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Resumo

O gene SEN (stratifin, 14-3-3sigma) atua como um gene supressor tumoral cuja expressao ¢é
induzida em resposta a danos ao DNA, promovendo o bloqueio do ciclo celular no checkpoint
G2/M. A inativacdo ou reducdo da expressdo génica por hipermetilacdo de sua ilha CpG foi
apontada como um mecanismo comum a varios tipos de canceres humanos e também foi
associada com resposta ao tratamento. O objetivo desse estudo foi caracterizar alteragdes
genéticas e epigenéticas do gene SFN em carcinomas mamarios primarios e investigar a sua
relacdo com parametros clinicos e histopatologicos. Em adicao, linhagens derivadas de epitélio
mamario normal e de carcinomas mamarios foram utilizadas para a caracterizagdo do efeito do
numero de copias e do padrao de metilacdo do DNA na expressao génica e para o estudo do efeito
combinado do tratamento com o agente desmetilante 5-Aza-dC (5-Aza-2’-Desoxicitidina) e da
exposi¢do a radiagdo nas taxas de sobrevivéncia celular. O padrio de metilagdo do DNA foi
determinado por MS-PCR (Methylation Specific-Polimerase Chain Reaction), ap6s modificacao
do DNA por bissulfito de sdédio, em uma série de 84 carcinomas mamarios (76 ductais infiltrantes,
5 lobulares infiltrantes, 1 metaplésico, 1 apocrino e 1 papilifero) , bem como em um painel de 20
linhagens celulares (3 normais e 17 derivadas de carcinomas). O numero de copias foi
determinado por qPCR (quantitative Polimerase Chain Reaction) em 82 destas amostras. Os
niveis de expressdo do transcrito foram avaliados por RT-qPCR em 8 linhagens celulares
selecionadas com base no nimero de copias, padrdo de metilagdo e o status da proteina p53. O
efeito da exposicao a radiagdo ionizante, em uma unica dose de 4 Gy em intervalos de tempo de
12, 24, 48 e 72h foi estudado através do ensaio de MTT (3-/4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) em trés linhagens celulares (T47D, MDA-MB-231 ¢ MDA-MB-
436) tratadas ou ndo com o agente desmetilante SAza-dC. A metilagdo do gene SFN foi observada
em aproximadamente 79% dos carcinomas primarios, enquanto as alteragdes no numero de copias
ocorreram em baixas frequéncias. A analise univariada mostrou que o estadiamento clinico
(p=0,0045), o envolvimento de linfonodos (p= 0,0189) e a ocorréncia de mestastase (p= 0,0003)
foram parametros prognosticos independentes associados com as taxas de sobrevida doenca-
especifica. Dentre as 76 amostras de carcinomas ductais infiltrantes, a auséncia de metilacdo do
gene SFN foi associada a uma menor taxa de sobrevida (teste de Log-rank, p=0,0036) e com a
ocorréncia de metastase (teste exato de Fisher, p=0,021). Conforme esperado, nas linhagens
celulares o nivel de expressdo génica foi dependente do padrdo de metilacio e do nimero de

copias génicas. O tratamento com 5-Aza-dC reativou a expressao nas linhagens com metilacao do



gene SFN (BT-483 ¢ MDA-MB-436), porém o aumento de expressao foi modesto na linhagem
Hs578T. A analise do efeito combinado do tratamento com 5-Aza-dC e exposi¢do a radiacdo
mostrou a maior sensibilizagdo nas linhagens MDA-MB-231 e MDA-MB-436 (subtipo basal),
mas um efeito oposto foi detectado na linhagem T47D (subtipo luminal). Os resultados
confirmam que a metilagdo do gene SFN ocorre em alta frequéncia em carcinomas mamarios;
porém, pacientes com tumores ndo metilados possuem um pior prognoéstico. As diferengas
observadas ap6s o tratamento com 5-Aza-dC seguido da exposicdo a radiagdo podem estar
correlacionadas com o status de metilagao primario dessas linhagens. Contudo, estudos adicionais
sd0 necessarios para investigar a potencial funcdo do gene SFN como marcador prognostico e

preditivo.

Palavras-chave: cancer de mama, gene SFN, metilacdo do DNA, alteracdo do niumero de copias,
marcador progndstico.



Abstract

The SFN gene (Stratifin; 14-3-3 sigma) plays roles as a tumor suppressor gene and its expression
is induced in response to DNA damage by disabling the cell cycle arrest at the G2/M checkpoint.
Inactivation or down-regulation of gene expression levels has been generally attributed to the
hypermethylation of its CpG island, identified as a common mechanism in a variety of human
cancers, also associated to treatment response. The aim of the present study was to characterize
epigenetics and genetics alterations of the SFN gene in primary breast cancer and to investigate
the relationship with clinical and histopatological variables. In addition, cell lines derived from
normal breast and breast cancer tissues, were employed to identify the effect of copy number
dosage and DNA methylation pattern in gene expression, besides the study of combined response
to 5-Aza-dC (5-Aza-2’-Deoxycytidine) and radiation exposure on cell survival. After sodium
bisulfite modification, the DNA methylation pattern was determined by Methylation-Specific
Polymerase Chain Reaction (MS-PCR) in a series of 84 Breast cancer samples (76 infiltrating
ductal carcinomas, 5 infiltrating lobular, 1 metaplasic, 1 apocrine and 1 papillary) as well as in a
panel of 20 human cell lines (3 derived from normal breast and 17 from breast cancer). SFN copy
number was performed using relative quantification, by qPCR (quantitative Polimerase Chain
Reaction) in 82 samples. Transcript levels were evaluated by RT-qPCR within a selection of 8 cell
lines, based on DNA methylation, SFN copy number dosage and p53 status. lonizing radiation
effect was studied through MTT (3-/4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
assay, by using a single dose of 4 Gy at different time intervals (12, 24, 48 and 72h) in tree cell
lines (T47D, MDA-MB-231 ¢ MDA-MB-436) treated or not with 5-Aza-dC. SFN methylation
was observed in 79% of primary breast cancer, while copy number alterations occurred at lower
frequencies. Univariate analysis showed that clinical stage (p=0.0045), lymph nodes involvement
(p= 0.0189) and metastasis occurrence (p= 0.0003) were independent parameters related to
desease-specific survival rate. Amongst 76 infiltrating ductal carcinomas, absence of SFN
methylation was associated with a decreased overall survival (Log-rank test, p=0.0036) and
metastasis occurrence (Fisher’s exact test, p= 0, 021). As expected, breast cell lines showed gene
expression levels reliant to methylation pattern and gene copy number. 5-Aza-dC treatment lead
to reactivation of SFN gene expression in methylated cell lines (BT-483 e MDA-MB-436), with a
mild reactivation in Hs578T cell line. The combination of 5-Aza-dC and radiation exposure
showed greater effect in MDA-MB-231 and MDA-MB-436 (basal subtype), though the opposite

was seen in T47D cell line (luminal subtype). These findings endorse that abnormal SFN



methylation occurs in high frequencies in breast cancers, nevertheless, patients with unmethylated
tumors exhibit a worst prognosis. Primary methylation status of the cell lines might be related to
differences in responses after 5-Aza-dC followed by radiation exposure. However, further studies
are necessary to investigate the potential role of the SFN gene as useful prognostic and predictive

marker.

Key-words: breast cancer, SFN gene, DNA methylation, copy number alterations, prognostic

marker.
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Cancer

O cancer ¢ um problema de satide global. Nao obstante o amplo avango do conhecimento em
relagdo ao diagndstico e tratamento, a doenga ainda permanece entre as maiores causas de morbidade
e mortalidade. No ano de 2012, foram relatados 14,1 milhdes de novos casos de cancer na populacao
mundial, 8,2 milhdes de mortes e estimou-se que nesse mesmo ano 32,6 milhdes de pessoas no
mundo viviam com a doenga (IARC, 2012).

Estudos indicam que o cancer ¢ uma doenca de natureza multifatorial, isto €, ocorre devido a
combinagdes entre fatores genéticos, estilo de vida, hdbito reprodutivo e ambiente. Sobretudo, sua
origem submete-se essencialmente aos genes e sua adequada expressdo. Cerca de 90 a 95% das
neoplasias originam-se esporadicamente, a partir de mutagdes adquiridas em células somaticas, e 5 a
10% dos canceres sao hereditarios, devido ao histérico familial e segregagdo de mutagdes presentes
na linhagem germinativa (Johnson-Thompson & Guthrie, 2000).

Cancer ¢ um termo genérico para designar o crescimento anormal e descontrolado das células
em um tecido. Por sua vez, existem mais de 100 tipos diferentes dessa doenga, que pode afetar
qualquer tecido do corpo. No entanto, as neoplasias malignas humanas apresentam um
desenvolvimento complexo. As células passam por vdrias etapas até adquirirem caracteristicas que as
tornem tumorigénicas e, finalmente, cancerosas, incluindo altera¢des nas vias de sinalizacao de
proliferacdo, bloqueio da acdo de genes supressores, evasdo do sistema imune, resisténcia a morte
celular, imortalidade replicativa, promog¢do da inflama¢do tumoral e angiogénese com inicio da
invasdo e metastases, estando todos esses passos subjacentes a instabilidade gendomica (Hanahan &
Weinberg, 2011).

Nos tecidos normais, a dindmica do processo de divisdo celular ¢ bastante heterogénea. Ela
ocorre por meio de uma série de eventos coordenados e associados a processos nucleares e
citoplasmaticos, incluindo mecanismos de controle rigorosos envolvendo genes e proteinas
regulatérias que atuam em diferentes etapas do ciclo celular. Dentre as moléculas implicadas nos
ciclos de divisdes celulares, as cinases dependentes de ciclinas (CDKs) sdo uma das principais
responsaveis pela transi¢do das fases do ciclo em células eucarioticas, sendo estreitamente reguladas
por sinais intra e extracelulares. As CDKs agem em conjunto com as ciclinas, na regulagao positiva
do ciclo celular, acelerando a sua progressao (Van de Heuvel & Harlow, 1993).

Para que a dinamica tecidual seja integra, existe um equilibrio entre a proliferacdo e a morte
celular (controle do ciclo celular e apoptose, respectivamente), que proporciona a integridade dos

tecidos através de um complexo sistema de sinalizacdo intra e extracelulares. A perda desse
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equilibrio ¢ consequéncia de alteragdes genéticas e epigenéticas que ocorrem no genoma € que
podem ser associadas a uma maior capacidade de proliferagdao. Entretanto, para a formacao do tumor
¢ necessaria a ocorréncia de eventos adicionais e sucessivos em diferentes genes (Parmigiani &
Camargo, 2010).

Um tumor ndo ¢ definido apenas como uma massa de células se proliferando, mas
compreende um tecido complexo composto por diferentes tipos celulares com fungdes e interagdes
distintas (Gerlinger et al., 2012). Sao considerados 3 passos para que ocorra a carcinogénese, que se
correlacionam com alteracdes ou perdas em vias regulatorias: iniciagdo, promog¢ao e progressao. A
iniciagdo ocorre com o dano primdrio ao DNA, mutando ou alterando a sequéncia de genes
envolvidos na sinalizagdo, proliferagdo celular e reparo da fita de DNA. A promoc¢ao/progressao ¢
caracterizada pelo aumento da instabilidade gendmica, seguida pela proliferagdo autonoma das
células e inicio da malignizagao (Yokota, 2000).

Segundo Stratton et al., 2009, ¢ possivel estabelecer uma comparacdo entre a evolucdo
Darwiniana e a patogénese do cancer que ocorre entre populacdes de células com microambientes
diferentes, fornecidos pelos tecidos. Em teoria, a selecdo eliminaria células que adquiriram mutagdes
deletérias; no entanto, uma minoria adquire mutacdes suficientes que permitem a proliferagdo
anormal, invasdo dos tecidos vizinhos e a formag¢@o de metéstases (Stratton et al., 2009).

Durante o processo de carcinogénese, surgem clones derivados das células normais, formados
através de divisdes mitdticas consecutivas. Assim, o seu genoma € quase idéntico ao das células
normais, exceto por ter adquirido inumeras alteracdes no DNA que foram transmitidas das células
genitoras a prole. A evolucdo de uma célula normal para uma célula metastatica imortalizada requer
a perda da regulagcdo de inumeros processos celulares e as alteragdes pertinentes ao cincer mais
conhecidas sdo as que alteram a estrutura da molécula de DNA, dentre elas estdo as substitui¢des de
bases, insercdes ou dele¢des, rearranjos cromossdmicos por quebra ou erro de pareamento, aumento
ou diminui¢do do nimero de copias que levam as alteracdes nas funcdes de genes especificos
(Vogelstein & Kinzler, 2004; Stratton et al., 2009).

Com o aprimoramento de estudos na area oncologica, novos conceitos foram desenvolvidos e
notaveis progressos acrescentaram outra dimensdo de complexidade ao desenvolvimento das
neoplasias (Hanahan & Weinberg, 2011). Cada tumor tem caracteristicas Uinicas e carrega inumeras
alteragcdes genéticas. H4 um grande interesse em identificar fatores que contribuam para a
proliferacdo desordenada das células e determinar os mecanismos de desenvolvimento da doenga
(Akavia et al., 2010).

A principio o cancer ¢ uma doenca genética. Sabe-se que mutacdes somaticas podem ocorrer

no genoma de todas as células normais, enquanto células cancerosas acumulam mutagdes adicionais
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durante os ciclos de divisao celular, e essa taxa de aquisi¢ao e o tipo de mutacao que ¢ obtida podem
aumentar através da exposicdo a agentes genotdxicos, que por sua vez, podem ou ndo serem
atenuados pelas vias de reparo do DNA (Stratton, 2011). Dessa maneira, tais mutagdes se distribuem
randomicamente, podendo diferir de forma marcante entre os tipos tumorais e apresentar um padrao
de alteragdes nos diferentes tipos de cancer (Lawrence et al., 2013).

Em vista disso, ha um acimulo de dados que visam identificar a diversidade de processos
mutacionais subjacentes a carcinogénese humana, mostrando que existe uma complexidade e
diversidade em tais processos, €, conforme cresce em quantidade os estudos de sequenciamento
completo do genoma, cresce em precisdo as defini¢des dessas assinaturas mutacionais que por sua
vez, possibilita a melhor caracterizacdo do genoma do cancer entre uma gama de tipos da doenca
(Alexandrov et al., 2013; Alexandrov & Stratton, 2014).

Diferentes mecanismos mutacionais podem resultar na variagdo da funcdo génica, ¢ os
eventos pelos quais acontecem variam entre os tipos tumorais. Dentre as mutagdes que podem
ocorrer no DNA de uma célula, as variagdes no nimero de copias (CNV — Copy Number Variation)
sd0 componentes importantes da variagdo genética afetando uma grande fragdo do genoma e sua
caracterizacao vem revelando a relagdo com a suscetibilidade a doencas, incluindo o cancer (Feuk et
al., 2006). Observou-se que CNVs sdo muito frequentes em tumores so6lidos, e por essa razio,
inumeros estudos buscam identificar genes frequentemente desbalanceados que influenciam na
biologia do cancer e que podem ter uma aplicagdo clinica (Albertson et a/.,2003).

As técnicas utilizadas para a identificagdo de aberragdes em genes importantes para o
desenvolvimento tumoral, detectam uma gama de anormalidades e desequilibrios na dosagem de
alelos que podem ocorrer por aneuploidia, translocagdo nio-reciproca, amplifica¢des, recombinacao
mitotica e delegdao seguida de duplicagdo que podem levar a perda de heterozigose (Albertson et
al.,2003; Wang et al., 2004).

Existe uma classificagdo didatica que separa trés categorias de genes que quando alterados
podem contribuir para a carcinogénese, que sdo: oncogenes, os genes das vias de reparo do DNA e
os genes supressores tumorais. Células normais sao reguladas ou ativadas por vias de transducao de
sinais, respondendo a fatores extracelulares como os hormodnios. Estas vias agem, por exemplo,
induzindo uma sequéncia de proteinas que realizam o controle positivo da divisdo celular. Cada uma
dessas proteinas ¢ codificada por genes denominados proto-oncogenes, que controlam a atividade
normal do ciclo. Sua forma alterada ¢ denominada oncogene e podem levar a perda da regulacao do
ciclo celular. A ativagdo de oncogenes pode resultar de translocagdes, mutagdes de ponto e
amplificacdo génica. Tais alteragdes tem efeito dominante, e fornecem ganho de fungdo ao gene ou

hiperexpressao, podendo aumentar a atividade celular. Como exemplos de oncogenes, pode-se citar o
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gene RAS (mutacdao de ponto), o gene MYC (translocacao), HER2 (amplificagao génica) (Levine,
1995; Vogelstein & Kinzle, 2004).

