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RESUMO
Introducéo: O cancer de mama aparece como o segundo tipo de neoplasia maligna causando
a morte das mulheres no mundo. A heterogeneidade tumoral, e as vias pelas quais as células
neoplasicas interagem representam grande relevancia no desenvolvimento do cancer de mama.
No tumor sdo encontradas alteracdes genéticas e epigenéticas (alteracdes na expressdo dos
genes que ndo afetam a sequéncia priméaria do DNA). Material e Método: Amostras obtidas de
quinze mulheres com diagndstico de carcinoma de mama foram coletadas no dia da cirurgia de
mastectomia, de regides tumorais, regides adjacentes aos tumores e sangue para analise de DNA
circulante. Uma nova amostra de sangue periférico foi coletada para analise de DNA circulante um
ano apés a cirurgia. O método de conversao de bissulfito de sodio foi usado para a deteccdo da
metilacdo do DNA dos genes hTERT, RB1, CDKN2A e CDH1, seguido de reacdo em cadeia da
polimerase, eletroforese e coloragdo com nitrato de prata. Foi realizada a imuno-histoquimica
e a histopatologia das amostras de nove participantes. Resultados: Foi detectada a metilagdo
dos genes A/TERT, RB1, CDKN2A e CDH1 na maioria das amostras tumorais e em tecidos livres
de tumor. A metilacdo dos genes h/TERT, RB1, CDKN2A e CDH1, foi detectada no DNA
circulante em apenas algumas amostras de primeira e segunda coletas. As pacientes
apresentaram subtipos de tumores: luminal A, luminal B, HER-2 e triplo negativo. Foi
verificada a presenca de receptores positivos para estrogénio e progesterona na maioria das
amostras analisadas. As amostras das nove pacientes foram positivas para Ki67 (clone MIB-1),
em células neoplasicas infiltrantes, e a paciente 5 apresentou marcagao positiva para E-caderina.
Os laudos histopatolégicos apresentaram: carcinoma infiltrante do tipo ndo especial, carcinoma
ductal in situ, carcinoma lobular infiltrante, e carcinoma papilar intraductal. Os tumores se
localizaram nas mamas direita ou esquerda, em quadrantes distintos. Conclusfes: A metilagao
dos genes CDKN2A, RBI1 e CDHI, indica um prognoéstico desfavoravel as pacientes. Todavia,
a metilacdo de gene ATERT, apresenta prognostico favoravel na maioria dos casos, podendo
ocorrer variacdo no progndstico, devido a atuacao distinta de algumas regides promotoras. A
heterogeneidade tumoral foi evidenciada através da classificagdo dos subtipos de tumores.
Apesar das limitagdes das amostras, os resultados realgaram a importancia de considerar
multiplos fatores para maior precisdo nos progndsticos do carcinoma de mama. Este estudo
contribui, para uma melhor compreensao da epigenética do carcinoma de mama avancado, na

busca da promogao de tratamento individualizado e o desenvolvimento de novas pesquisas.

Palavras-chave: Carcinoma de mama; Metilacdo génica; Genes supressores de tumor; DNA

circulante.



ABSTRACT
Introduction: Breast cancer appears as the second type of malignant neoplasm causing the
death of women worldwide. Tumor heterogeneity and the pathways through which neoplastic
cells interact represent great relevance in the development of breast cancer. Genetic and epige-
netic changes are found in the tumor (changes in the expression of genes that do not affect the
primary DNA sequence). Material and Method: Samples obtained from fifteen women diag-
nosed with breast carcinoma were collected on the day of mastectomy surgery from tumor re-
gions, regions adjacent to the tumors, and blood for circulating DNA analysis. A new peripheral
blood sample, was collected for circulating DNA analysis one year after surgery. The sodium
bisulfite conversion method, was used to detect DNA methylation of the ATERT, RBI,
CDKN2A4, and CDH1 genes, followed by polymerase chain reaction, electrophoresis, and silver
nitrate staining. Immunohistochemistry and histopathology of samples from nine participants,
were performed. Results: Methylation of the ”TERT, RBI1, CDKN2A, and CDHI genes was
detected in the majority of tumor samples and tumor-free tissues. Methylation of the ATERT,
RBI, CDKN2A4, and CDH]I genes was detected in circulating DNA in only a few samples from
the first and second collections. The patients presented tumor subtypes: luminal A, luminal B,
HER-2, and Triple Negative. The presence of positive receptors for estrogen and progesterone,
was verified in most of the samples analyzed. Samples from the nine patients were positive for
Ki67 (clone MIB-1) in infiltrating neoplastic cells, and patient 5 showed strong positive staining
for E-cadherin. The histopathological reports showed: infiltrating carcinoma of the non-special
type, ductal carcinoma in situ, infiltrating lobular carcinoma, and intraductal papillary carci-
noma. The tumors were located in the right or left breasts in different quadrants. Conclusions:
Methylation of the CDKN2A, RBI, and CDHI genes indicates an unfavorable prognosis for
patients. However, methylation of the ”TERT gene presents a favorable prognosis in most cases,
with variations in prognosis occurring due to the different actions of some promoter regions.
Tumor heterogeneity, was highlighted through the classification of tumor subtypes. Despite
sample limitations, the results highlighted the importance of considering multiple factors for
greater accuracy in breast carcinoma prognoses. This study contributes to a better understanding
of the epigenetics of advanced breast carcinoma in the search for promoting individualized

treatment and the development of new research.

Keywords: Breast carcinoma; Genetic methylation; Tumor suppressor genes; Circulating DNA.
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1. INTRODUCAO

Cancer é a denominacdo de um conjunto de diversas neoplasias provenientes de varias causas
ocasionando a proliferacdo desordenada de células, sendo responsavel por 9,6 milhdes de dbitos no
ano de 2018 (DIB et al. 2022). O céancer esta entre as quatro principais causas de morte prematura
(antes dos 70 anos) na maioria dos paises. O tumor maligno de pele ndo melanoma é o de maior
ocorréncia no Brasil (31,3% do total de casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), prostata
(10,2%), colon e reto (6,5%), pulmédo (4,6%) e estbmago (3,1%) (INCA, 2022). Os efeitos
ambientais no desenvolvimento do cancer tém sido cada vez mais discutidos, tornando-se
importante o surgimento de novos métodos de prevencio e deteccio da doenca (PEREZ-SOLIS, et
al., 2016). E estimado que nos ltimos 25 anos, menos de 10% dos casos de neoplasia de mama nas
mulheres tenha associacdo com mutac6es genéticas, tornando-se importante a realizacdo de novos
estudos, como o papel que o meio ambiente, e o estilo de vida tém sobre as transformacdes nas
células epiteliais e nas glandulas mamarias (PEREZ-SOLIS, et al., 2016). O desenvolvimento da
neoplasia de mama tem relacdo com diversos fatores dos tipos bioldgicos, psicolégicos e sociais (LI,
et al., 2016). A associacdo de outros parametros também sdo importantes em todo o contexto da
doenca, tipo: idade avancada maior que 50 anos, menopausa ap6s 0s 50 anos, nuliparidade, gestacao
apos os 35 anos, dieta hipercaldrica, obesidade ap6s a menopausa, alcoolismo, falta de atividade
fisica (obesidade), tabagismo, menarca precoce, historia familiar de cancer de mama, sindromes
genéticas (Li-Fraumeni, etc.), historia pessoal de cancer de ovario ou endométrio, ou hiperplasia
ductal atipica, exposi¢do a radiacdo ionizante, algumas drogas (reposi¢ao hormonal pés-menopausa,
anticonceptivos orais), e outros. O prognoéstico desfavoravel da-se com o aumento do indice de
proliferacdo celular, com a invasdo nos tecidos da mama, e a disseminacdo por continuidade,
contiguidade ou por metastase (ANDERSON, 2023; INCA, 2022; KASHYAP et al., 2022;
SCHMITT, et al., 2021; MEDEIROS et al., 2016; SHAH, et al., 2014).

Uma pesquisa na Malasia indicou que de 50% a 88% das mortes por cancer de mama poderiam
ter sido evitadas com diagnostico precoce e tratamento adequado. Fatores socioecondmicos em
paises em desenvolvimento contribuem para um progndstico desfavoravel em relacdo ao cancer.
(SOBRAL et al. 2022). A mutacdo genética por meio de uma alteracdo no DNA da célula, e uma
associacdo de fatores epigenéticos sdo relevantes no desenvolvimento do cancer, como observado
na FIGURA 1.
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FIGURA 1. A genética e a epigenética como fatores importantes no desenvolvimento do cancer.
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Nossas caracteristicas fisicas (fendtipos) sdo herdadas de uma geragdo para outra através da transmissao dos genes,
sendo uma heranca genética. Portanto, caracteristicas adquiridas ao longo da vida, e que ndo haviam sido codificadas
em nosso codigo genético original, seriam impedidas de serem transmitidas. Curiosamente, modificagdes quimicas
ocorridas em nosso DNA (metilagdo), ou nas proteinas associadas a ele (histonas), também podem causar influéncia
no nosso fenédtipo, ocasionando a transmissdo para outras geracdes, sem alterar 0 nosso codigo genético. A
epigenética estuda as modificagdes quimicas ocorridas no nosso DNA ao longo da vida.

Fonte: https://cienciahoje.org.br/artigo/epigenetica-heranca-alem-dos-genes/

Acesso em 11/11/2023

No Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2023-2025 aponta a incidéncia de 704 mil casos

novos de cancer, se destacando as regides sul e sudeste, onde séo concentradas cerca de 70% da

incidéncia (INCA, 2022).

A incidéncia e a mortalidade por cancer vém aumentando no mundo, em parte pelo envelhecimento,

pelo crescimento populacional, como também pela mudanga na distribuicdo e na prevaléncia dos

fatores de risco de cancer, especialmente os associados ao desenvolvimento socioecondmico

(INCA, 2022). Fatores como a idade, sexo/género séo relevantes na incidéncia do céncer, tal como

observado nas FIGURAS 2 e 3.
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FIGURA 2. Taxa de incidéncia na mortalidade mundial, pelos 10 principais tipos de cancer,

padronizada por idade
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ASR: Taxas padronizadas por idade. Podemos verificar a taxa de incidéncia padronizada por idade (mundial) na
mortalidade dos principais tipos de cancer, baseada no nimero de casos e 6bitos ocorridos por faixa etaria em
grupo especifico ou populagdo mundial, obtendo taxas especificas por idade X proporcdo de pessoas em
determinada populagdo por grupo etario diferente.

Adaptado de Globocan. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/900-world-fact-sheets.pdf
Acesso em 2/8/2023.

Figura 3. Taxa de incidéncia mundial dos 10 principais tipos de cancer, padronizada por idade e

sexo/género
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ASR: Taxas padronizadas por idade. Podemos verificar a taxa de Incidéncia padronizada por sexo (mundial) dos
10 principais tipos de cancer, baseada nos casos ocorridos por idade e sexo (género), em grupo especifico ou
populagdo mundial, obtendo taxas especificas por idade e género X proporcdo de pessoas em determinada
populacéo.

Retirado de Globocan. Fonte: https://gco.iarc.fr/today/data/factsheets/populations/900-world-fact-sheets.pdf
Acesso em 02/08/2023.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 O CANCER DE MAMA

O céncer de mama, especialmente as neoplasias epiteliais (carcinomas), figura como uma das
principais preocupac6es em saude para as mulheres, devido as suas elevadas taxas de mortalidade
e morbidade. Mesmo quando submetido a quimioterapia adjuvante, a taxa de sobrevivéncia em
cinco anos para casos de carcinoma de mama metastatico permanece abaixo de 30% (KASHYAP
et al. 2022). A maioria dos casos de carcinoma de mama (cerca de 90%) manifesta-se como lesdes
unicas, podendo surgir em qualquer quadrante da mama, sendo mais comum no quadrante superior
lateral. A presenca de um tumor sincronico contralateral € identificada em aproximadamente 2%
dos pacientes. Além disso, uma parcela reduzida, cerca de 0,1%, apresenta-se com metastases
axilares sem uma lesdo maméria priméria claramente definida (IARC, 2019).

Raramente o cancer de mama se origina em outros tecidos, como, por exemplo: tecido adiposo,
fibroso ou vascular da mama, caracterizando os sarcomas. Os carcinomas de mama podem ser do
tipo in situ, quando ndo ocorre a invasao do estroma, ndo havendo assim, o risco de metastase, onde
a probabilidade de cura é de 100%. Os carcinomas invasivos (ocorre a invasdo da membrana basal
do epitélio e do estroma), podem ser curados no caso de diagndéstico precoce da doenca (SBP, 2016).

Existem varios tipos de carcinomas de mama, com um desenvolvimento rapido (neoplasias
pobremente diferenciadas) ou um crescimento lento (neoplasias bem diferenciadas). Sendo uma
doenca ocasionada pela multiplicacdo desordenada das células epiteliais mamarias malignas, ha
sempre o potencial de invadir outros 6rgdos. O progndstico pode ser favoravel, geralmente quando
o tratamento da doenca se da em tempo oportuno, como afirmado. Apesar de ocorrer raramente no

sexo masculino, essa doenca acomete 0os homens em 1% do total dos casos (INCA, 2022).

2.2 ESTADIAMENTO DO CANCER DE MAMA

O TNM ¢ o sistema predominante na avaliacdo do estadio do carcinoma de mama. A notavel
simplicidade do sistema elimina a necessidade de técnicas especiais de classificacdo, o que
possibilita a coleta de informacgdes comparéveis ao longo do tempo e em diferentes locais (IARC,
2019).

A determinacdo precisa do estadio tumoral é imperativa para a organizacdo de grupos de
pacientes semelhantes. Isso viabiliza a comparagdo em variados cenarios, englobando estudos
clinicos, cirargicos, prognosticos, epidemioldgicos, e outras formas de investigacdo (IARC, 2019).

O Sistema TNM de classificacdo dos tumores malignos, é definido pelo tamanho do tumor

primario (T), a presenca ou ndo de linfonodos comprometidos (N), e a existéncia de metastase (M).
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O céncer pode ser classificado em estadios que variam de 0 a IV, podendo, entdo, se definir o tipo

de tratamento mais adequado, observado na TABELA 1.

TABELA 1. Nivel de estadio, extensdo dos tumores de mama e opgdes de tratamento.

Nivel de Estadio Extensdo do Tumor Primario Opcoes de Tratamento
Estadio 0 Carcinoma in situ. Cirurgia conservadora /
radioterapia adjuvante.
Estadios 1 e Il Tumor de 2 a 5 centimetros. Com ou sem | Cirurgia para retirada apenas do
linfonodos comprometidos. tumor ou a mastectomia. Apos a

cirurgia pode ser usada a
radioterapia como tratamento
complementar.

Estédio 111 Tumor maior que 5 centimetros. Tratamentos sistémicos:
Acometimento dos linfonodos. quimioterapia. Ap0s resposta
adequada do tumor: cirurgia e
radioterapia.

Estadio IV Metéstases. Mais indicado tratamento
sistémico. Atencdo para possiveis
efeitos colaterais.

Estadios, extensdo dos tumores e opcdes de tratamento. Adaptada a partir de (RIBEIRO & FORTES, 2021).
Fonte: https://rechhc.com.br/index.php/rechhc/article/view/50 Acesso em: 23/10/2023.

2.2.1 Padronizacdo da classificacdo do cancer de mama

Foi proposta a classificagdo de Scarff-Bloom Richardson (SBR), a fim de prover uma
padronizacdo da classificagdo morfoldgica do carcinoma de mama, e assim uma melhoria na
aplicabilidade clinica dos diagndsticos histopatoldgicos, sendo posteriormente modificada pelo
grupo de trabalho de Nottingham, Elston & Elis, (1998), onde a classificacdo dos tumores passou a
receber graus histoldgicos 1, 2 e 3, baseando-se na presenca de estruturas tubulares e no grau de
atipia nuclear celular (pleomorfismo) (AQUINO et al., 2016).

Em 1991 foi realizada, pela primeira vez, a demonstracdo do valor prognostico, através da
diferenciacdo dos carcinomas mamarios separados por graus histologicos, sendo feita uma analise
semiquantitativa das caracteristicas morfologicas, gerando-se pontuagdes, segundo os parametros:
(GT: pontos de 1 a 3), que avalia o arranjo estrutural por meio da formacéo tubular; (GN: pontos de
1 a 3), que avalia o nivel de atipia celular em funcéo do grau de pleomorfismo nuclear observado e
(GM: pontos de 1 a 3), que quantifica 0 nimero de células em mitoses por 10 campos de grande
aumento (mm?). A partir da aplicacdo deste método, ocorreu a validagido do mesmo, devido aos
varios estudos realizados, fazendo com que o sistema de classificagdo para o carcinoma de mama
fosse recomendado mundialmente (AQUINO et al., 2016; SCHMITT, et al., 2021).

Este sistema € utilizado para a classificagdo de carcinomas invasivos em trés graus

histopatoldgicos com pontuages finais progndsticas:


https://rechhc.com.br/index.php/rechhc/article/view/50

20

Grau 1 (Bem diferenciado ou de baixo grau, com 3 a 5 pontos finais) - As células apresentam baixos
pleomorfismos nuclear e celular, muitas estruturas tubulares e baixo indice mitético.

Grau 2 (Moderadamente diferenciado ou de grau intermediario, com 6 a 7 pontos finais) - Apresenta
caracteristicas entre os tipos 1 e 3.

Grau 3 (Pouco diferenciado ou de alto grau, com 8 a 9 pontos finais) - Possui altos pleomorfismos
nuclear e celular, poucas estruturas tubulares e alto indice mitotico. A organizacdo em diferentes
carcinomas de mama invasivos, se da pelos seus subtipos morfoldgicos, que se mantém relevantes
clinicamente. De fato, pela maioria dos casos ndo ser de tipo especial (NTE), fatores prognosticos
e preditivos adicionais que auxiliam significativamente no tratamento e na estratificagdo de
resultados e dos progndsticos sdo abordados diferenciadamente em relagcdo aos carcinomas de tipos
especiais (TAN et al., 2020).

A classificacdo mais amplamente aceita € a histopatoldgica associada com a imuno-histoquimica
(patologia molecular), que se baseia na andlise dos receptores hormonais de estrogénio (RE),
progesterona (RP) e o fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER2, HER2/neu; c-erbB2), de
modo a se ter uma classificagcdo molecular com importancias prognostica e terapéutica adjuvante
(ONCOGUIA, 2020). Tendo ainda o Ki67 que € uma proteina que atua como marcador nuclear
sendo utilizado na estimativa da proporcdo de divisdo celular para classificagdo de tumores
(SOBECKI, et al., 2017).

Os mecanismos de regulacdo da expressdo do Ki67 se ligam ao ciclo celular, tendo como
resultado niveis elevados de Ki67 durante a mitose e minimos no final da fase G1 (SOBECKI, et
al., 2017), onde quanto maior o seu indice, maior € a agressividade do tumor. Desse modo, quatro
principais tipos de carcinomas de mama sdo reconhecidos: 1) luminal A, 2) luminal B, 3) HER2-
positivo, e 4) triplo-negativo com ou sem feno6tipo basal. (BORUNDA et al. 2022; SCHMITT et al.,
2021).

Os carcinomas de mama, segundo os estudos histolégicos, imuno-histoquimicos e moleculares,

resumidamente, podem ser agrupados, segundo 0 esquema abaixo:

1) Tumores Luminais A com Receptor de Estrogénio (+), Receptor de Progesterona (+, >20%),
HER2/neu (-), e Indice proliferativo (Ki67 <14%) (40%-55%). Usualmente apresentam-se com
baixo grau histologico, com baixo indice proliferativo. Predominam em mulheres na pds-
menopausa. Tém boa resposta ao tratamento hormonal antiestrogénio (tamoxifeno). E poucos
respondem & quimioterapia padrao.

2-Tumores Luminais B com Receptor de Estrogénio (+), Receptor de Progesterona (-) ou (<20%),

e HER2/neu (-) ou HER2/neu (+, superexpresso/amplificado) e marcador de indice de proliferacao
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celular (Ki67 >14%) (15%-20%). Usualmente sdo de grau histoldgico intermediério [HER2(-)] ou
alto [HER2(+, superexpresso/amplificado)], por serem carcinomas moderadamente diferenciados,
ou pobremente diferenciados e com alto indice proliferativo (Ki67 >14%). Respondem a
quimioterapia. E tém maior probabilidade de metastase para linfonodos.

3- Tumores N&o-Luminais com Receptor de Estrogénio (-), Receptor de Progesterona (-) e
HER/2neu (+ superexpresso/amplificado) (7%-12%). Sdo carcinomas de alto grau histolégico por
serem pobremente diferenciados, com alto indice proliferativo (Ki67 >14%) e com metastases
viscerais (cerebrais, etc.).

4- Triplos-Negativos, com ou sem Fen6tipo Basal, com Receptores de Estrogénio (-) e Progesterona
(-) e HER/2neu (-) (13%-25%). Nem todo triplo-negativo tem fenétipo basal (com diferenciacédo
mioepitelial: CK5/6+; CK14+; P-caderina+; EGRF ou p63+). Estes carcinomas tém alto grau his-
toldgico, por serem pobremente diferenciados, com alto indice proliferativo. Incluem também os
carcinomas hereditarios com mutacdo BRCAL; os carcinomas dos subtipos medular, metaplésico,
etc. Usualmente apresenta comportamento agressivo, com metastases viscerais (pulmdes, cérebro).
15% a 20% respondem a quimioterapia. Estudos genéticos subclassificam os triplo-negativos em
varios subgrupos prognosticos (ALMAJNOONI et al., 2022; DAVIDSON, 2023; RAKHA et al.,
2022; SCHMITT, et al., 2021).

2.2.2 A importancia do diagndstico precoce do carcinoma de mama

O diagnostico do carcinoma de mama, em estadio inicial, ainda € um desafio para a oncologia.
Pessoas de baixa renda sdo diagnosticadas em estadios mais avangados da doenca, devido, em geral,
aos sistemas de saude mal preparados. O atraso no inicio do tratamento do cancer de mama é
associado ao diagnostico tardio, ocasionando um pior prognostico e pouca sobrevida da paciente
(SARVARI et al., 2022). A diminuicdo do tempo para o diagnostico estd associada a melhores
prognosticos e chances de cura em mais de 90% dos casos. O tempo superior a trés meses entre 0
surgimento dos sinais e sintomas e o inicio do tratamento reduz a sobrevivéncia total em 12%
(TRALDI et al., 2016).

A incapacidade de técnicas usuais para a detec¢do de pequenos canceres, principalmente em
mama com tecido mais denso, ndo favorece o diagndstico da doenca em mulheres mais novas. O
avanco das técnicas voltadas para o diagndstico e prognostico precoces do cancer de mama,
possibilitara melhores resultados na prevencao e tratamento da doenca, ocasionando uma reducgéo

na morbidade e mortalidade por cancer de mama em todo mundo (SARVARI et al., 2022).
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2.2.3 Tipos majoritarios de Carcinoma de Mama

Os casos mais comuns de carcinoma de mama normalmente se apresentam nos ductos ou lébulos
(carcinoma ductal in situ, carcinoma ductal invasivo, carcinoma lobular in situ e carcinoma lobular
invasivo). O tipo histoldgico define o tipo de carcinoma de mama conforme o local onde houve o
surgimento do tumor, tal como 0 modo que este se desenvolve, como observado na FIGURA 4.
FIGURA 4. Alteracdes genéticas e epigenéticas na célula normal, no carcinoma in situ, carcinoma

invasivo e metastase

Normal = |n situ » |nvasive » Metastatic
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Os ductos mamarios sdo compostos pela membrana basal e uma camada de células epiteliais e mioepiteliais
luminais. Células que compdem o estroma incluem varios leucocitos, fibroblastos, miofibroblastos e células
endoteliais. Nos carcinomas in situ as células mioepiteliais sdo epigeneticamente e fenotipicamente alterados e seu
nimero diminui, potencialmente devido a degradacdo da membrana basal. Ao mesmo tempo, o nimero de
fibroblastos estromais, miofibroblastos, linfocitos e células endoteliais aumenta. A perda de células mioepiteliais e
da membrana basal resulta em carcinomas invasivos, nos quais as células tumorais podem invadir os tecidos
circundantes e migrar para 6rgdos distantes, levando eventualmente a metastases.

Fonte: https://www.jci.org/articles/view/33295/pdf

Acesso em: 11/09/2023.

2.2.3.1 Carcinoma Ductal in situ (CDIS)

O carcinoma ductal in situ € uma forma nao invasiva do cancer de mama (FIGURA 5). Apresenta
comportamento normalmente indolente, o qual sdo gerados grandes desafios de diagnéstico e
manejo devidos a esse perfil. A maioria das séries que analisam biomarcadores nessas lesdes séo
pequenas (<100 pacientes), e grandes ensaios clinicos ndao tém sido frequentes (BADVE &
GOKMEN-POLAR, 2019).

A mamografia detecta até 90% dos carcinomas ductais in situ (CDIS), onde a maioria destes
casos se apresenta com microcalcificacdes irregulares e associagdo com assimetrias mamarias,

distorcdo arquitetural ou até a presenca de nodulos focais. De todos os CDIS, apenas 5% tém


https://www.jci.org/articles/view/33295/pdf
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relagdo com massa palpavel na mama. Na atualidade a exciséo é o tratamento considerado padréo-
ouro, porém, ha a necessidade da utilizacdo de técnicas adequadas, para a garantia do diagndstico
por meio de biopsia e ainda um tratamento desejavel para doencas ocultas clinicamente (LISENCU

& LESARU, 2021).

FIGURA 5. Carcinoma ductal in situ.
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Carcinoma ductal in situ de alto grau (CDIS) visto como cancerizagdo de I6bulos presentes a menos
de 1 mm da margem lateral desta ampla amostra de excisdo local (vista como tinta laranja).

