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RESUMO

O cancer de mama ainda continua sendo uma epidemia mundial, com taxas
importantes de incidéncia e prevaléncia no mundo todo. De forma geral, a taxa de
mortalidade do cancer de mama gira em torno de 15% nos paises desenvolvidos e
em torno de 40% nos paises em desenvolvimento em 05 anos. Varios fatores de
risco tem sido identificados na génese do cancer de mama. Nenhuma isolada,
porém, explica de forma completa, a carcinogénese do cancer de mama. A
classificacdo do cancer de mama em subtipos moleculares, baseada no perfil de
expressao de receptores hormonais e no receptor do HER-2 trouxe uma base
racional para o tratamento desta doenga. Mutagdes em alguns genes supressores
tumorais, como o BRCA-1 e BRCA-2, além do p53 e PTEN, tem papel relevante
conhecido na transformacido tumoral da célula mamaria normal. Varios tumores,
porém, nao apresentam alteragbes nestes genes. Por outro lado, alteragcbes
epigenéticas tém se mostrado cada vez mais relevantes na génese de varios
tumores. Estas alteragdes tém como caracteristica basica ndo causar modificagdes
na sequéncia do DNA, mas promover expressao seletiva dos genes dependente do
nivel do empacotamento do DNA, com areas de eucromatina frouxa, que permitem
mais facilmente a transcricdo génica, e areas de heterocromatima, que dificultam a
transcricdo. Dentre os efetores epigenéticos de maior relevancia estdo as enzimas
metiltransferases, capazes de promover a metilagdo das histonas. Desregulagao na
expressao ou atividade destas enzimas estdo entre as principais alteragdes
epigenéticas envolvidas na carcinogénese. A familia SETD €& uma familia de
metiltransferases composta por 10 genes que codificam proteinas com dominio SET.
Este dominio esta envolvido na metilacdo de residuos de lisina em histonas e
proteinas nao-histonas. Até 0 momento, pouco se sabe sobre a relagcado de genes da
familia SETD com a carcinogénese mamaria. No presente estudo foi realizada a
avaliagado de expressao relativa de todos os genes da familia SETD em amostras de
tecidos tumorais e normais de pacientes portadoras de cancer de mama através de
técnica de PCR em tempo real. O perfil de expressdo comparativa desta familia de
genes foi correlacionado com as informagdes clinico-patoldgicas de maior relevancia
prognostica, disponiveis das pacientes. Posteriormente realizamos avaliagdo imuno-

histoquimica em lamina de microarranjo de tecidos. Notamos que o gene SETMAR
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encontra-se significativamente hiperexpresso nas amostras tumorais quando
comparadas as amostras normais de pacientes com cancer de mama. Quando
avaliamos apenas as pacientes com perfil imuno-histoquimico do tipo triplo negativo,
comparadas com as amostras normais, ha novamente uma hiperexpressao relativa
do gene SETMAR. Os genes SETD5 e SETD8 encontram-se hiperexpressos em
tumores com mais de 10 linfonodos positivos para metastase de cancer de mama,
além de estarem também hiperexpressos nas pacientes com estadiamento acima
do estadio IIB. Além disso, ha uma significativa correlagdo na expressdo de ambos
0os genes no pool de amostras tumorais. O gene SETD8 encontra-se ainda
hiperexpresso em pacientes que apresentam invasao angiolinfatica. Outro gene que
se apresentou significativamente alterado é o SETD1B, cuja expressdo esta
aumentada nos tecidos tumorais comparados aos tecidos normais em amostras
pareadas. Entre as amostras tumorais pareadas também foi verificada uma estreita
correlagdo de co-expressdao dos genes SETD1B, SETDS5, SETD8, SETMAR.
Analisados em conjunto, estes dados apontam para o provavel papel dos genes
SETMAR e SETD1B na carcinogénese mamaria, com implicagdes clinicas
relevantes, além de um possivel envolvimento dos genes SETD5 e SETD8 em
estadios mais avangados da doencga. A correlagdo da expressado génica de alguns
membros da familia SETD com fatores clinicos progndésticos em cancer de mama
abre o0 caminho para explora-los ndo s6 como alvos terapéuticos, mas também como

novos marcadores prognosticos.

Palavras-chave: familia SETD, expressao génica, cancer de mama.



ABSTRACT

Breast cancer still remains a global epidemic, with significant rates of incidence
and prevalence worldwide. Overall, their mortality rate is around 15 % in developed
countries and around 40 % in developing countries in 05 years. Several risk factors
have been identified in the genesis of breast cancer, but no one alone, explains the
carcinogenesis of breast cancer. The classification of breast cancer in molecular
subtypes based on the expression profile of hormone receptors and HER -2 receptor
has brought a rational basis for treatment of this disease. Mutations in tumor
suppressor genes, such as BRCA-1 and BRCA-2, p53 and PTEN, plays an important
role in the tumor transformation of normal breast cells. However, not all breast tumors
carry changes in these genes. Epigenetic alterations have recently been recognized
to play an important role in the genesis of many tumor types. These changes are
characterized by not causing any kind of mutations in the DNA sequence but by
inducing selective expression of genes dependent on the the DNA packaging level,
with areas of loose euchromatin, allowing more easily gene transcription, and areas
of heterocromatin, that hamper transcription. Among the most relevant epigenetic
effectors, the methyltransferases enzymes are capable of promoting histone
methylation. Dysregulation in the expression or activity of these enzymes is among
the major epigenetic alterations involved in carcinogenesis. The SETD family is a
family of methyltransferases composed of 10 genes encoding proteins with SET
domain. This domain is involved in the methylation of lysine residues on histones and
non-histone proteins. So far, little is known about the relation of SETD family genes
with mammary carcinogenesis. In the present study we evaluated the relative
expression of all SETD family genes in breast tumor samples and non-tumor breast
tissues of patients with breast cancer by real time g-PCR. The comparative
expression profile of each gene of this family was correlated with the most relevant
clinicopathologic prognostic information, available from patients. We note that there
is a significant overexpression of the gene SETMAR in tumor samples compared to
normal samples from patients with breast cancer. When we evaluated only patients
with immunohistochemical profile of the triple negative type, compared with the
normal samples, we observed again a significant overexpression of SETMAR. The

SETD5 and SETD8 genes are overexpressed in tumors with more than 10 positive
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lymph nodes for breast cancer metastasis, and also are overexpressed in patients
with advanced stage. Furthermore, there is a significant correlation in expression of
both genes in pool of tumor samples. The SETDS8 gene is still overexpressed in
patients with angiolymphatic invasion. Another gene that is significantly changed is
the SETD1B, whose expression is increased in tumor tissues compared to
corresponding normal tissues samples. The paired tumor samples also showed a
close correlation of co-expression of genes SETD1B, SETD5, SETD8, SETMAR.
Taken together, these data point to the likely role of SETMAR and SETD1B genes in
mammary carcinogenesis, with relevant clinical implications, and possible
involvement of SETD5 and SETD8 genes in more advanced stages of the disease.
The correlation of gene expression of some members of the SETD family with clinical
prognostic factors in breast cancer opens the way to exploit them not only as

therapeutic targets, but also as a new prognostic markers.

Keywords: SETD gene family, expression profile, breast cancer
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1. INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE MAMA

1.1.1 Epidemiologia

O céncer de mama (CM) é o segundo tipo de cancer mais comum no mundo,
sendo o cancer mais frequente entre as mulheres, com aproximadamente 1,67
milhdes de novos casos diagnosticados em 2012 ( 25% de todos os canceres) e em

torno de 522 mil mortes anuais (1)

A taxa de incidéncia é mais alta na América do Norte, Australia, Nova
Zelandia, na Europa Ocidental e no norte da Europa, com as menores taxas na Asia

e Africa Subsaariana (2, 3).

Estas diferengas internacionais estdo provavelmente relacionados com
mudangas sociais, como resultado da industrializagdo, mudangas na ingestdo de
gordura, peso, idade da menarca, padrées reprodutivos, como menor numero de

gravidezes e idade mais avangada no primeiro parto (3).

No Brasil, segundo Instituto Nacional de Cancer José de Alencar Gomes da
Silva (INCA) estimou-se  57.120 novos casos de cancer em 2014 com 13.591

mortes entre as mulheres no ano de 2012 por esta doencga(4)

1.1.2 Deteccéao precoce e diagnostico

Em paises com programas de rastreamento e detecgao precoce, a maioria
dos pacientes sdo diagnosticadas numa fase assintomatica, cuja unica manifestagao
clinica € a mamografia alterada. Entretanto, em torno de 15% das mulheres, o

diagndstico é feito em consequéncia da palpagao de nédulo mamario e em torno de
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30% o diagndstico é feito por manifestagdes clinicas que aparecem no intervalo

entre duas mamografias (5).

O diagnéstico final do cancer de mama é dado através do estudo citologico ou

histopatoldgico de parte ou do total de uma lesao suspeita.

1.1.3 Estadiamento

Apds o diagnostico estabelecido do céncer de mama é realizado o
estadiamento do tumor. O estadiamento tem como objetivo definir a extensao local e
sisttmica da doenca, estabelecendo padrdes de prognosticos e estratégias de
tratamento. O sistema de estadiamento mais utilizado no mundo é o sistema da
American Joint Comittee on Cancer (AJCC). Este sistema é baseado na analise
retrospectiva da sobrevida de diversas amostras de pacientes com diagnédstico de
cancer de mama em varios estadios da doenca, refletindo ainda os métodos clinicos
de avaliacao e os tratamentos aplicados nestas amostras de pacientes. Sao feitas,
ainda, revisdes periodicas que visam absorver 0os novos conceitos tecnoldgicos de
avaliacado e tratamento. A ultima revisdo do estadiamento foi publicada na sua 7a

edicao (6) e apresenta sua classificagdo resumida segundo a tabela 1.

Tabela 1 - Estadiamento do cancer de mama simplicado

Estadio Descrigao
Estadio 0 Tumor in situ (ndo invasivo).
Estadio | Tumor de até 2cm, sem macrometastase de linfonodos.
Estadio IIA Tumor de até 2 cm e até 3 linfonodos axilares ou tumor de

até 5cm, sem comprometimento de linfonodos

Estadio IIB Tumor de até 5cm com comprometimento de até 3
linfonodos ou tumor maior que 5¢cm, sem comprometimento
de linfonodos.

Estadio IlIA Tumor maior que 5cm com comprometimento linfonodal ou
4 a 9 linfonodos comprometidos independente do tamanho
do tumor

Estadio IIIB Tumor invade parede do térax ou pele com até 9 linfonodos
comprometidos

Estadio llIC Dez ou mais linfonodos comprometidos OU linfonodo supra-

clavicular (qualquer tamanho de tumor).
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Estadio IV Doenca metastatica presente.

Adaptado de : AJCC 72 edicao

1.1.4 Laudo Histopatolégico e Classificagao Histopatologica

A maioria dos canceres de mama sao provenientes do componente epitelial
da mama e sdo denominados carcinomas. Embora discutidos de forma conjunta,
como um unico grupo de doenga, os carcinomas de mama sio, na verdade uma
variedade de lesdées que podem apresentar diferengcas microscépicas e
comportamentos biolégicos diversos (7).

O carcinoma de mama invasivo € inicialmente divido em duas grandes
categorias : carcinomas ductais (CD) e carcinomas lobulares (CL). Esta classificagao
baseia-se muito mais no padréo de crescimento e caracteristicas citolégicas do que
no aspecto anatdbmico da mama ( ducto e lébulo) e engloba varios subtipos
histologicos. Existe uma incidéncia distinta destes subtipos como mostrado na tabela
2, sendo que 76% sao do tipo carcinoma ductal invasivo sem nenhum componente
especial, 8% s&o do tipo carcinoma lobular invasivo sem nenhum componente

especial (7)

Tabela 2 - Incidéncia de cancer de mama por subtipo

Subtipo de Tumor Porcentagem (%)
Ductal Infiltrante 76
Lobular Invasivo 8

Misto - ductal e invasivo 7
Mucinoso coldide 2,4
Tubular 1,5

Outros 5

Fonte: Li e colaboradores , 2005 (8).