Os genes de reparo ao dano, também denominados de caretakers, ndo sdo capazes de induzir
a formagao de neoplasias por si sO, pois quando alterados ndo conferem vantagem proliferativa a
célula, porém, sdo importantes para manter a integridade do material genético, evitando a
instabilidade gendmica. Incluem-se nesse grupo os genes de reparo de mismatch (MMR - mismatch
repair), de reparo por excisao de nucleotideos (NER- nucleotide-excision repair) e reparo por
excisdo de bases (BER- base-excision repair), todos esses genes sdo responsaveis por reparar danos
causados por erro no pareamento ou adicdo de bases e segregacao cromossomica. BRCAI e BRCA?2
sdo exemplos de genes da classe caretakers (Vogelstein & Kinzle, 2004).

Diferentemente dos oncogenes e caretakers, os produtos de genes supressores tumorais
(TSG, do inglés: Tumor Suppressor Genes) sdo componentes de vias de sinalizacdo de inibi¢ao e
agem regulando negativamente o ciclo celular, diretamente, através dos checkpoints, e caso haja um
dano ao DNA, a progressdo do ciclo ¢ inibida. As muta¢des que ocorrem em tais genes sao
recessivas, portanto sdo necessarias alteragdes nos dois alelos, materno e paterno, para que ocorra a
perda de funcdo. Assim, quando mutados ou silenciados deixam de exercer suas atividades através de
processos especificos de cada gene. Contudo, o resultado ¢ o mesmo: perda da regulagdo negativa do
ciclo celular. A perda de fungdo de TSGs se da através de delecdes, rearranjos cromossdmicos por
quebra ou erro de pareamento, além do silenciamento génico por processos epigenéticos. Como
exemplo de genes supressores tumorais pode-se citar o 7P53 e RBI (Levine, 1995; Vogelstein &
Kinzle, 2004;).

O primeiro gene supressor tumoral descrito foi o gene RBI, que estd associado ao
desenvolvimento do retinoblastoma. A descoberta desse gene colaborou no entendimento de que o
cancer se forma através do acumulo de mutagcdes no DNA em uma célula, tal hipotese foi proposta
pela primeira vez por Carl O. Nordling em 1953 e posteriormente formulada por Alfred G Knudson
em 1971. Segundo a hipotese de Knudson (1971), o retinoblastoma ¢ causado por dois eventos
mutacionais. Na forma hereditaria da doenca, uma mutacdo ¢ herdada através das células
germinativas e a outra € adquirida pelas células somaticas. Na forma esporadica, as duas mutacdes
ocorrem em cé¢lulas somaticas (Knudson, 1971).

Nos ultimos anos, cresce a lista de genes supressores tumorais (ou genes candidatos a TSGs)
que estdo inativados por eventos epigenéticos ao invés de mutacdes classicas como as delegdes. A
hipermetilacdo de promotores de TSGs ¢ um dos eventos mais estudados e também estdo

relacionados ao cancer, fornecendo pistas das implicagdes dos eventos epigenéticos e de como estao


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Carl_O._Nordling&action=edit&redlink=1
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envolvidos nos processos neoplasicos (Herman, 1999; Esteller, 2002; Park et al., 2011; Groot et al.,

2014).

Cancer de mama

Historia Natural da Doenca

A mama ¢ considerada uma glandula modificada, formada por um sistema de ductos
ramificados que se dividem em unidade terminal ducto-lobular (UTDL), considerada a unidade
anatomo-funcional da mama, e os grandes ductos. No desenvolvimento da mama, o crescimento dos
ductos e a diferenciacdo lobular ocorrem sob o efeito ciclico da secrecdo de estrogénio e
progesterona. Por essa razdo, o tecido mamario é considerado hormonio-dependente, além do papel
relevante dos hormonios sexuais na diferenciacdo do tecido, hormoénios de crescimento,
glicocorticoides e outros fatores de crescimento (EGF-Epidermal growth factor, 1GF- Insulin-like
growth factor e TGF- transforming growth factor) também contribuem de forma significativa
(Shmitt & Gobi, 2011).

Nas mulheres, o desenvolvimento da mama inicia-se na puberdade, com alteracdes no
parénquima mamario, € se prolonga durante os ciclos menstruais. Portanto, na carcinogénese
mamaria, o periodo entre a menarca e a primeira gestacdo a termo ¢ considerado como a época de
maior suscetibilidade no processo de iniciagdo da carcinogénese, devido ao intenso estimulo de
hormoénios sexuais que mantém a proliferacao celular. Por essa razdo, a gestacdo precoce ao induzir a
mama ao auge de sua maturagdo, reduz a suscetibilidade do desenvolvimento neoplasico, enquanto
que a exposicao estendida aos ciclos hormonais eleva os riscos da carcinogénese (Travis & Key,
2003; Walker et al., 2011).

Os carcinomas mamarios podem ser classificados quanto a localizagdo e extensdo em
carcinoma in situ ou invasivo. E ainda, quanto a sua diferenciagdo, em tipo ductal ou tipo lobular. O
carcinoma in situ distingue-se do invasivo por ser considerado restrito aos ductos mamarios com
auséncia de infiltragdo estromal (Shmitt & Gobi, 2011). Apesar disso, o carcinoma in situ da mama
apresenta muitas vezes um grupo heterogéneo de lesodes, reforcado por diferengas histopatologicas e
de comportamento clinico varidvel, que pode ou ndo evoluir para um carcinoma invasivo (O’Connel

etal., 1994).



20

A composicao e estrutura do tecido mamario refletem na histéria natural do cancer de mama,
que ¢ descrita como um processo de multiplos passos. Primeiramente ocorre a transformagdo das
células normais, através da formacdo de hiperplasia, seguido pela transicdo de hiperplasias, para
hiperplasias com atipias. O proéximo passo pode ser o desenvolvimento do carcinoma in situ (ductal
ou lobular), e a eventual evolugdo para o carcinoma invasivo, de forma que sobrevenha a metastase,
que ¢ descrita pelo deslocamento de células transformadas do tumor de origem e alcance de outros
linfonodos ou mesmo tecidos e 6rgaos distantes (O’Connel et al., 1994; Kenemans et al., 2008).

Por esse motivo, o carcinoma mamario nio € considerado uma entidade unica, mas ¢ definido
como uma neoplasia que envolve uma variedade de tipos celulares, com morfologia e
comportamentos distintos. Existem dois conceitos que buscam explicar a geracdo dessa enorme
heterogeneidade dentro de um tUnico tumor: a hipotese baseada em células tronco tumorais e o
modelo de evolucdo clonal. O primeiro descreve que um subconjunto de células tumorais pode
possuir propriedades de células tronco (Cancer Stem Cells). Essas células teriam a capacidade de se
auto-renovarem e de se diferenciarem produzindo tipos celulares diferentes em um mesmo tumor. Ja
o modelo de evolugdo clonal explica que com o tempo as células cancerigenas adquirem varias
combinagdes de mutagdes dentro do mesmo tumor que levam a selecdo natural onde células com
maior capacidade de prolifera¢do passam a dirigir a progressdao tumoral (Reya ef al, 2001; Campbell

& Polyak 2007).

Epidemiologia e fatores de risco

O cancer de mama apresenta-se como o tipo de neoplasia com maior incidéncia em mulheres
de todo o mundo. De acordo com estatisticas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), no ano de
2011 estimou-se que cerca de 508.000 mulheres morreram devido ao cancer de mama no mundo
(Global Health Estimates — WHO, 2013). Os coeficientes de mortalidade aumentam a cada ano,
enquanto que os indices de sobrevivéncia globais apresentam grande variagdo, de forma que as
menores taxas sdo observadas em paises menos desenvolvidos, com destaque para o leste da Africa,
e com as maiores incidéncias no norte da Europa e na América do Norte (Yip et al., 2006).

No Brasil, segundo dados do Instituto Nacional do Cancer, as taxas de mortalidade também
encontram-se elevadas. Em 2011, 13.345 pessoas morreram pela doenca, sendo 120 homens e 13.225
mulheres. As estimativas para o ano de 2014 chegam a 57.120 novos casos de cancer de mama. A
regido Sudeste possui uma estimativa de 30.740 novos casos da doenca para o ano 2014. Estima-se

que somente o estado de S3o Paulo possuird 16.160 novos casos, o que corresponde a um risco
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estimado de 73,21 para cada 100 mil mulheres. Contrastando com o sudeste brasileiro, a estimativa
de novos casos para a regiao Centro-Oeste ¢ de 3.800 novos casos, com um risco estimado de 51,30
casos para cada 100 mil mulheres. A disparidade na estimativa entre regioes chama atencdo para a
influéncia do estilo de vida e a dieta no desenvolvimento do céancer; ainda mais importante ¢ a
implantacao de centros especializados em diagnostico e prevencao (INCA, 2014) [Figura 1].

Se tratado oportunamente, o cancer de mama pode ser considerado de bons fatores
prognosticos. Contudo, a caréncia de centros especializados em diagnostico e tratamento, bem como
a falta de programas que permitam a detec¢do precoce da doenga, resultam em alta propor¢ao de
mulheres diagnosticadas em estadios avangados do desenvolvimento neoplasico, especialmente em

paises menos desenvolvidos (Global Health Estimates — WHO, 2013; INCA, 2014).

Mulheres
B 556509647
B 39,612 55,67
B 26722396

[ ] 10,182 26,71

Figura 1. Taxas brutas de incidéncia por 100 mil mulheres, estimadas para o ano de 2014, por estados
(Neoplasia maligna da mama, retirado do website do Instituto nacional do Cancer-INCA. Disponivel em:

http://www.inca.gov.br/estimativa/2014/mapa.asp?ID=13. Acesso em: 27 de fevereiro de 2014).

O curso clinico e a sobrevida das pacientes com cancer de mama variam enormemente. No
entanto, existem diversos fatores que podem conferir maior ou menor risco para o desenvolvimento e
progressdo da neoplasia. Apesar do cancer de mama ter base fundamentalmente genética, estd
comprovado que ¢ igualmente uma doenca multifatorial, ou seja, ¢ causada por uma combinagdo de
fatores ambientais e genéticos (Johnson-Thompson & Guthrie, 2000).

Ainda que a etiologia da doenca ndo esteja de fato esclarecida, a histéria familial ¢ um dos

determinantes de risco mais importantes. Estima-se que cerca de 5 - 10 % dos casos de cancer de
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mama sao devido a predisposi¢dao genética (Kenemans et al., 2004). O cancer de mama hereditario
caracteriza-se pela predisposicdo herdada ao desenvolvimento da doenca. Existem genes de alta
penetrancia que estabelecem um risco alto de desenvolvimento da neoplasia mamaria, por exemplo,
os genes BRCAI, BRCA2 (Breast Cancer 1 e 2), TP53 (Tumor Protein p53) e PTEN (Phosphatase
and Tensin Homolog). Mutacdes germinativas nesses genes estdo associadas ao risco elevado para a
carcinogénese mamaria (Wooster et al., 2003).

Com relacdo a parcela da populacdo que ndo apresenta historico familial, hd um predominio
de pessoas que desenvolvem o cancer de mama esporadico, que € resultado de um actimulo de danos
e mutagdes que foram adquiridas, mas ndo corrigidas nas células somaticas, alteragdes que
geralmente levam a ativacdo de oncogenes em conjunto com a inativagdo em genes supressores
tumorais. Dessa forma, os principais fatores de risco para o cancer de mama estdo ligados a idade,
aspectos endocrinos e também genéticos (Kenemans et al., 2004).

A incidéncia do cancer de mama aumenta com a idade, dobrando a cada 2 anos até a
menopausa, quando a taxa de risco diminui significativamente. Os aspectos endocrinos estdo
relacionados principalmente ao estimulo estrogénico, seja enddégeno ou exdgeno, com aumento do
risco quanto maior for o tempo de exposi¢cao (McPherson et al., 2000). Dessa forma, mulheres com
histéria de menarca precoce (idade da primeira menstruagdo menor que 12 anos), menopausa tardia
(ap6s os 50 anos), primeira gravidez ap6s os 30 anos, nuliparidade e terapia de reposi¢do hormonal
pOs-menopausa, principalmente se prolongada por mais de cinco anos sao fatores de risco elevados
para o desenvolvimento da doenca (Walker ef al., 2011 ).

O risco de cancer em mulheres que tiveram a primeira gestacdo depois dos 30 anos ¢ cerca de
2 vezes maior do que em mulheres que tiveram o primeiro filho antes dos 20 anos. Para mulheres em
que a primeira gestacao foi apds os 35 anos, o risco ¢ ainda maior. A idade na gestacao do segundo
filho também ¢ um fator a ser considerado, pois mulheres que tiveram a segunda gestacdo antes dos
30 anos apresentam menor risco (McPherson ef al., 2000).

Somando-se a esses fatores estdo habitos e estilo de vida, como por exemplo, a dieta, visto
que a obesidade na pos-menopausa esta associada a um risco duas vezes maior de desenvolver essa
neoplasia. Um risco elevado também esta ligado ao consumo de tabaco e alcool. Em contrapartida, a
pratica de atividade fisica e o aleitamento materno sdo considerados fatores protetores contra o
cancer de mama (McPherson et al., 2000; Thomson, 2012).

Além disso, alguns estudos acrescentam que algumas lesdes da mama estdo implicadas na
carcinogénese, como por exemplo, as lesdes proliferativas com ou sem atipia (Lakhani et al., 1999).
Outras lesdes comportam-se como precursoras do cancer invasivo como o carcinoma ductal in situ

(Aubele et al., 2002; Going, 2003).
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Parametros prognosticos

Tipo histolégico e envolvimento axilar

O tipo e o grau histologico do tumor revelam caracteristicas importantes em relacdo a
resposta terapéutica. Segundo a American Cancer Society, estima-se que cerca de 1 em 5 casos de
cancer de mama serdao ductal in situ (DCIS — Ductal carcinoma in situ; também conhecido como
carcinoma intraductal). Apesar do DCIS ser considerado um tipo de cancer nao-invasivo, 0 mesmo
detém grande importancia, pois em muitos casos ¢ O precursor para o carcinoma invasivo ou
infiltrante (IBC — Infiltrating Breast Cancer). No carcinoma lobular in situ (LCIS), ndo ¢ relatada a
evolugdo para carcinoma invasivo; no entanto, mulheres em tais condi¢des apresentam um risco de 7
a 11 vezes maior para desenvolver o carcinoma invasivo em qualquer uma das mamas (ACS, 2013).

O carcinoma ductal infiltrante (IDC-Infiltrating ductal carcinoma) é o tipo de cancer de
mama mais comum, estima-se que a cada 10 casos de cancer de mama invasivos, 8 sejam ductais
infiltrantes. Menos comum ¢ o carcinoma lobular infiltrante (ILC — Invasive Lobular Carcinoma): 1
a cada 10 casos ¢ diagnosticado como lobular infiltrante, além de ser um diagndstico mais dificil de
ser estabelecido (ACS, 2013). Além desses principais tipos de cancer de mama, existem carcinomas
variantes com prognosticos distintos, por exemplo, carcinomas tubulares, papilares € mucinosos sao
considerados de bom progndstico, enquanto o sarcomatdide ¢ muito agressivo (Shmitt & Gobi,
2011).

Outro fator progndstico de grande impacto € o envolvimento axilar, pois descreve o
envolvimento dos linfonodos e o quanto estdo comprometidos. Os linfonodos sdo 6érgaos compostos
por tecidos linfoides que se encontram no trajeto de vasos linfaticos (Shmitt & Gobi, 2011). Os
linfonodos axilares recebem e filtram a linfa proveniente da mama e do braco, o seu
comprometimento ¢ um dos principais indicadores de evolucdo da doenga e aumenta a probabilidade
de recidiva tumoral. Para que o status linfonodal seja considerado negativo, ¢ necessario que pelo
menos 10 linfonodos sejam examinados no estudo anatomo-patolégico e mostrem auséncia de

células tumorais (Barros et al., 2001).

