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Resumo

Resumo

Atualmente, o cancro da mama tem uma incidéncia alta sendo importante controlar a
sobrevivéncia das células mamarias prevenindo a iniciagdo e progressdo de cancro da
mama. O cancro da mama pode ser originado por varias mutagoes genéticas sendo
também importante para o seu desenvolvimento as proteinas envolvidas na detecdo e
reparacdo de erros nas cadeias de DNA que tém como fungdo regular a sobrevivéncia
celular. As principais mutagdes genéticas envolvidas no cancro da mama envolvem varios

genes como os genes BRCA1, BRCA2, p53 e GATA3.

Com base nas alteragdes que ocorrem nas células mamarias a nivel molecular, o
cancro da mama pode classificar-se em 5 tipos: Luminal A, Luminal B, HER2+, Basal e
Claudin-low. Esta classificacdo, de modo geral, baseia-se nos recetores hormonais, como
o recetor de estrogénio, o recetor de progesterona e o recetor androgeno, e baseia-se
também noutros marcadores moleculares como o fator de crescimento epidérmico

humano.

Os cancros da mama hereditdrios sdo principalmente causados por genes de alta
penetrancia como os genes BRCA1 e BRCA2, e também por alguns genes com
penetrancia moderada como os genes PTEN, TP53, ATM, entre outros. A maioria dos
genes com maior suscetibilidade de causar cancro da mama codificam para proteinas
supressoras de tumores que estdo envolvidas em importantes mecanismos de reparagao

de erros no DNA.

Palavras-chave: Cancro da mama, DNA, marcadores moleculares, mutagdes genéticas.
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Abstract

Abstract

Actually, breast cancer has a high incidence and, for this reason, it’s important to
control the survival of the breast cells preventing the initiation and progression of breast
cancer. Breast cancer could be caused by several genetic mutations and, to their
development, it’s important that the proteins involved in detection and repairing of DNA
have the function to regulate the survival of the cells. The major genetic mutations

involved in breast cancer have various genes like BRCA1, BRCA2, p53 and GATA3.

Thought the alterations that occur in the molecular level of breast cells, breast cancer
could be classified in 5 types: Luminal A, Luminal B, HER2+, Basal and Claudin-low.
This classification, generally, is based in hormonal receptors like oestrogen, progesterone
and androgen, and is also based in molecular markers like the human epidermal growth

factor.

The hereditary breast cancers are mainly caused by genes of high penetrance, like the
genes BRCA1 and BRCA2 and by genes with moderate penetrance, like the genes PTEN,
TP53, ATM, among others. Most of the genes with susceptibility to breast cancer code to

tumour suppressor proteins that are involved in critical error repairing DNA pathways.

Word-keys: Breast cancer, DNA, molecular markers, genetic mutations.
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Lista de abreviaturas

Lista de abreviaturas

ATM — Gene ataxia-telangectasia mutado

BRCA1 — Cancro da mama tipo 1

Cdc2 — Cinase dependente de ciclina 2

DHT - 5a-dihidrotestosterona

DNA — Acido desoxirribonucleico

EGFR — Recetor do fator de crescimento epidérmico
EMT - Transi¢ao de epitelial para mesenquimal

ER — Recetor de estrogénio

EpCAM — Molécula de adesdo de células epiteliais
HER2 — Recetor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2
HIF-1 - Fator induzido por hipoxia 1

IGF-1 - Fator de crescimento semelhante a insulina 1
Jak — Cinase janus

LOH — Perda de heterozigosidade

MAPK — Proteina cinase ativada por mitogénio
MRN - MRE11, RAD50 e NBN

mRNA — RNA mensageiro

miRNA — MicroRNA

PHGDH - Gene fosfoglicerato desidrogenase

PIK3CA — Gene que codifica para a subunidade alfa da proteina cinase fosfatidilinositol-

4,5-bifosfato 3

PR — Recetor de progesterona
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PTEN - Fosfatase homologa a tensina

RANKL - Recetor ativador do ligando do fator nuclear jB
SNP — Polimorfismo de nucleétido tinico

STAT — Ativador ou transdutor de sinal da transcri¢ao
TNBC — Cancro de mama triplo negativo

TNF — Fator de necrose tumoral

VEGF — Fator de crescimento endotelial
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Introducao