Segundo o Colégio Americano de Patologia (8), existe um conjunto de

informagdes minimas que devem estar explicitas num laudo histopatolégico de uma
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amostra tumoral de um cancer de mama como exposto na tabela 3. Quando
presentes, estes fatores permitem inferéncias sobre fatores progndsticos e tomadas

de decisao clinica .

1.1.5 Subtipos Moleculares

Apos estabelecido o diagndstico do cancer de mama, é fundamental a analise
do perfil de expressao dos receptores celulares. Todo paciente deve ter sua amostra
tumoral de mama avaliada quanto a expressao de receptores hormonais (RH) de
estrogenos (RE) e progesterona ( RP) e da expressdo do fator de crescimento
epidérmico humano 2 (HER-2). Esta avaliagdo é feita através de estudo imuno-
histoquimico para RE e RP e através de estudo imuno-histoquimica e teste de
imuno-fluorescéncia in situ (FISH) para HER-2 (9). Esta classificacdo tem
importancia prognostica e terapéutica através do uso de estratégias que possam

bloquear estes receptores (10).

Tabela 3 - Elementos de uma laudo de bidpsia de cancer de mama

Laudo Histopatolégico
Tipo histotolégico do componente invasivo
Tamanho do maior componente invasivo
Grau histolégico com nota final avaliando os trés elementos abaixo
Diferenciagao glandular / tubular
Pleomorfismo glandular
Taxa de mitose
Multifocalidade
Presenca de carcinoma ductal in situ e suas caracteristicas
Invasdo de pele, auréola e musculo esquelético
Margens
Linfonodos avaliados
Linfonodos acometidos
Efeito do tratamento neoadjuvante
Invasao linfo-vascular
Estadiamento
patolégico

Fonte: Lester e col., 2009 (9).

Apds esta analise os canceres de mama sao classificados em 03 subtipos
moleculares . Esta classificacdo serve como uma ferramenta eficaz na escolha do
tratamento da paciente. Além de auxiliar na avaliacdo da necessidade da

quimioterapia no tratamento adjuvante, esta classificacdo ajuda na escolha de
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drogas alvo-moleculares que serdo associadas ao tratamento quimioterapico. Existe
uma incidéncia diferente destes subtipos moleculares (10) como mostrado na tabela
4.

Tabela 4 - Incidéncia dos subtipos moleculares de cancer de mama

Subtipo Molecular %
RE e RP positivos 80
HER-2 positivo 23
Triplo Negativo 13%
Subtipo HER-2 %
HER-2 positivo e HR positivo 67%
HER-2 positivo e RH negativo 23%

Fonte: O'Brien, 2010 (11)

1.1.6 Carcinogénese e Cancer de Mama

Depois de 25 anos de rapidos avangos, a pesquisa em cancer gerou um rico
e complexo conjunto de conhecimento (11-18). Para simplificar uma literatura
demasiadamente complicada, Hanahan e Weinberg propuseram em 2000 os
hallmarks do cancer. Estas caracteristicas compreendem seis capacidades
biolégicas adquiridas durante as varias etapas do desenvolvimento de canceres
humanos. Os hallmarks constituem um principio organizador para racionalizar as
complexidades da doenga neoplasica maligna. Elas incluem: 1) manutengédo da
sinalizagao proliferativa, levando a proliferagdo cronica de células, sendo a
proliferacdo desenfreada a mais fundamental das caracteristicas de células
cancerigenas; 2) inibicdo de supressores de crescimento; 3) resisténcia a morte
celular; 4) imortalidade replicativa; 5) indugado da angiogénese, sem a qual o tumor
nao teria como se nutrir, evitando assim sua progressao; 6) ativagao de invaséo e

metastase, que ocorre em tumors malignos (19) (figura 1).
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Figura 1 - As seis caracteristicas adquiridas do cancer, propostas por Hanahan e Weinberg em 2000.
Adaptado de (20)

O progresso conceitual da ultima década adicionou ainda duas caracteristicas
emergentes na lista de caracterizagdo do cancer proposta em 2000: reprogramacgao
do metabolismo energético e escape do sistema imunoldgico (21).

O cancer de mama, apesar de apresentar todas as caracteristicas acima,
vem sendo amplamente estudado e, a despeito da grande quantidade de pesquisas
ja conduzidas sobre a patologia, sua etiologia ainda ndo esta totalmente esclarecida,
sendo a mesma atribuida a uma interacdo de fatores que, de certa forma, sao
considerados determinantes no desenvolvimento da doenga (22-24).

Dentre os varios fatores de risco para cancer de mama conhecidos, o género,
a idade e a histéria de cancer de mama familiar sdo provavelmente os fatores de
risco mais conhecidos e cientificamente comprovados.

O cancer de mama é 100 vezes mais comum em mulheres que em homens.
Nos Estados Unidos da América (EUA) mais de 200.000 mulheres séao

diagnosticadas anualmente com cancer de mama enquanto apenas em torno de
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2000 casos acontece na populagdao masculina (2).

O risco de desenvolvimento de cancer de mama também cresce
proporcionalmente a idade (25), sendo que 1 em cada 203 mulheres tem risco de
desenvolvimento de cancer de mama até os 39 anos de idade com risco saltando
para 1 em cada 15 mulheres na idade de 70 anos ou mais de idade.

Altos indices de massa corporal e aumento de peso no periodo da
perimenopausa tem sido consistentemente atribuidos a um maior risco de
desenvolvimento de cancer de mama entre as mulheres na pés-menopausa (26-31).

Fatores de risco relacionados a vida reprodutiva da mulher também ja estao
bem estabelecidos, como menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, idade
da primeira gestagcao acima dos 30 anos (aumentando ainda mais quando esta
gestacdo € acima dos 35 anos), uso de terapia hormonal na menopausa. Além
desses, também ja estdo bem definidos como fatores de risco no desenvolvimento
desta neoplasia a exposi¢do a radiacdo ionizante (particularmente quando na
formagao rapida da mama), algumas doencas de mama benigna prévia e fatores
relacionados com estilo de vida, como dieta (existe correlagdo entre a incidéncia de
cancer de mama e dieta rica em gordura), alcool (4, 24) e sedentarismo (32). Apesar
destes fatores de risco bem estabelecidos, 2/3 das mulheres com cancer de mama
nao apresentam nenhum destes fatores mencionados(33).

A histéria familiar de CM esta associada a um aumento de risco de duas vezes
ou mais para o desenvolvimento desta neoplasia, se o afetado € um parente de
primeiro grau (mée, irma ou filha) cujo CM desenvolveu-se antes dos 50 anos;
quanto mais cedo o parente desenvolveu CM, maior o risco. Apesar de importante,
CM familiar corresponde a apenas 5-10% do total de casos . Genes identificados
como de grande importancia no contexto de CM familiar sdo o BRCA1 e BRCA?2,
p53 e PTEN (4, 32). Contudo, em torno de 2/3 das pacientes diagnosticadas com
cancer de mama nao apresentam nenhuma das caracteristicas acima(33).

A relacéo entre fatores somaticos, predisposicédo genética e evolugdo de uma
célula normal para uma célula tumoral € complexa. Beckmann e Bender, num estudo
classico de carcinogénese em cancer de mama, tentaram sistematizar os varios
passos da carcinogénese e racionalizar os varios achados descritos na literatura.
Estes autores propuseram um modelo de interagcdo entre fatores hormonais,

oncogenes, genes supressores tumorais, fatores de adesao e proliferagdo, assim
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como fatores pro-angiogénicos(33). Estes achados estdo resumidos na figura 2.

Epitélio Normal

Fatores Predisponentes Horménios
BRCA1/BRCA2 Estrogeno
PS3/PTEN/AT —— Progesterona

> <& Prolactina
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Figure 2 - Modelo dos passos da carcinogénese em cancer de mama. Adaptado de Beckmann e
Bender (33).CDIS — Carcinoma Ductal in Situ

Mesmo com todos os avangos no tratamento cirurgico e no tratamento clinico
do CM, a sobrevida média em 5 anos fica em torno de 85% nos paises
desenvolvidos e em torno de 60% nos paises em desenvolvimento (4). O CM

continua sendo um problema de saude publica mundial.

1.1.7 Epigenética e alteragoes poés-traducionais em histonas

Nos nucleos de todos os organismos eucariéticos, o material gendmico
apresenta-se altamente compactado por proteinas histonas e nao-histonas, num
polimero dindmico chamado de cromatina. O correto processo de desenvolvimento

de qualquer organismo requer a manutencao de padrdes da expressao génica; esta
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atividade genémica é dependente da viabilidade do repertério de fatores de
transcrigdo e do nivel de empacotamento do acido desoxirribonucléico (DNA) dentro
desta cromatina. As regides altamente condensadas da cromatina, as
heterocromatinas, s&o ditas como regides inertes a transcricdo; regides menos
condensadas e, portanto, transcricionalmente ativas, sdo chamadas de eucromatina.
Proteinas envolvidas na regulagdo da estrutura e condensagao da cromatina atuam,
portanto, como importantes determinantes no processo de desenvolvimento (34-36).

Os diferentes niveis de organizagdo da cromatina sdo dependentes da
organizacdo das unidades fundamentais da cromatina, os nucleossomos. Um
nucleossomo consiste em aproximadamente 147 pares de base de DNA enroladas
ao redor de um nucleo central composto por um octamero de proteinas
denominadas proteinas histonas (H2A, H2B, H3 e H4) (34-37). Este octamero é
formado por um tetramero de H3-H4 e dois dimeros de H2A-H2B. As histonas séo
proteinas de carater basico, constituidas de um dominio globular e um N-terminal
mais flexivel e carregado (cauda da histona), que se projeta para fora do
nucleossomo. E no dominio N- terminal das histonas formadoras de cada octamero
que as diversas modificacdes quimicas acontecem (35, 38)(figura 3).

Allfrey e colaboradores na década de 1960 (39) apontaram a possibilidade da
modificagdo pods-traducional das histonas modificadas. Através do estudo da
estrutura da cromatina por raios x de alta resolu¢do, Luger e colegas demonstraram
que a estrutura da cromatina poderia ser modificada apenas com alteragdes na

estrutura das histonas (40).

» H3
H4
H2A
H2B

H1
# DNA

Figura 3 - Cento e quarenta e sete pares de bases de DNA estao envoltas num octamero formado
pelas histonas H2A, H2B, H3 e H4. A histona H1 sela o octdmero separando cada unidade de um
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nucleossomo de outro. As extremidade N-terminal de cada histona formadora dos nucleos ficam
expostas e estao sujeitas a modificagbes pds-traducionais. Adaptado de Hamon (41)

Hoje se sabe que agbes enzimaticas pés-traducionais nas caudas das
histonas resultam em modificagcbes altamente complexas, alterando as interagoes
nao-covalentes dentro e entre os nucleossomos. Estas modificacdes afetam a
estrutura da cromatina e tém o potencial tanto para ativar quanto para reprimir a
transcricdo de determinado segmento genbémico, através da "abertura" ou do
"fechamento" dos locais de ancoragem da maquinaria de transcrigdo ou da
modificagdo da "identificacdo" destes locais pela mesma maquinaria (Figura 4). Esta
regulacdo epigenética depende do tipo de modificagdo quimica, do nivel desta
modificagdo e do sitio a ser modificado na histona. A esta regulagado, da- se o nome
de o "Cddigo das Histonas" (35, 36, 38, 42, 43) .

