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RESUMO

Neste estudo foi proposto (1) validar a assinatura genética de metastase previamente
identificada pelo grupo para cinco genes candidatos (POLR1B, IKBKB, TRIP10, PGM5 e
ATM), identificados como centrais em redes bioldgicas e correlacionar os dados de
expressao com os dados clinicos e histopatolégicos das pacientes; (2) confirmar o valor
progndstico do gene ATM e o seu mecanismo de regulacdo pelo miR-203, miR-421, miR-
576-5p, miR-664, miR-26a, miR-26b e miR-18a. Foi utilizada a metodologia de RT-qPCR
em 63 amostras de carcinomas mamarios (CM) e 5 de tecido mamario normal. Foram
observadas correlagdes positivas entre os niveis de expressao dos genes detectados pela
técnica de microarray e RT-qPCR, embora sem significincia estatistica. Nao foram
observadas diferengas significativas na expressdo destes genes nos CM quando
comparados as amostras de mama normais. Nas comparacdes entre os niveis de
expressado e as caracteristicas clinicas e histopatolégicas pode-se observar que os genes
IKBKB, POLR1B e PGM5 apresentaram aumento significativo de expressdo em tumores
ER positivos. Foram observadas diminui¢des significativas dos transcritos de IKBKB,
TRIP10, PGM5 e ATM em tumores HER2 positivos; para os genes PGM5 e ATM houve uma
diminuicdo significativa de expressdao nos tumores grau IIl. A andlise da expressao
proteica do ATM foi realizada por imunoistoquimica em 926 amostras de CM
organizadas em quatro plataformas de microarranjos de tecidos. Foi verificada a
diminuicdo da expressao da proteina ATM nos tumores quando comparados com a
amostra de tecido mamario normal e sua diminuicao estava associada a tumores de alto
grau e metastase a distancia. Pacientes com tumores ATM-negativos apresentaram
diminuicao do tempo de sobrevida livre de doenca e de sobrevida global. Apds a analise
multivariada verificou-se que o ATM é um marcador prognostico independente em CM, e
que a expressdo deste gene estava associada a um menor risco de desenvolvimento de
metastase e morte especifica pela doenca (P<0.001, HR=0.535, e P<0.001, HR=0.534,
respectivamente). A andlise dos miRNAs potencialmente reguladores do gene ATM
mostrou correlacdo negativa entre os niveis dos transcritos do ATM e do miR-664
(P=0.035, r=-0.293) e do miR-421 (P=0.075 e r=-0.249, respectivamente). Foi observada
uma diminuicdo de expressdo de miR-26a e miR-26b e aumento do miR-18a nos

tumores quando comparados aos controles. Foi detectada expressdo diminuida



significativa dos niveis do miR-26a e miR-26b a aumentada do miR-18a nos tumores de
alto grau. Entre os tumores ER-negativos foram detectados niveis mais baixos de miR-
26a e miR-26b e mais altos de miR-18a. Entre os tumores PR-positivos foi verificada a
diminuicdo significativa dos niveis do miR-421, miR-576-5p, miR-664 e miR-18a
enquanto nos tumores HER2-positivos foram detectados um aumento significativo dos
niveis de expressdo do miR-203 e miR-18a. Andlises funcionais e de outros miRNAs
possivelmente reguladores do gene ATM serao uteis para a confirmacao destes achados.
Entre todos os genes testados, o ATM foi o Unico associado a metastase confirmando os

achados prévios.



ABSTRACT

The present study aimed: 1) to validate the genetic signatures of metastasis previously
detected by our group for five candidate genes (POLRI1B, IKBKB, TRIP10, PGM5, and
ATM), identified as central in biological networks, and to correlate the findings with
clinical-histopathological data; 2) to confirm the prognostic value of the ATM gene and
its mechanism of regulation by miR-203, miR-421, miR-576-5p, miR-664, miR-26a, miR-
26b and miR-18a. Sixty-three breast carcinomas (BC) samples and 5 normal breast
tissue samples were evaluated by RT-qPCR. Positive correlations were observed
between the gene expression levels detected by microarray and RT-qPCR, although not
statistically significant. There was no significant difference between BC and normal
samples. Overexpression of IKBKB, POLRIB, and PGM5 genes were significantly
associated with ER positive tumours. Significant downexpression of IKBKB, TRIP10,
PGM5 and ATM transcripts were observed in HER2-positive tumours. PGM5 and ATM
downexpression were statistically associated with grade III tumours. ATM protein
expression was evaluated by immunohistochemistry in 926 BC samples organized into
four tissue microarray platforms. A decreased ATM protein expression was observed in
tumours when compared to normal tissue as well as with high grade tumours and
distant metastasis. Patients with ATM-negative tumours showed a decrease of disease-
free survival and overall survival. After multivariate analysis, ATM revealed to be an
independent prognostic marker in BC and have been associated with lower risk of
metastasis and death by disease (P<0.001, HR=0.535, and P<0.001, HR=0.534,
respectively). A negative correlation between the transcript levels of ATM and the miR-
664 (P=0.035, r=-0.293), and miR-421 (P=0.075 e r=-0.249, respectively) was verified.
The miR-26a and miR-26b downexpression and miR-18a overexpression were
significantly detected in tumours in the comparison with normal samples. It was also
detected a significant downexpression of both miR-26a and miR-26b and an
overexpression of miR-18a in high-grade tumours. Downexpression of miR-26a and
miR-26b and overexpression of miR-18a were verified in ER-negative tumours. In PR-
positive tumours was observed a significant downexpression of miR-421, miR-576-5p,
miR-664 and miR-18a, whereas in HER2-positive tumours was detected a significant

overexpression of miR-203 and miR-18a levels. Functional analysis and investigation of



other putative microRNAs ATM-regulators will be useful to confirm these findings.
Among all genes evaluated, only ATM confirmed the previous results and its association

with metastasis.



SUMARIO

CaAPIBUIO I et 14
ReViSA0 BIDlIOGIAfiCa. ..o sssessens 14
O] 0 or= AT VOO 32
(0] 1=3 0 440 F TR 33
1LY U= =T 1Y =] o 7o (o T 34
R 011 = 16 (0 13T 44
Referéncias BibliografiCas......coecerrenereseresesesesesesesessessessessessessessessessessesssssessssnes 72

(00153 1011 U0 0 SO SS 82

ADSETACE ottt 83
oL oo 10 Uot (o) o HEUT TP 84
Patients and Methods.......oee et sssssnes 85
RESUILES e 88
|01 7] () o 89
ACKNOWIEAZEIMENTS. ..o s s s s s s s s s s snsnes 92
] (S 1= (o PP 93
172 o] U= 96
TADLE 2 R 98
TADLE 3 e 101
FIGUIE 1 s 102
FIGUIE 2 s 103
FIGUIE 3 s 104
Supplemental Table 1 ... s 105
Supplemental Table 2 ... s 106
Supplemental Table 3 ... aneaes 107
SUpplemental TabLe 4 ...t snees 109

CONCIUSAD . s 110

ADNEXO e —————————— 112

APIrovacao dO COMItE de EHICAuuuuuuuuuummumummmmmmmmmmmmmmmmsssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseseees 112






14

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O cancer de mama é o mais comum entre mulheres é o segundo tipo mais comum
no mundo, com aproximadamente 1,4 milhdes de casos novos por ano. O nimero de
casos novos estimados para o Brasil no ano de 2012 é de 52.680, com um risco estimado
de 52 casos a cada 100 mil mulheres. Em particular na Regido Sudeste, o carcinoma
mamario é o mais incidente entre as mulheres, com um risco estimado de 69 casos
novos por 100 mil. A sobrevida média apds cinco anos é de 85% na populagdo mundial e
de 60% nos paises em desenvolvimento (INCA, 2012).

O carcinoma de mama invasivo é uma doenca heterogénea na sua apresentagdo,
classificacao patoldgica e curso clinico. A maioria dos tumores é derivada do epitélio
ductal mamario, sendo o carcinoma ductal infiltrante o tipo histolégico mais comum,
compreendendo aproximadamente 75% dos canceres invasivos (Yerushalmi et al,
2009). Os carcinomas lobulares ocorrem em 5-15% das pacientes, com uma maior
freqiiéncia em mulheres mais velhas. Apesar destes tumores estarem associados a um
fenotipo bioldgico menos agressivo, a recorréncia e a sobrevivéncia sdo muito similares
aquelas das pacientes com carcinoma ductal infiltrante (Arpino et al., 2004, Yerushalmi
et al,, 2009). Existem ainda 16 subtipos de carcinomas epiteliais mais raros, como o
carcinoma apdcrino, cribiforme, micropapilar, entre outros (Yerushalmi et al., 2009). A
diversidade no aspecto clinico do cancer de mama é indubitavelmente relacionada as
diferengas nas taxas de crescimento do tumor, invasdo tumoral, potencial metastatico e
outros sinais complexos de crescimento celular e sobrevivéncia (Chang et al., 2005).

Estd bem estabelecido que alguns aspectos da heterogeneidade do cancer de
mama estdo relacionados a diferentes fatores de risco associados a doenga. A idade é um
fator importante, sendo que a taxa de incidéncia dos tumores de mama é maior
conforme o aumento da idade, onde a maioria dos tumores invasivos de mama é
observada em mulheres acima de 55 anos. Embora presentes em uma minoria dos casos,
os carcinomas de mama em mulheres jovens (11% em mulheres com idade inferior a 35
anos) costumam apresentar caracteristicas mais agressivas, sendo questionada a
possibilidade desta ser uma doenga diferente, com um distinto processo de
tumorigénese (Pollan, 2010). Outros fatores também descritos associados ao aumento
do risco de desenvolver cancer de mama sdo: mulheres com histérico da doencga, com

parentes proximos que ja tiveram a doenga, que apresentam tecido mamario denso e
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com maior numero de ciclos menstruais (associada a menarca precoce e/ou menopausa
tardia). Outros fatores de risco associados ao estilo de vida sdo relatados, tais como:
exposicao cumulativa a estrdgenos e/ou progesterona no epitélio mamario
(nuliparidade ou primeiro filho ap6s os 30 anos de idade, uso de contraceptivos orais e
terapia de reposicdo hormonal); consumo de alcool; sobrepeso ou obesidade e
sedentarismo. Além disso, um importante fator de risco esta associado a presenca de
genes de predisposicao/suscetibilidade, como BRCA1 e BRCAZ2; ATM (Ataxia
Telangiectasia), TP53 (sindrome de Li-Fraumeni); CHEKZ; PTEN (sindrome de Cowden);
STK11 (sindrome de Peutz-Jeghers), CDH1, CASP8, CTLA4, NBN, CYP19A1, TERT e XRCC3
(American Cancer Society, 2011; Zhang et al., 2011).

O conhecimento atual sugere que a progressao do cancer se da por uma complexa
série de eventos genéticos que levam a vias divergentes e distintas culminando no tumor
invasivo, incluindo os mecanismos de manutencao da sinalizacdo da proliferagdao das
células tumorais, evasio dos mecanismos supressores de crescimento e da destruicdo
das células tumorais pelo sistema imune, permitindo a imortalidade replicativa,
inflamacdo promovida pelo tumor, ativacio dos mecanismos de invasdo e metastase,
inducdo da angiogénese, instabilidade genémica e mutacao, resisténcia a morte celular e
desregulacdo energética celular (Hanahan & Weinberg, 2011).

Buscando compreender o mecanismo de desenvolvimento de metastase para
auxiliar na conduta terapéutica das pacientes, foram sugeridos alguns modelos
principais da patogénese do tumor. No primeiro modelo, proposto por Halsted (1907), o
cancer de mama é uma doenga inicialmente localizada, que na sua progressao se espalha
para os linfonodos e a seguir se dissemina por via hematogénica. O segundo modelo,
proposto inicialmente por Shapiro e Fugmann (1957), pressupde que o cancer de mama
é predominantemente uma doenca sistémica ja no inicio da carcinogénese. As células
tumorais ainda em estagios iniciais seriam capazes de cair na corrente sanguinea, sendo
algumas destruidas pelas células do sistema imune, mas uma pequena parte se
estabeleceria como micrometastases em sitios distantes. Este modelo tem sido o
utilizado como a base para a aplicacdo de terapias sistémicas, que visam eliminar as
micrometastases (revisado em Comen et al., 2011). Diferentemente destes modelos em
que a progressao da doenga ocorre exclusivamente de uma maneira unidirecional, foi
sugerido por Kim et al. (2009) um modelo de progressdo multidirecional, validado

experimentalmente em tumores de mama de camundongos. Neste modelo, as células
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tumorais podem seguir diferentes caminhos apds atingir a circulacdo: voltar ao tumor
de origem, atingir um segundo 6rgao ou ainda, apds atingir este orgdo, retornar ao
tumor de origem. Por esse modelo poderia ser explicada a associacdo do tamanho
tumoral, do processo de anaplasia nos tumores e da hipervascularizacao associados a
um pior progndstico, e também o desenvolvimento de recorréncia local (Kim et al,
2009).

Inimeros estudos de analise de expressdo génica em larga escala em carcinomas
mamarios (Perou et al., 2000; Sorlie et al.,, 2001; van’t Veer et al., 2002; Sotiriou et al,,
2006) vém sendo realizados com o objetivo de compreender melhor a complexa
interacdo de genes e vias envolvidas em sua progressao (revisado em Reis-Filho &
Pusztai, 2011). Dentre os objetivos destes estudos estd a identificacido de marcadores
tumorais que possam auxiliar na detec¢ao precoce do cancer, nos tumores com potencial
mais agressivo, no monitoramento da progressdo da doenca e na determinacao da

resposta a terapia.

Marcadores tumorais

Os poucos marcadores utilizados na pratica clinica, embora contribuam na
conduta clinica das pacientes, ndo sdo capazes de predizer corretamente a evolucao da
doenca como a sobrevida total ou livre da doenca na auséncia de tratamento (fatores
progndsticos) ou a resposta a terapia (fatores preditivos).

Os principais marcadores prognosticos utilizados atualmente incluem: tamanho
do tumor, presenca de metastase nos linfonodos e o grau histologico. Entre os principais
marcadores preditivos estao: o receptor de estrégeno (ER) e o receptor de progesterona
(PR), os quais, quando positivos, podem predizer uma melhor resposta da paciente ao
tratamento com hormonioterapia; e o receptor do tipo 2 do fator de crescimento
epidermal (HER2), igualmente ao receptores ER e PR, podendo predizer uma melhor
resposta ao tratamento com o anticorpo monoclonal trastuzumabe (revisado em Reis-
Filho & Pusztai, 2011).

O status dos linfonodos axilares bem como o tamanho do tumor, ou seja, estadio
da doenga, tem sido considerados como os marcadores progndstico informativos
(Espinosa et al., 2011). Contudo, este ndo é um indicador totalmente preciso, pois
aproximadamente 25% das pacientes linfonodo-negativas possuem micrometastases e

desenvolvem recorréncia, e cerca de 50% das pacientes linfonodo-positivas nao



17

apresentam recorréncia mesmo sem tratamento adjuvante e apoOs varios anos de
seguimento (Duffy, 2005). Além disso, relatos mais recentes mostram a complexidade
associada ao processo metastatico do carcinoma de mama. Alguns tumores de tamanhos
pequenos podem apresentar metastase em linfonodos e pior prognéstico, sugerindo que
pode haver um potencial metastatico logo no inicio da formag¢do do tumor, e por este
motivo, apresentam um comportamento altamente agressivo e maior risco de
disseminag¢do da doenca (Comen et al., 2011; Wo et al,, 2011).

A proliferagdo estimulada pelo estrégeno, tanto das células tumorais quanto das
normais, depende da expressdo da proteina ER. A detec¢do da expressdo protéica por
imunoistoquimica (IHQ) dos receptores hormonais esteroidais ER e PR é usada na rotina
clinica como fatores prognosticos e preditivos, definindo a resposta ao tratamento do
cancer de mama com hormonioterapia (HT). Pacientes com no minimo 1% de expressao
da proteina ER (IHQ) apresentam melhora na sobrevida livre de doenga com o uso dos
HT, sendo que a sobrevida é maior em casos com niveis de expressio mais elevados
(Harvey et al., 1999).

A amplificacdo do gene HER-2 com consequente aumento de expressao destes
receptores na superficie da célula tumoral ocorre em aproximadamente 20% dos
carcinomas mamarios e esta relacionada a pior prognoéstico (Rakha & Ellis, 2009). A
expressao aumentada de HER-2 é também um fator preditivo ao tratamento com o
anticorpo monoclonal humanizado trastuzumabe, que se liga a por¢do extracelular da
proteina HER-2 e impede a transdugdo de sinal, aumentando a sobrevida livre de doenga
e sobrevida global das pacientes tanto na doenca metastatica quanto na localizada
(Benson et al., 2009). A indicacao terapéutica é feita para pacientes com aumento da
expressao protéica de HER-2 detectada por IHQ ou pela identificagdo da amplificagdo
génica (detectada pela metodologia de FISH - Hibridacdo in situ por Fluorescéncia, ou
CISH - Hibridacao in situ Cromogénica) (Rosa et al., 2009).

