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Resumo

O estudo de marcadores prognoésticos e preditivos no cancer tem se mostrado efetivo na
pesquisa e rotina diagnodstica. A glutationa (GSH) e as enzimas glutationa peroxidase (GPX) e
glutationa S transferase pi (GSTpi) exercem papel fundamental na defesa antioxidante das
células e na detoxificagdo de quimioterapicos. Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi
avaliar a expressdo das proteinas GSH, GPX e GSTpi em pacientes com cancer de mama,
além de avaliar a expressdo génica dessas proteinas em amostras tumorais in vitro apos o
tratamento com quimioterapico. As proteinas foram detectadas no tecido tumoral de 63
pacientes por imuno-histoquimica e quantificadas pela técnica de densitometria Optica. A
expressdo dos genes que sintetizam GSH, glutamato cisteina ligase (GCLC) e glutationa
sintetase (GSS) e dos genes codificadores da GPX e GSTpi foi analisada por PCR em tempo
real em células cultivadas provenientes de 12 amostras tumorais de mama. As células foram
submetidas in vitro ao quimioterapico doxorrubicina, e a expressdo génica foi analisada antes
e apos o tratamento. A expressdo da GSH relacionou-se com tumor receptor de estrogeno
(RE) negativo (p<0,05). A expressdo da GPX foi maior em tumor receptor de progesterona
(RP) negativo e em pacientes que vieram a oObito (p<0,05). Alta expressio da GSTpi
relacionou-se com caracteristicas tumorais de prognostico desfavordvel como positividade
para p53, grau histolégico III, maior tamanho tumoral e o6bito (p<0,05). Além disso, as
pacientes foram divididas em subgrupos de acordo com o tratamento recebido. Assim, a alta
expressdo da GSH relacionou-se com a ocorréncia de metdstase no grupo de pacientes
tratadas apenas com quimioterapia adjuvante (p<0,05). Nas pacientes que receberam
quimioterapia e radioterapia adjuvantes, a alta expressdo da GPX foi relacionada com &bito e
a alta expressdo da GSTpi foi relacionada com recorréncia tumoral local, ocorréncia de
metastase e obito (p<0,05). Além disso, ambas relacionaram-se com o menor tempo de
sobrevida das pacientes (p<0,05). O tratamento com doxorrubicina foi eficaz em eliminar as
células tumorais, sem alterar a expressdo do gene GSS, mas acarretou na subexpressao dos
genes GCLC, GPX e GSTPI. Os resultados permitem concluir que altas concentracdes das
enzimas GPX e GSTpi podem influenciar na resposta ao tratamento e evolucgdo clinica no

cancer de mama, podendo ser candidatos marcadores de mau prognéstico nessas pacientes.

Palavras-chaves: Cancer de mama, Glutationa, Imuno-histoquimica, PCR em tempo real,

Cultura celular.
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Abstract

The study of prognostic and predictive markers in cancer has been proven effective in
research and diagnostic routine. Glutathione (GSH) and glutathione peroxidase (GPX) and
glutathione S transferase pi (GSTpi) play a crucial role in antioxidant defense of cells and
detoxification of chemotherapeutic agents. In this context, the objective of this study was to
evaluate the protein expression of GSH, GPX and GSTpi in patients with invasive ductal
carcinoma, and to evaluate the expression of genes encoding these proteins in tumor samples
in vitro before and after treatment with chemotherapy. The proteins were detected in tumor
tissue of 63 patients by immunohistochemistry and quantified by optical densitometry
technique. The expression of genes that synthesize GSH, glutamate cysteine ligase (GCLC)
and glutathione synthetase (GSS) and the genes encoding GPX and GSTpi were analyzed by
real time PCR in cultured cells from 12 tumor samples from patients with breast cancer. The
cells were treated in vitro to doxorubicin chemotherapy, and gene expression was analyzed
before and after treatment. The expression of GSH was related to tumor estrogen receptor
(ER) negative (p <0.05). The expression of GPX was higher in tumor progesterone receptor
(PR) negative and patients who died (p <0.05). High expression of GSTpi was related to
tumor characteristics of poor prognosis such as p53 positivity, histologic grade III, larger
tumor size and death (p <0.05). In addition, patients were divided into subgroups according to
treatment received. Thus, high expression of GSH was related to the occurrence of metastasis
in patients treated only with adjuvant chemotherapy (p <0.05). In patients who received
adjuvant chemotherapy and radiotherapy, high expression of GPX was associated with death
and high expression of GSTpi was correlated to local tumor recurrence, metastasis and death
(p <0.05). Moreover, both were related to the shorter survival of patients (p <0.05). Treatment
with the doxorubicin was effective in eliminating tumor cells without affecting gene
expression GSS, but resulted in subexpression GCLC, GPX, and GSTP1 genes. The results
suggest that high concentrations of enzymes GPX and GSTpi may influence response to
treatment and clinical outcome in breast cancer and may be candidate markers for poor

prognosis in these patients.

Keywords: Breast cancer, Glutathione, Immunohistochemistry, Real-time PCR, Cell culture.
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cDNA DNA complementar

CO, Formula quimica do géas carbdnico

Ct do inglés Cycle Threshold

DAB Diamino Benzidina
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FAMERP Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
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GCLC Glutamato cisteina ligase

GSH Glutationa

GSS Glutationa sintetase

GSSG Glutationa Dissulfeto

GST Glutationa S Transferase

GSTpi Glutationa S Transferase Pi

GO Glutationa Oxidase

GPX Glutationa Peroxidase

GR Glutationa Redutase

HER-2/neu  Receptor do Fator de Crescimento Epidermal 2
H,O Formula quimica da dgua

H,0, Formula quimica do peroxido de hidrogénio
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L Introducio

1.1. Aspectos Gerais e Epidemioldgicos

O cancer de mama ¢ o segundo tipo de cancer mais freqiiente no mundo (PARKIN et
al. 2005). A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de cancer em mulheres sdo de mama
(INCA 2010). Nos Estados Unidos e Europa Ocidental ha a expectativa do surgimento de 500
mil casos diagnosticados a cada ano (HICKS & KULKARNI, 2008). No Brasil, dados do
Instituto Nacional do Cancer - INCA (2010) estimam a ocorréncia de 49.240 novos casos
desse tipo tumoral para o ano de 2010, ¢ o mesmo ¢ valido para 2011, destacando-se entre as
causas de morte desde 1979 (INCA, 2003).

A prevengdo primaria dessa neoplasia ndo € possivel devido a variagcdo dos fatores de
risco e as caracteristicas genéticas que estdo envolvidas na sua etiologia (SNOUSSI et al.,
2006). No entanto, os fatores de risco relacionados a vida reprodutiva da mulher tais como
menarca precoce, nuliparidade, primeira gestacdo acima dos 30 anos, uso de
anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposi¢do hormonal, estdo bem
estabelecidos em relagdo ao desenvolvimento do cancer de mama (INCA 2010). Além desses,
a idade continua sendo um dos mais importantes fatores de risco. A taxa de incidéncia
aumenta rapidamente até os 50 anos, e posteriormente o mesmo se da de forma mais lenta.
Essa mudanga no comportamento da taxa ¢ conhecida na literatura como Clemmesen’s hook
(gancho de Clemmesen), e tem sido atribuida & menopausa (INCA, 2010).

As pesquisas em cancer tém avangado rapidamente nas ultimas décadas, e identificado
alteragdes genéticas associadas a tumorigénese, as quais conduzem ao processo de
transforma¢do de uma célula normal em maligna (HANAHAN & WEINBERG, 2000).
Assim, os fatores genéticos estdo cada vez mais sendo reconhecidos como contribuidores ao
risco de desenvolvimento do cancer de mama (SNOUSSI et al., 2006).

Um dos maiores desafios ao estudo e tratamento do cancer de mama € a
heterogeneidade tumoral caracteristica destes carcinomas (PAGE et al., 1998; SORLIE,
2004). Aproximadamente 80% de todos os canceres iniciam nas células de revestimento dos
ductos mamdrios, caracterizando-os como carcinomas ductais. A doenga que estd contida
dentro dos ductos ¢ chamada in situ (CIANFROCCA & LORI, 2004).

A medida que a lesdo progride, estendendo-se através da membrana basal e invadindo
o estroma, passa a ser chamado de carcinoma ductal invasivo (CIANFROCCA & LORI,

2004). Este tipo de carcinoma € definido como um grupo de tumores epiteliais malignos
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caracterizados por invadir o tecido adjacente e ter marcada tendéncia a desencadear
metastases a distancia (TAVASSOLI & DEVILLE, 2003), representando 80% a 90% dos
carcinomas da mama (FITZGIBBONS et al. 2000).

Histologicamente sdo caracterizados pela proliferagdo de células epiteliais com atipias
nucleares relativamente acentuadas, com tendéncia a formar estruturas pseudoglandulares ou
semelhantes aos ductos, e com atividade mitdtica varidvel. A avaliacdo histoldgica destas
caracteristicas ¢ utilizada para graduar o carcinoma ductal invasivo em bem diferenciado
(Grau histologico I), médio grau de diferenciag¢do (Grau histologico II) e pouco diferenciado
(Grau histologico IIT) (RAKHA et al., 2010).

O estabelecimento do progndstico e do planejamento terapéutico dos carcinomas de
mama baseiam-se no tipo e grau histologico do tumor, bem como em outros pardmetros
clinicos e histopatoldgicos, os quais consistem no sistema de estadiamento TNM, ou seja,
no tamanho do tumor, na presenca de metastase em linfonodos regionais e de metastase a
distancia (PEDERSEN et al., 2004). Aproximadamente 95% da drenagem linfatica da mama
se dirige para os linfonodos axilares e apenas 5% para os linfonodos das regides supra-
clavicular, cervical e mamaria interna (CIANFROCCA & LORI, 2004). Tumores de mama
com linfonodo axilar positivo, por exemplo, estdo associados ao pior prognostico
(PUGLIESE et al., 2010).

Todos os fatores utilizados como marcadores prognésticos para a sobrevida global sdo
capazes de gerar informagdes importantes relacionadas ao comportamento clinico dos
tumores de mama (RAKHA et al., 2010). No entanto, muitas vezes ndo conseguem prever o
desenvolvimento da doenca nem tampouco a resposta ao tratamento quimioterapico. De
acordo com Van T Veer e colaboradores (2005), os maiores fatores preditivos para metastase,
como comprometimento de linfonodo ou grau histoldgico do tumor, falharam em classificar
os tumores mamarios de acordo com seu comportamento clinico. Além disso, as mulheres
com cancer de mama no mesmo estadio da doenca podem ter respostas totalmente diferentes
ao mesmo tratamento empregado (VAN T VEER et al. 2005).

O tratamento sistémico do cancer de mama inclui agentes citotdxicos, hormonais e
imunoterdpicos. Em geral, esses agentes sdo ativos no inicio do tratamento em 90% dos
tumores de mama primadrios ¢ 50% dos metastaticos. No entanto, apos um periodo de tempo
variavel, a progressdo pode ocorrer (GONZALEZ-ANGULO et al. 2007). Menos de 20% das
pacientes com cancer de mama metastatico apresentam sobrevida de cinco anos, devido ao
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos, condi¢do que permite a recidiva tumoral

(MECHETNER et al. 1998; MARTINEZ et al., 2008). Nao se sabe exatamente a razdo pela
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qual isso ocorre, supde-se que seja devido a caracteristicas intrinsecas do tumor (COLLEONI
et al., 2001). Assim, a resisténcia a terapia ndo ¢ apenas comum, mas esperada, e, portanto, a
busca por marcadores preditivos se torna cada vez mais importante (DUFFY et al. 2010).

Pesquisas recentes demonstram crescente variedade de marcadores moleculares que
podem ser utilizados em conjunto com os marcadores morfoldgicos e histopatologicos
presentes nos tumores. Isso reflete em avaliagdo mais precisa do prognoéstico, além de ampliar
as estratégias futuras no tratamento do carcinoma mamério (GONZALEZ-ANGULO et al.
2007; HICKS & KULKARNI 2008; GRALOW et al., 2008; DUFFY et al. 2010).

Atualmente, o estudo da expressdo imuno-histoquimica de marcadores progndsticos ¢
preditivos do cancer de mama tem se revelado importante ferramenta de trabalho na rotina
diagndstica e de pesquisa. Neste campo, a disponibilidade de anticorpos monoclonais que
reagem com antigenos associados aos tumores de mama esta se expandindo progressivamente
e, dessa forma, vem permitindo que se conheca melhor a biologia da referida neoplasia
(BODEY, 2002; HUANG et al., 2009). Muitos estudos buscam individualizar o
comportamento dos carcinomas de mama pelas caracteristicas proprias do tumor, tentando
assim predizer se a neoplasia respondera ou ndo ao tratamento quimioterapico proposto
(HAMILTON & HORTOBAGYT, 2005; GRALOW et al., 2008).