Octamero de histonas Alteracao estrutural na cromatina

Modificacdes nas
caudas das histonas

Figura 4 — Modelo esquematico de alteragéo estrutural na cromatina por modificagdes epigenéticas..
Adaptado de Pierce (44)

A epigenética € entdo definida como alteragbes da expressdo génica
provocadas por mecanismos independentes de modificagdes na sequéncia primaria
do DNA, que séo herdadas durante a divisao cellular (45, 46)

Varias sédo classes e os niveis de modificagdes epigenéticas de histona

descritas (47, 48), estando explicitadas na tabela 5.



Tabela 5 - Modificagdes pds-traducionais das caudas de histona

Tipo de Modificagao

Nomenclatura

Acetilacao

Metilagao (lisina)
Metilagao (arginina)
Fosforilagéo (serina e treonina)
Fosforilagao (tirosina)
Ubiquitinagao
Sumoilacéo
Ribosilacéo
Deiminacéao
Isomeragao de prolina
Crotonilacéo
Propionilagao
Buirilagao

Formilagao
Hidroxilagcao

0-GlcAcilagao

K-ac

K-me1, K-me2, K-me3
R-me1, R-me2s, R-me2a
S-ph, T-ph

Y-ph

K-ub

K-su

ADP E-ar

R Cit

P-cis P-trans/

K-cr

K-pr

K-bu

K-fo

Y-oh

S-GIcNAc; T-GIcNAc

26

Legenda: me1, monometilacdo; me2, dimetilagdo; me3, trimetilagdo; me2s, dimetilagao
simétrica; , dimetilagdo assimétrica; e Cit, citrulina. Adaptado de Dawson; Kouzirades, 2012
(49).

As funcgbes aberrantes da expressao genética e da estabilidade gendémica
podem acontecer em decorréncia das alteragbes genéticas e epigenéticas e sdo os
acontecimentos chave do cancer (50, 51) .

Os mecanismos epigenéticos sdo observados como uma capacidade flexivel
e adaptativa do genoma capazes de serem alterados em face de diversos estimulos
(562). O conjunto das modificagdes epigenéticas, tratado como “epigenoma”, é

caracteristico a cada tipo celular e fornece mecanismos a diversidade e
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diferenciagao, por meio da regulacdo do acesso a informagao genética para a
maquinaria celular (53, 54).

A heranca epigenética inclui a metilacdo do DNA, modificagcdes pos
traducionais em histonas e silenciamento mediado por acido ribonucleico (RNA), e
juntos representam mecanismos essenciais que permitem a propagacgao estavel de
estados de atividade génica a partir de uma geracao de células para outra (51).

Por serem alteragdes celulares reversiveis, as alteragcdes epigenéticas sdo um
potencial alvo terapéutico de silenciamento, com possibilidade de reversdo do dano
pos-traducional (51, 53, 55, 56).

A informacédo transmitida por meio das modificagbes epigenéticas podem
desempenhar um papel critico na regulacdo de todos os processos baseados no
DNA, como transcricdo, reparo no DNA e replicacdo. Consequentemente, padrboes
de expressao anormais ou alteragdes gendmicas em reguladores da cromatina
podem ter resultados profundos e pode levar a indugdao e manutencdo de varios
canceres (46, 56-61).

1.1.8 As Metiltransferases de Histonas

A metilacdo na cauda das histonas pode ocorrer em todos os residuos
basicos de aminoacidos: lisinas (K), argininas (R) e histidinas (H). As lisinas podem
ser monometiladas (Kme1), dimetiladas (Kme2) ou trimetiladas (Kme3). As argininas
podem ser monometiladas (Rme1) e dimetiladas simetricamente (Rme2s) ou
assimetricamente (Rme2a). As histidinas foram reportadas estando monometiladas
(Hme1), apesar de esta metilagdo ser um evento aparentemente raro e ainda n&o
estar totalmente caracterizada (47). As complexidades nos tipos e niveis de
metilacdo fornecem a esta modificagdo pos-traducional um potencial regulatério de
grande importancia uma vez que cada evento tem um efeito especifico na estrutura
da cromatina e na interagdo de proteinas regulatérias com a cromatina (48). A agao
enzimatica de adicao de grupos metila a residuos de histonas é catalisada pelas
chamadas Metiltransferases de Histonas (do inglés, HistoneMethyltransferase -
HMTase) e essa reagao catalitica é feita através da transferéncia de grupos metil
(CH3) dos doadores s-adenosilmetionina (SAM) (35, 62). As HMTase podem ser
separadas em 3 grandes grupos: (A) proteinas contendo o dominio SET e (B)

proteinas DOT1-like, que metilam residuos de lisina, e (C) a familia de
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metiltransferases de arginina (do inglés, protein arginine N-methyltransferase -
PRMT), que foi descrita como responsavel pela metilagdo prioritaria de argininas
(62).

Em geral, a metilagdo na lisina 4 da histona 3 (H3K4), H3K36, e H3K79 esta
relacionada a ativagdo génica, enquanto a di- e trimetilagdo em H3K9, H3K27 e
H4K20 estao relacionadas ao silenciamento génico. A metilagdo de lisina também foi
descrita modulando outros processos relacionados a cromatina, como replicacéo,
recombinacao e reparo de DNA (43, 63-69).

Muitas linhas de evidéncia sugerem que metilacdo aberrante de histonas
pode ter papel na carcinogénese (51, 57, 70, 71). Estudos iniciais (47) mostraram
que mudancgas globais nos niveis de metilagdo de histona estdo relacionadas ao

aumento da recorréncia de cancer e baixa sobrevida dos pacientes (Tabela 6).

Tabela 6 - Modificagdes pds-traducionais das caudas de histona

Tipo de Cancer Alteracao da MPT Consequéncia
Cancer de prostata | H3K4me2 Aumento de recorréncia
| H4K2me2 Aumento de recorréncia
Cancer de pulmao | H3K4me2 Piora na sobrevida
Cancer de Rim | H3K4me2 Piora na sobrevida
Cancer de mama | H3K4me2 Piora na sobrevida
|H3K27me3 Piora na sobrevida
|H4R3me2 Piores resultados clinicos
|H4K20me3 Piores resultados clinicos
Cancer pancreatico | H3K4me2 Piora na sobrevida
| H3K9me2 Piora na sobrevida
|H3K27me3 Piora na sobrevida
Adenocarcinoma gastrico tH3K9me3 Piora na sobrevida
Cancer ovariano |H3K27me3 Piora na sobrevida
Linfomas |H4K20me3 Associado com
Adenocarcinoma de colon |H4K20me3 Associado com

Legenda: Estudos correlacionados reportam padrbées de metilagdo de histona alterados em tipos
especificos de cancer. Adaptado de Greer, 2012 (47)

Além de sua fungdo como metiltransferases de histona, foi demonstrado que
algumas proteinas que contém o dominio SET também podem modificar proteinas
nao-histonas. Exemplos desta atividade sao a metilagao de p53 e de TAF-10 (TATA
bindingprotein associated factor) pela SET7/9 (72, 73). Alguns outros exemplos

estao listados na tabela 7.
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A diversidade de substratos associados a cromatina e ndo associados a
mesma constitui um desafio importante para a nossa compreensao dos mecanismos

pelos quais estas enzimas executam as suas funcgdes bioldgicas (47)

Tabela 7 — Metiltansferases: substratos alternativos de proteinas nao-histonas

Substrato
Metiltransferase Histona Nao-histona
G9a/EHMT2 H3K9me2 p53, G9a, C/EBPb, Reptin, RARa, DNMT1,
NSD1 H3K36me2 NFkB
SMYD2 H3K36me2 p53, RB
SMYD3 H3K4me2/me3 VEGFR
H4K20me3
H4K5
SET8 H4K20me1 p53
SET7/9 H3K4me1 p53, TAF7, TAF10, ERa, AR, DNMT1,
NFkB, PCAF, RB, E2F1, STAT3, Tat

Adaptado de Zhang, 2012 (63)

1.1.9 A Familia SETD

O dominio SET € um dominio protéico inicialmente descrito com parte de um
regido conservada da proteina Drosophila Trithorax e posteriormente identificada
também na Drosophila Su(var)3-9 e nas proteinas do “Enhancer of zeste”. Zeste € o
nome dado a um ativador de transcricdo do DNA estudado inicialmente em
Drosophila que pode ser potencializado por um grupo de proteinas denominadas
“‘Enhancer of zeste”. O acronimo SET é derivada das inicias destas proteinas (74).

O dominio SET tem como caracteristica principal a sua capacidade de
adicionar grupos metil a seus substratos. Um dos principais sitios de agdo do
dominio SET ¢ a lisina 4 da histona 3 (75).

A familia de genes SETD codifica as proteinas com dominio SET, sendo
composta por 10 genes: SETD1A, SETD1B, SETD2, SETD3, SETD4, SETDS5,
SETD6, SETD7, SETD8 e SETMAR. Suas localizagdes, atividades enzimaticas e
provavel papel na carcinogénese estao resumidas na tabela 8.

O gene SETD1A esta localizado no brago curto do cromossomo 16 no locus
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11.2 (16p11.2). Ele faz parte do complexo de metiltransferase de histona
promovendo mono, di ou trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (76).0 papel
carcinogénico envolvendo o gene SETD1A foi estudado num modelo de
camundongos, demonstrando que o silenciamento deste gene pode resultar em
desaparecimento da lesdo tumoral de células de cancer colo-retal inoculadas nos
animais (77).

Tabela 8 — Localizagédo, agdo enzimatica e provavel papel na carcinogénese da familia SETD.

Gene Localizagao Acgao Enzimatica Provavel papel na
Gendmica carcinogénse
SETD1A 16p11.2 H3K4me1,2,3 Oncogene
SETD1B 12924.31 H3K4me3 Desconhecido
SETD2 3p21.31 H3K36me1 Gene Supressor Tumoral
SETD3 14q32.2 H3K36me1 Oncogene
SETD4 21922.13 Desconhecida Possivel oncogene
SETD5 3p25.3 Desconhecida Desconhecido
SETD6 16921 H2AZKme1 Desconhecido
SETD7 4928 H3K4me1 Gene Supressor Tumoral
SETDS8 12q24.31 H4K20me1 Oncogene
SETMAR 3p26.1 H3K4me1 Oncogene

Além disso, Simpson e colaboradores demonstraram que o tratamento de
células de cancer de mama com inibidor de glutamina, denominado componente
968, mostrou-se citotoxico para células de cancer de mama. O mecanismo da
citotoxocidade deste componente se deveu a hiporregulacdo de 20 genes. Esta
hiporregulagado, por sua vez, se deveu aos baixos niveis metilagdo da lisina 4 da
histona 3 nos loci destes genes decorrente da hipoexpressdo do gene SETD1A (78).
O SETD1A parece, entdo, comportar-se como um oncogene.

O gene SETD1B esta localizado no brago longo do cromossomo 12 no locus
24.31 (12924.31). Ele é um componente do complexo metiltransferase de histona e
promove trimetilacdo da lisina 4 da histona 3 (79). O seu papel na carciogénese
humana nao é ainda completamente conhecido. Em pacientes com cancer de
estbmago e cancer de colon, existe um forte correlagcdo entre a presenca de
instabilidade de microssatélites e mutagcdes do tipo frameshift no éxon 1 deste
gene(80). Associado a este achado, Song e colaboradores demonstraram que em

cancer de esOfago este gene esta mutado com uma frequéncia relativamente
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alta(81). Camundongos com deficiéncia na proteina de manutengcdo do mini-
cromossomo ( Mcm?2) apresentam uma alta taxa de linfoma linfobastico timico. E
sabido que a deficiéncia desta proteina leva ao aparecimento de cénceres e de
deficiéncia em células tronco através de delegbes em alguns genes. Um dos genes
alvo de delecao é o gene SETD1B(82).

