 do promotor da
ADAM23 foi observada em 31% (29/94) e 149% (14/94) dos casos,
respectivamente, demonstrando que em tumores de mama a ilha de CpG 1 esta mais
freqiientemente metilada. Ndo foi encontrada associacdo significativa entre a
presenca de hipermetilacdo na regido 1 e nenhuma das varidveis clinico-patologicas
incluidas no estudo. Entretanto, a ocorréncia de hipermetilacao na ilha de CpG 2 do
promotor da ADAM23 foi associada a tamanho do tumor, nimero de linfonodos
comprometidos por metdstases e superexpressao da proteina p53. A presenca de
hipermetilacdo na ilha de CpG 1 ou 2 do gene ADAMZ23 influenciou

significativamente a sobrevida livre de metdstases a distancia e sobrevida global
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especifica em 5 anos, conferindo pior prognostico as pacientes. Quando avaliadas em
conjunto, a hipermetilacdo nas duas ilhas de CpGs se mostrou mais fortemente
associada a um pior prognéstico, reduzindo ainda mais as taxas de sobrevida livre de
metdstases a distancia e sobrevida global especifica em 5 anos do que a metilagdo em
apenas uma das ilhas. Por fim, a presenca de hipermetilacio em uma ou duas ilhas de
CpGs da regiao promotora do gene ADAM23 revelou-se um fator de prognéstico
independente para a sobrevida livre de metistases a distdncia e sobrevida global
especifica em 5 anos. As pacientes que apresentaram metilacao nas duas ilhas de
CpGs da ADAM?23 tiveram maior risco de desenvolver metdstases e maior risco de
6bito do que as pacientes que apresentaram apenas uma regido metilada ou nao
apresentaram metilacdo em nenhuma das ilhas.

De acordo com o modelo de espalhamento da metilagio de DNA proposto
por TURKER (2002), o equilibrio entre a atividade transcricional e o avanco da
metilacio do DNA em direcdo a regiao promotora € responsdvel pelo padrao de
metilacdo em células normais. Em células tumorais, uma diminuicdo inicial da
atividade transcricional afetaria o equilibrio entre estas duas forcas, permitindo que a
metilacao se espalhe gradualmente a partir de regioes vizinhas densamente metiladas
em direcdo ao promotor génico, de modo que quando uma quantidade suficiente de
CGs ou sitios criticos de CGs estao metilados, o gene € silenciado.

Baseado no modelo de Turker, podemos sugerir que no gene ADAM23 a
metilagdo tem inicio na ilha de CpG 1, localizada mais distante do sitio de inicio de
transcricao e, portanto, mais proxima as regides vizinhas densamente metiladas.
Durante o desenvolvimento tumoral, a metilacdo se espalharia ao longo do promotor

até atingir a ilha de CpG 2, disposta nas redondezas do sitio de inicio de transcricao.
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O resultado da hipermetilacdo das duas regides € o completo silenciamento do gene
ADAM23. Desse modo, a auséncia de expressao do gene ADAM23 em pacientes
com cancer de mama que apresentaram as duas ilhas de CpGs hipermetiladas
confere-lhes pior prognoéstico.

O gene ADAM23 pertence a uma familia de proteinas de superficie celular
caracterizadas pela presenca de multidominios em sua estrutura, destacando-se o
dominio de metaloprotease e o de disintegrina. Os membros desta familia sdo
capazes de exercer atividade proteolitica, modular interacdes cé€lula-célula e
controlar a adesdo a matriz extracelular (WOLFSBERG et al. 1995a ¢ b; BLACK e
WHITE 1998; PRIMAKOFF e MYLES 2000). Entretanto, a proteina ADAM?23 ndo
possui atividade proteolitica, devido a auséncia da seqiiéncia consenso de
aminoacidos no sitio catalitico de seu dominio metaloprotease (RAWLINGS e
BARRETS 1995), e parece estar envolvida preferencialmente com o processo de
adesao celular. J4 foi demonstrado que a proteina ADAM?23 € capaz de interagir com
a integrina OyP; através de seu dominio disintegrina (CAL et al. 2000). Esta
interacdo, além de ser fundamental em processos celulares normais, também parece
estar relacionada com a tumorigénese de mama. Em cancer de mama, ovf; estd
expressa de forma aberrante em tumores invasivos e metdstases distantes, 0 que
caracteriza seu envolvimento com a progressdao tumoral (LIAPIS et al. 1996). A
ativacdo de oyP; também estd associada com o aumento da atividade da
metaloprotease de matriz tipo 9 (MMP-9), favorecendo a migracdo celular e
promovendo ativamente a formacao de metéistases em tumores de mama (FELDING-