Em um recente estudo, nosso grupo demonstrou que os carcinomas de mama
HER-2 negativos apresentaram uma associacdo entre os niveis reduzidos TGF-BRII e um
pior prognoéstico nestas pacientes (Paiva et al, 2010). Foi verificada a expressao
diminuida dos transcritos TGF-B1 e TGF-BRII em CM. A anadlise proteica em uma grande
série de casos revelou que TGF-B1 e TGF- BRIl negativos estavam associados ao
desenvolvimento de metastases a distancia (P = 0.003 e P = 0.029, respectivamente). A

analise multivariada revelou que tumores TGF-B1l-positivos estavam associados ao
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aumento da sobrevida livre da doenga [hazard ratio (HR) = 0.489, P = 0.003]. A
positividade de TGF-BRII revelou ser um marcador prognoéstico independente para a
sobrevida livre da doenga (HR = 0.439, P = 0.001) e sobrevida global (HR = 0.409, P =
0.003) em casos HER2 negativos A auséncia das proteinas TGF-B1 e TGF-BRII estava
significativamente associada ao desenvolvimento de metastases. Assim, novos
marcadores moleculares progndésticos tem sido propostos em canceres de mama, como a
andlise do TGFBRII em casos HER-2 negativos.

Os tumores ER, PR e HER-2 negativos, conhecidos como triplo-negativos,
apresentam comportamento agressivo e pior progndstico. Como estas pacientes nao sao
beneficiadas pelas terapias existentes sdo indicadas ao tratamento quimioterapico
sistémico (Rakha & Ellis, 2009; Morrow & Hortobagyi, 2009).

Perou et al. (2000) e Sorlie et al. (2001; 2003), demonstraram que os carcinomas
mamarios poderiam ser classificados em subtipos especificos baseados na similaridade
ou diferenca de seus perfis de expressdo. Os autores realizaram uma andlise de
clusterizagdo hierarquica e classificaram os tumores em quatro grupos principais: os
tumores do subtipo luminal, que apresentam expressdao elevada do receptor de
estrogeno e mostram perfis de expressdo similares as células luminais da glandula
mamadria normal; os tumores do subtipo basaldide, que tém expressdo negativa dos
receptores hormonais e expressam genes geralmente detectados em células do epitélio
basal/mioepitelial; os tumores HER-2, que apresentam expressdo elevada deste gene
com concomitante amplificacao génica; e os tecidos denominados de “normal-like”, que
durante a andlise de clusterizacdo ficaram agrupados com amostras de fibroadenoma e
mama normal. A sobrevida das pacientes com tumores que apresentam uma alta
expressao de genes regulados pelo estrégeno foi significativamente maior em relacdo as
pacientes com tumores que expressavam baixos niveis de genes regulados pelo
estrogeno ou que expressam o gene HER-2 (Sorlie et al, 2001). Estes autores
expandiram a série de tumores avaliados e mostraram que o subtipo luminal poderia
ainda ser subdividido em trés grupos: luminal A, B e C. Tem sido observado que os
tumores do tipo basaléide apresentam as mais elevadas taxas de proliferacdo e uma pior
evolugdo clinica (Sorlie et al., 2001, 2003). Os tumores do tipo luminal, A e B, podem
ainda ser discriminados pelo indice de proliferacdo Ki67 baixo ou alto, respectivamente

(Thompson et al., 2011).
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O tumor basal-like é um subtipo particularmente agressivo definido
molecularmente por um conjunto de genes expressos pelas células epiteliais da camada
basal ou externa da glandula mamaria adulta. Estes tumores sdo prevalentes em
mulheres jovens e muitas vezes apresentam recorréncia rapidamente. A maioria dos
tumores basal-like é negativa para os receptores ER, PR e HER2, também denominados
triplo-negativos, e por isso as opg¢des terapéuticas para as portadoras deste subtipo de
tumor sdo limitadas. Embora os termos basal-like e triplo-negativos sejam
frequentemente usados como sindénimos, ha diferenca entre eles. O termo basal-like é
definido pela expressao génica de tumores que sdo na maioria ER, PR e HER-2 negativos
e positivos para as citoqueratinas 5/6 (CK5 e CK6) e para o receptor do fator de
crescimento epitelial EGFR. Além disso, os tumores triplo-negativos sao
histologicamente heterogéneos, podendo incluir os carcinomas ductais invasivos (basal-
like e canceres ndo-basal-like) e outros subtipos, como medular, escamoso, e apocrino
(para revisao, Carey et al.,, 2010)

Os subtipos basal-like e HER-2 tém sido relacionados com a diminuicdo da
sobrevida em pacientes tratados com cirurgia e radioterapia (Perou et al., 2000; Chin et
al., 2006). Entre os canceres de mama esporadicos, o fenétipo basal-like corresponde a
10 a 20% dos tumores invasivos, ao passo que entre os tumores hereditarios com
mutacao no gene BRCAI1, este subtipo representa aproximadamente 90% dos casos
(Joosse etal,, 2011).

Recentemente, foi identificado um diferente subtipo de CM denominado “Claudin-
low”, que tem como caracteristica a expressdo diminuida ou ausente de genes de adesao
celular, como por exemplo, Claudinas 3, 4 e 7 e E-caderina (Perou, 2010). Marcadores de
superficie celular de células luminais diferenciadas, como EpCAM e MUC1 também
possuem baixa ou nenhuma expressao nesse subtipo tumoral. Os tumores Claudin-low
tém caracteristicas de células-tronco mamadrias (CD44+/CD24-/baixa e ALDH1A1+),
aumento de expressao de marcadores caracteristicos da transi¢do epitélio-mesénquima
(TEM) e de genes de resposta imunoldgica. Clinicamente a maioria dos tumores Claudin-
low é do tipo ductal invasivo triplo-negativo (ER-, PR- e HER2-). Dados preliminares
indicam que estes tumores apresentam uma taxa de resposta intermedidria a terapia
neoadjuvante em comparacgdo com os tumores luminais ou basal-like (Prat et al., 2010).

Sendo assim, os estudos moleculares em tumores de mama esporadicos,

realizados ha mais de 20 anos, tem confirmado o carater heterogéneo do CM no que se
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refere as alteragdes moleculares, composicao celular e resultados clinicos (Joosse et al.,
2011). Muitas vezes esta grande heterogeneidade é constatada mesmo entre os
pacientes com caracteristicas clinicas e patoldgicas semelhantes (Wang et al., 2011).
Portanto, o diagndstico precoce e o tratamento individualizado das pacientes com CM é
ainda um desafio a ser vencido.

Em resumo, o ER e o HER-2 se tornaram os protétipos de marcadores preditivos
na oncologia clinica, sendo capazes de modificar a conduta terapéutica, porém incapazes
de predizer a evolucdo da totalidade das pacientes, identificando quais pacientes
desenvolverdo metastases e quais possuem um baixo risco de evolu¢do da doenca. Desse
modo, atualmente a maioria das pacientes é rotineiramente tratada com quimioterapia
adjuvante ou terapia hormonal para reduzir o risco de metastases a distancia. O
tratamento adjuvante, tanto com o uso de quimioterapicos anti-neoplasicos quanto com
hormonioterapicos, acarreta um risco de complica¢des agudas, sub-agudas e cronicas,
que apesar de pequeno, ndo pode ser desprezado (Shapiro & Recht, 2001; Morrow &
Hortobagyi, 2009). Neste sentido, a busca de outros marcadores tumorais, tanto
prognoésticos quanto preditivos, é necessaria, de maneira que se possa predizer a

evolucdo clinica de um nimero maior de pacientes e evitar tratamentos desnecessarios.

Assinaturas genéticas no cancer de mama.

O uso de metodologias baseadas em microarrays permite a identificacao de
assinaturas genéticas do cancer de mama, definidas como um grupo de genes que pode
auxiliar na discriminagdo de subtipos tumorais, e estas, além de serem capazes de
aperfeicoar os marcadores prognosticos e preditivos utilizados atualmente na rotina
clinica, possuem resultados mais reprodutiveis e confiaveis (revisado em Paik, 2011).

Considerando a complexidade e a heterogeneidade clinica do cancer de mama,
parece inevitavel que marcadores moleculares unicos sejam substituidos pelas
assinaturas de perfis genéticos. Até o presente, cinco testes progndsticos tém sido
utilizados para aplicacdo clinica nos EUA: MammaPrint, Veridex 76-gene, MapQuant DX,
Oncotype DX e Breast Cancer Index (HoxB13:IL17BR/MGI). O dnico teste progndstico
com aprovac¢do do FDA (US Food and Drug Administration) atualmente é o MammaPrint
(revisado em Reis-Filho & Pusztai, 2011).

O teste MammaPrint, também conhecido como perfil de Amsterdam é composto

por 70 genes e foi descrito por van't Veer et al. (2002). Neste estudo foram identificados
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70 genes de um total de 25000 avaliados por microarrays de expressdo, os quais
diferenciavam tumores classificados como de bom prognoéstico daqueles com pior
progndstico numa analise de 78 pacientes com cancer esporadico com idades <55 anos,
com linfonodos negativos, 34 destas pacientes apresentavam metastase e 44
apresentavam bom prognéstico durante o acompanhamento de 5 anos. Esta assinatura
foi posteriormente validada por outros estudos, como Van de Vijver et al. (2002) em 295
amostras de carcinomas mamarios; Buyse et al. (2006) com 307 amostras de
carcinomas mamarios de pacientes sem metastase em linfonodo; Mook et al. (2009),
com 292 amostras de pacientes com metastase em linfonodo; entre outros. Estes relatos
confirmaram o poder de predicdo da evolugdo clinica das pacientes utilizando esta
assinatura.

A assinatura de 76 genes (Veridex 76-gene) foi desenvolvida por Wang et al.
(2005) em 115 amostras de carcinomas mamarios, na qual foram analisadas
separadamente as de acordo com a expressdo do receptor de estréogeno (ER). Nas
pacientes ER positivas foi possivel a identificacdo de 60 genes com capacidade de
predicdo do desenvolvimento de metastase dentro de 5 anos, e 16 genes com a mesma
capacidade nas pacientes que eram ER- negativas. Neste mesmo estudo de Wang et al.
(2005), esta assinatura foi posteriormente aplicada em 171 amostras de pacientes que
ndo apresentavam metastase em linfonodos, confirmando seu forte poder de predicao
para o desenvolvimento de metastase (revisado em Reis-Filho & Pusztai, 2011). Foekens
et al. (2006) e Desmedt et al. (2007) validaram estes achados em 180 e 198 amostras,
respectivamente, em casos que nao apresentavam comprometimento linfonodal.

A assinatura dos 97 genes (comercializada como MapQuant DX), desenvolvida
por Sotiriou et al. (2006) em amostras de tecido a fresco congeladas de carcinomas
mamarios, foi capaz de, além de diferenciar os tumores de grau histolégico 1 e 3,
categorizar os tumores de grau histolégico 2 em alto ou baixo risco de recorréncia,
auxiliando os oncologistas na melhor conduta clinica das pacientes.

O teste Oncotype DX foi desenvolvido por Paik et al. (2004) e envolveu multiplos
passos de andlise para ao final definir uma lista de 16 genes (incluindo os genes ER, PR,
HER2 e KI67) e cinco controles endégenos para avaliacao por RT-qPCR. O estudo foi
baseado em uma andlise de 668 amostras tumorais de pacientes linfonodo-negativas,
ER-positivas e tratadas com tamoxifeno. Os niveis de expressao destes genes foram

entdo avaliados por um algoritmo que definiu um escore para cada tumor em baixo,
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intermediario e alto risco de metastase a distancia. Estes escores se associaram
significativamente com sobrevida livre de doenca e sobrevida global. Em um estudo
realizado por Baehner et al. (2010) com 568 amostras de carcinomas mamarios de
pacientes sem acometimento linfonodal e sem tratamento com quimioterapia, foi
observada uma concordancia de 97% para as andlises de expressdao do HER-2 entre a
utilizacdo da técnica de FISH e a de RT-qPCR (teste Oncotype DX). Contrariamente,
Dabbs et al. (2011) em 843 amostras de tumores de mama provenientes de trés
hospitais, demonstraram que a taxa de resultados falso-negativos para a expressao do
HERZ utilizando o teste Oncotype ultrapassava 50%, questionando o uso exclusivo deste
teste para auxiliar os oncologistas a definir a melhor conduta terapéutica para as
pacientes.

O quinto teste refere-se a predicao de resposta ao tamoxifeno, chamado Theros
ou H/I (razdo da expressao de HOXB13:IL17BR ou indice de grau molecular). Este ensaio
foi desenvolvido inicialmente avaliando 60 casos demonstrando que a razao H/I
(detectada por RT-qPCR) era capaz de predizer o risco de metastase nas pacientes
tratadas com tamoxifeno (Ma et al., 2004).

Outras assinaturas com propostas de aplicacdo prognoéstica tém sido relatadas,
como: de células-tronco (Liu et al., 2007; Shipitsin et al., 2007), de fibroblastos (Chang et
al, 2004; West et al., 2005), de hipoxia (Chi et al., 2006; Winter et al., 2007; Hu et al,,
2008; Lancashire et al., 2010) e de supressores tumorais (Miller et al, 2005; Troester et
al,, 2006; Saal et al,, 2007; Takahasi et al., 2008), entre outras (revisado em Weigelt et al.,
2010).

Embora estes testes prognosticos estejam propiciando informag¢des importantes
quanto ao risco de recorréncia e morte, o valor destes genes como marcadores
preditivos estdo sob investigacdo, e, portanto, ainda ndo esta bem estabelecido (revisado
em Espinosa et al., 2011; Paik, 2011).

Além disso, antes dos perfis de expressdao serem utilizados na pratica clinica,
varias questdes precisam ser resolvidas. A analise de microarrays de expressdo para
classificar os canceres de mama quanto a predicdo de resposta clinica e resposta a
terapia sistémica é uma ferramenta relativamente nova e por isso ainda precisa ser mais
bem investigada. Os dados atuais em analises de expressao génica demonstram o poder
de estratificagdo das pacientes, mas ainda os subgrupos sdo extremamente

heterogéneos. Portanto, ha a necessidade de delineamento de estratégias de
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investigacdo que subdividam as pacientes em subgrupos mais homogéneos com relagdo
a caracteristicas clinicas. Em adicao, considerando os principais fatores de risco como
dieta, estilo de vida e caracteristicas genéticas populacionais, a analise de perfis de
expressao em pacientes brasileiras estratificadas utilizando parametros clinicos e
histopatologicos homogéneos pode contribuir para o reconhecimento de biomarcadores
que associe caracteristicas bioldgicas intrinsecas com protocolos terapéuticos. Nas
pacientes que necessitam de tratamento sistémico, novos alvos terapéuticos devem ser
desenvolvidos baseados nos padrdes de expressdo que individualizardo a terapia tumor-

especifica e potencialmente menos toxica.

Assinatura genética de metastase em cincer de mama de pacientes
brasileiras

Em um estudo anterior do nosso grupo (CNPq, processo n2: 401196/2005-6,
processo FAPESP n2: 2007/52632-0) foi avaliada a assinatura genética de tumores de
mama de pacientes brasileiras com critérios bem definidos quanto aos marcadores
prognosticos e preditivos utilizados na pratica clinica (status de ER, PR, HER-2,
expressdo do gene marcador de proliferacdo celular Ki-67 e evidéncia de metastase).
Uma das estratégias do estudo envolveu a comparacao dos perfis de expressdo génica
dos carcinomas ductais invasivos de pacientes que apresentavam caracteristicas de bom
progndstico (n=15) que ndo mostraram recidiva clinica durante o seguimento minimo 7
anos, e de pacientes que desenvolveram metastase independente dos marcadores
progndsticos (n=9). Para isso foi utilizada a plataforma de oligoarrays (Human Genome
CodeLink bioarrays) contendo 57000 transcritos e ESTs (Expressed Sequence Tags),
incluindo 45000 genes humanos bem caracterizados.

Apoés andlises de bioinformatica, foram identificados 200 genes que separaram
corretamente as pacientes de bom prognoéstico daquelas que desenvolveram metastase
independente dos marcadores progndsticos (Figura 1A). Estes 200 genes foram
avaliados em redes bioldgicas e se mostraram relacionados com a regulagdo do ciclo
celular, regulacao da atividade de proteina-quinase, regulagdo da transcricdo, replicacdo
do DNA, “checkpoints” da integridade do DNA, manuteng¢do da estrutura da cromatina,
regulacdo da proliferacdo celular e adesao celular.