Tamanho do tumor

Quanto maior o tamanho do tumor, maior ¢ o nimero de células malignas e maior € o efeito

clonal com risco de metastase. Tumores maiores que 3 cm apresentam taxa de recidiva elevada e
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geralmente requerem terapia adjuvante (Barros et al, 2001). A melhor forma de se definir o
tratamento e o prognostico ¢ através da classificacdo estabelecida pela UICC (Union for
International Cancer Control), uma padronizagdo aceita internacionalmente, baseada em um sistema
anatomico que registra a extensdo do tumor primario e regional, além da presenca ou auséncia de
metastase. Dessa forma, o estadiamento do cancer de mama ¢ classificado através das categorias do
TNM (T: Tumor, N: Linfonodo, M: metéstase), onde a categoria T descreve o local do tumor
primario, a categoria N descreve o envolvimento de linfonodos regionais e a categoria M descreve a

presenca ou ndo de metastases distantes (UICC, 2013) [Figura 2].

Classificacao clinica do cancer de mama pelo sistema THNM |

T- Tum-nrl

TX 0 tumar primério nao pode ser avaliado |

TO Sem evidéncia de lumor primario |

Tis Carcinoma in situ: carcinoma intraductal ou carcinoma lobular in situ ou deenca de Paget da papila
SEm LUmor

T Tumor com 2 ¢m ou MENos em sua maior dimensao

T1a - umor com 0.5 m ou menos em sua maior dimensao |
T1b - umor com mais de 0.5 cm e alé 1 cm em sua maior dimensao |
T1c - lumor com mais de 1 cm e alé 2 cm em sua maior dimensao |

T2 Tumor com mais de 2 cm e alé 5 cm em sua maior dimensao
T3 Tumar com mais de 5 cm em sua maior dimensao
T4 Turnor de qualguer lamanho, com exlensao direla a parede loracica ou i pele

T4a - exlensdo para parede loracica

T4b - edema (incluindo peau d'orange) ou ulceracao da pele da mama ou nddulos culaneos satélites,
confinadas a mesma mama

T4c - T4a e T4b associados |
T4d - carcinoma inflamatdrio |
N - Linfonodais regionais|

MX 0s linfenodos regionais nao podem ser avaliados (por ex. foram removidos previamenle) ]
WO Auséncia de melastases nos linfonodos regionais |
M1 Metastase em linfonodo(s) auxiliar(es) homolateral (is) mavel (is) |
N2 Metastase nos linfonodos axilares homolaterais fixos uns aos oulros ou a oulras estruturas |
N3 Metdstase nos linfonodos da cadeia mamdria interna homolateral |
M - Metastases a distancia |

WX A presenca de meldstases a distancia ndo pode ser avaliada |
MO Auséncia de metastases a distancia |
M1 Metastases a distancia (incluindo as metastases nos linfonodos supraclaviculares) |

Figura 2. Classificagdes dos tumores mamarios segundo estadiamento TNM. (Retirado do website do Projeto
Diretrizes da Associacdo Médica Brasileira. Disponivel em:

http://www.projetodiretrizes.org.br/novas_diretrizes sociedades.php - acesso em 27 de margo de 2014).
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Classificacao molecular

Estudos recentes baseados em microarranjos de expressdo e a possibilidade de quantificagao
da expressao simultdnea de milhares de transcritos de RNA permitiram descobrir que o cancer de
mama nao ¢ uma doenca unica, mas sim um grupo de neoplasias molecularmente distintas (Perou et
al., 2000; Casali-da-Rocha et al., 2010; Foulkes et al., 2010). Através dos perfis de expressao génica,
Perou e cols. (2000) caracterizaram 3 classes para tumores mamarios, que sao: Tumores tipo luminal,
tumores do tipo Her2 positivo e tumores basal like. Os tumores do tipo luminal expressam os
receptores de estrogénio (ER) e progesterona (PgR), possuindo baixos indices de proliferagao celular
(Perou et al., 2000). O estrogénio exerce fun¢do de ativacdo de vias de sinalizacdo nuclear iniciada
por esterdides, que posteriormente leva a sintese de proteinas cruciais para o crescimento, divisao,
proliferagdo e sobrevivéncia celular. Por essa razdo, a hormonoterapia torna-se uma terapia adjuvante
ao tratamento cirurgico nessa classe de tumores luminais. Atualmente, consideram-se dois subtipos,
luminal A e B, onde o tipo B se diferencia por possuir um grau de agressividade maior (Bauer et al.,
2007).

Tumores do tipo Her2 positivo apresentam amplificagdo e altos niveis de expressdo do gene
HER?2 (v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2), um proto-oncogene que
codifica uma proteina receptora de membrana presente em todas as células do tecido mamario,
quando uma célula apresenta a niveis elevados desta proteina podem acarretar em um crescimento
tumoral descontrolado. E finalmente, os tumores basal like, que correspondem essencialmente ao
perfil triplo-negativo (TNBC — Triple Negative Breast Cancer) onde ha auséncia de expressdo de
ER, PgR e Her-2. Sendo que, as duas ultimas classes de tumores possuem maior agressividade
clinica, por estarem associadas ao perfil metastatico e por apresentarem maior grau histologico, além
de elevada taxa de proliferacdo celular (Perou et al., 2000; Bauer et al., 2007). Acredita-se que as
assinaturas moleculares dos tumores revelaram um padrdo de expressdo génica que ndo somente
apresentava similaridades e diferencas entre os tumores, mas também apontam para uma
interpretacdo bioldgica, que podem indicar condutas clinicas mais apropriadas aos pacientes (Casali-

da-Rocha et al., 2010; Foulkes et al., 2010).

Diagndstico e tratamento

Para um bom progndstico ¢ indispensavel que o cancer de mama seja detectado nos estagios

iniciais da sua formacao, pois quando as lesdes sao menores que 2 cm de didmetro hd um aumento na

probabilidade de cura (Redig ef al., 2013). Como estratégia, os exames de imagem para o
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rastreamento da populagdo tem o objetivo de identificar lesdes sugestivas de cancer de mama. O
autoexame também ¢ fundamental para alertar as mulheres a respeito da sua saude (INCA, 2014).

A conduta terapéutica ¢ escolhida de acordo com o estadio clinico em que a doenca ¢
diagnosticada, das caracteristicas anatomopatoldgicas, condigdes clinicas, idade e desejo da paciente.
Em décadas passadas, as mulheres com cancer de mama sofreram com tratamentos drasticos. A
mastectomia radical proposta por Halsted (1894 apud Marta, 2011, p.469) foi o tratamento padrao
para o cancer de mama, independente do estadio clinico da doenga. A partir da década de 80, a
abordagem terapéutica sofreu a influéncia de tratamentos mais conservadores, sem comprometer sua
eficacia. Atualmente, os oncologistas ddo prioridade a iniciativas cirurgicas que eliminam o tumor,
mas que conservam a mama, seguidos por radioterapia, sendo a forma de terapia padrao utilizada
para doencas em estadios iniciais (Marta et al., 2011).

Segundo a Associacdo Médica Brasileira, em doengas em estadios iniciais, geralmente
quando o tumor possui menos de 2 cm de diametro, o tratamento padrao ¢ a conservacao da mama,
apenas com a retirada do tumor, seguida de radioterapia. Para tumores maiores que 2 cm ou quando
ndo ¢ possivel assegurar a obtencdo de margens livres em fung¢do da extensdo tumoral, indicam-se
cirurgias ndo conservadoras, podendo ou nao seguir-se de quimioterapia e¢/ou radioterapia com
objetivo de reduzir o risco de metastases e de recidivas, aumentando assim as chances de sobrevida

da paciente (Barros ef al., 2001).

Epigenética do cancer

O cancer advém de um acimulo de mutagdes no DNA. Portanto, acredita-se que eventos
diversos possam culminar na perda da fungdo de TSGs ou ganho da atividade oncogénica. De fato,
as mutagdes genéticas ndo sdo as Unicas causas da perda do controle da expressdao génica no cancer
(Laird, 2005).

Ha evidencias de que alteragcdes na estrutura da cromatina, determinadas por modifica¢des
epigenéticas, exercem influéncia na regulagdo da expressao dos genes. Além disso, o campo da
epigenética tem sido amplamente difundido e revelou-se de grande importdncia por estar
estreitamente relacionada com o desenvolvimento de vérios tipos de neoplasias. De fato, tem-se
questionado se os eventos epigenéticos possuem papel direto no desenvolvimento do tumor ou se sdo
consequéncias anormais do fendtipo das células cancerigenas (Sawan et al., 2008; Sandoval &

Esteller, 2012).
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O crescente entendimento de como a organizagdo da cromatina modula a transcri¢ao
evidencia a importancia dos mecanismos epigenéticos na iniciagdo e progressao do cancer humano
(Jones & Baylin, 2002). Durante os ultimos anos, varios indicios apontam que tais alteracdes
epigenéticas t€ém o potencial de afetar cada passo de desenvolvimento do tumor e estdo associadas a
perda de fungdo de genes supressores tumorais, promovendo vantagens as células neoplasicas
(Sharma et al., 2010; Huang et al., 2011).

O termo epigenética surgiu na metade do século XX, e foi definido pela primeira vez por CH
Waddington (1942 apud Sharma et al., 2010, p.27). Originalmente, foi descrito por mudangas no
desenvolvimento dos organismos que nao poderiam ser explicadas por alteragdes na cadeia de DNA.
A principio, acreditava-se que os eventos epigenéticos estavam somente relacionados com o
desenvolvimento embriondrio, mas com o aperfeicoamento do conhecimento na area, observou-se
que tais eventos estdo intrinsecamente relacionados com uma variedade de processos biologicos
(Sharma et al., 2010).

A epigenética abrange um importante grupo de processos celulares, referindo-se ao estudo
das alteracdes hereditarias da expressao génica que nao sdo atribuidas as mudancgas na sequéncia de
bases do DNA. Sao modificagdes que ocorrem na fita de DNA e nas histonas, mas assume uma
funcdo de informacdo hereditaria, que ndo altera a sequéncia de nucleotideos (Berger et al., 2009;
Oliveira et al., 2010). Tal informacao ndo ¢ uniforme no genoma, e sim localizada regionalmente. A
pesquisa na area busca explicar como o padrido de expressdo génica ¢ passado através dos
descendentes, a mudanca espago-temporal dessa expressdo, a atuacdo do ambiente na maneira em
como esses genes sdo expressos, além da diferenciacdo dos tipos celulares (Dawson & Kouzarides,
2012).

Sabe-se que um arranjo preciso da fibra da cromatina, faz da molécula de DNA e todas as
suas proteinas associadas, essenciais para a leitura correta da informagdo contida na dupla hélice. A
estrutura da cromatina define em que condi¢do a informagdo genética estd organizada no DNA, e o
estado desta estrutura tem grande influéncia sobre os genes que foram ativados ou silenciados
(Espada & Esteller, 2010).

O epigenoma, ou seja, o conjunto de alteragdes epigenéticas que causam mudancas na
expressdo génica sem causar mudangas no codigo genético € altamente variavel e flutua de acordo
com as condi¢des de cada célula, ao contrario do genoma, que ¢ uma informagao fixa que ndo pode
ser alterada. Inimeras modificagdes englobam o termo epigenética, mas existem 3 mais importantes
e portanto, mais estudadas: a metilacgdo do DNA, as modificacdes de histonas que incluem

acetilacdo, metilacdo, fosforilagdo, ubiquitinacdo, sumoilacdo, biotinilagdo e ribosilacdo e, ainda, a
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expressao de RNAs ndo codificadores, esses por sua vez, agem na regulacao pos-transcricional de

genes (He & Hannon, 2004; Huang et al., 2011) [Figura 3].
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Figura 3. Representagdo de niveis de modificagdes epigenéticas da cromatina ( Retirado e modificado

a partir de www.episona.com)

A marca epigenética mais amplamente estudada ¢ a metilacio do DNA, encontrada em
eucariotos, os quais exibem metilagdo exclusivamente em citosinas. Esta marca estd mais relacionada
com o silenciamento génico, desempenhando fung¢des no desenvolvimento embrionario, inativagao
do cromossomo X e bloqueio da cromatina (Bird, 2007; Suzuki & Bird, 2008). A metilacio do DNA
¢ 0 unico tipo de modificacdo quimica reversivel desta macromolécula, que ¢ herdada sem alterar a
sequéncia subjacente de bases nitrogenadas e se baseia na liga¢do covalente de um grupamento metil
(CH3) ao carbono de posi¢do 5 de uma citosina, essa ligacdo geralmente ocorre quando existe uma
guanina imediatamente adjacente a citosina: dinucleotideos CpG correspondem a citosina unida na
mesma fita de DNA a uma guanina, através de uma ligacdo fosfodiéster (Suzuki & Bird, 2008;
Espada & Esteller, 2010; Oliveira et al., 2010).

Existem regides no genoma com uma grande propor¢do de dinucleotideos CpGs, regioes
essas definidas como ilhas CpGs e que estdao distribuidas irregularmente no genoma de mamiferos.
Tais ilhas CpGs sdo alvos potenciais de DNA metiltransferases (DNMTs), as enzimas responsaveis
pela adi¢do do grupo metil e manutencao da metilagdo no genoma. Cerca de 70 a 80% dessas ilhas
estdo associadas a promotores génicos. Em adi¢do, genes cuja expressao € restrita a apenas alguns ou
um unico tecido, sdo descritos por possuirem ilhas CpGs localizadas em seus promotores, indicando

a relacdo com o perfil de expressdo tecido-especifica (Weber et al., 2007; Illingworth & Bird, 2009).
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Além disso, a conformacdo da cromatina também se correlaciona com a metilacdo, ha
indicios de que a metilagdo de lisinas, por exemplo, caracterize um estado permissivo ou repressivo
de transcri¢do, dependendo do residuo em que ocorrer a adigdo do grupo metil (Esteller, 2008). Por
sua importancia na expressao gé€nica, defeitos nas vias que codificam essas enzimas podem ser
responsaveis por erros na expressao de outros genes levando a uma cascata de erros (Espada &
Esteller, 2010; Sharma et al., 2010).

Em células normais, os genes housekeeping sdo usualmente ndo metilados. No entanto,
quando ocorre a metilacdo nos mesmos, promove-se um mecanismo de silenciamento, que tem um
importante papel de regulagao da expressao e controle sobre outras proteinas associadas a cromatina.
Um papel, inclusive, de controle das vérias fungdes no genoma, impedindo a ligacdo de fatores de
transcrigdo, bem como de outras proteinas relacionadas com a transcri¢do de genes, levando em
consideragdo que a atividade destes genes ¢ inversamente correlacionada com a densidade de
dinucleotideos CpG metilados nas respectivas ilhas CpG associadas, tornando tais eventos
epigenéticos reconhecidamente comuns em cancer (Sharma et al., 2010; Carvalho et al., 2012).

Sendo assim, o cancer esta incluido entre as doengas causadas por alteragdoes dos padrdes de
modificagdes epigenéticas. Nos ultimos anos, cresceu o numero estudos que descrevem padrdes
alterados de eventos epigenéticos, relacionados ao desenvolvimento de diferentes tipos de neoplasias
(Huang et al., 2011). Dessa forma, procura-se entender o vinculo que as altera¢des epigenéticas
possuem com o desenvolvimento de doengas, acima de tudo, no desenvolvimento do cancer

(Figueiroa et al., 2010; Carvalho et al., 2012) [Figura 4].
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Figura 4. Aumento do nimero de publicacdes na area de epigenética e cancer de mama. Os dados sdo

derivados de uma pesquisa por cancer de mama e epigenética (Retirado de Huang et al., 2011).
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Dentre as alteracdes epigenéticas citadas, a hipermetilacdo de ilhas CpGs em regides
promotoras de genes supressores tumorais ¢ um dos eventos mais importantes relacionados a origem
e desenvolvimento do cancer (Esteller, 2008). Estudos sugerem que milhares de genes possam
contribuir para a patofisiologia do cancer quando ha perda de regulacdo por eventos epigenéticos. Na
area de epigenética, iniciou-se a pesquisa por meio da demonstracdo da hipometilagdo do DNA em
alguns tipos de canceres humanos, seguidos da descri¢ao de hipermetilagdo em genes supressores
tumorais e da inativacdo por metilacio de genes que transcrevem miRNA’s, que s3o pequenas
moléculas de RNA, ndo codificadadoras de proteinas, mas reconhecidos por possuirem funcio
significativa na regulagdo pods-transcricional (Feinberg & Volgstein, 1983; Ferguson et al., 2000;
Esteller, 2007; 2008).