HABERMANN et al. 2001; ROLLI et al. 2003).
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Neste trabalho, verificamos que a hipermetilacdo da regidao promotora do
gene ADAM23 € um evento fregiiente em tumores de mama e estd associada a um
maior risco de desenvolvimento de metastases a distdncia e maior chance de 6bito
em pacientes com cincer de mama que apresentaram as duas ilhas de CpGs
hipermetiladas. Sendo assim, sugerimos que, quando silenciado, a auséncia de
expressao do gene ADAM23 contribui para a progressio de tumores de mama
provavelmente por diminuir a adesdo entre as células tumorais e deixar livre a
integrina owfs, favorecendo sua ativagdo, que estd relacionada a aquisicdo do
potencial invasivo e metastistico em células tumorais de mama. Desse modo, as
c€lulas tumorais se tornam capazes de se desprender do tumor primario e migrar pela
matriz extracelular, etapas iniciais e fundamentais para a formacao de metistases.

Neste estudo, a presenca de metilacdo no gene ADAM23 (ilha de CpG 1)
também foi avaliada em plasma de pacientes diagnosticadas com cancer de mama e
em cujo tumor primdrio foi detectada a presenca de ADAM23 hipermetilada. Através
desta andlise, pretendiamos avaliar se a presenca de hipermetilacdo no gene
ADAM?23 em plasma poderia conferir um pior prognostico e influenciar as taxas de
sobrevida das pacientes com cincer de mama. A presenca de ADAM23
hipermetilada foi verificada em 51.4% (19/37) das amostras de plasma. A andlise de
sobrevida revelou que ndo houve diferenca significativa entre as taxas de sobrevida
livre de metistases a distancia e sobrevida global especifica em 5 anos das pacientes
que apresentaram ADAM23 hipermetilada no plasma e as pacientes que nao
apresentaram. Estes resultados demonstram que a presenca de hipermetilacio no
gene ADAM23 no plasma nao € capaz de predizer a evolucdo da doenca em

pacientes que apresentam ADAM?23 hipermetilada no tumor primério, ou seja, nao



interfere no risco de desenvolvimento de metistases e de morte em decorréncia da
doenca, uma vez que a presenc¢a de hipermetilacdo no tumor primério ji corresponde
a um fator de pior progndéstico extremamente significativo. Entretanto, a presenca de
metilacao no gene ADAM23 no plasma poderia ser utizada para o acompanhamento
das pacientes com tumor de mama que apresentam ADAM23 hipermetilada no tumor
primario, uma vez que sua deteccdo no plasma das pacientes indica a presenca de
c€lulas tumorais, sinalizando um possivel ressurgimento do tumor.

O dltimo objetivo deste estudo foi avaliar se a presenca de metilacdo na
regiao promotora do gene ADAM23 poderia ser utilizada como uma ferramenta
alternativa indireta bastante sensivel e especifica de deteccdo de cé€lulas tumorais
metastiticas em linfonodos. A metodologia utilizada apresentou 100% de
sensibilidade, pois detectamos a presenca de ADAM23 hipermetilada nos linfonodos
de todas as pacientes que possuiam comprometimento linfonodal, de acordo com a
andlise histo-patologica, e que apresentaram hipermetilacio no promotor da
ADAM?23 nos tumores primdrios. Além disso, observamos uma total correlacdo entre
o perfil de metilacido do tumor primério e o perfil encontrado nos linfonodos, no que
diz respeito as regides hipermetiladas no gene ADAM23 nos dois tecidos analisados.