O status do receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER-2/neu) e dos receptores
hormonais, receptor de estrogeno (RE) e receptor de progesterona (RP), sdo fatores
prognoésticos e preditivos que foram incorporados a rotina clinica e permitem que se
estabeleca um tratamento individualizado (HSIAO et al. 2010). O alvo da terapia adjuvante
para o cancer de mama ¢é guiado em grande parte, pelo status dos RE, RP e HER-2/neu. De
acordo com o padrdo imuno-histoquimico desses marcadores, os carcinomas da mama podem
ser subdivididos em 3 grupos principais. O subtipo basal ou triplo-negativo [(RE-) (RP-)
(HER-2/neu-)] é um pequeno subgrupo destas neoplasias, biologicamente mais agressivos e
ndo possui alvo terapéutico definido. Chekhun e colaboradores (2009) afirmam que esse
subtipo ¢ caracterizado por pior curso da doenga, devido a relagdo positiva com metastase e
com menor sobrevida das pacientes. Carcinomas luminais [(RE+) (RP+) (HER-2/neu-)] estdo
associados com melhor prognostico e respondem a terapéutica com antiestrogénicos, e
carcinomas que superexpressam o HER-2/neu, apresentam boas respostas a drogas que
bloqueiam a atividade dessa proteina, como ¢ o caso do anticorpo monoclonal trastuzumab
(BASU et al., 2008). Esses dados mostram a importidncia da expressdo de um ou mais
imunomarcadores como uma informacgdo util, ¢ muitas vezes conclusiva, na pratica clinica

(THOMAS & BERNER, 2000), permitindo que estratégias de tratamento sejam definidas de
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maneira mais eficaz e com menor toxicidade (GONZALEZ-ANGULO et al., 2007; HICKS &
KULKARNI 2008; DUFFY et al., 2010).

No entanto, trabalhos discutindo fatores prognosticos classicos ou novos
frequentemente apresentam resultados conflitantes na literatura, tornando necesséario buscar
outros fatores que possam predizer de forma mais acurada o progndstico dos carcinomas da
mama (BARGINEAR et al., 2008). Além disso, ndo ha grande identificacdo de marcadores
que possam ser preditivos de resposta e resisténcia a quimioterapia (HUANG et al., 2009).
Nesse contexto a expressdo de proteinas antioxidantes pelas células tumorais vem sendo
avaliada como fator progndstico, e como fator preditivo de resposta a tratamentos citotéxicos

(PASTORE et al., 2003; TOWNSEND & TEW, 2003).

1.2. Impacto do Estresse Oxidativo e Antioxidantes no Cancer de Mama

O estresse oxidativo tem importancia na fisiopatologia de diversos tipos de cancer,
incluindo o cancer de mama, e ocorre em conseqiliéncia a um distarbio no equilibrio entre
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nas defesas antioxidantes (KASAPOVIC et al., 2008).
Quando a produgdo excessiva de ERO sobrecarrega o sistema de defesa antioxidante o
estresse oxidativo é desencadeado. A conseqiiéncia da instalagdo desse processo € a perda das
funcgdes celulares que podem, em tultima instancia, ocasionar a morte celular. Além disso, o
estresse oxidativo € conhecido por causar danos ao DNA e mutagdes em genes supressores
tumorais, eventos importantes para o inicio da carcinogénese (KANG, 2002). Alguns fatores
de risco associados ao cancer de mama podem exercer seus efeitos pela geragdo de ERO,
como no caso do 4lcool e seu metabolismo e fatores enddgenos e hormonais (AMBROSONE,
2000). A produgdo de ERO, como o anion superoxido (O;") perdxido de hidrogénio (H,O;) e
radical hidroxila (OH’), sdo conseqiiéncia natural da respiracdo aerdbica no organismo
(HUBER et al., 2008; BARREIROS et al., 2006).

O radical OH" € o mais deletério ao organismo, freqiientemente ataca as moléculas por
abstracdo de hidrogénio e por adicdo a insaturacdes. Ele ¢ formado no organismo
principalmente por dois mecanismos: reagdo de H,O, com metais de transi¢do, e hemdlise da
agua (H>O) por exposi¢do a radiagdo ionizante. O ataque intensivo e frequente deste radical
pode originar mutagdes no DNA e, consequentemente, o desenvolvimento de cancer em seres
humanos no periodo de 15 a 20 anos (BARREIROS et al., 2006; BERRA et al., 2006).
Mudangas no metabolismo oxidativo sdo comuns em células neoplasicas (HADZIC et al.,

2010). Normalmente, elas apresentam altos niveis de ERO, que podem ser intensificados por
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tratamentos citotoxicos. Muitos farmacos podem produzir ERO como produtos diretos ou
indiretos de sua biotransformag¢do no organismo (TOWNSEND & TEW, 2003).

Os agentes antioxidantes exercem papel fundamental na protecdo ao estresse oxidativo
e na detoxificacdo de agentes oxidantes. Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem nao-
enzimaticamente, a exemplo de glutationa (GSH) ou enzimaticamente, a exemplo da
glutationa peroxidase (GPX) e glutationa S transferases (GSTs) (BARREIROS et al., 2006).
Estudos mostram elevacdo significativa de GSH, GPX e GSTs em células de cancer de mama

em relagdo ao tecido sadio (KASAPOVIC et al., 2008).

1.2.1. Glutationa (GSH)

A GSH ¢ um tripeptideo constituido por residuos de glicina, cisteina e &cido
glutamico, encontrado intracelularmente em altas concentra¢des, sendo o mais abundante tiol
celular de baixa massa molecular (HUBER et al., 2008). A sintese da GSH requer a ago
consecutiva de duas enzimas: primeiramente a enzima glutamato cisteina ligase (GCLC), que
conjuga o acido glutdmico e a cisteina formando a gama glutamil cisteina. Esse composto
contendo a cisteina com o grupo sulfridila (SH) ¢ o responsavel pela atividade antioxidante da
GSH. O segundo passo consiste na ligagdo da gama glutamil cisteina com a glicina pela
enzima glutationa sintetase (GSS), originando o tripeptideo gama glutamil cisteina glicina
conhecido como GSH (CARNICER et al. 2005; UCHIDA et al. 2010). Essa proteina ¢
considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante da célula,
pois em conjugacdo com as enzimas GPX e GSTs desempenha papel central na
biotransformacdo e eliminacdo de diversos agentes xenobidticos e cancerigenos
(KUMARAGURUPARAN et al., 2005; RAJNEESH et al., 2008).

O grupo SH da GSH ¢ altamente polarizavel, caracterizando-a como um bom
nucleofilo para reagdes com compostos quimicos eletrofilicos gerados por processos
oxidativos. Assim, exerce importante papel em processos celulares como diferenciagao,
proliferacdo e apoptose. Desse modo, disturbios na homeostase dessa proteina sdo implicados

na etiologia e/ou progressido de muitas doencas humanas, incluindo o cancer (BALLATORI et

al., 2009).
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1.2.2. Glutationa Peroxidase (GPX)

A GPX possui selénio no seu sitio catalitico e utiliza a GSH como doador de elétrons
para reducdo de H,O, em H,O (VALKO et al., 2007; BALLATORI et al., 2009). A inativac¢do
de um agente oxidante como o O, ¢ inicialmente catalisada pela enzima superoxido
dismutase (SOD) formando H,O,, o qual é convertido em H,O pela GPX. Esse processo
resulta na conversdo da GSH a sua forma oxidada, glutationa dissulfeto (GSSG) e € catalisado
pela enzima glutationa oxidase (GO). As reagdes abaixo mostram o mecanismo antioxidante

com participag¢do da GPX.

Reacdo 1: O, +2H" 2°° JH,0,

Reacdo 2: 2H,0, + 2GSH £* J2H,0 + GSSG + O,

Para que a atividade antioxidante da GSH seja mantida, a GSSG precisa ser regenerada
pela acdo da glutationa redutase (GR). Em situacdes em que o sistema de 6xido-reducao esta
integro, havera recuperacdo da GSH. Entretanto, quando ha excesso de agentes oxidantes e/ou
deficiéncia do sistema protetor, havera desequilibrio entre o consumo de GSH e a produgéo de
GSSG, ocorrendo o estresse oxidativo (Figura 1) (PASTORE et al., 2003; VALKO et al.,
2006, HADZIC et al., 2010).
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(GSH?
NADP* r\ Os HaO
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(GR) HyOq G0 (GFX)
HNADP*+H* '\i 2H,0
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Figura 1: Conversao da glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela
acdo das enzimas glutationa peroxidase (GPX), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutase

(GR). Adaptado de LEHNINGER, 2006.

A GPX ¢ uma proteina de 80kDa que ¢ composta por quatro subunidades idénticas.
Cinco isoformas da GPX sdo bem caracterizadas em mamiferos, e apresentam distribuicdo
tecido-especificas. Alteracdes nos niveis dessa enzima estdo associadas com algumas
doengas, como hepatite e HIV e diversos tipos de cancer, incluindo o cancer de pele, rim,
intestino ¢ de mama (TOWNSEND et al. 2003).

O alto nivel de GSH e/ou de GPX aumenta a capacidade antioxidante, e essa situagdo
¢ observada em muitas células tumorais. Embora o mecanismo e a implicagdo dessa mudanga
ndo estejam bem definidos (BALLATORI et al., 2009), trabalhos recentes demonstram que o
aumento de antioxidantes no tecido mamario neopldsico confere a essas células vantagens
sobre as células do tecido sadio. Kumaraguruparan e colaboradores (2005) sugerem que o
aumento dos antioxidantes no tecido mamario neoplasico ¢ induzido pelo estresse oxidativo.
Resultado semelhante foi encontrado por Rajneesh e colaboradores (2008), em que os niveis
de ERO e antioxidantes enzimaticos e ndo enzimdticos estavam aumentados no plasma de
mulheres com cancer de mama em comparagdo com mulheres controle.

Quando ha diminuicdo das concentragdes intracelulares da GSH e/ou GPX em
sistemas experimentais, observa-se aumento da sensibilidade das células neoplasicas a
radiacdo ionizante e a certas drogas quimioterdpicas (HUBER et al., 2008). Portanto, a
presenca dessas proteinas em células neopldsicas pode caracterizar baixa resposta a
tratamentos citotoxicos (VALKO et al., 2007). Além disso, essa sensibilidade estd sendo
explorada para uso clinico na terapia contra o cancer (HUBER et al., 2008).

Em contraste, alguns estudos demonstram que pacientes com cancer de mama
apresentam baixa atividade de antioxidantes enddgenos provavelmente pela grande
quantidade de ERO gerados em processos neoplasicos (KASAPOVIC et al., 2008,
KASAPOVIC et al., 2010). Além disso, trabalhos que relacionam a expressdo desses
antioxidantes com o progndstico de pacientes com cancer de mama sdo escassos na literatura

(KASAPOVIC et al., 2008; RAJNEESH et al., 2008; KASAPOVIC et. al., 2010).
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1.2.3. Glutationa S Transferase pi (GSTpi)

A detoxificagdo enzimatica de xenobidticos pode ser classificada em trés fases
distintas, porém estritamente relacionadas: fase I, II e III. Nas fases I e II, geralmente se
observa a transformag¢do do xenobidtico em uma espécie que apresenta maior solubilidade em
agua e menor toxicidade. Na fase III, estes metabdlitos sdo transportados para o exterior da
célula e entdo excretados (SHEWEITA & TILMISANY 2008).

As GSTs s@o uma familia de enzimas intracelulares da fase II de detoxificacdo, que
catalisam a conjugacdo de diversos compostos eletrofilicos 8 GSH. Isso promove a formagao,
na maioria das vezes, de metabolitos menos reativos e mais soliveis em agua, o que faz com
que sejam prontamente excretados pela urina, impedindo mutagdes no DNA das células
(MORALIS et al., 2008). Tais enzimas, geralmente se encontram no meio bioldgico como
homo ou heterodimeros, apresentando dois sitios ativos: um para a GSH que ¢ muito
especifico para este tripeptideo, e outro com menor especificidade para os compostos

eletrofilicos (Figura 2) (HUBER et al., 2008).

Xenobiotico (X)

Glutationa (GSH)

Figura 2: Esquema da reag@o enzimatica catalisada pela glutationa S transferase. Adaptado

de TOWNSEND & TEW, 2003.

As GSTs podem ser divididas em trés grandes familias: GST citossélica, GST
mitocondrial e GST microssomal. Baseada na similaridade da sequéncia de aminoacidos, seis
principais classes (designadas pelas letras do alfabeto grego) de GSTs citossdlicas de
mamiferos s@o descritas: Alpha, Mu, Omega, Pi, Theta e Zeta (Tabela 1) (MORAIS et al.,

2008). A expressdo dessas isoenzimas esta diretamente relacionada com o potencial
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individual de metabolizar substancias enddgenas e exogenas, podendo influenciar no
desenvolvimento e progressdo do cancer de mama (HAAS et al., 2006). Diversos estudos tém
demonstrado que a expressdo dos genes que codificam as GSTs € usualmente maior em
c€lulas tumorais que em nao-tumorais (IWAO-KOIZUMI et al. 2005; BAYET-ROBERT et
al. 2009). De acordo com Chekhun e colaboradores (2009) a expressdo das GSTs em células
neoplasicas de mama caracteriza a baixa capacidade de resposta a alguns agentes
quimioterapicos.

Tabela 1: Variacdo alélica das GSTs e correspondente localizacdo cromossdmica em seres

humanos.