O gene SETD2 esta localizado no brago curto do cromossomo 3 no locus
21.31 (3p21.31). A proteina derivada do gene é uma metiltransferase de histona que
metila a lisina 36 da histona 3. Esta metilacdo esta associada com ativacdo da
cromatina (83). Além disso, esta proteina contém um dominio de ativagao
transcricional que tem sido achado em associacédo com a hiperfosforilagdo da RNA
polimerase Il (84) . O SETDZ2 tem sido relatado como um gene suppressor tumoral.
Mutacbes deste gene tém sido associadas ao desenvolvimento de céncer renal
(85-87) . Em cancer de mama, dados relativamente recentes tém demonstrado uma
expressao maior do SETDZ2 no tecido normal quando comparado ao tecido tumoral
em amostras de pacientes tratadas de cancer de mama. Desta maneira, o conceito
de gene suppressor tumoral tem ganhado cada vez mais aceitagao (88-90) .

O gene SETD3 esta localizado no brago longo do cromossomo 14 no locus
32.2 (14932.2). Tem como atividade enzimatica a metilagcdo da lisina 36 da histona
3. A hiperexpressao do SETD3 diminui a viabilidade e ativa a via caspase-3,
indicando uma possivel acdo na morte celular por apoptose e regulagdo do ciclo
celular (91). Sua relacdo com a carcinogénese foi estudada por Chen e
colaboradores. Ha um superexpressdo de RNA mensageiro (mMRNA) truncado com
perda do dominio SETD3 em linfomas, indicando sua possivel agdo como gene
suppressor tumoral (92). Nao ha estudos do SETD3 em cancer de mama.

O gene SETD4 esta localizado no brago longo do cromossomo 21 no locus
2213 (21922.13) (93, 94). A sua atividade enzimatica ainda n&o foi estabelecida.
Arantes e colaboradores demonstraram uma hiperexpressao deste gene em
amostras de cancer de mama triplo negativo, assim como o papel da sua
superexpressao em linhagem celular de cancer de mama (95).

O gene SETDS5 esta localizado no brago curto do cromossomo 3 no locus
25.3 (3p25.3) (94, 96). A sua atividade enzimatica ainda nao foi estabelecida, e nao
ha na literatura nenhum relato sobre o papel deste gene, assim como seu papel na

carcinogénese humana.
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O gene SETDE6 esta localizado no brago longo do cromossomo 16 no locus 21
(16g21) (94). Tem como atividade enzimatica a monometilagdo da lisina 7 na
histona 2A variante AZ (H2AZ) (97). A deplecédo do gene SETDG6 levou células tronco
embrionarias de camundongos a diferenciarem-se. Especula-se, por este achado,
que este gene esta envolvido na diferenciagdo celular. (97). Seu papel na
carcinogénese humana ainda nao esta estabelecido.

O gene SETD7 esta localizado no brago longo do cromossomo 4 no locus 28
(4928). Tem como atividade enzimatica principal a monometilacdo da lisina 4 da
histona 3. Além disso, tem capacidade de promover metilagcdo em outros substratos
nao-histonas (98, 99). Em cultura de células tratadas com berberine (40-160 pmol/L),
0 knockdown do SETD7 com RNA de interferéncia (siRNA) aumentou de forma
significante os niveis da proteina NF-kB, além da recuperagéo parcial da proliferagcao
celular (100). A metilagdo do MYPT1, um substrato nao-histona do SETD7, leva a
niveis reduzidos de proteina RB1 fosforilada em células tumorais, demonstrando seu
papel com regulador do ciclo celular, diminuindo a taxa de proliferagao celular (101).
O receptor de estrogeno é diretamente metilado na lisina 302 pela metiltransferase
SETD7. Com isso, ha estabilizagdo do receptor do estroégeno, propiciando que os
genes alvos do RE sejam transativados, revelando, desta maneira, um interessante
papel do SETD7 na carcinogénese do cancer de mama (102)

O gene SETDS8 esta localizado no brago longo do cromossomo 12 no locus
24.31 (12924.31). Tem como atividade enzimatica a monometilacdo da lisina 20 na
histona 4. Tem um papel ainda n&o totalmente esclarecido no controle da progressao
do ciclo celular (103). Yu e colaboradores demonstraram que o microRNA-7 inibe a
monometilagdo da lisina 20 da histona 4. Desta maneira ha uma supressdo da
transicao epitélio-mesenquina das células tumorais de cancer de mama diminuindo
seu potencial invasivo (104). Além disso, varios autores tém descrito que o
polimorfismo do sitio de ligagdo denominado miR-502 de uma regidao 3’ nao
traduzida do SETD8 denominada rs 16917496 esta associada com a idade mais
precoce de aparecimento de cancer de mama(105, 106), risco de aparecimento de
cancer epitelial de ovario (107) e desfecho clinico desfavoravel em cancer de figado
do tipo hepatocarcinoma (108).

O gene SETMAR esta localizado no brago curto do cromossomo 3 no locus

26.1 (3p26.1). Este gene codifica uma proteina de fusdo que contém um dominio N-
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terminal metil transferase e um dominio transposase C-terminal. Em relagao ao seu
dominio metiltransferase, ele metila a lisina 4 da histona 3 (109-112). As cromatides
irmas necessitam ser desenroladas durante a mitose num processo denominado
decatenacdo. A enzima responsavel por este processo € denominada topo Il alpha.
Caso nao sejam desenroladas, elas ficam presas no fuso mitético. Em células de
leucemia mieldide aguda, a agdo do SETMAR tem sido associada a perda do
decatenation checkpoint em células tratadas com inibidores da topo Il alpha. Com
isso, mesmo células com alteragées nos fusos mitéticos, e que podem gerar células
com fusbes génicas anémalas, delecdes, entre outras, seguem no ciclo celular
(113). Em células tumorais de céncer de mama, o silenciamento da METNASE levou
a recuperacdo da sensibilidade da célula tumoral do céancer de mama a uma
medicagdo quimioterapica denominada antraciclina, cujo principal alvo € a topo I
alpha (114).

Pelo fato de ser uma familia recentemente descrita na literatura cientifica,
com poucas informagdes relacionadas ao seu provavel papel na carcinogénese
mamaria, e devido as evidéncias de alteragcbes em outros cenarios tumorais,
realizamos a avaliacdo da expressdo de genes da familia SETD em cancer de

mama, fazendo uma associacio desta expressao com fatores clinicos relevantes.
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2.0BJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Comparar a expressado dos genes da familia SETD entre as amostras de

células normais e células tumorais de pacientes portadoras de cancer de mama .

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Identificar os genes hiperexpressos e hipoexpressos nas amostras de

tecidos normais e tumorais de pacientes com cancer de mama,;

. Associar os achados clinicos, anatomo-patolégicos de importancia
prognéstica em céncer de mama com os achados de expressao dos genes da

familia SETD nas amostras normais e tumorais de pacientes com cancer de mama;

. Avaliar a expressao protéica dos genes com expressdo aumentada nas

amostras normais e tumorais de pacientes com cancer de mama.
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3. METODOS

3.1 OBTENGAO DAS AMOSTRAS CLINICAS NORMAL E TUMORAL

Pacientes diagnosticadas com cancer de mama com indicagédo de tratamento
cirurgico , atendidas no Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e no Hospital de
Base do Distrito Federal (HBDF), foram convidadas a participar deste estudo. No
momento da cirurgia, fragmentos tumorais (e, quando possivel, fragmentos nao-
tumorais) foram coletados por profissional médico qualificado. O tratamento
cirurgico, assim como a abordagem dos linfonodos axilares, seguiu a estratégia da
equipe assistente da paciente.

Cada fragmento (normal e tumoral) foi sinalizado por uma marcag¢ao com tinta
de caneta nanquim e dividido longitudinalmente em duas partes que formavam uma
imagem em espelho uma da outra: uma parte foi imediatamente condicionada em
um criotubo e congelada em nitrogénio liquido (N2L) enquanto a outra parte foi
condicionada em uma solucdo de formaldeido e encaminhada para analise
patolégica no HUB. Apds andlise patoldégica da imagem em espelho, o laudo
histopatoldgico tinha a seguinte padronizagao: “amostra com 100% de tumor OU
amostra com X% de tumor a partir da extremidade do nanquim. As amostras
tumorais que apresentaram pelo menos 70% de malignidade de forma continua na
amostra foram usadas neste trabalho. Mesmo nas amostras que nao apresentavam
100% de lesao tumoral, selecionamos apenas a parte tumoral do fragmento, com
corte da amostra na sua metade tumoral orientada pela tinta nanquim. A analise
patolégica para determinagdo da porcentagem de malignidade nas amostras
coletadas foi realizada por microscopia Optica em cortes representativos da amostra

(figura 5).
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Figura 5 Esquema mostrando a captagédo dos fragmentos de amostras clinicas. Os fragmentos eram coletados
no momento da cirurgia, imediatamente apds a retirada da pecga cirdrgica propriamente dita. Em
azul,representagdo da marcagdo com tinta nanquim, a fim de nortear o fragmento. Quando possivel, também era
coletado da mesma pega cirurgica, fragmento de tecido normal.

3.2 EXTRAGAO DO RNA

As amostras armazenadas em nitrogénio liquido selecionadas para o estudo
foram retiradas rapidamente dos criotubos e postas em um novo microtubo de
1,5ml livre de ribonucleases (RNAses). O fragmento foi macerado mecanicamente
utilizando o ULTRA-TURRAX modelo T10B. E importante ressaltar que tais
instrumentais foram previamente tratados com agua DPEC (Serva) e com com
RNAse ZAP (Sigma) . Apods a maceracédo, acrescentou-se 1mL de TRIzol®
(Invitrogen) em cada tubo, homogeneizando a amostra e centrifugando-a a
15000rpm por 10 minutos a 4°C. Apos a centrifugagdo, a camada de gordura no
sobrenadante foi removida e o restante do sobrenadante foi transferido para um
novo tubo livre de RNAses; o material precipitado foi descartado. O tubo
permaneceu em temperatura ambiente por cinco minutos para dissociagdo do
complexo nucleoprotéico e, dado o tempo, adicionou-se 200uL de cloroférmio,
agitando o tubo vigorosamente por 15 segundos, deixando-o em temperatura
ambiente por trés minutos. O tubo foi entdo centrifugado durante 20 minutos a
15000rpm a 4°C. Para isolar o RNA total, a fase aquosa superior foi transferida
para um novo tubo livre de RNAses, adicionando-se em seguida 500uL de
isopropanol. O tubo foi invertido de trés a cinco vezes para homogeneizar e

mantido em temperatura ambiente por dez minutos. Para precipitar o RNA total, o
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tubo foi centrifugado por 15000rpm durante 12 minutos a 4°C; caso o precipitado
fosse muito pequeno ou invisivel, acrescentou-se 1uL de glicogénio livre de
RNAses (Sigma) e a centrifugacao foi feita novamente. Apds a precipitagcao, o
isopropanol foi descartado e acrescentou-se 1mL de etanol 75% gelado livre de
RNAses. O tubo foi agitado vigorosamente pelo por cerca de 10 segundos e
centrifugado a 15000rpm durante 7 minutos a 4°C. Apos a centrifugagéo,
descartou-se o etanol e a lavagem com etanol gelado foi repetida mais duas vezes.
Apds a ultima lavagem, o etanol 75% foi descartado e os tubos com o RNA
precipitado foram secos em temperatura ambiente por cerca de 10 minutos. Foram
adicionados de 10 a 50uL de agua MiliQ, dependendo do tamanho do precipitado,
e o tubo foi posto em termobloco a 65°C durante 10 minutos. Dado o tempo, o
material foi ressuspendido e a quantificacdo e pureza foram medidas usando o
espectrofotbmetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). Guardou-se 1uL de
cada amostra que obtivesse quantificagdo superior a 1ug/uL e volume suficiente
para esta concentracdo das amostras que obtivessem valores inferiores. Apos a
extracdo do RNA total, todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1% para verificar a integridade do material e depois tratadas com
desoxirribonuclease | (DNAse I; Sigma).