Entretanto, em duas pacientes que nao apresentaram a regiao promotora do
gene ADAM?23 hipermetilada no tumor primirio de mama, sendo que uma das
pacientes possuia linfonodos comprometidos por metéstases e a outra nao, segundo a
analise histo-patologica, detectamos metilagao no linfonodo, sugerindo que o método
nao € especifico. No entanto, é possivel que este resultado esteja refletindo a
heterogeneidade do tumor. Sabemos que os tumores sdao formados por subpopulacoes

de células que sofrem alteracoes genéticas e epigenéticas distintas. A proliferacao de
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cada célula tumoral individualmente, processo denominado expansao clonal, origina
subpopulacdes com caracteristicas e potencialidades diferentes. No caso destas
pacientes, é possivel que em uma pequena subpopulacdo ou em células isoladas do
tumor primdrio o gene ADAM23 tenha sido silenciado por metilacdo, conferindo
vantagens a estas poucas células tumorais, que adquiriram um maior potencial
invasivo e migratério e foram capazes de migrar e se estabelecer no linfonodo.
Entretanto, nas outras subpopulacdes do tumor, o gene ADAM23 ndo sofreu
alteracoes, permanecendo desmetilado.

Nossos resultados demonstram que, em alguns tumores, as cé€lulas
metastaticas nao possuem o mesmo perfil que as células do tumor primério de mama,
em relacdo ao padrao de metilacio da ADAM23. Um outro estudo (CAVALLI et al.
2003) avaliou o perfil de metilacio de sete genmes (TP16, THBS2, E-caderina,
RARP2, MINTI, MINT2 e MINT31) em seis amostras pareadas de carcinomas
ductais invasivos de mama e linfonodos sentinelas de pacientes cujos linfonodos
estavam comprometidos por metédstases, segundo a andlise histo-patol6gica. Foi
observado que o perfil de metilacido das células do tumor primdrio de mama € muito
semelhante ao das células tumorais que migram para o linfonodo sentinela.
Entretanto, em tr€s casos, um dos genes metilados no tumor ndo estava metilado no
linfonodo, que apresentou metilacdo em um ou dois genes desmetilados no tumor,
comprovando que, em alguns casos, as células metastiticas apresentam padrao de
metilacdo distinto das células do tumor primadrio.

Por fim, avaliamos a presenca de metilacao no promotor do gene ADAM23
em linfonodos de 23 pacientes sem comprometimento linfonodal, de acordo com a

andlise histo-patolégica, em cujo tumor primdrio de mama foi detectada ADAM23
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hipermetilada. Verificamos a presenca de hipermetilacao na regidao 1 da ADAM?23
nos linfonodos de 86.9% (20/23) das pacientes, sugerindo a presenca de células
tumorais metastaticas.

Outros trabalhos que utilizaram técnicas moleculares, como RT-PCR e RT-
PCR em tempo real, a fim de aumentar a sensibilidade de deteccao de
micrometdstases em linfonodos, em relacio aos métodos histo-patologicos
convencionais de coloracdo com hematoxilina-eosina (H&E) e imunoistoquimica
para citoceratinas, relatam um aumento na deteccdo de células metastiticas em cerca
de 10 a 30% dos linfonodos considerados livres de comprometimento (OOKA et al.
2000; OUELLETTE et al. 2004; WEIGELT et al. 2004; NISSAN et al. 2006).

NISSAN et al. (2006), por exemplo, empregaram um painel com trés
marcadores moleculares, sendo um marcador de células epiteliais nao-especifico,
citoceratina 19 (CK-19), e dois marcadores especificos de células tumorais de mama,
mamaglobina B (MGB-2) e NY-BR-1, para avaliar a presenca de micrometistases
em 30 linfonodos sentinelas de pacientes com cancer de mama e compararam Seus
resultados com os da andlise histo-patolégica convencional de avaliacdo do status
linfonodal. Eles verificaram que a utilizacao de RT-PCR aumentou a sensibilidade de
deteccao de micrometastases em linfonodos em 23.3%, em relacio a H&E e
imunoistoquimica, ¢ em 30%, em comparagao a H&E. WEIGELT et al. (2004)
empregaram um painel com quatro genes, citoceratina 19 (CK19), fator trefoil-3
(p1B), glicoproteina epitelial-2 (EGP2) e mucina epitelial pequena de mama
(SBEM), e avaliaram a presenca de células tumorais em 70 linfonodos sentinelas ndo

comprometidos por metéastases, segundo a andlise histo-patolégica convencional.
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Neste estudo, a técnica de RT-PCR em tempo real revelou-se mais sensivel do que a
andlise histo-patoldgica convencional em 10% das amostras.