O gene ATM (ataxia telangiectasia mutated), também detectado como

diferencialmente expresso e relevante na analise de redes biolédgicas foi avaliado para
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expressao protéica por IHQ (imunoistoquimica) em tumores mamarios de um grupo
independente de pacientes com seguimento clinico em longo prazo. Uma analise
preliminar indicou que a auséncia de expressdo da proteina ATM estava associada a
diminuicdo da sobrevida livre de doenca e da sobrevida global. Adicionalmente, as
andlises de sobrevida livre de doenga e sobrevida global em pacientes estratificadas de
acordo com o status de ATM mostraram que no subgrupo de pacientes ATM-positivas, a
radioterapia teve um efeito protetor e aumentou o tempo de sobrevida livre de doenca e
de sobrevida global, porém no subgrupo ATM-negativo as terapias adjuvantes
(quimioterapia e HT) ndo mostraram efeito nas sobrevidas. Estes dados sugeriram que o
ATM era marcador progndstico e potencialmente preditivo em pacientes com
carcinomas mamarios.

Analises de bioinformatica robustas realizadas a partir da lista de 200 genes
diferencialmente expressos revelaram 58 genes, que mostraram maior poder de
discriminacdo entre os grupos avaliados (Figura 1B). Para investigar se havia interagao
destes genes entre si ou entre vias metabdlicas especificas foi realizada andlise de redes
bioldgicas pelos softwares Biocarta, Patika web, T1Dbase e Pathway commons (Figura
2). Dentre os genes centrais das vias, foi identificado um subgrupo de genes com alta
conectividade entre eles: BAD, SUPT16H, PPM1D, TNKSZ2, PAXIP1, PHB, IKBKB, POLR1B,
TRIP10, PGM5, EIF3S1 e CDCé.

Alguns genes desta lista ja foram avaliados por RT-qPCR e validaram a assinatura
genética de metastase obtida no estudo prévio. Porém, a continuidade deste estudo para
validar os outros genes candidatos bem como avaliar os mecanismos envolvidos na
desregulacdo destes genes é necessdria para agregar conhecimento na carcinogénese

mamaria, e em ultima instancia, traduzir este conhecimento para a pratica clinica.
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A. 200 genes

B. 58 genes

Metastasis

Figura 1. Assinaturas de expressdo génica associada a metastase. A. Clusterizagdo hierarquica
de 200 genes diferencialmente expressos entre amostras tumorais de pacientes com metastase
(n=9, circulos cheios) e pacientes sem recorréncia clinica no periodo de 7 anos de seguimento
clinico (n-15). B. Cinqiienta e oito genes e transcritos parciais diferencialmente expressos entre
tumorais de pacientes com metastase (circulos cheios) e pacientes sem recorréncia clinica

(circulos vazios) identificados pela andlise leave-one-out.

-

Figura 2. Andlise de redes biolégicas mostrando alguns dos genes com resultados significantes
na analise preliminar dos 200 genes que divergiam entre as pacientes consideradas de bom

prognostico e as pacientes que desenvolveram de metastase.
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Genes candidatos detectados na assinatura de metastase

Cinco genes em particular que se mostraram relevantes na assinatura de
metastases foram selecionados para o presente estudo, sendo eles: os genes IKBKB,
TRIP10, POLR1B, PGM5 e ATM.

O gene IKBKB (inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase
beta) (aliases: IKK2, IKKB, NFKBIKB, FL]40509, IKK-beta, MGC131801) esta mapeado em
8p11.2 e codifica uma proteina participante do complexo IKK, que é composto por IKKa,
IKK, IKKy e IKAP. A proteina IKBKB participa da via de ativa¢do do fator de transcricdo
NF-kB (Nuclear factor-kB), associado com a resposta inflamatdria e com a carcinogénese
(Inoue et al.,, 2007). Na maioria das células, os dimeros de NF-kB sdo sequestrados no
citoplasma pelas proteinas IkB. Existem duas vias de ativacao de NF-kB, via classica e
alternativa. Na via classica, a fosforilacdo do IkB nos residuos de serina pelo IkkB libera
o NK-kB do IkB, marcando o IkB para degrada¢do via ubiquitinizacdo e ativando e
liberando o NF-kB para translocar para o ntcleo e ativar os genes alvo. A via alternativa
é dependente de Ikka, porém independente de IkkB e Ikky (Inoue et al., 2007). Além
disso, a fosforilagdo do IKKf3 é essencial para a ativacdo do IKK pelo TNF-a e IL-1. Devido
a sua importancia na regulacdo de citocinas e quimiocinas inflamatdrias, fatores
angiogénicos, proteinas antiapoptoticas, moléculas de adesdo celular e enzimas, as
quinases IKK e outras quinases relacionadas a esta agem supostamente como
oncogénicas. Como exemplo, o IKBKB age como uma oncoproteina em tumores de mama
por promover a degradacdo do Box Forkhead 03a (FOX03a), o qual é um fator
transcricional que age tanto na inibicdo do ciclo celular quanto na promoc¢do da
apoptose celular (Hu et al,, 2004; Lee & Hung, 2008). Segundo Jiang et al. (2010), em
uma analise realizada com pacientes portadores de carcinoma hepatocelular, a
expressao génica de IKBKB se mostrou significantemente maior no tecido tumoral do
que quando comparado ao tecido adjacente correspondente. Os autores também
mostraram em modelo in vitro que a diminuicao de expressao de IKKA e IKKB
aumentava a expressdao de outros genes associados com metastase dos carcinomas
hepatocelulares. Em cancer de mama ja foi relatado aumento de NF-«kB ativado e foi
sugerido que este aumento estd associado com o aumento da proliferacao das células
tumorais e resisténcia a apoptose (Biswas et al., 2004). Evidéncias também apontam
para um possivel papel do NF-kB no processo de metastase dos carcinomas mamarios

(Cicek et al., 2005). Em um estudo realizado por Chin et al. (2006) em 101 amostras de
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tumores de mama, este gene fazia parte dos 66 genes descritos como desregulados
devido ao alto nivel de amplificagbes encontradas, podendo ser um potencial alvo
terapéutico.

O gene TRIP10 (thyroid hormone receptor interactor 10) (aliases: CIP4, HSTP,
STOT, STP) esta mapeado em 19p13.3. Os receptores de hormédnio da tiredide (TRs) sdo
fatores de transcricdo horménio-dependentes que regulam a expressio de uma
variedade de genes alvos especificos. Este gene foi descrito como responsavel pela
regulacdo da polimerizacdo da actina e a reorganizac¢do do citoesqueleto celular (Yuan et
al, 2001; Tsuji et al., 2006). Em células de carcinoma renal Tsuji et al. (2006)
identificaram uma variante deste gene que se apresenta altamente expressa, sendo
responsavel pela diminuicao da adesdao entre célula-célula e, com isso, favorece o
aparecimento de metastases. Ha relato de um possivel papel da proteina TRIP10 na
resposta a danos ao DNA, mediando as vias de sobrevivéncia/apoptose em
experimentos in vitro com linhagens tumorais de mama (Yuan et al, 2001). Em um
estudo recentemente realizado por Hsu et al. (2011) em células de adenocarcinoma
mamario MCF7, este gene se encontrou ndo metilado nos tumores ER-positivos e
hipermetilado nos tumores de mama que eram ER-negativos, sugerindo portanto que a
hipermetilacdo deste gene promoveria a tumorigénese. Em linhagens celulares de
tumores mamarios invasivos, o aumento dos niveis de expressdo génica e proteica foi
descrito como associado ao processo de invasdo (Pichot et al,, 2010).

O gene POLR1B (polymerase RNA I polypeptide B) mapeado em 2q13, codifica uma
proteina responsavel pela transcricao de genes de RNA ribossomais (rRNA), o principal
componente dos ribossomos. A enzima multi-subunitaria Pol I é composta de 6 a 14
polipeptideos, dependendo da espécie. A maioria da massa do complexo Pol I deriva de
duas subunidades maiores, Rpal e Rpa2 em fungos. O gene POLR1B é homoélogo ao Rpa2
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Em um estudo sobre o processo de diferenciagao
de granuldcitos foi descrita uma forte correlagdo entre este gene e o MYC, onde a
reativacdo do MYC em células diferenciadas (onde a expressdo se encontra reduzida)
levava a um aumento na expressao do POLR1B (Poortinga et al., 2011).

O gene PGM5 (Phosphoglucomutase 5) estd mapeado em 9ql3. As
fosfoglucomutases, assim como PGM5, sdo fosfotransferases envolvidas na conversao de
glicose-1-fosfato e glicose-6-fosfato. A atividade de PGM é considerada essencial na

formacao de carboidratos de glicose-6-fosfato e na formagdo de glicose-6-fosfato de
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galactose e glicogénio. Este gene foi também descrito com funcdo de componente de
aderéncia célula-célula e jung¢des célula-matriz em cultura de células de musculo liso
visceral e vascular (Moiseeva et al., 1996; Moiseeva & Critchley, 1997).

A proteina ATM é ativada em resposta a radiagdo ionizante e desencadeia a
fosforilacdo de CHEK2 e outros proteinas que promovem a parada do ciclo celular e
ativacdo do reparo aos danos do DNA. Mutagdes no ATM estao associadas a doenca
autossdmica recessiva rara conhecida como Ataxia Telangiectasia (AT), caracterizada
por ataxia cerebelar, telangiectasias oculares, deficiéncia  imunolégica,
hipersensibilidade a radiacdo ionizante e predisposi¢do ao cancer. Pacientes com AT
apresentam excessiva apoptose, porém a contribuicdo do ATM na inibicao da apoptose
nao é totalmente compreendida. A proteina ATM pode ativar NF-kB por meio da
fosforilacdao do inibidor IkB, e conseqlientemente ativar a transcricao de genes anti-
apoptoticos (Prokopcova et al., 2007).

Ja foram descritas mais de 400 mutacdes no gene ATM causadoras da doenca,
sendo que cerca de 70% delas resultam em terminac¢do prematura da tradugao gerando
proteinas truncadas. Mutacdes no ATM foram associadas ao risco de desenvolvimento de
cancer de mama em familias (Renwick et al., 2006), no entanto, em canceres esporadicos
essa associacdo é controversa (Einarsdottir et al, 2006; Prokopcova et al, 2007;
Dombernowsky et al., 2008; Bogdanova et al., 2009).

Ha relatos da diminui¢do de expressdo do transcrito e da proteina ATM em
tumores de mama (Vo et al., 2004; Ye et al, 2007; Tommiska et al., 2008). Porém, os
mecanismos envolvidos na diminuicdo da sua expressdo ndo estdo estabelecidos. Ha
relatos da presenga de hipermetilacdo das ilhas de CpG na regido promotora do gene
levando ao seu silenciamento, no entanto, os estudos mostram resultados
contraditérios. Em um estudo de Vo et al. (2004), foi observada hipermetilagdo em 78%
das amostras de tumores de mama avancados (18 das 33 casos). Estudos mais recentes,
porém, ndo mostraram associacdo entre o status de metilagio do gene ATM com os
tumores de mama (Brandes et al., 2007; Treilleux et al., 2007; Pal et al., 2010).

Outro mecanismo sugerido para o silenciamento do gene ATM é a perda de um
alelo detectado por estudos de perda de heterozigose (Loss of Heterozygosity - LOH). A
perda de um alelo do ATM ja foi relatada em 40% dos tumores de mama (Rio et al,,
1998), no entanto, o mecanismo de inativacdo do outro alelo ainda nao é conhecido

(Prokopcova et al.,, 2007).
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Diferentes mecanismos de regulacdo génica foram avaliados em neoplasias
humanas. Um dos mecanismos de regulacao pds-transcricional é realizado por pequenas
moléculas de RNA, denominadas microRNAs (miRNA). Essas moléculas nao codificantes
possuem de 18 a 25 nucleotideos e tem revolucionado a compreensao da modulagdo da
expressao génica (revisado em Di Leva & Croce, 2010). Embora a maioria dos
microRNAs se encontre localizada em regides intergénicas, alguns também sao
observados nas regides intronicas de genes conhecidos e, de acordo com a sua
localizagdo, podem ser classificados em: microRNAs exdnicos localizados em transcritos
nao codificadores, microRNAs intronicos em transcritos nio codificadores e microRNAs
intronicos localizados em transcritos codificadores de proteinas (lorio et al.,, 2011).

Até o momento, 1527 sequéncias de miRNA foram identificadas na espécie
humana (http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_summary.pl?org=hsa, acesso em 20
de dezembro de 2011). A interagdo de um miRNA com o transcrito de mRNA alvo pode
levar a repressao da tradu¢do do mRNA ou a sua degradagao (Cowland et al., 2007).
Devido a complementaridade parcial entre o miRNA e seu transcrito alvo, um dnico
miRNA é capaz de regular simultaneamente centenas de genes, tendo assim um enorme
potencial regulatério (Du & Zamore, 2007). Por controlar a expressao de seus alvos, os
miRNAs apresentam um papel importante na regulacdo da diferenciagcdo celular,
proliferacdo e apoptose (Di Leva & Croce, 2010). Como estes processos sdo
conhecidamente desregulados em cancer, ndo é surpreendente que muitos estudos
tenham associado o papel dos miRNAs com a carcinogénese e ainda explorado como a
expressao andmala dessas seqliéncias influenciaria a tumorigénese (Di Leva & Croce,
2010).

O ndmero de estudos envolvendo alteracdes em miRNAs em cancer humano vem
aumentando exponencialmente e varias sequéncias ja foram associadas com a atividade
de supressor de tumor (cluster miR-15a-16-1, cluster miR-143-145 e familia let-7) ou de
oncogene (miR-155, miR-21 e miR17-92) (revisado em Barbaroto et al,, 2008; Iorio &
Croce, 2009).

A expressao elevada de um miRNA com fun¢do de oncogene pode reduzir os
produtos protéicos de genes supressores de tumor. Ao passo que a diminuicdo de
miRNAs com fun¢do supressora pode causar o aumento nos niveis protéicos de
oncogenes. O resultado final seria o desregulacao entre os processos de apoptose e

diferenciacdo celular, aumentando a proliferacdo e o desenvolvimento de metastase
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(Gomes & Gomes, 2008; Hurst et al.,, 2009).

Utilizando analises globais de microarray de expressdao foi demonstrada a
desregulacdo significativa da expressio de miRNAs em carcinomas mamarios
comparados ao tecido de mama normal (lorio et al, 2005). Dentre os miRNAs
diferencialmente expressos, miR-10b, miR-125B, miR-145, miR-21, e miR-155 foram
encontrados como mais consistentemente desregulados no cancer de mama. Os miR-
10b, miR-125B e miR-145 foram verificados como regulados negativamente e miR-21 e
miR-155 como regulados positivamente, sugerindo que eles podem agir potencialmente
como genes supressores de tumor ou oncogenes, respectivamente (lorio et al., 2005).
Em outro estudo realizado por Yan et al. (2008), assim como descrito no estudo de Iorio
et al. (2005), os microRNAs miR-21 e miR-155 também foram observados como
regulados positivamente em tumores de mama, quando comparados a amostras normais
e, além destes microRNAs, miR365, miR-181Db, let-7f, miR-29b, miR-181d, miR-98 e miR-
29c também foram observados como regulados positivamente nestes tumores.

Os mecanismos envolvidos na desregulacdo dos miRNAs ainda sdo obscuros.
Porém, sabe-se que mais da metade dos miRNA humanos estdo localizados em regioes
cromossOmicas frageis e que sao sensiveis a amplificagdo, delecdo ou translocagdo
durante o desenvolvimento do tumor; consequentemente, estas anormalidades
genéticas podem levar a alteracao da expressao dos miRNAs localizados nessas regioes
(Shi & Guo, 2009). Calin et al. (2004) ja haviam relatado 15 miRNAs localizados em 10
regides de sitios frageis em tumores de mama.

Sendo assim, a hipdtese inicial do presente estudo foi de que os miRNAs estariam
envolvidos na regulacdo do gene ATM, e que, portanto, a diminui¢cdo da expressdo da sua
proteina poderia ser decorrente da expressdo aumentada de miRNAs reguladores do
ATM. Na ocasido em que este trabalho foi delineado, nao havia relatos em literatura
sugerindo este mecanismo associado a regulacdo do gene ATM em qualquer modelo
tumoral. Para o nosso conhecimento, hi atualmente trés estudos em literatura
associando os microRNAs com a regulacao do gene ATM. No estudo realizado por Hu et
al. (2010) em linhagens celulares de neuroblastoma, foi observado um aumento da
expressao do miR-421 associado a diminuicdo da expressao de ATM, permitindo,
consequentemente, a progressdo do tumor. Ng et al. (2010) observaram um aumento na
expressao do miR-100 como responsavel pela diminuicdo da expressio do ATM em

linhagens celulares humanas de glioma. Segundo os autores, estes fatores promoveriam
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a sensibilizacdo das células tumorais ao tratamento com radioterapia ou quimioterapia
e, portanto, favoreceriam o tratamento. Recentemente, Song et al. (2011) analisaram 10
amostras de carcinomas mamarios e 9 linhagens de mama normal e observaram o
aumento da expressdo do miR-18a, o qual se encontrava correlacionado a diminuicao
dos niveis de ATM. Os autores associaram este microRNA a um pior prognostico destas
pacientes e poderia ser este um potencial alvo terapéutico.