Fonte: https://www.nature.com/articles/modpathol201040

Acesso em: 11/09/2023

2.2.3.2 Carcinoma Lobular in situ (CLIS)

Sendo uma das formas de cancer de mama, o carcinoma lobular in situ (CLIS), representado na
(FIGURA 6), foi descrito pela primeira vez em 1941 como uma lesdo néo invasiva. Geralmente é
encontrada incidentalmente em amostras obtidas por bidpsias e esta associada a um risco aumentado
de neoplasia invasiva. Pode ser encontrado em até 3,6% das biopsias de mama, e € multicéntrico
68% das vezes e bilateral em 30% dos casos (GRAZIANO et al., 2016). O tratamento e 0 aumento
da sobrevida estdo relacionados a deteccdo precoce do cancer de mama, através do rastreamento
radioldgico (HANDE; ARNEJA & DESAI, 2021). Existe uma associa¢do do aumento do risco de
malignidade da mama com hiperplasias epiteliais atipicas e CLIS. Nas mulheres ha a incidéncia de
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um risco relativo 12 vezes maior de desenvolvimento de carcinoma de mama invasivo, apds o
diagnostico de CLIS (HANDE; ARNEJA & DESAI, 2021).

FIGURA 6. Carcinoma lobular in situ.

Histologia da peca cirdrgica (hematoxilina-eosina, 50x) mostrando expansdo e distor¢éo de acinos
com proliferacdo de célula monomdrfica abaixo do epitélio ductal, sem evidéncia de
pleomorfismo, necrose ou atipia, consistente com carcinoma lobular cléssico in situ (CLIS).
Fonte: https://www.scielo.br/j/rbgo/a/Pwf7g39fQDSxwY LIyNJIKwby/?format=pdf&lang=en

Acesso em: 17/11/2023

2.2.3.3 Carcinomas Ductal e Lobular Invasivos

Sendo os mais frequentes, 0s carcinomas mamarios invasivos se apresentam em 75% das
subclassificagcfes como carcinoma ductal (FIGURA 7), tipo nédo especifico (CDI/NTE), 15% como
carcinoma lobular (FIGURA 8), e 10% denominados carcinomas ductais de tipos especiais.
Paralelamente, os carcinomas invasores da mama também sdo categorizados conforme o perfil
imunofenotipico, por meio do estudo imuno-histoquimico para receptor de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (RP) e receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2),
por serem importantes marcadores prognosticos e preditivos, que definirdo o tratamento e 0 manejo
clinico (ROCHA et al., 2019). Os carcinomas ductais especificos sdo de varios tipos, a saber:

apocrino (1%), papilifero (até 2%), medular (5% a 7%), tubular (até 8%), mucinoso (até 5,3%),
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secretdrio (menos de 0,1%), metaplésico (menos de 1%), inflamatdrio (até 10%), doenca de Paget
(1% a 3,2%), etc. (SCHMITT etal., 2021; WHO, 2019). Representando de 5 a 15% dos diagnosticos
em todo o mundo, o carcinoma lobular invasivo (CLI), € o segundo tipo histolégico de cancer de
mama mais comum. Os CLIs possuem caracteristicas clinico-patologicas diferentes, sendo:
tendéncia a tumores grandes, quando descobertos, multifocais e de lento crescimento; sendo que em
varias situacOes tém ocultacdo no exame de mamografia nas fases iniciais. Devido ao seu
crescimento padrdo, ndo ocorre a ruptura anatbmica visualizada no carcinoma ductal invasivo
(CDI). Como caracteristica, o CLI, ndo apresenta o classico nédulo mamaério, dificultando uma
andlise e deteccdo clinica e radioldgica, o que se torna desafiador para o oncologista cirurgico
(O’CONNOR et al., 2022).

FIGURA 7. Carcinoma ductal invasivo de FIGURA 8. Carcinoma lobular invasivo de

mama. mama.

e e AR AT ST SN W

N 1

o TR S e
Y S
- "

-

."'.“ & “

WL e or e S L B SO AN & ) gt et
~ LYok p. e P WECRE R fs:::%v\.\‘\\‘ N ;\é‘i&\\gﬁi‘é
Observe os ductos neoplésicos irregulares, fusionados ou s células neoplésicas infiltrando o estroma em
ndo entre si, infiltrando o estroma conjuntivo fibroso “fileiras indianas.” H&E, pequeno aumento.
(reacéo desmoplasica). Note os fibroblastos e a deposi¢do Fonte: (http://webpathology.com)

de colageno (fibras réseas) no estroma. Observe, nos Acesso em: 11/09/2023
ductos neoplasicos, epitélio cubico, cujas células tém

nacleos aumentados, em geral, claros, e pouco

pleomorficos. H&E, médio aumento.

Fonte: (http://patologia.medicina.ufrj.br)

Acesso em: 11/09/2023

2.2.4 Tipos menos comuns de Carcinomas de Mama

2.2.4.1 Carcinoma de mama inflamatério (CMI)

O carcinoma de mama inflamatorio (FIGURA 9), representa cerca de 2% a 4% do total de casos
de cancer de mama, sendo uma variante rara, porém, essa doenca € relacionada a 10% de mortes
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por cancer de mama nos EUA. Uma comparagcdo em um estudo entre pacientes com tipos néo
inflamatdrios e pacientes com cancer de mama localmente avancado (CMLA), foi observado que
mulheres diagnosticadas com CMI apresentaram pior sobrevida significativa (2,9 anos x 6,4 anos).
O CMI é diagnosticado por meio de uma avaliacdo clinica, requerendo mais de 1/3 de envolvimento
na area afetada da mama ou pele por eritema, sendo a doenca iniciada h4 menos de 6 meses
(BALEMA et al., 2021).

Os profissionais da medicina debatem se a inflamacao presente na mama atinge um ponto que
pode ser classificado como cancer de mama inflamatorio. No entanto, mesmo com o termo
"inflamatério™ no nome, esse tipo de cancer aparentemente ndo demonstra uma expressao

generalizada de biomarcadores inflamatorios (JAGSI et al. 2022).

FIGURA 9. Carcinoma de mama inflamatorio.

Carcinoma de mama inflamatorio caracterizado por eritema difuso e
edema em mais de um tergo da pele da mama (aspecto em “casca de
laranja™), devido a carcinoma ductal infiltrante pouco diferenciado,
com &mbolos tumorais em vasos linfaticos e venosos cutaneos.
Fonte: http://webpathology.com

Acesso em 26/8/2023.

2.2.4.2 Carcinoma de Mama Triplo-Negativo (CMTN)

O carcinoma de mama Triplo-Negativo (CMTN), abrange os canceres de mama negativos para
o0s receptores de estrogénio (RE), de progesterona (RP), e para HER2. Estes apresentam uma
tendéncia maior de crescer e espalhar mais rapidamente do que 0s outros tipos de neoplasias
epiteliais mamarias (DERAKHSHAN & REIS-FILHO, 2022). Baseado em evidéncias disponiveis

atualmente, o CMTN compreende diversos subtipos com variagdes geneticas, transcricionais,
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histoldgicas e clinicas relevantes. Estudos mostraram que com um comportamento mais agressivo,
0s CMTNSs apresentam usualmente uma rapida evolucgéo patologica, apos completa quimioterapia
neoadjuvante, e com a presenca de metastase, os CMTNs manttm a sua letalidade
alta (DERAKHSHAN & REIS-FILHO, 2022).

2.2.4.3 Doenca de Paget

Esta doenca foi descrita inicialmente, em 1874, por Sir James Paget (1814-1899), cirurgido
inglés, sendo individualizada mais tarde por Sir Henry Trentham Butlin (1845-1912), cirurgido
inglés. Como caracteristicas marcantes, as células de Paget sdo apdcrinas, grandes e ovais, €
possuem vacuolos no citoplasma (GANDRA D’ALMEIDA et al., 2016). A classificacdo pode ser
em dois grupos: mamaria, sendo considerada uma doenca rara, e manifesta-se como lesdo cutanea
do 3mamilo e aréola com descamacao, prurido e vermelhiddo e extramamaria que abrange um grupo
raro de neoplasias cutaneas com localizagcbes distintas, tais como: vulva, anus, regido perianal,
escroto e axila (GANDRA D’ALMEIDA et al., 2016).

Assim, clinicamente parece uma lesdo cutanea de aspecto eczematoso (FIGURA 10), devido a
uma infiltragdo da epiderme do mamilo e da aréola por células neoplésicas de carcinoma ductal in
situ, com ou sem componente invasivo, e raramente de outros tipos de carcinomas de mama
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2021).

Doenca de Paget mamaria pigmentada. Macula hiperpigmentada
irregular, com area central erittmato-crostosa no mamilo esquerdo.
Fonte:
https://www.scielo.br/j/abd/a/BggJwvsb4d8gT6jRABVKLJIC/?format=p

df&lang=pt
Acesso em: 23/10/2023
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2.2.5 Prevencéo do cancer de mama

Ha diversos fatores que envolvem o desenvolvimento desta neoplasia, e o fato de varios desses
fatores ndo se modificarem dificulta a prevencdo, estando voltada para os fatores de risco e
protetores, exclusivamente os classificados como modificaveis. Acredita-se que a pratica de habitos
saudaveis tais como: a alimentagdo, atividade fisica, peso corporal adequado, ndo consumo de
bebidas alcodlicas, amamentacdo do bebé por mais tempo, evitar o tabagismo, sejam capazes de
reduzir em até 30% o risco de desenvolvimento de cancer de mama na mulher (INCA, 2022).

E de extrema relevancia a implementac&o de um programa eficaz de informagc&o sobre o cancer
de mama, visando a conscientizacdo da populacdo a respeito deste tema tdo importante. Programas
de triagem de pacientes aliados a testes diagndsticos sdo essenciais, para uma detec¢do antecipada,
fazendo com que ocorra uma reducdo da incidéncia da mortalidade através do cancer de mama
(KASHYAP et al., 2022).

2.2.6 Sinais e sintomas do cancer de mama

Em fases iniciais, o cancer de mama pode ser detectado, geralmente, com alguns sinais e sinto-
mas do tipo: nédulo fixo aos tecidos circundantes e geralmente indolor, presente em torno de 90%
dos casos, quando observado no autoexame pela prépria mulher; pele da mama com coloracao aver-
melhada, ser retraida ou com a aparéncia de casca de laranja; alteracbes no mamilo; pequenos no-

dulos nas axilas ou no pescoco; saida espontanea de liquido anormal pelos mamilos (SBP, 2016).

2.2.7 Tratamento da neoplasia de mama

Pacientes com diagndstico de neoplasia mamaria podem ter um pior progndstico, quando ocorre
um atraso no inicio do tratamento da doenca, podendo abranger trés momentos diferentes que séo:
tempo entre o aparecimento dos primeiros sinais e sintomas e a primeira consulta, o segundo é entre
a primeira consulta e a utilizacdo do servigo especializado e o terceiro é da primeira aprecia¢do do
servico de referéncia especializado e o inicio da terapia. O intervalo de tempo entre o registro do
diagnostico e o inicio do tratamento da doenca ndo pode ultrapassar mais de 60 dias (MEDEIROS
etal., 2015).

Os tratamentos primarios para o cancer de mama englobam cirurgia, radioterapia, quimioterapia,
terapia endocrina ou terapia direcionada. A terapia endocrina é eficaz em canceres de mama com
receptores hormonais positivos, sendo uma escolha comum para terapia adjuvante. No entanto, dada
a agressividade do carcinoma de mama triplo-negativo, a pesquisa esta se concentrando na terapia

direcionada, visando alvos ndo enddcrinos. Além das abordagens direcionadas ao HER2, terapias
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inovadoras incluem imunoterapia e terapia focalizada em pontos criticos de controle ou vias de
crescimento celular (LAU; TAN & SHI.; 2022).

2.2.7.1 Estadios 1 e 1l

Nas fases iniciais do cancer é indicada a cirurgia, podendo ser conservadora (retirada do tumor),
ou a mastectomia (retirada da mama), sendo parcial ou total, dando seguimento na reconstrucéo
mamaria. Passada a cirurgia, recomenda-se o tratamento complementar a base de radioterapia em
algumas situacGes. A reconstrucdo mamaria, € uma forma de minimizar os danos fisicos e emocio-
nais da paciente apos a cirurgia. Pode ser indicado um tratamento sistémico apds o tratamento local,
devido ao risco de uma recidiva, considerada a idade da paciente, o tamanho e o tipo do tumor e a
possibilidade de comprometimento dos linfonodos axilares (INCA, 2022). O exame de imuno-his-
toquimica, para a deteccdo dos receptores hormonais (receptor de estrogénio e progesterona), € fun-
damental para uma possivel indicacdo de hormonio-terapia (tratamento em forma de comprimidos,
visando a diminuicdo da produgéo de hormonios femininos no organismo). Outro aspecto relevante
é a informacdo sobre a presenca do HER-2, que pode ser detectado por meio de exame imuno-
histoquimico ou hibridizacao in situ, indicando a necessidade ou ndo de terapia imunobioldgica
anti-HER-2 (INCA, 2022).

2.2.7.2 Estadio Il1

Tumores com tamanhos acima de 5 cm, mas ainda localizados, sdo enquadrados no estadio IlI,
sendo recomendado o tratamento sistémico (quimioterapia geralmente). Apos a reducdo do tumor

devido a quimioterapia, € recomendado o tratamento local (cirurgia e radioterapia) (INCA, 2022).

2.2.7.3 Estadio IV

Na apresentacdo de metastase, é essencial a busca pelo equilibrio entre o controle da doenca e
um possivel aumento da sobrevida da paciente, ressaltando os efeitos colaterais oriundos do
tratamento. A preocupacdo com a qualidade de vida da paciente com cancer de mama, deve ser total

com relacdo aos profissionais da satde durante todo o processo terapéutico (INCA, 2022).

2.3 HER2 E RECEPTORES HORMONAIS

O gene HER2 ou seja, receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano, € um proto-
oncogene, com localizagcdo no cromossomo 17921, sendo responsavel pela producao da proteina de

mesmo nome, que atua de forma relevante no crescimento e desenvolvimento de células epiteliais
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de diversas categorias (revestimentos interno e externo, tecido glandular mamarios), quando esta
proteina se encontra em quantidades normais. Pode ocorrer o desenvolvimento de neoplasia, quando
ocorre algum erro aleatorio neste gene (PERVEZ et al., 2016).

O desenvolvimento de novas técnicas de alto rendimento e perfil de expressao génica, tem sido
crucial para a caracterizagdo molecular do cancer de mama em diversos subtipos, tomando por base
a expressdo de receptores hormonais e os estados de proliferacdo tais como:

Receptor de estrogénio (RE), receptor de progesterona (RP), marcador de proliferacdo Ki67 ou
mutacBes genéticas na mama. Esses subtipos sdo divididos em formas especificas, incluindo,
luminal A, luminal B, basal e triplo-negativo (CMTN) (THAKUR et al., 2022), como ja afirmado.

Relembrando, o tumor luminal A pode apresentar RE e RP positivo (+) ou HER2 negativo; o
luminal B, RE positivo (+) ou RP positivo (+), ou RP negativo (-), ou HER2+/-. Existem os tumores
enriquecidos com HERZ2, conhecidos como superexpressos/amplificados, se diferenciando do
CMTN que exibe negatividade para RE, RP e HER2. Os tumores do subtipo luminal A, apresentam
niveis baixos de Ki67 (menos de 14%), sendo de baixo grau de malignidade e melhor progndstico,
guando comparados com os tumores do subtipo luminal B, de alto grau de malignidade e com niveis
altos de Ki67 (maior ou igual a 14%). Os CMTNs sdo 0s que apresentam o pior prognostico entre
todos, tendo relagdo com a alta agressividade e atividade metastatica (THAKUR et al., 2022).
Devido aos varios subtipos de carcinomas de mama, existem implicacdes relevantes na aplicacao
das terapias de controle e combate ao cancer de mama, compreendendo uma associa¢do com 0s
comportamentos e respostas clinicas apresentadas em cada caso especifico (THAKUR et al., 2022).

Podendo estar dispersa pela membrana celular, a HER2 transmite sinais, ocasionando o
crescimento celular de forma abrangente, sendo do exterior da célula até o ndcleo na parte interna
da mesma (PERVEZ et al., 2016). A atuacdo da HER2 na célula, pode ser satisfatoria (FIGURA
11), quando esta proteina ndo esta ligada a fatores desfavoraveis, tais como descritos abaixo.

Estando a regulagdo da HER2 associada com diversos parametros clinicos, tais como: grau
tumoral, e receptores hormonais, a ativacdo desta proteina desenvolve resisténcia a apoptose,
interrompe a organizacao das células epiteliais e induz a proliferacdo descontrolada. Esta proteina
€ um biomarcador, que teve uma expressdo em media de 20% a 30% na neoplasia de mama
detectada através da imuno-histoquimica (PERVEZ et al., 2016).
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FIGURA 11. Atuacdo da HER2 na célula
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Habitualmente, as células contém duas copias do gene HER2, e sdo responséveis
pela producgdo da proteina HER2 na superficie celular de forma equilibrada. To-
davia, em alguns casos o0 gene HER2 estd amplificado, resultando em grandes
quantidades de cdpias do gene e uma superproducdo da proteina HER2. Tal ex-
cesso ocasiona a liberagdo de sinais que impulsionam a célula a se dividir, multi-
plicar e crescer em proporcdo maior do que as células normais, colaborando no
surgimento e progressdo do cancer.

Fonte: https://noticiasnaspec.blogspot.com/2010/08/0-que-e-0-her2.html

Acesso em: 23/10/2023

2.4 CICLO CELULAR

A base do surgimento do cancer decorre de alteragdes ndo letais nos genes que regulam o ciclo
celular, ou seja, com ganho de funcdo por mutacdo pontual, amplificacdo ou translocacéo
cromossomial dos proto-oncogenes, que promovem a proliferacéo e a diferenciacdo celulares, e a
perda de fungdo dos genes supressores de tumor (por mutagédo, delecgéo, etc.), os quais inibem a
proliferacdo celular, promovem a apoptose, o reparo do DNA, etc. Assim, no céncer, da-se a
desregulacdo dos genes e proteinas envolvidas no controle do ciclo celular, favorecendo-se o
acumulo de danos genéticos celulares néo letais e o surgimento e a proliferacdo descontrolada de
células neoplésicas heterogéneas sob os aspectos fenotipico, genético e citocinético (capacidade
proliferativa) (MALORNI et al., 2016; BRASILEIRO FILHO, G. et al., 2021).

A manutencdo da integridade e a transmisséo precisa da informacéo genética que ocorre entre as
células filhas, sdo essenciais para a garantia da funcionalidade normal de um organismo.
Mecanismos moleculares s&o utilizados pelas células, para separar a replicacdo de DNA na fase S
(sintese) a partir de uma distribuicdo igual de informacdo genética ocorrida no decorrer da fase M
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(mitose) (GOMEZ & HERGOVICH, 2016). A ndo reduplicacdo dos cromossomos antes da
separacdo das cromatides, é possivel devido a um rigido e preciso controle do ciclo celular, mas de
qualquer forma, as células s6 entram em mitose na ocorréncia completa da duplicacdo do DNA
(GOMEZ & HERGOVICH, 2016).

Os principais reguladores da progressao do ciclo celular sdo as quinases dependentes de ciclina
(CDKSs). O apoio e o recrutamento de substrato ocorre, conforme a formacdo, com ciclinas
diferentes especificas da fase do ciclo celular. O controle da sintese e degradacdo das ciclinas em
toda a célula regula as ligacGes entre os complexos CDK-ciclina, sendo que ainda ocorre a
modulacdo de CDK, pelas fosforilagcbes especificas de ativacdo ou inibi¢do e interagdes com
inibidores especificos de CDK. Tais fatores sdo importantes para a preservacdo da estabilidade
gendmica (GOMEZ; HERGOVICH, 2016). A integridade dos genomas dos mamiferos € ameacada
pela replicacdo, segregacdo do genoma defeituoso e ainda pelo dano enddgeno de DNA ou lesdes
de DNA induzidas de forma enddgena. Para tal as células se utilizam de um dano de DNA ajustado
(DDR), a fim de que ocorra a coordenacdo da deteccdo, sinalizacdo e reparo de danos no DNA
(GOMEZ; HERGOVICH, 2016). O progresso do ciclo celular em células de mamiferos ocorre por
meio de um complexo desafiador e bastante coordenado para as celulas eucaridticas,
especificamente em organismos multicelulares onde existe uma gama de células especializadas,
sendo que a deteccdo do DNA pela célula € essencial para a garantia da integridade gendémica
(GOMEZ & HERGOVICH, 2016).

A complexa reacdo da rede de sinalizacdo HER2 com a baixa sinalizag&o, contando ainda com a
via do ciclo celular (eixo CDK4/6-Ciclina D1-RB1), explica a resisténcia a terapia anti-HER2
frequentemente observada. Uma mediacdo por HER2 e receptor de estrogénio dos sinais
mitogénicos, faz a convergéncia destes, para o complexo Ciclina D1-CDK4/6, o regulador chave
da transicdo G1-S para a progressdo do ciclo celular (KOIRALA et al., 2022). A familia HER
(ERBB), de RTK (HER1/HER2/HER3/HER4), consiste em uma ligacdo de ligante extracelular
glicosilada ectodominio (subdominios ricos em leucina e cisteina), tendo como caracteristica uma
unica a-hélice transmembranar e uma regido intracelular (citossolica) abrangendo um segmento
justamembranar curto, tirosina de dominio quinase e uma cauda C-terminal flexivel contendo
tirosina. O dominio extracelular do receptor é conhecido por ser ativado por 11 ligantes peptidicos
e, apos estimulacdo, homo- ou hetero- dimerizam para ativar as vias de transdugdo de sinal de
tirosina quinase a jusante que resultam em proliferacdo celular, motilidade/adesdo e resisténcia a
apoptose: todas as principais caracteristicas da malignidade celular (KOIRALA et al., 2022).

Embora tenha ocorrido uma melhora expressiva da sobrevida dos pacientes, devido ao

desenvolvimento de terapias voltadas ao HER2, gerando uma maior qualidade de vida e
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possibilitando o gerenciamento dessas pessoas, ainda ocorrem resisténcias eventuais a terapias
direcionadas ao HERZ2, isso devido a ativacdo de vias compensatorias, onde é desenvolvido um

fenotipo da doenca de forma mais agressiva (KOIRALA et al., 2022).

2.5 DNA CIRCULANTE

Também conhecido como biodpsia liquida, o DNA circulante do tumor (ctDNA), pode ser
detectado em diferentes estadios, sendo precoce e tardiamente em uma proporc¢édo alta de casos,
podendo persistir durante anos, apds uma terapia supostamente bem sucedida, apesar das metastases
(SHAW et al. 2017).

De acordo com trabalho realizado por Birknerova et al., (2022), através de estudo de cancer de
cabeca e pescoco, foi ressaltado que a bidpsia liquida pode ser utilizada como uma alternativa mais
eficaz quando comparada com as bidpsias padrdes de tecidos, podendo ter varios aspectos mais
relevantes do tipo: invasividade, custo, limitacdo a uma Unica regido de observacéo, e o tempo para
se obter o resultado. Um maior entendimento sobre a deteccéo, anélise do (ctDNA) e principalmente
o perfil de metilacdo, configura um caminho seleto para a deteccdo e monitoramento dos
componentes do tumor.

O aumento da concentracdo de DNA circulante livre de células (cfDNA), e alteracdes
epigenéticas, sdo evidenciados em pacientes com céancer, durante o desenvolvimento da doenga e
utilizacdo de terapia. E possivel se ter em tempo real, uma avaliacio ndo invasiva do cancer através
do cfDNA. Qutro fator importante € que o cfDNA expresso pelo tumor, apresenta as mesmas
variantes visualizadas nas células tumorais (BERA et al., 2022).

A origem, assim como a relevancia bioldgica do cfDNA, pode ser encontrada tanto em
individuos saudaveis, quanto em pacientes com cancer (ctDNA), porém, existem relatos passados
de indicios de correlacdo do cancer com o aumento do cfDNA, mais especificamente em cancer
metastatico, onde aparece como a causa principal desse aumento, a morte celular programada
(apoptose), e por necrose, fendbmenos caracteristicos em tumores (BERA et al., 2022). Pacientes
com cancer possuem (ctDNA), abrigando alteragdes especificas do tumor, como mudancas
genéticas e epigenéticas (NAKAUCHI et al., 2016).

A liberacdo do cfDNA em individuos normais é realizada principalmente pelas células
hematopoéticas. Em casos de pacientes com cancer existe uma porc¢éo variavel de cfDNA composta
por DNA tumoral circulante (ctDNA), liberado pelas células tumorais (BIRKNEROVA et al.,
2022).

Conforme as conclusbes de Birknerova et al., (2022), existe um potencial na tecnologia de

deteccdo obtida através da utilizacdo do cfDNA, porém se faz necessario um avango na busca por
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melhoria na sensibilidade em se tratando de pequenas quantidades de cfDNA, especificamente em

estagios iniciais de cancer.

2.6 A EPIGENETICA E GENES SUPRESSORES TUMORAIS NO CARCINOMA DE
MAMA

A metilacdo do DNA é um processo reversivel que altera os padrdes de expressdo génica sem
que ocorra a modificacdo da sequéncia de DNA. A hipermetilacéo de regides genémicas ricas em
CpG também ocorre de forma semelhante, reprimindo genes supressores de tumor em uma faixa de
quase 80% dos casos (CHEUK; SHIN & KWONG, 2017). As regides CpGs estdo associadas com
promotores de genes, que estdo localizados perto dos locais de inicio da transcricdo em 70% dos
genes (CHEUK; SHIN & KWONG, 2017). A metilacdo do DNA em mamiferos é obtida de um
grupo metil (CH), ao carbono localizado na posicdo 5 do anel aromatico da citosina., como
observado na FIGURA 12,

FIGURA 12. Representacdo esquematica da metilacdo da citosina e controle da expressdo génica.
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A: metilagdo de citosina gendmica, modificando o carbono-5 do anel aromético da base nitrogenada
pela acdo de enzimas DNA-metiltransferases, transformando citosina em 5-metilcitosina (5mC). B:
controle de expressdo génica por acdo de metilacdo de citosinas em regiGes promotoras de genes,
impedindo que fatores de transcricdo e a RNA-polimerase possa ancorar de maneira adequada ao
DNA e assim iniciar a transcri¢do génica.