Provavelmente, estas técnicas moleculares permitem a identificacao de cerca
de 30% das pacientes com cancer de mama sem comprometimento linfonodal ao
diagnéstico que sofrem recidivas € morrem em decorréncia da doenca (FISHER e
GEBHARDT 1978). Os estudos demonstram que o emprego de um painel de
marcadores moleculares possui maior sensibilidade para detec¢do de
micrometistases do que apenas um gene, uma vez que os tumores de mama
apresentam alta heterogeneidade bioldgica e marcadores tumorais eXpressos em um
tumor muitas vezes ndao sdo expressos em outros. Sendo assim, € necessiria a
identificacao de novos marcadores moleculares especificos e sensiveis capazes de
detectar a presenca de células metastaticas em linfonodos de pacientes com céancer de
mama. Dentre os marcadores moleculares que vém sendo investigados, as
citoceratinas, marcadores de células epiteliais, possuem especificidade limitada para
deteccio de células tumorais de mama, enquanto outros marcadores como
mamaglobina (MGB1), mamaglobina 2 (MGB2), NY-BR1 e antigeno
carcinoembriogénico (CEA) tém se revelado mais especificos, porém sao capazes de
identificar apenas uma parcela dos tumores (OOKA et al. 2000; WEIGELT et al.
2004; NISSAN et al. 2006; GIMBERGUES et al. 2007). Neste sentido, a utilizacao
da metilagcdo do DNA possui um alto potencial para deteccao de células metastéticas
em linfonodos, uma vez que € uma alteracio especifica de células tumorais e que as
técnicas empregadas para avaliar a presenca de metilacdo sdao extremamente
sensiveis. Entretanto, até 0 momento ndo sdao encontrados relatos na literatura que

avaliaram a utilizacdo da metilacdo para detectar indiretamente a presenca de células
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tumorais metastiticas em linfonodos. Este é o primeiro trabalho que avaliou esta
estratégia.

Em nosso estudo, a presenca de hipermetilacio no gene ADAM?23 foi
detectada em 86,9% das pacientes com cincer de mama que nao possuiam
linfonodos comprometidos por metdstases, segundo a andlise histo-patolégica,
sugerindo que os linfonodos destas pacientes estdo comprometidos por células
metastaticas. Este niimero é bastante superior ao que tem sido observado em outros
trabalhos, provavelmente em decorréncia da alta sensibilidade da técnica de MSP,
capaz de detectar um alelo metilado em meio a 10.000 alelos ndo-metilados. E
possivel que o MSP seja mais sensivel que as demais técnicas moleculares ja
empregadas para verificar o status linfonodal e que esteja, inclusive, detectando
células isoladas de tumor nos linfonodos. A relevancia clinica de micrometdstases e
c€lulas isoladas de tumor detectadas em linfonodos sentinelas ainda ndo estd definida
e os relatos na literatura sao controversos. Alguns estudos sugerem que a presenca de
micrometéistases linfonodais esta associada a pior prognéstico e diminui a sobrevida
livre de doenca e a sobrevida global de pacientes com cancer de mama (Anonymus
1990; COTE et al. 1999; YOSHIHISA et al. 2002). Sendo assim, € necessario um
estudo em que a presenca de metilagcdo na regiao promotora do gene ADAM?23 seja
avaliada em um maior nimero de linfonodos sentinelas de pacientes com cancer de
mama e que os resultados sejam associados a sobrevida das pacientes, a fim de
comprovar os resultados obtidos neste estudo e de determinar o significado clinico e
o valor prognéstico da presenca de micrometistases e de células isoladas de tumor
identificadas através da deteccio de ADAM23 hipermetilada nos linfonodos

sentinelas.
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Entretanto, ndo detectamos a presenca de ADAM23 hipermetilada na regido 2
em linfonodos de nenhuma das 8 pacientes que, além da regido 1, apresentaram
hipermetilacao da ADAM?23 na regido 2 nos tumores primarios de mama.