Classe Gene Cromossomo humano

Alfa (o) GSTAI-5 6

Mu (p) GSTM1-5 1

Omega (©) GSTO1-2 10

Pi () GSTP1 11

Theta (0) GSTT1-2 22

Zeta (0) GSTZ1 14

A GSTpi parece ser constante em células tumorais (célon, pulmiao, ovario, mama,
estdbmago, bexiga, rim, testiculo), apresentando-se em altas concentragdes (2-4 vezes maior)
quando comparadas aquelas encontradas em células sadias de mesma origem. Essa isoenzima
¢ a principal classe das GSTs presente nos canceres de mama. Seu papel no crescimento e
progressdo tumoral é pouco conhecido, mas ¢ relatada associacdo com o nivel de RE expresso
pelo tumor (BELLAMY & HARRISON, 1994; HUANG et al., 2003). Além disso, a
superexpressdo da GSTpi em tumores de mama tem sido relacionada com mau progndstico, €
parece diretamente relacionada ao desenvolvimento da resisténcia celular a multiplos
farmacos (MDR) (TOWNSEND & TEW, 2003; SU et al., 2003; HUANG et al., 2003;
CHEKHUM et al., 2009). Um estudo realizado por Huang e colaboradores (2009), sugeriu
que a analise imuno-histoquimica da GSTpi pode prever a resposta a quimioterapia em
diversos tipos de cancer.

MDR ¢ o termo utilizado para descrever um fenomeno caracterizado pela capacidade
de células tumorais apresentarem resisténcia simultdnea a diferentes agentes quimioterapicos,
estruturalmente e funcionalmente nao-relacionados (SU et al., 2003). O desenvolvimento de

resisténcia a farmacos ¢ um elemento chave no fracasso do tratamento quimioterapico
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(TOWNSEND & TEW, 2003). De maneira geral, a MDR pode ser classificada em duas
categorias: resisténcia intrinseca manifestada no primeiro ciclo de tratamento e vinculada ao
processo original de transformagdo maligna da célula e, resisténcia adquirida, encontrada apds
exposi¢do a agentes citotoxicos, possivelmente como resultado da selecdo de populacdes
celulares tolerantes (HURBER et al., 2008).

O sistema enzimatico GSH/GSTs é apontado como um dos mais importantes para
MDR. Os mecanismos de resisténcia relacionados a esse sistema envolvem principalmente:
alteragdes nos niveis de GSH e/ou na expressdo dos genes que codificam as enzimas
envolvidas na sua sintese; alteracdes na expressdo dos genes que codificam as GSTs; e/ou
alterag¢des do transporte dos conjugados de GSH e compostos reativos (HUBER et al., 2008).
No ultimo caso, o aumento da eficiéncia do transporte dos conjugados de GSH, ocorre como
consequéncia do aumento de GSH e/ou do aumento da expressdo dos genes que codificam os
transportadores destes conjugados (TOWNSEND & TEW, 2003).

Embora os estudos indiquem a possibilidade de elevar a eficacia da terapia anti-
tumoral com base no padrdo de expressdo de proteinas associadas a resisténcia, o papel dos
antioxidantes como a GSH, e das enzimas GPX e GSTpi nos variados mecanismos associados
a MDR ainda n2o ¢ totalmente conhecido. Além disso, o valor progndstico dessas proteinas

em pacientes com cancer de mama apresenta resultados controversos na literatura.
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II. Objetivos

Este estudo teve por objetivo verificar o valor prognostico da expressdo da proteina
glutationa (GSH) e das enzimas glutationa peroxidase (GPX) e glutationa S transferase Pi
(GSTpi), relacionando-as com os parametros clinico—patoldgicos, a evolucdo clinica e
sobrevida das pacientes. Além disso, avaliar o valor preditivo desses marcadores em resposta
ao tratamento do cancer de mama. Desse modo, este estudo dividiu-se em retrospectivo e
prospectivo e os objetivos especificos foram:

1. No estudo retrospectivo selecionar fragmentos tumorais de pacientes com cancer de
mama e quantificar a expressdo protéica de GSH, GPX e GSTpi pela técnica de
imuno-histoquimica, para relacionar com as caracteristicas clinico-patoldgicas das
pacientes;

2. No estudo prospectivo, avaliar a expressdo quantitativa do RNAm dos genes
precursores da GSH, glutamato cisteina ligase (GCLC) e glutationa sintetase (GSS),
GPX e GSTpi em células mamarias neoplasicas in vitro, tratadas e ndo tratadas com

quimioterapico de rotina (doxorrubicina).
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III. Material e Métodos

1. Consideracoes éticas

O presente estudo ndo acarretou riscos fisicos as mulheres selecionadas, uma vez que
foram utilizados fragmentos tumorais de descarte do exame histopatolégico. No estudo
prospectivo, as mulheres que preencheram os critérios de inclusdo foram informadas sobre os
objetivos da pesquisa, e assinaram o consentimento informado (Anexo A). O projeto foi
aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio

Preto (FAMERP) (Anexo B).

2. Estudo retrospectivo

2.1. Caracterizacio das amostras

Os fragmentos tumorais utilizados no estudo foram obtidos no “Arquivo de blocos e
laminas” do Setor de Anatomia e Patologia do Hospital de Base da FAMERP e as
informacgdes clinico-patoldgicas das pacientes no Servigo de Arquivo Médico (SAME).

No presente protocolo experimental foram selecionados fragmentos de neoplasia
mamaria de 63 (sessenta e trés) mulheres atendidas no Hospital de Base da FAMERP nos
anos de 2000 a 2005 com diagnostico de carcinoma ductal invasivo e estadiamento clinico
variando de [ a IV. A faixa etéria das pacientes foi de 30 a 99 anos (média 58 anos e mediana
57 anos) e os parametros usados para a avaliac@o histopatologica estdo de acordo com a Unido
Internacional contra o Cancer (UICC), pela classificagdo TNM recomendada desde 1989. Os
critérios de elegibilidade estabelecidos para inclusdo no grupo foram rigorosamente
respeitados. Apenas pacientes que realizaram cirurgia (mastectomia/quadrantectomia) e sem
quimioterapia e/ou radioterapia neoadjuvantes foram incluidas no estudo.

O painel de marcadores prognoésticos classicos, analisado pela expressdo imuno-
histoquimica do receptor de estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), HER-2 neu, p53 e
o marcador de proliferacdo celular, Ki-67, foi previamente realizado para todas as pacientes.
As mulheres foram submetidas a avaliag¢do clinica a cada 3-4 meses, o que incluiu exame
radiografico do térax. A ocorréncia de recidiva tumoral local e metastase foram descritas,
assim como a data e causa da morte, sendo que apenas pacientes que morreram pela doenca

foram incluidas no estudo.
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Além disso, as mulheres foram agrupadas em trés subgrupos estabelecidos pelo
tratamento que receberam. O grupo I incluiu 37 pacientes que realizaram cirurgia,
quimioterapia adjuvante e radioterapia pods-operatdria (regime FEC, contendo os
quimioterapicos S-fluorouracil, epirubicina e ciclofosfamida), o grupo II foi composto de 19
pacientes que fizeram somente quimioterapia adjuvante e o grupo III incluiu sete pacientes

que ndo receberam tratamento apds a cirurgia.

2.2. Procedimento imuno-histoquimico

Para o desenvolvimento da técnica os fragmentos tumorais emblocados em parafina
foram cortados em 3um. Os tecidos foram preparados em laminas silanizadas e em seguida
desparafinizados em xilol, rehidratados em alcool em grau decrescente e incubados com 3%
de perdxido de hidrogénio por 30 minutos para o bloqueio da peroxidase enddgena.

A recuperagdo antigénica foi realizada na panela a vapor com tampao especifico para
cada anticorpo por 35 minutos (Tabela 2), em seguida as laminas foram encobertas com
solucdo contendo soro fetal bovino (BSA)' e incubadas com o anticorpo primario (Tabela 2).

Depois dessa etapa as laminas foram lavadas em solu¢do PBS® por 15 minutos e
incubadas com kit Easy Path (Erviegas), que consistiu no anticorpo secundario biotinilado por
1 hora e no complexo estreptavidina peroxidase por 30 minutos, seguido de lavagem com
PBS por 15 minutos. A revelagdo foi feita com substrato cromdgeno DAB (Signet
Laboratories) de 2 a 5 minutos e a contra-coloracdo com Hematoxilina de Harrys por 40
segundos. Os tecidos foram desidratados em alcool em grau crescente e banhados no xilol
antes da montagem das laminas em meio ERV-MOUNT (Erviegas).

Os controles negativos das reagdes foram obtidos com omissdo do anticorpo primario e
os tecidos de figado e prostata foram utilizados como controle positivo das reagdes de acordo

com os fabricantes dos anticorpos primarios.

12 0s protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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Tabela 2: Especificagdes dos anticorpos primarios utilizados para o procedimento imuno-

histoquimico.
Anticorpo Especificidade Diluicao Tampao Marca
RE Monoclonal (mouse) 1:100 TRIS EDTA pH9’ Dako
RP Monoclonal (rabbit) 1:100 TRIS EDTA pH9  Biocare Medical
HER-2/neu Policlonal (rabbit) 1:200 TRIS EDTA pH9 Dako
pS3 Monoclonal (mouse) 1:500 TRIS EDTA pH9 Zymed
Ki-67 Monoclonal (mouse) 1:100 TRIS EDTA pH9 Spring
GSH Monoclonal (mouse) 1:100 Citrato pH6* Millipore
GPX Policlonal (rabbit) 1:1200 Citrato pH 6 Abcam
GSTpi Monoclonal (mouse) 1:4000 Citrato pH6 Abcam

RE (receptor de estrogeno); RP (receptor de progesterona); HER-2/neu (fator de crescimento epidermal);
GSH (glutationa); GPX (glutationa peroxidase); GSTpi (glutationa S tranferase pi).

2.3. Quantificacdo da marcac¢ao imuno-histoquimica

A andlise densitométrica foi conduzida em objetiva de 40X com o microscépio ZEISS
— AXIOSKOP2 para a quantificacdo de GSH, GPX e GSTpi. Para cada lamina foram
selecionados 60 diferentes pontos das células tumorais para obter uma média relacionada com
a intensidade de imunorreatividade. Os valores foram obtidos como unidades arbitrérias (u.a.)
e a densidade optica média (D.O.M.) mostrou a intensidade de imunomarcacido apenas nas
areas imunorreativas.

Quanto ao painel de marcadores prognosticos classicos, os casos foram considerados
positivos para os receptores hormonais ¢ HER-2/neu quando mais de 10% das células
tumorais apresentaram marcag¢do nuclear (LI et al. 2010). Para o p53, os casos foram
considerados positivos quando pelo menos 10% das células tumorais apresentaram marcagao
nuclear MALAMOU-MITSI et al. 2006). Os tumores foram divididos em dois grupos quanto

ao indice de prolifera¢do celular: quando a marcacdo do Ki-67 estava presente em mais de

34 Os protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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20% das células, o tumor foi considerado com alta atividade proliferativa e abaixo disso, com

baixa atividade proliferativa (LI et al. 2010).

2.4. Analise Estatistica

Para avaliar o valor prognostico e preditivo da expressdo das proteinas, as pacientes
foram separadas em grupos de acordo com as caracteristicas clinico-patoldgicas e o
tratamento empregado.

Os resultados foram submetidos previamente a andlise descritiva para determinagao
da normalidade e foram considerados com distribui¢do normal. Assim, as médias das analises
referentes as quantificagdes para cada grupo foram comparadas pelo teste t de student ou
ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Todos os valores obtidos foram expressos como
média = desvio padrio (S.E.M.).

A curva de sobrevida foi realizada pelo método de Kaplan Meier. Os pontos de corte
para a expressdo de cada proteina foram estabelecidos através das curvas Receiver Operating
Characteristic (ROC). Foram calculadas a sensibilidade e especificidade entre a expressdo
protéica e a ocorréncia de obito nas pacientes do grupo total (n=63) e nas pacientes do grupo |
(n=37). Os valores indicados por meio da curva ROC constituem o ponto de corte que podem
promover um equilibrio mais adequado de sensibilidade e especificidade para o indice de
expressao protéica como discriminador do risco de obito nas pacientes com cancer de mama.
Para avaliar a influéncia simultanea dos fatores progndsticos sobre a mortalidade foi realizada
a analise de regressdo logistica multivariada.

Valores para p menores que 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

Todas as analises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism4 e Stats Direct.
3. Estudo prospectivo

3.1. Caracterizacdo das amostras

Foram coletados fragmentos tumorais retirados em cirurgia ou por core biopsy
(bidpsia percutanea com agulha grossa guiada por ultra-sonografia) de mulheres atendidas no

Servigo de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Base da FAMERP. De cada paciente

obteve-se fragmentos inteiros de 50 mm de didmetro que foram armazenados em tubo falcon
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contendo o meio proprio para transporte’. Quando os fragmentos tumorais foram obtidos por
core biopsy outros fragmentos da mesma paciente forma encaminhados para o Setor de
Anatomia e Patologia para confirmacdo do diagndstico histopatoldgico. Posteriormente as
informagdes necessarias foram obtidas no prontuario de cada paciente no Servigo de Arquivo
Médico (SAME). Assim, foram selecionadas 12 pacientes com diagndstico de carcinoma
ductal maiores que 2 cm, e que ndo tinham sido submetidas a quimioterapia e/ou radioterapia

até o momento da coleta.

3.2. Cultivo celular

3.2.1. Preparac¢io do material coletado

Inicialmente, todas as solugdes foram retiradas do refrigerador e colocadas em banho-
maria até atingirem a temperatura de 37°C. Para toda a rotina foram seguidos criteriosamente
os procedimentos de antissepsia da capela, das garrafas e das pipetas com alcool 70%.