Fonte: https://www.pensamentoevolutivo.com/post/epigen%C3%A9tica-e-a-desconfian%C3%A7a-
a-respeito-do-lamarckismo

Acesso em: 23/10/2023.

O estudo de mecanismos que alteram a expressdo dos genes sem qualquer alteragdo na sequéncia
priméaria do DNA é denominado epigenética, sendo tais, herdaveis e reversiveis. A metilagdo do
DNA, modificac6es de histonas, RNAs nédo codificadores (miRNA, siRNA), séo classificados como

os principais fendmenos relacionados as alteracoes epigenéticas (THAKUR et al., 2022).
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A probabilidade de ocorréncia do cancer de mama pode ter alguns sinais oriundos das alterac6es
na metilacdo do DNA em tecidos normais distantes ou adjacentes ao cancer. E sugerido que as
variabilidades de metilacdo vistas em alguns genes que possuem relacdo com cancer em tecidos
mamarios normais, podem ter ocorréncia antes do surgimento do cancer de mama (THAKUR et al.,
2022). O rastreamento de diferentes tipos de cancer de mama, pode ser dado até a populacdo
progenitora, através da implantacdo de perfis de metilacdo Unica, levando em conta a celula de
origem ou a heterogeneidade bioldgica visualizada no cancer de mama (THAKUR et al., 2022).

Os estudos voltados para a epigenética tiveram um avango nesse tema nos Ultimos 20 anos,
gerando milhares de metilomas normais e mapas cancerosos, aliados a uma grande diversidade de
ferramentas sofisticadas baseadas na informatica, para possiveis analises de todo o genoma. Tais
metilomas oferecem informac@es essenciais, para o entendimento da biologia do céncer, assim
como a descoberta de biomarcadores de metilacdo do DNA para possibilitar uma deteccao precoce
e ainda 0 acompanhamento do cancer (CLARK & MOLLOQY, 2022).

Tanto as alteracdes epigenéticas, como as alteracGes genéticas, estdo relacionadas com o
desenvolvimento e a progresséo do cancer. E bastante relevante o estudo dessas alteragdes, através
da deteccdo da metilagcdo, por mostrar uma grande versatilidade, quanto ao monitoramento
molecular de pacientes com cancer, fazendo com que ocorra um aumento das pesquisas de métodos

diagnosticos e terap@uticos do cancer (AIDE et al., 2008).

2.7 A PROTEINA P53 E O CANCER DE MAMA

A proteina p53 é o produto do gene TP53, e apresenta um papel vital na supressao tumoral,
regulando a estabilidade de genomas através da modulagéo do ciclo celular e apoptose. Alteracdes
na p53 ocorrem em cerca de 80% dos tumores de mama do tipo triplo-negativo (CMTN), (BERKE;
SLIGHT & HYDER, 2022). O gene TP53 se localiza no cromossomo 17, possui 13 éxons e 11
introns. Existe associacdo entre mutacdes no gene TP53 e diversos tipos de cancer (BERKE;
SLIGHT & HYDER, 2022).

Foi vista a modulacdo da dindmica mitocondrial pela p53, onde ocorre a restricdo das
propriedades metastaticas das células cancerosas. O alvo mamifero do complexo 1 de rapamicina
(mMTORC1), é inibido pela p53, dando-se a sinalizagdo para ocorrer a diminuicdo do nivel de
proteina do processo de fissdo mitocondrial (MTFP1) (PHAN et al., 2022). Este promove a proteina
1 que é relacionada a fosforilagdo da dinamina pro-fisséo (Drpl). Este mecanismo, possibilita a p53
restringir a migracgéo celular e a invasao mediada pela DRP1 (PHAN et al., 2022).

A p53 tem um papel central e multifuncional na resposta celular ao dano no DNA. E regulada

positivamente ap0s estresse genotoxico, induzindo programas de transcricdo que realizam a
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interrupcéo do ciclo celular transitdrio e parada permanente do ciclo na forma de senescéncia. O
gene TP53 é 0 mais comumente mutado no cancer, aparecendo as suas muta¢fes em cerca 50% de
todos os tipos de canceres humanos (KULABEROGLU; GUNDOGDU & HERGOVICH, 2016).

A presenca da p53 é normalmente de extrema importancia, onde pesquisas mostram que
camundongos deficientes de p53 morrem em uma faixa de quase 100% de penetrancia do cancer
em torno dos 6 meses. Foi mostrado em um estudo com camundongos chamados “super-p53” que
uma expressdo moderadamente aumentada de p53 combinada com pl6INK4A/pl19ARF, pode
ocasionar a extensdo de vida livre de tumor (KULABEROGLU; GUNDOGDU & HERGOVICH,
2016).

2.8 A METILACAO DO GENE CDKN2A NO CANCER DE MAMA

H& mais de uma década foi debatido sobre o gene CDKN2A, como um fator progndstico no
ambito do cancer de mama. Este gene é um supressor tumoral, localizado no cromossomo 9p21, e
0 seu produto é a proteina pl16, que tem a funcdo de inibir a proliferacdo celular, ocasionando a
manutencdo da célula em G1, inibindo a progressdo da mesma para a fase S da mitose (FIGURA
13). A inibicdo da p16 esta presente em diversos tumores, incluindo o cncer de mama. A relagdo
entre 0 pl6 e o cancer de mama em seus diversos estadios, objetiva o estabelecimento das
associacOes causais, preditivas e prognosticas (LEBOK et al., 2016). Pertencente a familia INK4
que inibe CDk4 e CDK®6, mantém a hipofosforilagdo do gene RB1 (Retinoblastoma), que desta
forma tem atuacgéo direta na interrupcao do ciclo celular na fase G1, (VOHRA & SIDDIQUI, 2015).

FIGURA 13. Esquema de atuacdo da p16, interrompendo o ciclo celular na fase G1
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Esquema de atuacdo da p16, através inibicdo da CDK4/6, associada a proteina do
retinoblastoma fosforilada interrompendo o ciclo celular na fase G1.

Fonte: https://ar.iiarjournals.org/content/35/8/4397.figures-only

Acesso em: 23/10/2023

A hipermetilacdo das ilhas CpGs de forma interna e diretamente nas regides promotoras de genes,

€ uma via cada vez mais fundamental na inativacdo da transcri¢cdo para muitos genes supressores


https://ar.iiarjournals.org/content/35/8/4397.figures-only
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tumorais. O gene CDKN2A tem fungédo importante na via ciclina D-Rb, atuando na manutencéo da
proteina Rb na forma ativa em estado ndo fosforilado. Praticamente todos os tumores perdem o
controle da ciclagem celular por essa via, através da interrupcao da funcdo p16INK4A, ou ainda por
mutacdes na Rb, ndo ocorrendo em ambos de forma geral. Normalmente a perda da p16INK4A
ocorre por meio de delecéo, hipermetilacdo do promotor e de forma menos comum, por mutacéo
casual (ROSAS et al., 2001). Um estudo analisou a expressao da proteina p16 em 202 amostras de
tecidos parafinados de cancer de mama em mulheres oriundas do Sudao, utilizando o método de
imuno-histoquimica. Foi enfatizada uma associacdo da proteina p16 com o alto grau histolégico,
metéstase de linfonodo e prognostico desfavoravel. E ressaltado que a p16 pode ser utilizada como
um potencial marcador progndstico (SALIH; HIGGO & EED, 2022).

2.9 A METILACAO DO GENE RB1 NO CANCER DE MAMA

O gene RB1 expressa a proteina retinoblastoma, onde em uma acéo conjunta a fosforilacdo do Rb
por quinases dependentes de Ciclina D1-Ciclina 4 e 6 (CDK4/6), e outros complexos de ciclina-
CDKs, ocorre a inducdo da liberacdo de fatores transcricionais da familia E2F e a consequente
transcrigcdo de genes necessarios para entrada da fase S (MALORNI et al., 2016).

Frequentemente ocorre a atividade aberrante da quinase CDK4/6, ocasionada pela amplificagédo
da ciclina D1, tal como a desregulacdo de varias vias de sinalizacdo (KUMARASAMY et al., 2022).

O Rb desempenha papel crucial em todos os tipos de carcinomas de mama, porém a inativacao
da via ocorre por mecanismos variaveis. A desregulacdo da ciclina D1, esta associada a positividade
do HER2 no carcinoma de mama, porém sem a perda da Rb geralmente, onde de forma contréria, a
desregulacdo da via ocorre primordialmente pela perda da Rb em cancer de mama triplo-negativo,

estando a perda da Rb associada a uma resposta favoravel a quimioterapia (LESER et al., 2022).

210 A METILAQAO DO GENE CDH1 NO CANCER DE MAMA

O gene CDHL1 codifica a proteina E-caderina, onde a metilagdo deste gene tem grande relevancia
na inibicdo da expressdo da E-caderina. A E-caderina atua diretamente na supressao de tumores,
mas com a sua inibigéo, ocorre um maior aumento da agressividade no tumor da mama (L1U et al.,
2016).

Estudo recente mostra que a mutacdo no CDH1, ndo impacta o progndstico de pacientes com
cancer de mama lobular invasivo, porém no caso de mutagdes de CDH1 + ERBB2, ocasiona um
prognostico desfavoravel (CORSO et al., 2018).

O carcinoma lobular invasivo (CLI) compreende até 10-15% entre todos 0s canceres de mama

diagnosticados. Os CLIs apresentam padrdes de crescimento e exibem células desconexas
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individualmente dispersas ou dispostas em arranjos lineares no estroma fibroso, quando comparados
aos carcinomas ductais invasivos tipos nao especificos (CDI/NTE), porém, ha diferencas do CLI,
quando comparado ao carcinoma ductal invasivo (CDI/NTE), relacionadas as caracteristicas
clinicopatoldgicas e a capacidade de resposta a terapia (ALEXANDER et al., 2022; CHEN et al.,
2017). Uma caracteristica desconexa de CLI, ao nivel molecular, se da devido a desregulacéo da
adesdo célula-celula, principalmente impulsionada pela falta de expressao da proteina E-caderina
(CDH1), o que é verificada geralmente, sendo ainda uma caracteristica discriminante do CLI, pois
que uma forte expressdo membranar de E-caderina é observada na maioria dos CDI/NTE
(ALEXANDER et al., 2022).

2.11 A METILACAO DA HTERT NO CANCER DE MAMA

Dois dos principais componentes da telomerase humana sdo a subunidade enzimatica
transcriptase reversa da telomerase (h"TERT), e uma subunidade de RNA (hTR), a qual serve como
molde para o alongamento do DNA telomérico (NGUYEN et al., 2022). Os telébmeros sao
extremidades terminais presentes nos cromossomos lineares (FIGURA 14), e essas estruturas sao
compostas por uma sequéncia de repeticdo de DNA (TTAGGG), na maioria dos eucariotos. A
terminacdo dessa sequéncia se da através da ligacdo especifica de telébmero proteinas. Em cada
divisdo celular ocorre progressivamente o encurtamento dos telébmeros, o que ocasiona a
senescéncia e morte celulares (NGUYEN et al., 2022).

A regulagdo positiva da hTERT ocorre em tumores, sendo possibilitada por mecanismos
genéticos distintos tais como: amplificacGes, variantes estruturais, mutacdes do promotor hTERT e
epigenéticas através da metilacdo do promotor hTERT. Tanto as muta¢cdes do promotor hTERT,
guanto a metilacdo do promotor hTERT e miRNAS, possuem consequéncias clinicas em canceres
dependentes da ativacdo da hTERT (LEAO et al., 2018). Apesar de serem necessarios novos estudos
a respeito da regulacdo do hTERT, é conhecido que uma das suas regides promotoras, denominada
Regido Oncoldgica Hipermetilada (THOR), quando se apresenta hipermetilada mostra uma
associacdo com a progressdo tumoral (APOLONIO et al., 2022).

A auto-renovacao replicativa celular ilimitada é de grande relevancia, sendo uma caracteristica
do cancer, 0 que é possivel através da manutencdo dos telomeros, ocorrendo principalmente pela
ativacdo da telomerase hTERT (LEAO et al., 2018).

O silenciamento de hTERT causa encurtamento gradual dos telémeros a cada divisdo celular,
levando a um ponto de atrito critico que desencadeia uma parada no ciclo celular, resultando em
senescéncia ou apoptose através das vias supressoras tumorais p53, ou Rb. Isso age como uma
barreira para a imortalidade replicativa (GUTERRES & VILLANUEVA, 2020).
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FIGURA 14. Telébmeros como pontos brilhantes nas extremidades dos cromossomos.

Os teldmeros aparecem como pontos brilhantes nas extremidades de cada cromossomo na figura
mostrada acima. Crédito da imagem: "Capas de telémeros," by U.S. Department of Energy Human

Genome Program (public domain). Fonte: https://pt.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-
genetic-material/dna-replication/a/telomeres-telomerase Acesso em: 23/10/2023.

Algumas mudancas neoplasicas permitem replicacdo apds esse ponto critico. No entanto, a
continua erosdo dos teldmeros finalmente desencadeia uma crise dos telémeros, caracterizada por
disfuncdo que leva a instabilidade genémica e morte celular. Alguns clones viaveis podem escapar
dessa crise reativando mecanismos de manutencao dos telémeros (GUTERRES & VILLANUEVA,
2020). A maioria dos canceres supera a senescéncia replicativa aumentando a expressao de hTERT
e, assim, a atividade da telomerase. A atividade da telomerase é encontrada em cerca de 90% dos
canceres (GUTERRES & VILLANUEVA, 2020). Estudo recente de gendmica pan-cancer
identificou expressao de hTERT em cerca de 75% das amostras tumorais, com 31% delas abrigando
mutacdes pontuais no promotor hTERT e 53% exibindo metilagdo desse promotor (GUTERRES &
VILLANUEVA, 2020).

Embora o comprimento dos telémeros em tumores seja tipicamente menor do que nos tecidos
normais, possivelmente devido ao aumento das divisdes celulares nas células tumorais, estudos
prospectivos ndo encontraram associac¢@es significativas entre o0 comprimento dos teldmeros e um
maior risco de cancer. Por outro lado, analises utilizando randomizagdo mendeliana, que s&o menos
propensas a efeitos de confuséo e causalidade reversa, sugerem que variantes genéticas associadas
a teléomeros mais longos tendem a aumentar o risco de desenvolvimento da maioria dos tipos de
cancer. Assim, o estudo destaca a natureza complexa da relacdo entre telémeros, regulacdo da
telomerase e cancer, enfatizando a necessidade de investigacdes adicionais (GUTERRES &
VILLANUEVA, 2020), FIGURA 15.


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Telomere_caps.gif
https://pt.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-genetic-material/dna-replication/a/telomeres-telomerase
https://pt.khanacademy.org/science/biology/dna-as-the-genetic-material/dna-replication/a/telomeres-telomerase
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FIGURA 15. Regulacdo da hTERT em cancer.
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Dinadmica do comprimento dos teldmeros em diferentes células ao longo do tempo. Os telémeros encurtam
com o tempo. As células germinativas e as células-tronco embrionérias tém longos teldmeros que sdo mantidos
pela atividade da telomerase. As células-tronco tém teldmeros mais curtos e as células somaticas ainda mais
curtas. Apds multiplas divisdes celulares, essas células atingem um estado de senescéncia (M1). No estagio
M2, as células entram em crise devido aos seus telémeros curtos que levam a instabilidade cromossémica e
gendmica, resultando em apoptose. As células cancerigenas escapam da crise por meio da ativacdo da
telomerase, readquirem teldmeros mais longos e capacidade ilimitada de autorrenovacao.

Fonte: (Ledo et al, 2018) Disponivel em: https://jbiomedsci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12929-018-
0422-8 Acesso em: 23/10/2023.

2.12 JUSTIFICATIVA

Este trabalho podera contribuir com a compreensdo do cancer de mama, através da busca pelo
entendimento da atuacao dos genes supressores de tumor ("nTERT, CDKN2, RB1 e CDH1) estudados
especificamente neste tipo de neoplasia, sabendo que a correlacéo do estado da metilagdo dos genes
analisados em momentos distintos, juntamente com os subtipos de tumores classificados pela
imuno-histoquimica e com os dados clinicos e demogréaficos das participantes deste estudo, sdo de
grande relevancia, no qual tanto a clinica podera obter informaces valiosas relacionadas a possiveis
orientacGes terapéuticas, quanto serviré para o desenvolvimento de novos trabalhos no contexto do

cancer de mama avancado.

2.13 HIPOTESE

A metilacdo dos genes supressores de tumor (hTERT, CDKN2A, RB1 e CDH1) apresenta
variagOes relevantes nos fragmentos de tumor, margem tumoral e DNA circulante, evidenciando
alteracdes epigenéticas relacionadas a progressdao do carcinoma de mama. Ainda é esperado que
deteccdo da metilacdo do DNA possibilite uma correlagdo com os dados clinicos e demograficos
das participantes do estudo, relacionando-os ainda com as expressdes dos receptores hormonais e
Ki67, através de analise imuno-histoquimica, o que fornecerd informac6es valiosas referentes a

heterogeneidade tumoral, assim como o comportamento da doencga.


https://jbiomedsci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12929-018-0422-8
https://jbiomedsci.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12929-018-0422-8
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3. OBJETIVOS

Geral

. Avaliar a metilacdo dos genes supressores de tumor hTERT, CDKN2, RB1 e CDH1, em fragmentos
cirtrgicos de cancer de mama: regido tumoral, margem tumoral, e em DNA circulante, através do

painel de metilacdo identificado.

Especificos

. Monitorar as participantes desta pesquisa, através do painel de metilacdo do DNA circulante,
durante o periodo da primeira coleta do material no dia da cirurgia, até a segunda coleta de sangue
um ano apos a mastectomia.

. Correlacionar o painel de metilagdo dos genes analisados, com os dados clinicos e demograficos
das participantes, e com as expressoes de receptores hormonais, HER2 e Ki67 das pacientes com

amostras analisadas pela imuno-histoquimica.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE PESQUISA

Tratou-se de estudo prospectivo, onde todas as participantes foram acompanhadas, durante todo
0 periodo da pesquisa através das alteracGes epigenéticas no DNA do tumor, margem e DNA
circulante no soro. Foram incluidas 15 mulheres com idades entre 44 e 78 anos (a idade média foi
de 56,7 + 9,6 anos). O numero reduzido de participantes neste estudo € atribuido ao grupo limitado
de pacientes atendidas no Instituto de Ginecologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Brasil, entre outubro de 2018 e julho de 2021, devido ao periodo da pandemia (COVID19).
Codigo de aprovacéo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa Clinica do HUCFF/UFRJ:
NUmero do parecer: 2.927.243 (2018)
CAAE: 91406118.6.0000.5257
Protocolo: 186-18 do grupo IlI

4.1.1 Locais de Pesquisa e Procedimentos Clinicos

As coletas cirargicas das amostras das regides tumorais, regides adjacentes aos tumores, do
sangue para a analise do DNA circulante pelo soro, e as analises histopatoldgicas foram realizadas
no Instituto de Ginecologia da UFRJ, Hospital Moncorvo Filho, na cidade do Rio de Janeiro. As
avaliacOes das alteracGes moleculares das amostras foram realizadas no Laboratorio de Biologia
Celular do Departamento de Patologia/SAP-HUCFF, UFRJ.
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4.1.2 Critérios de Incluséo
Foram incluidas na pesquisa as participantes que tiveram o diagndstico de cancer de mama, e
que concordaram em participar da pesquisa, através da assinatura do termo de consentimento livre

e esclarecido (TCLE), maiores de 18 anos.

4.1.3 Critérios de Exclusdo

Foram excluidas as mulheres que ndo autorizaram as participagdes no estudo, ndo assinando o
(TCLE), mesmo que o diagndstico seja de cancer de mama;

Foram excluidas da pesquisa, as pessoas do sexo feminino menores de dezoito anos, ou com
HIV;

4.1.4 Amostras

Foram utilizadas amostras provenientes de coletas de fragmentos de tecidos extraidos da peca
cirtrgica das participantes (N=15), em procedimentos cirtrgicos das mamas, abrangendo regifes
tumorais, margens tumorais, sendo identificadas pelo patologista que procedeu com a manipulagao
do material cirurgico.

Da peca proveniente apés cirurgia encaminhada para o patologista identificar a area tumoral e
livre de tumor foram retirados dois fragmentos: um da regido tumoral e outro da margem tumoral.

Todas as cirurgias fizeram parte dos procedimentos de rotina da clinica, ressaltando que as
participantes desta pesquisa ndo se dirigiram ao Instituto de Ginecologia da Universidade Federal
do Rio de Janeiro somente para participarem deste estudo, sendo entdo, aproveitada a oportunidade
do comparecimento das mesmas ao local do tratamento, quando foram coletadas em uma Unica vez,
as amostras mencionadas, para serem analisadas, como planejado neste trabalho. Foi realizada no
ato da cirurgia de rotina, a coleta de uma amostra de 5ml de sangue periférico de cada participante,
para a analise de DNA tumoral circulante (ctDNA). As coletas e analises dos materiais para a
histopatologia também foram realizados no mesmo local citado acima.

Foram coletadas no total 2 amostras de sangue periférico das participantes de retorno que foram
localizadas durante o estudo, em um periodo entre 1 e 2 anos ap0s as cirurgias, sendo a primeira
coleta no ato do procedimento cirdrgico, e as demais coletas, no retorno das participantes ao

hospital.

4.1.5 Armazenamento das amostras
Todas as amostras de DNA circulante coletadas para este estudo foram armazenadas em um
Biorrepositorio transitdrio, no Laboratorio de Biologia Celular do Departamento de Patologia/SAP-

HUCFF, UFRJ, de acordo com as especificacfes dos protocolos locais para cada tipo de amostra (-
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20°C DNA extraido do sangue). Somente foram armazenadas as amostras de DNA circulante das
participantes deste estudo que autorizaram 0 armazenamento de suas amostras, mediante as
assinaturas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As amostras de DNA
circulante oriundas das participantes que néo autorizaram o armazenamento serdo descartadas apds
0 estudo. Caso seja realizado um novo projeto de pesquisa sendo utilizadas as amostras das
participantes que autorizaram a utilizacdo de suas amostras sem uma nova autorizacao, sera feita
uma nova submissdo do projeto a ser realizado, a ser apreciado pelo CEP do HUCFF/UFRJ. E de
grande relevancia o armazenamento das amostras de DNA, para que futuramente possam ser
realizadas comparagOes das amostras armazenadas, com amostras novas coletadas das participantes

durante o decorrer da pesquisa, tal como descrito no item metodologia proposta.

4.1.6 Analise das amostras coletadas

As analises histopatoldgicas foram realizadas no Servigo de Anatomia Patolégica do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho - UFRJ. As analises da metilacdo do DNA tumoral circulante
foram realizadas no Laboratério de Biologia Celular do Departamento de Patologia/SAP-HUCFF,

através da utilizacdo de iniciadores especificos para metilacdo (ROSAS; KOCH et al. 2001).

4.1.7 Extracdo de DNA do soro com kit Quick-gDNA™ MiniPrep (ZymoResearch) Catalog number
D3024

Foi adicionado 400ul do tampao de lise gendomico para 100ul de soro. Foi feito um vortex de 4
a 6 segundos e deixado em temperatura ambiente entre 5 e 10 minutos. Foi transferida a mistura
para uma coluna zymo-spin em um tubo de coleta. Os tubos foram centrifugados a 10.000 x g por
um minuto. Foi descartado o tubo de coleta com o sobrenadante. A coluna foi transferida para para
um novo tubo de coleta. Adicionado 200ul de DNA Pre-Wash Buffer a coluna spin. Foi
centrifugado a 10.000 x g por um minuto.Adicionado 500ul de g-DNA Wash Buffer a coluna spin.
Centrifugado a 10.000 x g por um minuto. Transferida a coluna para um novo tubo limpo.
Adicionado > 50ul de DNA Elution buffer ou agua na coluna spin. Incubado por 5 minutos e
centrifugado apos por um minuto para eluir o DNA.

4.1.8 Extracdo de DNA dos fragmentos de tumor e margem pelo método de Fenol:cloroférmio
Reagentes utilizados:

Tampéo de lise SEB:

AM Tris.HCI pH 7,5 120puL (10mM), 0,5M EDTA pH 8,0 240pL (10mM), 5M NaCl 24puL (10
mM), 10% SDS 2,4mL (2%), &gua para volume final del2mL.
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PK (proteinase K) a 10mg/mL

Tampéo de diluicdo: 1M Tris-HCI pH 7,5 100uL (10mM), 5M NaCl 200uL (100mM), 100%
Glicerol 1ml (10%), agua para volume final de 10ml (8,7mL de &gua)

Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico (25:24:1)

Foi utilizado o UltraPure™Phenol:Chloroform: IsoamylAlcohol (Invitrogen™) Cat. no. 15593-031
A amostra de tumor (0,5cm), foi adicionada em tubo eppendorf contendo 500l de tampéo de lise
celular (Tris-HCI 10mM, pH 7,5; EDTA 10mM; NaCl 10mM; SDS 2%), e adicionado
posteriomente 15uL de PK a 10mg/ml. Apos foi feita a incubagdo dos fragmentos por 2 horas a
56°C. Foi adicionado volume igual de fenol:cloroférmio, agitado 1 minuto e centrifugado por 5
minutos a 5000 rpm para separar as fases. A fase aquosa (parte superior), foi colocada em outro
tubo e adicionados 2 volumes de etanol e 15uL de 5M NaCl. A suspenséo foi incubada por 2 horas
a-20°C e depois centrifugada por 20 minutos a 10 000 rpm. O pellet foi lavado com etanol a 80%.
Apos, foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 15uL de agua milli-Q. Os DNA’s
provenientes dos fragmentos dos tumores coletados nas cirurgias, foram extraidos a fim de evitar a
degradacdo da amostra. Apos as extracfes, 0 DNA de cada amostra foi dosado utilizando o
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 da Thermo Scientific. Apés isso, todos os DNA’s foram diluidos

numa mesma concentragdo (0,05 pg/pl).