De acordo com o modelo de espalhamento da metilagdo de DNA proposto
por TURKER (2002), sugerimos anteriormente que, em tumores de mama, a
metilacao do gene ADAM23 comeca na ilha de CpG 1 e se espalha ao longo do
promotor até atingir a ilha de CpG 2, préxima ao sitio de inicio de transcrigdo,
resultando no completo silenciamento do gene ADAM23. Este evento provavelmente
ocorre no tumor primario e a auséncia de expressdao do gene ADAM?23 favorece a
migracdo das células tumorais e a invasao do tecido adjacente. Entretanto, ao atingir
um novo sitio, as células tumorais precisam se fixar no tecido, a fim de proliferarem
e sobreviverem em um sitio secundario de tumor. Nesta situacdo, moléculas de
adesao auxiliam na fixacao ao novo tecido, bem como no agrupamento das proprias
células do tumor entre si, evitando que elas se desprendam e morram. E possivel que
ao atingirem o sitio secundario, as c€lulas tumorais sofram uma reorganizacio de seu
genoma. Ao contrario das modificacoes genéticas, alteragOes epigenéticas sao
reversiveis, de modo que genes antes expressos podem ser silenciados e genes que
estavam silenciados podem ser re-expressos. Neste contexto, a restauracao da
expressdao do gene ADAM23 pode facilitar a adesdo celular e, portanto, favorecer a
sobrevivéncia do tumor no novo sitio. Para isto, ao atingirem os linfonodos, €
possivel que algumas células tumorais percam aleatoriamente a hipermetilacao de
dinucleotideos CGs na regidao promotora do gene ADAM23 e que isto facilite sua
sobrevivéncia. Provavelmente, a reversdo do processo de hipermetilacdo de

promotores génicos ocorre no sentido oposto ao de seu estabelecimento, ou seja, das



96

regioes mais proximas ao sitio de inicio de transcricao (regiao 2 da ADAM23), em
direcdo as regidoes mais distantes, dispostas nas proximidades das regioes densamente
metiladas (regido 1 da ADAM23). Isso explicaria o resultado observado em nosso
estudo de células tumorais metastiticas nos linfonodos ndo apresentarem a regido 2
do gene ADAM23 hipermetilada em pacientes cujo tumor primario de mama
apresentou hipermetilacdo na regido 2. Nestas pacientes, provavelmente durante a
colonizacao do linfonodo, a regiao 2 do gene ADAM23 foi inicialmente desmetilada
nas c€lulas tumorais, e a regido 1 permaneceu hipermetilada.

Em resumo, propomos que durante o desenvolvimento de um tumor surgem
c€lulas individuais com diferentes graus de hipermetilacdo na regido promotora do
gene ADAM?23. As células que possuem alelos com a maior densidade de CGs
metilados e, portanto, menor expressao de ADAM23, sdo as que apresentam 0 maior
potencial para dissociar do tumor primario, invadir o tecido adjacente e atingir um
novo sitio. A fim de garantir sua sobrevivéncia no novo tecido hospedeiro, as células
tumorais precisam restaurar parcialmente a expressdao de genes associados a adesa@o
celular, como a ADAM23, facilitando a adesdo entre as células do tumor.

Um processo semelhante jia foi demonstrado para o gene E-caderina,
importante para a adesao celular entre as células epiteliais. GRAFF et al. (2000)
verificaram que a perda de expressio de E-caderina é heterogénea em tumores
primirios de mama em diferentes etapas da progressdo tumoral e que isto estd
associado a um perfil de metilacdo bastante variavel na regidao promotora deste gene.
A metilacao do promotor de E-caderina e seu silenciamento tem inicio nos
carcinomas ductais in situ de mama e permanece durante a progressao maligna do

tumor, podendo ser detectada nos carcinomas ductais invasivos e em metdstases
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linfonodais. Durante todas as etapas do desenvolvimento tumoral, foram observadas
variacoes alelo-especificas do perfil de metilacio do promotor génico, 0 que se
refletiu em perda de expressdao heterogénea. Em linhagens tumorais de mama, as
variacoes alelo-especificas do perfil de metilacdio do promotor de E-caderina
sofreram a influéncia do microambiente tumoral. Em ensaios de invasdo in vitro,
favorecida pela diminui¢ao da expressao de E-caderina, foi observado aumento da
metilacdo. Utilizando modelos de crescimento tridimensional de tumor in vivo,
linhagens tumorais de mama apresentaram uma diminui¢cdo da metilagdo do gene E-
caderina e aumento de sua expressao, o que favorece adesdo entre a células. Outros
autores também ji demonstraram que a diminuicao da expressdao de E-caderina em
tumores de mama invasivos € restaurada em metdstases (OKA et al. 1993; MAREEL
et al. 1995; ST CROIX e KERBEL 1997).