Em seguida, o cDNA foi sintetizado com 2ug do RNA extraido utilizando o kit de
transcricdo reversa de cDNA The High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) seguindo o protocolo do fabricante. Apds a sintese do cDNA,
este foi testado por reagédo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction —
PCR) usando iniciadores para o gene da [B-actina (Integrated DNA Technologies;
sequéncia forward 5"GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3" reversa 5
"AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3") seguindo a seguinte ciclagem: 94°C por 2
minutos, 94°C por 30 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos (28
ciclos) e 72°C por 1 minuto. O produto da PCR foi submetido a eletroforese e a

qualidade do material extraido foi confirmada com a amplificagdo das bandas.

3.3 PCR EM TEMPO REAL (gqPCR)

O desenho e a construgéo dos iniciadores e das sondas para os genes da
familia SETD e para o gene constitutivo B-actina foram feitos por meio do servigo

Assay by Design fornecido pelo fabricante para ensaios com o sistema Tagman®
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(Applied Biosystems). Assim que adquiridos, os ensaios para B-actina (ID
Hs99999903 m1) e para os genes da familia SETD (SETD1A Hs00322315_m1,
SETD1B Hs00902716_m1, SETD2 Hs01014784_m1, SETD3 Hs01119427_m1,
SETD4 Hs00213731_m1, SETD5 Hs00216962_m1, SETD6 Hs00227507_m1,
SETD7 Hs00363902_m1, SETD8 Hs00360662_s1, SETD9 Hs00538177_m1) foram
padronizados por diluicdo seriada utilizando cDNA da linhagem HCC1954.

Depois de determinar a linha de threshold ideal de cada ensaio, foi dada
continuidade ao PCR em tempo real. Para uma reagao, utilizou-se 2,5uL de agua
MiliQ, 5uL de MasterMix Universal para Tagman® (Applied Biosystems), 0,5uL do
ensaio de iniciadores e sonda (Applied Biosystems) e 2uL de amostra ( que
apresentavam varios padroes diferentes de diluicdo), totalizando 10uL de volume
final. As reagbes foram realizadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems) em
triplicata para cada gene e os ciclos foram determinados automaticamente pelo
programa do StepOnePlus™ (Applied Biosystems; Holding stage: 2 minutos a 50°C,
10 minutos a 95°C; 40 ciclos de 15 segundos a 95°C; 1 minuto a 60°C).

3.4 ANALISES DOS DADOS DE PCR EM TEMPO REAL

Os dados gerados pelo equipamento foram organizados em uma tabela
utiizando o programa Excel (Microsoft) e todos os calculos para chegar na
quantificacao relativa pelo método AACT foram baseados no manual do fabricante
do equipamento (Applied Biosystems) (115). A média dos valores de todo Cycle
threshold (CT) dos genes da familia SETD de cada amostra foi calculada e
normalizada por subtracdo do valor de CT do gene enddgeno (B-Actina) co-
amplificado, gerando o valor ACT ( CT gene em estudo — CT gene enddgeno). Em
seqguida, foi calculada a media dos CT de todas as amostras ndo-tumorais e a
média dos CT do gene enddgeno destas mesmas amostras, com calculo do ACT
das médias. O ACT médio das amostras tumorais foi subtraido do ACT médio das
amostras ndo tumorais, gerando o valor AACT. A quantidade do gene-alvo,
normalizada com uma referéncia endégena e relativa ao calibrador foi convertida
em quantificagdo relativa (QR) pela formula 2-22CT | Utilizando o valor de QR final,
os graficos foram gerados em GraphPad Prism versédo 5 e a analise estatistica foi

realizada utilizando-se o programa SPPS versdo 21. Utilizamos os testes de
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amostras independentes de Mann-Whitney, o teste de correlagdo binaria de

Spearman e o método dos minimos quadrados para regresséo linear.

3.5 IMUNO-HISTOQUIMICA

Foi confeccionado um bloco de microarranjo de tecidos ( MAT)(116) com
amostras de 17 pacientes em duplicata com cancer de mama ( tabela 9 ). Estas
amostras eram provenientes de pacientes participantes do estudo e foram extraidas
do bloco de parafina utlizado na analise do diagndstico histopatolégico realizado
apo6s o tratamento cirdrgico definitivo da paciente. Utilizamos como controle negativo
a margem normal dos tumores em analise através de microdisseccdo. Além das
laminas de MAT, utilizamos laminas provenientes da avaliagdo histopatolégica do
laudo histopatoldgico habitual para avaliagdo do carcinoma ductal in situ.. Os cortes
de tecido foram avaliados por dois patologistas independentes. Houve confirmagao
de carcinoma ductal invasivo com contra-parte normal na lamina MAT. Secbes de
amostras de cancer de mama humano foram submetidas a coloragdo de imuno-
histoquimica por polimeros utilizando o kit comercial NOVOLINK (Novocastra).
Resumidamente, a atividade da peroxidase enddgena das amostras
desparafinizadas e desidratadas foi inibida por tratamento com H202 a 0,3%. A
ligacdo nao especifica foi bloqueada através da incubacdo de secgdes com a
solugdo PROTEIN BLOCK (Novocastra) em camara humidificada, durante 30
minutos a temperatura ambiente, seguido por incubagdo por 4 horas com o0s
anticorpos primarios, a saber: anticorpo anti-SETD1B 1:500 (abcam ab113964),
Anti-SETD5 1:100 (Santa Cruz Biotechnology SC-103209), anti-SETD8 1:500
(abcam ab3798) e anti-SETMAR 1:500 (abcam ab129455). As secc¢des foram
lavadas duas vezes com PBS, incubadas com a solugdgo POST PRIMARY
(Novocastra) durante 30 minutos a temperatura ambiente, e, em seguida, incubadas
com o polimero do kit NOVOLINK (Novocastra) durante 30 minutos. Imunomarcagao
especifica foi revelada pela soluggo DAB CHROMOGEN (Novocastra). As laminas
foram desidratadas com alcool graduado seguido por lavagem com xileno e
montados em laminas. Hematoxilina foi usada para contrastacido nuclear.. Foi
realizada uma avaliagcdo com score de histoquimica variando de 0 a 300 para nucleo

e citoplasma através do sistema H-score para imuno-histoquimica.



3.6 PESQUISA IN SILICO

Para analise comparativa, fizemos uma pesquisa em base de dados do THE
HUMAN PROTEIN ATLAS e do cBio Portal ( Memorial Sloan Kettering Cancer
Center). Os dados provenientes destas base de dados foram comparados com

nossos resultados.

Tabela 9 - Distribuicdo das amostras na lamina MAT

= ‘"_¢: -

Placenta
CDIECIIB CDIEC 1B CDIECIIA CDIECIIC CDIEC lIA CA Metaplasico EC IlIA
CDIEC B CDIEC IIB CDIEC IIA CDIEC lliC CDIEC IlIA CA Metapléasico EC IlIIA
CDIECIIB CDIECIIB CDIECIIIC CDI EC llIA CDIECIIIC CDIECIIIC
CDIEC 1B CDIEC IIB CDIEC IlIC CDIEC IlIA CDIEC IlIC CDIEC IlIC
CDIECIlIC CDIEC IIA CDIECIIA CDIEC IIA CDIECIIB
CDIECllIC CDIEC IIA CDIEC 1A CDIEC IIA

Legenda : amarelo= tumor , azul = margem normal do tumor. CDI — Carcinoma Ductal Invasivo. EC — estadio
Clinico-patolégico

40
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3.6 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB), baseado na resolugéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude, protocolado sob o
numero 025/09 .
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICA CLINICO-PATOLOGICA DAS PACIENTES

Realizamos a coleta de 52 amostras de tecido normal e tecido tumoral de
pacientes com diagnostico de cancer de mama. Todas as pacientes eram do género
feminino. Houve possibilidade de analise completa nas amostras provenientes de 24
pacientes, com total de 31 amostras, sendo 18 amostras tumorais e 13 normais e
sendo ainda 07 amostras pareadas (quando a amostra normal e tumoral é da
mesma paciente).

Houve impossibilidade de analise completa de 28 amostras. Os principais
motivos da impossibilidade de analise foram auséncia de orientagcdo espacial pelo
nanquim na amostra (n=4), pureza inadequada do material apds analise do
espectofotdbmetro(n=12), quantificagdo insuficiente de RNA no espectofotdbmetro
( n=9) e auséncia de RNA integro (n=3).

A idade média das pacientes foi de 54,1 anos, sendo que a paciente mais nova
apresentava a idade de 26 anos e a mais idosa com 89 anos (Tabela 10).

Registrou-se 11 pacientes com tumor na mama direta, 10 pacientes com tumor
na mama esquerda e 3 pacientes com tumor bilateral. A maioria das pacientes foi

diagnosticada com doenca localmente avancada ( Tabela 10).
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Tabela 10 - Idade, lateralidade e estadiamento do cancer de mama das pacientes

Paciente Idade Lateralidade Estadiamento TNM
1 - direita
2- esquerda

43 26 2 1B
42 29 1 0

14 33 1 A
28 36 1 lnic
23 43 1 1B
16 44 2 1B
48 49 2 1B
38 51 1 1B
49 52 2 1B
35 53 2 HIA
20 54 1 lnic
24 56 2 HIA
33 58 2 A
17 59 2 HIA
40 59 1 lnic
47 59 1e2* lnic
3 60 1 lnic
32 60 1e2* HIA
4 61 1e2* A
19 62 1 lnic
44 63 1 ND
22 64 2 HIA
45 79 1 IA
25 89 2 1B

* Amostra utilizada na analise molecular; ND n&o disponivel

A maioria das pacientes apresentava carcinoma ductal infiltrante sem
nenhuma classificacdo adicional, sendo que duas pacientes apresentavam tumores
metaplasicos de mama . A maioria das pacientes n&o apresentava carcinoma ductal

in situ associado ao componente invasivo tumoral.( Tabela 11).
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Tabela 11 - Caracteristicas das biépsias das pacientes com cancer de mama

Amostra Tipo Tumor Tamanho -cm Grau CDIS Mulitf. Multic.
43 N CDI SOE 3,6 4 NAO NAO NAO
48 T CDI SOE 2,8 5 SIM NAO NAO
38 T CDI SOE 2,3 6 NAO NAO SIM
4 T CLI SOE 3 6 NAO NAO NAO
19 T CDI SOE 2 6 SIM NAO NAO
45 T CDI SOE 2 6 NAO NAO NAO

3 T CDI SOE 4 7 NAO NAO NAO
23 T CDI SOE 2,8 8 SIM SIM SIM
25 T CD1 SOE 4,5 8 SIM NAO NAO
16 T Outros  Metap. 9 9 NAO NAO NAO
35 T Outros  Metap. 6,5 9 NAO NAO NAO
33 T CDI SOE 4 9 NAO NAO NAO
47 T CDI SOE 10 9 NAO NAO NAO
42 N CDI SOE 0 QT Neo NAO NAO NAO
14 T CDI SOE 3,5 QT Neo SIM SIM NAO
28 T CDI SOE 1,1 QT Neo NAO SIM NAO
49 T CDI SOE 4 QT Neo NAO NAO NAO
20 T CDI SOE 55 QT Neo NAO SIM SIM
24 T CDI SOE 5 QT Neo NAO NAO NAO
17 T CDI SOE 5 QT Neo NAO NAO NAO
40 T CDI SOE 1,5 QT Neo NAO SIM SIM
32 N CDI Microp. 0,38 QT Neo SIM SIM NAO
22 N CDI SOE 8 QT Neo NAO NAO NAO

Legendas: CDIS-Carcinoma Ductal in situ; Multf.- Multifocalidade; Multc.-Multicentricidade; N-normal;
T-Tumoral;CDI-Carcinoma Ductal Infiltrante;CLI-Carcinoma Lobular Infiltrante;SOE-sem orientacao
especifica;

Metap.-metaplasico; QTneo-Quimioterapia Neoadjuvante;Micropap.-Micropapilar

O grau tumoral, que é um parametro histolégico de proliferagdo celular foi
avaliado em 13 pacientes com modas 6 e 9 , variando de 4 a 9. Em 43 % de
pacientes nao foi possivel a realizagdo da avaliagdo do grau devido ao tratamento

quimioterapico neoadjuvante (Tabela 11).