4.1.9 Andlise da Integridade do DNA

O DNA extraido foi submetido a reagdo em cadeia pela polimerase (PCR), para confirmacéo da
sua integridade e como um controle interno para confirmar a eficdcia da extracdo e da
amplificacdo do DNA, usando iniciadores para um fragmento do exon 5 do gene codificante da
proteina p53, que amplificam um fragmento de 274 pb segundo descrito por Pestener e cols. (1994).
Os iniciadores utilizados para amplificar o gene p53 foram: p53: 5-GCA ACC AGC CCT GTC
GTG TCT CCA-3’; 5-GGA ATT CTG TTC ACT TGT GCC CTG ACT TTC AAC-3’ (TABELA
2). Para a amplificacdo, 2ul de DNA tratado foram adicionados a 50ul de volume final de mistura
de reacdo, contendo 1 X Tampéo de PCR, dNTPS (1,25 mM cada), iniciadores (300ng cada por
reagdo), 25 mM MgCI?, e 5ul/ml de Taq polimerase. A ciclagem usada para a p53 foi: Desnaturagio
inicial 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto;

extensdo final 72°C por 5 minutos.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/840-329700
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TABELA 2. Sequéncias dos iniciadores para avaliagdo dos genes por MSP (Methylation Specific
PCR), e o tamanho do produto.

GCA ACC AGC CCT GTC GGA ATT CTGTTC ACT TGT
GTG TCT CCA GCCCTGACTTTC AAC

P53 P53

pb, pares de base. P53: Gene que codifica a proteina p53

4.1.10 Tratamento do DNA com Bissulfito de Sédio

Kit EZ DNA Methylation-Gold™Kit) ZymoResearch Ref: D5005

As amostras foram preparadas para tratamento com Bissulfito (BST) (volume total: amostra +
H>O/PCR= 20ul).

Foram utilizados 5ul da amostra de DNA+15ul H20/PCR para tumor e margem. Para as

amostras de soro foi utilizado 20ul da amostra de DNA extraido. Para as células utilizadas como
controle foi utilizado 1pl do DNA celular+19ul de H20/PCR.

Para iniciar o tratamento com BST foram adicionados 24ml de etanol 100% para 6ml M- wash
Buffer. Apos foi preparado 1 tubo CT Conversion Reagent na hora do tratamento (10 amostras).
Em seguida foram adicionados 900ul de H2O/PCR, e ap6s foram adicionados 300ul M-dilution-
Buffer (tampa vermelha). Apds essa etapa foram adicionados 50ul M-dissolving—Buffer. Foi feito
Mix/vortex por 10 min. Em seguida foram adicionados 130pl do CT Conversion Reagente em cada
amostra. As amostras foram incubadas no termociclador a 98°C por 10 minutos, 64°C por 2,5h, e a
4°C por 7 min. Foram adicionados 600ul Binding-Buffers nas colunas Zymo Spin e colocadas em
um tubo coletor. Cada amostra foi identificada na tampa de cada coluna. As amostras foram
colocadas nas respectivas colunas. Foram bem fechadas as tampas das colunas, e invertidos os tubos
3x cada um.

Na sequéncia as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 30 a 60 segundos, e apdés foi
descartado o liquido (tubo coletor), que passou pela coluna. Foram adicionados 100ul M-Wash-
Buffer em cada coluna e ap6s foi centrifugado a 12.000 rpm por 30 a 60 segundos). Foram
adicionados 200ul de M-Desulphonation buffer em cada coluna e deixado a temperatura ambiente
(20°C — 30°C), de 15min a 20 min. Apds a incubacéo, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm
por 30 segundos a 1 min), seguido da adicdo de 200ul de M-Wash-Buffer em cada coluna e
centrifugado na velocidade méaxima (12.000 rpm por 30 seg e no maximo 1 min). A etapa de

lavagem foi repetida, sendo adicionados 200ul de M-Wash-Buffer em cada coluna e os tubos
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centrifugados a 12.000 rpm por 30 segundos a 1 min). As colunas foram colocadas em tubos
Eppendorfs (p/ PCR 1,5ml), e adicionados 15ul de M-Elution-Buffer (no minimo 10ul), e
centrifugadas a 12.000 rpm por 1 min p/ eluir o DNA.

4.1.11 Metilacédo da regido promotora dos genes RB1 e CDH1

Para analisar o estado de metilacdo dos sitios CpGs da regido promotora dos genes que codificam
pRb e E-caderina, 1ug do DNA gendmico de cada célula das amostras foi tratado com Bissulfito de
sodio e depois analisado pelo método MSP (do inglés, Methylation-Specific Polymerase Chain
Reaction). Esta técnica é baseada no principio de que as sequéncias de DNA de regies gendmicas,
metiladas e desmetiladas diferem ap6s o tratamento com o Bissulfito de sddio, e podem, assim,
serem distinguidas por PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction) sequéncia-especifica,
(TABELA 3).

Para a amplificacdo, 4uL de DNA tratado foram adicionados a 50pL de volume final de mistura
de reacdo, contendo 1 X Tampéo de PCR, dNTPS (1,25mM cada), iniciadores (300ng cada por
reacdo), 1,5mM MgCI? e 1,25 unidades de Taq polimerase. Ambas as amplificacbes foram
realizadas no termociclador (Applied Biosystems 9700). Os reagentes utilizados na PCR foram da
fabricante Promega. A polimerase utilizada para 0 MSP foi GoTaqg G2 Hot Start Green Master Mix,
Cat. No: M7422, Promega. A ciclagem para analise do gene RB1 foi: desnaturacéo inicial a 96°C
por 7 minutos; 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; extensao
final 72°C por 5 minutos. A ciclagem para a PCR do gene CDHL1 foi: desnaturacéo inicial a 96°C
por 7 minutos; 35 ciclos de: 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; extensdo
final 72°C por 7 minutos.

TABELA 3. Sequéncias dos iniciadores para avaliacdo dos genes RB1 e CDH1 por MSP

(Methylation Specific PCR), e os tamanhos dos produtos.

RBM 172 Sippl
GGGAGTTTCGCGGACGTGAC ACGTCGAAACACGCCCCG C,etal.
2018
RBU 172 Sippl
GGGAGTTTTGTGGATGTGAT ACATCAAAACACACCCCA C,etal.
2018
ECM 204
GGTGAATTTTTAGTTAATTAGCGGTAC CATAACTAACCGAAAACGCCG ?FI;',AeFt'.:éI,
1997
ECU 211
GGTAGGTGAATTTTTAGTTAATTAGTGG ACCCATAACTAACCAAAAACACC GRAFF,
TA A J. R, etal,
1997

pb, pares de base. RB1: Gene do retinoblastoma. CDH1: Gene E-caderina 1. M: metilado. U: ndo metilado.

RB1

CDH1
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Os produtos amplificados por MSP foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%

e detectados através da coloracdo pelo método do nitrato de prata.

4.1.12 Metilagéo da regido promotora dos genes CDKN2A e hTERT

Para analisar o estado de metilag&o dos sitios CpGs da regido promotora dos genes que codificam
P16 e hTERT, as amostras de DNA foram modificadas com bissulfito de sodio e depois analisados
pelo método MSP (do inglés, Methylation-SpecificPolymerase Chain Reaction). Esta técnica €
baseada no principio de que as sequéncias de DNA de regides gendmicas, metiladas e desmetiladas
diferem apos o tratamento com o Bissulfito de sodio, e podem, assim, serem distinguidas por PCR
(do inglés, Polymerase Chain Reaction) sequéncia-especifica (TABELA 4). Para a amplificacéo,
4uL de DNA tratado foram adicionados a 50uL de volume final de mistura de reagdo, contendo 1
X Tampéo de PCR, dNTPS (1,25mM cada), iniciadores (300ng cada por reacdo), 1,5mM MgCl, e
1,25 unidades de Taqg polimerase. Ambas as amplificagbes foram realizadas no termociclador
(Applied Biosystems 9700). A polimerase utilizada para o MSP foi GoTag G2 Hot Start Green
Master Mix, Cat. No: M7422, Promega. A ciclagem para analise do gene CDKN2A foi:
desnaturacdo inicial a 96 °C por 7 minutos; 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto,
72°C por 1 minuto; extensdo final: 72°C por 7 minutos.

A polimerase utilizada para 0 MSP foi GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix, Cat. No: M7422,
Promega. A ciclagem para analise do gene hTERT foi: Desnaturacéo inicial 96°C por 7 minutos; 35

ciclos de: 95°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto; Extensdo final 72°C por 5

minutos.
TABELA 4. Sequéncia dos primers utilizados no PCR — MSP produtos dos genes CDKN2A e

hTERT e os tamanhos dos produtos.

CDKN2A U 5-TATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3’ 5’CAACCCCAAAC 151
CACAACCATAA-3>  Rosas,
CDKN2A 2001
CDKN2A M 5’>-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3*  5°- 150
ACCCCGAACCGCG Rosas,
ACCGTAA-3’ 2001
hTERT U 5'-GAGGTATTTCGGGAGGTTTCGC-3’ 5'- 126
hTERT ACTCCGAACACCA Haraguchi,
CGAATACCG-3’ 2017
hTERT M 5'-GGAGGTATTTTGGGAGGTTTTGT-3’ 5S'CAAACTCCAAA- 121
CACCACAAATA- Haraguchi,
CCA-3' 2017

pb, pares de base. CDKN2A: Gene Inibidor de quinase dependente de ciclina 2a. hTERT: Gene Transcriptase
reversa da telomerase humana. M: metilado. U: ndo metilado.
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4.1.13 Eletroforese em gel de poliacrilamida
O produto amplificado da PCR foi submetido a corrida por eletroforese em gel de poliacrilamida
na concentracdo de 10%. Todos os géis receberam a aplicacdo do padrdo de DNA 100 bp ladder®

da Invitrogen em um dos pocos, e nos demais pocos as amostras do produto amplificado da PCR.

4.1.14 Coloracdo dos géis pelo método do nitrato de prata

Apobs a eletroforese do produto da PCR, os géis foram corados pelo método do nitrato de prata
de acordo com o método descrito em (SILVA M M. 2013), que consiste numa etapa inicial de
fixacdo do DNA onde o gel é banhado por dez minutos em uma solugéo de 0,8% de &cido acético
glacial e 10% de etanol absoluto em agua destilada, seguida por uma etapa de impregnacéo pelo
nitrato de prata numa concentracao de 0,2% em agua destilada por dez minutos apés a qual se lava
com agua destilada por 15 seg. para retirar 0 excesso de nitrato de prata, e por fim o gel é banhado
na solucdo de revelacdo composta de NaOH a 3% e formaldeido a 0,8% em &gua até o nitido
aparecimento das bandas.

4.1.15 Analise das fotomicrografias das ldaminas da Histopatologia

As laminas provenientes dos cortes histoldgicos dos blocos parafinados das amostras das
pacientes acompanhadas neste estudo, foram analisadas no Servi¢co de Anatomia Patoldgica do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, onde foram diagnosticados os diferentes tipos de
carcinomas mamarios apresentados. Foi elaborada uma tabela dos laudos das andlises
histopatoldgicas, evidenciando os tipos de carcinomas e 0s graus de extensao de cada caso. Foram
realizadas as fotomicrografias dos cortes histolégicos das ldaminas das amostras das participantes
deste estudo. As laminas e os blocos analisados, foram obtidos no arquivo do Servigo de Anatomia
Patologica do HUCFF.

4.1.16 Avaliacéo Histopatologica e Imuno-histoquimica

Os tecidos mamarios foram fixados em solucéo aquosa de formol tamponado a 10%, processados
e incluidos em parafina, cortados com 4um de espessura e corados pelo método da Hematoxilina e
Eosina.

A Imuno-Histoquimica foi realizada no Servico de Anatomia Patologica do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, onde foram avaliadas as presencas de receptores, clones e
genes por meio dos anticorpos monoclonais primarios: Receptor antiestrogénio de coelho (Clone
SP1, diluigdo 1:200, fabricante Cell Marque), Receptor antiprogesgterona de camundongo (Clone
16, diluicdo 1:100, fabricante Cell Marque), anti-Ki67 de coelho (clone SP6, diluicdo 1:300,
fabricante Spring), anti-HER2 de camundongo (clone CB11, diluicdo 1:600, fabricante Cell
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Marque), anti-E-caderina de coelho (clone EP700Y, dilui¢do 1:200, fabricante Cell Marque), sendo
o sistema de revelagdo pelo KIT Novolink™ Max Polymer Detection System® (Leica Biosystem,
New Castle/Tyne and Wear/UK, codigo do produto: RE7280-K). Todos os dados obtidos das
analises histopatoldgicas e imuno-histoquimicas, foram confrontados com os resultados obtidos do

painel de metilagbes dos genes avaliados neste estudo.
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5. RESULTADOS

Conforme a TABELA 5, das quinze pacientes acompanhadas, dez apresentavam idades acima de
50 anos. Doze apresentavam estadio elevado (Il ou 1V). Para trés participantes, a descri¢do do
estadio ndo estava disponivel nos prontudrios. Onze pacientes foram submetidas a quimioterapia
neoadjuvante.

TABELA 5. Dados das variaveis das mulheres acompanhadas neste estudo.

Dados das Obitos por Obitos por
Variaveis Céncer de Mama  Outras causas
Total de Pacientes 15 1 1
Idades
> 50 anos 10
<50 anos 5

Estadiamento do Tumor

] 5
v 7
Estadiamento néo informado 3
Com inicio de tratamento
antes da cirurgia 11
(Quimioterapia Neoadjuvante)
Sem inicio de tratamento
antes da cirurgia 2

Inicio de tratamento ndo informado

antes da cirurgia 2

>: Superior a 50 anos. <: inferior ou igual a 50 anos. 11, IV: Estadiamento do tumor. Esta tabela apresenta
a distribuicdo das participantes do estudo de acordo com a faixa etaria. Além disso, destaca que todas as
mulheres foram diagnosticadas com o estadio 111 ou IV da doenca. Onze mulheres deram inicio ao trata-
mento antes da cirurgia, enquanto duas mulheres ndo comecaram a terapia pré-cirdrgica. Importante res-

saltar que ocorreram o0s Obitos de duas pacientes durante este estudo.
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Conforme a TABELA 6, houve uma prevaléncia dos carcinomas ductais invasivos, representados

por sete pacientes. As pacientes (5 e 6), apresentaram carcinoma lobular invasivo, e a paciente (6),

ainda apresentou carcinoma papilar intraductal. Somente a paciente (5), teve positividade para E-

caderina. Todas as pacientes avaliadas pela imuno-histoquimica, apresentaram positividade para

Ki67. Também foi evidenciada uma prevaléncia da positividade para os receptores de estrogénio e

progesterona.

TABELA 6. Carcinomas Ductais Invasivos, Papilar Intraductal, Lobulares Invasivos e dados das

analises Imuno-histoguimicas.

Pacientes Carcinoma Ductal Invasivo de mama - Pacientes 2, 3, 4, 7, 8, 10, 14

Numeros Carcinoma Papilar Intraductal — Paciente 6

Carcinoma Lobular Invasivo de mama — Pacientes 5, 6

RE RP Ki67 HER-2 E-caderina
Positivo Positivo Positivo Positivo Positivo
2 100% 100% 1-5% 0 0
3 0 0 80-90% 0 0
4 0 0 80-90% 0 0
5 Nao 20-30% 20-30% Pontuacgédo 3 Positivo
avaliada (>30%)
6 100% 90-95% (infiltrante)  30-40% 0 0
20-30% (intraductal)
7 60—70% 10-20% 5-10% 0 0
8 100% 100% 5-10% 0 0
10 100% 90-95% 50-60% Pontuagéo 1 0
(£10%)
14 0 0 80-90% Pontuacéo 1 0
(£10%)

RE: Receptor de Estrogénio. RP: Receptor de Progesterona. HER: Receptor do fator 2 de crescimento
epidérmico humano. Ki67: Marcador de proliferacdo celular. Podemos ver as classificacdes
moleculares dos tumores que foram analisados pela Imuno-histoquimica. As analises confirmaram a
presenca positiva de receptores de estrogénio (RE), receptores de progesterona (RP), marcador de
proliferacdo celular Ki67 (clone MIB-1), mutacdo do gene do cancer de mama, proto-oncogene Her2
e proteina E-caderina. Todas as nove pacientes testaram positivo para o Ki67. Somente a paciente (5),
testou positivo para E-caderina na analise pela Imuno-histoquimica. Conforme mostrado no anexo 10,
a analise da imuno-histoquimica determinou a classificacdo dos subtipos de tumores das pacientes
avaliadas sendo: luminal A (pacientes 2, 7 e 8), luminal B (pacientes 6 e 10), HER-2 (paciente 5) e
triplo-negativo (pacientes 3, 4 e 14).
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Na TABELA 7, podemos ver os tipos de carcinomas de mama apresentados, mantendo um
equilibrio na ocorréncia entre ambos, porém a maioria dos casos apresentou grau 1 e 2, o qual o
prognostico vai de favoravel até intermediério.

TABELA 7. Laudos das andlises histopatolégicas (Graus de carcinomas de mama).

Paciente Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma Carcinoma
NUmero Ductal Ductal Ductal Ductal Papilar Lobular
Invasivo in situ insitu Grau 1 in situ Intraductal  Invasivo
Tipo ndo sem Grau 2 com
Especial Comedonecrose Comedonecrose
2 Grau 2 Grau 1 P - - -
3 P - - - - -
4 Grau 3 - - - - -
5 - - - - - P
6 - - - - P P
7 Grau 1 - - - - -
8 Grau 1 Graus 1, 2 P - - -
10 Grau 2 Grau 2 - P P -
14 Grau 3 - - - - -

P: Positivo para os tipos de carcinomas das pacientes do estudo. Grau 1: bem diferenciado. Grau 2: moderadamente
diferenciado. Grau 3: pouco diferenciado. -: Ausente. Podemos ver que os tipos de carcinomas apresentados foram
diversos, mantendo um equilibrio na ocorréncia entre ambos, porém a maioria dos casos apresentou grau 1 e 2, o qual
0 progndstico vai de favoravel até intermediario. As pacientes (4 e 14), apresentaram grau 3, no qual o prognostico é

desfavoravel.
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As fotomicrografias das laminas dos cortes histologicos das participantes deste estudo, estdo
disponibilizadas no ANEXO 5. Podemos ver as FIGURAS 16 e 17, representando alguns subtipos
de carcinomas de mama, receptores positivos para estrogénio, progesterona e Ki67.

FIGURA 16. Fotomicrografias dos cortes histolégicos dos tumores de mama.
' [ ‘ .
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Podemos ver em A: Um carcinoma papilar intraductal. HE. B: Carcinoma papilifero intraductal com receptor
nuclear de progesterona positivo. IHQ. C: Carcinoma papilar intraductal com ntcleo Ki67 positivo. IHQ. D:

Carcinoma papilifero intraductal com receptor nuclear de estrogénio positivo. HE: coloragdo hematoxilina-eosina.
IHQ: imuno-histoquimica. As escalas correspondem a 50 um de comprimento.
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FIGURA 17. Fotomicrografias dos cortes histolégicos dos tumores de mama.
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Podemos ver em A: Um carcinoma ductal in situ. HE. B: carcinoma ductal in situ com receptor nuclear de
progesterona positivo. IHQ. C: carcinoma ductal invasivo com receptor nuclear de progesterona positivo. IHQ. D:
carcinoma ductal invasivo com receptor nuclear de estrogénio positivo. IHQ. E: ductal invasivo carcinoma com Ki67
nuclear positivo. IHQ. F: carcinoma ductal invasivo com Ki67 nuclear positivo. IHQ. HE: coloragdo hematoxilina-
eosina. IHQ: imuno-histoquimica. Em A, E e F, as escalas correspondem a 50 um de comprimento. Em B, C e D, as
escalas correspondem a 100 um de comprimento.

Os nossos resultados visualizados no painel de metilacdo (TABELA 8), mostraram que a maioria
das pacientes apresentou metilagdo nas regides tumorais para os genes analisados, compreendendo:
100% para os genes hTERT e CDH1, e ainda a maioria para os genes RB1 e CDKN2A. As regides
de margens tumorais também apresentaram metilacdo, porém, 100% das pacientes para o gene
hTERT e na maior parte das pacientes nos genes CDH1, RB1 e CDKNZ2A, o que ndo foi amplamente
detectado nas amostras de DNA circulante de primeira e segunda coletas.
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TABELA 8. Painel de metilagdo dos genes (¢ TERT/CDKN2a/RB1/CDH]), Regides de tumor, tecido
nao tumoral e DNA circulante (soro), progndstico, estadiamento, tipo de tratamento prévio e recep-

tores hormonais com marcadores para cancer de mama.

M=POSITIVO

Sem andlise pela Imuno-histoguimica

GENE = RTERT (DH1 oo de Re ceptores homonais e marcadores para cancer de mama
PACIENTE TNM . .
D cfDNAL |cDNA2 cfDNA1 |cfDNA2 Tratamento |RE RP HERZ  |Ki67  |E-caderina
1 | M M| M | Obio U | Obito [ T4balMx| QN
2 MM Obito ND XD Positin Positivo | Negativo | Positiw | Negatiw
3 MM ND QN Negativo | Negatim | Negativo | Posiim | Negatiw
4 MM TiNo Mo QN Negatio | Negatw | Positiw | Positiw | Negatiw
CTICN?
5 MM o QN Nioavaliada | Positive | Posiiw | Positim | Positiv
Mo
b MM T4 NoMx QN Positivo Positive | Negativo | Positim | Negatiw
7 MM T4BNIMx QN Positivo Positivo | Negativo | Positim | Negatiw
8 MM TINIMx QN Positin Positivo | Negativo | Positiw | Negatiw
9 M| M ND ND
Sem fratame nto
10 MM T4 NoMx Positivo Positivo | Posiiw | Positim | Negatiw
Prévio
1 MM T4NIMx N
1 MM T4BNO QN
13 MM TINIMO | Quimioterapia
Sem fratamento
w lmlm TN | R Negativo | Negatiw | Posifin | Positiv | Negafivo
préio
15 MM TINOMO QN
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ID: identificacdo das pacientes. Cor verde: Prognéstico positivo. Cor vermelha: Prognostico negativo. T: tumor. N: sem
tumor. M: metilado. U: ndo metilado. cfDNAL: DNA circulante 1a coleta. cfDNA2: DNA circulante 2a coleta. TNM:
estadiamento do tumor. QN: quimioterapia neoadjuvante. ND: ndo descrito no prontuario. RE: receptor de estrogénio.
RP: receptor de progesterona. HER 2: Receptor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2. Ki67: Marcador de
proliferacdo celular. E-caderina: glicoproteina membranar de adesdo célular. ----- : ndo compareceu para a segunda
coleta de sangue. Podemos verificar nesta tabela que a metilacdo do CDKN2A foi detectada em treze amostras de
tumores e doze tecidos ndo tumorais. As pacientes (2 e 3) apresentaram metilacdo de DNA circulante na primeira coleta
de sangue. Apenas a paciente (14) apresentou metilagdo na segunda coleta de sangue para 0 CDKN2A.

Todas as 15 pacientes apresentaram metilacdo do gene hTERT em células de tumores e tecido ndo tumoral. Cinco
pacientes tiveram metilagdo do hTERT no DNA circulante da primeira coleta. Duas pacientes faleceram apds a primeira
coleta, e trés ndo retornaram para a segunda coleta de sangue por outros motivos. Das dez pacientes que retornaram
para a segunda coleta de sangue, trés (8, 10, 14), tiveram metilagdo do hTERT. As pacientes (3 e 13), tiveram metilacdo
do hTERT na primeira coleta, mas ndo apresentaram metilacdo na segunda. A paciente (14), teve menor metilagdo na
segunda coleta do que na primeira.

A metilagdo do RBL1 foi detectada em onze tumores e oito tecidos ndo tumorais. A paciente (8) mostrou metilagéo para
DNA circulante na primeira e na segunda coleta, e a paciente (14) apresentou metilacdo na segunda coleta para o RB1.
A metilagdo do CDH1 foi detectada na regido do tumor em todas as 15 pacientes e também foi encontrada no tecido
nédo tumoral de nove pacientes. Duas pacientes (3 e 4), apresentaram metilacdo de CDH1 no DNA circulante apenas na
primeira coleta. Apenas a paciente (8), apresentou metilacdo de CDH1 no DNA circulante da segunda coleta e ndo na

primeira.

6. DISCUSSAO

E de grande relevancia a andlise de regides de tumor, margem tumoral, e DNA circulante,
através da metilacdo do DNA, a fim de se entender melhor o desenvolvimento da neoplasia da mama
e a sua regulacéo.

Trabalhamos com a hip6tese de que 0s genes supressores de tumor (hnTERT, CDKN2A, RB1 e
CDH1), apresentariam variagdes relevantes nos fragmentos de tumor, margem tumoral e DNA
circulante, através da deteccdo da metilacdo do DNA, evidenciando alteracdes epigenéticas
relacionadas a progressdo do carcinoma de mama. Fizemos uma correlacdo do perfil de metilagédo
observado, com os dados clinicos e demograficos das participantes do estudo, relacionando-os ainda
com as expressdes dos receptores hormonais e Ki67, através de andlise imuno-histoquimica.
Podemos verificar tais associacfes na TABELA 8, destacando ainda, a grande heterogeneidade
tumoral, e uma diferenca na expressao dos genes em cada caso especifico.