A metilagdo do DNA pode ter efeitos imprevisiveis no desenvolvimento neopldsico e a
inativagdo ou expressdo aumentada de genes especificos pode fornecer a alguns tipos tumorais,
vantagem durante o crescimento. Dentre as alteracdes epigenéticas citadas, a hipermetilagcdo de ilhas
CpGs em regides promotoras de genes supressores tumorais ¢ um dos eventos mais importantes
relacionados a origem e desenvolvimento do cancer (Esteller, 2007; 2008).

A importancia da epigenética na iniciagdo e progressao do cancer leva a muitas investigagdes
que buscam incorporar esse campo de conhecimento ao desenvolvimento de terapias para a doenga,
inclusive o desenvolvimento de modificadores epigenéticos que tenham como alvo as moléculas
responsaveis por essas alteracdes (Szyf et al., 2004; Connoly & Stearns, 2012). Alteragdes
epigenéticas que iniciam e dirigem a carcinogénese sao alvos promissores para a detecg¢do precoce,
pois precedem sinais clinicos do cincer e podem ser detectados em baixos niveis. Na busca da
identificagdo de genes envolvidos neste tipo de regulagdo, um deles se revela pertinente ao estudo do
desenvolvimento do carcinoma mamario, conhecido como SFN (Stratifin; também conhecido como
14-3-3c). Trata-se de um gene que tem sido descrito como um alvo frequente de silenciamento
epigenético, levando a perda da expressdo do gene em células de tumores mamadrios (Ferguson ef al.,

2000; Umbricht et al., 2001; Zurita et al., 2010).

A familia 14-3-3

Inumeros aspectos da regulacdo da fungdo proteica requerem interagdes especificas entre
proteinas que levam a execugdo das fungdes bioldgicas necessarias. A familia proteica 14-3-3
compreende um grupo de proteinas homologas altamente conservadas que mediam interagdes através

da ligacdo com centenas de outras proteinas, realizando a modulagao de importantes fungdes de uma
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variedade de processos celulares, incluindo transdugdo de sinais, apoptose, progressio do ciclo
celular e ativagdo dos checkpoints (Yaffe et al., 1997; Gardino & Yaffe, 2011).

O nome 14-3-3 ¢ derivado da combinagdo dos resultados de fracionamento em cromatografia
de celulose (DEAE- Diethylaminoethyl Celulose) e a posi¢do da migracdo apds eletroforese (Fu et
al., 2000). Em humanos, fazem parte da familia, sete genes que codificam sete diferentes isoformas,
cada uma designada por uma letra grega (B, v, €, 1, o, 0 e (), que estdo correlacionados com o
reconhecimento de motivos diferentes para ligantes. As proteinas 14-3-3 sdo pequenos polipeptideos
de ~30KDa e regulam numerosas vias celulares. A falha nessas vias estd implicada no
desenvolvimento de varios tipos de doengas, inclusive no cancer (Hermeking, 2003; Zhou et al.,
2011).

Essas proteinas foram inicialmente descobertas por Moore ¢ Perez, (1984 apud Muslin &
Xing, 2000, p. 703), como proteinas abundantes em funcdes relacionadas ao cérebro. Posteriormente,
foram definidas como proteinas encontradas em eucariotos, essenciais para a sobrevivéncia da célula,
mas até entdo sua fun¢do ndo estava muito bem elucidada (Muslin & Xing, 2000). Desde que foram
implicadas como moléculas de resposta ao dano do DNA, os estudos na drea cresceram
enormemente, ¢ um numero superior a 100 moléculas ja foram encontradas por conter sitios de
interagdo com as proteinas 14-3-3. Dentre as inimeras classes de proteinas que interagem com esta
familia, podem ser citadas as proteinas cinases, enzimas, proteinas estruturais e outras envolvidas no
controle do ciclo celular (Yaffe, 2002; Hermeking & Benzinger, 2006) [Figura 5].

Atualmente, sabe-se que as proteinas 14-3-3 agem como adaptadoras ou ‘“moléculas
chaperonas”, que estdo aptas a se movimentar livremente do citoplasma para o nicleo e vice-versa.
Dessa forma, por meio de eventos mediados por fosforilagdo, coordenam a progressao da célula
através do ciclo celular, regulando diversas atividades (Muslin ef al., 1996; Dougherty & Morrison,
2004).

As proteinas 14-3-3 possuem motivos de ligagdo RSXpSXP e RXY/FXpSXP que estdo
presentes em quase todas as isoformas integrantes da familia, por esse motivo podem interagir com
um grande nimero de moléculas. A regulacdo acontece por diversos mecanismos dependentes de
fosforilagdo (adigdo de um grupo fosfato a um aminoécido), como sequestro entre compartimentos
celulares, ativagdo ou inativagdo enzimatica e promocdo ou inibi¢do de interacdo entre proteinas
(Zeng & Piwnica-Worms, 1999; Hermeking, 2003; Jhonson et al., 2010).

Tem-se observado que tais proteinas desempenham funcdo essencial nos checkpoints
induzidos por danos ao DNA e controle de atividades biologicas de proteinas relacionadas ao

controle dos checkpoints, através da ligagdo com outras proteinas. Esses eventos ocorrem devido a
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formag¢ao de homodimeros e heterodimeros e ao intermédio da fosforilagdo de serinas/threonina

(Yaffe et al., 1997)

14-3-30

A auséncia ou a hiperexpressdao de genes relacionados ao circuito de sinalizagdo celular esta
implicada no desenvolvimento do cancer e, de todos os genes desta familia, a isoforma ¢ ¢ a que
possui uma associagdo mais direta (Hermeking, 2003; Lodigyn & Hermeking, 2005).

A expressdao de 14-3-3c ¢€ restrita a células epiteliais aumentando durante a diferenciacio
epitelial. A sua inativagdo leva a imortalizagao de queratindcitos primarios e impede a saida do
compartimento das células-tronco, indicando que o gene tem propriedades de supressor-tumoral
(Dellambra et al., 2000; Hermeking, 2003).

O gene SFN esta mapeado no cromossomo 1p36, possui apenas um éxon com uma ilha CpG
de 216 pares de bases (posicdo no cromossomo 1: 27.189.913 — 27.190.128). Foi inicialmente
identificado como um marcador epitélio-especifico, conhecido também como marcador do epitélio
mamario humano 1 (HEMI1): porém, existem evidéncias de que ¢ um gene ativado
transcricionalmente pela proteina p53, inibindo a progressdo do ciclo celular em resposta a danos no
DNA (Prasad et al., 1992; Hermeking et al., 1997). Estudos posteriores confirmaram que o gene SFN
¢ um ligante direto da proteina p53. Essa proteina ¢ um fator de transcrigdo, codificada pelo gene
supressor tumoral 7P53, e um sitio funcional de ligagdo a p53 foi localizado a 1,8 kilobases do sitio
de inicio do gene SFN (Chan ef al., 1999; Hermeking & Benzinger, 2006).

Chan et al. (2000) reportaram que linhagens celulares de cancer colorretal humano
denominadas HCT116, negativas para a expressio de 14-3-3¢ (14-3-3c -/-), e que sofreram
exposi¢do a agentes genotoxicos, ndo conseguiam manter o bloqueio no checkpoint G2/M e
consequentemente morriam por catastrofe mitdtica. Desse modo, a funcdo normal do gene e a alta
frequéncia de inativagdo em células tumorais indicam que 14-3-3c6 ¢ a principal isoforma relacionada
com o desenvolvimento do cancer (Iwata et al., 2000; Hermeking, et al., 2003).

Jé& esta esclarecido que agentes que causam danos a estrutura do DNA levam a ativag¢do dos
checkpoints e provocam o bloqueio do ciclo celular, permitindo que o dano seja reparado, e assim,
protegem o organismo de um actimulo ainda maior de mutacdes deletérias (Hermeking et al., 1997).
Na progressao do ciclo celular, é necessaria uma sequéncia ordenada de eventos que determinam o
processo de divisdo da célula. O checkpoint ¢ o mecanismo pelo qual a célula monitora o ciclo

celular, na tentativa de identificar danos ocorridos & molécula de DNA. Dessa forma, quando
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detectada qualquer alteragdo no genoma da cé¢lula, a célula interrompe o ciclo até que seja reparado o
dano, e caso o dano seja muito prejudicial, a célula ¢ levada a apoptose (Van den Heuvel & Harlow,
1993).

Em células normais, a atividade transcricional de SFN suprime a atividade das cinases
dependentes de ciclinas (CDKs) por um mecanismo alternativo (Laronga et al, 2000). A funcao
normal da 14-3-3c ¢ sequestrar a ciclina B, ciclina E e CDC2 no citoplasma, separando-as de seus
substratos e impedindo que os complexos mitoticos ‘CDC2-CiclinaB’ e ‘CDK2-Ciclina E’ consigam
entrar no nucleo e iniciar a mitose, permitindo assim a parada do ciclo em G2 e consequentemente o
reparo dos danos pelas vias de reparo do DNA (Hermeking et al., 1997; Chan et al., 1999).

Apo6s um dano, ocorre a desfosforilagdo da serina 376 da proteina p53, gerando um motivo de
ligagdo no terminal carboxil da p53. De tal maneira, a proteina 14-3-3c se liga a p53 acarretando em
um aumento da atividade, tendo um efeito direto na progressdo do ciclo, pois afeta a localizagdo de

CDK2 E CDC2 (Waterman et al., 1998; Laronga et al.,2000) [Figura 5].
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Figura 5. Sinalizagcdo da proteina 14-3-3¢ induzida por danos ao DNA (Esta imagem ¢ uma
modificacdo da original de QIAGEN protegida por [Danielle B. Brotto]. A imagem original pode ser

encontrada em https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwaylD=135&results

PerPage=10).

Por sua grande relevancia em eventos que controlam a regulacdo da proliferagdo celular,
eventos esses que sdo essenciais no desenvolvimento de neoplasias, o correto funcionamento deste
gene e, portanto da proteina ¢ de fundamental importancia para o adequado funcionamento de uma
célula (Yaffe, 2002; Hermeking, 2003).

Um evento que contribui para a inativagdo de genes supressores tumorais como o gene em
questdo ¢ a perda de heterozigosidade (LOH), que se caracteriza pela mudanga na dosagem de um

alelo em relagdo ao outro, e pode ocorrer por monossomia cromossomica, delecio de um alelo e
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duplicagdo do outro, crossing over mitético, delegdo do gene ou pela mutacdo em ponto nos dois
alelos. A regido cromossdmica onde o gene SFN estd mapeado ¢ um alvo frequente de LOH (Loss of
Heterozygosity) em cancer de mama (Bieche & Lidereau, 1995; Ferguson et al., 2000). De acordo
com o catdlogo de mutagdes somaticas em cancer (COSMIC, Catalogue of Somatic Mutations in

Cancer, disponivel em http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), a porcentagem de mutagdes do gene SFN

em carcinomas mamarios ¢ menor que 1%, portanto ndo € o principal mecanismos associado com a
perda da funcdo desse supressor tumoral). Estudos revelam que padrdes de metilacdao alterados
podem modificar a expressdao do gene, levando ao seu silenciamento (Lodigyn & Hermeking, 2005).

Apos o dano ao DNA, células com deficiéncia na expressao sofrem com a falta do transcrito
do SFN e falham em manter o bloqueio do ciclo, conduzindo a célula a catastrofe mitdtica que
posteriormente culminaria em apoptose. Presumivelmente, devido a incapacidade da célula em
bloquear o ciclo celular e reparar os danos (Chan et al., 1999; Hermeking et al., 1997; Hermeking,
2003).

Embora diferentes classes de genes possuam diversos relatos da perda de fun¢do por mutacao,
o SFN esta frequentemente sujeito ao silenciamento epigenético que ocorre pelos processos referidos
anteriormente (Ferguson et al., 2000; Wilker et al., 2007; Horie-Inoue & Inoue, 2006). O
silenciamento epigenético do SFN por metilagdo, tem sido detectado em alta frequéncia em
carcinomas mamarios (Ferguson et al., 2000; Umbricht et al., 2001). Em estudo publicado por
Ferguson e colaboradores (2000), 94% das amostras de tumores primarios analisadas ndo exibia
expressao do transcrito do gene SFN, e nenhum tipo de mutacdo foi identificada. Contudo 91% das
amostras de tumores de mama estavam hipermetiladas em sua ilha CpG, sendo este dado relacionado
com a falta de expressao do gene (Ferguson ef al., 2000). No estudo de Suzuki e colaboradores foi
relatada a metilagcdo aberrante desse gene em varias linhagens celulares derivadas de tipos diferentes
de cancer (Suzuki et al., 2000).

O estudo da fun¢do do gene SFN no bloqueio do ciclo em G2/M esta sendo esclarecida com
relag@o ao tratamento contra o cancer. Por um lado, a hipermetilagdo no promotor do gene pode levar
a diminui¢do na sua expressao, correlacionada inversamente com a progressao da doenga. Em alguns
tratamentos contra cancer, tais como a radioterapia, a expressao do gene pode ser recuperada, pois
esses processos estdo diretamente relacionados com o bloqueio do ciclo celular em G2/M apds o
dano causado (Akahira et al., 2004; Iwata, et al., 2000; Niemantsverdriet et al., 2005). Por outro
lado, ha evidéncias com relacdo ao cancer de mama que indicam que a expressao elevada do SFN
estd correlacionada com resisténcia a agentes genotoxicos, como os quimioterapicos, € que a perda

do bloqueio em G2/M pode aumentar o efeito do tratamento anti-cAncer como a radioterapia, devido
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ao aumento da instabilidade genomica, que leva a célula a morte (Li et al., 2010; Wang et al., 2013;
Qi & Martinez, 2003).

Recentemente, alguns estudos vém apontando a metilagio do DNA como um biomarcador
para deteccdo precoce do cancer (Lee et al., 2009; Zurita et al., 2010). Devido a caracteristica de
processo reversivel da metilagcdo e como a perda da fungdo da proteina 14-3-3c6 sensibiliza as células
tumorais a radioterapia, a analise da expressao e metilagao desse gene podem se marcadores viaveis
para o tratamento do cancer de mama e a modulagdo das atividades do SFN pode ser uma abordagem
terapéutica atrativa (Hermeking, 2003; Kim et al., 2012).

Alguns estudos sugerem que a radioterapia pode ser mais efetiva quando o gene estd
hipermetilado (Kim et al.,, 2012). No estudo de Qi ¢ Martinez foi encontrado que baixos niveis de
expressao deste gene em carcinomas pulmonares leva a resposta a radiacao alterada, que resulta em
maior morte das células tumorais (Qi & Martinez, 2003; 2005).

A radiagdo ionizante (IR) além de ser um agente genotoxico e carcinogénico, também ¢
conhecida como um mecanismo terapéutico muito utilizado, devido o seu efeito de indu¢ao da morte
celular, especialmente em células que estdo em divisdo. Por esse motivo, a radioterapia ¢
reconhecida com uma das principais modalidades de tratamento contra o cancer (Barcellos-Hoff et
al., 2005). Mais importante ainda, ha relatos que demonstram que a exposi¢ao a IR pode afetar os
padrdes de metilagdo do DNA. Demonstrou-se que a exposi¢do a IR tem efeitos especificos para
sexo e tecido, além de ser dose-dependente (Pogribny ef al., 2004).

A relacdo entre a eficacia da radioterapia com o status de metilagdo do gene SFN ¢
fundamentado com base na conclusdo de que o gene na sua atividade normal ¢é responsavel pelo
bloqueio do ciclo em caso de danos ao material genético. Sendo assim, a diminuigdo da expressao do
gene SFN causada pela hipermetilagdo, poderia até bloquear o ciclo em G2, contudo, ndo seria
suficiente para manter o bloqueio e o reparo nao seria realizado, tornando a célula mais sensivel a
radiagdo. Tendo isto em vista, o dano causado pela radiacdo durante a radioterapia, levaria as células
tumorais hipermetiladas @ morte por aumento da instabilidade genomica (Chan et al., 1999; Dhar et
al., 2000).