Em 7 pacientes foi encontrada presengca de multicentricidade ou

multilocalidade na apresentacao tumoral. (Tabela 11).
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O tamanho médio do tumor foi de 3,9 cm, variando de 0 ( resposta completa

apos tratamento neoadjuvante ) até 10 cm conforme mostra a figura 6.

Tamanho em cm

10,0
7,5
5,0
2,5

42 32 28 40 19 45 38 23 48 4 14 43 M 49 33 3 25 24 17 44 20 35 22 16 47

Sujeito de pesquisa

Figura - Tamanho das amostras tumorais

Figure 6 - Tamanho das amostras tumorais

A maioria das pacientes apresentava presenca de invasao angiolinfatica, sendo
que 6 apresentavam invasdo angiolinfatica e invasao perineural. A maioria das
pacientes ndao apresentava necrose tumoral e ndo apresentava infiltrado inflamatério

tumoral ( Tabela 11).

Table 12 - Avaliacédo da invasao angiolinfatica e perineural e necrose tumoral

Amostra Invasao Invasao Infiltrado Necrose

Angiolinfatica Perineural Inflamatorio tumoral
43 SIM SIM SIM INTENSO NAO
48 SIM SIM NAO SIM
38 NAO NAO NAO NAO
4 NAO SIM NAO NAO
19 SIM NAO LEVE SIM
45 NAO NAO NAO NAO
3 SIM NAO LEVE NAO
23 NAO NAO NAO NAO
25 NAO NAO NAO SIM
16 SIM NAO NAO SIM
35 NAO NAO NAO NAO
33 NAO NAO INTENSO SIM
47 SIM SIM NAO SIM
42 NAO NAO NAO NAO

14 NAO NAO MODERADO NAO
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Houve uma média de 18 linfonodos isolados apds o esvaziamento axilar, com

minimo de 1 e maximo de 36 linfonodos avaliados. A média de linfonodos com lesdo

metastatica foi 5,8.

Quando avaliamos apenas as pacientes que apresentavam invaséo

angiolinfatica e também invasao perineural, verificamos que ha uma média de 8,7

linfonodos acometidos contra apenas 1,3 linfonodos no grupo que ndo apresentam

nenhuma das duas caracteristicas (Tabela 12).

Tabela 13 - Relagao entre numero de linfonodos acometidos e invasao angiolinfatica e

perineural
Numero da Invasdo Angio- Invasao Linfonodos Isolados Linfonodos
Amostra Linfatica Perineural Acometidos
45 NAO NAO 22 0
38 NAO NAO 20 1
23 NAO NAO 27 2
25 NAO NAO 20 2
35 NAO NAO 17 3
33 NAO NAO 34 0
42 NAO NAO 15 0
14 NAO NAO 9 0
17 NAO NAO 13 4
19 SIM NAO 36 31
3 SIM NAO 36 15
16 SIM NAO 17 0
24 SIM NAO 19 2
32 SIM NAO 21 8
22 SIM NAO 18 3
49 NAO SIM 25 3
4 NAO SIM 3 0
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43 SIM SIM 10 2
48 SIM SIM 1 1
47 SIM SIM 11 11
28 SIM SIM 16 15
20 SIM SIM 18 18
40 SIM SIM 13 13

Levando-se em consideracdo a porcentagem de linfonodos acometidos, ha
uma diferenga significante da porcentagem de linfonodos acometidos em relagéo
aos retirados quando ha presenca de invasao angiolinfatica como demonstrado no

figura 7.

Invasao Angio-linfatica e Porcentagem de Linfonodos Positivos

150+ P value =0,0015

100+ ooo:

504 —

]

°® ]

0 ® .

Mediana das amostras

Angio (+) (n=12) Angio(-)(n=11)

Amostras

Figura 7- Relagado entre invasdo angiolinfatica e porcentagem de linfonodos acometidos: a
porcentagem de linfonodos acometidos/linfonodos retirados € maior quando ha presenca de
invasao angiolinfatica. Teste de Mann-Whitney

Quanto ao subtipo molecular, houve possibilidade de analise de 18 pacientes,
sendo que 07 pacientes apresentaram-se com subtipo triplo negativo, como

demonstrado na tabela 14.
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Tabela 14 — Perfil imuno-histoquimico das amostras tumorais

Sujeito de Pesquisa RE RP CERB-B2 Kl 67
312 Negativo Negativo Negativo ND
24T Negativo Negativo Negativo ND
25T1 Negativo Negativo Negativo 5
33T2 Negativo Negativo Negativo 10
35T2 Negativo Negativo Negativo 95
4572 Negativo Negativo Negativo 10
47T2 Negativo Negativo Negativo 40
23T ND ND ND ND
19T Positivo Positivo Negativo ND
20T ND ND ND ND

4T Positivo Positivo Negativo 50
49T1 Positivo Positivo Negativo 20
48T1 Positivo Positivo Negativo 30

14T Positivo Positivo ND ND
17T ND ND ND ND
28T Positivo ND Negativo ND
38T2 Positivo Negativo Negativo ND
40T ND ND ND ND

RE — receptor de estrégenos, RP — receptor de progesterone, ND- néo disponivel

No total, 10 pacientes foram submetidas a quimioterapia neoadjuvante, sendo

que apenas 1 apresentou resposta patolégica completa.

4.2 ESTUDOS DE EXPRESSAO RELATIVA

4.2.1 Expressao Relativa dos Genes da Familia SETD nas Amostras de Tecidos
Tumorais de Cancer de Mama quando Comparados as Amostras dos Tecidos
Normais

Para investigar a expressao de todos os genes da familia SETD em amostras
de tecido mamario normal e tumoral, fez-se uma analise da quantificacao relativa
nas 18 amostras tumorais e nas 13 amostras de tecidos normais. Apos a verificagao
da expressao relativa, aplicou-se o teste estatistico de amostras ndo-pareadas de
Mann-Whitney . Constatou-se que, de todos os genes avaliados, o gene SETMAR
estd em média aproximadamente 3 vezes mais expresso nas amostras tumorais de
cancer de mama quando comparados com as amostras de tecido normais de mama

das pacientes portadoras de cancer de mama ( Figura 8 ).
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Figura 8 Expressao relativa do SETMAR entre tecido tumoral e normal.FC= Fold Change.
Teste de Mann-Whitney

4.2.2 Expressao Relativa da Familia SETD em Amostras Teciduais Tumorais do
Sub-tipo Triplo Negativo

Quando separamos as amostras de pacientes cujo laudo imuno-histoquimico
apontava para tumor do subtipo triplo negativo ( N=7 ) e comparamos com o pool de
amostras de tecidos normais (N=13), notamos que havia uma expressao relativa
aumentada do gene SETMAR (figura 9) nas amostras tumorais (teste estatistico de
amostras nao-pareadas U de Mann-Whitney). Na analise desta caracteristica clinica,
nenhum outro gene da familia SETD se mostrou significativamente alterado dentro

da coorte examinada.
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Figure 9- Expressdo comparativa do SETMAR entre tecido tumoral triplo negativo e
normal. TN = triplo negativo. FC= Fold Change. Teste de Mann-Whitney

4.2.3 Expressao dos Genes da Familia SETD em Tumores que Apresentam
Invasao Angiolinfatica

Realizamos a avaliagado da expressao comparativa das 18 amostras tumorais
correlacionando esta expressao com a presenga de invasao angiolinfatica. Como
demonstrando anteriormente, existe uma correlagdo direta entre invasao
angiolinfatica e porcentagem de linfonodos axilares acometidos em cancer de
mama, sendo este um fator progndstico importante em cancer de mama. O gene
SETD8 encontrava-se com hiperexpressao relativa acima de 10 vezes quando da
presenca da invasdo angiolinfatica (N=8) comparada a auséncia deste achado
anatomopatoldgico (N=10) ( Figura 10).Nenhum dos outros genes da familia SETD

mostrou alteracéo em relacéo a esta caracteristica clinica.
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Figure 10 - Expressao relativa do SETD8 e invasao angiolinfatica. Angio(+)/(-) =presenca/
auséncia de invasao angiolinfatica. FC= Fold Change. Teste de Mann-Whitney

4.2.4 Relacao da Expressao dos genes SETD5 e SETD8 e Numero de
Linfonodos Acometidos e Estadiamento

Quando avaliamos a expressao relativa dos genes da familia SETD em
pacientes com forte carga tumoral axilar definidas como a presenga de no minimo 10
linfonodos axilares comprometidos (n=6), identificamos um expressao relativa
aumentada dos genes SETD5 e SETD8 quando comparadas as pacientes com axila

negativa ou menos de 10 linfonodos positivos na axila (n=12) (Figuras 11 e 12).

Os demais genes da familia SETD n&o se mostraram alterados em relagéo a

esta caracteristica clinica.

Quando realizamos a avaliacdo por estadiamento, o gene SETD8
apresentava-se com expressao relativa aumentada em estadios avancados (>11B)
gquando comparada a estadios menos avangados, com uma tendéncia a expressao

relativa também aumentada em tumores avang do gene SETDS. ( figura 13).
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Figura 11. Expressdo comparativa e numero de linfonodos acometidos. LN= Linfonodos.
FC= Fold Change. Teste de Mann-Whitney
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Figura 12 - Expressdo comparativa e numero de linfonodos acometidos. LN= Linfonodos.
FC= Fold Change. Teste de Mann-Whitney
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Figura 13 — Expresséo relativa dos genes SETD5 e SETD8 de acordo com o estadiamento
patolégico.

4.2.5 O Gene SETD1B e Amostras Pareadas de Cancer de Mama

Avaliamos de forma isolada do grupo total de amostras aquelas
amostras que denominamos pareadas (n=14, 7 normais e 7 tumorais). Estas
amostras tém como caracteristica o fato da amostra tumoral e normal terem sido
coletadas da mesma mama da paciente. Neste cenario clinico especifico houve um
expressao relativa aumentada do gene SET71B nas amostras tumorais quando

comparado as contrapartes normais (Figura 13).
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Figura 14 - Expresséo relativa do SETD1B em amostras pareadas de cancer de mama.
FC= Fold Change. Teste de Mann-Whitney
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4.3 ESTUDOS DE CORRELACAO DE EXPRESSAO GENICA

4.3.1 SET5 e SETDS8 : Correlacdo em Pool de Amostras Tumorais

Realizamos uma avaliacéo de correlagao com teste de regressao linear
entre as amostras de tecido tumoral de pacientes portadoras de cancer de mama
(N=18). Ha uma correlagao de expressao entre os genes SETD5 com o gene
SETDS8 ( Figura 14).

SETD5 e SETDS8 - Correlagao em Pool de Amostras Tumorais

r2=0,7471 P< 0.0001

SETD8

Figura 15 — Regresséo Linear entre o pool de amostras tumorais



4.3.2. Estudo de Correlacao nas Amostras Pareadas

95

Avaliamos de forma isolada do grupo total de amostras aquelas amostras que

denominamos pareadas, ou seja, de cujo tecido tumoral e sua contraparte n&o-

tumoral (normal) fora obtido da mesma paciente (n=14, 7 normais e 7 tumorais).