A descricdo da metodologia, resultados e discussdo relacionados a investigacao
do gene ATM, sua proteina e candidatos a reguladores (miRNAs) esta apresentada na
forma de manuscrito. Os métodos utilizados no estudo e os resultados dos demais genes

encontram-se a seguir. Dois outros manuscritos encontram-se em fase de preparacao.
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JUSTIFICATIVA

Apesar da grande variedade de parametros clinicos, morfologicos, histologicos e,
em menor escala, moleculares que estao disponiveis para classificar os carcinomas de
mama, tem se observado que pacientes com o mesmo diagndstico podem apresentar
comportamento clinico e resposta ao tratamento completamente diferentes. Portanto, a
busca por marcadores moleculares para diagndstico e prognéstico e resposta a
tratamento é um campo de intensa investiga¢do. A andlise do perfil de expressdo génica
global tem um grande potencial para melhorar nosso conhecimento da biologia
molecular do cancer de mama bem como permitir a identificacio de novos marcadores
moleculares. Usando essa metodologia, um estudo anterior comparou tumores
mamarios de dois grupos de pacientes com evolugbes clinicas diferentes e com
caracteristicas clinicas bem definidas. O objetivo era contribuir para a deteccdo de
marcadores que pudessem identificar as pacientes que apresentassem probabilidade de
evolucdo distintas, que estivessem relacionados com a recorréncia e progressdo da
doenga e que futuramente pudessem individualizar a terapia de uma maneira tumor-
especifica e potencialmente menos toxica. As andlises mostraram uma assinatura
genética de metastase que separou corretamente as pacientes com metastase daquelas
sem recorréncia da doenga. A analise de alguns genes candidatos validou este achado.
Dentre os candidatos avaliados, o gene ATM mostrou potencial aplicacdo como
marcador prognostico e preditivo de resposta a radioterapia. Além disso, o mecanismo
envolvido na desregulacao deste gene ainda é desconhecido. Assim, a identificacdo dos
mecanismos envolvidos na desregulacao do gene ATM e a andlise de outros genes
candidatos identificados nesta assinatura, sdo fundamentais para nortear futuros

estudos no desenvolvimento de testes diagnosticos.
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OBJETIVOS

Gerais:

1. Avaliar a expressao de genes POLR1B, IKBKB, TRIP10, PGM5 e ATM que foram
previamente identificados na andlise global de expressdao génica em amostras de
carcinomas mamarios com diferentes evolugdes clinicas;

2. Avaliar se a diminuicdo da expressdo do gene ATM estd associada a

desregulacdo de miRNAs candidatos a regulagdo deste gene.

Especificos:

1a. Associar os dados de expressdao com os dados clinicos e histopatoldgicos das
pacientes.

1b. Detectar a expressao da proteina ATM por imunoistoquimica em carcinomas
mamarios em um grupo maior e independente de pacientes com longo seguimento
clinico.

1c. Investigar o valor progndstico da proteina ATM por meio de andlises de

sobrevida.

2a. Avaliar os niveis de expressdo dos microRNAs miR-203, miR-421, miR-576-
5p, miR-664, miR-26a, miR-26b e miR-18a, os quais sdo candidatos a regulacdo da
transcricao do gene ATM por meio da analise da expressao por RT-qPCR em tumores de
mama.

2b. Associar os achados com dados clinicos e histopatolégicos.
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MATERIAL E METODOS

Pacientes e amostras

Para as andlises de expressao génica e de miRNA foram avaliadas 63 amostras de
carcinomas ductais invasivos de mama de pacientes que se submeteram a ressec¢ao
segmental ou mastectomia, provenientes do Hospital Amaral Carvalho, Jau, SP. Estas
amostras correspondem ao grupo de validagdo técnica ou ao grupo de validacao
biolégica. O grupo de validagdo técnica é composto pelas mesmas amostras utilizadas na
andlise de expressao génica global e que geraram a assinatura genética de metastase,
composta por 20 amostras distribuidas em dois subgrupos de pacientes: grupo 1, com
11 pacientes avaliadas como “bom prognostico”; e grupo 2, com 9 pacientes que
desenvolveram metastase independente do prognostico inicial. O grupo de validacao
bioldgica constituiu-se de amostras tumorais de um grupo independente de pacientes
(n=43) subdivididas em dois grupos, grupo de “bom progndstico” (n=39), e grupo de
pacientes com metastase independente do progndstico (n=4).

Os critérios de inclusdo das pacientes para o estudo de expressdo génica global
no grupo de bom progndstico incluiram a presenca de cinco parametros ou mais: i)
estadio clinico do tumor I-IIA, ii) tamanho do tumor menor do que 2 cm, iii) grau
histopatolégico I ou II, iv) status negativo dos linfonodos axilares ou menos do que
quatro linfonodos comprometidos, v) receptor de estrogeno (ER) positivo (escores
2+/3+); se o ER for negativo ou (1+) o receptor de progesterona deve ser positivo
(escores 2+/3+), vi) HER-2 negativo ou (1+) por ensaio de imunoistoquimica, vii) baixo
potencial proliferativo (<25% das células positivas para a expressdo de Ki67) e viii)
auséncia de metastase a distancia ap6s no minimo 7 anos de seguimento apds a cirurgia.
Amostras a fresco de sete mamas normais provenientes de pacientes submetidas a
cirurgias para redu¢do mamaria foram obtidas e utilizadas como controles normais.

As pacientes e controles foram seguidas prospectivamente, sendo que nenhuma
delas tinha histérico prévio de cancer. As pacientes foram tratadas com ressec¢ao
segmental ou mastectomia, incluindo dissec¢do dos linfonodos axilares, seguido por
radioterapia e terapia sistémica adjuvante, se indicado. Apenas uma paciente recebeu
quimioterapia antes da cirurgia, e neste caso, o material da bidpsia foi utilizado para a
analise. Todas as pacientes (casos e controles) assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.
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Imediatamente apds a cirurgia, as amostras de tumor e de mamas normais foram
congeladas e armazenadas a -802C. Os tecidos congelados foram histopatologicamente
avaliados e todas as amostras de cancer de mama foram confirmadas como carcinoma
ductal invasivo. A classificacdo histologica foi realizada de acordo com o WHO
International Classification of Disease for Oncology (1990), e o estadio clinico foi
determinado de acordo com o AJCC TNM Staging System for Breast Cancer (2010). A
malignidade dos carcinomas infiltrativos foi pontuada de acordo com Scarff-Bloom and
Richardson Grading System (1957).

Para a andlise da expressao proteica pelo método de imunoistoquimica foram
avaliadas 926 amostras de carcinomas mamarios em um grupo independente de casos
do Hospital AC Camargo, Sao Paulo, SP. As pacientes apresentavam um seguimento
clinico de 81,9 + 35,1 meses (1-274 meses), organizadas em quatro blocos de parafina
em microarranjos de tecidos (do inglés, tissue microarray, TMA). Os TMAs foram
construidos no Hospital AC Camargo, cuja metodologia para a construcao foi descrita
previamente (Nagai et al., 2007).

O Comité de Etica da Fundacio Hospital Amaral Carvalho e do Hospital AC
Camargo, Fundacdao Antonio Prudente aprovaram este estudo (CEP FHAC 007/05 e CEP
HACC 1155/08, respectivamente). Este projeto também foi aprovado pelo CEP da
Faculdade de Medicina, UNESP-Botucatu (CEP FMB 3816-2011).

Metodologia

Macrodissecgdo e extracdo de RNA

Nas amostras de tecido a fresco congelado de carcinomas mamarios foram feitos
cortes de congelamento sequenciais de 5 um, com a utilizagdo de um criostato (Leica,
Wetzlar, Alemanha). Posteriormente, as laminas preparadas foram coradas com
hematoxilina e eosina, as quais foram analisadas pela patologista Dra. Maria Aparecida
Custédio Domingues, Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu,
a fim de delimitar a regido tumoral para realizacdo de macrodissec¢do. O mesmo
procedimento foi realizado para selecdo das células epiteliais mamarias dos tecidos

normais de mama utilizados como controles. Estas amostras, apds a macrodisseccao,
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foram homogeneizadas utilizando o equipamento Precellys® (BioAmerica Inc, Florida,
EUA).

O método utilizado para a extracdo do RNA foi por Trizol® (Invitrogen), de
acordo com especificacbes do fabricante. A concentracdo e a pureza do RNA foram
avaliadas no equipamento Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific). Aproximadamente

1ug de RNA total foi submetido ao tratamento com DNase 1.

Andlise de Expressdo de Transcritos dos Genes Candidatos

Obtengdo do cDNA

A transcricdo reversa do RNA para cDNA foi realizada com 1pg de RNA total
utilizando a enzima Super-script III™ Reverse Transcriptase (Invitrogen). Para este
protocolo foi utilizado 1pl de oligodT (500 pg/mL), 1ul de random primers (100pg/ml)
e 1pl de dNTP. A mistura foi aquecida a 652C por 5 minutos. Em seguida foram
adicionados 4ul de tampao de transcricio 5x, 1ul de DTT 0,1M e, por ultimo, foi
adicionado 1pL da enzima Super-script III (200U/uL) em cada tubo e incubado a 252C
por 5 minutos, 5092C por 1 hora e meia, seguido de 709C por 15 minutos. Ao final da

transcri¢ao o cDNA foi mantido a -202C.

RT-PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

Os iniciadores para os diferentes genes alvo (POLRI1B, IKBKB, TRIP10, PGM e
ATM) utilizados nas reacdes de amplificacdo foram desenhados usando o programa
Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabela 1). Os
numeros de acesso das seqliéncias de cada gene espotados na lamina de oligoarray
foram anotados e a seguir as seqiiéncias foram obtidas no site do Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html). Os iniciadores foram desenhados de modo que
pelo menos um estivesse localizado na regido de juncao entre éxons. Para haver uma
maior concordancia entre os dados de microarray e de RT-qPCR, foram selecionadas
regides para a construcdo dos iniciadores de modo que houvesse apenas a amplificacao
das mesmas variantes de splicing detectadas pelas sondas incluidas no microarray. Os
genes de referéncia testados foram: HMBS, HPRT1, ACTB, RPLPO, GUSB e GAPDH (Tabela
1).

Foi utilizado o método quimico de deteccao pelo uso do reagente Sybr Green

(Applied Biosystems). As reacdes de RT-qPCR foram padronizadas para cada iniciador.



37

Foram determinadas as eficiéncias das reacdes para cada par de iniciadores utilizando
curvas-padrao obtidas a partir de dilui¢des seriadas de um “pool” de cDNA das amostras
de pacientes e controles. As reacdes foram realizadas em duplicatas em placas de 96
pocos utilizando o reagente Power SYBR-Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e o
equipamento utilizado foi o termociclador automatico StepOne Plus (Applied
Biosystems, Life Technologies). A reacdo foi realizada em 40 ciclos de 15 segundos a
942C e 1 minuto a 602C. Curvas de dissociacdo foram incluidas ao final de cada corrida
para a determinag¢do da especificidade dos produtos da PCR. Amostras cujas réplicas
mostraram desvio padrao maior que 0,5 entre as quantificagdes relativas (QR) foram
reavaliadas. A média dos valores dos QRs das duplicatas de cada amostra foi usada na
quantificacdo da expressao dos genes de interesse. O calculo da quantificacao relativa foi

feito pelo método de 2-*“ct (Livak, 2001).
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Tabela 1. Seqiiéncias dos iniciadores utilizados na analise de expressao génica.

L - Localizacao
Genes Sequéncia dos iniciadores .
cromossomica

D: 5'-CAGTTTCTTGGCTATGTTCCCATCA-3'
POLR1B 2q13
R: 5'-CCCCATTTCCTCTGCCTCCT-3'

D: 5'-ATGTCTCAGCCCTCCACGG-3'
IKBKB 8p11.2
R: 5'-TCAGCCACCAGTTCTTCACTCT-3'

D: 5'-AGCTTGGAGCCCCAGATCGCT-3'
TRIP10 19p13.3
R: 5'-TCTGCCAGCCACGCCTCATACT-3'

D: 5-TCTGATGGACTCAGGACGTTGCA-3'
PGMS5 9q13
R: 5'-TCTCGGAGGTGGTCAGAGCCAGT-3'

D: 5'-TTTAGAAATTCTTTCCAAAAGCCCTG-3'
ATM 11q22-q23
R: 5'-TTATTTGTTTCAGCTGCTTGCTCA-3'

D: 5’-GGCAATGCGGCTGCAA-3’
HMBS* 11g23.3
R: 5-GGGTACCCACGCGAATCAC-3’

D: 5-TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG-3’
HPRT1* Xq26.1
R: 5-GGCCTCCCATCTCCTTCATC-3’

D: 5’-TTCCTGGGCATGGAGTC-3’
ACTB* 7p22
R: 5’-CAGGTCTTTGCGGATGTC-3’

D: 5- GGAGACGCATTACACCTTC-3’
RPLPO* 12q24.2
R: 5’- CTTCACCTTAGCTGGGG-3’

D: 5'- GAAAATACGTGGTTGGAGAGCTCATT-3’
GUSB* 7q21.11
R: 5’- CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3’

D: 5’- TGCACCACCAACTGCTTAG-3’
GAPDH* 12p13
R: 5’- GATGCAGGGATGATGTTC-3’

Legenda: * Genes de referéncia (enddgenos); D= iniciador direto; R = iniciador reverso.

Andlise de Expressdo da Proteina ATM

A expressdo da proteina ATM foi detectada pelo método de imunoistoquimica
(IHQ) em 926 amostras organizadas em quatro plataformas de microarranjos de tecidos.

As amostras foram seccionadas em cortes de 5um de espessura e montadas em
laminas de vidro. Estes cortes foram submetidos a tratamento com xilol para a retirada
da parafina em trés trocas de cinco minutos a temperatura ambiente. A seguir os cortes
foram hidratados em solu¢des com concentracdes decrescentes de etanol (100%, 90%,

70% e 50%) e posteriormente lavados em agua corrente por 5 min. A recuperagao
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antigénica foi feita utilizando tampao citrato pH=6,0 em panela de pressdo. A seguir
realizou-se o bloqueio da peroxidase enddgena com solucao de peroxido de hidrogénio a
3% (agua oxigenada 10V) com trés trocas de 5 min cada. As incuba¢des com o anticorpo
primario diluido em PBS (tampao salino fosfato) foram feitas por aproximadamente 12
h a 4°C. O anticorpo utilizado foi o anticorpo monoclonal de coelho anti-ATM, Clone
Y170 (Epitomics, Burlingame, CA, USA) na diluicdo de 1:200). Ap6s a incubagdo com o
anticorpo primario, foi utilizado o sistema de deteccdo por polimeros Novolink polymer
(Novocastra, Newcastle Upon Tyne, UK). As reacdes foram realizadas a partir de
solugdes contendo 0,6 mg/ml de 3.3’-diaminobenzina tetrahidrocloreto (DAB, Sigma, St
Louis, MO) e 0.01% H20.. Estas laminas foram coradas com hematoxilina de Mayer,
desidratadas e montadas com laminula. As reagdes foram acompanhadas de controles
positivos para o anticorpo segundo instru¢des do fabricante. Além disso, laminas
contendo amostra de mama normal foram incluidas para avaliagdo da expressdao da
proteina na mama normal. Dois controles negativos foram incluidos, o primeiro feito
pelo ndo uso do anticorpo primario e o segundo pela incubagao com soro de coelho. A
leitura das imunocoloracdes nos TMAs foi realizada pela patologista Dra. Maria
Aparecida Custédio Domingues, Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina de

Botucatu, SP.

Andlise de expressdo de MicroRNAs (miRNA)

Para a andlise de expressdao foram selecionados sete miRNAs candidatos a
regulacdo transcricional do gene ATM: hsa-miR-421, hsa-miR-26a, hsa-miR-26b, hsa-
miR-203, hsa-miR-664, hsa-miR-576-5p e hsa-miR-18a (Tabela 2). Para a selecao dos
miRNAs candidatos foram consultados seis algoritmos de predi¢cdo, como detalhado na
Tabela 2:

TargetScan (http://www.targetscan..org/cgi-bin/targetscan),
Microcosm Targets (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm)
PicTar (http://pictar.mdc-berlin.de/cgi-bin/PicTar)

microRNA.org (http://www.microrna.org/microrna/home.do)

Diana-microT (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/).
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Obtengdo do cDNA

As amostras de RNA dos tumores e controles foram extraidas utilizando o
método do Trizol® (Invitrogen), de acordo com especificagbes do fabricante. As
amostras foram previamente diluidas em uma concentracao de 2ng/uL e a sintese dos
cDNAs foi realizada usando o kit Tagman miRNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems, Life Technologies), conforme especificagdes do fabricante. Nesta etapa
foram utilizados iniciadores em forma de loop, os quais apresentam uma regiao

complementar a seqliéncia de cada miRNA maduro.
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Tabela 2. Descrigdo dos microRNAs selecionados como reguladores putativos do gene

ATM e utilizadas nas amostras de cancer de mama invasivo por RT-qPCR.