Todos os objetivos deste estudo foram contemplados, através da deteccdo da metilagdo dos
genes analisados (hTERT, RB1, CDKNZ2A e CDH1), que atuam na supressdo tumoral, possibilitando
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0 acompanhamento das pacientes analisadas, desde o dia da cirurgia até um ano apds as
mastectomias, assim como o confrontamento do painel de metilacdo proposto, com as analises
prospectivas através da imuno-histoquimica dos materiais de nove das quinze participantes do
estudo, que tiveram a avaliagdo da presenca de receptores de estrogénio, progesterona, do marcador
de indice de proliferacéo celular Ki67, HER-2 e E-caderina, o que pode ser visto na TABELA 8.

Apbs andlise das colunas da TABELA 8, podemos ver uma homogeneidade de 100% nos
estadios relatados da doenca nos prontudrios, estando todos avancados. Curiosamente, também
verificamos 100% de positividade para Ki67 (fator de proliferacdo celular), sabendo que quanto
maior a proliferacdo celular, maior é a gravidade do tumor, e a maioria das mulheres apresentou
idade acima de 50 anos. Tal fato é sugestivo, de uma associacdo entre a alta proliferacéo celular,
com os estadios avancgados, indo de encontro com a descricdo de Jogie, et al. (2023), que mostraram
uma associac¢ao do Ki67 com altos graus de tumor, idade avangada, e ainda uma alta expresséo do
Ki67 em carcinoma de mama triplo-negativo, e positividade do HER2, enquanto o subtipo luminal
A apresentou 0 menor numero de casos. Os nossos resultados divergem dos estudos de Jogie, et al.
(2023), na questdo da positividade do HER2, pois, somente a paciente (5), apresentou esse subtipo
de tumor, e ainda houve um equilibrio entre o subtipo luminal A e triplo-negativo, com trés casos
para cada um desses subtipos.

Nossos achados visualizados no painel de metilacdo (TABELA 8), mostraram que a maioria das
pacientes apresentou metilacdo nas regides tumorais para 0s genes analisados, compreendendo:
100% para os genes hTERT e CDHL1, e ainda a maioria para 0s genes RB1 e CDKN2A. As regides
de margens tumorais também apresentaram metilacdo, porém, 100% das pacientes para o gene
hTERT, e na maior parte das pacientes nos genes CDH1, RB1 e CDKN2A, o que ndo foi amplamente
detectado nas amostras de DNA circulante de primeira e segunda coletas. A metilacdo dos genes
CDH1, RB1 e CDKN2A, nas regides de tumor e margem na maioria dos casos, apresenta um
prognostico negativo as pacientes. Conforme Marczynski, et al. (2020), o DNA tumoral circulante,
faz parte do DNA livre de células, e compreende pequenos fragmentos de DNA (160 — 180 pares
de bases), sendo originado dos processos de morte celular, incluindo necrose, apoptose e secregdes
celulares. A concentragdo do DNA circulante € menor em individuos saudaveis, todavia, ocorre o
aumento em casos de inflamagdo, exercicio, lesdo tecidual e pacientes com cancer
(MARCZYNSKI, et al., 2020). O fato da metilacdo negativa na maioria das amostras de DNA
circulante analisadas, pode ser devido a uma possivel resposta terapéutica favoravel na maioria dos
casos, 0 que € esperado no caso da eficacia do tratamento, no qual as proteinas que sdo produtos

dos genes supressores tumorais, tém a deteccdo diminuida ou eliminada no DNA circulante.
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A inibicdo da E-caderina tem relagdo com o aumento da agressividade dos tumores de mama
LIU, et al., (2016), sendo tal fato uma caracteristica dos carcinomas lobulares in situ e invasivos de
mama, porém o carcinoma lobular invasivo apresenta uma desregulacdo da adesdo célula-célula,
ocasionada principalmente pela falta da expressdo da E-caderina, o que difere da maioria dos
carcinomas ductais invasivos, que apresentam forte expressio membranar de E-caderina
(ALEXANDER, etal., 2022). Os nossos resultados estdo em concordancia com as descri¢des acima,
pois de todas as pacientes com carcinomas de mama, somente duas pacientes (5 e 6), apresentaram
carcinoma lobular invasivo, e reforcando a baixa expresséo da E-caderina em carcinoma in situ e
invasivo, somente a paciente (5), teve detectada a metilacdo para esta proteina.

Trés pacientes (2, 7 e 8), foram diagnosticadas com carcinoma do subtipo Luminal A,
caracterizado por positividade forte para RE e RP, negatividade para HER-2 e positividade fraca
para Ki67 (<10%) (TABELA 11). Este subtipo est4 associado a neoplasias menos agressivas
biologicamente e é responsivo a terapia antiestrogénica, reduzindo o risco de recorréncia em cerca
de 50% (VICENTE, L, W. et al., 2021). Todavia, ao longo do tempo, as células neoplasicas podem
desenvolver resisténcia a essa terapia devido a mutacGes nos genes dos receptores de estrogénio, o
que pode interferir na acdo de medicamentos antiestrogénicos, como o tamoxifeno, favorecendo a
progressdo do cancer (SANTO, I. De. et al., 2019; VICENTE, L, W. et al., 2021).

As pacientes (trés, quatro e quatorze) foram diagnosticadas com o subtipo triplo-negativo,
caracterizado por Ki67+ elevado (80-90%) devido ao alto grau de proliferacdo das células
neopléasicas, observado na TABELA 6. Tal fato vai de encontro com as afirmagdes de
(DERAKHSHAN & REIS-FILHO, 2022), mostrando que este subtipo estd associado a neoplasias
de alto grau histopatoldgico, apresentando geralmente uma baixa resposta curativa, apos a
guimioterapia neoadjuvante, se justificando pelo alto grau tumoral apresentado nas pacientes
mencionadas acima.

A paciente (5) com carcinoma lobular infiltrante foi positiva para HER-2 em analise imuno-
histoquimica, como observado na TABELA 6, apresentando metilacdo do CDH1 apenas na regido
tumoral, observado na TABELA 8. Todavia, a metilacdo negativa do gene CDH1 na regido de
margem tumoral e DNA circulante de primeira e segunda coletas, mantém a atividade da proteina
E-caderina, apresentando um progndstico favoravel neste caso especifico, pois conforme LIU, et al.
(2016), a E-caderina atua diretamente na supressao de tumores, mas com a sua inibig&o, ocorre um
maior aumento da agressividade no tumor da mama.

Nossos resultados mostraram que todas as pacientes tinham carcinoma de mama em estadio I11
ou IV durante este estudo, com uma frequéncia notavel de tumores no quadrante superior da mama.

Shah et al. (2022), enfatizaram um aumento no risco de gravidade do carcinoma de mama com base
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na localizacdo do tumor. No entanto, devido as limitagdes no recrutamento das pacientes desse
estudo, ndo podemos afirmar com exatiddo, as descri¢des do estudo de Shah et al. (2022), sendo
necessarias investigacdes adicionais com um numero maior de pacientes. Porém, nosso estudo
demonstrou uma heterogeneidade tumoral e verificou o estado especifico de metilacdo para cada
paciente, destacando um perfil de metilacdo diferente para cada caso, nas regides de tumorais,
margem tumoral e DNA circulante.

Conforme a literatura, as alteracdes na metilacdo do DNA sdo eventos precoces na tumorigénese
(GAO, et al., 2022). Um estudo mostrou que alteragfes na metilacdo foram detectadas no plasma
quatro anos antes de um diagnéstico clinico (CHEN, et al., 2020). Os nossos achados mostraram
uma hipermetilacdo do hTERT no tumor e margem tumoral de todas as pacientes, sendo muito
semelhante ao que foi relatado por Masood, et al. (2016), que constatou que 94% dos carcinomas
de mama investigados apresentaram hipermetilacdo duas vezes ou mais em comparagcdo com 0
tecido mamario normal. Em contrapartida, apenas cinco das quinze pacientes apresentaram
metilacdo do gene hTERT no DNA circulante. Tal fato pode indicar neste caso, que o prognostico
é favoravel, onde a metilacdo do gene hTERT ocasiona o silenciamento deste gene, inibindo a
replicacdo dos telébmeros, e diminuindo a propagacdo de células cancerigenas. Além disso, duas
pacientes (3 e 13) apresentaram metilagdo na primeira coleta de sangue, mas ndo apresentaram na
segunda, o que pode indicar uma possivel recidiva da doenca devido a reativacdo do gene hTERT
ndo metilado. A paciente 14 apresentou metilacdo na primeira e segunda coleta de DNA circulante,
sugerindo um prognostico favoravel a esta paciente, embora, segundo Apolénio et al., (2022),
apesar da metilacdo do gene hTERT apresentar um prognéstico favoravel de uma forma abrangente,
existe uma regido promotora do gene hTERT denominada Regido Oncoldgica Hipermetilada
(THOR), onde a hipermetilacéo desta regido favorece o desenvolvimento de novos tumores, devido
a ativacao do gene hTERT, de modo a ocorrer a sintese da telomerase, se tornando um progndstico
negativo para as pacientes. Neste trabalho foram utilizados iniciadores especificos para a metilagéo
da regido THOR.

Nossos achados destacaram que entre as quinze pacientes estudadas, onze exibiram metilagéo
positiva na regido promotora do gene RB1 dentro da area do tumor, com oito mostrando metilacéo
em margem tumoral, exibindo um perfil negativo com relacdo ao progndéstico. Curiosamente, a
metilacdo do gene RB1 foi detectada apenas no DNA circulante da primeira e segunda coleta na
paciente (8). A presenca de metilacdo do gene RB1 na margem tumoral de oito pacientes sugere
uma potencial associacdo com migracédo de células neoplésicas ou células normais geneticamente
modificadas, conforme Lepomakiet al. (2022), possivelmente indicando uma regido de

cancerizacdo, sugerindo um progndstico mais favoravel da doenca para esses casos em particular.
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A perda da Rb na paciente (5), que apresentou subtipo de tumor HERZ2, pode estar associada a
descricdo de LESER et al., (2022), que relata que a desregulacdo da ciclina D1, esta associada a
positividade do HER2 no carcinoma de mama, porém sem a perda da Rb geralmente. Neste caso
especifico, a metilacdo da Rb sé foi detectada na regido tumoral, o qual é sugestivo da perda da Rb
nas amostras de margem tumoral e DNA circulante.

As pacientes (3, 4 e 14), apresentaram subtipo tumoral triplo-negativo, porém as pacientes (3 e
4), ndo apresentaram metilacdo nas amostras de margem tumoral e DNA circulante de primeira e
segunda coletas, reforcando LESER et al., (2022), onde de forma contréria a HER2, a desregulacdo
da via ocorre primordialmente pela perda da Rb em cancer de mama triplo-negativo, estando a perda
da Rb associada a uma resposta favoravel a quimioterapia (LESER et al., 2022).

Além disso, a paciente (14) ndo exibiu metilacdo de RB1 na primeira coleta de DNA circulante,
mas exibiu metilacdo na segunda coleta. Essa alteracdo pode significar uma possivel progressao da
doenga (WITKIEWICZ, et al., 2018). Tais percepg¢des langam luz sobre a complexa interagéo entre
a metilacdo de RB1 e a progressao do cancer, sugerindo a necessidade de mais investigacdes para
desvendar os mecanismos subjacentes e possiveis implicacdes terapéuticas.

As pacientes (3, 4 e 14), apresentaram 0 subtipo de cancer de mama triplo-negativo (CMTN),
conhecido por sua alta agressividade. Notavelmente, a paciente (14) apresentou metilagédo positiva
para CDKNZ2A na segunda coleta de DNA circulante, indicando uma possivel progressdo do cancer.
Esse achado sugere um progndstico desfavoravel para essa paciente. Em contraste, Cheng et al.
(2022), sugeriram que pacientes com CMTN com alta expressdo de CDKN2A podem se beneficiar
da imunoterapia devido & maior imunogenicidade.

Em nossos achados, treze pacientes apresentaram metilacdo do gene CDKN2A na regido tumoral
e doze pacientes mostraram metilacdo do CDKN2A em regides de margens tumorais. 1sso sugere
que a presenca de metilagdo do CDKN2A em margens tumorais, em doze das quinze pacientes, pode
estar relacionada a infiltrados de células neoplésicas ou células ndo neoplésicas geneticamente
alteradas, pois, conforme Lepomaki et al. (2022), as margens envolvidas aumentam o risco de
recorréncia local e necessitam de uma reoperacao, no caso de uma maior proximidade do tumor.

Notavelmente, a metilacdo do CDKN2A foi positiva apenas nas pacientes (2 e 3) na primeira
coleta de DNA circulante e na paciente (14) na segunda coleta. Apesar de Vietri et al. (2021),
relatarem que a metilacdo da regido promotora de um gene reduz a expressao do gene devido a
ligacdo de proteinas internas a grupos metilados, sem recrutar proteinas de ativacdo, cada gene tem
a sua regulacdo especifica conforme o seu estado de metilacao.

Nosso estudo contribuiu devido ao seu desenho longitudinal Gnico dado pelo acompanhamento

do perfil de metilacdo dos genes analisados nas mesmas pacientes em dois momentos distintos,
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durante a cirurgia e um ano apo6s a mastectomia. Essa abordagem nos permitiu observar mudangas
dindmicas no estado da metilacdo destes genes e suas implicacdes na progressdo da doenca. Estudos
longitudinais desse tipo ndo sdo amplamente vistos na literatura, portanto nossa pesquisa oferece
um ponto de partida valioso para investigagdes futuras nessa area, refor¢ando o que foi apresentado
em Schwarzenbach & Pantel (2015), sugerindo que o painel de metilacdo no DNA circulante tem o
potencial de orientar ao clinico uma terapia personalizada.

Embora tenha sido baixa a detec¢do dos genes analisados através do DNA circulante, neste
estudo, duas participantes, apresentaram a expressdo destes genes no DNA circulante mesmo um
ano apos a cirurgia, indicando que é possivel monitorar o estado da metilacdo, ndo apenas em uma
area especifica como a regido de tumor ou margem tumoral. Conforme Wang, et al., (2023),
pacientes com cancer de mama apresentam uma tendéncia de os fragmentos de DNA circulante
livre, originarios de regides hipometiladas serem significativamente menores do que em pessoas
saudaveis, devido a possibilidade da digestdo excessiva do DNA associado ao nucleossomo. A
diminuicdo da metilacdo nos globulos brancos em pacientes com cancer de mama pode
comprometer seriamente a digestdo da nuclease, o que causa 0 comprometimento da estabilidade e
a integridade da cromatina. Ha um encurtamento dos fragmentos de DNA circulante livre
provenientes do cancer, quando comparados com o0s ndo derivados do cancer, 0 que resulta em
distribuicdo anémala de tamanhos em pacientes com cancer. Segundo Wang, et al., (2023), o perfil
de fragmentacdo do DNA circulante livre atinge 70% de sensibilidade e 95% de especificidade em
todo genoma, apresentando um perfil como biomarcador eficaz no diagnostico do cancer de mama.

Quanto as dificuldades enfrentadas ao longo deste estudo, é relevante destacar que o
recrutamento das pacientes foi adversamente impactado durante o periodo da pandemia. Durante
esse periodo desafiador, apenas quinze pacientes puderam ser recrutadas pela significativa reducao
no numero de cirurgias. Essa limitacdo justifica a auséncia de uma andlise estatistica abrangente
neste estudo. Embora ndo possamos extrapolar nossos achados para um tamanho amostral mais
amplo, enfatizamos a relevancia das comparagdes efetuadas dentro deste grupo analisado. Estas
comparag6es fornecem uma base fundamental para futuros estudos que poderdo explorar as analises

baseadas no DNA circulante.
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7. CONCLUSOES

Em concordancia com os objetivos deste estudo, a avaliacao da detec¢ao da metilagdo dos genes
CDKN2A, RB1 e CDHI e hTERT, evidenciou a hipometilagao global e a hipermetilacao dos genes
supressores de tumor analisados, com destaque para a complexidade do envolvimento dos fatores
epigenéticos no cancer de mama avangado.

O monitoramento das participantes do estudo desde o dia da cirurgia at¢ um ano apds a
mastectomia através do painel de metilagdo, juntamente com a correlagdo dos dados clinicos,
demograficos e da expressao de receptores hormonais, Ki67, HER-2, observados nos objetivos do
estudo, mostraram a influéncia de diversos fatores envolvidos no prognostico do cancer de mama,
ressaltando a metilacdo, estddio da doenga, tipo de tumor, presenca de receptores hormonais,
expressdo de HER-2, indice de proliferacdo celular Ki67, idade, satide geral e resposta ao
tratamento. Os achados deste estudo sdo relevantes, contribuindo para um melhor entendimento da
epigenética do cancer de mama avangado, ressaltando a importancia de tratamentos personalizados.

A heterogeneidade tumoral foi demonstrada nos subtipos de tumores, luminal A, luminal B,
HER-2 e triplo-negativo, com destaque, para a importancia de uma conduta individualizada, quanto
ao prognostico e possiveis terapias para o cancer de mama.

Os genes hTERT, CDKN2A, RB1 e CDH1, aparecem como potenciais marcadores moleculares,
para a detecg¢do do cancer de mama, todavia, perspectivas futuras incluem estudos com um “N”
amostral maior, associando o painel de metilacdo a marcadores moleculares, utilizando o DNA

circulante como um possivel fator diferencial no diagnostico.
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UFRJ - HOSPITAL
UNIVERSITARIO CLEMENTINO
FRAGA FILHO DA

Continuagéo do Parecer: 2.927.243

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
1. Quanto a Folha de Rosto (arquivo intitulado “folhaDeRosto_assin.pdf”, postado em 16/04/2018):

11 De acordo com o item I1.11 da Resolugdo CNS n. 466 de 2012, o patrocinador é “pessoa fisica ou
juridica, publica ou privada que apoia a pesquisa, mediante agdes de financiamento, infraestrutura, recursos
humanos ou apoio institucional™. A definicdo do patrocinador do estudo é manifesta na Folha de Rosto, no
campo “Patrocinador Principal”. No caso de estudos de iniciativa do investigador, sem recursos préprios, a
instituicdo é quem assume a responsabilidade de patrocinador principal, no caso em tela o HUCFF deve ser
indicado como patrocinador principal. Solicita-se adequagao.

Resposta: O campo “Patrocinador Principal” foi adequado na Folha de Rosto, conforme solicitado.

Andlise: Pendéncia atendida.

Endere¢o: Rua Prof. Rodolpho Paule Roceo N®255, T andar, Ala E

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21.841-813

UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIROD

Telefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3938-2481 E-mail: cep@hucf.ufrj.br



CONTINUAGCAO ANEXO 1

2. Quanto as Informagdes Basicas do Projeto (arquive intitulado
“PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_1139677.pdf" postado em 13/06/2018:

21 Na pagina 6 de 9, item Cronograma de execugao, o inicio da coleta de dados deve ocorrer apenas
apos a aprovagao pelo CEP. O pesquisador deve comprometer-se a iniciar a coleta apena apés a provagdo

do CEP. Sugere-se adequagao.

Resposta: Foi realizada a adequagdo no item Cronograma de execugao, conforme solicitado no Parecer
Consubstanciado de ndmero: 2.760.412. O arquivo Cronograma de execugdo enviado em anexo, esta com a
adeguacgao destacada em amarelo, ocorrendo o mesmo com o projeto detalhado enviado em arquivo PDF e
Word. Apos o item Cronograma de execugao tem uma observagdo de que o projeto somente sera iniciado

apos a aprovagao do CEP.

Andlise: Pendéncia atendida.

Endarego: Rua Prof. Rodolpho Paulo Rocco N°255, 7° andar, Ala E

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21941913

UF: RJ Munleiple: RIO DE JANEIRO

Telefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3038-2481 E-mall: cep@hucf.ufr.br
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UFRJ - HOSPITAL
UNIVERSITARIO CLEMENTINO W
FRAGA FILHO DA

Continuagio do Parecer: 2 827243

3. Quanto ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecimento, documento intitulado “TCLES3.pdf”,
postado em 10/05/2018:

31 Na pagina 1 de 5, o pesquisador menciona a Faculdade de Medicina como Patrocinador do estudo.
Assim como j& mencionado na pendéncia 1.1. o patrocinador do estudo deve ser o HUCFF. Solicita-se

adequagao.

Resposta: A adequagio foi realizada no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e encontra-se
destacada em amarelo.

Analise: Pendéncia atendida.

32 Na pagina 5 de 5, item Consentimento: De acordo com a Resolugdo CNS n® 466 de 2012 e demais
normativas éticas, entende-se que a assinatura do participante de pesquisa, por si so, basta para consagrar
seu consentimento para ser incluido no estudo. Sendo assim, o contetido de sintese/resumo ao final deve ser
redigido sob o ponto de vista do pesquisador, e ndo na forma de declaragio do participante da pesquisa. Caso

o pesquisador queira inserir uma frase final

declarativa do participante de pesquisa, esta deve ter redagio simples, como “li e concordo em participar da
pesquisa” ou “declaro que concordo em participar da pesquisa’. Ressalta-se que ndo devem ser introduzidas
novas informagdes ou informacdes contraditérias ao conteddo do restante do termo. Solicita-se adequagao.

Resposta: Foi realizada a adequagao no item “Consentimento”, e encontra-se destacada em amarelo.

Analise: Pendéncia atendida.

Enderego: Rua Prof. Redolphe Paule Recce N°255, 7 andar, Ala E
Bairro: Cidade Universitaria CEP: 21.841-913
UF: Rl Municiplo: RIO DE JANEIRO

Talefone: (21)3938-2480 Fax: (21)3838-2481 E-mail: cep@hucf ufr|.br
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UFRJ - HOSPITAL
UNIVERSITARIO CLEMENTINO %“WM R—
FRAGA FILHO DA

Continuagéo do Parecer: 2.827.243

4.  Declaragdes:

4.1 O pesquisador deve comprometer-se a (1) encaminhar os resultados da pesquisa para publicagio, com
os devidos créditos aos pesquisadores associados e ao pessoal técnico integrante do projeto (Res. CNS
466/12 item XI.g); (2) divulgar os resultados para os participantes da pesquisa e para as instituigdes onde os
dados foram obtidos (Morma Operacional n® 001/2013 item 3.4.14); (3) anexar os resultados da pesquisa na
Plataforma Brasil, garantindo o sigilo relativo as propriedades intelectuais e patentes industriais (Norma
Operacional n® 001/2013 item 3.3.c). Solicita-se adequagso.

Resposta: Foi enviada em anexo na Plataforma Brasil, uma declaracdo de comprometimento, com todas as
adequagdes solicitadas acima no item “Declaragbes” (as adequagbes estdo destacadas em amarelo).
Também constam no Projeto em PDF e Word, anexado na Plataforma Brasil, todas as adequagtes, e estao
localizadas apés o item Cronograma).

Analise: Pendéncia atendida.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao

RIO DE JANEIRO, 29 de Setembro de 2018

Assinado por:

Carlos Alberto Guimaraes
(Coordenador(a))

Enderago: Rua Prof. Rodolpho Paulo Rocco N°255, 7° andar, Ala E

Bairro: Cidade Universitiria CEP: 21.941-913

UF: RJ Municipie: RIQ DE JANEIRO

Telafona: (21)3938-2480 Fax: (21)3838-2481 E-mail: cep@hucff.ufr].br
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERNMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIIND

Wocd esth semdo convidado (&) para panticiper de unm pesquisa chamads: METILAC RO DE
GENES SUPRESSORES DE TUMOR EM CANCER DE MAMA

Afetllsefio de gemes supresseres de tunssr significas umas modifcacio qee pase sforrer em
Em commpascate (material pesdtion, chamado de DNA) do sew corps (cflsla) ¢ qee pode
extar masdifleade mo ciscer de manea.

Pars que wood possa tomar wma decisio esclarecids sobre oo deceja participar ou mdo decie
estudn, este docemento descreve os objetves do estada, como esse trabalhe send realizado € ox
possiveis bemeflcies e riscos envolvides. Tembém descreve seus direibes, & cbrigngdes do
pesquisador. Leia com calma ¢ coidadoe as informacies a segair.

Chanl ¢ & ehjctive do estudo?

A fmaldade desie estado & determinar se & modificagdes que coomam Do IUMmor esifio izmbém
PrEsEnics M Sargmm:.
memn et patrocinasde ¢ reslizands esis pesguisa™

Hospital Universidns Clementing Frega Filbo (HUCFF), da UFRIL

Comes serd & pesquisaz

Serlo coletades no dia dis cirurgia e dursnie seu s ompanhamento apds quimioierapin radicterapia.
omasitas de sangue perifénioo 3md, comespondentes o wra colber de sopa, para eXamMinar s as
modificacdes em wn componente presenie no sengue [ DRA] poesuen m mesmas modificoaghes
enoniradas no temor. Serd realizada o aie da cinargin sssisiencial. o coleta de wma amostra de 3
md de sangue peniféricoe de cada panticipante, para o andlise da presenca de DRA tumsorl circalante
(orl AL Serlo cobetades mo wial 5 amosias de sengue periférico de cada panicipaste durane
iy v estudie, emoum perisdo miximo de F anos, sendo & prinssire oolets oo aio do peocedimsenio
cinimgico, ¢ as demais coletas, & cada 6 meses dormse & roting de acompasdamenic das
participantes & conmnr da dlrima colein

Do seu unsor, apds ser retimado pelo sen médico cinrgibo, serd retirado um fmgmento (emanhoe
de pogeeno bobo de roupa de criongn) parn ansliser as modificagbes no conyponente petirado, &
dimpeois venficsr s esile presenies N Sme.
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Pussivels riscos ¢ descoafories relacionades & colbeta de sangse.