Em placa de petri, os fragmentos tumorais foram lavados em PBS contendo 1% de
Penicilina/Estreptomicina, trés vezes por 10 minutos cada. Em seguida, foram cortados em
microfragmentos com bisturi e colocados em garrafas de poliestireno com filtro contendo
ImL de meio de cultivo RPMI 1640 (Cultilab) e incubados em estufa a 37°C na presenga de
5% de CO,. Apods 48 horas, periodo em que as células se fixam no fundo da garrafa, foram
adicionados 3 mL de RPMI 1640. Todo meio de cultura utilizado foi enriquecido com 20% de

BSA, 1% de Penicilina/Estreptomicina e 1% de L-Glutamina.
3.2.2. Manutencio das células in vitro
A cada dois dias o meio RPMI 1640 era trocado para estimular o crescimento das

células oferecendo meio nutritivo e evitando o crescimento de contaminantes. As células

foram cultivadas por aproximadamente um més ou até atingirem 80% de confluéncia.

> Os protocolos de preparo das solugdes estdo descritos no Apéndice A.
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3.2.3. Tripsinizacao

A tripsinizagdo foi feita para passagem das células para as placas six wells e para
outras garrafas para a realiza¢do dos procedimentos posteriores.

O meio de cultura das garrafas foi descartado e o tapete celular lavado com SmL de
PBS. Em seguida as células foram encobertas com 2mL de tripsina e mantidas em estufa a
37°C, nado excedendo o tempo limite de 10 minutos. Durante esse periodo, as monocamadas
foram monitoradas ao microscopio Optico invertido para verificar o desprendimento das
células. Posteriormente, foram adicionados 2mL de RPMI 1640 em cada garrafa e apos
homogeneizagdo, a suspensdo foi transferida para outros frascos de cultivo especificos.
Finalmente, 0 meio RPMI 1640 foi adicionado e as células retornaram para estufa a 37°C com

5% de COs,.

3.3. Imunocitoquimica da cultura celular

As células foram submetidas a imunocitoquimica para confirmagdo da origem
epitelial, com anticorpos especificos. Inicialmente as células em cultivo foram transferidas
para uma lamina com garrafa acoplada, onde foi adicionado o meio RPMI 1640 e incubadas
em estufa a 37°C durante 24 horas.

As células foram lavadas com 1mL de PBS e incubadas com 600mL de fixador
formaldeido a 4% por 20 minutos. Em seguida a lamina foi desacoplada da garrafa, lavada
com ImL de PBS e colocada na posicdo vertical para secagem.

As células foram entdo incubadas em solu¢do contendo BSA por 30 minutos e com os
anticorpos primarios anti-citoqueratina para marcacdo de células epiteliais, anti-calponina
para marcagdo das células mioepiteliais e anti-vimentina para células mesenquimais (Tabela
3), mantidas a 4°C por 24 horas. Apds essa etapa seguiram-se as mesmas etapas descritas

anteriormente no procedimento imuno-histoquimico.
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Tabela 3: Especificacdes dos anticorpos primarios utilizados para o procedimento

imunocitoquimico.
Anticorpo Especificidade Diluicdo Tampao Marca
Citoqueratina  Monoclonal (mouse) 1:150 Citrato pH6 Dako
Calponina Monoclonal (mouse) 1:100 Citrato pH 6 Dako
Vimentina Monoclonal (mouse) 1:100 Citrato pH6 Dako

3.4. Preparacio das placas para exposicio ao quimioterapico e curva de

crescimento

As células da cultura de cada paciente foram separadas em duas garrafas, sendo uma
utilizada como controle (sem nenhum tratamento) e a outra tratada com 0,2 mg do
quimioterapico de rotina (cloridrato de doxorrubicina, Adriamicina®™) por 24 horas. A
doxorrubicina foi escolhida porque além de estar presente na maior parte dos protocolos para
carcinoma mamadrio, tem meia vida plasmatica de 24 horas e ndo precisa ser ativada por
enzimas hepaticas.

As curvas de crescimento foram realizadas pela contagem do ntimero de células dos
pocos da placa six wells utilizada como controle e da placa na qual foi aplicado o
quimioterapico. Inicialmente, as células retiradas da garrafa por tripsinizagdo foram colocadas
em tubos de polipropileno de 15mL. Seguiu-se a centrifugacdo, a fim de separar o meio
contendo tripsina das células, e o sobrenadante foi retirado, adicionado meio de cultura fresco
e feita a homogeneizacdo. As células foram separadas em tubo tipo eppendorf juntamente
com o corante Azul de Tripan para verificagdo da viabilidade celular. O contetido foi
colocado na cdmara de Neubauer e a contagem das células foi realizada com auxilio do
microscopio optico invertido. Na camara de Neubauer, foram contados o nimero de células
nos 4 quadrantes laterais com 16 campos cada, dividindo o numero por 4. Ao final as células
foram desprezadas e o resultado da contagem foi colocado na formula:

CLV =GV,

Onde, C1 equivale ao nimero de células contadas na cdmara e V1, o valor em que se
quer chegar; C2 equivale a constante 5x10* e V2 a quantidade em mL a ser colocada de meio

RPMI 1640 em cada pocinho da placa de six-wells (2 mL).
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No valor encontrado em pL de células, foram preparadas as placas para confec¢do da
curva de crescimento das células utilizadas como controle e das células agredidas com
quimioterapico. Adicionou-se 2 mL de meio RPMI 1640 em cada pocinho e em seguida as
células. As placas foram colocadas na estufa a 37°C e no dia seguinte (dia 0), foram
adicionados 0,04 mg do quimioterapico Doxorrubicina em cada pocinho. No dia 1, as células
do pocinho foram tripsinizadas, colocadas na camara de Neubauer, contadas e o conteudo
desprezado. Ao final, o contetido era descartado. O procedimento foi repetido sucessivamente
at¢ o dia 7, ou até o dia de maior variagdo entre a placa em que o quimioterdpico foi
adicionado e a placa controle, ou seja, a leitura das duas placas por matriz terminava sempre
que havia o menor nimero de células na placa em que foi adicionado o quimioterapico, € o
maior numero de células na placa controle.

As quantidades de quimioterapico foram estabelecidas de acordo com a dosagem
administrada em pacientes contidas na bula do medicamento, calculando-se a éarea das

garrafas e pogos das placas.

3.5. Extracao de RNA Total

Apds 24 horas da aplicagdo do quimioterapico, o RNA total foi extraido das células
utilizadas como controle e das células expostas ao quimioterdpico. A extracdo dos acidos
nucléicos foi realizada de acordo com o protocolo que acompanha o reagente Trizol
(Invitrogen).

Inicialmente, o meio RPMI1640 foi desprezado das garrafas e acrescentou-se 3mL de
Trizol. Em seguida, foram transferidos 1mL do conteudo para tubos de polipropileno de
15mL deixando descansar por 5 minutos a temperatura ambiente. Em cada tubo adicionou-se
200uL de cloroférmio, homogeneizando por inversdo e mantendo a temperatura ambiente por

3 minutos.

Os tubos foram centrifugados a 12.000g por 15 minutos a 4°C, resultando em uma fase
vermelha inferior — fase fenol-cloroférmio — uma interfase, ¢ uma fase aquosa superior, na
qual o RNA se concentra. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e adicionou-se
400uL de alcool isopropilico para precipitagdo do RNA, seguido de incubacdo a temperatura
ambiente por 15 minutos. Apos, centrifugou-se a 12.000g por 15 minutos a 4°C formando um
pellet de RNA, que foi lavado com 1mL de etanol 75% e centrifugado a 7500g por 5 minutos

a 4°C. O sobrenadante foi descartado e os tubos foram deixados sobre papel para escorrer até
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secar o pellet. Apds esta etapa, adicionou-se agua DEPC (dietil pirocarbonato) (Amersham
Biosciences) em quantidade suficiente para diluir o pellet. A concentragdo dos RNAs foi
determinada utilizando-se o aparelho NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)

e as solu¢des de RNAs foram armazenadas a -80°C.

Para testar a integridade e qualidade do RNA extraido, uma aliquota de cada amostra
foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% para analise das bandas especificas das
subunidades 18S e 28S, representativas do RNAr. O RNA total foi entdo utilizado para sintese

de DNA complementar (cDNA) com a enzima transcriptase reversa.

3.6. Obtencao do cDNA

A sintese de cDNA, foi realizada a partir de 2ug de RNA total seguindo as
especificagdes dos fabricantes do Kit High Capacity ¢cDNA (Applied Biosystems).
Anteriormente ao uso do Kit as amostras foram tratadas com DNase para eliminar qualquer
possivel resquicio de DNA. Em cada tubo acrescentou-se 2ul. de DNase, 2ulL de Buffer
10X, levando ao termociclador a 25°C por 15 minutos. Acrescentou-se 2ulL de EDTA (stop
solution) e levando ao termociclador novamente a 65°C por 10 minutos.

Apds, seguiu-se o uso do kit High Capacity cDNA, calculando a quantidade dos
reagentes conforme o numero de amostras, sempre incluindo o volume referente a perdas que
podem ocorrer durante a transferéncia dos reagentes.

O mix foi preparado no volume final de 50uL por amostra de RNA. Foram
misturadas 10uL de dNTP, 10uL de Random Primer, S5pL da enzima Multicribe Reverse
Transcriptase e 21uL de agua DEPC. Em seguida, 50uL da solucdo final foi pipetada em
cada pogo de uma placa de 96 pogos e adicionou-se S0uL. da amostra de RNA nos pogos
devidamente identificados, homogeneizando a solucdo. A placa foi coberta com um adesivo
proprio e centrifugada para concentrar o contetido no fundo do pogo e eliminar as bolhas de
ar. As placas foram colocadas no termociclador e a reagdo apresentou uma etapa inicial a

25°C por 10 minutos e foi finalizada a 37°C por 120 minutos.
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3.7. Técnica de PCR quantitativa: analise da expressio génica

A reacdo de PCR quantitativa foi realizada pelo método SYBR Green (Applied
Biosystems), utilizando-se os iniciadores especificos para os genes responsaveis pela sintese
da GSH (GCLC e GSS), GPX e GSTPI1. Os genes normalizadores HPRT1 (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1) e RPS5 (ribosomal protein S5) foram utilizados como controle
endogeno da reacdo, pois mostraram variacdo mais baixa de amplificacdo entre amostras de
tecido mamario neoplasico em estudo prévio, no qual foram testados também os genes ACTB
(actin beta), GAPD (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), GUSB (glucuronidase
beta), PPIA (peptidylprolyl isomerase A) frequentemente utilizando em estudos de cancer.

As sequencias dos oligonucleotideos iniciadores foram desenhadas com auxilio do
software Primer3 considerando o tamanho do produto esperado (aproximadamente 130pb a
150pb), o conteido em dinucleotideos GC (~60%), a temperatura de anelamento (Tm°=
60°C) e a auséncia de homologia com seqiiéncias repetitdas no genoma.

Foi realizada uma etapa de otimizagdo para determinar a melhor concentragdo dos
oligonucleotideos iniciadores para cada gene. Essa etapa garante a saturagdo dos iniciadores
para que ndo sejam fatores limitantes na velocidade de amplificacdo. As concentragdes de
iniciadores testados foram 2,5pmols/pug, Spmols/pg e 10pmols/pg. Para esta etapa, as reagdes
foram processadas em 20pL contendo 25ng/uL de ¢cDNA, 10puL de Master Mix Sybr ™
Green (Applied Biosystems) e os oligonucleotideos iniciadores nas concentra¢des descritas
acima.

Para melhor analise dos resultados, os ensaios de otimiza¢do de concentracdo de
iniciadores foram realizados em triplicata para cada gene analisado. Como controle de
qualidade, as reacdes para amostras com valores de desvio significativos (> 2%) foram
repetidas utilizando sempre o mesmo cDNA mae e em todos os experimentos havia controles
negativos da reacao.

As reagdes foram realizadas no equipamento Real-Time PCR System Step One Plus
(Applied Biosystems) e compreenderam uma etapa inicial de 2 minutos a 50°C, seguida por
desnaturacdo inicial de 10 minutos a 95°C. Em seguida, o programa continuou com 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C para anelamento dos iniciadores e extensdo das
cadeias, seguidos de 35 segundos a 65°C para coleta do sinal. A curva de dissociacdo foi
gerada apds amplificagdo e compreendeu um passo de 15 segundos a 95°C seguido de 1

minuto a 60°C.
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A tabela 4 mostra as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores e a melhor

concentrago para cada gene.

Tabela 4: Sequéncia e concentracdo Otima dos oligonucleotideos utilizados na técnica de

PCR quantitativo para avaliar a expressdo génica relativa.