MicroRNAs

Microcosm

Targets

1. hsa-miR-421

PicTar

2. hsa-miR-26b

Target Scan

3. hsa-miR-203

4. hsa-miR-18a

MicroRNA.org

5. hsa-miR-664

6. hsa-miR-
576-5p

Diana-microT

7. hsa-miR-26a

Sequéncia

miRNA maduro

AUCAACAGACAU

UAAUUGGGCGC

UUCAAGUAAUUC

AGGAUAGGU

GUGAAAUGUUU
AGGACCACUAG

UAAGGUGCAUCU

AGUGCAGAUAG

UAUUCAUUUAU
CCCCAGCCUACA

AUUCUAAUUUC
UCCACGUCUUU

UUCAAGUAAUCC

AGGAUAGGCU

Sequéncia Stem Loop

GCACAUUGUAGGCCUCAUUAAAUGUUUG
UUGAAUGAAAAAAUGAAUCAUCAACAGA
CAUUAAUUGGGCGCCUGCUCUGUGAUCUC

CCGGGACCCAGUUCAAGUAAUUCAGGAUA
GGUUGUGUGCUGUCCAGCCUGUUCUCCAU
UACUUGGCUCGGGGACCGG

GUGUUGGGGACUCGCGCGCUGGGUCCAGU

GGUUCUUAACAGUUCAACAGUUCUGUAG

CGCAAUUGUGAAAUGUUUAGGACCACUA
GACCCGGCGGGCGCGGCGACAGCGA

UGUUCUAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
UGAAGUAGAUUAGCAUCUACUGCCCUAA
GUGCUCCUUCUGGCA

GAACAUUGAAACUGGCUAGGGAAAAUGA
UUGGAUAGAAACUAUUAUUCUAUUCAUU
UAUCCCCAGCCUACAAAAUGAAAAAA

UACAAUCCAACGAGGAUUCUAAUUUCUCC

ACGUCUUUGGUAAUAAGGUUUGGCAAAG

AUGUGGAAAAAUUGGAAUCCUCAUUCGA
UUGGUUAUAACCA

GUGGCCUCGUUCAAGUAAUCCAGGAUAGG
CUGUGCAGGUCCCAAUGGGCCUAUUCUUG
GUUACUUGCACGGGGACGC

Website

http://www.ebi.ac.uk/enr

ight-srv/microcosm

http://pictar.mdc-berli
n.de/cgi-bin/PicTar

http://www.targetscan.or

g/cgi-bin/targetscan

http://www.microrna.org

/microrna/home.do

http://diana.cslab.ece.ntu

a.gr/microT/
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Andlise da expressdo dos transcritos por RT-qPCR

As PCRs foram realizadas em um termociclador automatico StepOne Plus
(Applied Biosystems, Life Technologies), conforme protocolo recomendado pelo
fabricante. Os miRNAs de referéncia testados foram: RNU48, RNU44, U47, RNU6B, let-7a
e miR-16. Todos os iniciadores dos alvos (miR-421, miR-26b, miR-203, miR-664, miR-
576-5p, miR-26a e miR-18a), assim como os iniciadores dos microRNAs de referéncia
foram realizados pelo sistema TagMan® MicroRNA Assays, Applied Biosystems, que
utiliza sondas marcadas com fluorescéncia. Os miRNAs foram amplificados utilizando o
TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (Applied Biosystems - Life

Technologies).

Selecdo dos genes e dos microRNAs de referéncia para a normalizacdo de
RT-qPCR

Os genes ACTB, GAPDH, GUSB, HPRT, HMBS e RPLPO foram avaliados como genes
de referéncia para as amostras de carcinomas mamarios. A escolha das amostras para
esse pré-teste seguiu os mesmos critérios adotados no estudo (amostras normais, de
“bom prognoéstico” e de pacientes que desenvolveram metastase).

A mesma estratégia foi utilizada para a selegdo dos miRNAs de referéncia. Os
miRNAs testados foram: RNU44, RNU48, RNU6B, RNU47, let-7a e miR-16. A sele¢do dos
microRNAs let-7a e miR-16 foi realizada conforme estudo publicado de Davoren et al.
(2008), nos quais estes microRNAs apresentavam uma menor variagdo nos tecidos
tumorais. Os demais RNAs foram selecionados seguindo recomendac¢des do fabricante.

A estimativa da estabilidade de expressdo dos genes e microRNAs candidatos a
referéncia (pré-teste) e a estabilidade real de expressdao do conjunto de genes e
microRNAs selecionados entre o total de amostras alvo foi realizada pelo programa
geNorm  (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/). Esse algoritmo foi
desenvolvido por Vandesompele et al. (2002) para determinar os genes de referéncia

mais estaveis para um determinado grupo de amostras.
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Analise dos resultados

Os niveis de expressdao génica dos genes candidatos e dos miRNAs foram
correlacionados com os dados clinicos e histopatoldgicos das pacientes. Testes nao
paramétricos ANOVA ou t-Student foram utilizados para avaliar os niveis de transcritos
nos diferentes grupos avaliados (amostras tumorais versus controles; tumores
agrupados de acordo com os dados clinicos e histopatolégicos). O teste de Fisher ou Qui-
quadrado foi utilizado para avaliar os resultados da expressdo proteica em relacdo aos
parametros clinicos-histopatolégicos nos diferentes grupos. O Teste de Spearman foi
aplicado para analises de correlagdo. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos com P<0,05. Curvas de sobrevida para os genes avaliados foram
construidas pelo método de Kaplan-Meier. Foi realizada a analise multivariada
utilizando o modelo de risco proporcional de Cox. Os programas utilizados foram:
GraphPad Prism5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) e SPSS version 17.0
(SPSS;Chicago, IL) para Windows.
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RESULTADOS

Serdo apresentados os resultados referentes as analises de expressdo dos genes
candidatos IKBKB, TRIP10, POLR1B e PGM5, e as andalises dos miRNAs: miR-26a, miR-
26b, miR-203, miR-421, miR-576-5p, miR-664 e miR-18a nas comparagdes entre tecidos
tumorais e normais e em relacdo as caracteristicas clinicas e histopatolégicas. Os
resultados referentes a andlise do gene ATM, sua expressdo proteica e a correlacao entre
ATM e os miRNAs preditos como reguladores estdo apresentados na forma de

manuscrito em preparagao.

Expressao relativa dos genes candidatos: POLR1B, IKBKB, TRIP10 e PGM5
Escolha de transcritos referéncia para a normalizacdo de RT-qPCR

Foram selecionados os genes ACTB, GAPDH, GUSB, HPRT, HMBS e RPLP0O como
possiveis referéncias nas amostras de carcinomas mamadrios. O critério de selecdo
baseou-se no fato destes genes se mostrarem estaveis em outros tumores avaliados pela
equipe e em relatos da literatura.

O pré-teste incluiu parte das amostras tumorais (9 de 63 amostras de carcinomas
mamarios) que apresentavam maior quantidade de RNA. Foram testados seis genes de
referéncia candidatos a normalizadores, que demonstraram boa estabilidade (M) de
expressdo para os transcritos testados (exceto para o RPLP0), segundo o coeficiente de
estabilidade de expressdo abaixo do limiar de 1,5 sugerido pelo programa geNorm
(Figura 3). O coeficiente de estabilidade de expressao (M) é determinado partindo do
principio de que dois genes referéncia ideais possuem razoes de expressao idénticas em
todas as amostras a serem analisadas, independente de quaisquer condi¢cdes
experimentais ou tipos celulares. O programa geNorm avalia a razdo de expressao de
cada gene referéncia em relagdo aos demais sempre aos pares, o que permite a exclusao
dos transcritos menos estaveis (Vandesompele et al., 2002).

Niao foi considerada a amostra de menor Ct como referéncia nessa andlise,
conforme sugerido por Vandesompele et al. (2002), pois uma linhagem de mama (HB4)
foi utilizada como referéncia, para calibrar os valores de expressao inter-placas. Os
valores de expressdo desta amostra para cada gene (1,000) foram incluidos na analise
pois esta é uma linhagem de célula epitelial de mama normal.

Nesta analise, o gene HMBS demonstrou a expressdao mais estavel (M=1.085) e

RPLPO menos estavel (M=1.922) entre as amostras testadas. Apos a remog¢dao em série
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dos genes com maior variacdo entre as amostras, o programa geNorm indicou o uso de
ACTB + HPRT como o melhor par de transcritos, seguidos dos seguintes genes em ordem
decrescente de estabilidade: HMBS, GUSB, GAPDH e RPLPO (Figura 4).

O conjunto de genes referéncia apropriado foi também estimado, pelo calculo do
desvio padrdo da relagdo dos fatores de normalizacdo com a adicdo de um novo
transcrito ao grupo prévio. Observou-se o aumento do desvio padrdo quando da
inclusdo de um novo transcrito ao grupo prévio, indicando que a normalizacao por este

conjunto de genes ainda estava adequada (Figura 5).

Figura 3 - Expressio relativa, fator de normalizacio e coeficiente de estabilidade de expressao
(M) dos genes de referéncia testados. HMBS apresenta expressdo mais estavel (verde)
individualmente e RPLPO é o mais variavel (vermelho) nas 9 amostras de carcinomas mamarios
testadas. O fator de normalizacdo representa a média geométrica da expressao relativa dos seis

genes avaliados.
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Figura 4 - Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos genes de referéncia.
Céalculo para a determinacdo dos melhores genes de referéncia apds a exclusdo progressiva dos
genes de expressdao menos estavel, indicando ACTB + HPRT como os mais estaveis com o0 mesmo

valor de estabilidade.

Figura 5 - Determinagdo do niimero adequado de genes de referéncia. Estimativa para o uso do
numero ideal de genes para a normaliza¢ao, demonstrando que com o uso dos quatro transcritos
(3/4) se obtém a normalizacdo de maior fidelidade (ACTB + HPRT + HMBS + GUSB). A anélise
estima o numero de genes de referéncia mais apropriado pelo impacto da adi¢do em seqiiéncia

dos mais estaveis na relacdo aos fatores de normalizacao.
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Esta analise mostrou que deveriam ser utilizados quatro genes de referéncia para
a normalizacdo da expressdo dos genes alvos nos carcinomas mamarios. Isso porque o
menor desvio entre os fatores de normalizacdo foi obtido na inclusdo do quarto
transcrito (GUSB) ao grupo prévio com os trés (V3/4 = 0.167). Entretanto, mesmo com
tantos genes de referéncia, ndo foi possivel atingir o ideal (< 0.150) proposto por
Vandesompele et al. (2002), no qual a adi¢do de um novo transcrito para a normalizagdo
seria redundante.

Sendo assim, considerando a quantidade limitada das amostras de RNA dos
tumores e que ndo houve diferenca significativa ap6s a adicdo do quarto gene de
referéncia (adicao do GUSB nao alterou de forma significativa a relacdo dos fatores de
normalizacdo com apenas os trés genes mais estaveis, V2/3= 0.194), optou-se por
utilizar trés genes de referéncia: ACTB, HPRT e HMBS. Vale ressaltar que a selecao de
trés genes de referéncia permite que a estabilidade de expressao seja validada no total
de amostras de carcinomas mamarios ao final das andlises para a confirmacdo da
estabilidade dos genes de referéncia (trés é o nimero minimo de genes para a andlise

pelo programa geNorm).

Correlagdo entre valores de expressdo relativa dos genes avaliados por microarray e RT-
qPCR

Apo6s a selecdo dos genes ACTB, HPRT e HMBS como referéncia para as analises de
expressdo génica, todas as amostras foram testadas para os cinco genes selecionados:
POLR1B, IKBKB, TRIP10, PGM5 e ATM.

A primeira andlise realizada permitiu a avaliacdo da possivel correlagdo entre os
niveis de expressao relativa obtidos por RT-qPCR e pelos ensaios prévios de microarray
de expressao para cada gene candidato.

A casuistica do presente estudo compreendeu dois grupos de pacientes, o grupo
de validacdo técnica e o grupo de validacao biolégica. O grupo de validagdo técnica
incluiu 20 do total de 24 pacientes anteriormente estudados por microarray (Tabela 3).
Quatro amostras ndo puderam ser incluidas nas andlises finais por ndo terem
apresentado resultados confidveis para os genes de referéncia ou genes alvo, ou ainda,

em alguns casos devido a quantidade insuficiente de RNA tumoral para as analises.
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Foi detectada correlacao positiva entre os niveis de transcritos detectados pelas
duas metodologias para os cinco genes testados: IKBKB, TRIP10, POLR1B, PGM5 e ATM,

porém sem significancia estatistica (Tabela 3).

Tabela 3 - Correlacdo entre valores de expressao relativa dos genes avaliados por

microarray e RT-qPCR em 20 amostras de carcinomas mamarios.

Correlacao de Spearman

R P
IKBKB 0.232 0.324
TRIP10 0,132 0.578
POLR1B 0.197 0.418
PGM5 0.240 0.338
ATM 0.162 0.521

r = coeficiente de correlagao;

Comparagdo dos niveis de expressdo dos genes candidatos por RT-qPCR nos grupos de

validagdo técnica e biolégica

Foi avaliada a expressdo dos genes alvo detectada por RT-qPCR entre amostras
de pacientes que ndo desenvolveram metastase e daqueles que evoluiram para
metastase do grupo de validagdo técnica (mesmas amostras analisadas por microarray
de expressao) e comparados com um grupo independente de tumores (grupo de
validacdo bioldgica). As Figuras 6 e 7 ilustram os resultados para os genes IKBKB,

TRIP10 e POLR1B e para os genes PGM5 e ATM, respectivamente.
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Figura 6 - Expressdo relativa de IKBKB, TRIP10 e POLR1B avaliados por RT-qPCR em amostras
de carcinomas mamarios de pacientes que nio desenvolveram metastase e amostras de
pacientes que evoluiram para metastase. A coluna esquerda mostra a comparagio para o grupo
de validacgao técnica (20 amostras previamente avaliadas pelo microarray) e biolégica (43 novas
amostras independentes). O grafico mostra a distribuicdo dos valores de expressao relativa
(log). O nimero de amostras variou entre porque alguns casos ndo mostraram resultados

confiaveis ou detectaveis nos genes candidatos ou de referéncia.
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Figura 7 - Expressio relativa de PGM5 e ATM avaliados por RT-qPCR em amostras de
carcinomas mamarios de pacientes que nido desenvolveram metastase e amostras de pacientes
que evoluiram para metastase. A coluna esquerda mostra a comparacdo para o grupo de
validagdo técnica (20 amostras previamente avaliadas pelo microarray) e bioldgica (43 novas
amostras independentes). O grafico mostra a distribuicdo dos valores de expressio relativa
(log). O nimero de amostras variou porque alguns casos nao mostraram resultados confiaveis

ou detectaveis nos genes candidatos ou de referéncia.

Vale ressaltar, que apenas quatro pacientes com metastase puderam ser incluidas
no grupo de validacao biolégica, o que dificultou a andlise deste grupo separadamente.
No entanto, observou-se um comportamento semelhante entre as amostras de validagao
técnica e bioldgica. Sendo assim, estas amostras foram reagrupadas para as demais
andlises realizadas (comparagdo tumor vs tecido normal; compara¢do com as
caracteristicas clinicas e histopatolégicas) com intuito de aumentar o poder estatistico.

A seguir serdo apresentados apenas os resultados referentes aos quatro genes
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candidatos: IKBKB, TRIP10, POLR1B e PGM5. Os resultados referentes aos gene ATM estdo

incluidos no manuscrito em preparagao.

Expressdo génica diferencial dos genes candidatos entre amostras de carcinomas

mamadrios e controles

Nas comparagdes feitas entre o grupo de amostras de carcinomas mamarios e as
amostras normais nao foi observada diferenca significativa para os genes IKBKB (P =
0.545) e TRIP10 (P = 0.702). Pelo fato do gene POLRI1B apresentar expressao tardia no
tecido mamario, o nimero de amostras normais que apresentou resultado considerado
confiavel foi limitado (n=2), portanto ndo foi possivel a aplicacdo de teste estatistico. O
gene PGM5 mostrou diminuicdo de expressdo nos tumores, porém sem diferenca

estatistica (P = 0.075), como demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 - Expressao relativa dos genes IKBKB, TRIP10, POLR1B e PGM5 avaliados por RT-qPCR
em carcinomas mamarios (N=63) e tecidos normais (N=5). O grafico mostra a distribuicdo dos
valores de expressdo relativa dos tumores em relagdo a mediana dos normais. A mediana de
expressao de cada gene em cada grupo estd mostrada. Os valores de P foram obtidos pelo teste
de Mann-Whitney. Os niveis de expressdo relativa de cada gene estdo apresentados em escala
logaritmica. O ndimero de amostras (normais e tumorais) variou porque alguns casos nao

mostraram resultados confiaveis ou detectaveis nos genes candidatos ou de referéncia.