Na tentativa de entender se o checkpoint em G2 ¢ necessdrio para manter a estabilidade
gendmica em células de mamiferos, o estudo realizado por Dhar e colaboradores (2000) que utilizou
uma linhagem celular derivada de cancer colorretal demonstrou que a auséncia de expressao do gene
14-3-3c (-/-) foi associada com a instabilidade gendmica e que também influencia a sobrevivéncia
celular. Segundo o estudo, a instabilidade genomica também ¢ mantida pelos telomeros, estruturas
que sdo fundamentais para protecdo do cromossomo de fusdes ou degradacdo, e com os resultados

obtidos observou-se que a perda da regulacdo do checkpoint celular em partes devido a auséncia de
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expressao do 14-3-3c levou ao acimulo de danos ndo reparados, e que as células com o gene
inativado apresentaram frequentes quebras cromossOmicas, com completa perda das repeti¢des
teloméricas em alguns cromossomos, fusdes teloméricas e translocagdes ndo balanceadas (Dhar et

al.,2000).



Objetivos
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Objetivos Gerais

Investigar alteragdes genéticas e epigenéticas do gene SFN, localizado em 1p36, em
carcinomas mamarios primarios, bem como em linhagens celulares derivadas de carcinomas

mamarios.

Objetivos Especificos

1. Avaliar alteragdes do numero de copias e do padrio de metilagdo do gene SFN em
carcinomas mamarios e em linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios;

2. Avaliar o efeito das alteragdes genéticas e epigenéticas do gene SEF'N nos niveis de expressao
do mesmo nas linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios;

3. Correlacionar as alteragdes no niumero de copias e da metilagdo do gene SFN com parametros
prognosticos (clinicos e histopatologicos) e com as taxas de sobrevivéncia em pacientes
portadoras de carcinomas mamarios;

4. Avaliar o efeito da exposicdo a radiacdo ionizante em um subconjunto de linhagens celulares
derivadas de carcinomas mamarios, selecionadas com base nas alteragdes no numero de

copias e no padrao de metilagdo do gene SFN.



Material e Metodos
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O esquema abaixo apresenta as principais etapas que foram conduzidas no presente estudo ou

que ainda serdo incorporadas na versao finalizada do mesmo.

Ogene 5FN em

carcinomas mamarios

2. Carcinomas mamarios primarios
n= 84, sendo Te=Ductais Infiltrantes;
S=Lobulares; 1= metaplasico; 1= papilifero;

1=ductal apocring.

1. Linhagens celulares

n=20; 17= Derivados de carcinomas
mamarios e 3 derivadas de Tecido
normal de mama.

| -
L

2.1. Alterag3o no
i numero de copias
1.3. Analise de
EXpressao génica

1.2. Andlise do padrio

1.1. Alterag3o nonumerg P
de metilagao

de copias

Andlise Estatistica

Reexpressio apds
Mivel de Expressio tratamento com 5-Aza-
2*-Deoxicitidina

Sele¢do de linhagens celulares

Exposicdoa
radiagdo

-MTT
- Ensaiode Formacdo de coldnia

Figura 6. Representacio esquematica do estudo visando a caracterizagdo das alteracdes genéticas e epigenéticas do gene

SFN em carcinomas mamarios primarios e em linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios.
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Amostras biolégicas

Carcinomas mamarios primarios

Este estudo baseou-se em 84 amostras de carcinomas mamarios primarios (76
carcinomas ductais infiltrantes, 5 carcinomas lobulares infiltrantes, 1 carcinoma ductal
apocrino, 1 carcinoma metaplasico e 1 carcinoma papilar) coletadas em colaboragio
com o Dr. José Roberto Figaro Caldeira, do Departamento de Mastologia do Hospital
Amaral Carvalho de Jau-SP no periodo de 2002-2006. Os critérios de inclusao foram
diagnéstico confirmado de carcinoma mamario apds analise histopatologica e auséncia
de tratamento quimioterapico e/ou radioterapico anterior a cirurgia em que a coleta da
amostra tecidual foi realizada. Todas as pacientes foram avisadas sobre os
procedimentos e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Este estudo
foi realizado com aprovagio do Comité de Etica e Pesquisa do referido hospital. As
pacientes foram regularmente acompanhadas apos a cirurgia sendo que o seguimento
pos-cirtrgico teve um tempo de duracdo médio de 88,8 meses, variando entre 6 a 153
meses.

Imediatamente apés a cirurgia, as amostras de tecido tumoral foram congeladas a
-80°C e posteriormente macrodissecadas na tentativa de se obter ao menos 80% de
tecido tumoral. Todas as amostras foram avaliadas histopatologicamente pelo Servigo
de Patologia do mesmo hospital e os prontudrios médicos dos pacientes foram
consultados para obtencao dos dados clinicos e histopatoldgicos (idade, estagio clinico,
tamanho do tumor, envolvimento de linfonodos axilares, ocorréncia de metastase,
diagndstico histopatologico, grau tumoral). Os dados da analise imunohistoquimica para
as proteinas: receptor de estrogeno (ER), receptor de progesterona (PgR), Her2, p53 e
Ki-67 foram obtidos em estudos prévios do grupo (Caldeira et al., 2006). O diagnostico
histopatologico foi estabelecido de acordo com WHO [nternational Classification of
Disease for Oncology e o estadiamento clinico foi classificado pelo sistema TNM

(WHO, 1990; Sabin & Wittekind, 1998).
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Linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios

Foram utilizadas 20 linhagens de células epiteliais derivadas a partir do tecido
mamario: duas derivadas de tecido mamario normal (184A1 e 184B5), uma derivada de
doenca fibrocistica benigna da mama (MCFI10A) e 17 derivadas de carcinomas
mamarios (BT-474, BT-483, MCF7, MDA-MB-134-1V, MDA-MB-361, MDA-MB-
415, MDA-MB-453, SK-BR-3, T47D, ZR-75-1, ZR-75-30, BT-20, MDA-MB-468, BT-
549, Hs 578T, MDA-MB-231, MDA-MB-436). Essas linhagens sao parte da colecdo do
Lombardi Comprehensive Cancer Center, Georgetown University Medical Center,
Washington, USA e foram cedidas pela colaboragdo estabelecida com a Dra. Luciane
Regina Cavalli. As linhagens celulares ja haviam sido previamente cultivadas segundo
as recomendacdes e encontravam-se armazenadas em aliquotas de 1x10° céls/ml em
meio de cultura suplementado com 10% de soro bovino fetal e 10% de DMSO,
mantidas em nitrogénio liquido, conforme descrito por Prando et al., (2011).

A classificagdo molecular dessas linhagens e o status do gene 7P53 foram
retirados a partir do American Type Culture Collection (ATCC) e também foram
baseados no estudo de Neve ef al., 2006. Dentre as linhagens utilizadas, 18 delas foram
agrupadas em 3 subtipos quanto a classificagdo molecular, sdo elas: 11 Luminais
(MDA-MB-361, MDA-MB-415, MDA-MB-453, MCF7, ZR-75-1, ZR-75-30, MDA-
MB-134 1V, BT-474, BT-483, SKBR3, T47D, ), 2 Basal-Like A (BT20 ¢ MDA-MB-
468,) e 3 Basal-Like B (MDA-MB-231, Hs578T, MDA-MB-436, BT-549). As
Linhagens 184-A1, 184-B5 ¢ MCF10A sao linhagens derivadas de epitélio mamario
normal ou de tumores benignos da mama, portanto, ndo tumorigénicas e serviram de

controle para os experimentos, a fim de se estabelecer um padrao de comparagao.

Analise de alteracdes no numero de copias do gene SF/N em carcinomas primarios

e em linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios.

A investigagdo de alteragdes do niumero de copias do gene SF'N foi realizada em
82 das 84 amostras de carcinomas mamarios. A determinacdo do nimero de copias do
gene SFN foi realizada pela técnica de PCR quantitativa em tempo real. Foi utilizado o

T aqMan® Copy Number Assay (Hs01918768 cn) da empresa Life Technologies [Figura



44

7]. Para cada reacao foram utilizados 2ul de DNA (concentracao de Sng/ul), 0,5 ul do

mix de reagdo contendo o par de primers e sonda TagMan®, 0,5 pl do mix de reagio

para detecgdo do gene controle RNase P (primers e sonda TagMan®) e 2pl de dgua ultra

pura estéril, com a reacdo totalizando 10 pl. Todas as amostras foram analisadas em

triplicatas. Foi utilizada uma amostra calibradora para comparagdo com as amostras

testes, para isso foi obtido um pool de amostras de DNA de células de sangue periférico

doadas por voluntarios saudaveis. Os dados da qPCR (quantitative Polymerase Chain

Reaction) foram analisados pelo programa CopyCaller® Software v2.0 (Life

Technologies).
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Figura 7. Curva de amplificagdo da analise de niimero de cdpias do gene SFN por PCR

quantitativa em tempo real, utilizando o ensaio de TagMan ® Copy Number. Representativo de

uma Unica amostra com perdas gendmicas.

Extracao do DNA de amostras de carcinomas mamarios

DNA genomico foi preparado a partir de linhagens celulares de cancer de mama

por digestdo através de proteinase K seguida de extragdo convencional usando um

protocolo padrao de purificagdo por fenol/cloroférmio.
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Analise da metilacdo do gene SFN em carcinomas primarios e em linhagens

celulares derivadas de carcinomas mamarios

Tratamento do DNA com Bissulfito de Sodio

A modificacao do DNA pelo bissulfito de sddio foi realizada segundo protocolo
descrito por Paulin et al. (1998), com modificagdes. Aproximadamente 2ug do DNA
gendmico foram diluidos em agua ultrapura estéril para completar um volume final de
18ul. Este DNA foi desnaturado pela adi¢do de 2ul de uma solugdo de NaOH 3M (para
obter uma concentracao final de 0,3M) a 40°C durante quinze minutos, ao abrigo da luz.
Adicionaram-se 208ul da solugdo de bissulfito de sodio 4M/uréia 6,25M e 12ul de
hidroquinona 10mM (concentragcdo final de 0,5mM). Ambas as solucdes foram
preparadas imediatamente ao uso. O conteudo foi gentilmente homogeneizado por
inversdo e submetido a 20 ciclos de 15 minutos a 55°C, separados por um periodo de
desnaturacdo de 30 segundos a 95°C em um termociclador. Ao DNA resultante do
processo de modificagdo pelo bissulfito de sddio foi adicionado 1ml de resina (Kit
Wizard DNA Clean-Up System - Promega), homogeneizados por inversao. Em seguida,
fazendo uso do equipamento Vaccum Manifold (Promega), uma seringa de 3ml
desprovida de émbolo foi adaptada a uma mini-coluna e o DNA ligado a resina foi a ela
transferido. Adicionou-se, entdo, 2ml de isopropanol 80% que foram passados através
da mini-coluna por pressdo com o auxilio de uma bomba de vacuo. Apds desconectada,
a mini-coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5ml e centrifugada a 14000rpm
durante trés minutos para remocdo do excesso de alcool. A eluigdo foi realizada pela
adicao de 45ul de agua (pré-aquecida a 65-80°C) a mini-coluna. Passado um minuto,
centrifugou-se a mini-coluna adaptada ao tubo de microcentrifuga durante trés minutos
para que o DNA pudesse ser recuperado. A mini-coluna foi removida e descartada. A
modificagdo do DNA foi finalizada com a adi¢do de Sml de NaOH 3M (concentragao
final de 0,3M) a temperatura ambiente por 15 minutos para a dessulfonacdo das
uracilas. A precipitagdo foi realizada pela adigdo de 30ml de acetato de amonio 5SM (pH
7,0) aguardando 5 minutos para a completa deaminagdo. Na sequéncia, acrescentou-se
350 ml de etanol 100% gelado e 1,0ml de glicogénio (20mg/ml) incubando o DNA a —
20°C overnight. Para a ressuspensdo, este contetido foi centrifugado por 20 minutos a

14000rpm a temperatura ambiente. Depois de removido o sobrenadante, adicionou-se ao
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DNA 500ml de etanol 70% (temperatura ambiente) e procedeu-se nova centrifugacdo
por 20 minutos a 14000rpm. Dispensou-se o alcool e os tubos foram mantidos
invertidos para secar o sedimento de DNA. Apo6s a secagem, o precipitado foi
ressuspendido em 50ul de tampao de eluigdo estéril ¢ mantido a temperatura ambiente

por uma hora.

Analise da metilacio do gene SFN pela técnica de MS-PCR (Methylation

Specific — Polymerase Chain Reaction)

O DNA, depois de modificado e purificado, foi utilizado para a avaliagdo do
padrao de metilagdo do gene pela amplificacdo por PCR com a utilizacdo de pares de
oligonucleotideos especificos para as sequéncias metilada e ndo metilada. Os conjuntos
de oligonucleotideos iniciadores foram selecionados com base em estudo prévio de
Ferguson et al. (2000) (Tabela 1). Espera-se a amplificacdo produto 106pb e 104pb para
os alelos nao metilado e metilado, respectivamente. As condi¢des da PCR foram as
seguintes: 1 ciclo de 95°C por 5 minutos; 31 ciclos de 95°C for 45 segundos, 56°C por
30 segundos e 72°C for 30 segundos; e um ciclo a 72°C por 4 minutos. As condi¢des
para as reagdes de amplificagdo ja estavam padronizadas no grupo (Negraes et al.,
2008); as reagdes de amplificacdo ocorreram em tubos separados e foram conduzidas
em um volume de 25 pl contendo 0,25 pum de cada primer, 200 uM de cada ANTP, 15
mM de Tris-HCI pH 8,0, 50 mM KCI, 2,5 mM de MgCl, e 1U de AmpliTaq Gold
(Applied Biosystems). Na sequéncia, os produtos amplificados foram visualizados apds
eletroforese em gel de policrilamida 6% e coloracdo com nitrato de prata. Controles
negativos e positivos para a metilacdo foram utilizados preliminarmente para a
avaliacdo da especificidade de cada par de oligonucleotideos. A andlise e interpretagdo
dos resultados foram realizadas através de uma abordagem qualitativa, mediante a
presenca de uma banda representando o produto amplificado ap6s a PCR (Sanguinetti et
al.,1994; Herman et al., 1996). Os dados da andlise do padrdo de metilagdo do gene
SFN foram obtidos em um estudo prévio do grupo que incluiu um total de 84
carcinomas mamarios: 76 carcinomas ductais infiltrantes, 5 carcinomas lobulares

infiltrantes, um carcinoma metaplasico, um carcinoma papilifero e um apdcrino.
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Tabela 1. Sequéncia de oligonucleotideos e temperatura de anelamento para analise por MS-

PCR.

Temperatura
de

Gene SFN Primers 5°-3° Referéncia
Anelamento

dos Primers

TGGTAGTTTTTATGAAAGGCGTC

Alelo
(F) 56°
Metilado
CCTCTAACCGCCCACCACG (R) Ferguson et
ATGGTAGTTTTTATGAAAGGTGTT al., 2000
Alelo Nao
(F) 56°
Metilado

CCCTCTAACCACCCACCACA (R)

Anadlise de expressio do gene SFN em linhagens celulares derivadas de carcinomas

mamarios

Purificacido de RNA e sintese de cDNA

Para as andlises de expressdo do gene SFN, foram selecionadas linhagens
celulares demonstrando padrdes distintos de metilagdo do gene SFN e/ou alteragdes do
numero de copias. Em adi¢do, outro parametro utilizado foi a presenga ou ndo de
mutagdo do gene TP53 e a classificagdo molecular baseada em dados da literatura (para
revisdo, Neve et al., 2006). O RNA total foi extraido das linhagens celulares usando o
RNeasy Mini Kit (Qiagen) e subsequentemente analisado quanto a sua integridade pelo
Agilent 2100 Bioanalyzer [Figura 8], e entdo tratado com DNAse I para remocao de
residuos contaminates de DNA genomico. Nesta etapa, foi utilizado o kit DNAse [
Amplification grade da Invitrogen®, seguindo as recomendagdes do fabricante. A seguir,
o cDNA foi sintetizado utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit da
Applyed Biossystems®™, onde foi adicionado a preparacio de RNA purificado na
concentragdo de Ing/pl: tampao 10X concentrado; dANTP Mix 25X; RT Random
Primers 10X; a enzima Multiscribe Reverse Transcriptase; RNAse Inhibitor e 4gua

Nuclease-free. Essa preparagao foi incubada a 25°C por 10 min; 37°C por 120 min e
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85°C por 5 min. Aliquotas de cDNA foram utilizadas como molde durante a qPCR. As

reagdes foram realizadas em triplicatas em um volume final de 15pl.