Gene Sequéncia Concentracio 6tima

GSS Right 5'- TGC TAA AGC CCC AGA GAG AG -3’ 5 pmol/pL
Left 5'- AGC AGG CAA TTC TCA AAA GG -3’

GCLC Right 5'- GCA CAA CGT TCT CAA GTG -3’ 5 pmol/puL
Left 5- TGG TTT GGG TTT GTC CTT TC -3’

GPX Right 5" - ATG GCG CAATTG TCC AAG -3’ 10 pmol/pL
Left 5 — CTG GCC TCC CCT TACAGTG-3’

GSTP1 Right 5'- ATG TAT TTG CAG CGG AGG TC -3’ 10 pmol/puL
Left 5'- ATA CCATGC GCT ACCTG -3

HPRT1 Rigth 5'- TTATAGTCAAGGGCATATCC -3’ 10 pmol/pL
Left 5'- AGC TTG CTGGTGAAAAGGAC -3’

RPS5 Rigth 5" - TCACTGGTGAGAACCCCCT -3’ 10 pmol/puL
Left 5'- CCTGATTCACACGGCGTAG -3’

Outro fator importante a ser considerado em experimentos de PCR quantitativo ¢ a
eficiéncia de amplificagdo do gene de interesse e dos genes normalizadores, em fun¢do da
concentracdo de RNA utilizado. Dessa forma, ¢ possivel extrair a expressdo relativa do gene
de interesse a partir dos resultados obtidos. Para esta verificagdo, foram realizadas dilui¢des
seriadas do pool de cDNA, sendo testadas as concentragdes 50ng, 25ng, 12,5ng, 6,25ng e
3,12ng.

As amostras de cDNA nas concentragdes citadas foram submetidas a amplificacdo por
PCR quantitativo. O teste foi realizado para cada gene, utilizando a concentracdo de
iniciadores otimizada na etapa anterior.

O resultado da validacdo da eficiéncia ¢ dado por um valor chamado slope, que
corresponde a inclinag¢do da reta obtida quando se analisa a variagdo do C; (Cycle threshold)
dos genes de interesse e dos genes normalizadores em fungdo do Log de diferentes
quantidades de cDNA. O C;¢ o momento no qual o sistema de amplificagdo comega a detectar
um aumento no sinal associado ao aumento exponencial do produto de PCR na fase linear da

reacdo. As comparacdes de quantidades sdo feitas a partir dos valores dos C;.
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Os valores do slope foram padronizados refletindo eficiéncia de amplificacdo entre
100% e 115%. A eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores especificos para os genes de
interesse e normalizadores foram calculadas de acordo com a equagdio: E=100"/51P®),

Apds a etapa de padronizacdo, foram realizadas as andlises para verificar a expressao
diferencial dos genes GCLC, GSS, GPX e GSTP1. O valor da expressao relativa dos genes de
interesse foi determinado pelo método de quantificagdo em relacdo a média dos genes
normalizadores (HPRT1 e RPSS5) utilizados como controle endégeno. As amostras foram
testadas em triplicatas e, em todos os experimentos havia controle negativo.

Dessa forma, a partir dos valores do C; de cada amostra, foram calculadas as médias das
triplicatas. Posteriormente, foi calculado o AC; a partir da subtragdo da média obtida para a
seqiiéncia de interesse por aquela do controle enddgeno. Para o cédlculo do A-AC,, foram
escolhidas as células neoplésicas sem adi¢do do quimioterapico (controle) como calibrador,
sendo atribuido a mesma o valor de zero como resultado da subtragdo com seu préoprio AC;.

Nas células tumorais em que foi aplicado o quimioterapico, o resultado do A-AC; foi
calculado a partir das diferengas dos valores de AC; de cada um deles em relagdo ao
calibrador. Em seguida, foi calculado o 2-A-AC,, ou seja, o (A-AC,)*. Finalmente, para melhor
representacdo grafica, os resultados foram apresentados em escala logaritmica de base 3
(Logs). Considerou-se aumento da expressdo génica para valor da expressdo maior que 1,

abaixo desse valor a expressdo foi considerada ndo significativa.
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IV. Resultados

1. Estudo retrospectivo

1.1. Dados clinicos

Todas as pacientes receberam diagnostico de carcinoma ductal invasivo sendo
predominante o grau histologico II (79%). Da mesma forma, houve prevaléncia de tumores
com estadiamento clinico II (76%) segundo a classificacio TNM. O resultado da analise dos
parametros clinico-patolégicos das 63 pacientes mostrou que 11 (17%) pacientes haviam feito
terapia hormonal, 11 (17%) eram tabagistas, 13 (21%) apresentaram tumores maiores que 3
cm e 13 (21%) apresentaram linfonodo axilar positivo. Quanto ao painel de marcadores
classicos, 46 (73%) pacientes apresentaram positividade para o receptor de estrégeno (RE), 37
(59%) para o receptor de progesterona (RP) e 41 (65%) para o HER-2/neu. Apenas 19 (30%)
tumores foram p53 negativos e 30 (48%) tiveram alta proliferagdo celular avaliada pela
marcacdo imuno-histoquimica do Ki-67. Todas as caracteristicas clinicas e patologicas das
pacientes sdo apresentadas na Tabela 5. Neste estudo, 9 (14%) pacientes apresentaram padrao
de expressdo basal, 13 (21%) pacientes apresentaram padrdo de expressdo luminal e 41 (65%)
pacientes apresentaram superexpressdo do HER-2/neu (Tabela 6). As taxas de metéstase e
obito para o grupo estudado foram de 37% e 32% respectivamente, e de 10% para recidiva
local. O tempo de acompanhamento médio das pacientes foi de aproximadamente cinco anos.

Os dados da evolugdo clinica das pacientes sdo apresentados na Tabela 7.

1.2. Expressio protéica pela imuno-histoquimica

A andlise imuno-histoquimica da proteina GSH e das enzimas GPX e GSTpi foram
realizadas em 63 amostras de carcinoma mamario. A imunomarcag¢do foi especifica, pois ndo
foi observada imunorreatividade nos controles da reagao.

Os resultados obtidos nas reagdes mostraram imunomarcagao positiva para GSH, GPX
e GSTpi nas células tumorais, com marcagdo evidente no citoplasma, enquanto o estroma nao
apresentou imunorreatividade (Figura 3).

A comparagdo entre as reacdes imuno-histoquimicas para as proteinas analisadas
demonstrou variag@o entre a intensidade da imunomarcagio para as proteinas GSH (185,0 +
2,54) e GPX (193,0 + 1,96) (p<0,05), enquanto a imunomarcagdo para GSH (185,0 + 2,54) e
GSTpi (191,8 + 2,43), GPX (193,0 + 1,96) e GSTpi (191,8 + 2,43) apresentaram intensidade
semelhante (p>0,05) (Figura 4).
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Figura 4: Média da expressdo protéica das proteinas GSH, GPX e GSTpi nas células tumorais

de mama. *valor significante no teste ANOVA entre a expressdo da GSH e GPX (p<0,05).

Os resultados da densitometria Optica foram comparados com as caracteristicas
clinico-patologicas das pacientes (idade, tabagismo, terapia hormonal, status dos linfonodos,
grau histologico, estadiamento clinico e tamanho tumoral), com a marcagdo imuno-
histoquimica do painel de marcadores prognoésticos classicos (RE, RP, HER-2/neu, p53 e Ki-
67) e com a evolugdo clinica (ocorréncia de recidiva tumoral local, metastase e obito).

A expressdo imuno-histoquimica da GSH apresentou relagdo estatisticamente
significante apenas com o status do receptor de estrégeno, na qual tumores RE positivos
apresentaram maior expressdo da GSH (p=0,03). Nao foi encontrada relacdo com as demais
caracteristicas clinico-patologicas para essa proteina (p>0,05) (Tabela 5).

Para a expressdo da GPX foi encontrada relacdo estatisticamente significante apenas
com o status do receptor de progesterona (p=0,03), na qual tumores RP negativos
apresentaram maior expressdo da GPX (Tabela 5).

A expressdo da GSTpi foi significantemente maior em tumores com grau histologico
I (p=0,04), tumores maiores que 3cm (p=0,04) e imunomarcagdo positiva para p53

(p=0,003) (Tabela 5).
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Tabela 5: Distribui¢do das pacientes de acordo com as caracteristicas clinico-patolédgicas e

comparacdo da média da densitometria Optica referente a expressao protéica de GSH, GPX e

GSTpi entre os grupos estabelecidos.

Parametros Clinicos — Numeros de GSH GPX GSTpi
Patologicos pacientes
Idade das pacientes
> 50 anos 16 (25%) 187,8+3,517  192,6 £2,234 190,3 + 5,343
< 50 anos 47 (75%) 184,3 +£3,253  194,1 £4,240 192,4 +£2,736
p 0,54 0,74 0,70
Tabagismo
Sim 11 (17%) 188,0 £5,177  196,7+ 5,951 200,5 + 7,097
Nao 52 (83%) 184,3+2,887  192,2+2,041 190,0 + 2,497
p 0,58 0,38 0,09
Terapia Hormonal
Sim 11 (17%) 179,7+4,918  195,9+4,863 197,0 £ 7,371
Nao 52 (83%) 186,3+2,842  192,3+2,164 190,7 + 2,513
p 0,32 0,49 0,33
Status dos Linfonodos
Positivo 13 (21%) 186,2 £4,546  193,7 + 4,464 188,0 + 4,845
Negativo 50 (79%) 184,7 +£2,992 192,5+2,249  192,8 +2,798
p 0,81 0,80 0,42
Grau Histoldgico
I 306%) e e e
II 50 (79%) 183,7+2,798  192,2+2,301 189,2 +£2,800
111 10 (16%) 190,9 £5360 1949+3,650 202,4+4,124
p 0,32 0,62 0,04*
Estadiamento Clinico
I 4(6%) = e e
II 48 (76%) 184,8 £2.976  192,6 2,207 192,1 +£2,598
11 9 (14%) 187,3+4,517  188,9+5,832 195,7+ 7,311
v 23%) e e e
p 0,71 0,51 0,60
Tamanho tumoral (cm)
>3 cm 13 (21%) 186,9 £4,190 196,8 £3,211 201,5+ 3,930
<3cm 50 (79%) 184,5+3,022  192,0+2,329 189,3 £2,796
p 0,69 0,32 0,04*
Receptor de estrogeno
Positivo 46 (73%) 188,1 £2,089 191,4 £2,484  189,7 +£3,002
Negativo 17 (27%) 176,4 + 7,285 197,2+2,671  197,6 + 3,660
p 0,03* 0,19 0,14
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Parametros Clinicos — Numeros de GSH GPX GSTpi
Patologicos pacientes
Receptor de progesterona 37 (59%) 188,3 +2,330 189,4 +£ 2,870 189,9 + 3,409
Positivo 26 (41%) 1802 + 5,106 198,0 £ 2,160 194,5 + 3,349
Negativo 0,11 0,03* 0,36
p
HER-2 /neu
Positivo 41 (65%) 188,1 £2,199 193,1 £2,447 189,7 + 3,064
Negativo 22 (35%) 178,8 £ 6,180 192,6 £3,389  195,9 +3,930
p 0,08 0,90 0,22
pS3
Positivo 44 (70%) 184,4 + 3,353 194,8 +£ 2,322 196,3 £ 2,850
Negativo 19 (30%) 186,4 + 3,747 188,7+3,606 181,4+ 3,722
P 0,73 0,16 0,003%
Proliferacio celular 30 (48%) 185,3 £ 4,526 1942 + 2,878 195,6 + 2,836
Alta 33 (52%) 183,9+2,680 191,8+2,724 189,1 £3,717
Baixa 0,78 0,54 0,17
p

Valores apresentados em unidade arbitraria (u.a.) referentes a densidade optica média (D.O.M.); GSH

(glutationa); GPX (glutationa peroxidase); GSTpi (glutationa S transferase pi) * valor de p significante para o

teste t de student

Além disso, ndo houve relag@o entre a expressao das proteinas analisadas e os tumores

com padrdo de expressdo basal, luminal e HER-2/neu positivo (p>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6: Classificacdo das pacientes de acordo com a expressdo dos receptores hormonais e

da proteina HER-2/neu e comparagdo da média da densidade oOptica referente a expressdo

protéica de GSH, GPX e GSTpi entre os grupos estabelecidos.

Padrao de expressio Numero de GSH GPX GSTpi
pacientes
Basal 9 (14%) 189,3+4,643 198,2+3,992  200,2 + 6,166
Luminal 13 (21%) 185,5+4,629 188,8 +4,860 192,8 +£5,131
HER-2/neu (+) 41 (65%) 188,1 £2,199 193,1 +£2,447 189,7 + 3,064
P 0,80 0,38 0,32

Valores apresentados em unidades arbitrarias (u.a.) referentes a densidade optica média (D.O.M.); *ANOVA
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Quanto a evolucao clinica, ndo houve relagdo significante entre a expressdo da GSH
com a ocorréncia de recidiva tumoral local, metdstase ou obito (p>0,05) (Tabela 7). Da
mesma forma, a expressdo da GPX e GSTpi ndo foi relacionada com recidiva tumoral local e
metastase, porém a expressao de ambas enzimas foi significantemente maior em pacientes que
vieram a obito (p=0,03 — GPX), (p=0,04 — GSTpi) (Tabela 7).

Para avaliar o valor preditivo da expressdo imuno-histoquimica das proteinas GSH,
GPX e GSTpi, as pacientes foram separadas em trés grupos de acordo com o tratamento
recebido, apresentados anteriormente (Grupo I, II e III).

Nas pacientes que receberam quimioterapia e radioterapia adjuvante (Grupo I), ndo
houve relagdo estatisticamente significante entre a expressdo da GSH com a ocorréncia de
recidiva tumoral local, metastase ou obito (p>0,05). No entanto, a expressao da GPX foi
significantemente maior em pacientes que vieram a obito (p=0,02). Além disso, a expressao
da GSTpi também foi significantemente maior em pacientes que apresentaram recidiva
tumoral local (p=0,009), que tiveram metastase (p=0,02) e que vieram a obito (p=0,02)
(Tabela 7).