Expressdo relativa dos genes e as varidveis clinicas e histopatoldgicas

Para avaliar se os genes estudados poderiam estar associados com caracteristicas
de pior prognoéstico ou outra caracteristica clinica, os dados foram comparados a todos
os parametros clinicos e histopatolégicos disponiveis, como idade, histdéria familial,

tamanho do tumor (T), linfonodos comprometidos (N), estadio patoldgico, grau
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histologico, receptores hormonais (ER e PR), HER-2, tumores triplo-negativos (ER-PR-
HER2- vs demais) e metastase.

As figuras 9, 10, 11 e 12, mostram os niveis de expressdo dos genes IKBKB,
TRIP10, POLR1B e PGM5, respectivamente, de acordo com as principais caracteristicas
avaliadas.

Para o gene IKBKB (Figura 9), foi observado um aumento significativo dos niveis
de transcritos tanto em tumores ER-positivos (P < 0.001, Figura 9E) quanto em casos
HER2-negativos (P = 0.008, Figura 9G). Nao houve associagdo significativa com os outros
dados clinicos e histopatolégicos avaliados.

O gene TRIP10 (Figura 10), apresentou associacdo significativa apenas com
relacdo ao HER2, onde os tumores HERZ2-negativos apresentavam maiores niveis de
transcritos (P = 0.009, Figura 10G). A analise dos niveis de TRIP10 em relagdo ao grau
histoldégico mostrou niveis mais baixos nos tumores de grau IIl comparados com
tumores grau I (P = 0.048, Teste de Mann-Whitney).

Com relacdo ao gene POLR1B (Figura 11), houve diminuicao significativa nos
niveis de mRNA em tumores ER-negativos (P = 0.004, Figura 11E) e marginalmente nos
tumores triplo negativos (P = 0.049, dados ndo apresentados). A comparagdo entre os
niveis de POLR1B e grau histolégico mostrou niveis menores de transcritos nos tumores
de grau Il comparados ao tumores de grau I (P = 0.026, teste de Mann-Whitney).

O gene PGMS5 (Figura 12) apresentou uma diminuicao significativa da expressao
dos transcritos gradativamente com o aumento do grau tumoral (P = 0.003, Figural2D),
sendo que niveis mais baixos foram detectados nos tumores grau Il comparados com
grau [ (P = 0.011, teste de Mann-Whitney) e com grau II (P = 0.003, teste de Mann-
Whitney). A diminui¢do nos niveis de mRNA foram observados nos tumores ER-
negativos (P = 0.002, Figura 12E) e HER2-positivos (P = 0.007, Figura 12G).

Em conclusao, as analises dos genes candidatos ndo confirmaram os achados de
expressao génica global que mostrou associacdo destes genes com metastase nos

carcinomas mamarios.
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Figura 9 - Niveis dos transcritos de IKBKB segundo: A. tamanho do tumor (T); B. envolvimento

de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau; E. receptor de estrégeno (ER); F. receptor de

progesterona (PR); G. receptor de fator de crescimento epidermal (HER2); e H. Metastase. Esta

apresentada a mediana de expressao de cada gene para cada caracteristica avaliada. Os valores

de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparacdes entre os pares e para

multiplas comparacdes foi usado o teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis de

expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 10 - Niveis dos transcritos de TRIP10 segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. Grau histoldgico; E. receptor de
estrogeno (ER); F. receptor de progesterona (PR); G. receptor de fator de crescimento epidermal
(HER2); e H. Metastase. Esta apresentada a mediana de expressdo de cada gene para cada
caracteristica. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagoes entre
pares e para multiplas comparagoes pelo teste de Kruskall-Wallis com pés-teste de Dunn. Os

niveis de expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 11 - Niveis dos transcritos de POLRIB segundo: A. tamanho do tumor (T); B.

envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. Grau histolégico; E. receptor do

estrogeno (ER); F. receptor da progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal

(HER2); e H. Metastase. Esta apresentada a mediana de expressdo de cada gene para cada

caracteristica. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagoes entre

pares e para multiplas comparagoes foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis com pos-teste de

Dunn. Os niveis de expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.



57

Al B.
- P=0370 - P=0463
. h A n
n -
= a® * = at
5 1 . [ ] ’ 5 1 o H ak
E '.=' v E Ham N [
w ..,_._ql 1= Y w .':- == N
= [ I:= " > = el I:l i
Boa{ ° " M Boa{ * - C
o, . o,
n n
no1 T T y T ool T T v T
T1 T2 T3 T4 NO N1 N2 N3
C. D.
- P=0.667 10- P=0003
. - n
n .
- - + I "a .
2 1 mo 2 @ &
B » ‘:‘ B s l'. Yy
n u
s | WL 3 B
P * = W Fu =" alta
n "
oo T oo1
1 2 3 1 2 3
Estadin Gran

[ T T

ool

Sem metistase Metdstaze

Figura 12 - Niveis dos transcritos de PGM5 segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. Grau histolégico; E. receptor do
estrogeno (ER); F. receptor da progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal
(HER2); e H. Metastase. Estd apresentada a mediana da expressdo de cada gene para cada
caracteristica. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagdes entre
pares e Kruskall-Wallis para multiplas comparagdes com pods-teste de Dunn. Os niveis de

expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Expressao relativa dos miRNAs: miR-26a, miR-26b, miR-203, miR-421, miR-576-
5p, miR-664 e miR-18a

Escolha das referéncias para a normalizagdo de RT-qPCR dos miRNAs

A partir de um estudo realizado por Davoren et al. (2008) em amostras de
tumores mamadrios, foram selecionados como possiveis miRNAs de referéncia dois
transcritos codificantes de miRNAs (Let-7-a e miR-16) em conjunto com quatro
transcritos codificadores de pequenos RNAs nucleolares (RNU44, RNU48, RNU6B e
RNU47) selecionados conforme nota de aplicacdo da empresa Applied Biosystems, que
demonstraram expressdo pouco varidvel em outros tecidos tumorais. O pré-teste para a
andlise de expressdao de miRNAs incluiu cinco controles (quatro amostras de tecido
mamario normal e uma amostra de linhagem de mama normal - HB4) e oito amostras de

carcinomas mamarios (Figura 13).

Figura 13 - Expressdo relativa, fator de normalizacdo e coeficiente de estabilidade de
expressao (M) dos seis transcritos (miR-16, Let-7-a, RNU6B, RNU44, RNU47 e RNU48)
candidatos a normalizadores testados. Observa-se que o RNU48 apresentou expressdo mais
estavel (verde) individualmente e RNU6B é o mais variavel (vermelho) nas 13 amostras de
tecido mamario testadas (5 amostras ndo-tumorais e 8 tumorais). O fator de normalizacio

representa a média geométrica da expressao relativa dos seis candidatos avaliados.

Os resultados do teste demonstrou que RNU6B e Let-7-a apresentavam expressao

muito variavel para uso como calibradores de expressao dos miRNAs (M=1.308 e 1.225



59

respectivamente). Apos a remoc¢do em série dos transcritos menos estaveis, o programa
geNorm indicou que RNU44 + RNU47 era o melhor par de transcritos, seguidos da

inclusao de RNU48, miR-16, Let-7-a e RNU6B, respectivamente (Figura 14).

Figura 14 - Média do coeficiente de estabilidade de expressdo (M) dos transcritos (RNU44,
RNU47, RNU48, miR-16, Let-7-a, RNU6B) candidatos a normalizadores. O calculo para a
determinacdo dos melhores genes de referéncia apds a exclusdo progressiva dos genes de

expressao menos estavel, indicou o RNU44 + RNU47 como o melhor par de genes.

O conjunto de microRNAs para referéncia apropriado foi também estimado e esta
andlise mostrou que deveriam ser utilizados seis microRNAs de referéncia para a
normalizacdo da expressao dos microRNAs nas amostras de carcinomas mamarios. Isso
porque o menor desvio entre os fatores de normalizagao foi obtido na inclusdo do sexto
transcrito (RNU6B) ao grupo prévio com os cinco (V5/6 = 0.190). Entretanto, mesmo
com tantos microRNAs de referéncia, nao foi possivel atingir o ideal (<0,150) proposto
por Vandesompele et al. (2002), no qual a adigdo de um novo transcrito para a
normalizacdo seria redundante.

Considerando a quantidade limitada das amostras de RNA dos tumores e que nao

houve diferenca significativa apos a adicao do quarto microRNA de referéncia (a adicao
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do miR-16 ndo alterou de forma significativa a relagdo dos fatores de normalizacdo com
apenas os trés microRNAs mais estaveis, V3/4=0,241), optou-se por utilizar trés
microRNAs de referéncia: RNU44, RNU47 e RNU48. Vale ressaltar que a selecao de trés
microRNAs de referéncia permite que a estabilidade de expressdo no total de amostras e
ao final das andlises seja confirmada quanto a estabilidade destes microRNAs de
referéncia (trés é o numero minimo de microRNAs para a andlise pelo programa
geNorm). (Figura 15). Assim, as demais amostras foram avaliadas incluindo apenas as

referéncias RNU44, RNU47,e RNU48

Figura 15 - Determinagdo do numero adequado dos transcritos (miR-16, Let-7-a, RNU6B,
RNU44, RNU47 e RNU48) candidatos a normalizadores testados. O uso dos seis transcritos mais
estaveis (5/6) permitiu a normalizacio de maior fidelidade (RNU44, RNU47, RNU48, miR-16,
Let-7-a e RNU6B). Esta analise estima o ndmero de transcritos de referéncia mais apropriado

pelo impacto da adigdo em seqiiéncia dos mais estaveis na relagado dos fatores de normalizacao.

Expressdo diferencial dos miRNAs entre as amostras de carcinomas mamadrios e controles

Foram realizadas comparac¢des entre as amostras tumorais e normais, mostrando
uma diminuicao significativa dos niveis de expressao dos microRNAs da familia do miR-

26, miR-26a e miR-26b, nas amostras tumorais (P = 0.003 e P = 0.014, respectivamente,
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Figura 16A e Figura 16B). Esta mesma comparacao foi realizada para o miR-18a sendo
detectado um aumento significativo do seu nivel nas amostras tumorais (P = 0.032,
Figura 16G).

Os demais microRNAs analisados, ndo apresentaram diferengas significativas
entre as amostras tumorais e normais (Figura 16): miR-203 (P = 0.557, Figura 16C),
miR-421 (P = 0.391, Figura 16D), miR-576-5p (P = 0.133, Figura 16E) e miR-664 (P =
0.210, Figura 16F).
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Figura 16 - Expressao relativa de miR-26a, miR-26b, miR-203, miR-421, miR-576-5p, miR-664

e miR-18a avaliados por RT-qPCR em amostras de tecido mamario (N=63) e tecidos normais

(N=5). O grafico mostra a distribuicdo dos valores de expressao relativa dos tumores em relacio

a mediana dos tecidos normais. Estd apresentada a mediana da expressao de cada miRNA em

cada grupo. Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney. Os niveis de expressdo

relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Expressdo relativa dos miRNAs e as varidveis clinicas e histopatolégicas

Os dados dos niveis de expressdao dos miRNAs testados foram comparados aos
parametros clinicos e histopatologicos disponiveis, como idade, histéria familial,
tamanho do tumor (T), linfonodos comprometidos (N), estadio patolégico, grau
histolégico, receptores hormonais (ER e PR), HER-2, tumores triplo-negativos (ER-PR-
HER2- vs demais) e metastase.

As Figuras 17, 18, 19, 20, 21, 22 e 23 ilustram os niveis de expressdao de miR-26a,
miR-26b, miR-203, miR-421, miR-576-5p, miR-664 e miR-18a, respectivamente, de
acordo com as variaveis.

Nas andlises do miR-26a (Figura 17), foi observada uma diminuicdo gradativa
significativa dos niveis de transcritos conforme o aumento do grau tumoral (P = 0.008,
Figura 17D), com uma diminuicdo significativa observada nos tumores grau III
comparado aos grau II (P = 0.005, teste de Mann-Whitney). Foram observados menores
niveis em tumores ER-negativos (P = 0.006, Figura 17E), bem como em tumores triplo-
negativos (P = 0.020, dados ndao mostrados).

O miR-26b (Figura 18) assim como o miR-26a apresentaram uma diminui¢ao
gradativa significativa da expressao dos transcritos conforme o aumento do grau
tumoral (P = 0.008, Figura 18D), sendo que diminuicao significativa foi observada nos
tumores grau IIl comparado aos tumores grau I (P = 0.039, teste de Mann-Whitney) e ao
tumores grau II (P = 0.005, teste de Mann-Whitney). Foram observados menores niveis
de miR-26b em tumores ER-negativos (P = 0.003, Figura 18E) assim como em tumores
triplo-negativos (P = 0.004, dados nao apresentados).

Um aumento significativo nos niveis do miR-203 (Figura 19) foi observado em
tumores HER2-positivos (P = 0.022, Figura 19G) . Nao foram detectadas associa¢des
significativas deste microRNA com os outros dados clinicos e histopatologicos.

Nas andlises realizadas com o miR-421 (Figura 20), foi observado um aumento na
quantidade deste transcrito em tumores de pacientes com histéria familial positiva (P =
0.009, dados nao apresentados). Também se observou nesta analise uma diminui¢do dos
niveis deste transcrito em tumores PR-positivos (P = 0.003, Figura 20F).

Para o miR-576-5p (Figura 21), foi verificada a diminuicdo dos niveis do

transcrito em tumores PR-positivos (P = 0.035, Figura 21F), igualmente ao observado na
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analise do miR-664 (P = 0.024, Figura 22F). Os outros dados clinicos e histopatologicos
nao foram associados significativamente com os niveis de expressao destes microRNAs.
Foi detectado um aumento significativo do nivel de expressdao do miR-18a
conforme o aumento do grau tumoral (P = 0.001, Figura 23D). Os tumores grau III
apresentaram um aumento significativo quando comparados aos tumores de grau Il (P =
0.003, teste de Mann-Whitney) e aos tumores de grau I (P = 0.002, teste de Mann-
Whitney). Nos tumores ER-positivos foram observadas diminui¢des significativas da
expressao do miR-18a (P = 0.005, Figura 23E), assim como em tumores PR-positivos (P

= 0.003, Figura 23F) e em tumores HER2-negativos (P = 0.002, Figura 23G).
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Figura 17 - Niveis dos transcritos de miR-26a segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau; E. receptor de estrégeno (ER); F.
receptor de progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal (HER2); e H.
Metastase. Esta apresentada a mediana de expressao de cada miRNA para cada caracteristica. Os
valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagdes entre pares e para
multiplas comparacgdes foi usado o teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis de

expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.



66

P=0482 P=0.105
g . 10-
L] .- . .-
n i . u
o 11 % "uat * 81l » a" it v
L] =.l
3 U . L] vy L] i s ‘.ﬂ ak
=, . th e Bt Y omre
£ =]
E“_ (IS .=. i v EUl- ::. n a v
] ]
ool T T T T ool T T T T
Tl T2 T3 T4 NO N1 N2 N3
C. D.
P=0904 P=0.008
109 104
a L]
n i
] .
| Y ] [ .
- 1y B ! . = La
o . L= 4 o~ — et L =i 1]
e —#r =$._
% L] H::‘ % : n® LY ed
B[ Toa 2| = A
L] L}
ooL T oo
1 2 3 4 1 2 3
Estadin Gran

[

T T
Sem metastage Metistase

Figura 18 - Niveis dos transcritos de miR-26b segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patologico; D. grau; E. receptor de estrogeno (ER); F.
receptor de progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal (HER2); e H.
Metastase. Estd apresentada a mediana de expressdo de cada miRNA para cada caracteristica. Os
valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparacdes entre pares e para
multiplas comparacgdes foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis

de expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.