T-47D MCF-7
RIN: 9.50 RIN: 6.70
[FU] [FU]
' ' 200
1000
100
1 T T T T ¢ [ 1 T T T T T T T 1
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Figura 8. Analise de integridade do RNA das 8 linhagens celulares derivadas de carcinomas
mamarios utilizadas no ensaio de expressdo génica. Ensaio: Eukaryote Total RNA Nano 2100
(Agilent Technologies). Os picos indicam as fragdes 18S e 28S do RNA ribossomico,
respectivamente. RIN, RNA Integrity Number.
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Padronizacao do ensaio de expressao génica em tempo real (QRT-PCR)

Para a determinacdo do nivel de expressdo do gene SFN, inicialmente foi
realizada a andlise da eficiéncia de amplificagdo de cada par de primer: do gene alvo
(SFN) e o controle endogeno (GAPDH). Para tanto, foi elaborada uma curva de
amplificacdo baseada no uso de 6 diferentes pontos de dilui¢ao do cDNA (1/10; 1/20;
1/40; 1/80; 1/160). Inicialmente, o cDNA obtido de uma ftnica linhagem foi
selecionado, dada a preferéncia a uma linhagem nao metilada (MDA-MB-468);
contudo, nao foram obtidos resultados satisfatorios. Em seguida, foram escolhidas 4
amostras de cDNAs obtidos de diferentes linhagens celulares e a partir desses, foi
elaborado um pool dos mesmos para a padronizagdo do experimento. Para a definicao
da concentragdo dos oligonucleotideos para a andlise de expressdo foi realizada a
titulagao dos primers, onde através de uma reacdo padrao em tempo real foram feitas
triplicatas com diferentes concentragdes. Como melhor resultado, obtivemos a
concentragdo de 75nM para ambos os pares de primers. O grafico de amplificagdo e a
curva de eficiéncia para os dois conjuntos de primers (gene alvo e normalizador)

encontram-se nas figuras 9 e 10.
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Figura 9. Padronizacdo do ensaio de PCR em tempo real. Grafico de amplificagdo dos genes
SFN (alvo) e controle endogeno (GAPDH) a partir de dilui¢des seriadas do cDNA obtido a partir

de um pool de linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios.
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Figura 10. Curva padrio formada pelo teste de eficiéncia, destacando os pontos de dilui¢do utilizados na
analise. Para o gene SFN, os parametros obtidos foram: slope=-3,576; Y-Inter+ 35.336; R?*= 0,988 e
eficiéncia igual a 90,406%; e para o gene GAPDH foram: slope= -3.571; Y-Inter=27.696; R%: 0,998 e
eficiéncia igual a 90,568%.

Analise de expressdo génica do gene SF/N em linhagens celulares derivadas

de cancer de mama

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento Step One
Real time PCR System (Applyed Biosystems™) utilizando o QuantiFast SYBR® Green
PCR Kit (Qiagen®™), nas seguintes condigdes: um periodo de aquecimento de ativagdo
inicial de 95°C por 5 min seguido por 35 ciclos de 2 passos com desnaturacdao a 95°C
por 10s e anelamento combinado a extensdao a 60°C por 30s. Para cada linhagem, foram
realizadas andlises em culturas em duplicatas ndo tratadas ou tratadas com 5-Aza-2’-
Desoxicitidina, um agente desmetilante utilizado comumente para se avaliar o efeito da
metilacdo do DNA na repressao trancricional inferida indiretamente pelo aumento da
expressao quando ndao ha sitios metilados na ilha CpG associada ao gene apds o
tratamento com a droga, para tal experimento foram utilizadas amostras cujo tratamento
foi realizado em estudo prévio do grupo (Prando ef al., 2011). A quantificagdo relativa

foi calculada pelo uso do software do proprio equipamento (StepOne™ Software v2.3).
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Analise in vitro do efeito do tratamento com o agente desmetilante 5’-Aza-

Desoxicitidina e exposicao a radiacio ionizante

As linhagens celulares foram cultivadas em meio de cultura especificos em
frascos de cultura de 25 cm’ e encubadas em estufa apropriadamente umidificadas a
37°C e 5% de CO,. O meio DMEM contendo 10% Soro fetal bovino (FBS) foi utilizado
nas linhagens celulares MDA-MB-231 ¢ MDA-MB-436, ¢ o RPMI contendo 10% de
FBS foi usado na cultura da linhagem T-47D. Para cada linhagem, foram estabelecidas
culturas em duplicatas ndo tratadas e tratadas com 5-Aza-2’-Desoxicitidina, um agente
desmetilante utilizado comumente para se avaliar o efeito da metilagio do DNA na
repressdo trancricional. O tratamento das linhagens utilizou o seguinte protocolo: 1 x
10° células foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm’ em meio de cultura
suplementado com 10% de soro bovino fetal. Ap6s 24 horas, adicionou-se 5-Aza-
2’desoxicitidina na concentracdo de 1uM e as células foram incubadas a 37°C, 5% de
CO2 durante 96 horas. Devido a instabilidade quimica da droga, o meio de cultura foi

renovado a cada 24 horas durante 5 dias (Prando et al., 2011).

Exposicao das linhagens celulares de carcinoma mamario a radiacio ionizante

O efeito das alteragdes do nimero de copias e da metilagdo aberrante na resposta a
radiacdo ionizante foi avaliado nas linhagens MDA-MB-231, MDA-MB-436 e T47D.
Esta etapa do estudo contou com a colaboragdo do Fisico Médico Prof. Dr. Marco
Antonio Rodrigues Fernandes, do Departamento de Dermatologia e Radioterapia, da
Faculdade de Medicina da UNESP. As células foram mantidas em cultivo in vitro em
monocamada em placas de cultura celular especifica que foram irradiadas utilizando-se
uma energia de 6MV (raios x) a partir de um acelerador linear de elétrons (Clinac
2100C) a uma taxa de dose de 320 cGy/min, segundo estudo de Wang et al. (2013).
Apods a exposicdo, as mesmas retornaram a incubadora a 37°C e 5% CO, para a

finalizag@o do ensaio de citotoxicidade celular por MTT.
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MTT (3-/4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Um total de 5000 células/poco foram semeadas em placas de cultura de 96 pogos
em meio adequado para cada linhagem celular. Apds 24 horas para a aderéncia das
células, as mesmas foram expostas a radiacdo em uma dose de 4Gy e incubadas a 37°C,
5% de CO, , por um periodo de tempo variavel (12, 24, 48, 72 e 96 horas). Decorrido
este periodo, o meio de cultura foi removido e entdo foi adicionado meio de cultura
contendo S5Smg/ml de MTT (3-/4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide). Ao final deste periodo, a mistura da reagdo foi cuidadosamente aspirada e
serdo acrescentados em cada pogo 200ul de Dimetil Sulféoxido (DMSO). Apods 10
minutos a leitura foi realizada em Espectrofotdmetro para microplacas Epoch (BioTec®)
a um comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos foram realizados em

triplicatas.

Analise estatistica

Foram utilizados parametros como média e desvio padrdo para descrever os
dados das pacientes e o status de metilagdo do gene SFN. As diferentes varidveis
clinicas e histopatologicas foram obtidas no prontuario das pacientes e foram agrupadas
como variaveis dicotdmicas que foram definidas a priori para as analises baseadas na
intensidade de coloragdo do marcadores imunohistoquimicos (ER, PgR, HER2, p53 e
Ki67) ou redugao/auséncia de imunocoloragao. A analise de sobrevivéncia foi realizada
pelo método ndo-paramétrico de Kaplan-Meyer e as diferencas observadas foram
avaliadas pelo teste de log-rank. Nessa andlise de sobrevida, foram censurados os
tempos das pacientes que permaneceram vivas até a data final do seguimento clinico;
para aquelas com perda do seguimento, considerou-se a data referente ao ultimo
acompanhamento registrado no prontuario médico como a data da censura. Considerou-
se também como censura as datas dos Obitos ndo relacionados ao cancer de mama.
Como andlise estatistica multivariada, aplicou-se o modelo de Cox para avaliar os
efeitos conjuntos de algumas variaveis clinicas e histopatologicas, denotadas pelo vetor
z. Aplicou-se o método stepwise para encontrar quais varidveis poderiam explicar

significativamente a funcao risco A(t;z). O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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O software package SAS System, version 6.0 (SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA) e
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA) foram utilizados para as
analises descritas. Esta etapa do estudo contou com a colaboragdo do Dr. Rogério

Antonio de Oliveira, do Departamento de Bioestatistica do IBB, UNESP.
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Abstract
Integrated analysis of genetic and epigenetic data is an effective approach for the study

of the mechanisms driving cancer development. The SFN gene (stratifin; 14-3-3c) is a
direct target of the p53 tumor suppressor protein, whose expression is induced in
response to DNA damage leading to the inhibition of cell cycle progression at the G2/M
checkpoint. Down-regulation of SFN expression has been generally attributed to the
hypermethylation of its gene-body CpG Island; however, the prognostic value and
underlying mechanisms of SFN downregulation remains unclear. Indeed, the present
study aims to characterize of genetic and epigenetic alterations of the SFN gene in a
cohort of 84 breast cancer samples as well as in 20 cell lines (3 derived from normal
breast epithelium and 17 from breast carcinomas). SFN methylation was observed in
approximately 79% of primary breast cancer, while copy number alterations were
detected at lower frequencies. SFN unmethylated breast tumors were associated with a
decreased overall survival (p=0.0036) and metastasis occurrence (p=0.021) when
compared to the group of infiltrating ductal carcinomas with methylated alleles. As
expected, breast cell lines showed gene expression levels reliant to the methylation
pattern and copy number dosage. Moreover, the combined effect of 5-Aza-dC treatment
and radiation exposure revealed differences in the radiosensibility between basal
(MDA-MB-231 and MDA-MB-436) and luminal subtype (T47D) cell lines. Taking
together, these findings endorse that SN hypermethylation occurs in high frequencies
in breast cancers; nevertheless, patients with unmethylated breast tumors may be
associated with poor outcome. Our preliminary in vitro analysis also indicates that the
radiotherapy response might be related to the primary methylation status of breast
cancer cell lines in a molecular subtype-specific manner. Additional studies are
necessary to determine if SFN methylation patterns could be used for prognostic and

predictive purposes.
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Background
Human breast cancer remains among the commonest diagnosed cancer and the leading

causes of cancer death between women worldwide, although in the least years the
number of cancer survivors continues to increase.! The recent reduction in the breast
cancer mortality in high-income countries resulted from improvements in early
detection and treatment. However, while the incidence in developing countries is lower
than in developed countries, the mortality is much higher,”* probably due to the
diagnosis at advanced stages of tumor progression.
SFN gene (stratifin, also known as 14-3-3c) encodes a member of the highly
homologous 14-3-3-protein family, found in all eukaryotic cells. This large family
comprises seven isoforms in human cells (B, v, €, 1, o, 8 and (), each encoded by
individual genes. The SFN gene is located at 1p36.11 and while the most of the
isoforms are ubiquitous, its expression is restricted to epithelial cells. Moreover, this
protein plays an important role in regulatory process such as signal transduction
pathways, cell cycle regulation, checkpoints activations and apoptosis.” This regulation
happens through phospho-dependent binding to a wide range of intracellular molecules.

The SFN gene is a direct target of the p53 protein since a response element
recognized as a p53-binding motif is located at 1.8 kilobases from its transcription start
site, acting as a direct target of p53. Thus, SFN gene expression is induced in response
to DNA damage, such as, by ionizing radiation.”” After DNA damage, SFN is trans-
activated by p53 to promote cell cycle arrest and leads the cell to the repair system.’
reported that 14-3-3c induces a G2/M-arrest by sequestering cyclin B and E from the
cytoplasm, separating from their nuclear substrates and preventing the entry into
mitosis. Consequently, 14-3-3c-deficient cells falls into maintain the arrest and undergo
mitotic catastrophe.™® Recently, targeted proteomics approaches indicate novel 14-3-
3c-associated proteins involved in diverse cellular processes, which may become
deregulated after disruption of 14-3-3c expression in cancer cells."'

Inactivation of tumor suppressor genes is mediated by genetic and epigenetic
mechanisms. In some cases, genetic and epigenetic events complement each other

resulting in biallelic inactivation of the gene function.®'

In fact, the epigenetic
inactivation of the SFN gene occurs at an early stage of tumor development and may
allow evasion from senescence and promote genomic instability.”*'® SFN gene has a
CPG-rich region (CpG island) located within its single exon that has been shown as

frequently hypermethylated in most type of cancers.'” Additionally, this CpG island
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hypermethylation is correlated with loss of SF'N transcription in breast, ovarian,”"”

2 7

3 endometrial,” prostate,”>*® hepatocellular,'”?” gastric,'” oral®® and lung cancers,”
among others. Hence, lost or reduced protein expression might be relevant to tumor
formation and progression.®” Despite the SFN gene localizes in a region frequently
studied for loss of heterozygosis (LOH), according to Ferguson and co-workers
(2000),'® genetic mutations might be late events and not the main mechanism for loss of
gene expression.

The effectiveness of cancer therapy may be closely associated with apoptosis or
mitotic catastrophe. The DNA damage-induced genes such as 7P53 and SFN regulate
cell-cycle arrest and triggers apoptosis following DNA damage. The SFN epigenetic
silencing may result in failure in maintain G2-phase arrest and the cell could not begin
the repair damages mechanism, leading the cell to undergo mitotic catastrophe.*® Thus,
it has been proposed that DNA methylation of SFN gene might become a biomarker for
breast cancer therapy and further help in early detection in cancer.”” On the other hand,
a few reports had shown that disabling of G2/M checkpoint leads the cells to apoptosis
due to increase of genomic instability, raising questions about radiosensitivity of the
tumoral cells.>"?

The aim of the present study was to investigate the clinical relevance of the methylation
status and copy number alterations of the SFN gene in primary breast cancer, especially
in infiltrating ductal subtypes. We also have characterized a panel of breast cancer cell
lines in order to support future studies aiming to investigate the effects of disruption of

the G2/M checkpoint due to the loss of SFN function as well as its underlying

mechanisms.

Results
Combined DNA methylation and copy number analysis of SF/N gene in primary
breast cancer

The present study was aimed to characterize alterations in the DNA methylation and
copy number of the SFN gene in 84 primary breast cancers, including 76 infiltrating
ductal carcinomas (IDCs), 5 infiltrating lobular carcinomas (ILCs), and 3 cases
diagnosed as other subtypes. The mean age at diagnosis was 56.7 = 15.7 years. MSP
(Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction) was used to detect SFN methylation
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after sodium bisulfite treatment. Both methylated and unmethylated alleles were
detected in 67 out of 84 samples (79.8%). Copy number determination by qPCR was
performed in 82 out of 84 tumoral samples and revealed 10 cases of losses and 4 cases
of gains of SFN gene. The combined analysis of DNA methylation and copy number
alterations showed that among the 68 cases disomic at this locus, 16 of them presented
exclusively unmethylated alleles, while methylated alleles were detected in the
remaining 52 tumoral samples. Besides, all cases showing copy number alterations were
also methylated (Table S1; Fig. S1).

Taking in account that the present cohort consists mainly of IDCs, this subgroup of
breast cancer samples was selected for consecutive statistical analysis. No association
was found between SFN copy number alterations and clinical and histopathological
parameters. Table 1 shows the details of pairwise associations between SFN gene
methylation and clinical and histological variables in the group of 76 IDCs (60 cases
showing methylated alleles and 16 samples showing exclusively the amplification of
unmethylated alleles). The distribution of SFN methylation pattern was significantly
associated with metastasis occurrence: among the group of 60 patients with methylated
breast tumoral samples, 3 developed metastasis, whereas among the group of 16 patients
with unmethylated tumors, 6 evolved to metastasis (p = 0.021). Although not
significant, it was also observed a trend of association between tumor size and the SFN
methylation pattern. Interestingly, SFN methylation was associated with a longer
survival compared to the group of patients with unmethylated carcinomas (p = 0.0036)
(Fig. 1). Similar to the findings observed in Kaplan-Meier curve, breast cancer patients
with tumors showing SFN unmethylated pattern were associated to a higher risk of
disease-specific death (HR = 8.246; 95% CI = 1.563-43.501; p = 0.0129) (Table 2).
Univariate analysis also showed that clinical stage (p = 0.0045), lymph node
involvement (p = 0.0189), and metastasis occurrence (p = 0.0003) were prognostic
parameters uncommitted associated with disease-specific survival rates (Table 2).
However, after multivariate analysis, it was detected that metastasis was the only

parameter to correlate significantly with a higher risk of death.