Nas pacientes que receberam apenas quimioterapia adjuvante (Grupo II), a alta
expressdo da GSH foi relacionada estatisticamente com a ocorréncia de metastase (p=0,03),
enquanto ndo foram encontradas relagdes significantes entre a expressdo da GPX e GSTpi

com esse grupo de pacientes (Tabela 7).
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Tabela 7: Distribuicdo das pacientes de acordo com a evolugdo clinica e o tratamento
recebido, e a comparagdo das médias da densidade Optica referente a expressdo protéica de
GSH, GPX e GSTpi entre os grupos estabelecidos.

Grupo Total Grupo I: Grupo II: Grupo III:
Quimioterapia e Apenas Sem tratamentc
radioterapia adjuvante quimioterapia adjuvante
(N=63) (N=37) (N=19) (N=7)
GSH
Recidiva local
Sim 179,7 £ 3,412 N=6 180,4 + 4,082 N=5 N=1 N=0
Nio 185,5+ 2,778 N=57 184,1 +£4,326 N=32 N=18 N=7
p=0,50 p=0,74 - -
Metastase
Sim 186,8 + 3,030 N=23 181,6 £ 4,223 N=14 196,8 £ 3,311 N=6 N=3
Nio 183,9 £ 3,617 N=40 184,8 + 5,556 N=23 179,0 £ 4,954 N=13 N=4
p=0,59 p=0,68 p=0,03* -
Obito
Sim 183,5 + 3,549 N=20 179,3 £4,033 N=13 189,2 + 8,789 N=5 N=
Nio 185,7 £ 3,354 N=43 185,9 £ 5,393 N=24 183,0 £4,555 N=14 N=5
p=0,68 p=0,41 p=0,51 -
GPX
Recidiva local
Sim 196,3 £ 9,315 N=6 203,2+6,111 N=5 N=1 N=0
Nio 192,3 £ 2,004 N=57 192,3 +£2,705 N=32 N=18 N=7
p=0,56 p=0,14 - -
Metastase
Sim 196,5 + 3,379 N=23 196,3 + 4,908 N=14 200,2 £+ 5,382 N=6 N=3
Nio 190,9 + 2,389 N=40 192,3 + 2,808 N=23 187,2 £ 5,384 N=13 N=
p=0,17 p=0,44 p=0,15 -
Obito
Sim 199,1 £2,867 N=20 201,6 + 3,362 N=13 190,0 £ 5,030 N=5 N=2
Nio 190,1 £ 2,459 N=43 189,5 + 3,163 N=24 191,7 £ 5,532 N=14 N=5
p=0,03* p=0,02* p=0,86 -
GSTpi
Rectdivalocal 20074 12,60N=6 2122+ 6476 N=5 N=1 N=0
Niio 190,9 + 2,357 N=57 188,7 +£3,212 N=32 N=18 N=7
p=0,24 p=0,009* - -
Mesti?;tase 196,9+ 3,859 N=23  200,7+5,591 N=14  191,8 + 6,565 N=6 N=3
Niio 188,9 + 3,060 N=40 186,5 + 3,300 N=23 190.4 £ 6,973 N=13 N=4
p=0,11 p=0,02* p=0,89 -—-
Obslitr(:l 199,0 £ 4,165 N=20 201,5+ 5,541 N=13 187,8 £6,351 N=5 N=2
Nio 188,5 + 2,880 N=43 186,6 + 3,375 N=24 191,9 +£ 6,637 N=14 N=5

p=0,04*

p=0,02*

p=0,73

Valores apresentados em unidades arbitrarias (u.a.) referentes a densidade dptica média (D.0.M.) N= niimero de
pacientes. GSH (glutationa); GPX (glutationa peroxidase); GSTpi (glutationa S tranferase pi) * valor de p

significante para teste t de student. --- n insuficiente para analise estatistica.
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Para estabelecer o melhor ponto de corte referente a expressdo imuno-histoquimica
das proteinas analisadas foram construidas curvas ROC. Esta analise representa graficamente
a sobreposicdo entre a distribuicdo da sensibilidade e da especificidade para cada fator, ou
seja, a taxa de verdadeiros positivos (sensibilidade) versus a taxa de falsos positivos
(especificidade). Neste estudo, os valores da expressdo protéica das pacientes que vieram a
obito foram comparados com os das pacientes que continuaram vivas até o final do
acompanhamento, tanto no grupo total, como no grupo de pacientes tratadas com
quimioterapia e radioterapia apds a cirurgia (Grupo I). Assim, os melhores pontos de corte
para discriminar o risco de obito elevado nas pacientes do grupo total, independente do
tratamento, foram: D.O.M= 170 u.a. para GSH (sensibilidade de 30% e especificidade de
88%), D.O.M.= 200 u.a. para GPX ( sensibilidade de 60% e especificidade de 67%) e
D.O.M.= 187 u.a. para GSTpi (sensibilidade de 85% e especificidade de 39%). Quando
analisadas apenas as pacientes tratadas com quimioterapia e radioterapia adjuvantes (Grupo I)
os pontos de corte estabelecidos foram: D.O.M.= 190 u.a. (sensibilidade de 92% e
especificidade de 45%), D.O.M.= 203 u.a. para GPX (sensibilidade de 54% e especificidade
de 87%) e D.O.M. = 189 u.a. para GSTpi (sensibilidade de 92% e especificidade de 50%).

Os graficos da curva ROC e a especificidade e sensibilidade para cada proteina
quando analisadas as pacientes do grupo total e as pacientes do grupo I estdo apresentados na

figura 5 e figura 6, respectivamente.
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Figura 5: Valores de corte estabelecidos para ocorréncia de obito pela curva ROC no grupo total
(n=63). (A) Valor de corte estabelecido para proteina GSH. Sensibilidade (95%IC) = 30%,
Especificidade (95%IC) = 88%. (B) Valor de corte estabelecido para proteina GPX. Sensibilidade
(95%IC) = 60%, Especificidade (95%IC) = 67%. (C) Valor de corte estabelecido para a proteina
GSTpi. Sensibilidade (95%IC) = 85%, Especificidade (95%IC) = 39%. IC= Intervalo de confianca.
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Figura 6: Valores de corte estabelecidos para ocorréncia de 6bito pela curva ROC no grupo I (n=37).
(A) Valor de corte estabelecido para proteina GSH. Sensibilidade (95%IC) = 92%, Especificidade
(95%IC) = 45%. (B) Valor de corte estabelecido para proteina GPX. Sensibilidade (95%IC) = 54%,
Especificidade (95%IC) = 87%. (C) Valor de corte estabelecido para a proteina GSTpi. Sensibilidade
(95%IC) = 92%, Especificidade (95%IC) = 50%. IC= Intervalo de confianca.
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A regressdo logistica multivariada foi realizada para verificar a influéncia simultanea
dos fatores progndsticos e da expressdo imuno-histoquimica das proteinas analisadas, sobre o
risco de 6bito nas pacientes com cancer de mama.

Os resultados mostraram que o estadiamento clinico maior que II (p=0,03), a
ocorréncia de recidiva tumoral local (p=0,04) e de metastase (p= 0,001) estdo associadas a um
maior risco de morte nas pacientes com cancer de mama. A alta expressdo da GPX mostrou
uma tendéncia significante (p=0,05) e as outras varidveis como idade maior que 50 anos,
comprometimento dos linfonodos regionais, receptor de estrégeno negativo, receptor de
progesterona negativo, HER-2/neu negativo, alta proliferacdo celular (Ki-67) e p53 positivo,
assim como a alta expressdo da GSH e da GSTpi ndo foram associadas a um maior risco de

morte em pacientes com cancer de mama (p>0,05) (Tabela 9).

Tabela 9: Resultados da andlise da regressdo logistica multivariada nas pacientes com cancer

de mama.

Variaveis OR IC 95% p
Idade > 50 anos 96,50 0,69 — 13432,65 0,06
Linfonodo positivo 16,11 0,46 — 562,11 0,12
Estadiamento clinico maior que II 72,75 1,31 —4016,26 0,03*
RE negativo 10,39 0,37 — 286,88 0,16
RP negativo 0,03 0,0009 — 1,59 0,08
HER-2/neu negativo 15,06 0,84 — 267,79 0,23
Alta proliferacdo celular (Ki-67 positivo) 15,06 0,84 — 267,79 0,06
pS3 positivo 0,07 0,002 -1,87 0,11
Recidiva local 1247,09 1,05 —-1473116,59 0,04%*
Metastase 324,46 8,83 — 11909,28 0,001*
Alta expressdao da GSH 0,26 0,26 -7,12 0,42
Alta expressdao da GPX 1,36 0,09 - 19,54 0,05
Alta expressdo da GSTpi 22,61 0,96 — 530,52 0,82

OR= odds ratio. IC= intervalo de confian¢a.* Valor significante.
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Para avaliar a relacdo entre a expressdo das proteinas GSH, GPX e GSTpi ¢ a
sobrevida das pacientes foi realizado o teste Kaplan Meier. Os resultados mostraram que nao
houve relacdo entre a sobrevida global e a expressdo da GSH (p>0,05) (Figura 6A). A alta
expressdo da GPX teve relacdo significante com o menor tempo de sobrevida global (p=0,03)
(Figura 6B) e o mesmo foi encontrado para GSTpi (p=0,02) (Figura 6C).

A curva de sobrevida também foi realizada para o grupo de 37 pacientes que
realizaram quimioterapia e radioterapia adjuvantes (Grupo I). Ndo houve associagdo com a
expressdo da proteina GSH (Figura 7A). No entanto, a mesma relagio significante do grupo
total foi encontrada para as enzimas GPX (p=0,02) (Figura 7B) e GSTpi (p=0,04) (Figura 7C)
nas pacientes do Grupo I. Nenhuma relacdo significante foi encontrada quando avaliadas as

pacientes dos grupos II e III (p>0,05).
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GSTpi
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Figura 6: Sobrevida global das pacientes do grupo total (n=63). (A) Sobrevida das pacientes
com relagdo a expressdo da GSH (OR=0,63; IC 95%=0,15 — 1,56; p=0,23). (B) Sobrevida das
pacientes com relagdo a expressdo da GPX (OR=2,39; IC 95%=1,05 — 7,01; p=0,03). (C)
Sobrevida das pacientes com relagdo a expressdo da GSTpi (OR=4,49; IC 95%=1,16 — 7,72;
p=0,02). OR=0dds ratio; IC= intervalo de confianga.
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Figura 7: Sobrevida global das pacientes do grupo I (n=37). (A) Sobrevida das pacientes com
relacdo a expressdo da GSH (OR=0,81; IC 95%=0,24 — 2,61; p=0,71). (B) Sobrevida das
pacientes com relagdo a expressdo da GPX (OR=3,29; IC 95%=1,19 — 12,90; p=0,02). (C)
Sobrevida das pacientes com relagdo a expressdo da GSTpi (OR=5,82; IC 95%=1,03 — 11,87,
p=0,04). OR=0dds ratio; IC= intervalo de confianca.



Resultados |41

2. Estudo Prospectivo

A andlise da expressdo relativa dos genes responsaveis pela sintese da GSH, GPX e
GSTpi pela técnica de PCR quantitativo foi realizada a partir das células cultivadas,
provenientes de fragmentos tumorais de 12 pacientes com cancer de mama. A expressiao
génica foi verificada antes e apds a exposicdo das células a um quimioterapico de rotina

(doxorrubicina).

2.1. Imunocitoquimica

Os resultados da imunocitoquimica das células tumorais in vitro mostraram que as
células epiteliais estavam presentes (positivo para citoqueratina), assim como as mioepiteliais
(positivo para calponina) e eventualmente alguns fibroblastos teciduais (positivo para

vimentina) (Figura 8).

Figura 8: Fotomicrografia de cultivo celular de células de neoplasia mamaria de
mulheres. (A). Imunomarcagdo positiva para citoqueratina. (B). Imunomarcagdo

positiva para calponina.

2.2. Curva de crescimento das células in vitro

Nas curvas de crescimento das 12 amostras tumorais cultivadas foi observada
diferenga significante entre as placas controle (sem a aplica¢do do quimioterapico) e as placas
com a aplicagio da Doxorrubicina. Nas placas controle as células se mantinham em
crescimento a cada dia observado, enquanto nas placas com células expostas ao farmaco
houve a diminui¢do do numero de células a cada dia chegando a zero entre o quarto e sexto

dia de observagdo, confirmando assim sua eficacia (Figura 9).
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Figura 9: Curva de crescimento celular demonstrando a eficdcia da doxorrubicina em

eliminar a célula tumoral em relagdo as células que ndo foram agredidas com quimioterapico.
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2.3. Integridade do RNA
A integridade do RNA foi constatada pela presenca das subunidades ribossomicas 18S
e 28S (Figura 10), sendo que amostras que apresentaram o RNA degradado foram

desprezadas.

Figura 10: Padrio eletroforético das subunidades 18S e 28S do RNA em gel de
agarose 1% corado com brometo de etideo. Notar que hd a separagdo das duas

bandas do RNA ribossomal em algumas amostras (seta).