67

A B.
P=0215 P=0978
1 u \ mq - :
l..: - .l " .
. [ [
oyt --.-.- " ':.. = ‘. y
1 A . v 1 by ] —drick—
- e matl" 4 v o LS00 .=' At T
puid H n =] H i
Q - H
o 01 ul Bl ., "
'E [ - g - n
. v .
0011 T 0.014 v
o0oo T T T T 0.001 T T T T
Tl T2 T3 T4 NO N1 N2 N3
C. D.
P=0.514 P=10.258
my = . 10 §
L ot L ‘:4
- L] 1. ] - ik a
- M a u ataa
1 7 Aaihat 1 . ag® —as
. w¥ul ry
(] » - e it
o . T ipa —— o | dia
oA . & b ] .
ﬁ 01 'S E 0.14 - . .
E . B (1]
L - . -
0019 L 0.014 i
oo T T T T o.oo1
1 2 3 4 1 2 3
Estadin Gran

)
i
W omow

T T o.ool T
Negativo Paositiva Sem

0.oo

HER2

Figura 19 - Niveis dos transcritos de miR-203 segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. Grau tumoral; E. receptor de estréogeno
(ER); F. receptor de progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal (HER2); e
H. Metastase. Esta apresentada a mediana de expressdo de cada miRNA para cada caracteristica.
Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagdes entre pares e para
multiplas comparagdes foi utilizado o teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis

de expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 20 - Niveis dos transcritos de miR-421 segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. Grau tumoral; E. receptor de estrégeno
(ER); F. receptor de progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal (HER2); e
H. Metastase. Esta apresentada a mediana de expressdo de cada miRNA para cada caracteristica.
Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparacdes entre pares e para
multiplas comparac¢des pelo teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis de

expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 21 - Niveis dos transcritos de miR-576-5p segundo: A. tamanho do tumor (T); B.

envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patoldgico; D. grau tumoral; E. receptor de estrégeno

(ER); F. receptor de progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal (HER2); e

H. Metastase. Esta apresentada a mediana de expressao de cada miRNA para cada caracteristica.

Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagdes entre pares e para

multiplas comparacgdes foi usado o teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis de

expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 22 - Niveis dos transcritos de miR-664 segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patolégico; D. grau tumoral; E. receptor de estréogeno
(ER); F. receptor de progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal (HER2); e
H. Metastase. Esta apresentada a mediana de expressao de cada miRNA para cada caracteristica.
Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagdes entre pares e para

multiplas comparacgdes foi usado o teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis de
expressdo relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Figura 23 - Niveis dos transcritos de miR-18a segundo: A. tamanho do tumor (T); B.
envolvimento de linfonodos (N); C. estadio patoldgico; D. grau tumoral; E. receptor de estrégeno
(ER); F. receptor de progesterona (PR); G. receptor do fator de crescimento epidermal (HER2); e
H. Metastase. Esta apresentada a mediana de expressao de cada miRNA para cada caracteristica.
Os valores de P foram obtidos pelo teste de Mann-Whitney nas comparagdes entre pares e para
multiplas comparacgdes foi usado o teste de Kruskall-Wallis com pds-teste de Dunn. Os niveis de

expressao relativa estdo apresentados em escala logaritmica.
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Abstract

Background: ATM mutations have been associated with moderate risk to develop
familial Breast Cancer (BC). In sporadic BC, a down-regulation of ATM is described in a
subset of cases. However, prognostic value and regulatory mechanism involved in ATM

expression are not completely understood.

Patients and methods: Expression of ATM gene and miRNAs (miR-26a, miR-26b, miR-
203, miR-421, miR-664, miR-576-5p and miR-18a) were evaluated by RT-qPCR in BC
(N=52) and in normal breast samples (N=5). ATM protein expression was investigated

by immunohistochemistry in 926 sporadic BC.

Results: Negative correlation between ATM levels and miR-664 (P=0.035 and r=-0.293),
and miR-421 (P=0.075 and r=-0.249) were observed. Significantly lower ATM levels
were associated with high grade tumours. Absence of ATM protein expression was
associated with metastasis (P<0.001), with reduced disease-free survival (DFS,
P<0.0001) and overall survival (0S, P<0.0001). Multivariate analyses revealed ATM as
an independent prognostic marker for DFS and OS (P<0.001, HR=0.535, and P<0.001,
HR=0.534).

Conclusions: The data suggested ATM as a prognostic marker in BC. In addition, the miR-

664 and miR-421 are putative candidates to regulate ATM expression in a subset of BC.
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Introduction

Ataxia telangiectasia mutated (ATM) gene synthesizes a protein kinase member
of phosphoinositide 3-kinase (PI3K)-related protein kinase (PIKK) family. ATM is a
primary transducer in DNA damage response pathways, mainly activated by double-
stranded breaks (DSB). DSB are the most harmful lesion to DNA and, if not repaired,
could lead to genomic rearrangements and chromosomal instability contributing to
tumorigenesis [1].

Mutations in the ATM gene cause Ataxia Telangiectasia (AT), an autosomal
recessive neurological disorder characterized by immunodeficiency, cancer
predisposition, radiosensitivity, insulin-resistant diabetes and premature aging. In
addition to the pivotal role of ATM kinase in DNA damage response, reports from AT
patients and ATM-deficient mouse have highlighted its involvement in cell cycle control,
apoptosis, gene regulation, oxidative stress and telomere maintenance. As a tumour
suppressor gene, ATM has been described as involved in several malignancies [2-4],
including breast carcinomas.

In 1987, Swift et al. reported at first time that mothers of AT patients presented
higher risk of developing BC and other tumours [5]. Subsequently, ATM gene was
associated with moderate risk to BC in family-based and population-based studies [6].
Although several ATM mutations have been described, they are rare and frequently
associated with hereditary BC [7].

In sporadic breast carcinomas, ATM transcript and protein down-regulation has
been reported [8-10], though the mechanisms involved in ATM deregulation are still
unknown. Although allelic loss has been proposed as one of the mechanisms for ATM
gene inactivation, since loss of heterozygosity (LOH) has been reported in a subset of
sporadic BC cases [11], the second allele inactivation is still unclear [12]. Epigenetic
silencing of ATM gene has been proposed, but studies on the methylation status of ATM
have shown contradictory results. ATM hypermethylation was found in 18 out of 33
(78%) locally advanced breast tumours (18 out of 33) [8]. Recent reports have indicated
that ATM promoter hypermethylation is not a mechanism of ATM under-expression in
BC[13-15].

Based on the literature data, an alternative mechanism for regulating ATM

expression might be involved in BC. Recently, a post-transcriptional regulation of ATM
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expression by microRNAs was reported in neuroblastoma cells [16], glioma cell line [17]
and breast carcinomas [18]. MicroRNAs are small non-coding RNAs, with about 18-25
nucleotides long, which regulate gene expression through degradation or inhibition of
mRNA translation. miRNAs have been associated with several biological processes, such
as cell cycle regulation, cellular growth, apoptosis, cell differentiation and stress
response. It is well known that deregulation of miRNA expression plays an important
role in tumour development and progression by modulating oncogenic or tumour-
suppressor pathways [19].

The aim of this study was to assess ATM gene and protein expression in sporadic
BC and to correlate findings with clinical outcome. Expression of miRNAs predicted to

regulate ATM was also evaluated and correlated with ATM transcript levels.

Patients and methods

Patients

Ductal invasive BC samples (N=978) were obtained from Amaral Carvalho
Hospital (Jau, Sao Paulo, Brazil) and Department of Pathology, AC Camargo Hospital (Sao
Paulo, Sdo Paulo, Brazil).

ATM gene and microRNA expression was evaluated in 52 fresh BC samples from
patients submitted to segmental resection or mastectomy. Five histopathologically
normal breast tissue samples were obtained from healthy individuals subjected to
breast reduction surgery and used as a normal reference. ATM protein expression was
investigated in 926 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) BC samples arranged in
four tissue microarrays (TMA) from an independent cohort of patients from AC Camargo
Hospital, SP.

Eligibility criteria included patients with BC without previous personal or family
history of cancer. The samples were obtained previously to chemo- and or radiotherapy
treatments. Surgery was the primary treatment in 793 patients; 185 out of 978 patients
received neoadjuvant chemotherapy and 160 received neoadjuvant radiotherapy; 339
were treated by adjuvant hormonal therapy, 585 by radiotherapy and 404 by
chemotherapy. All patients were advised of the procedures and provided written

informed consent. The Human Research Ethics Committee of both institutions approved
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the study. Patients were followed prospectively with a mean follow-up of 81.9 + 35.1
months (1-274 months). Supplemental Table 1 summarizes the clinical and

histopathological data of the patients.

ATM gene expression by reverse transcription-quantitative PCR (RT-qPCR)

Total RNA was extracted from macrodissected frozen tumour and normal breast
tissues using Trizol reagent (Invitrogen Life Technologies Inc, Carlsbad, CA) according to
the manufacturer’s instructions.

PCR amplification was performed using 1 pg of total RNA treated with DNase I
and SuperScript III™ Reverse Transcriptase enzyme (Invitrogen Life Technologies Inc),
following the manufacturer’s instructions. The qPCR for ATM and reference genes were
conducted in a total volume of 10 pl containing Power SYBR Green PCR Master Mix,
(Applied Biosystems; Foster City, CA), 1 ul cDNA (1:2) and 200 nM of each primer. The
reactions were done in duplicates in 96 well plates using StepOne Plus Thermal Cycler
equipment (Applied Biosystems). Dissociation curve was included in all experiments to
determine PCR product specificity. The most stable reference genes (HMBS, HPRT and
ACTB) were determined by geNorm software [20] from a group of six genes (ACTB,
GAPDH, GUSB, HPRT, HMBS and RPLPO0). Primer sequences are provided in Supplemental
Table 2. RT-qPCR experiments were carried out under the recommendation of the MIQE

guidelines [21]. Gene relative quantification was calculated by 2-**Ctmethod [22].

ATM protein expression by immunohistochemistry (IHC)

ATM expression was assessed in 926 FFPE breast cancer samples arranged in
four TMA constructed as previously described [23] and one normal breast sample in a
conventional slide. Breast tissues were freshly cut (3 um) and sections were mounted on
conventional slides with organosilane (3-aminopropyl triethoxy-silane) (Sigma-Aldrich
Co. St. Louis, MO, USA). After endogenous peroxidase blockage, the antigen retrieval was
performed by heating treatment in citrate buffer (pH 6.0) in a pressure-cooker
(Pascal®; Dako, Carpinteria, California). Immunohistochemical reactions were
performed using the monoclonal rabbit antibody anti-ATM, Clone Y170 (Epitomics,
Burlingame, CA, USA) (dilution 1:200) followed by incubation with the polymer

detection system (Novocastra, Newcastle Upon Tyne, UK). Reactions were developed
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with a solution containing 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (Sigma, St Louis,
MA, USA) and 0.01 H20.. Positive and negative controls were included in all reactions, in
accordance with the manufacturer’'s recommendations. The final scores were
considered as negative or positive according to the absence or presence of nuclear
staining in epithelial cells. IHC scoring was performed independently by two
pathologists (MACD and FAS) and was blinded to the outcome and clinical aspects of

each tumour specimen.

MicroRNAs expression by RT-qPCR

Seven microRNAs were selected as candidates for transcriptional regulation of
ATM: hsa-miR-421, hsa-miR-26a, hsa-miR-26b, hsa-miR-203, hsa-miR-664, hsa-miR-
576-5p and hsa-miR-18a. MicroRNA selection was based on five algorithms: TargetScan

(http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan), Microcosm Targets
(http://www.ebi.ac.uk/enright-sry/microcosm), PicTar (http://pictar.mdc-
berlin.de/cgi-bin/PicTar), microRNA.org
(http://www.microrna.org/microrna/home.do) and Diana-microT

(http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/). Primer sequences and respective algorithm
used are provided in Supplemental Table 3. Three stable microRNAs (RNU48, RNU44
and U47) were selected among six endogenous controls (RNU48, RNU44, U47, RNU6B,
let-7a and miR-16), according to geNorm software [20] (Supplemental Table 4).

cDNA synthesis was performed using Tagman miRNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems), according to manufacturer’s recommendations using the StepOne

Plus Thermal Cycler equipment (Applied Biosystems).

Statistical analysis

Kruskal-Wallis or Mann-Whitney tests were applied to compare miRNA or ATM
transcript levels and clinicopathological characteristics. Chi-square or Fisher exact test
were used to determine the association between the categorical variables. Spearman
test was performed for correlation analyses between ATM transcript levels. Disease-free
survival (DFS) and overall survival (0S) probabilities were calculated using the Kaplan-
Meier method. The end-point for OS and DFS analysis was restricted to death due to

breast cancer and distant metastasis at diagnosis, respectively. Patients with stage IV
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(N=72), treated with neoadjuvant therapy (N=170) and missing follow-up information
(N=47) were excluded from these analyses. Multivariate analysis was applied using Cox
proportional hazards. GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA) and SPSS

version 17.0 (SPSS; Chicago, IL) were used for statistical analysis.

Results

ATM expression in breast tumours and association with clinical and histopathological
variables

Decreased levels of ATM transcript were verified in tumours in comparison with
normal samples. However, this difference was not statistically significant (P=0.064,
median RQ=0.64; Figure 1A).

The comparison between ATM transcript levels and the clinical and
histopathological parameters showed decreased levels of ATM according to increased
tumour grade (P=0.005, Figure 1B). In addition, lower ATM levels were detected in
HERZ2-positive tumours (P=0.048, data not shown). No associations between ATM gene
expression levels and other clinical characteristics were detected.

ATM protein analysis exhibited nuclear immunostaining in normal breast tissues.
Representative negative and positive ATM tumours are shown in Figure 2A-B. ATM
protein expression status and clinicopathological parameters analyses are shown in
Table 1. An increasing frequency of negative ATM tumours was detected according to
the tumour grade (P=0.034, Table 1), confirming the mRNA findings. In contrast, no
association between ATM and HERZ2 expression was detected (P=0.110, Table 1).
Interestingly, absence of ATM protein expression was significantly associated with
distant metastasis (P<0.001, Table 1).

Survival analysis showed that ATM negative tumours were associated with
decreased disease-free survival (DFS) in BC patients (N=637, P<0.001, Table 2, Figure
2C). The predicted 5- and 10-year DFS probabilities for ATM positive tumours were
74.4% and 67.9% compared with 59.8% and 48.7% for ATM negative tumours,

respectively (Table 2). As expected, significant associations were observed between the
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established prognostic factors (T, N, clinical stage, tumour grade, ER, PR and HER-2
status) and clinical outcome (Table 2).

ATM status also showed an impact on overall survival (OS). Patients with ATM
negative tumours showed a reduced survival compared with their counterparts (N=637,
P<0.001, Table 2, Figure 2D). The established prognostic factors (T, N, clinical stage,
tumour grade, ER, PR and HER-2 status) were also significantly associated with OS
(Table 2).

Multivariate analyses according to the Cox proportional hazards model showed
that ATM protein status is an independent prognostic factor for DFS and OS. ATM
positive tumours presented lower risk of developing metastasis compared with ATM
negative tumours (N=637, HR=0.535, P<0.001, Table 3). Similarly, ATM positive
tumours were associated with lower risk of death due to breast cancer (N=637,
HR=0.534, P<0.001, Table 3). Tumour size and involvement of regional lymph nodes
were detected as independent prognostic factors for DFS. For OS, the independent
prognostic factors detected were tumour grade, tumour size and involvement of

regional lymph nodes (Table 3).

miR-664 and miR-421 as putative regulators of ATM expression

Correlation analyses were performed with the transcript levels of seven putative
ATM regulatory miRNAs (miR-26a, miR-26b, miR-203, miR-421, miR-576-5p, miR-664
and miR-18a) and ATM mRNA expression.

Negative correlation was found between the expression levels of ATM and miR-
664 (r=-0.293, P=0.035, Figure 3A) and miR-421 (r=-0.249, P=0.075, Figure 3B),
although not statistically significant in the latter. No significant correlation was detected
between miR-26a, miR-26b, miR-203, miR-576-5p and miR-18a with ATM transcript

levels (data not shown).

Discussion

In the present study, although not statistically significant, ATM down-regulation

was detected in tumours when compared to normal breast samples. This finding is in

agreement with other studies [9, 10, 24]. In addition, lower levels of ATM expression
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were observed in high grade tumours both in transcript and protein analyses. Ding et al.
[25] showed that the combined abnormalities of ATM, BRCA1 and TP53 genes (DNA
double-strand-break checkpoint/repair genes) were associated with poorly
differentiated ductal invasive BC. Additionally, ATM aberrant protein expression was
also associated with grade II-III tumour in BC [10]. These data suggest that alterations in
ATM and other genes involved in DNA repair and cell cycle checkpoint may lead to
chromosomal instability, consequently being involved in breast carcinogenesis.

Interestingly, a marginally significant under-expression in ATM transcript levels
was detected in HER2-positive tumours, although no association was detected in protein
expression evaluated by IHC. Previous reports found no association between ATM mRNA
or protein expression and HER-2 status [24, 10]. Nevertheless, a recent report using a
murine model of breast cancer suggested that ErbB2-induced aberrant mammary cell
proliferation leads to DNA damage response (DDR) mediated by ATM that in turn
activates apoptosis and cell senescence [26]. The findings suggested that DDR signalling
plays a critical role in blocking tumour transformation in the context of HER-2 altered
activation. The authors also speculated if ATM loss could accelerate sporadic mammary
tumorigenesis driven by HER2 activation, nonetheless this hypothesis still remains
uncertain [26].