Neste cenario clinico especifico houve correlagdo de expressao do gene SETD1B,
SETD5, SETD8 e SETMAR testados através de avaliacdo de regressao linear.

Quando testados nas amostras normais, ndo ha qualquer tipo de correlacdo entre

estes genes listados acima ( figuras 16-20).

SETD1B e SETD5 -Correlagao em Amostras Pareadas
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Figura 16 — Correlagdo da expressdo dos genes SETD1B e SETD5 entre amostras
pareadas de tecidos tumorais e normais.

SETD1B e SETD8 - Correlagdao em Amostras Pareadas
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Figura 17 - Correlacao da expressao dos genes SETD1B e SETD8 entre amostras pareadas
de tecidos tumorais e normais.
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SET1B e SETMAR - Amostras Normais Pareadas
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Figura 18 - Correlagdo da expressado dos genes SETD1B e SETMAR entre amostras pareadas de
tecidos tumorais e normais.
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Figura 19 - Correlagéao da expressao dos genes SETD5 e SETD8 entre amostras pareadas
de tecidos tumorais e normais.

SETD8 e SETMAR - Correlagao em Amostras Pareadas

SETMAR

3000~

r=0,9724 p<0,0001

SETD8

SETD8 e SETMAR - Amostras Normais Pareadas

SETMAR

2500 -
20004®
15004 r” 0,07121 P=0,56
1000
L ]
500+
;\
) - 100 200 300
-500- SETD8

Figura 20 - Correlagcéao da expressao dos genes SETD8 e SETMAR entre amostras
pareadas de tecidos tumorais e normais.
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4.3.3 Estudo da correlacao em amostras tumorais com presenca do
componente in situ

Realizamos a avaliagao da correlagao da expressao dos genes da familia SETD
através de regresséo linear . Notamos que ha um correlagdo quase absoluta entre a
expressao do gene SETD5 e SETD8 neste cenario clinico, sendo que nao ha esta
correlacao entre estes genes quando avaliamos as amostras sem presencga do
componente in situ ( figura 21).

CDIS ASSOCIADO - SETDS E SETMAR CDIS NAO ASSOCIADO
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Figura 21 — Regressao Linear entre os genes SETD5 e SETMAR em amostras tumorais que apresentam CDIS
associado ao componente invasivo e entre as amostras tumorais que ndo apresentam esta caracteristicas. —
CDIS — carcinoma ductal in situ

4.4. ESTUDOS DE EXPRESSAO PROTEICA POR IMUNO-HISTOQUIMICA

Avaliamos a expressao protéica dos genes SETD1B, SETDS5, SETDS,
SETMAR (genes que apresentaram expressao relativa aumentada com significancia
estatistica em algum cenario clinico anterior) através de testes imuno-histoquimicos.
Para tal foi usada lamina MAT contendo 17 amostras com os tipos tumorais CDI e
tumor metaplasico conforme previamente descrito. Neste cenario analisado, houve
marcacao da proteina SETD1B tanto no nucleo como no citoplasma de tumores de

mama invasivos, porém sem diferenca em relagc&o aos tecidos normais (figura 22).
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Figura 22 — Avaliagdo imuno-histoquimica da proteina SETD1B em tecido tumoral e normal. Hd marcagao
nuclear e citoplasmatica sem diferenca entre tecido normal e tecido tumoral. Aumento 20x.

Para a proteina SETD8 foi observado o mesmo padrao imuno-histoquimico,
com marcagao citoplasmatica e nuclear tanto em células tumorais invasivas como

tambem no tecido normal adjacente aos tumores (figura 23).

Figura 23 — Avaliagdo imuno-histoquimica da proteina SETD8 em tecido tumoral e normal. Houve marcagdo

nuclear e citoplastmatica em ambos os tecidos, sem diferencga entre o tecido tumoral e normal. Aumento 20x

Para a proteina SETD5 houve marcagao exclusiva em tumores do tipo
carcinoma ductal in situ, ndo sendo detectada a presenga da proteina nem em
tumores invasivos nem em tecidos normais (figura 24). Interessantemente, a
proteina SETMAR apresentou o mesmo tipo de distribuicao tecidual, com expressao
exclusiva em tumores do tipo carcinoma ductal in situ e baixa expressao em tumores

invasivos e tecidos normais (figura 25).



59

Figura 24 — Avaliagao imuno-histoquimica do SETD5 em tecidos normais, tecido tumoral invasivo de
cancer de mama e carcinoma ductal in situ . Nao houve marcagédo em tecido tumoral invasivo ou em
tecido normal. Houve porém uma marcagéao forte em carcinoma ductal in situ. Aumento 20x.

Figura 25 — Avaliagdo imuno-histoquimica do SETMAR em tecidos normais, tecido tumoral
invasivo de cancer de mama, carcinoma ductal in situ . Nao houve marcagdo em tecido
normal ou em tecido tumoral invasivo. Houve marcacdo em carcinoma ductal in situ.
Aumento 20x.
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5 DISCUSSAO

Apesar do extenso conhecimento sobre fatores de risco relacionados ao
cancer de mama, ha ainda uma quantidade limitada de informacado validada
clinicamente sobre a carcinogénese mamaria. Grande parte dos mecanismos
biolégicos envolvidos neste processo surgiram com os estudos do cancer de mama
familiar. Com a descrigdo das mutagdées dos genes BRCA-1 e BRAC-2 e dos genes
p53 e PTEN, uma parcela pequena dos tumores maglinos de mama (em torno de
5%) comega a ter seu processo fisiopatoldgico molecular desvendado(4, 32). Além
das mutagdes aberrantes da expressao genética e da estabilidade genémica, podem
acontecer alteragcbes genéticas e epigenéticas que funcionam como acontecimentos

chave do cancer(49) .

Dentre as alteragbes epigenéticas importantes na carcinogénese humana,
destacam-se aquelas relacionadas a metilacdo de proteinas histonas. O
entendimento do padrao de expressdo dos genes codificadores de metiltransferase
e do seu papel fisiolégico podem trazer um novo olhar sobre a carcinogénese

humana.

O dominio SET tem como caracteristica principal a sua capacidade de
adicionar grupos metil tanto na estrutura da histona como em outros substratos n&o-
histonas, com relavancia em varios cenarios tumorais.

A familia de genes SETD codifica as proteinas com dominio SET, sendo
composta por 10 genes: SETD1A, SETD1B, SETD2, SETD3, SETD4, SETDS5,
SETD6, SETD7, SETD8 e SETMAR.

No presente estudo foi demonstrado que expressdao do SETMAR esta
aumentada nas amostras teciduais de cancer de mama (n=18) quando comparadas
as amostras de tecido normal de mama (n=13). Quando separamos das amostras
tumorais apenas os pacientes com diagnostico de cancer de mama do tipo triplo
negativo (n=7) e comparamos com amostras normais de cancer de mama (n=13), a

expressao deste gene ainda sem mantém aumentada.

Este gene codifica uma proteina de fusdo que contém um dominio N-terminal

metiltransferase e um dominio transposase C-terminal. Em relagdo ao seu dominio
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metiltransferase, ele metila a lisina 4 da histona 3(108-111). Seu papel na
carcinogénese humana ainda ndo é completamente conhecido. Ha algumas
evidéncias que relacionam a sua atividade enzimatica ao correto funcionamento do
fuso mitético. Quando as cromatides irméas necessitam ser desenroladas durante a
mitose num processo denominado decatenacdo, ha atuagcdo de uma enzima
responsavel por este processo denominada topo Il alpha. Caso as cromatides irmas
nao sejam desenroladas, elas ficam presas no fuso mitético. Ficando presas no
fuso, elas s&o destruidas através dos mecanismos de aptotose ceular. Este
processo de denomina decatenation check-point. A agdao do SETMAR tem sido
associada a perda do decatenation checkpoint em células tratadas com inibidores da
topo Il alpha. Com isso, células com alteragcbes nos fusos mitéticos, e que podem
gerar células com fusbes génicas anbmalas, deleg¢des, entre outras, seguem no
ciclo celular(112), o que resulta em instabilidade genémica das células filhas,
podendo levar a um fendtipo tumoral. Em células tumorais de cancer de mama, o
silenciamento da enzima relacionada ao gene SETMAR (METNASE) levou a
recuperacdo da sensibilidade da célula tumoral do cancer de mama a uma
medicagcdo quimioterapica denominada antraciclina, cujo principal alvo € a topo Il
alpha(113) . Estes achados, associados aos nossos resultados, sugerem um papel
na carcinogénese do cancer de mama deste gene. O fato de haver recuperagao da
sensibilidade a um agente quimioterapico em linhagem celular de cancer de mama
também sugere um papel relevante na resisténcia ao tratamento com antraciclicos,
droga que ainda é fundamental no tratamento de varios tipos de canceres de mama,
incluindo ai os tumores do tipo triplo negativo. Interessantemente, demonstramos
que o SETMAR esta presente apenas em carcinomas ductais in situ através de
avaliacao imuno-histoquimica. O carcinoma ductal in situ faz parte de um espectro
histopatolégico na carcinogénese do cancer de mama, estando situado entre a
hiperplasia ductal atipica e o carcinoma invasivo(33). Dentre os genes envolvidos
na progressdo do carcinoma ductal in situ para carcinoma invasivo temos o
silenciamento de genes supressores tumorais como o TSF1, PE1, VHL, ER, RB1,
WT2, NM23, EWS, além da expressdo aumentada de alguns proto-oncogenes como
o UPA, catepsina, colagenases e metaloproteinases(33). Apostolou e colaboradores
descreveram, em linhagem de células de cancer de intestino grosso e em células de

cancer de intestino grosso humanas, que o SETMAR pode regular a expressao de
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genes chave nestas células(117). Choi e colaboradores avaliaram, através de
exames imuno-histoquimicos, a diferenga de expressdo protéica de genes
relacionados a transigao epitélio-mensenquima (expressdo de vimentina, actina de
musculo liso, osteonectina, N-caderina, perda de E-caderina, alteracdo de [-
catenina) e marcadores de células troncos tumorais ( CD44(+)/CD24(-), ALDH1),
além da avaliacdo do CD146, um indutor da transigdo epitélio-mesenquima, em
carcinoma invasivo e carcinoma ductal in situ, demonstrando uma presencga protéica
aumentada, com significancia estatisticas das proteinas actina de musculo liso, N-
caderina, perda de E-caderina, alteragdo de B-catenina no carcinoma invasivo
quando comparado ao carcinoma ductal in situ. Além disso, estes autores também
demonstraram que ha uma grande perda de E-caderina no carcinoma ductal
invasivo quando comparado ao carcinoma in situ em tumores do subtipo basal-like
(tripo-negativo)(118). No nosso estudo demonstramos que o gene SETMAR esta
hiperexpresso também no subtipo tripo negativo, assim como demonstramos, em
amostras pareadas, que existe uma correlagcdo de expressédo do gene SETDS8 e do
gene SETMAR. O SETDS8 esta intrisecamente vinculado a transformacgao epitélio-
mesénquima(119). Avaliando de forma conjunta os dados da literatura com os dados
gerados pelo nosso estudo também hipotetizamos que existe uma provavel acao
conjunta dos genes SETD8 e SETMAR na aquisigao, pela célula tumoral, da sua
capacidade invasiva e na sua transformacao inicial de tumor in-situ para tumor
invasivo, o0 que mais uma vez justifica o fato de termos a expresséo protéica do
SETMAR apenas no carcinoma ductal in-situ. O banco de dados do cBioPortal do
Memorial Sloan Kettering Cancer Center apresenta dados clinicos de sobrevida dos
pacientes que apresentam expressao relativa aumentada do gene SETMAR. De 825
pacientes analisados, 40 apresentavam expressao relativa aumentada com
sobrevida mediana de 81,58 meses e 778 pacientes ndo apresentavam expressao
aumentada com sobrevida mediana de 113,74 meses, sendo esta diferenca com
significancia estatistica, como ilustrado na figura 26(120). Avaliando os dados da
literatura juntamente com nossos achados, hipotetizamos que a expressdo do
SETMAR e sua agao protéica € um fendmeno precoce e inicial nas etapas da
carcinogénese, modulando a expressao de uma série de outros genes envolvidos na
transformacao da carcinoma ductal in situ em carcinoma invasivo. Isso justificaria o

achado da imunomarcagdo apenas em CDIS pela imuno-histoquimica. O The
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Human Protein Atlas, que € um banco de dados sobre estudos imuno-histoquimicos
em células e tecidos humanos(121) ndo apresenta nenhum padrdo de expressao
para o SETMAR assim como nao existem dados na literatura avaliando resultados

de estudo imuno-histoquimico do SETMAR e cancer de mama.
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Figura 26 — SETMAR - Avaliagdo comparativa de sobrevida e expressao relativa. Curva de
Kaplan-Meier

Estabelecido o diagnostico de cancer de mama, uma série de analises
posteriores necessitam ser realizadas para definicdo do progndstico e definicdo de
estratégias de tratamento. Os fatores progndsticos do cancer de mama, que hoje
sdo avaliados através da histéria clinica, analise histopatoldégica do tumor e do
estudo do perfil imuno-histoquimico sdo ferramentas essenciais para o correto

julgamento clinico.