2.4. PCR em Tempo Real

Para melhor representacdo grafica, os resultados foram apresentados em escala
logaritmica de base 3 (Log;), sendo considerado aumento ou redugdo significativo de
expressdo quando o valor de expressdo estava acima ou abaixo de 1 em relacdo a amostra
controle. O pool de células controle corresponde ao conjunto de células de uma co-cultura dos
mesmos 12 tecidos que ndo receberam o quimioterapico, mantendo assim as expressoes dos
genes a niveis consideraveis idénticos aos niveis que poderiam ser encontrados ainda in loco
no organismo humano sem tratamento. Os resultados de expressdo génica realizados no
material extraido das culturas de células tumorais tratadas com doxorrubicina mostraram
diferencas nas expressdes para cada gene estudado conforme descricdo individual que se

segue:
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Glutamato cisteina ligase (GCLC)

O gene GCLC mostrou-se subexpresso em 7 (58,3%) amostras de cultura tratadas com
0 quimioterapico. Apenas uma (8,3%) amostra apresentou maior expressdo génica e quatro
(33,3%) amostras ndo atingiram o valor minimo necessario na escala de Logs, para considera-

la diferencialmente expressa em relagdo ao pool de controles (Figurall).
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Log do valor da expressdo relativa

Figura 11: Expressdo do gene GCLC nas células expostas a doxorrubicina em relagéo ao pool de

células ndo expostas (representado como 1). Valor da expressdo génica em log;,

Glutationa sintetase (GSS)
O gene GSS foi superexpresso apenas em uma (8,3%) amostra em relacdo ao pool de
células cultivadas e ndo tratadas com o quimioterdpico. As outras 11 (91,6%) amostras ndo

atingiram o valor minimo necessario na escala de Log; (Figura 12).

Log do valor da expressao relativa

Figura 12: Expressdo do gene GSS nas células expostas a doxorrubicina em relagéo ao pool de células

ndo expostas (representado como 1). Valor da expressdo génica em log;,
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Glutationa Peroxidase (GPX)

Das 12 amostras analisadas, seis (50%) apresentaram menor expressdo do gene GPX
em relagdo ao pool de células cultivadas e ndo tratadas com a droga. Apenas uma (8,3%)
amostra apresentou superexpressdo desse gene e cinco (41,66%) amostras ndo apresentaram

diferenca significativa na expressdo génica em relacdo as células controle (Figura 13).
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Figura 13: Expressdo do gene GPX nas células expostas a doxorrubicina em relagdo ao pool de

células ndo expostas (representado como 1). Valor da expressdo génica em log;,

Glutationa S Transferase pi (GSTP1)

O gene GSTP1 mostrou-se subexpresso em nove (75%) amostras de cultura tratadas
com o quimioterapico. Duas (16,6%) amostras apresentaram superexpressdo desse gene e
apenas uma (8,3%) ndo atingiu o valor minimo necessario na escala de Logs, para considera-

la superexpressa em relagdo ao pool de controles (Figura 14).

<

2

= 6

T S

o 4

1% 3

o 2

g 1 1
(D] 0 1
<

< -1 1112 13
= -2

9

= -3

> 4

@]

3

en

o

—

Figura 14: Expressdo do gene GSTPI1 nas células expostas a doxorrubicina em relagdo ao pool de

células ndo expostas (representado como 1). Valor da expressdo génica em log;,
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V. Discussido

Além do diagndstico precoce, a introducdo de tratamentos mais efetivos tem
possibilitado o declinio das mortes e melhorado a qualidade de vida das pacientes com cancer
de mama (GRALOW et al., 2008). Assim, é extremamente importante a identificacdo de
novos fatores que possam predizer a evolugdo clinica e as respostas a terapia sist€émica nas
pacientes com cancer de mama. A mensuracido de marcadores bioldgicos, tais como proteinas
envolvidas na resisténcia aos medicamentos, pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas mais efetivas e com menor toxicidade (BUSER et al. 1997).

Neste estudo foi avaliada a expressdo das proteinas GSH, GPX ¢ GSTpi em pacientes
com cancer de mama retrospectivamente.

Pesquisas que avaliam o valor prognostico da GSTpi apresentam resultados
controversos, os quais tém sido atribuidos aos varios métodos de avaliacdo utilizados,
normalmente com natureza semiquantitativa, ¢ ao pequeno numero ¢ a diversidade das
pacientes estudadas. Essas divergéncias, apesar de validas ndo comprovam o verdadeiro efeito
clinico dos resultados (HAAS et al., 2006; HUANG et al., 2003; EL-RAYES et al., 2003;
DUFFY et al. 2010). Dessa forma, a imuno-histoquimica foi eleita a melhor técnica para a
andlise da expressdo da GSTpi, assim como de outros marcadores, pois permite a exata
localizagdo e a intensidade da expressdo da proteina, especificando apenas as células tumorais
(EL- RAYES et al., 2003; MOLINA et al., 1993).

Neste estudo todos os tumores apresentaram imunomarcag¢ao positiva para as proteinas
avaliadas. Do mesmo modo, a prevaléncia de casos positivos para GSH, GPX e GSTpi em
tecidos neoplasicos da mama tem sido relatada na literatura (HUANG et al. 2003; BUSER et
al., 1997, MURRAY et al., 1993).

No presente estudo, tumores considerados receptor de estrogeno positivo apresentaram
maior expressdo protéica da GSH quando comparados aos receptores de estrogeno negativo.
Além disso, tumores com receptor de progesterona negativo apresentaram maior expressao da
GPX quando comparados aos com receptor de progesterona positivo. Segundo Fernandes et
al. (2009) a andlise individual dos receptores hormonais ndo € conclusiva. De acordo com a
avaliacdo conjunta da expressdo dos receptores hormonais e da proteina HER-2/neu, os
carcinomas mamarios podem ser agrupados em trés subtipos principais que estabelecem
informagdes importantes quanto ao grau de malignidade e a resposta terapfutica a
determinadas drogas (BASU et al. 2008; FERNANDES et al. 2009). Carcinomas triplo
receptor negativos sdo considerados mais agressivos do que carcinomas com receptores

hormonais positivos ¢ os que superexpressam o HER-2/neu. Neste estudo, quando
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relacionadas a expressdo da GSH, GPX e GSTpi com esses subtipos de carcinomas nao foi
encontrada relacdo estatistica. Outros estudos também ndo encontraram associagdo entre a
expressdo imuno-histoquimica das GSTs e os receptores hormonais (CLAPPER et al., 1991),
ou com a proteina HER-2/neu em tumores de mama (CAIRNS et al. 1992).

Trabalhos que relacionam a expressdo imuno-histoquimica da GSH, assim como da
GPX, com os parametros clinico-patolégicos de pacientes com cancer de mama sio escassos
na literatura. A maior parte dos estudos tem utilizado métodos bioquimicos para quantificar a
atividade dessas proteinas, comparando pacientes com cancer de mama e pacientes controles
saudaveis (YEH et al. 2006; KASAPOVIC et al., 2008; RAJNEESH et al., 2008;
KASAPOVIC et al., 2010).

Neste estudo, a alta expressao da GSTpi associou-se com tumores p53 positivo. Varios
estudos tém avaliado o valor prognostico da p53 e encontram resultados conflitantes. Muitos
destes estudos associam um pior prognostico em casos p53 positivos, enquanto outros nao
mostraram associacdo (MALAMOU-MITSI et al., 2006). A expressdo do p53 em ductos
mamarios normais ou hiperpldsicos contribuiu para caracterizar morfologicamente a invasao
tumoral (HSTAO et al. 2010).

Silvestrini et al. (1997) mostraram que pacientes com linfonodo negativo e expressdo
imuno-histoquimica das proteinas p53 e GSTpi, e que realizaram apenas a cirurgia,
apresentaram maiores riscos de recorréncia tumoral quando comparadas a pacientes com
menor expressdo destes marcadores. A expressdo imuno-histoquimica da p53 e GSTpi foi
também avaliada em pacientes com cancer de mama metastatico a fim de relacionar a
expressao dessas proteinas com o tratamento quimioterapico. A avaliagdo imuno-histoquimica
da p53 caracterizou pacientes que ndo respondem ao tratamento, porém a expressao da GSTpi
nao mostrou relagdo (SCHMIDT et al., 2003).

Com relagdo as caracteristicas patologicas do tumor, os resultados obtidos neste estudo
mostraram que a maior expressdo da GSTpi relacionou-se com caracteristicas de pior
prognostico, como alto grau histologico e maior tamanho tumoral. Estes resultados estdo de
acordo com Frierson e colaboradores (1995) que associaram a maior expressao da GSTpi com
o maior grau histoldgico de carcinomas ductais invasivos. Outros autores demonstraram uma
relacdo contraria a encontrada neste estudo. Cairns et al. (1992) associaram a auséncia da
GSTpi no tecido tumoral com o maior grau histologico do cincer de mama. Buser et al.
(1997) encontraram associa¢do entre a alta expressdo da GPX e GSTs com caracteristicas
clinicas favoraveis ¢ bom prognostico. Além disso, um estudo realizado por Haas et al.

(2006), associou menores tamanhos tumorais com a alta expressao de GSTpi.
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A expressdo imuno-histoquimica da GSH, GPX e GSTpi também foi relacionada com
a evolucdo clinica das pacientes com cancer de mama. Apesar de ndo ter sido encontrada
relacdo entre a expressdo da GSH e GPX com fatores progndsticos importantes, pacientes que
realizaram apenas quimioterapia adjuvante (Grupo II) e que tiveram metéastase apresentaram
maior expressdo da GSH. Ballatori e colaboradores (2009) demonstraram que o alto nivel de
GSH aumenta a capacidade antioxidante das células neoplasicas, tornando-as resistentes a
quimioterapia. Assim, a alta expressdo da GSH pode ter caracterizado a baixa resposta a
quimioterapia nas pacientes analisadas nesse estudo, contribuindo para o desenvolvimento de
metastases.

A alta expressdo da GPX foi associada com dbito na andlise univariada e apresentou-
se como um fator com tendéncia significativa (p=0,05) que contribui para o maior risco de
obito na analise multivariada. Além disso, pacientes com alta expressdo da GPX apresentaram
menor tempo de sobrevida global. A associagdo entre a alta expressdo da GPX e obito
manteve-se significativa mesmo quando avaliadas apenas as pacientes restritas a um grupo de
37 mulheres tratadas com quimioterapia e radioterapia adjuvantes, inclusive com o mesmo
protocolo quimioterapico (FEC) (Grupo I).

As relagdes encontradas neste estudo podem ser explicadas com base na reacdo
enzimdtica catalisada pela GPX. Alguns protocolos quimioterdpicos e radioterapicos
potencializam o estresse oxidativo ja existente em processos neoplasicos, causando danos no
DNA e a morte celular (MURAWAKI et al., 2008). Sabe-se que os niveis de GPX sdo
intimamente ligados a resposta celular ao estresse oxidativo. Assim, tratamentos citotdxicos
podem diminuir a concentra¢do de GPX intracelular, devido a alta concentragdo de GSSG no
ambiente oxidante, ou, por outro lado induzir a expressdo desta enzima antioxidante como
uma resposta celular a alta concentracdo de H,O, (LI et al., 2000; ESTRELA et al., 2006;
BALLATORI et al., 2009; KASAPOVIC et al., 2010). O alto nivel de GPX auxilia no
combate aos danos oxidativos que levariam a morte das células tumorais devido aos
tratamentos empregados (KUMARAGURUPARAM et al., 2005; RAJNEESH et al., 2008).

Da mesma forma, no presente estudo a enzima GSTpi foi mais expressa nas pacientes
que morreram, tanto quando avaliado o grupo total (n=63), como quando avaliado o grupo
que recebeu quimioterapia e radioterapia adjuvantes (Grupo I). Além disso, a alta expressdo
dessa enzima relacionou-se, ainda, com a ocorréncia de recidiva tumoral local e de metastase
nas pacientes do Grupo I. Ainda, a expressdo da GSTpi parece influenciar na sobrevida
global, uma vez que foi verificada maior expressdo dessa enzima em pacientes que mostraram

tempo de sobrevida menor (Grupo total ¢ Grupo I).



Discussao |50

A alta expressao da GSTpi em pacientes com pior evolugdo clinica pode estar
associada aos mecanismos de resisténcia celular a multiplos fArmacos, caracterizando baixas
respostas a tratamentos quimioterdpicos e a radioterapia (TOWNSEND & TEW 2003;
HUBER et al.2008). Células neoplasicas tendem a ser mais resistentes a apoptose, e embora
esse mecanismo nao seja claro, o papel da GSTpi tem sido proposto. Esta enzima pode
detoxificar quimioterapicos dentro das células neoplasicas, tornando-as resistentes ao
tratamento (SU et al.,, 2003; TOWNSEND & TEW 2003; LAPENSEE et al., 2009;
LASABOVA et al., 2010).

De acordo com nossos resultados, outros autores associaram a maior expressdo da
GSTpi com um pior prognostico, relacionando o menor intervalo livre da doenga com a maior
expressao da GSTpi (HUANG et al., 2003). Além disso, SU et al. (2003) demonstraram que a
diminui¢do do tumor foi mais acentuada em tumores GSTpi negativos, em pacientes tratadas
com quimioterapia neoadjuvante com o regime FAM (5-fluorouracil, adriamicina e
mitomicina).