The present findings suggests that ATM decreased expression is involved in
breast carcinogenesis. Accordingly, absence of ATM protein expression was significantly
associated with distant metastasis occurrence in a large and independent cohort of
patients, with a long-term follow-up. Furthermore, patients with ATM negative tumours
presented shorter DFS and OS. Intriguingly, none association between ATM mRNA levels
and metastasis was detected. One possible explanation is the small number of patients
with metastasis (N=11) evaluated by mRNA expression compared with protein
expression analysis (N=371). Other possibilities included post-transcriptional ATM gene
regulation, since higher frequency of negative ATM tumours (61% of tumours) in IHC
analysis was detected in comparison with ATM gene down-expression (38% of
tumours) by RT-qPCR. Overall, the findings suggests that the loss of ATM expression is
involved in tumour progression and invasion leading to more aggressive tumour
behaviour and worse outcome in BC patients.

The multivariate analyses revealed that ATM protein status is an independent

prognostic maker for both DFS and OS. ATM positive expression cases showed lower
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risk of metastasis (P<0.001, HR=0.535, Close% = 0.386 - 0.743) and death due to breast
cancer (P<0.001, HR=0.534, Clos9% = 0.376 - 0.758). These data suggest that ATM is an
independent prognostic factor, together with tumour size and regional lymph nodes
involvement, which so far are the most reliable prognostic factors in breast tumours
[27]. Ye and colleagues [9] evaluated ATM mRNA levels in breast tumour samples
(N=471) and showed that lower levels of ATM transcript were associated with worse
outcome (DFS and OS). However, the authors did not demonstrate that ATM gene
expression is as an independent prognostic marker in BC. Therefore, to our knowledge,
this is the first study reporting the prognostic value of ATM in breast carcinomas in a
large series of cases with a long-term follow-up.

The mechanisms involved in ATM deregulation in sporadic BC have so far not
been clarified. Recent studies have been reported that ATM gene expression can be also
regulated by miRNAs. From the seven microRNAs selected by in silico analysis as
putative regulators of ATM expression, only miR-664 showed a significant negative
correlation with ATM transcript levels. Although the miR-421expression showed a
negative correlation, it was not statistically significant.

The first study to describe the involvement of miRNA in ATM expression was
conducted by Hu et al. [16]. The authors showed that miR-421 suppresses ATM
expression by targeting the 3'-untranslated region (3'UTR) of ATM transcripts in HeLa
cell line and in neuroblastoma cell lines (LA-N-1 and LA-N-5). The second report [17]
described the over-expression of miR-100 associated with low expression of ATM in
human glioma cell lines. It was also demonstrated that miR-100 up-regulation in MO59K
glioma cells diminishes ATM expression and sensitizes these cells to ionizing radiation.
The transcript levels of miR-100 were not assessed in the present study; therefore, it
cannot be excluded as a potential regulator of ATM expression in BC. Recently, Song et al.
[18] evaluated the miR-18a as a putative ATM regulatory miRNA in breast cancer. The
authors showed an up-regulation of miR-18a when compared 9 tumour cell lines with
one normal breast epithelial cell lineage and also 10 breast tumour tissues with paired
adjacent normal breast tissue samples. In addition, ATM protein down-expression was
observed when breast cancer cell lines (MDA-MB-231, SKBR3 and 293-T) were
transfected with miR-18a. Conversely, ATM up-regulation was detected in these cells
after miR-18a suppression. Here, miR-18a showed a negative correlation with ATM

transcript levels, although it was not significant. The apparent discordant results



92

between the previous report in breast carcinoma [18] and our study can be explained by
differences in the experimental design including the sample size and normal controls,
and the evaluation of only one reference microRNA (U6) in the former. Furthermore, it is
possible that different events isolated or in cooperation, coordinate the regulation of
ATM, including other miRNAs, association between different miRNAs and promoter
hypermethylation.

Taken altogether, the present study demonstrated a decreased ATM expression
associated with worse prognosis in ductal invasive breast carcinomas. Since the
expression of ATM protein proves to be an independent prognostic marker in breast
cancer, we suggested its analysis in a large independent cohort study aiming to include
this marker in clinical practice. Although other mechanisms may be involved in ATM
regulation, the results presented here suggest the involvement of miRNA in ATM

regulation in sporadic breast tumours.
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Table 1. ATM protein expression detected by immunohistochemistry (IHC) in breast

tumour samples according to the clinical and histopathological variables (N=926).

ATM
Variables N N (%) P
Negative Positive
Age (years) 0.488
<50 356 211 (59) 145 (41)
>50 565 349 (62) 216 (38)
NA 5
T 0.238
T1 82 47 (57) 35 (43)
T2 387 233 (60) 154 (40)
T3 124 86 (69) 38 (31)
T4 288 174 (60) 114 (40)
NA 45
N 0.328
NO 291 166 (57) 125 (43)
N1 256 159 (62) 97 (38)
N2 216 133 (62) 83 (38)
N3 135 89 (66) 46 (34)
NA 28
M 1.000
Negative 830 506 (61) 324 (39)
Positive 72 44 (61) 28 (39)
NA 24



Tumour grade 0.034
G1 130 66 (51) 64 (49)
G2 522 328 (63) 194 (37)
G3 268 168 (63) 100 (37)
NA 6
ER 0.825
Negative 286 176 (62) 110 (38)
Positive 585 355 (61) 230 (39)
NA 55
PR 0.180
Negative 457 286 (63) 171 (37)
Positive 386 224 (58) 162 (42)
NA 83
HER2 0.110
Negative 667 411 (62) 256 (38)
Positive 107 57 (53) 50 (47)
NA 152
Distant metastasis* <0.001
Negative 444 241 (54) 203 (46)
Positive 371 257 (69) 114 (31)

97

T: Tumour size; N: lymph nodes involvement; M: Metastasis at diagnosis; ER: oestrogen receptor
alpha, PR: progesterone receptor; HER2: human epidermal growth factor receptor 2; NA:
information not available; significant data are indicated in bold;

*: patients with metastasis at diagnosis were excluded in this analysis.
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Table 3. Multivariate model for disease-free survival (DFS) and overall survival (0S)

analysis in breast cancer patients (N=637).

Variable P HR (95% CI)

DFS

ATM (positive vs negative) <0.001 0.535 (0.386-0.743)
T(T4vsT3vsT2vsT1) <0.001 1.666 (1.404-1.977)
N (N3 vs N2vsN1) <0.001 1.534 (1.332-1.767)
os

ATM (positive vs negative) <0.001 0.534 (0.376-0.758)
Tumour Grade (G3 vs G2 vs G1) 0.010 1.387 (1.081-1.781)
T(T4vsT3vsT2vsT1) <0.001 1.660 (1.391-1.982)
N (N3 vs N2vsN1) <0.001 1.634 (1.406-1.899)

vs: versus; HR: hazard ratio; 95% CI: 95% confidence interval; P-value obtained by Log rank test.

Significant data are indicated in bold.
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Figure 1. (A) Relative expression of ATM mRNA in breast tumour samples and in normal breast

tissues. (B) ATM mRNA relative expression according to the tumour grade. The transcript

expression values are shown in log scale and the bars indicate the median value in each group.
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Figure 2. Immunohistochemical analysis for ATM. Negative (A) and positive (B) ATM
immunostaining in breast tumour cells. Disease-free survival (C) and overall survival (D) curves
according to ATM protein expression in breast cancer patients. P-values were determined by

Log-rank test.
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Figure 3. Correlation of ATM transcript levels with miR-664 (A) and miR-421 (B) relative

expression. P-values and correlation coefficient (r) values were determined by Spearman test.
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Supplemental Table 1. Clinical and histopathological features of breast cancer patients.

Variables IHC RT-qPCR
(N=926) (N=52)

Age (years)

Median (range) 54 (24-93) 59 (30-94)
<50 356 (38) 20 (38)
=50 564 (61) 32 (62)
NA 6 (1) 0

Tumour grade
G1 130 (14) 6(12)
G2 522 (56) 24 (46)
G3 268 (29) 21 (40)
NA 6 (1) 1(2)

Nodal Status
Negative 291 (31) 15 (29)
Positive 607 (66) 36 (69)
NA 28 (3) 1(2)

Stage
| 51 (6) 5(10)
11 356 (38) 28 (53)
I11 428 (46) 18 (35)
IV 72 (8) 1(2)
NA 19 (2) 0

Receptors status (IHC)

ER
Negative 286 (31) 15 (29)
Positive 585 (63) 36 (69)
NA 55 (6) 1(2)

PR
Negative 457 (49) 23 (44)
Positive 386 (42) 28 (54)
NA 83 (9) 1(2)

HER2
Negative 667 (72) 39 (75)
Positive 107 (12) 7 (13)
NA 152 (16) 6 (12)

[HC: immunohistochemistry; ER: oestrogen receptor alpha; PR: progesterone receptor; HER2:
human epidermal growth factor receptor 2; NA: not available.
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Supplemental Table 2. Primer sequences for gene expression analysis.

Chromosomal
Genes Sequences ]
Location

F: 5'-TTTAGAAATTCTTTCCAAAAGCCCTG-3'
ATM R: 5'-TTATTTGTTTCAGCTGCTTGCTCA-3' 11q22-q23

F: 5’-GGCAATGCGGCTGCAA-3’
*
HMBS R: 5’-GGGTACCCACGCGAATCAC-3’ 11q23.3

F: 5-TCATTATGCTGAGGATTTGGAAAG-3’
*
HPRTI R: 5’-GGCCTCCCATCTCCTTCATC-3’ Xq26.1

F: 5-TTCCTGGGCATGGAGTC-3’
*
ACTB R: 5’-CAGGTCTTTGCGGATGTC-3’ 7p22

F: 5"- GGAGACGCATTACACCTTC-3’
*
RPLPO R: 5"- CTTCACCTTAGCTGGGG-3’ 12q24.2

F:5’- GAAAATACGTGGTTGGAGAGCTCATT-3’

*
GUSB R: 5’- CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3’

7q21.11

F: 5"- TGCACCACCAACTGCTTAG-3’
*
GAPDH R: 5"- GATGCAGGGATGATGTTC-3’ 12p13

* Reference genes; F= forward sequence; R = reverse sequence



v259131N122129NOVV
N13232912vVNINVIOVNNVIVADVVOND OvVNvIvVIONIVNINVYIODNIIVVN egT-yru-esy -y ueds 1adae],
VNvOVIINOVNONVIINIOVVNINNIN

uedsyagdiey/ulq

-130/810"ueds1adreyrmmm/ /:dny

VD009IVIVII29D0I2939392939222VIVNI
uedsjeg.el/uiq vIIvIoOvNNNINvvvoNdINNvVYIOIIV

HYNIVIIVIHOVNNNONYYYIHND £0Z-ylw-esy ‘g ueds 1981e ],
-132/310"ueds39d ey MMM/ /:dny NHNINNHVYIVYINNIHVIVYNNINNIOHN
HYIINHHHNIHNINIHNINIVHHHOHNNDND
Je[ord/uiq 9H9)I¥HHHHINIHOHNNIVNNYID
NHHVNYHOHYINNVYYNOVYINN q9z-y1w-esy 'z Jejo1d
-18> /9puipteg-opuraeyrd//:dny N2NN9NII9VIINHNIHNHNOHNNHIVN
VHOHVYINNYVYNOVYINNOVYIIIVHHHID
onon
WIS0J0.101W /AIS sja8ae],
YHNHNINIHNIINIHHHNNYYNNYIVD DHIHHHNNVYVNNYIVOVIVYINY TZh-ylw-esy ‘T
-ySuua /ynoeigarmmm/ /:dny WISOJ0.IDIIN
VOVVINVINVVONYVYVYVVONYYINND
NNNOHNVYYYNNYINIIHOHVNONNYIVID
9MSqIM aouanbas dooT wags 9ouanbas yNy1w VNYO.IDIN wyLIoS[y

pasn wiyiLIog[e ay3 pue saduanbas SYNYOIII "€ d[qelL [eruswadjddng



/10

Jorw /13 enjuada-qe[soeuelp//:dny

op-awoy/e

w1001 /10 ewroniurmmm/ /:dny

op-awoy/e

w1001 /310 eurosorwrmmm/ /:dny

JDIOVIDINIVIONNIVNNIINN
2NNvNII3999NvvVIIINDIVINNINIID
VVOIVIINVVAOVVINNIINIIIOND

viovvnvnnodNAvooNn
NvINIIONVVIINNVVVYVVIININVIVY
V200NNN2IvVVNVVNOINNNINIIVID
nINNNAVvNINNVIIVIOVVIONVVIV

A
VYVVVVINVYVVYVIVNIIIVIIIINVNNN
vonnvaniINAvanvNivvvovavodINNv
DNVVVVIIIVNIIINIVVVINNVIVVI

NJ399VNVIIVIONVYVNOVVINN

nnndNdIAvIININNNYVAINNY

viovNi29vIIIdINvVNANNVYINNVN

B9Z-YIW-esy ‘£

dg
-9/£S-YIW-esy ‘9

799-yiu-esy °g

Lo.Jdru-eueiq

S10'yNYyoO.DIN

S10'vyNYyoO.DIN

21IsqaM

9ouanbas dooT walg

9ouanbas yNyI1w

VNYUODINA

w0y




Supplemental Table 4. Sequences of reference microRNAs tested.
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MicroRNAs Mature microRNA sequence Stem Loop ID
RNU48 GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCT 568908
GATGCCATCACCGCAGCGCTCTGACC
RNU44 CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGACTGAAC 568907
ATGAAGGTCTTAATTAGCTCTAACTGACT
U47 TAATGATTCTGCCAAATGAAATATAATGATATCA 664259
CTGTAAAACCGTTCCATTTTGATTCTGAGGT
RNU6B CGCAAGGATGACACGCAAATTCGT 568915
GAAGCGTTCCATATTTTT
Let-7-a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU hsa-let-7a-1
miR-16 hsa-mir-16-1

UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
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CONCLUSAO

Os genes IKBKB, POLRIB, PGM5 e ATM, apresentaram niveis de expressdo
diminuida e TRIP10 aumentada, embora ndo significativo, nos carcinomas
mamarios em comparacao com os tecidos normais, sugerindo que estes genes
podem ter um papel importante na carcinogénese mamaria.

Quando correlacionados as caracteristicas clinicas e histopatologicas das
pacientes, os genes IKBKB, POLRIB e PGM5 apresentaram expressao aumentada
nos tumores ER-positivos. Os genes IKBKB, TRIP10 e PGM5 apresentaram niveis
reduzidos de sua expressao nos tumores HER2-positivos. Os transcritos PGM5 e
ATM apresentaram diminuic¢do significativa dos niveis de expressdao em tumores
de alto grau.

Entre os sete microRNAs selecionados como potenciais reguladores do gene ATM
(miR-26a, miR-26b, miR-203, miR-421, miR-576-5p, miR-664 e miR-18a), apenas
o miR-664 apresentou uma correlacdo negativa significativa com os transcritos
do ATM. O miR-421 também apresentou uma correlacdo negativa, embora
estatisticamente ndo significativa.

Foi detectada expressao diminuida dos miR-26a e miR-26b e aumentada do miR-
18a entre as amostras tumorais na comparagdo com os controles normais. Estes
dados sugerem o envolvimento destes miRNAs na carcinogénese mamaria.
Quando correlacionados as caracteristicas clinicas e histopatologicas das
pacientes, foi verificado aumento dos niveis dos miR-26a e miR-26b e diminuicdo
do miR-18a em tumores ER-positivos. A diminui¢do dos niveis dos microRNAs
miR-421, miR-576-5p, miR-664 e miR-18a foi observada nos tumores PR-

positivos. Nos tumores HER2 positivos, foi detectado o aumento dos niveis dos
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miR-203 e o miR-18a. Foi verificada a diminui¢cdo dos niveis dos miR-26a e miR-
26b e aumento do miR-18a conforme aumentava o grau tumoral. Estes achados
precisam ser detalhadamente investigados para a comparag¢ao com os genes que
estes miRNAs regulam e seu papel funcional na carcinogénese mamaria.

A diminuicdo da expressdo da proteina ATM foi significativamente associada aos
tumores de alto grau e ao desenvolvimento de metastase a distancia. A andlise
multivariada mostrou que o ATM é um marcador progndstico independente para
sobrevida livre de doenga e sobrevida global. Os tumores que expressavam a
proteina ATM apresentam um menor risco de desenvolvimento de metastase a
distancia e de morte pela doencga. Estes resultados sugerem que o ATM é um novo
marcador prognoéstico em carcinomas mamarios, confirmando os dados obtidos

nos arrays de expressao.






Prezada Prof®. Silvia,
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