A codetn de sangue pode provoonr dor quando o sgalhs ¢ inserida e existe um pequeno nsoo de
hemstorna | mamnchas roxos ) ow infeogbo wo lecal onde a sgulba & insenda. Algumas pessoas iém
b, desconfiono noe esobmage ou desmaios quands seu sangue & colerado.

ks risezos parn as pamicipanies de pesgoics deste estudo slo mimimos, sendo imerentes bs colets
div som g descondorio da paom: bo, potencial hemaboms que posss se formsar no local da piceds
do agulba. Quomio &0 rsoe merenie oo manuseio das infomegtes, os pesquisadores se
cornprometemn guanis as sigilo ¢ confidencalidade. Os riscos pefercnies & cirurgies o pois
quinsioiempiss, o serle mplicados o eme esiudo, devido so fio, de goe wdas e paricipanies
desie estodo passanrio previaneenic por processo cimirgion assiencial, “mastecmiomia® & por
sessfies de guimicterapia oriundos do tratamenio de roting da clinica. Os fregmeenios onmmsdos
dos mmwores relimdos das participanies duramie as mastecioming ¢ que serle sepamdos pars
mndliwes meste esiudo, mas ressalisndo que sio maberisis o serem retirados imdependeniemenie
do realiencho desic oobalbs, volends o mesmo pare & sessdes de quimicterspia. nbo
carscienzmdo necos onundos dzsm pesguisa

Hi abpum benelichs cm pantkclper de esfudo™

BB hi menhuma garontio de que vooé recelerd algum bemeflcio oo fazer pare deste equdo. As
informeghes desie estado podem ajedar os midicospesquisadores a aprenderem mais sobre o
clncer de mama stavés do acompanbamenio da nesposin ac rmaeenbo, compamndo s
modificaides no componemie {(DMNAY mo sergpee com as do tumor. Essex informapies tambenm
poderio beneficiar no fetuno owres packnies.

Eu serel page (a) pars panbcipar desie estudo™

Vool nko serd pago (a) pama participar desie estoda

En tered alpum gasis para partbcpar do esfudo™

Vool nko terd gastos por panticipar deste estudi.

Conforme o resoluglio CHS N 466 d= 2012, gunic oo resacimenio; “A senbom ¢ sea
oooippanharde terbo compensaclio naicrial gesndo mecessdnio, mis come fransporne €
alimeningbo ou quaisquer ouiras”. “Caso sja necessing, vood terd garantdo o seu direin &
buscer indemizagio por demos decomenies da pesgaisa”™.
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As nuinbas informaehies méedieas ¢ pessoals serdbs manibdas em sigilo?

A equipe resporsdvel pelo seu bolemento rmsrd todas as suss mfermecdes de forma
confidencid & sigibosa (em segredo). Seu nome ndo serd identificads em nendwm prelatbrio oo
publicog o produzidos com resahisds desic essadno.

Vool tem o Bherdade de goerer nlo participar deste estudo. Se peeiisr, vood poderd cancelar
sun pariicipa¢do o qualgoer momenio, sem goe w0 afeie seus cuidodos médices. Se opar por
petirar seu consentimento, o médico ¢ o agaipe do projeto nis msis usarko ou divalgarks sess
informagdies clinicas, garamimdo gee seus dodes & ox resuliados de procedimenios da pesguisa
sejamn maniidos em sigilo @ sejam colasdos apenss enguanio voecé estiver panicipande do
studa.

nsemn el respossder minkas ddvidas sobre o estuda™

Garantia de accss

% qualquer momsenio vood semtir gualquer descomforie, ou s dver gualquer divida, entre eny
contso com o Pesquisador responsdivel do esudo Luiz Fermando de (rociroz & qualquer bor
pelo telefone (21- 976157912) E-mall: fgueirar8in bol.oorn br

%z n senhom tiver algumas cossiderss o ou divida sobre & éocn da pesquisa, enire em coniais
com o Comisd de Erica em Pesguia (CEPF) do Hospitl Usiversitinie Clenseniine Frgs
Filho HILMCFFUFRD - E_ Frof. Rodolphe Paale Booce, n0® 253 - Cidade UniversitériaTha do
Fondio - T ander - pelo elefone 3938-2480, de segunda o sexin-feira, das B és 16 horas, oo
piravis do e-mail: cep@hucflufn b, O C onisd de Etica em Pesgaiza (CEF) £ o Grglo que tem
commn olyjetivo defender os interesses dos panicipantes de pesgaisa no Bra<il, além de contriteir
ni desenvolvimento da pesquisa demaro de padries dicos.

E gurantida o wial privacideds ¢ confidencizlideds dos panicipamtes. A privecidode deriva da
mmonomia € engloba a intimidade da vida privada, o honra das pessoas, significends goe &
pessoa temn direito de limdier o exposigio de seu oorpoe, s imegem. dados de promtudno,
julgamenios cxpressos en goesiondrios, eic. & confidencinlidade se pefere & responsobilidade
soboe as informagles recebides ou oboidas emy exames & observacies pelo pesquisador em
refacio & dades pessoais do panticipanie de pesguis Os dados coleindos serlo wilizados de
forma andnima & beda imformsgbo obtida senh de resporcabilidede do pesguissdor, sendo essex
dedos utilondos spenss pars os fins propostos o protosohs (Res, CHE 6620120
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Todes as informapdes coletalas serlio ubilizsdss somenie pelos pesguisadones envolvidos mo
projeto, garantinds protegdo conire guabgeer tipo de disorimineg &o ¢ ow estigmatizabo. Vood
mmbdm tem o direito de ser mantido ssslesdo sobre os resultados parcisis = finaisda pesgaisa
Fique 4 vontade pars conversar oom o médico do estudo, o enfermeire, saa femilia ou amigos
mmies de decidir se quer paricipar. Pergunie so médico de estedo se alpama coisa niio estiver
clarn oa se desejar mais infonmagies.

Se decidir que geer participar, vool procisard assinar e dstar Jemas vias desie Termo de
Consenimento Livre ¢ Esclarecido, rubnicando iodas & pigimas de coda wma defas. Uma via
original send eniregue para vocd ¢ & oum feand com o pesgoisadorn:

{1 Sim eu concondo em panticipar do estudo.
(1 WBa, &u ndo coneonds em panticipar do ssudo.

Cmaanio & censcntimenie de aworizacio para a coleta, o depisiio, o armazenamenio, a
wiillragio & & desting final do materisl baligios humana

i 1 Euautonzo as smosimas do mea maienal, provenienie da cinargia e do componenie exirabdo
dio sangue (DA ficarem ammezemadss no Lab. de Poiologin Molecular pars wilizngbo em
firiros estsdos sermn minha prévin auronzscss « opds & aprovagioe pelo CEP do HUCFFUUFRL.
{ ¥ Eu sutorizo & amostras 3o mew maierial, provemiente da cirurgia & do componenie extrakdo
di samgpee (N AL ficerem armozenadas no Lab. de Paclogia Mol:cular pam wiilengbo em
firires esmsdos somente apds nuinka smorizacdo © aprovegko pele CEP do HUCFRUFRL

() Dessjo que apds csie esiudo, as amvostras do neeu maderial, provenientes da courgia e do
componenie exiralde do sangue | A ) sejom descarndes, niio sendo utlizadis posienomenie
parn ouinos esmdos.

Ohs: O Laboratdrio de Paiclogia Maolecular encontra-se localizado ma sala 24 do sebzolo do
Hospital Universiine Clemenins Fraga Filko (HUCFFUFRIL no Servigo de Asnaionuis
Este estudo someente serd inicindo, opds & sprovecho desia pesquisa pelo CEP do Hospitsl
Universitino Clementinsg Fragn Filka (HUCFFUFRT).

Caso seja realizndo wm novo projete de pesquisa sendo milizndes os emosinas dis participanies
que smorEnrem a ubilizschs de suss MRoirs Som Uma DoV sbonzsgbo send feis wme nova
submisslo do projeir o ser realizado, o ser grecade pelo CEP do HUCFF/UFRIL.
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CONSENTIMENTO

Acrediie wer sido suficientemwenie infomeado (2], o respeio das infoneaghes sobse o csbado
acimma ciledo gee li on gqoe foram lidss para nxim.

Eu receberel umia via desse Tesmma de Corsentimento Livee ¢ Esclarecido [TCLE] & a oatra ficard
Ccom 0 pesquisados responsdvel| por essa pesguisa. Al ditso, estou ciente de Que BU B O
pesquisador responsdvel deveremos rubricar todas as folhas desse TOLE ¢ assinar na dhtima
falha.

Li e concondo em panicipar da pesquisa.

Mome da Paricipante ds pesquisa

Assinaiura da Pamcipente da pesquisa D ! )

Mome &0 Fesgaisndor

Assinafura do Pesgumador Data: f )
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ANEXO 3

Fotos de fragmentos de tumores e margens com datas das cirurgias e ordem de
pacientes

Fragmento tumor dia: 28/11/2018 (paciente: 5 Fragmento margem dia: 28/11/2018 (paciente: 5)

e

1-888-364
_ N |JI e 1

Fragmento tumor dia: 05/12/2018 (paciente: 6) Fragmento margem dia: 05/12/2018 (paciente: 6)

18 8

| 145634

:‘:5 r| 0
OAsen 1apaps

A 1 M|
= T - — - - — - OAspONn 1.nnn 004 00
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Fragmento tumor dia: 18/02/2019 (paciente:8) Fragmento margem dia: 18/02/2019 (paciente: 8)

Fragmento tumor dia: 03/04/2019 (paciente: 9) Fragmento margem dia: 03/04/2019 (paciente: 9)
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Fotos de fragmentos de tumores e margens com datas das cirurgias e
ordem de pacientes

Fragmento tumor dia: 12/02/2020 (paciente: 11)  Fragmento margem dia: 12/02/2020 (paciente:11)

m..ﬂ:.:m:h::lllﬂllllllllllll
Fragmento tumor dia: 05/07/2021 (paciente: 15)  Fragmento margem dia: 05/07/2021 (paciente:15)

wulmmﬂmlmlm o e PRI AR

84



ANEXO 4
RESULTADOS DA ELETROFORESE DA METILACAO DOS GENES CDKNZ2A,
hTERT, RB1 e CDH1)

gene CDKN2A
151 pb U/150pb M

FIGURA: Os dem aos paci A (Regifio 1), B {Regi&o ndo tumoral /margem), C (12. Coleta DNA circulante), D (22 Coleta DNA circulante), U
(Nso ilada), M (Metilada) .‘.(:. : que ), X (Paci sem retorno para da coleta), C- ( 1 ivo)

000 PTERT
126 pb U/ 121 pb M

A 9 10 11 2 13 14 15 - ¢
U ™M U M u M U M U M U _ M U Mo M

B
L] 1 11 12 13 14 15 C- C-
UM u LC— MU wm o u M u M U MU M
t X
1 2 3 4 5 & 7 1
U M U MU M UM UM u M U m UM
C X X
ng M l.lml'l"l LI“M LIuM LI“M Uli |.|Is S E‘T

. L] 4 5 3 a 10 12 13
u_ M UM UM u M 1] M u M M
oW BT e e -
14 15 C- C-
u LU u M

FIGURA: Os nimeros corresponderm aos pacientes, A [Regio tumoral), B (Regifio nio tumoral /margem), C [12. Coleta DNA cireulante), D (22 Coleta DNA dreulante], U
(MEa metilada), M [Metilada), 1‘[ Pacientes gue morrerarm], X [Pacientes sem retorno para segunda coleta), C- [controle negativa).

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado pela prata
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CONTINUACAO ANEXO 4
RESULTADOS DA ELETROFORESE DA METILACAO DOS GENES CDKN2A,
hTERT, RB1 e CDH1)

gene RB1
172 pb U/M

HGUI\':A Os nidmer dem aos paci A (Regifo tumoral), B [Regifio nBo tumoral fmargem], € (12, Coleta Dﬂltinhnte:, D[22 Coleta DNA circulante], U
(MEo metilada), M (Metilada), §( Pacientes que morreram), X (Pacientes sem retorno para da coleta), C- |

N 1 2 3 4 5 & 7 8
o e o L oo O

A 211 pb U/ 204 pb M

FIGURA: D= nimer dem aos paci A [Regifo tumoral), B [Regifo nio tumoral fmargem], € [12. Coleta DNAtinhnte:, D[22 Coleta DNA circulante), U
(M&o metilada), M (Metilada), 1'[ Pacientes que morreram), X (Pacientes serm retorme para da coleta), C- |

Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado pela prata
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ANEXO 5
FOTOMICROGRAFIAS DAS LAMINAS DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

600

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante.

(Hematoxilina-Eosina), 100x. (Hematoxilina-Eosina), 200x.

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+ Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+
(receptor de estrogénio), IHQ, 100x. (receptor de estrogénio), IHQ, 200x.

Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+ Paciente 2: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+

(receptor de progesterona), IHQ, 100x. (receptor de progesterona), IHQ, 200x.



ey é

Paciente 3: Carcinoma Ductal

(Hematoxilina-Eosina), 100x.

Paciente 3: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+
(marcador de céncer de mama usado na

Imuno-histoquimica), IHQ, 100x.

4

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante.

(Hematoxilina-Eosina), 100x.

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante.

(Hematoxilina-Eosina), 100x.

— Y.y 3 3 ‘4

Paciente 3: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+
(marcador de cancer de mama usado na

Imuno-histoquimica), IHQ, 200x.

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante.

(Hematoxilina-Eosina), 200x.

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante.
(Hematoxilina-Eosina), 200x.
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- ) 3 <
Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante.

(Hematoxilina-Eosina), 200x.

i

Paciente 4: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+
IHQ, 100x. IHQ, 200x.

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante. Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante.
(Hematoxilina-Eosina), 100x. (Hematoxilina-Eosina), 200x.
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Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante.
(Hematoxilina-Eosina), 400x.

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante. Ki
67+ IHQ, 100x.

100m

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante. RP+
(receptor de progesterona), IH, 100x.

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal.

(Hematoxilina-Eosina), 25x.

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante. Ki 67+
IHQ, 200x.

Paciente 6: Carcinoma Lobular Infiltrante. RP+
(receptor de progesterona), IH, 200x.

Paciente 6: Carcinoma Papilar  Ductal

(Hematoxilina-Eosina), 100x.
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we

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal.

(Hematoxilina-Eosina), 200x.

—n = = i

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. Ki 67+,
IH, 100x.

= > g 4‘.’ . :
Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. RE+
(receptor de Estrogénio), IHQ, 100x.

Paciente 7: Carcinoma Ductal Infiltrante.

(Hematoxilina-Eosina), 100x.

DuctalRP+
(receptor de Progesterona), IH, 200x.

Paciente 6: Carcinoma Papilar

IHQ, 200x.

Paciente 6: Carcinoma Papilar Ductal. RE+
(receptor de Estrogénio), IHQ, 200x.

Bh

Infiltrante.

Paciente 7: Carcinoma Ductal

(Hematoxilina-Eosina), 200x.
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——

Paciente 7: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+ Paciente 7: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+

—_—

(receptor de Estrogénio), IHQ, 200x (receptor de Progesterona, IHQ, 200x.

e e

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante.

(Hematoxilina-Eosina), 100x. (Hematoxilina-Eosina), 200x.

o

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ 2. paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ 2.

(Hematoxilina-Eosina), 100x. (Hematoxilina-Eosina), 200x.

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ 3. Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ.
(Hematoxilina-Eosina), 200x. (Hematoxilina-Eosina), 100x.
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s

Paciente 10:

In Situ.

Carcinoma Ductal

(Hematoxilina-Eosina), 200x

—

Paciente 10: Carcinoma Papilar Intraductal.

(Hematoxilina-Eosina), 100x.

)

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+

(receptor de Progesterona), IHQ, 100x.

———

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. RE+
(receptor de Estrogénio), IHQ, 100x.

Paciente 10: Carcinoma Papilar Intraductal.
(Hematoxilina-Eosina), 200x.

Paciente 10: Carcinoma Ductal Infiltrante. RP+

(receptor de Progesterona), IHQ, 200x.

Paciente 10: Carcinoma Papilar IntraDuctal. RE+

(receptor de Estrogénio), IHQ, 200x.
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Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. Ki 67+ Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. Ki 67+,
IHQ, 100x. IHQ, 200x.

)

Paciente 10: Carcinoma Ductal In Situ. RP+

(receptor de Progesterona), IHQ, 100x.

|
|
{

|
i

-% g .
—— ¥, | e s
Paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante. Paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante.
(Hematoxilina-Eosina), 100x. (Hematoxilina-Eosina), 200x.

Paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+, paciente 14: Carcinoma Ductal Infiltrante. Ki 67+,
IHQ, 100x. IHQ, 200x.

HE

.Ir = - ]




ANEXO 6
TABELA 9. DADOS CLINICOS DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA
Paciente  Idade Cor Tratamento Regido do tumor Estadiamento
antes da da doenga
cirurgia
1 53 Branca Quimioterapia  ME/Quadrante superior T4 b n2 Mx
Neoadjuvante
2 73 Branca SD MD/Quadrantes SD
externos superior
E inferior
3 50 Branca Quimioterapia ME/Quadrantes SD
Neoadjuvante Superior e inferior
4 44 Branca Quimioterapia ME/N6dulos T3 No Mo
Neoadjuvante 1 Cm aderidos aos
planos profundos
5 49 Branca Quimioterapia MD/aderidos CT3CN2
Neoadjuvante aos planos profundos CMo
Quadrante superior
Esquerdo
6 59 Branca Quimioterapia MD T4 No Mx
Neoadjuvante
7 44 Branca Quimioterapia MD/Porcéo T4 B N1 Mx
Neoadjuvante Central
8 49 Branca Quimioterapia ME T3 N1 Mx
Neoadjuvante
9 78 Negra SD ME SD
10 57 Parda Sem MD T4 No Mx
tratamento
Prévio
11 57 Branca Quimioterapia ME T4 N1 Mx
Neoadjuvante
12 56 Branca Quimioterapia ME T4 B NO
Neoadjuvante
13 59 Branca Quimioterapia ME T3 N1 MO
14 54 Branca Sem ME/ Terco posterior T4b N2 Mx
tratamento
prévio
15 69 Branca Quimioterapia MD Quadrantes T3 NO MO

neoadjuvante

Superior e
inferior

TABELA 9. Dados dos prontuarios das participantes da pesquisa. MD: Mama direita, ME: Mama

esquerda, SD: Sem descri¢do no prontuério.
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ANEXO 7
TABELA 10. DADOS DE REGISTRO DAS AMOSTRAS DAS PARTICIPANTES DA
PESQUISA

ST=sem tumor S+LYS

DNA n.

T=tumor S=soro

DNA n.

Siglas —p
Data cirurgia

Paciente Paciente 2a coleta Data (2a coleta)

1

10

11

12

13

14

15

29/10/2018

31/10/2018

07/11/2018

21/11/2018

28/11/2018

05/12/2018

10/12/2018

18/02/2019

03/04/2019

15/05/2019

12/02/2020

03/08/2020

12/08/2020

02/06/2021

05/07/2021

1T

2ST

3S

3 S+LYS
4T
58T

9S8

9 S+LYS
10T

11 ST

12 S

12 S+LYS
13T

14 ST
158

15 S+LYS
16T

17 ST

18 S

18 S+LYS
19T

20 ST
21S

21 S+LYS
22T

23 ST
24S

24 S+LYS
25T

26 ST
27S

27 S+LYS
28T

29 ST
30S

30 S+LYS
31T

32 ST
33S

33 S+LYS
34T
35ST

36 S

36 S+LYS
37T

38 ST
39S

39 S+LYS
40T

41 ST

42's

42 S+LYS
43T

44 ST

45 S+LYS

Obito

Obito

3 (22 coleta)

4 (22 coleta)

5 (22 coleta)

6 (22 coleta)

8 (2a coleta)

10 (22 coleta)

12 (22 coleta)

13 (22 coleta)

14 (22 coleta)

15 (22 coleta)

06/09/2022

14/09/2022

05/08/2022

05/08/2022

16/06/2021

16/08/2022

13/07/2021

05/07/2022

05/07/2022

16/08/2022

©
(0]

9 S+LYS

12s
12 S+LYS

15S
15 S+LYS

18 S
18 S+LYS

24s
24 S+LYS

30S
30 S+LYS

36S
36 S+LYS

39S
39 S+LYS

42 S
42 S+LYS

42 S
45 S+LYS

TABELA 10. Dados de registro das amostras das pacientes. T: tumor. ST: Sem tumor (regido

ndo tumoral). S: Soro. S+LYS: DNA extraido do soro utilizando o tampé&o de lise do kit. Ponti-

Ihado: Pacientes que ndo compareceram para a segunda coleta para obtencdo de DNA.



ANEXO 8
PERCENTAGEM DE CIRURGIAS DE CANCER DE MAMA POR FAIXA ETARIA

40-50 anos
33%

Percentagem de cirurgias de mama por faixas etérias realizadas nas participantes do projeto.

ANEXO 9
PERCENTAGEM DE CIRURGIA DAS PARTICIPANTES DO ESTUDO CONFORME
RACA/COR
Percentagem de cirurgia de Cancer de mama
15 conforme Raga/Cor
14

1
e

Branca Meara

Percentagem de cirurgias de mama das participantes do estudo conforme raca/cor
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Apos a avaliacdo dos dados sociodemograficos das participantes deste estudo, foram feitos os
gréficos disponibilizados nos anexos 8 e 9, no qual eles mostram o percentual de cirurgias de
mama por faixa etaria e por raca/cor, o que foi relevante para a escrita do artigo de revisao sob
titulo “Ethnic disparities and breast cancer staging in Brazilian women”, o qual foi submetido
para uma revista, e ap6s sugestdes, 0 mesmo esta sendo ajustado para a submissdo para outra
revista.

ANEXO 10
TABELA 11. CLASSIFICACAO MOLECULAR BASEADA NA IMUNO-
HISTOQUIMICA

FORTEMENTE FORTEMENTE NEGATVO  BAIXO (< 10%)

POSITIVO POSITIVO
2,7,8,
POSITIVO POSITIVO OU NEGATVO  ALTO (> 10%)
NEGATIVO
6, 10
POSITIVO OU POSITIVO OU POSITIVO  ALTOOU
NEGATIVO NEGATIVO BAIXO
5
3,4,14 NEGATIVO NEGATIVO NEGATVO GERALMENTE
ELEVADO

Tabela 11. Classificagdo molecular baseada na Imuno-histoquimica. RE: Receptor de Estrogénio. RP: Receptor de
Progesterona. HER-2: Receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano. Ki67: Marcador de proliferagdo
celular.
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11.2

11.3

ANEXO 11
Artigos submetidos!
hTERT gene methylation in circulating DNA, tumor, and surrounding tissue

in breast cancer: a prospective study

CDHL1 (Cadherin-1) gene methylation and the expression of E-cadherin,
hormone receptors, HER-2 and Ki67 in breast cancer

CDKNZ2A and RB1 gene methylation in breast cancer
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36 Figure 1. Methylation of the hTERT gene. hTERT: human telomerase reverse transcriptase. U: unmethylated,
37 M: methylated. Numbers correspond to patients. A: tumor. B: tumor surrounding tissue. C: blood of the first

collection. D: blood of the second collection. T: death after the first collection. @: no return to the second
38 collection for other reasons. C-: DNA negative control.

40 211x192mm (300 x 300 DPI)

59 https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo



104

Sao Paulo Medical Journal Page 4 of 20

NV OONO U NWN=

42 Figure 2. A: total breast section. B: tumor fragment. C: fragment of tumor surrounding tissue. The top of
43 the ruler is graduated in centimeters.

45 211x234mm (300 x 300 DPI)
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Original article
hTERT gene methylation in circulating DNA, tumor, and surrounding tissue in breast

cancer: a prospective study

ABSTRACT
BACKGROUND: The human telomerase reverse transcriptase (nTERT) enzyme, encoded

by the hTERT gene, plays a fundamental role in cancer formation. The hTERT gene

methylation has an upregulatory effect, increasing hTERT enzyme synthesis and allowing
continuity of tumoral cellular division.

OBJECTIVE: To analyze the methylation status of hTERT in the tumor, surrounding

tissue, circulating free DNA (cfDNA) of blood collected on the day of mastectomy, and
cfDNA of blood collected around one year after.

DESIGN AND SETTING: A prospective study conducted at a university hospital in Rio
de Janeiro, Brazil.

METHODS: Samples were collected from 15 women with breast cancer on the day of
their mastectomy and around one year after. Analysis of DNA was accomplished by

Sodium bisulfite conversion, followed by polymerase chain reaction, electrophoresis, and
silver nitrate staining.

RESULTS: Methylation of hTERT was detected in the tumor and surrounding tissue of all
15 patients. Five patients had hTERT methylation in cfDNA of the blood from the first

collection. Of the ten patients who returned for the second collection, three had

methylation. Two patients with methylation in the first collection did not present it in the
second. One patient who had no methylation in the first collection showed it in the second,

and one patient had the level of methylation diminished in the second collection.
CONCLUSION: The analysis of hTERT methylation in cfDNA may be helpful in the

follow-up of patients with breast cancer and the evaluation of response to treatment.