Similarmente, outro estudo demonstrou que a diminui¢do do tamanho tumoral apos o
uso dos quimioterapicos docetaxel e paclitaxel foi mais acentuada em tumores GSTpi
negativos. Portanto, os autores concluiram que a expressdo imuno-histoquimica dessa enzima
pode ser considerada um bom marcador preditivo de resposta a esses farmacos (ARAI et al.,
2008). Ao contrario, Arun et al. (2010) demonstraram tendéncia de associagdo entre maior
expressdo da GSTpi e melhor resposta adjuvante a quimioterapia. Em contrapartida, a
expressdo da GSTpi ndo teve influéncia na taxa de recidiva tumoral local em pacientes
tratadas com radioterapia (SILVESTRNI et al., 1997).

Apesar dos reconhecidos avancos na identificagdo de genes envolvidos no
crescimento, progressdo e resisténcia de tumores aos medicamentos, 0 modo como esses
genes participam, interagem e sdo regulados nesses processos ainda ndo estio esclarecidos. A
compreensdo de como marcadores moleculares estdo associados com resposta terapéutica é
indispensavel para a escolha do tratamento adequado. A capacidade para o estabelecimento de
culturas primdrias de células tumorais ¢ um importante pré-requisito na pesquisa do cancer,
permitindo o estudo de fatores progndsticos e agentes terapéuticos. Além disso, esta ¢ a
melhor forma de avaliagdo do valor preditivo de um tratamento adjuvante, que pode ser
aplicado prontamente para o paciente com cancer (HOOD & PARHAM, 1998).

A possibilidade de serem testados agentes quimioterapicos antes do uso nas pacientes
e a utilizagdo conjunta com fatores de crescimento e agentes que desencadeiam apoptose

demonstram a potencialidade desse modelo experimental (OLIVEIRA et al., 2005) que



Discussao |51

poderia ser incluido na rotina de hospitais especializados. Tém se usado com sucesso culturas
de células primarias a fim de obter respostas a exposicdo a quimioterapicos € apoiar o
desenvolvimento de novos agentes anti-cancer (CREE et al., 2010).

Nesse estudo, foi verificada a influéncia da quimioterapia na expressdo dos genes que
sintetizam as enzimas precursoras da GSH, da GPX e da GSTpi. De acordo com as curvas de
crescimento da cultura celular, a doxorrubicina se mostrou eficaz em causar a morte das
células tumorais. Além disso, apos o tratamento com o quimioterapico, o gene GCLC que
sintetiza a enzima glutamato cisteina ligase que catalisa o primeiro passo da sintese da GSH,
apresentou-se subexpresso em 58,3% das amostras, enquanto a expressdo do gene GSS que
sintetiza a enzima glutationa sintetase que catalisa o segundo e ultimo passo da sintese da
GSH, ndo apresentou alteragdo significativa. Ainda, os genes GPX e GSTP1 apresentaram-se
subexpressos em 50% e 75% das amostras, respectivamente.

Diversos estudos demonstram que apds a agressdo in vitro com a doxorrubicina ou
farmacos semelhantes, alteragdes na expressdo dos genes responsaveis pela sintese dessas
proteinas normalmente ocorrem. Ozkan & Fiskin (2006) demonstraram que a aplica¢do do
quimioterapico epirrubicina em células neopldsicas da mama, diminuiu a atividade da GSH,
GPX e GSTpi apds 24 horas de exposicdo in vitro. Ao contrario, um estudo realizado por
I[lvsova et al. (2009) mostrou que a concentragdo de GSH total no sangue de pacientes com
cancer de mama aumentou significativamente apos 24 horas da administragdo da
doxorrubicina. Estudos sugerem que a grande produg¢do de ROS no tratamento com
doxorrubicina é responsavel pela citotoxicidade nas células neopldsicas e em conseqiiéncia
disso, essas células superexpressam genes responsaveis pela sintese de antioxidantes como a
GSH e GPX tornando-se resistentes aos danos oxidativos (GAUDIANO et al. 2000).

Han et al. (2007) utilizando linhagem celular de carcinoma mamario (MCF-7)
observaram que hd maior sensibilidade a doxorrubicina a medida que os niveis de GSH
diminuem. Vibet et al. (2008) aplicaram acido docosahexaendico, conhecido por potencializar
0 mecanismo oxidativo de quimioterapicos, em células neoplasicas da mama juntamente com
a doxorrubicina e demonstraram que a alta concentragdo de ROS gerado pelo tratamento
inibiu a atividade da GPX. O mesmo foi observado em modelos animais com céancer de
mama. Da mesma forma, Sun et al. (2009) observaram que altas concentragdes de H,O,
aumentam a sensibilidade das células tumorais in vitro e in vivo ndo sé a doxorrubicina mas
também ao tratamento com radiacdo ionizante. Ao contrario, Di et al. (2009) demonstraram

que a superexpressdo da GSH ndo impediu a apoptose em células tumorais quando tratadas
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com doxorrubicina, sugerindo que a citotoxicidade dessa droga ndo estd diretamente
relacionada a produgdo de ROS.

A relacdo da resposta celular ao quimioterapico encontrada neste estudo, teve relagdo
com a subexpressdo do gene GSTPI e estd de acordo com a literatura. Diversos estudos
demonstram que ocorre a superexpressdo desse gene em linhagem de cancer de mama
resistente a essa droga (WANG et al.1999; GEHRMANN et al. 2004; KALININA et al.
2007). Provavelmente, a relacdo entre altas concentracdes de GSTpi e a resisténcia a drogas
estd associada a capacidade celular em promover a conjugagdo de quimioterapicos com a
GSH reduzindo sua entrada no nicleo. Alguns autores sugerem que a inibi¢do da GSH leva ao
acimulo dos quimioterdpicos no nucleo das células tumorais (BENDERRA et al. 2000;
LAPENSEE et al. 2009), enquanto outros, que a resisténcia a doxorrubicina ou a outras
drogas semelhantes ndo esta diretamente relacionada com a conjugacdo do quimioterapico
com a GSH (GAUDIANO et al. 2000).

Nesse contexto, diversas pesquisas dedicam-se em identificar agentes terapéuticos que
possam aumentar a eficicia dos quimioterapicos convencionais e/ou reverter o fendtipo de
MDR nas células neoplasicas (ZHU et al. 2002; LI et al. 2001). Nao se sabe exatamente quais
alteracdes intracelulares sdo responsaveis por essa resisténcia. Sugere-se que altas
concentragdes de GSH, GPX e GSTpi, independente de outras alteragdes intracelulares, ndo
contribuem de modo decisivo para a MDR (LORUSSO ET AL. 2009; PEZZOLA et al. 2010).

A resisténcia a cisplatina, por exemplo, tem sido associada com a alta expressdo da
enzima gama glutamil transpeptidase localizada na membrana celular, responsavel pela
degradagdo da GSH em seus aminoédcidos constituintes. Assim, apesar dos tratamentos
citotéxicos terem levado a diminui¢do das concentragdes intracelulares de GSH, a enzima
gama glutamil transpeptidase hidrolisa a GSH sérica, provendo a célula dos aminoécidos
necessarios para a reposicdo da GSH intracelular (HANING & PILOT 1985). A gama
glutamil transpeptidase € principalmente encontrada nas células do figado e rim, no entanto, a
resisténcia a quimioterdpicos associada a altas concentracdes dessa enzima foi relatada em
diversos tipos de cancer incluindo alguns tumores de mama (HANING & PILOT 1985).

Além disso, a GSTpi particularmente, pode atuar como inibidor endégeno da quinase
JNK1 (c-jun N-terminal) (ADLER et al. 1999).Yu et al. (2009) demonstraram que a utilizagao
de agentes que aumentam o estresse oxidativo em células neoplasicas resistentes a
doxorrubicina provocam a dissociacdo do complexo GSTpi:JNK e conseqiiente ativacdo da

apoptose mediada pela JNK (YU et al. 2009).



Discussao |53

Apesar da relagdo entre a alta expressdo desses genes e a MDR, alguns estudos
sugerem que o uso de agentes que levam ao aumento das concentracoes de GSH, GPX e
GSTs durante o tratamento quimioterdpico ¢ um caminho promissor para reduzir os efeitos
colaterais da quimioterapia em pacientes com cancer de mama (ATUKEREN et al. 2010;
MURALIKRISHNAN et al. 2010; SUHAIL et al. 2011 ).

De acordo com a literatura, fica clara a busca no melhor entendimento do
envolvimento dessas proteinas na MDR e seu real valor progndstico. Os resultados de estudos
que correlacionam o progndstico com a expressdo da GSTpi em cancer de mama sdo
controversos (HAAS et al. 2006), entretanto, a maioria dos autores sugere que a GSTpi pode
ser adicionada a lista de novos e promissores marcadores progndsticos fornecendo
informagdes importantes no manejo clinico de pacientes com cancer de mama (HUANG et al.
2003).

Além disso, o conhecimento da atividade da GSH e suas enzimas nos diversos
processos bioldgicos a ela relacionados tende a se expandir. O avango das técnicas de andlise
e localizacdo dessas proteinas revelara muitas oportunidades para o desenvolvimento de
intervengoes terapéuticas para o tratamento do cancer e muitas outras doengas relacionadas

aos niveis de estresse oxidativo (HUBER et al., 2008).
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Conclusdes

O presente trabalho permite concluir que:

A alta expressdo das proteinas GPX e GSTpi associada ao RE negativo, grau
histoldgico III, estadiamento clinico maior que II, ocorréncia de recidiva local e
metastase estdo associados ao alto risco de morte, além de menor sobrevida global de
pacientes com cancer de mama, mesmo em tratamento com quimioterapico e
radioterapia, essas proteinas parecem exercer papel importante na progressdo da

doenga, destacando-se como possiveis marcadores prognostico nessas pacientes.

O teste diagnostico confirma a associagdo entre valores elevados de GSTpi (D.O.M. >
187 u.a.) e mortalidade independente do tratamento ou mesmo em pacientes tratadas
com quimioterapia e radioterapia adjuvantes, com alta sensibilidade (acima de 85%),
enquanto valores reduzidos de GSH (abaixo de 170 u.a.) associam-se a maior

probabilidade de sobrevivéncia, com alta especificidade (88%).

H4 relagdo entre a aplicagdo do quimioterapico doxorrubicina e a expressdo reduzida
de genes associados com a producdo de agente antioxidantes incluindo GCLC, GPX e
GSTPI1, tornando-se possiveis candidatos marcadores preditivos da resposta

terapéutica ao cancer de mama, a ser confirmado em estudos mais amplos.
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VIII. Apéndice

Apéndice A: Protocolos de preparo das solugdes.

'BSA PBS-------- 12 mL

2PBS Cloreto de Sodio

Fosfato de Sodio Dibasico

16,36 g

2,1g

Fosfato de S6dio Monobésico di-hidratado --- 0,6 g

Agua Destilada --- - —

3 Tampao citrato (pH 6,0) Acido Citrico --------

2000 mL

Agua Destilada ---- 1000mL
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Solugdo de hidréxido de sodio (NaOH) para regulagao do pH do acido citrico

Agua Destilada --- 20 ml

* Tampdo TRIS / EDTA (pH 9,0) EDTA ------—--

TRIS

Agua destilada

Solug¢do de uso: 1/10

> Meio de transporte Meio de cultura RPMI1640

Penicilina/Estreptomicina

12 g

500mL






IX. Anexos

Anexo A: Modelo do Termo de Consentimento livre e esclarecido.

TEl

Titulo da Pesquisa:
preditivos do clincer

Pesquisadores Respon:
Rosst Silva Souza — Ge
Sebastiana de Jesus Fa:
Prof. Newton Antdnio |
Alexandre Mansur Bisc:

A. Para obter maior cor
pesquisadores da FAD
podera melhorar o r
tratamento e de melho

B. O estudo tem como ol
células mamarias tum
pacientes;

C. Paraisso, apos a ¢irur
laboratério para cultiv

D. Se eu concordar que
beneficios ou direitos

E. Se eu nio concordm
influenciara, de nenhu

Declaro que, apds
um fragmento da lesiio tw
estipulado no tratamento,
submetida a qualquer tipo

Assim, consinto em partici
Nome do(a) participante:
Representante legal:

RG do prontuario médico:
Batas. idiadiinii, £

Declaragao de resy
me a disposigio para per
disposigiio para esclarecim

Nome do(a) pesquisador;

Dbyl G vl
Inscrigdo no Conselho Reg

Prof. Newton Amténio Bor
Profa, Dra. Debora A P.C.
Av. Brigadeiro Faria Lima
FAMERP - Faculdade de !
Sio Jose do Rio Preto, SP
Fone: (17) 3201-3907

e-mails: debora.zuccari@f

Em caso de dividas contat

da Rio Preto, telefone: (0x
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Anexo B: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Victorasso Jardim com o titulo “Avaliagdo da expressdo da glutationa pela
imuno-histoquimica e do estresse oxidative pelo ensaio cometa como
marcadores prognésticos e preditivos em neoplasias mamdrias em mulheres®
estd de acordo com a resolugcdo CMS 196/96 e foi aprovado por esse CEP.

Lembramos oo senhor{a) pesquisador{a) que, no cumprimento da
Resolucdo 251/97, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanes (CEF)
deverd receber relatérios semestrais sobre o andamento do Estudo, bem
como a qualquer tempo € a critério do pesquisador nos casos de relevdncia,
além do envic dos relatos de eventos adversos, com certeza para
conhecimento deste Comité. Salientamos ainda, a necessidade de relatério
completo ao final do Estudo.

Sdo José do Rio Preto, 13 de abril de 2009.
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