A invasdo angiolinfatica € um marcador de mal prognostico em cancer de
mama com risco aumentado de recidiva tumoral e morte (122). Quando esta
situagcédo esta presente, a célula tumoral € capaz de sair do seu local de origem e
acessar vasos linfaticos e sanguineos, com risco de disseminagao metastatica para
linfonodos axilares e outros 6rgéos. Este cenario clinico esta fortemente associado a
capacidade de invasdo da célula tumoral, sendo este um dos seis hallmarks

descritos por Hanahan e Weinberg (20). O passo inicial do processo de invasao
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angiolinfatica é dependente da transformacao epitélio-mesenquimal da célula
tumoral, como demonstrado por Yang e colaboradores. As caracteristicas fenotipicas
das células que sofrem esta transformacdo sdo: mobilidade, invasividade e
resisténcia a apoptose. Estas caracteristicas fenotipicas estdo associadas a
desrregulacao de alguns processos moleculares, entre eles fatores de crescimento e
fatores de transcricdo como o TWIST, HIF1, NF-xB. O SETD8 esta envolvido na

transicao epitélio-mesenquima através da associacdo com a proteina TWIST e que
estd positivamente correlacionado com aumento da expressdo de TWIST e N-
caderina em cancer de mama metastatico (119). Em nosso estudo encontramos um
aumento relativo da expressao do gene SETD8 em pacientes portadores de invasao
angiolinfatica, em pacientes com forte carga axilar tumoral e em estadios avangados.
Este resultado corrobora a tese de que o SETDS8 esta realmente envolvido na
transicdo epitélio-mesénquima. Apesar da significativa diferengca de expressao do
gene SETD8 em pacientes com invasao angiolinfatica, em nossa analise imuno-
histoquimica, encontramos a presenca do SETD8 tanto em tecidos tumorais
invasivos de cancer de mama como em tecidos normais peritumorais, sem diferencga
aparente entre estes dois grupos (figura 22). O gene SETD8 é responsavel pela
sintese da enzima de mesmo nome que promove a monometilacao da lisina 20 da
histona 4 (H4K20me). Rice e colaboradores demonstraram que este gene apresenta
uma variagcdo importante dentro do ciclo celular, estando praticamente ausente nas
fases G e S e, contudo, estando presente, de forma intensa, nas outras fases do
ciclo celular (103). Estes achados sugerem que este gene desempenha um papel
importante na manutengéo fisiolégica do ciclo celular. A deplecdo do SETD8 em
varios modelos animais resulta em defeitos de crescimento e de controle do ciclo
celular, com células parando na fase G2 do ciclo celular, ndo havendo desta maneira
a condensagao de cromossomos para entrada na mitose (103). Estes achados
indicam que H4K20me1 é essencial para entrada da célula na mitose. Apds seu
aumento no inicio do ciclo celular, SETDS8 é estabilizado e foge da degradagao por
ubiquinizacédo através de fosforilacdo realizada pela ciclina CDK1. Posteriormente
acontece desfosforilagcdo pela fostase Cdc14 e degradacado através da
ubiquitinizagdo pelo APC. Durante a fase S ha um nivel aumentado de transcrigdo
do gene SETD8 sem aumento da propria proteina. Isso ocorre devido a degradagao

quase imediata pela enzima ubiquitina ligase CRL4¢PT2  (123). Estes achados,
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resumidos na figura 27, sinalizam que a necessidade fisiolégica da presenca do
SETD8 no ciclo celular normal, assim como sua transcricdo aumentada sem
presenca protéica marcante na fase S por degradagao podem justificar um aumento
relativo na transcricdo na avaliagao por g-PCR porém com imuno-histoquimica sem
diferenca na imunomarcacdo. E importante salientar que o tecido utilizado como
tecido normal na lamina de MAT para imuno-histoquimica, foi obtido da regido
peritumoral, e é sabido que os processos biolégicos envolvidos no ambiente tumoral
podem também estar presentes no ambiente peritumoral (81). Dessa forma, o fato
da imunomarcagao para o SETD8 nao apresentar diferenga significativa entre as
amostras analisadas pode também estar relacionada a origem do tecido utilizado na
lamina de MAT. O banco de dados The Human Protein Atlas também nao apresenta
nenhum registro de estudo imuno-histoquimico com esta proteina em cancer de

mama ou tecido normal de mama.
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Figura 27 — Representagéo esquematica da variagao do SETDS8 no ciclo celular.
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No nosso estudo demonstramos que o gene SETD5 também se encontra
com expressao aumentada em pacientes com mais de 09 linfonodos e com
estadiamento acima do estadio 1B, além de um forte tendéncia a expresséao
relativa aumentada em tumores com invasdo angiolinfatica. Isto tem uma
implicagao direta no progndstico do paciente. A taxa de sobrevida em cinco
anos sao de 95, 85, 70, 52, 48 e 18% de acordo para os estadios |, lIA, IIB, llIA,
[lIB e IV respectivamente (124). Ou seja, acima do estadio 1IB € o ponto onde
notamos a maior queda de sobrevida, exatamente no estadio acima do qual
nossos genes estédo hiperexpressos e correlacionados. Nao ha, até o momento,
nenhum relato na literatura sobre o eventual papel do gene SETDS na
carcinogénese e nao temos nenhum dado sobre o seu papel em qualquer tipo
de cenario tumoral. Semelhante ao descrito para o gene SETMAR, o gene
SETD5 s6 apresentou marcagao imuno-histoquimica em tumores do tipo CDIS,
nao havendo marcacéo tem tecidos normais ou tecidos tumorais invasivos. Em
consulta a base de dados THE HUMAN PROTEIN ATLAS, notamos que ha
uma imunomarcagao sempre muito intensa em tumores ductais in-situ e lobular
in-situ, apesar da marcacdo fraca em tecidos tumorais invasivos, como
ilustrado na figura 28. Hipotetizamos, novamente, que a expressao do SETDS
e sua acao protéica € um fendbmeno precoce e inicial nas etapas da
carcinogénese, modulando a expressdo de uma série de outros genes
envolvidos na transformacdo da carcinoma ductal in situ em carcinoma
invasivo. Isso justificaria o achado da imunomarcagéo apenas em CDIS pela
imuno-histoquimica assim como também a expressao génica relativa

continuada em pacientes com elevado numero de linfonodos.

I

Figura 28 — Imuno-histoquimica SETD5: tecido normal e carcinoma in-situ — The
Human Protein Atlas(121)

Com o conjunto de dados acima, conseguimos vincular a hiperexpressao
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dos genes SETD8 e SETD5 a capacidade invasiva da célula tumoral. Chama
atencgao ainda o fato do gene SETDS5 estar sempre em associagdo com o0 gene
SETD8 nestes cenarios de mal progndstico, inferindo uma possivel interagao

fisiopatolégica molecular entre estes dois genes.

Demonstramos ainda o aumento da expressao relativa do gene SETD1B
em amostras tumorais pareadas de cancer de mama. Existem poucos dados da
literatura sobre o papel deste gene na carcinogénese. Num estudo de
microarranjo em cancer de esbfago, Song e colaboradores demonstraram
mutacdo do gene SETD1B em dois tumores (81). Choi e colaboradores
conseguiram demonstrar que ha uma correlagéo entre mutacdes néo-
silenciosas do gene SETD1B e instabilidade de microssatélites em tumores de
intestino grosso e em tumores gastricos(80). Nao ha, até o momento, relatos
na literatura médica sobre o provavel papel do SETD1B em cancer de mama.
Semelhante aos achados de Choi e colaboradoes em céncer de intestino
grosso e em cancer gastrico, a marcagao imuno-histoquimica demonstrou a
presencga a nivel protéico do gene tanto no nucleo como no citoplasma, sem

diferenca entre tecidos normais e tumorais, nas nossas amostras de MAT.

Um achado relevante do nosso estudo é a forte correlacdo demonstrada
através de teste de regressao linear entre os genes SETD5 e SETD8 em
amostras tumorais com invasao angiolinfatica, e entre os genes SETD1B,
SETD5, SETD8 e SETMAR em amostras tumorais pareadas de cancer de
mama com auséncia de qualquer correlagdo entre estes genes nas amostras
normais pareadas. Este achado sugere fortemente que sempre que ha uma
acao biologica de algum destes genes, esta acdo vai necessariamente
desencadear uma acao de um outro gene correlacionado, vinculando desta
maneira a grande possibilidade da participagdo coordenada destes varios gens

na carcinogénese do cancer de mama como demonstrada na figura 29.
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Figura 29 — Modelo de participagdo coordenada dos genes da familia SETD em cancer de mama
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6 CONCLUSOES

. SETMAR esta envolvido na carcinogénese de mama. O fato deste gene conferir
capacidade de resisténcia aos quimioterapicos antraciclicos também traz grande
interesse, pois o possivel bloqueio da sua proteina podera conferir nova
sensibilidade a essas drogas;

. SETDS8 esta envolvido na capacidade de invasao da célula tumoral;

. SETD5 parece ter um papel importante também na capacidade de invasdo da
célula tumoral;

. Tanto SETMAR quanto SETD5 mostraram marcacédo especifica para carcinoma
ductal in-situ.

. SETD5 e SETD8 estao associados em quase todos os cenarios implicados com
alta capacidade invasiva celular tumoral,

. SETD1B esta hiperexpresso em amostras tumorais das pacientes que apresentam
amostras pareadas e nas amostras triplo negativas;

. Os dados sugerem fortemente agdo conjunta do gene SETD5 e SETDS8 para a
célula tumoral adquirir carateristicas de invasdo. Especulamos que estes genes
podem funcionar como um fator progndstico assim como um alvo terapéutico. A
simples presenca no tumor podera indicar necessidade de tratamento complementar
devido ao risco de invasdo do sistema linfatico ou sanguineo. O bloqueio das
proteinas codificas por estes genes nas células tumorais do cancer de mama pode
impedir a invasao deste sistemas, mudando de forma marcante a histéria natural
desta doenca.
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Figura 30 - Expressao relativa dos genes SETD1A até o gene SETD5 entre amostras
tumorais e normais. Todos os dados ndo tiveram significancia estatistica.
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Figura 32 - Expressdo comparativa dos genes da familia SETD entre amostras tumorais
triplo negativos e amostras normais. Dados sem significancia estatistica.
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