KEYWORDS (MeSH terms): Cell-Free Nucleic Acids, Telomerase, Methylation, Breast
Neoplasms, Liquid Biopsy.
AUTHORS’ KEYWORDS: hTERT, Epigenomics, Early Diagnosis.
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INTRODUCTION
Telomeres are repetitive deoxyribonucleic acid (DNA) sequences found at the end of

chromosomes that protect them from degradation and ensure stability. In each round of
normal cellular division, the telomeres shorten, leading to cellular senescence and death

when they are critically shortened.1? The human telomerase reverse transcriptase ("TERT)
is the enzyme that synthesizes telomeric DNA sequences.® The hTERT enzyme is encoded

by the hTERT gene and contains a protein component and an ribonucleic acid (RNA)
component.2 Normal postnatal somatic cells do not express the hTERT gene. On the

contrary, its expression is elevated in stem, germ, and cancer cells.* The expression of

hTERT in cancer cells allows the continuity of tumoral cellular division, maintaining
telomeres length and inactivating apoptosis. Various mechanisms enhance the regulation

of hTERT in tumors, including amplifications, structural changes, mutations, and epigenetic
changes such as methylation of the gene promoter region. Epigenetic changes are DNA

modifications, such as methylation, that do not alter the base sequence but may affect DNA
expression. Methylation consists of the addition of a methyl group (CHs) to the cytosine

base of cytosine-guanine (CpG) dinucleotides.®
Circulating cell-free DNA (cfDNA) is single or double-stranded extracellular DNA

that is released into the bloodstream as a result of cell apoptosis, necrosis, and secretion.b
Increased levels of cfDNA and epigenetic changes are commonly observed in cancer

patients and are associated with the progression of the disease and response to treatment.”:8

In cancer patients, cfDNA contains sequences from tumors and can serve as a biomarker
for guiding therapy, and detection at an early stage.®1% A better understanding of cfDNA

properties, especially the knowledge of the methylation status, configures a select path for
monitoring tumor components.!! In addition, cfDNA analysis allows cancer screening

through liquid biopsy,®6 a better alternative when compared to standard tissue biopsies.
Liquid biopsy is not limited to a single observation region and has less invasiveness and

lower cost.12

OBJECTIVE

https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo
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This study aimed to investigate the methylation status of the hTERT gene in the tumor,
surrounding tissue, and cfDNA of breast cancer patients. Furthermore, the methylation

of hTERT in cfDNA of blood collected on the day of mastectomy was compared with the
methylation of cfDNA of blood collected around one year after. To our knowledge, this is

the first paper to track hTERT promoter methylation in cfDNA obtained at two different

times of breast cancer treatment.

METHODS
Study design and patients recruitment

This prospective study included 15 women aged 44 to 78 years (mean age 56.7 + 9.6 years)

diagnosed with breast carcinoma. The patients were attended at the Institute of Gynecology,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil. As part of their treatment, all women

underwent a total mastectomy. Before the surgery, the patients were invited to participate in

the research as volunteers, and those who agreed to participate of the study received all
clarifications and signed the consent form. Recruitment took place between October 2018

and July 2021.

Data collection and ethical approval
Demographic and clinical data were gathered from the medical records. The study was

approved by the Clinical Research Ethics Committee of the Hospital Universirario
Clementino Fraga Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro. Certificate: (CAAE) #
91406118.6.0000.5257 from 2018.

Material collection
During the mastectomy, fragments of around 1cm in each axis were collected from the

tumor and surrounding tissue of each patient for analysis of DNA. In addition, 5 ml of
peripheral blood were collected to analyze cfDNA. Another blood collection was made

around one year after for the second cfDNA analysis. Samples collection and
histopathological examination took place at the Institute of Gynecology. Molecular

analyses were performed at the Laboratorio de Patologia Molecular, Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho.

https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo
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Circulating free DNA extraction

DNA extraction from fresh blood serum was performed using the Quick-gDNA™
MiniPrep kit (Zymo Research, Orange County, USA) Cat. No. D3024, according to the
standard protocol established by the manufacturer.

Extraction of DNA from the tumor and surrounding tissue

DNA extraction from the tumor and surrounding tissue was accomplished through

Phenol:chloroform method, according to previously described by McCormick et al,13 using
the Ultra Pure™ Phenol: Chloroform: Isoamyl Alcohol (Invitrogen™, Carlsbad, USA) Cat.

No. 15593-031.

Methylation mechanism
DNA samples were modified with sodium bisulfite, and then analyzed by the Methylation-

Specific Polymerase Chain Reaction method. DNA modification was performed using EZ
DNA Methylation-Gold™ Kit, Cat. No: D5005 (Zymo Research, Orange County, USA),
according to the standard protocol established by the manufacturer.

Polymerase Chain Reaction (PCR)

To confirm the integrity of the DNA extracted from samples, a fragment of exon 5 of the
p53 gene was amplified by polymerase chain reaction (PCR). The amplification reaction

was performed according to Pestaner et al previously described,'* generating a 274 base
pairs product. For the hTERT amplification, two pairs of primers were used as follows:

hTERT-U (unmethylated) forward, 5'-GAGGTATTTCGGGAGGTTTCGC-3" and hTERT-
U reverse, 5'-~ACTCCGAACACCACGAATACCG-3' producing a fragment of 126 base

pairs,1® and hTERT-M (methylated) forward,
5'-GGAGGTATTTTGGGAGGTTTTGT-3' and hTERT-M reverse,

5'CAAACTCCAAACACCACAAATACCA-3' producing a fragment of 121 base pairs.1®
PCR conditions were: initial denaturation at 96°C for 7 minutes followed by 35 cycles of

95°C for 1 minute, 62°C for 1 minute, and 72°C for 1 minute. The final extension was

performed at 72°C for 5 minutes.

Gel electrophoresis and staining

https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo
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The PCR products were run by electrophoresis in polyacrylamide gels at a concentration of
10%. A negative control and a DNA marker were added in each electrophoretic run. Gels

were stained by the silver nitrate method.1® Briefly describing, the first step was DNA
fixation with ethanol and acetic acid, followed by the second step of impregnation by silver

nitrate and a final step with sodium hydroxide (NaOH) and formaldehyde to reveal the

DNA bands.

RESULTS

All 15 patients presented methylation of the hTERT gene in cells of tumors and surrounding
tissue (Figure 1, A and B). Five patients had hTERT methylation in cfDNA from the blood

of the first collection (Figure 1, C). Two patients passed away after the first collection, and
three did not return for the second blood collection for other reasons. Of the ten patients

who returned for the second blood collection, three (8, 10, 14) had hTERT methylation
(Figure 1, D). Patients 3 and 13 had hTERT methylation in the first collection but did not

present it in the second. Patient 14 had less methylation in the second collection than in the

first.

https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo
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Figure 1. Methylation of the ATERT gene. hTERT: human
telomerase reverse transcriptase. U: unmethylated, M:

methylated. Numbers correspond to patients. A: tumor. B: tumor

surrounding tissue. C: blood of the first collection. D: blood of the
second collection. T: death after the first collection. @: no return
to the second collection for other reasons. C-: DNA negative

control.
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The figure 2 shows a total breast section removed from a patient (A), a tumor fragment (B),

and a fragment of surrounding tissue (C).

Figure 2. A: total breast section. B: tumor fragment.
C: fragment of tumor surrounding tissue. The top of

the ruler is graduated in centimeters.

The table 1 shows the methylation panel of the hTERT gene in tumors, surrounding tissue,
and cfDNA of blood of the first and second collections.
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Table 1. Panel of the hTERT gene methylation status.

Tumor surrounding cfDNA of blood of first cfDNA of blood of second

Patient | Tumor tissue collection collection
1 M M M Death

2 M M u Death

3 M M M u

4 M M u u

5 M M U u

6 M M U U

7 M M U NR

8 M M M M

9 M M U NR

10 M M U M

11 M M U NR

12 M M U U

13 M M M u

14 M M M M

15 M M U u

hTERT: human telomerase reverse transcriptase. M: presence of hTERT methylated, U: No
presence of hTERT methylated, NR: no return to second blood collection for reasons other than
death. cfDNA: circulating free DNA.
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Page 9 of 20

56
57

58
RQ

The table 2 shows the ages and clinical data (type of treatment and tumor’s stage) of the
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Table 2. Age and clinical data of patients.

Patient Age Treatment TNM stage
1 53 NC T4b N2 Mx
2 73 WD WD
3 50 NC WD
4 44 NC T3 NO MO
5 49 NC CT3 CN2 CMO
6 59 NC T4 NO Mx
7 44 NC T4B N1 Mx
8 49 NC T3 N1 Mx
9 78 WD WD
10 57 No Treatment T4 NO Mx
11 57 NC T4 N1 Mx
12 56 NC T4B NO
13 59 Chemotherapy T3 N1 MO
14 54 No Treatment T4b N2 Mx
15 69 NC T3 NO MO

NC: neoadjuvant chemotherapy. WD: TNM stage not described in the records.

DISCUSSION

The hTERT enzyme (encoded by the hTERT gene) plays a fundamental role in cancer
formation by extending telomeres and avoiding cellular senescence and apoptosis.t’ The

hTERT activity occurs in many cancers, but its expression is not observed in normal

somatic cells. Unlike what happens with other cancer-related genes, methylation of the

https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo
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hTERT promoter region does not silence the gene. In contrast, nTERT methylation has an
upregulatory effect, increasing hTERT protein synthesis in tumoral cells.’> Analyzing

samples from oral squamous cell carcinoma, Haraguchi et al showed that hypermethylation
of the hTERT gene positively regulated hTERT enzyme synthesis, which was confirmed by

immunohistochemistry analysis.1®
According to scientific literature, changes in DNA methylation is an early event in

tumorigenesis.’® A study showed that changes in methylation were detected in plasma four
years before a clinical diagnosis.’® Our study investigated the hTERT gene methylation

status in breast cancer patients. DNA was extracted from the tumor, surrounding tissue, and

peripheral blood (cfDNA). The analyses showed hTERT hypermethylation in the tumor
and surrounding tissue of all patients. This is very similar to what was related by Masood et

al,1% which found that 94% of breast carcinomas investigated showed hypermethylation at
2X folds or more in comparison with normal breast tissue. On the contrary, in our study,

only five of fifteen patients presented hTERT methylation in cfDNA. That may indicate the
efficacy of the neoadjuvant chemotherapy before mastectomy, once a successful treatment

tends to diminish considerably the tumor cfDNA release in the bloodstream. Furthermore,
two patients (3 and 13) had methylation in the first blood collection but did not present it in

the second, which also may indicate the success of treatment before surgery. Similarly,
patient 14 had less methylation in the second collection than in the first, suggesting the

effectiveness of neoadjuvant chemotherapy in reducing tumoral cfDNA release in the

bloodstream.

CONCLUSION

Our results suggest that the analysis of hnTERT methylation in cfDNA may be helpful in the
follow-up of patients with breast cancer and in the evaluation of response to treatment.

Further studies are needed to analyze the methylation of other cancer-related genes in the
cfDNA of breast cancer patients.

https://mc04.manuscriptcentral.com/spmj-scielo
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36 hTERT: human telomerase reverse transcriptase. M: presence of ATERT methylated, U: No
37 presence of hTERT methylated, NR: no return to second blood collection for reasons other than
38 death. cfDNA: circulating free DNA.
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TURK PATOLOJI DERGISI

Analysis of E-cadherin Methylation in Circulating DNA Collected During and One Year Post-

Mastectomy in Breast Cancer Patients

Abstract
Obijective: To analyze the methylation of the CDH1 (Cadherin-1) gene and the expression of E-cadherin, hor-

mone receptors, HER-2 (human epidermal growth factor receptor 2), and Ki67 (a cellular proliferation marker)

in breast cancer patients.

Material and Method: The study included 15 women who underwent total mastectomy. We collected
samples of tumor and non-tumor tissue during the surgery, and circulating free DNA (cfDNA) was collected

on the day of the surgery and one year post-surgery.

Results: All patients had CDH1 methylation in the tumor region, and nine patients also had CDH1
methylation in the non-tumor tissue. Furthermore, only one patient of the nine tested by immunohistochemistry
had E-cadherin expression. The presence of methylated CDH1 in the cfDNA of the blood suggests the exist-
ence of neoplastic cells for this marker, either at the site of origin or metastatic. The methylation of the
CDHL1 gene in non-tumor tissue observed in nine patients may suggest the presence of infiltrating neo-
plastic cells or non-neoplastic genetic transformed cells, as cancer cells are the result of many accumulated

genetic alterations.

Conclusions: Our study stands out for its unique approach of doing a follow-up of cfDNA at two distinct time
points - during surgery and one year post-surgery. This approach allowed us to track the methylation status
of the CDHL1 gene and the expression of key markers over time, providing valuable insights into the progres-
sion of the disease and the effectiveness of the treatment. This highlights the potential of cfDNA as a non-
invasive tool for monitoring patients post-surgery.

Keywords Cadherin-1. Circulating DNA. Methylation. Breast Neoplasms. Immunohistochemistry.



INTRODUCTION

Cadherins, a large superfamily of transmembrane glycoproteins, are integral to cell-cell adhesion
and the maintenance of tissue architecture (1). Among them, E-cadherin, encoded by the CDH1
gene, is an invasion suppressor. Mutations and dysregulation of E-cadherin can lead to invasive
cancer (2, 3). In fact, 7% of all CDH1 mutations are found in non-gastric tumors, with the
majority identified in breast cancer patients (4-6).

E-cadherin is particularly significant in the context of Invasive Lobular Carcinoma (ILC), which accounts for
10-15% of all breast cancers. The lack of E-cadherin expression, often due to the hypermethylation of the
CDHL1 gene, is a distinctive feature of ILC. This loss of expression disrupts cell-cell adhesion, leading to the
invasive nature of the disease (7, 8). In addition to tissue-based studies, recent advancements in liquid biopsy
technologies have enabled the analysis of circulating cell-free DNA (cfDNA) and circulating tumor DNA
(ctDNA) in the blood and other body fluids, providing a less invasive approach to cancer molecular
profiling and disease monitoring (9). Previous studies have demonstrated an inverse relationship between
the CDH1gene methylation and E-cadherin expression in cases of ductal-type breast cancer and paired
normal breast samples. In fact, it was found that 94% of ductal breast cancers had CDH1promoter methylation,
and no detectable expression of E-cadherin was found in the cases with

complete promoter methylation (8).

In addition to E-cadherin, the expression of hormone receptors, HER-2 (human epidermal growth factor re-

ceptor 2), and Ki67 (proliferation marker) are also key markers in breast cancer.

Hormone receptors, including estrogen receptor (ER) and progesterone receptor (PR), play a critical role in
the growth and development of breast cancer (10, 11). HER-2 is a growth-promoting protein, and its excess
or an amplification of the HER-2 gene is related to a poor prognosis of breast cancer (12). Ki67 is a
protein that is associated with cell proliferation, and a high level of Ki67 is often indicative of a more rapidly
growing breast cancer (13).

Blood circulating cell-free DNA (cfDNA) is released into the bloodstream as a result of cell apoptosis,
necrosis, and secretion (14). Epigenetic changes and increased levels of cfDNA normally seen in cancer
are correlated with disease progression and response to treatment (15,16). In cancer patients, the cfDNA
carries sequences from tumor cells and therefore has the potential to be used as a biomarker to guide both
the early detection of the disease and therapy (17, 18). The analysis of cfDNA obtained from plasma is less



invasive and less expensive than traditional tissue biopsies and is not limited to a single observation region
(17, 14).

In this study, we analyzed the methylation of the CDH1 gene in tumor, non-tumor tissue, and blood cfDNA
of breast cancer patients. We also evaluated the expression of E-cadherin, hormone receptors, HER-2,
and Ki67. The methylation status of the CDH1 gene in cfDNA of blood collected was compared on both
the day of mastectomy and about one year later. This unique approach of tracking the methylation status
of the CDH1 gene and the expression of key markers at two distinct time points provides valuable insights

into the progression of the disease and the effectiveness of the treatment.

MATERIALS and METHODS

Study design

This prospective study involved 15 women, aged between 44 and 78 years (average age 56.7 + 9.6 years),
who were treated at the Instituto de Ginecologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brazil. All patients
were diagnosed with breast carcinoma and underwent total mastectomy. Prior to the surgery, patients were
interviewed and invited to participate in the study. Those who agreed to participate were provided with all

necessary information and signed a consent form.

Data Collection and Ethical Aspects

Patient recruitment took place from October 2018 to July 2021 having as inclusion criteria a positive
diagnostics for breast carcinoma scheduled to undergo total mastectomy. Demographic

and clinical data were gathered from the patients' medical records. The study was approved by the Clinical
Research Ethics Committee of the Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro (Certificate: CAAE # 91406118.6.0000.5257, dated September 29, 2018).

This study was designed as an exploratory investigation into the methylation status of the CDH1 gene in
breast cancer patients. The sample size of 15 patients, while smaller than what might be ideal for more
robust statistical analysis, was determined by the availability of patients who met the study criteria during
the recruitment period mentioned above. It is important to note that this sample size represents all the
patients we had access to during this time. Despite all that, we believe that our study holds significant
value as it provides a comprehensive analysis of CDH1 methylation across tumor tissue, non-tumor tissue,

and cfDNA in a carefully selected group of patients that were followed-up.



Material Collection

Tumor and non-tumor tissue samples were collected from each patient during mastectomy.

Additionally, a 5 ml volume of peripheral blood was collected for cfDNA analysis on the day of the mas-
tectomy and approximately one year later. The sample collection took place at the Instituto de

Ginecologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Circulating Free DNA Extraction

DNA extraction from blood serum was carried out using the Quick-gDNA™ MiniPrep kit (Zymo

Research, Irvine/CA/USA, Cat. No. D3024), following the manufacturer's protocol.

Extraction of DNA from Tumor and Non-Tumor Tissues

DNA extraction from tumor fragments and non-tumor tissue was performed using the Phenol:chloroform
method, as previously described by McCormick et al (19), using the Ultra Pure™ Phenol: Chloroform:
Isoamyl Alcohol from Invitrogen™ (Carlsbad/CA/USA, Cat. No. 15593-031).

Methylation Mechanism

DNA samples were modified with sodium bisulfite and then analyzed using the Methylation-Specific Poly-
merase Chain Reaction (MSP) method. DNA modification was performed using the EZ DNA Methylation-
Gold™ Kit (Zymo Research, Irvine/CA/USA, Cat. No: D5005), following the manufacturer's protocol.

PCR (Polymerase Chain Reaction)
To confirm the integrity of the DNA, a fragment of exon 5 of the p53 gene was amplified using polymerase
chain reaction (PCR). The amplification reaction was performed as previously described by Pestaner et al
(20), generating a 274 base pairs product. For the CDH1 amplification, two pairs of primers were used as
follows: CDH1-U (unmethylated) forward, 5'-GGTAGGTGAATTTTTAGTTAATTAGTGGTA-3’ and
CDH1-U  reverse, 5~ ACCCATAACTAACCAAAAACACCA-3' producing a fragment of 211
base pairs; and CDH1-M(methylated) forward, 5" GGTGAATTTTTAGTTAATTAGCGG-
TAC-3' and CDH1-M reverse, 5'-CATAACTAACCGAAAACGCCG -3’ producing a fragment of 204 base

pairs (21). The polymerase used for the MSP was the GoTaq G2 Hot Start Green Master Mix (Promega,
5



Madison/WI/USA Cat. No: M7422). PCR conditions included an initial denaturation at 96°C for 7 minutes,
followed by 35 cycles of 95°C for 1 minute, 62°C for 1 minute, 72°C for 1 minute, and a final extension at
72°C for 5 minutes.

Gel Electrophoresis and Staining

The PCR products were subjected to electrophoresis in 10% polyacrylamide gels. A negative control and
a DNA marker were included in each electrophoretic run. Gels were stained using the silver nitrate method,
which involved DNA fixation with ethanol and acetic acid, impregnation with silver nitrate, and revelation
of the DNA bands with sodium hydroxide (NaOH) and formaldehyde (22).

Histopathological Exams and Immunohistochemical Analysis

The samples were fixed in 10% formalin and embedded in paraffin wax. The tissue blocks were sectioned
into 4 um thickness pieces. Histopathological exams were performed using hematoxylin-eosin staining. Im-
munohistochemistry was carried out using monoclonal antibodies for all investigated antigens. The primary
antibodies used were rabbit anti-E-cadherin (clone EP700Y, 1:200, Cell Marque), mouse anti-HER-2 (clone
CB11, 1:600, Cell Marque), rabbit anti-Ki67 (clone SP6, 1:300, Spring), rabbit anti-estrogen receptor (clone
SP1, 1:200, Cell Marque), and mouse anti-progesterone receptor (clone 16, 1:100, Cell Marque). The second-
ary antibody applied was from the Novolink Polymer Detection System® (Leica Biosystems, Newcastle/Tyne
and Wear/UK, Product Code: RE7280-K), following the manufacturer's protocol.

RESULTS
Table 1 shows the age and TNM stage of patients. Out of the fifteen patients followed in this study,

samples from nine were analyzed by histopathology and immunohistochemistry. These analyses confirmed
the positive presence of estrogen receptors (ER), progesterone receptors (PR), breast mutations Ki67 (clone
MIB-1) proliferation marker, proto-oncogene HER-2 neu/c-erb-B2 (clone CB11), and protein E-cadherin.
All nine patients tested positive for Ki67 (clone MIB-1) infiltrating neoplastic cells. As determined through
immunohistochemical analysis, the classification of tumors subtypes was: luminal A (patients 2, 7 and 8),
luminal B (patients 6 and 10), HER-2 (patient 5), and triple-negative (patients 3, 4 and 14). As indicated
in Table 2, E-cadherin was detected only in patient five. The histopathological grades and types of



breast carcinomas are described in Table 3. Photomicrographs of the histological sections of tumors are dis-

played in Figures 1 and 2.

Table 4 shows that CDH1 methylation was detected in the tumor region of all 15 patients. This methylation
was also found in the non-tumor tissue of nine patients. Two patients (3 and 4) had CDH1 methylation in
the cfDNA of the blood only from the first collection. Only patient number eight had CDH1 methylation in
the cfDNA of the second collection and not in the first one.

DISCUSSION

Our study aimed to investigate the methylation status of the CDH1 gene in patients diagnosed with breast
cancer. We extracted DNA from tumor, non-tumor tissue, and serum of peripheral blood from fifteen
patients. Nine of these patients were followed up to assess the presence of ER, PR, Ki67, HER-2, and E-

cadherin through immunohistochemical tests.

The results revealed that patients diagnosed with ductal carcinoma and intraductal papillary carcinoma
did not express E-cadherin due to the methylation of CDH1. Interestingly, only one patient (five) with
lobular carcinoma expressed E-cadherin, although both patients (five and six) showed methylation in CDHL1.
The absence of E-cadherin expression is a characteristic feature of in situ and invasive lobular carcinomas,
which explains the diverse patterns of evolution observed in invasive lobular breast cancers. Three patients
(two, seven and eight) were diagnosed with Luminal A subtype carcinoma, characterized by strong posi-
tivity for ER and PR, negativity for HER-2, and weak positivity for Ki67 (<10%). This subtype is associated
with less biologically aggressive neoplasms and is responsive to antiestrogenic therapy. However, over time,

neoplastic cells can develop resistance to this therapy due to mutations in the genes of estrogen receptors.

This resistance can interfere with the action of anti-estrogen drugs, such as tamoxifen, thereby favoring

cancer progression.

Our results also showed that CDH1 methylation was detected in the tumor region of all fifteen patients and
in the non-tumor tissue of nine patients. Furthermore, only one patient (five) of the nine tested by immuno-
histochemistry had E-cadherin expression. This aligns with the findings of Shargh et al. (8), who reported
that 94% of breast ductal carcinomas had CDH1 methylation and no detectable E-cadherin expression in a

group of 50 patients with ductal breast cancer.

Three patients (three, four and fourteen) were diagnosed with the Triple-Negative subtype, characterized by
7



high Ki67+ (80-90%) due to the high degree of proliferation of neoplastic cells.

This subtype is associated with neoplasms of high combined histopathological grade, favoring chemother-
apy, usually with a low curative response. One patient (five) with infiltrating lobular carcinoma was HER-
2+, showing CDH1 methylation and E-cadherin expression only in the tumor region. This confirms the het-
erogeneity of E-cadherin expression in lobular carcinomas.

The non-elimination of CDH1 segments in the blood and the lack of neoplastic cells for this marker,
associated with the positivity of up to 30% for Ki67, favor chemotherapy and anti-HER-2 therapies. This
suggests a better prognosis regarding therapeutic responses.

Our study contributed due to its unique longitudinal design; we tracked the methylation status of the CDH1
gene in the same patients at two distinct time points - during surgery and one year post-surgery. This
approach allowed us to observe dynamic changes in CDH1 methylation and its potential implications for
disease progression and treatment response. Such longitudinal studies are rare in the current literature, and

therefore our research provides a valuable starting point for future investigations in this area.

CONCLUSIONS

Our study underscores the potential role of CDH1 gene methylation in compromising E-cadherin expression,
as evidenced by the fact that only one patient demonstrated protein expression in immunohistochemistry.
This finding aligns with the established understanding of the inverse relationship between CDH1 meth-
ylation and E-cadherin expression.

Moreover, our results emphasize the importance of conducting comprehensive immunohistochemical anal-
yses in breast cancer patients. Evaluating key markers such as hormone receptors, HER-2, and the Ki67
proliferation index is crucial for tailoring individualized treatment strategies. It also aids in assessing the ef-
fectiveness of antineoplastic therapy following tumor removal. In addition, our unique approach of tracking
the methylation status of the CDH1 gene at two distinct time points and the expression of key markers pro-
vides valuable insights into the progression of the disease and the effectiveness of the treatment. This
study, despite its limitations in sample size, contributes to the growing body of research on the role of
CDH1methylation in breast cancer and highlights the potential of cfDNA as a non-invasive tool for monitoring
patients post-surgery.

Future research with larger sample sizes and diverse patient populations is needed to validate and expand
upon our findings. This will further elucidate the implications of CDH1 methylation in breast cancer,

ultimately contributing to improved patient care and outcomes.