Os resultados do nosso estudo demonstram que a presenca de hipermetilacao
na regiao promotora do gene ADAM?23 é um fator independente de pior progndstico
para pacientes com cancer de mama. Entretanto, para sua utilizacao na rotina clinica,
estes resultados precisam ser validados em um grupo maior de pacientes com cancer
de mama. Uma maneira de realizar a validacao € analisar a expressao da proteina
ADAM23, empregando a técnica de imunoistoquimica, que permite a andlise de um
é‘ande nimero de amostras em pouco tempo. Entretanto, para isto sdo necessario
anticorpos monoclonais anti-ADAM?23, que nao estdo disponiveis comercialmente
no momento.

Além disso, demonstramos que a presenca de hipermetilacio no gene
ADAM23 pode ser utilizada como marcador molecular para deteccao de células

tumorais metastiticas em linfonodos de pacientes com cédncer de mama, oferecendo
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uma forma alternativa de alta sensibilidade e especificidade a tradicional prética
histo-patolégica de avaliacdo do status linfonodal. Eventualmente, esta metodologia
poderd ser empregada em pacientes consideradas livres de comprometimento
linfonodal pela avaliacdo histo-patolégica, a fim de identificar a presenca de
micrometistases ou células tumorais isoladas nos linfonodos destas pacientes e
reduzir as chances de resultados falso-negativos. Para confirmar estes resultados, a
andlise de metilacdo precisa ser ampliada para um maior nimero de linfonodos de
pacientes diagnosticadas com cancer de mama. Eventualmente, outros marcadores
moleculares de deteccdo de micrometastases também poderao ser empregados, para
validar os resultados obtidos.

Atualmente, ha uma grande necessidade de identificacio de novos
marcadores moleculares com valor progndstico, capazes de predizer com acuidade a
evolucio clinica das pacientes com cancer de mama. Ao nosso conhecimento, este €
o primeiro trabalho que avaliou se a presenca de hipermetilacdo no promotor de um
gene especifico associado ao céncer de mama no tecido linfonodal poderia ser
utilizada para diagnosticar a presenca de células metastaticas tumorais em linfonodos
de pacientes com tumor de mama, oferecendo um marcador de prognoéstico.
Certamente, a utilizacao de um painel de genes que sofrem hipermetilacao em cancer
de mama representaria uma ferramenta molecular de deteccio de metdstases em
linfonodos mais precisa do que o emprego de apenas um gene individualmente. E
necessdrio, portanto, a identificacdo de novos genes que, em conjunto com a
ADAM?23, oferecam um método alternativo a andlise histo-patologica de alta

especificidade e precisao para a detec¢do de metéstases linfonodais em pacientes
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com cancer de mama, a fim de identificar as pacientes sem comprometimento

linfonodal pela patologia que sofrem recidivas e morrem em decorréncia da doenca.



CONCLUSOES
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CONCLUSOES

A presenca de hipermetilacdo na regido promotora do gene ADAM23 em
tumores primarios de mama € um fator independente de pior prognéstico,
influenciando tanto a sobrevida livre de metédstase a distidncia, como a

sobrevida global especifica em 5 anos.

A presenca de hipermetilacdio no gene ADAM?23 pode ser detectada em
plasma de pacientes diagnosticadas com tumor de mama. Entretanto, sua
ocorréncia nao influencia as taxas de sobrevida livre de metastases a distancia

e sobrevida global especifica em 5 anos das pacientes.

A ocorréncia de hipermetilacdo no promotor do gene ADAM23 pode ser
utilizada para detectar a presenca de células tumorais metastaticas em
linfonodos de pacientes com cincer de mama, oferecendo um método
alternativo a andlise histo-patolégica extremamente sensivel e especifico de

deteccdo de metastases linfonodais.
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