Effect of genetic and epigenetic changes in the expression of SF/N gene in breast
cancer cell lines
Since methylation-dependent transcriptional silencing of SFN could lead to mitotic

catastrophe and sensitize epithelial cells to DNA-damaging agents, we first performed a
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comprehensive analysis in order to evaluate the effect of copy number alterations and
aberrant DNA methylation of SFN in its expression level in a panel of 20 breast
epithelial cells. This panel included 3 normal epithelial breast cells and 17 breast cancer
cell lines. Normal epithelial breast cell lines (184A1, 184B5, and MCFI10A) were
unmethylated and disomic. It was noted that 9 breast cancer cell lines showed genomic
losses at this locus (MDA-MB-361, MCF7, ZR-75-1, ZR-75-30, SK-BR-3, BT-474,
BT-483, MDA-MB-468, and MDA-MB-436) and two others showed genomic gains
(MDA-MB-453 and Hs578T). Aberrant DNA methylation was detected in one luminal
(BT-483) and in one basal (MDA-MB-436) subtype cell lines. In both cell lines, this
epigenetic change was associated to the single copy retained. Further, Hs-578T cell line
exhibited, additionally to gains of copies, both methylated and unmethylated alleles
(Fig. 2).

Based on the above results, 8 breast cancer cell lines were selected to the evaluation of
the effect of SFN genetic and epigenetic alterations in the gene transcriptional levels:
T47D, MCF7, MDA-MB-453, BT-474, BT-483 (luminal subtype), MDA-MB-231,
Hs578T, and MDA-MB-436 (basal subtype cell lines. Molecular subtype and p53 status
was also considered. As expected, SFN copy number dosage and DNA methylation
were inversely correlated with SFN transcript levels (normalized by GAPDH gene
expression). Also, it was observed a synergistic effect of copy loss and DNA
methylation in downregulation of this gene (Fig. 3A).

In order to confirm the effect of SFN gene body methylation in the transcriptional
downregulation, these 8 cell lines were pharmacologically demethylated by treatment
with the DNA methyltransferase inhibitor 5-Aza-2’deoxycytidine (5-Aza-dC). SFN
expression levels were not altered by 5-Aza-dC treatment in unmethylated cells lines
(T47D, MCF7, MDA-MB-453, BT-474, and MDA-MB-231), but the reactivation of the
single allele was evident in BT-483 and MDA-MB-436 cells. Interestingly, a modest
effect was observed in Hs578T cell after 5-Aza-dC treatment (Fig. 3B).

Effect of radiation exposure after treatment with 5-Aza-dC in breast cancer cell
lines

Three breast cancer cell lines were selected for the evaluation of the effect of 5-Aza-dC
on radiosensitivity: two cell lines disomic and unmethylated (T47D and MDA-MB-231)
and one cell line showing concomitant SFN loss and DNA methylation (MDA-MB-
436). As can be seen in Fig. 3C, demethylation induced by 5-Aza-dC treatment resulted
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in differential survival rates as compared to untreated cells (p < 0.0001). There was a
statistically significant difference in survival fraction among luminal versus basal cells.
Interestingly, the effect of DNA demethylation in T47D (luminal subtype) differs from
that observed in MDA-MD-231 and MDA-MB-436, both classified as basal subtype.
While 5-Aza-dC treatment in T47D cells increased survival rates after radiation
exposure, in the other cells this treatment was associated with radiosensitivity.
Compared to untreated cells, the survival fraction after treatment with 5-Aza-dC differs
statistically in T47D (p = 0.0012) and MDA-MD-231 (p = 0.0061); however, in the
MDA-MB-436 it was observed a trend to lower survival rate after this treatment (p =
0.0855). Further, the increase on radiosensitivity in MDA-MB-231 cells was more
evident when compared to MDA-MB-436 (MDA-MB-231+5-Aza-dC versus MDA-
MB-436+5-Aza-dC, p = 0.0971), although not statistically significant. Altogether, these
findings indicate that genetic and epigenetic of SFN could, at least in part, explain this

differences.

Discussion
Reports of clinical significance of deregulation of the SFN gene in prognosis of cancer

patients are scarce and controversial. In the present study, we aimed to investigate
genetic and epigenetic mechanisms associated with loss of SFN gene expression in
sporadic breast cancer samples and their association with clinical and histopathological
parameters as well as with patient outcome. Since point mutations of the SFN gene are
rarely detected in human cancers (approximately 0.1% of all tumoral samples according
data from the Catalogue of Somatic Mutations in Cancer — COSMIC,
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic),”’ this study investigated copy number and DNA
methylation alterations of the SFN gene in a group of 84 breast cancer samples, 90% of
them diagnosed as infiltrating ductal carcinomas (IDCs). After an average follow-up
period of 87.2 months (raging from 6 to 153 months), it was observed that SFN
methylation pattern was associated with prognosis in this subtype of breast cancer
patients.

SEN hypermethylation and consequent loss of expression of the 14-3-3c protein is

14,18-20,32

frequently identified in human cancers,”'” including breast cancer. Epigenetic

silencing of the SFN gene by CpG methylation has been detected in high frequencies in


http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
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breast carcinoma. The first study of Ferguson et al. (2000)'® demonstrated that after
conventional MSP analysis, all six DNA samples of microdissected mammary epithelial
cells obtained from reduction mammoplasty specimens were unmethylated; in contrast,
all 32 samples of DNA from microdissected breast carcinomas were methylated at this
locus. Subsequently, it was demonstrated that SF'N hypermethylation occurs at an early
stage in the progression to invasive disease; although could also be detected in
histologically normal adjacent tumoral tissue.'* The potential of SFN methylation as
diagnostic marker was investigated by quantitative methylation-specific PCR (qMSP)
approach in bisulfite-modified DNA from 66 breast carcinomas, 31 fibroadenomas and
12 normal breast tissues: statistically significant differences for SFN methylation levels
were observed among groups of tissue samples, among other genes (DAPK, CCND2,
RASSFIA, CALCA, APC, HINI, RARB, TIGI, and GSTPI).” Interestingly and
contrarily to previous data,'® the SFN methylation levels found in normal tissue were
higher than those found in breast cancer samples. Since conventional MSP has been
unsuccessful in discriminating cancerous from non-cancerous breast lesions, Jeronimo
et al. (2003)** suggested that qMSP analysis of SFN gene using appropriate cut-off
values could be part of a selected gene panel in order to identify breast malignancy.

In the present study, using a non-quantitative methylation-specific PCR (MSP)
technique, we report high methylation frequencies of SFN gene in sporadic breast
cancer (60/76 IDCs, 4/5 ILCs, as well as in the apocrine, metaplasic and papillary
carcinomas). Even considering that MSP may be prone to detecting low-level of
methylation, and consequently we are not able to differentiate DNA methylation levels
in the group of breast cancer samples classified as methylated, our data showed that
unmethylated SFN gene was associated with poor prognosis in infiltrating ductal
carcinomas: among the group of 60 IDC patients presenting SFN methylated alelles,
only 3 progressed to metastasis, while from 16 IDC cases unmethylated, 6 evolved to
metastasis (p=0.021). Also, patients carrying SF'N unmethylated tumors showed lower
disease-specific survival rates (p=0.0036). However, the clinical relevance of these data
remains to be clarified since it has been previously reported that in breast cancer
patients the medium of serum levels of methylated SFN gene differs between metastatic
patients and healthy control as well as between disease-free and metastatic patients, but
not between health controls and breast cancer free-patients.*

The effect of epigenetic silencing of SFN gene and the altered expression levels of the

protein 14-3-3c in human cancer yet are contradictory. Few studies fall into
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demonstrated the value of SFN as a prognostic or predictive biomarker.”> SFN
downregulation induced by DNA hypermethylation is frequently detected in several

cancer types and its expression levels has been negatively correlated with advanced

213637 intrahepatic

43 44

disease and poor outcome, such as previous reports in ovarian cancer,

40-42
0 neuroblastoma,

cholangiocarcinoma,®® melanoma,” nasopharyngeal carcinoma,
and uterine papillary serous carcinoma.*> On the other hand and similar to our findings
of poor survival and occurrence of metastasis in the group of breast cancer patients with
unmethylated SFNV, in non small cell lung cancer the survival was significantly longer in
the methylated group after a median follow-up period of 9.8 months.*® Increased 14-3-
3o expression levels due to SFN gene hypomethylation was correlated with malignant
progression of endometrial carcinoma.*’ Further, intense immunostaining of 14-3-3c
protein was seen in 8/10 metastatic tumors from ovarian cancer patients while the
primary tumors without metastasis at diagnosis showed moderate immunostaining for
this protein.® These findings suggest that might be a correlation between SFN
methylation patterns and consequent impaired expression with invasive ability and
metastatic potential of the tumor.

14-3-3c is an epithelial cell marker whose expression is induced by DNA damage after
pS3 trans-activation and has been shown to prevent mitotic catastrophe, usually
associated with G2/M arrest.” Thus, 14-3-3¢ expression is reactivated as a result of
cancer therapy, including irradiation and cytotoxic chemotherapy.’® Beyond that, it
possible that epigenetic silencing of SFN gene and the lower 14-3-3¢ levels contributes
to malignant transformation by impairing the G2/M cell cycle checkpoint function, thus
allowing an accumulation of genetic defects meanwhile after chemo/radiotherapy, the
induced DNA damage could lead the cell to death by genomic instability. In
endometrial cancer cell lines, G2/M arrest induced by DNA demethylation treatment
was tightly correlated with inhibition of cell proliferation and cell cycle arrest in G2/M
phase, but not with apoptosis; the antiproliferative effect was correlated with substantial
induction of p21 and 14-3-3c expression.”’ According to these authors, the lack of
apoptotic cell death in the studied endometrial cancer cell lines could be explained by
substantial upregulation of p21, an anti-apoptotic protein.”® On the other hand, it has
been demonstrated that G2/M arrest inhibitors may augment cancer cell death after
exposure to ionizing radiation and DNA-damaging chemotherapeutic agents.”>”* Also,
in breast cancer there is evidence that 14-3-3c upregulation is correlated with drug

resistance.” Although the underlying mechanisms are not still clear, this evidence
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should explain the association of unmethylated SF'N with poor prognosis in the present
study.

In order to add to the current knowledge of the role of SFN gene in human cancer, new
studies are clearly necessary. These studies should be based on in vitro approaches by
using specific SFN gene disruption assays as well as forced overexpression. Thus,
initially we selected a panel of epithelial breast and breast cancer cell lines to
characterize SFN copy number, DNA methylation and mRNA expression. These data
should be useful to future investigators make decisions regarding to what cell line
should be the most adequate for their proposal. Copy number alterations were detected
in 55% of the cell lines investigated while DNA methylation in just 3 of them. These
frequencies contrast to those observed in primary breast cancer samples: high
frequency of DNA methylation changes and just 14 out of 82 breast cancer samples
showing copy number alterations (approximately 12% of losses and 5% of gains). In
general, these data are in accordance to those from COSMIC database. Also, there is no
association between SFN copy number alterations and prognosis of breast cancer
patients. However, loss of SF'N gene cooperates with DNA methylation in downregulate
transcription. As expected, treatment with the DNA methyltransferase inhibitor 5-Aza-
dC leads to gene reactivation in a gene dosage dependent manner. Also, we detected
that treatment with 5-Aza-dC lead to different effects on survival of breast cancer cell
lines: while the treatment enhances the radiosensitivity in basal breast cancer cells
(MDA-MB-231 and MDA-MB-436) the opposite effect was observed in T47D cells
(luminal subtype). Since the treatment induced reactivation of the only SFN methylated
allele of MDA-MB-436, but not altered SF'N expression levels of MDA-MB-231 (which
is disomic and unmethylated), it is probable that the effect observed could be explained
by the primary methylation status of other genes involved in radiotherapy response.
Wang et al. (2013)°° demonstrated that combined 5-Aza-dC treatment and irradiation
induced growth suppression in vitro in MDA-MB-231 cells. It has been previously
reported that 14-3-3 regulation by p53 mediates a chemotherapy response to 5-
fluorouracil in MCF-7 breast cancer cells via Akt inactivation.’’ To these authors,
decreased p53 expression, but not promoter hypermethylation, was responsible for the
downregulation of 14-3-3¢ in MCF-7/5-Fu cells. The data of methylation absence
combined to loss of SFN copies in MCF-7 in our study corroborates this finding.
However, our preliminary data of the combined effect of 5-Aza-dC and irradiation are

p53 independent, since the three cells analyzed have mutations in 7P53 gene. Targeted
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proteomic analysis of 14-3-3c indicated that cancer-specific loss of 14-3-3c6 expression
by epigenetic silencing or p5S3 mutations contribute to cancer formation by multiple
routes,' including genes involved in regulation of cytoskeletal dynamics, polarity,
adhesion, mitogenic signaling, and motility, besides of inhibitory effect on G2/M arrest.
Thus, the different radiosensitizing effects observed in the luminal versus basal cell
lines detected in our preliminary data may be due to the distinct methylation profile of
these cells, similar to that observed in primary breast cancer. Kamalakaran et al.
(2011)°® demonstrated that DNA methylation patterns in luminal breast cancers differ
from non-luminal subtypes and correlates with relapse risk independent of other clinical
variables. In conclusion, our data add evidence that SFN methylation should be
involved in patient outcome and therapy response. Future studies using strategies based
on combined 5-Aza-dC treatment with chemo/radiotherapy in selected breast cancer cell
lines according to SFN methylation pattern, copy number dosage, and p53 status should
identify the pathways controlled by 14-3-3c protein and advance our understanding of

the roles of SFN breast cancer subtypes and their clinical implications.

Materials and Methods
The present study included 84 breast carcinoma samples (76 infiltrating ductal, 5

infiltrating lobular, 1 apocrine ductal, 1 metaplasic, and 1 papillary) obtained from
patients at Amaral Carvalho Hospital, Jat, Sao Paulo, Brazil. The patients were advised
of the procedures and provided written informed consent. The Institutional Research
Ethics Committee approved the study. The patients were accrued consecutively and the
inclusion criteria were no previous histologic diagnosis of breast cancer. The patients
had undergone segmental resection or mastectomy and none of them had received
radiotherapy or chemotherapy before sample collection. Patients were followed
prospectively with a mean follow-up of 87.2 + 35.12 months.

Seventeen breast cancer cell lines were also selected: 11 classified as luminal subtype
(MDA-MB-361, MDA-MB-415, MDA-MB-453, MCF7, MDA-MB-134 1V, ZR-75-1,
ZR-75-30, BT-483, SKBR3, BT-474, and T47D), two Basal-Like A (BT20 and MDA-
MB-468), and four Basal-Like B (MDA-MB-231, Hs 578T, MDA-MB-436, BT-549)
and three non-tumorigenic cell lines 184-A1, 184-B5 and MCF-10A. Breast cancer cell

line cultures were performed at 37°C in a humidified environment containing 5% CO2
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and appropriate medium containing 10% fetal bovine serum as previously described by

Prando et al. (2006).”°

Immunohistochemical analysis

Standard immunohistochemical detection was previously performed, as described by
Caldeira et al., (2006)*° on sections from archival paraffin embedded tissue. Protein
expression was determined using specific antibodies. Positive and negative controls for

each marker were routinely performed during experiments.

DNA extraction
Genomic DNA was prepared from frozen tumor tissues by standard SDS/proteinase K

digestion followed by phenol and chloroform extraction and ethanol precipitation.

Sodium Bisulfite modification and Methylation-Specific Polymerase Chain
Reaction (MSP)
The conversion of DNA by sodium bisulfite was performed as previously described.’®

Modified DNA was used for assessing the methylation status of the SFN gene by PCR

amplification,  using specific ~ primers  pairs  for = methylated [5°-
TGGTAGTTTTTATGAAAGGCGTC- 3 (sense) and 5’-
CCTCTAACCGCCCACCACG-3’(antisense)] and unmethylated sequences [5°-
ATGGTAGTTTTTATGAAAGGTGTT-3" (sense) and 5-

CCCTCTAACCACCCACCACA-3" (antisense)]. The set of primers were selected
based on previous study by Ferguson et al., (2000).'® The amplification reactions were
performed on separate microtubes and were conducted in volume of 25uL, containing
0.25 mM of each primer, 200 mM of each ANTP, 15 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM KCl,
2.5 mM MgCl, and 1U AmpliTaq Gold DNA polymerase (Applied Biosystems). The
PCR conditions were as follows: 1 cycle at 95°C for 5 minutes; 31 cycles at 95°C for 45
seconds; 56°C for 30 seconds and 72°C for 30 seconds, and one cycle at 72°C for 4
minutes. The amplified products were visualized after electrophoresis in 6%

polyacrylamide gel and stained with silver nitrate.®*

SFN Copy Number Determination
Relative SFN copy number dosage was obtained by quantitative real time PCR using the

TagMan® Copy Number Assay Hs01918768 cn (Life Technologies). For each
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reaction, 2ul of genomic DNA (concentration 5ng/ul) were mixed with 0.5uL of the
target sequence probe (containing a pair of primers and TagMan ® probe), 0.5uL of
RNase P gene probe (primers and TagMan ® probe) and 2uL of ultrapure water. A pool
of DNA samples from healthy volunteers was used as calibrator and all samples were
analyzed in triplicates. Cycling conditions were as follows: 10 min at 95°C, then 40
cycles at 95°C for 15 sec and 60°C for 1 min, followed by a final melt curve stage.
Finally, the data were analyzed by qPCR CopyCaller ® Software v2.0 (Life
Technologies).