References

1. Kaszak I, Witkowska-Pitaszewicz O, Niewiadomska Z, Dworecka-Kaszak B, Felix
FN, Jurka P. Role of Cadherins in Cancer - A Review. Int J Mol Sci. 2020, 21,
7624. PMID: 33076339. DOI:10.3390/ijms21207624

2. Bucker L, Lehmann U. CDH1 (E-cadherin) gene methylation in human breast
cancer: critical appraisal of a long and twisted story. Cancers. 2022; 14, 4377.
PMID: 36139537. DOI: 10.3390/cancers14184377

3. MakerA, Gumbiner BM. Reconstitution of the full transmembrane
cadherin-catenin complex. Protein Expression and Purification 193 (2022) 106056.
PMID: 35063654. DOI: 10.1016/j.pep.2022.106056

4. Adib E, Zarif TE, Nassar AH, Akl EW, Alaiwi SA, Mouhieddine TH, , Esplin ED, Hatchell HK, Nielsen
SM, Rana HQ, Choueiri TK, Kwiatkowski DJ, Sonpavde G. CDH1 germline variants are enriched in
patients with colorectal cancer, gastric cancer, and breast cancer. Br J Cancer. 2022; 126:797-803. PMID:
34949788. DOI: 10.1038/s41416- 021-01673-7

5. Massari G, Magnoni F, Favia G, Peradze N, Veronesi P, Vecchia CL, Corso G. Frequency of CDH1
Germline Mutations in Non-Gastric Cancers. Cancers. 2021; 13, 2321. PMID: 34066044. DOI:
10.3390/ cancers13102321

6. Corso G, Corso F, Bellerba F, Carneiro P, Seixas S, Cioffi A, La Vecchia C, Magnoni F, Bonanni B,
Veronesi P, Gandini S, Figueiredo J. Geographical distribution of E-cadherin germline mutations in the
context of diffuse gastric cancer: a systematic review. Cancers. 2021; 13:1269. PMID: 33809393.
DOI:10.3390/cancers13061269

7. Alexander J, Mariani O, Meaudre C, Fuhrmann L, Xiao H, Naidoo K, Gillespie A, Roxanis I, Vincent-
Salomon A, Haider S, Natrajan R. Assessment of the Molecular Heterogeneity of E-Cadherin Expression in
Invasive Lobular Breast Cancer. Cancers. 2022; 14, 295. PMID: 35053458. DOI: 10.3390/ can-
cers14020295

8. Shargh SA, Sakizli M, Khalaj V, Movafagh A, Yazdi H, Hagigatjou E, Sayad A, Mansouri N, Mortazavi-

Tabatabaei SA, Khorshid HRK. Downregulation of E-cadherin expression in breast cancer by promoter hy-

permethylation and its relation with progression and prognosis of tumor. Med Oncol. 2014; 31:250. PMID:
9



25260805. DOI: 10.1007/s12032-014-0250-y

9. Nikanjam M, Kato S, Kurzrock R. Liquid biopsy: current technology and clinical
applications. J. Hematol. Oncol. (2022) 15:131. DOI: 10.1186/s13045-022-01351-y

10. Clusan, L.; Ferriére, F.; Flouriot, G.; Pakdel, F. A Basic Review on Estrogen Receptor
Signaling Pathways in Breast Cancer. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 6834. PMID: 37047814.
DOI: 10.3390/ ijms24076834

11.Li Z, Wei H, Li S, Wu P, Mao X. The Role of Progesterone Receptors in Breast Cancer.
Drug Design, Development and Therapy 2022:16 305-314. PMID: 35115765. DOI:
10.2147/DDDT.S336643

12. Ahn S, Woo JW, Lee K, Park SY. HER2 status in breast cancer: changes in guidelines and
complicating factors for interpretation. Journal of Pathology and Translational Medicine
2020; 54: 34-44. PMID: 31693827. DOI: 10.4132/jptm.2019.11.03

13. Davey, M.G.; Hynes, S.0O.; Kerin, M.J.; Miller, N.; Lowery, A.J. Ki-67 as a Prognostic
Biomarker in Invasive Breast Cancer. Cancers 2021, 13, 4455. PMID: 34503265. DOI:
10.3390/ cancers13174455

14. Pfeiferova L, Safarikova M, Ulrych J, Krska Z, Frankova V, Zima T, Kalousova M.
Circulating Cell-Free DNA Extraction from Liquid Biopsy for Cancer Research. Folia
Biologica (Praha) 68, 153-157 (2022). Available in
<https://fb.cuni.cz/file/6226/fb2022a0018.pdf>

15. Hassan F, Wang JH, Cullinane C, Ita M, Corrigan M, O’Leary DP, Hedmond HP.
Assessment of cell-free DNA (cfDNA) concentrations in the perioperative period can
predict risk of recurrence in patients with non-metastatic breast cancer. Surg. Oncol. 42
(2022) 101753. PMID: 35594723. DOI: 10.1016/j.suronc.2022.101753

16. Stejskal P, Goodarzi H, Srovnal J, Hajduch M, van’t Veer LJ, Magbanua MJM.
Circulating  tumor nucleicacids: biology, release mechanisms, and clinical relevance. Mol Cancer. 2023;
22:15. DOI: 10.1186/512943-022-01710-w

17. Song P, Wu LR, Yan YH, Zhang JX, Chu T, Kwong NL, Patel AA, Zhang DY. Limitations

and opportunities of technologies for the analysis of cell-free DNA in cancer

10


https://fb.cuni.cz/file/6226/fb2022a0018.pdf

diagnostics. Nat Biomed Eng. 2022 March; 6(3): 232-245. PMID: 35102279. DOI:
10.1038/s41551-021-00837-3

18. Gao Q, Zeng Q, Wang Z, Li C, Xu Y, Cui P, Zhu X, Lu H,Wang G, Cai S, Wang J, Fan J.
Circulating cell-free DNA for cancer early detection. 2022; The Innovation 3(4), 100259.
DOI:10.1016/j.xinn.2022.100259

19. Mccormick TM, Carvalho CES, Neto GPB, Carvalho MGC. Comparative analysis

of glutathione transferase genetic polymorphism, Helicobacter pylori and EpsteinBarr virus

between the tumor area and the proximal and distal resection margins of 276  gastric
cancer. Rev Col Bras Cir. 2018; 46(1):e2068. DOI:10.1590/0100-6991e-20192068

20. Pestaner JP, Bibbo M, Bobroski L, Seshamma T, Bagasra O. Potential of the in situ
polymerase chain reaction in diagnostic cytology. Acta Cytol. 1994;38 (5):676-80.
PMID: 8091896

21. Graff JR, Herman JG, My6hdnen S, Baylin SB, Vertino PM. Mapping patterns of

CpG island methylation in normal and neoplastic cells implicates both upstream and

downstream regions in de novo methylation. J Biol Chem. 1997 Aug; 29;272(35):22322-9. PMID: 9268383.
DOI: 10.1074/jbc.272.35.22322

22. Silva MM, Fonseca CO. Moura-Neto R, Carvalho JF, Quirico-Santos T, Carvalho MG.
Influence of GSTM1 and GSTT1 polymorphisms on the survival rate of patientes with
malignant glioma under perillyl alcohol-based therapy. Genet Mol Res. 2013; 12 (2): 1621-
1630. PMID: 23765968. DOI: 10.4238/2013.May.14.2

11



Figure legends:

Figure 1: A: Intraductal papillary carcinoma. HE. B: Intraductal papillary carcinoma with
nuclear progesterone receptor positive. IH. C: Intraductal papillary carcinoma with nuclear Ki67
positive. IH. D: Intraductal papillary carcinoma with nuclear estrogen receptor positive. HE:
hematoxylin-eosin staining. IH: immunohistochemistry. The scales correspond to 50 pm in
length.
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Figure 2: A: in situ ductal carcinoma. HE. B: in situ ductal carcinoma with nuclear progesterone
receptor positive. IH. C: invasive ductal carcinoma with nuclear progesterone receptor positive.
IH. D: invasive ductal carcinoma with nuclear estrogen receptor positive. IH. E: invasive ductal
carcinoma with nuclear Ki67 positive. IH. F: invasive ductal carcinoma with nuclear Ki67
positive. IH. HE: hematoxylin-eosin staining. IH: immunohistochemistry. In A, E, and F, the
scales correspond to 50 um in length. In B, C, and D, the scales correspond to 100 um in length.
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Table I: Age and TNM stage of patients.

Patient number Age TNM stage
1 53 T4b N2 Mx
2 73 WD

3 50 WD

4 44 T3 NO MO
5 49 CT3 CN2 CMO
6 59 T4 NO Mx
7 44 T4B N1 Mx
8 49 T3 N1 Mx
9 78 WD

10 57 T4 NO Mx
11 57 T4 N1 Mx
12 56 T4B NO
13 59 T3 N1 MO
14 54 T4b N2 Mx
15 69 T3 NO MO

WD: TNM stage not described in the records.



Table I1: Invasive Ductal and Lobular Carcinomas - Immunohistochemical analysis reports.

Patient  Invasive Ductal Breast Carcinoma - Patients 2, 3, 4, 7, 8, 10, 14
number Papillary Intraductal Carcinoma — Patient 6

Invasive Lobular Breast Carcinoma — Patients 5, 6

ER PR Ki67 HER-2 E-cadherin
Positive Positive Positive  Positive Positive

2 100% 100% 1-5% 0 0

3 0 0 80-90% 0 0

4 0 0 80-90% 0 0

5 Not available 20-30% 20-30%  Score 3 (>30%) Positive

6 100% 90-95% (infiltrating) 30-40% 0 0

20-30% (intraductal)

7 60-70% 10-20% 5-10% 0 0
8 100% 100% 5-10% 0 0
10 100% 90-95% 50-60%  Score 1 (<10%) 0
14 0 0 80-90%  Score 1 (<10%) 0

ER: Estrogen Receptor. PR: Progesterone Receptor. HER-2: human epidermal growth factor receptor
2. Ki-67: a cellular proliferation marker.
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Table I11: Histopathological analysis reports (breast carcinoma types).

Ductal Carcinoma |Ductal Carcinoma
Ductal Infiltrating |Ductal Car- Intraductal | Infiltrating
Patient in situ Grade 1 in situ
Carcinoma cinomain Papillary Lobular
number without Grade 2 with
Non Special Type situ Carcinoma | Carcinoma
Comedonecrosis | Comedonecrosis
2 Grade 2 Grade 1 P - - -
3 P - - - - -
4 Grade 3 - - - - -
5 - - - - - P
6 - - - - P P
7 Grade 1 - - - - -
8 Grade 1 Grades 1,2 P - - -
10 Grade 2 Grade 2 - P P -
14 Grade 3 - - - - -

P: Positive for the types of carcinomas of the study patients. Grade 1: well differentiated. Grade 2:
differentiated. Grade 3: poorly differentiated.

moderately
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Table 1V: Methylation panel of the cadherin 1 (CDH1) gene in tumor, non-tumor tissue, and
circulating free DNA of the first and second blood collections of breast cancer patients.

cfDNA of first cfDNA of second
Patient Tumor re- Non-tumor tissue

blood blood
number gion

collection collection
1 M U U Death
2 M M U Death
3 M U M u
4 U M M U
5 M U U u
6 M M U u
7 M M M NR
8 M U U M
9 M M U NR
10 M M U )
11 M U U NR
12 M M U )
13 M M U )
14 M M U U
15 M U U U

M: Presence of CDH1 methylated. U: No presence of CDH1 methylated. NR: no return to second blood
collection for reasons other than death. cfDNA: circulating free DNA.
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Molecular Monitoring of CDKN2A and RB1 Gene Methylation in Breast Cancer
SUMMARY

OBJECTIVE: This prospective study aims to provide a comprehensive analysis of the meth-
ylation status of two pivotal genes, CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) and RB1
(retinoblastoma transcriptional corepressor 1), in breast cancer patients. METHODS: Sam-
ples were obtained from fifteen women diagnosed with breast cancer and who underwent a
total mastectomy. DNA extracted from tumor, non-tumor tissue, and peripheral blood

& A). The methylation pattern of cfDNA extracted from blood
collected on the day of m&%my was compared with the methylation pattern of cfDNA
from blood collected one year pos ery. The methylation analysis was carried out by So-
dium bisulfite conversion and po&g e chain reaction, followed by electrophoresis.
RESULTS: Methylation of CDKN&

non-tumor tissue samples. Two patients M

(circulating free DNA

identified in thirteen tumor samples and twelve
[ J

ited CDKN2A methylation in cfDNA of the
lation only in the cfDNA of the subsequent

first blood collection, while another showed

blood collection. Regarding RB1, eleven tum eight non-tumor tissue samples pre-

sented methylation of the gene. Intriguingly, one pati wed a weak RB1 band in cfDNA
of the first blood collection and a robust one in c¢fD e second blood collection. An-
other patient showed a weak band only in the cfDNA fro / cond collection

CONCLUSION: This study presents a novel approach for rq‘jwing breast cancer patients

through the analysis of cfDNA methylation. This analysis can detect changes in methylation
patterns before any visible sign of cancer appears in breast tissue and could help predict the

recurrence of malignant breast tumors.

KEYWORDS: Retinoblastoma. Cell-free nucleic acids. DNA methylation. Breast neo-

plasms.
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INTRODUCTION

Activation of oncogenes and inactivation of tumor suppressor genes are genetic oscillations
related to cancer development®2, The CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), lo-
cated at chromosome 9 (9p21.3), is a tumor suppressor gene that encodes p16INK4A, a pro-
tein involved in cell cycle regulation'34, The p16INK4A participates in the G1-to-S-phase
checkpoint and may interrupt the cell cycle in response to various stressors, leading to the
inhibition of cell proliferation.. Additionally, p16INK4A promotes apoptosis of tumor cells
and can increase sensitivity to chemotherapyin breast cancer3. An investigation found a pos-
itive correlation between ermethylation of CDKN2A and breast cancer progression, and
also verified that CDKN2AR jqpacts the tumor’s grade and stage3. The RB1 (retinoblastoma
transcriptional corepresso ﬂso a tumor suppressor gene, and is located on chromosome
13 (13g14.2). RB1 encodes the rwastoma protein (Rb), and alterations in its tumor sup-

pressor pathway can be considere@fagQtential risk for the development of breast cancer-8,

RB1 can be inactivated by several me ms, including alterations in phosphorylation, viral

oncoproteins, and promoter hypermethy ayuﬁ..
As in other malignant tumors, in breast carc@ esis occurs an interaction between genetic
and epigenetic risk factors contributing to tumo&ationg. DNA methylation, an epigenetic
mechanism, can influence the expression of tumor s ors and genes related to uncon-
trolled cell proliferation. The mechanism can inactiv e expression and consequently
prevent protein synthesis. Consequently, DNA methylatio % an important role in breast
cancer development'. The analysis of methylation may be pgéhed in circulating cell-free
DNA (cfDNA) using liquid biopsy, a promising method for early detection and monitoring
of breast cancer®. Liquid biopsy is non-invasive and easy to perform, and analysis of cfDNA
has a hopeful potential for the study of cancer biomarkers, overcoming difficulties in obtain-
ing and repeating biopsies of metastatic tissues®11.12,

This study analyzed the methylation statuses of CDKN2A and RB1 genes in the tumor, non-
tumor tissue, and cfDNA of breast cancer patients. The methylation was monitored in

cfDNA at two different time points, the day of mastectomy and one year post-surgery.

https://mc04.manuscriptcentral.com/ramb-scielo
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METHODS

Study design

This prospective study included fifteen women aged between 44 and 78 years (mean age 56.7
+ 9.6 years) diagnosed with breast carcinoma. The patients were treated at the “Instituto de
Ginecologia” of “Universidade Federal do Rio de Janeiro”, Brazil, between October 2018
and July 2021. All patients underwent a total mastectomy of one breast. The patients were
interviewed and invited to take part in the study. After receiving all the necessary information,
those who agreed to participate, signed the consent form. The number of patients enrolled is
smaller than the ideal% limitations in the availability of women operated during the
study period.

Data collection and ethical aﬁ?ots
The recruitment occurred betwe@ber 2018 and July 2021. The medical records served
as the basis for obtaining clinical ographic data. The institutional ethics committee

approved the study protocol (certificat A n° 91406118.6.0000.5257 from August 29,

2018). i’

Material collection é

During the mastectomy, samples of the tumor, non-tu sue, and 5 ml of peripheral blood

were collected for DNA analysis. Approximately on fter the surgery, patients were

invited for a new blood collection, and a second cfDNA a was performed.

Extraction of DNA from the tumor, surrounding tissue ahid blood serum

The DNA extraction from tumor and non-tumor tissues was performed by Phenol:chloroform
method?3, using the Ultra Pure™ Phenol:Chloroform:Isoamyl Alcohol, from Invitrogen™,
Cat. No. 15593-031. The Quick-gDNA™ MiniPrep Kit (Zymo Research) Cat. No. D3024,

was used for cFDNA extraction from blood serum according to the manufacturer's protocol.

Methylation mechanism

https://mc04.manuscriptcentral.com/ramb-scielo
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Sodium bisulfite conversion and MSP (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction)
were adopted to analyze DNA methylation using the EZ DNA Methylation-Gold TM Kit,

Cat. No: D5005, Zymo Research, according to the manufacturer's protocol.

PCR (Polymerase Chain Reaction)
The DNA integrity was confirmed through amplification of exon 5 of the p53 gene as previ-
ously described*. For the CDKN2 amplification, two pairs of primers were used as follows:
CDKN2A-U (unmethylated) forward, 5-TATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT -3’ and
CDKN2A-U reverse, 5'- CAACCCCAAACCACAACCATAA -3’ producing a fragment of
151 base@rs and CDKN2A-M  (methylated) forward, 5'-
TTATTAGAGGGTGGG@GATCGC-3' and CDKN2A-M reverse, 5'-
ACCCCGAACCGCGACCGm\G' producing a fragment of 150 base pairs'®. The poly-
merase used for the MSP was th g G2 Hot Start Green Master Mix, Cat. No: M7422,
Promega. PCR conditions were: ini@enaturation at 96°C for 7 minutes, followed by 35
cycles of 95°C for 1 minute, 60°C for 1@&, 72°C for 1 minute. The final extension was
(@ethylated) forward, 5'-GGGAGTTTTGTG-
GATGTGAT-3’ and @ RB1-U reverse, 5'-
ACATCAAAACACACCCCA-3' producing a fragmc@ 72 base pairs and RB1-M (meth-

performed at 72°C for 7 minutes. RB1-

ylated) forward, 5-GGGAGTTTCGCGGACGTG and RB1-M reverse, 5'-AC-
GTCGAAACACGCCCCG-3' producing a fragment of¥17)) bgse pairs'®. The polymerase
used for the MSP was the GoTaq G2 Hot Start Green MasterfM, Cat. No: M7422, Promega.
PCR conditions were: initial denaturation at 96°C for 7 minutes, followed by 35 cycles of
95°C for 1 minute, 55°C for 1 minute, 72°C for 1 minute. The final extension was performed

at 72°C for 5 minutes.

Gel electrophoresis and staining

After amplification, PCR products were separated on polyacrylamide gels at a concentration
of 10%. Each electrophoretic run had addition of a negative control and a DNA marker. Gels
were stained by the silver nitrate method, allowing visualization of the DNA bands as previ-

ously described?’. In short, DNA fixation with methanol and acetic

23
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acid occurred in the first step, followed by impregnation with silver nitrate in the next step

and, finally, with sodium hydroxide (NaOH) and formaldehyde to reveal the DNA bands.

RESULTS
According to data obtained from medical records, all patients had advanced disease (stage 11|

or IV). Figure 1 provides an overview of the surgeries performed, showing the location of the

tumors.
‘ Mastectomies: 15 1
[ Left breast: 9 ] [ Right breast: 6 ]
Lower quadrant: 1 Upper & lower quadrants: 2
Upper quadrant: 1 Upper left quadrant: 1
Posterior portion: 1 .
O Deep plane: 1 Central portion: 1
/‘ No quadrants reported: 5 No quadrants reported: 2
& Figure 1. Overview of the mastectomies performed on patients with
breast cancer showing the location of the tumors.

Figlé&shows the methylation statuses of CDKN2A and RB1 in tumor, non-tumor tissue and
chN/ first and second blood collections). CDKN2A methylation was detected in thir-
teen tum % twelve non-tumor tissue samples. Only two patients (2 and 3) presented
CDKN2A m a

presented it in th

tigpn in the cfDNA from blood of the first collection, and just patient 14
‘A from blood of the second collection. Furthermore, RB1 methylation

was detected in elev Jo and eight non-tumor tissues. Patient eight showed a weak band
#NA from blood of the first collection, and a strong band of
m blood of the second collection. Moreover, patient 14 showed

of RB1 methylation in
methylation in the cfDN
a weak band of methylation only in the cfDNA from the second collection.
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CDKN2A gene RB1 gene
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/ Figure 2. Methylation of CDKN2A and RB1 genes in breast cancer patients. CDKN2A: cyclin-de-
{ pendent kinase inhibitor 2A. RB1: retinoblastoma transcriptional corepressor 1. T: tumor. NT: non-
tumor tissue. cfDNA I: circulating free DNA of the first blood collection. cfDNA II: circulating free
DNA of the second blood collection. M: methylated DNA. U: unmethylated DNA. C-: negative con-
trol. T: death. @: no return to second blood collection for other reason than death. Numbers cor-

respond to patients.

&

%

Tables 1 and 2 present thégﬂwylation panels of CDKN2A and RB1 respectively.
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Table 1. Methylation panel of CDKN2A gene in tumor, non-
tumor tissue, and in cfDNA of breast cancer patients.

Death
Death

= |0 00 N O U B W N R

222 85555 (5Cc

2228 | g EEgL(<L

c clclclclcle| g o c ccc X <
c

® CDKNZ2A: cylclin-dependent kinase inhibitor 2A. cfDNA:
L circulating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no
/ return to second blood collection for reason other than death.
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Table 2. Methylation panel of RB1 gene in tumor, non-tumor
tissue and in cfDNA of breast cancer patients.

1 M u u Death
2 M M u Death
3 M u U u

4 M u u u

5 M u u u

6 M M u u

7 M M u NR
8 M M M M

9 M u u NR
10 u M u u

11 M u u NR
12 M M u u

13 u u u u

14 u M u M
15 u M u u

RB1: retinoblastoma transcriptional corepressor 1. cfDNA: circu-
lating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no return
to second blood collection for reason other than death.

%
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DISCUSSION

This study investigated the methylation statuses of CDKN2A and RB1genes in breast cancer
patients. DNA from tumor, non tumor tissue and blood serum (cfDNA) were analyzed. The
analyses showed that the vast majority of tumor samples had methylation of both CDKN2A
and RB1. This result was expected, since methylation of these genes is related to breast cancer
development, as pointed by Cheng et al®and Yao’. Regarding the non-tumor tissue, the ma-
jority of samples (although slightly less than in tumors) also showed methylation of CDKN2A
and RB1. This confirms that non-tumor tissue, although apparently free of malignancy, al-
ready presents molec:%nges typical of the tumor. These changes were not detected by

a

tissue considered tumor-f already in the process of molecular modification with po-

histopathological exanfin @ but the molecular analysis of methylation indicated that the

tential for future cancerization.

Only a small number of cfDNA s s showed methylation of CDKN2A and RB1. This

must be related to the chemotheraptfefltment given to patients prior to mastectomy. As
[ J

highlighted by Kujala et al*!, chemotheraw duces the concentration of tumor DNA in the

blood.

Patient 14 had no methylation in either CDK/@ RB1 in the cfDNA of the first blood

@ DNA of the second blood collec-
B emethylation in the cfDNA from

collection. In contrast, both genes were methylated i

tion. In addition, patient eight showed a weak band o
blood of the first collection, and a strong band in the cfe second collection. The
fact that the bands corresponding to methylation are stronger4 cfDNA from the second
blood collection suggests a possible recurrence of the disease. Consequently, an increased
concentration of tumoral DNA released into the bloodstream is observed, seen as stronger
DNA bands visualized by gel electrophoresis.

CONCLUSION

This study presented a novel approach for monitoring breast cancer patients through the as-
sessment of methylation in cfDNA. Once liquid biopsy is non-invasive and easy to perform,
the long-term follow up of patients was facilitated. The cFDNA analysis proposed here can

detect changes in methylation patterns before any visible sign of disease appears in

28
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breast tissue. This suggests that the study of cancer-related genes methylation in cfDNA

could help predict the recurrence of malignant breast tumors.
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Figure 1. Overview of the mastectomies performed on patients with
breast cancer showing the location of the tumors.
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Figure 2. Methylation of CDKN2A and RB1 genes in breast cancer patients. CDKN2A: cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A. RBI: retinoblastoma transcriptional corepressor 1. T: tumor. NT: non-tumor tissue. cfDNA I:
circulating free DNA of first blood collection. cfDNA II: circulating free DNA of second blood collection. M:
methylated DNA. U: unmethylated DNA. C-: negative control. t: death. @: no return to second blood
collection for other reason than death. Numbers correspond to patients.
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Table 1. Methylation panel of CDKN2A gene in tumor, non-
tumor tissue, and in cfDNA of breast cancer patients.

1 U M U Death
2 M M M Death
3 M M M U

4 M M u U

5 M M u u

6 M M u u

7 M M U NR
8 M U u u

9 M M U NR
10 M M u u

11 M u u NR
12 M M u u

13 u u u u

14 M M u M
15 M M u u

CDKNZ2A: cylclin-dependent kinase inhibitor 2A. cfDNA:
circulating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no
return to second blood collection for reason other than death.
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Table 2. Methylation panel of RB1 gene in tumor, non-tumor
tissue and in cfDNA of breast cancer patients.

1 M U U Death
2 M M U Death
3 M U U u

4 M u u U

5 M u u u

6 M M U] U]

7 M M u NR
8 M M M M

9 M u u NR
10 u M u u
11 M u u NR
12 M M U U
13 u u u u
14 U M U M
15 u M u u

RB1: retinoblastoma transcriptional corepressor 1. cfDNA: circu-
lating free DNA. M: methylated. U: unmethylated. NR: no return
to second blood collection for reason other than death.
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