Cell treatment with 5-Aza-2'-deoxycytidine (5-Aza-dC)

Breast cancer cell lines were seeded at 5 x 10° cells in 25 cm’ culture flask in culture
medium supplemented with 10% fetal bovine serum. After 48h of growth, 1 uM 5-Aza-
2'-deoxycytidine (5-Aza-dC; Sigma) was added, and the cells were incubated for 96h.
Due to its chemical instability, 5-Aza-dC was added to the fresh medium every 24h. A
mock treatment was done with only medium and all experiments were performed in
duplicates. The cells were then allowed to recover for 48 h prior to harvesting. Total
RNA was extracted from the cell lines after the drug treatments and was used for cDNA

synthesis and qRT-PCR analysis.

SFN expression levels

Total RNA was extracted from the untreated and 5-Aza-dC treated cultured breast cell
lines using the RNeasy Mini Kit (Qiagen) and subsequently purified with DNase I
amplification grade (Invitrogen). RNA integrity was assessed by Agilent 2100
Bioanalyzer and RNA nano chips (Agilent Technologies). Total RNA was reverse
transcribed with High Capacity c¢cDNA Reverse Transcription Kit (Applyed
Biossystems). The reaction was primed with random primers in a 20 pL volume,
according to the manufacturer’s instructions. The reverse transcription reaction was
diluted 1:10 with sterile water before addition to the qRT-PCR reaction. The diluted
reverse transcription reaction (2 plL) was used in a 15 pL reaction with 2x QuantiFast
SYBR® Green PCR Kit (Qiagen®) by wusing the SFN-specific primers 5’-
ACTCTTCTTGCAGCTGTTGAGC-3’ (forward) and 5’-
AACGAATTTGGCTACAGCAACA-3’ (reverse), as following conditions: 1 cycle at
95°C for 5 min followed by 35 cycles of two steps: denaturation at 95°C for 10s and
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annealing/extension at 60°C for 30s. The reactions were performed in triplicate in the
StepOne Real-time PCR System (Applied Biosystems), and the results were calculated
using the AACt-method normalized to glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) expression levels (forward 5’-CAGGTGGTCTCCTCTGACTTCAA-3’ and
reverse  5’- TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT-3’. This endogenous control was

experimentally chosen in a previous study of the group.®!

Analysis of the effect of radiation exposure after treatment with 5-Aza-dC

Based on results of SFN methylation and copy number alteration analysis, three cells
lines (MDA-MB-436, MDA-MB-231 and T47D) were selected to a pilot analysis of the
combined effect of 5-Aza-dC and radiation exposure on cell survival. Cells were
maintained in monolayer cultures with the appropriate medium and were irradiated
using 6 MV X-rays from linear accelerator (Clinac 2100C) with a dose rate of 320
cGy/min and 1.5 cm bolus as compensators and then incubated at 37° C and 5% CO,

until survival rate estimation by MTT assay.”

Cell viability determination

Cell viability was determined through tetrazolium dye reduction with formazan
particles. Untreated and treated with 5-aza-dC cell cultures were trypsinized and seeded
into 96-well plates at 5000 cells/well with a complete culture medium. Allowing the
time for cell attach, the plates were irradiated with a dose of 4Gy and then incubated at
37°C. At the indicated times after irradiation (12h, 24h, 48h, and 72h), the culture
medium was removed, and 3-(4,5)-dimethylthiahiazo-(-z-y1)-3,5-di-phenytetrazolium
romide (MTT) dye (5 mg/mL) was added to each well, followed by incubation for a
further 4 hours. The reaction was terminated by the addition of dimethyl sulfoxide
(DMSO), and absorbance was measured at a wavelength of 570nm in a microplate

spectrophotometer Epoch (BioTec™). Experiments were made in triplicates.

Statistical analysis

Clinical and histopathological variables were obtained from patient’s records.
Immunohistochemical analyzes was based on staining intensity of markers (ER, PgR,
HER2, p53 and Ki67) or reduction/absence of immunostaining. These pairwise tests
utilized the following dichotomous variables, which were defined prior to any analysis

on the basis of the staining index defined as absent/reduced expression levels (scores 0,


https://www.google.com.br/search?q=spectrophotometer&es_sm=93&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ei=u4vBU7HvL6jlsATyuYLoBw&ved=0CEgQsAQ
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1, and 2) and positive/maximum staining (score 3) for ER, PgR, and HER2. To p53
protein, the expression level was categorized as negative (scores 0 and 1) or positive
(scores 2 and 3). Survival analysis was performed by non-parametric Kaplan-Meier
method and differences were evaluated by the log-rank test. The duration disease-
specific overall survival was the interval between diagnosis and death. Observation time
was the interval between diagnosis and last contact (death or last follow-up). Data were
censored at the last follow-up for patients with no evidence of recurrence or
progression; due deaths unrelated to breast cancer and for those with loss of follow-up
was considered the date referred to the last follow-up according to the medical record as
the censorship date. As multivariate statistical analysis, Cox model was used to evaluate
the combined effects of clinical and histopathological variables, denoted by the vector z.
We used the stepwise method to find which variables could significantly explain the
risk function A (t, z). The significance level was 5% and statistical tests were performed
using the statistical software package SAS/STAT, version 6.0 (SAS Institute, Inc., Cary,
NC, USA) and GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA).
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Figure 1. Disease-specific survival curve according to SFN methylation status in patients

diagnosed with infiltrating ductal carcinoma (Kaplan-Meyer curve, p=0.0021 determined by
Log-rank test).
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Figure 2. Copy number and DNA methylation analysis of SFN gene in normal, non-tumorigenic breast cell
lines (184A1, 184B5 and MCF 10A), and 17 breast cancer cell lines. (A) Relative copy number dosage:
horizontal red lines indicate the cut-off limits to gains (copy number >2.4) and losses (copy number <1.6). (B)
DNA methylation pattern determined by MSP analysis after bissulfite modification of cell lines distributed
according to molecular subtype; (M) methylated alleles, (U) unmethylated alleles; BT-483, Hs578T and
MDA-MB-436 (bold) showed both methylation and copy number alterations at SFN locus.
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Figure 3 Effect of SFN methylation and copy number dosage on gene expression levels and
impact of demethylation on cell viability after radiation exposure. (A) Relative SFN expression
levels of 8 breast cancer cell lines according to copy number alterations and DNA methylation.
(B) RT-gqPCR confirmed that treatment with 5-Aza-dC leads to re-expression of SFN gene in
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cell viability of combined treatment with the demethylating agent 5-Aza-dC and radiation
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Table 1. Distribution of methylation patterns of SFN gene according to clinical and
histopathological variables, and immunohistochemical markers in 76 infiltrating ductal

carcinomas.
SFN [N(%)] p

Variables N Methylated Unmethylated value

Age (years)
<55 76 26 (34.2) 9(11.9) 0.468
> 55 34 (44.7) 7(9.2)

Clinical stage
1,1IA, IIB 75 50 (66.7) 13 (17.3) 0.711
II1A, 111B 9(12) 3(4)

Tumor size (mm)
<20 74 17 (23) 1(1.3) 0.097
>20 41 (55.4) 15 (20.3)

Histologic grade
LI 76 32 (42.1) 9(11.9) 1
I 28 (36.8) 7(9.2)

Limph node involvement
<4 75 49 (65.3) 11 (14.7) 0.286
>4 10 (13.3) 5(6.7)

Metastasis
Presence 76 339 6(7.9) 0.021
Absence 57 (75) 10 (13.2)

Protein expression levels by immunohistochemical analysis

ER
Negative/Reduced 75 41 (54.7) 10 (13.3) 0.763
Positive 18 (24) 6 (8)

PgR
Negative/Reduced 75 42 (56) 10 (13.3) 0.548
Positive 17 (22.7) 6 (8)

Her-2
Negative/Reduced 75 53 (70.7) 13 (17.3) 1
Positive 7(9.3) 2(2.7)

p53
Negative 71 45 (63.4) 13 (18.3) 0.721
Positive 11 (15.5) 2(2.8)

Ki-67
Low 76 35 (46.0) 11 (14.5) 0.569
High 25 (32.9) 5 (6.6)

P-value obtained by Fisher’s exact test.
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Univariate Multivariate

Variables HR (95% CI) P value HR (95% CI) P value
Age (years)

<55 versus > 55 2738 (0.526 - 14.262) 0.2315 - -
Clinical stage *

I, ITA, 1IB versus I1IA, 11IB 11.803 (2.150 - 64.801) 0.0045 - -
Limph node involvement

<4 versus > 4 7.338 (1.390 - 38.745) 0.0189 - -
Metastasis

Absence versus Presence 23.225 (4.179 - 129.072) 0.0003 23.056 (4.144 - 128.286) 0.0003
Histologic grade

I, II versus 111 1.648 (0.368 - 7.381) 0.5134 - -
ER*

Negative/Reduced versus Positive 2.783 (0.610 - 12.689) 0.1860 - -
PgR*

Negative/Reduced versus Positive 0.715 (0.082 - 6.207) 0.7607 - -
Her-2*

Negative/Reduced versus Positive 1.217 (0.141 - 10.479) 0.8582 - -
Ki-67

Low versus High 0.968 (0216 - 4.342) 0.9665 - -
SFN methylation pattern
Unmethylated versus Methylated 8.246 (1.563 - 43.501) 0.0129 - -

(*) data available for 75/76 cases; (HR) Hazard Ratio; (95% CI) 95% confidence interval; P-
value obtained by Cox Regression (Proportional Hazard Model)
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Supplementary table 1. Clinical and histopathological features, immunohistochemistry and adjuvant treatment data from 84 breast cancer patients.

SFN gene Clinical and histopatological analysis Immunohistochemistry Therapy
Case AZe  lethylation Copy — pnpy Tumor Histologic .. iasis ER PgR Her-2 ps3 Ki-67 RrT cr  Yollow-up (months)
number size grade
Infiltrating Ductal Carcinoma

1 54 + N I >2-5 I - 3 0 Low + + Alive; tumor free (99)
2 56 + G I >2-5 I - - 2 High + - Dead; with cancer (153)
3 51 + N Im >2-5 II - 3 0 Low + + Alive; tumor free (132)
4 49 + L mB >2-5 11 - - 0 High + - Alive; tumor free (131)
5 49 + G Ima >2-5 1T - - 0 High + - Alive; with cancer (131)
8 85 + N 1A 0-2 II - 3 0 Low + - Lost to follow-up (64)
9 36 - N ImA >2-5 1T - - 0 Low + + Dead; other causes (98)
10 70 + N | 0-2 II - 3 0 Low + - Alive; tumor free(100)
11 83 + N IITA 0-2 II - 3 0 0 + - Alive; tumor free (110)
12 51 - N I >2-5 11 - 3 0 Low + +  Dead; with cancer (134)
13 69 - N mA >2-5 111 Pleura 3 0 High + - Dead; with cancer (63)
14 67 - N Im >2-5 11 Bone 3 0 Low + + Lost to follow-up (52)
15 91 + N Inma >2-5 11 - 0 Low + - Lost to follow-up (100)
16 48 + N | 0-2 I - 2 0 Low + - Alive; tumor free (106)
17 78 + N 1IB >2-5 II - 3 0 0 + - Lost to follow up (53)
18 65 + N m >2-5 I - - 0 0 + + Alive; tumor free (100)
19 44 - N m >2-5 II - 1 0 0 + + Alive; tumor free (100)
21 50 + N I 0-2 II - 2 0 High + - Alive; tumor free (131)
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Alive; tumor free (87)
Alive; with cancer (85)
Alive; tumor free (85)
Alive; tumor free (85)
Alive; tumor free (85)
Lost to follow-up (23)
Lost to follow-up (24)
Lost to follow-up (23)
Lost to follow-up (31)
Lost to follow-up (33)

Alive; tumor free (131)
Alive; tumor free (130)
Alive; tumor free (118)
Dead; with cancer (89)
Lost to follow-up (70)

Dead; other causes (na)

Dead; with cancer (39)

Dead; with cancer (18)

TOT
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Supplementary table 2. Characterization of cell lines derived from normal breast epithelium
and breast cancer according to methylation pattern and copy number alterations of SFN gene
and TP53 gene status.

SFN TP53*
Molecular Cell line DNA Copy Protein Mutation mRNA Protein
subtype methylatio number expression expression  expressio
n § * n
Normal
184A1 U D na na na na
184B5 U D + na na na
MCF10A U D ++ na na na
Luminal
T47D U D + mut + ++
MDA-MB-134 U D - wt + +
v
MDA-MB-415 U D + na na na
MDA-MB-361 U L - mut + +
MCF7 U L + wt + ++
ZR-75-1 U L + wt + +
ZR-75-30 U L - wt + +
SKBR3 U L - mut ++ ++
BT-474 U L - mut ++ ++
MDA-MB-453 U G ++ del na +
BT-483 M L - mut + na
Basal
BT-20 U D - mut + ++
BT-549 U D - mut ++ ++
MDA-MB-231 U D + mut ++ ++
MDA-MB-468 U L na mut + ++
Hs578T M/U G - mut ++ ++
MDA-MB-436 M L na mut C +

(*) Data obtained from previous reports: Neve et al. (2006) and Hollestelle ez al. (2010);

(§) Relative copy number dosage was determined by using a pool of peripheral blood
samples from volunteers as reference: (L) copy number <1.6 or loss; (G) copy number
>2.4 or gain; (D) copy number <1.6 and >2.4 or disomic; (M) Methylated allele; (U)
Unmethylated allele; (mut) poin mutation; (wt) wild type; (+) positive expression; (&)

reduced expression levels; (++) high expression levels; (na) data not available.
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As alteracdes no nimero de copias do gene SFN ocorrem em baixa frequéncia
em carcinomas ductais infiltrantes, enquanto a metilagdo deste gene ocorrem em

altas frequéncias em todos os subtipos histologicos.

A metilagdo do gene SFN em carcinomas ductais infiltrantes foi correlacionada
com maior taxa de sobrevida, menor risco de desenvolvimento de metasteses e
de morte por cancer quando comparada com pacientes de carcinomas sem

metilagdo neste locus.

Nas linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios, o nivel de expressao
transcricional correlacionou-se inversamente com a presenga de metilagdo do
DNA e alteragdes no nimero de copias do gene SFN. Esses eventos epigenético

e genético atuam em sinergia na redugao do nivel de expressao.

A desmetilagdo farmacologica pelo tratamento com o inibidor de DNA
metiltransferase 5-Aza-dC restaurou a expressdo do alelo retido nas linhagens
BT-483 ¢ MDA-MB-436; no entanto, na linhagem Hs578T o efeito desse

tratamento foi modesto.

A linhagem celular T47D, classificada pelo padrdao global de expressdao génica
como luminal, difere na sensibilidade aos danos do DNA causado pela radiacao
ionizante, quando comparada as linhagens MDA-MB-231 ¢ MDA-MB-436,

ambas classificadas como do subtipo basal.

O tratamento com 5-Aza-dC aumentou a radiossensibilidade das linhagens
MDA-MB-231 e MDA-MB-436, embora na segunda tenha sido detectada uma
tendéncia a significancia estatistica. Na linhagem T47D, houve um efeito
inverso. Estes dados podem ser, em parte, explicados pelos diferentes niveis de
expressao do gene SFN devido a dele¢do de uma copia na linhagem MDA-MB-
436, além do efeito da desmetilagio e reativacio do conjunto de genes

previamente silenciados epigeneticamente nessas linhagens celulares.