1. Introducdio

A glandula mamaria é composta por dois tipos de linhas celulares principais: células
epiteliais luminais e células mioepiteliais contracteis. As células luminais rodeiam um
lumen central enquanto as células mioepiteliais se localizam junto a lamina basal, estes
dois tipos celulares estdo organizados em alvéolos que por sua vez se juntam e formam
l6bulos. Cada 16bulo contém um ducto ramificado por onde sai o colostro e o leite. Quanto
ao numero de ductos, existe discordancia entre os autores, sendo que alguns consideram
que a glandula mamadria ¢ constituida por 11 a 48 ductos e outros defendem que ¢
constituida por apenas 5 a 9 ductos, divididos em centrais e periféricos, e classificando os
restantes como orificios das glandulas sebaceas. Junto aos ductos e l6bulos epiteliais
encontra-se tecido conectivo fibroso (Chiche et al., 2013; Going & Moftat, 2004; Jones
et al., 2004; Love & Barsky, 2004; Raouf et al., 2008; Rusby, Brachtel, Michaelson,
Koerner, & Smith, 2007).

retromammary fat

intraglandular fat

subcutaneous fat
-~ areola

main milk duct

cancer cells

epithelial cells CE S milk duct
myoepithelial cells .

cooper's ligaments

Figura 1: Constituicdo do ducto mamdrio. Figura 2: Constitui¢do da mama. Retirado
Retirado de Vidi (2014). de Ramsay (2005).

O epitélio mamario sofre diversas mudancas durante o ciclo morfogenético tal como
as células estaminais responsaveis pela constante autorrenovacao do epitélio da glandula
mamaria. As células estaminais adultas sdo caraterizadas por uma divisdo lenta mais lenta
do que as outras células epiteliais e pela sua capacidade de reter nucledsidos de DNA
sintéticos e de manter o seu contetido genético durante a mitose. Alguns cancros da mama

derivam de células estaminais cancerigenas que mimetizam as propriedades das células
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estaminais normais, como por exemplo, a autorrenovacao. Normalmente, o cancro da
mama inicia-se quando células, presentes nas glandulas mamarias produtoras de leite ou
presentes nos ductos, adquirem mudangas genéticas que despoletam divisao
descontrolada ou metéstases sendo que estas células neoplésicas derivam de uma fase
tardia do mecanismo de diferenciagcdo glandular epitelial (Blows et al., 2010; Bocker et
al., 2002; Finlay-Schultz & Sartorius, 2015; Visvader & Stingl, 2014).

Com o decorrer do envelhecimento podem surgir disfungdes das células estaminais,
estando o envelhecimento associado a reducdo do numero de células epiteliais e ao
aumento de células luminais que expressam queratina 14 e integrina a6 (Garbe et al.,
2012; A. Wu et al., 2016).

O cancro da mama pode ser originado por uma unidade lobular individual. Os 16bulos
podem ser classificados como imaturos ou maturos, caso sejam enriquecidos em células
progenitoras basais (células estaminais) ou apresentem maioritariamente linhagens
luminais diferenciadas, respetivamente (Arendt et al., 2014; Mills et al., 2016).

Ao ocorrer uma acumulagdo de mutacdes somaticas em oncogenes € em genes
supressores de tumores, bem como mudangas epigenéticas nos tecidos mamarios e seus
progenitores, pode ocorrer o desenvolvimento de cancro sendo para isso necessario que
ocorra uma proliferacdo celular excessiva. Os eventos moleculares mais frequentes
associados ao aparecimento de cancro incluem ativagdo da divisdo celular e evasdao de
apoptose com matura¢do comprometida e interrup¢ao da divisdo celular. Normalmente
verifica-se que na presenca de proteinas alteradas das vias de reparagdo de DNA que
controlam a integridade genomica, o desenvolvimento de mutacdes ¢ mais frequente,
podendo estas células progredir para o desenvolvimento de cancro. Podem também
ocorrer outro tipo de variagcdes genéticas, como polimorfismos de nucledtido tinico em
microRNA ou nos locais de ligacdo de microRNA comprometendo a regulacdo da
expressdo genética alterando assim a suscetibilidade das células para se tornarem
cancerigenas. Os microRNAs sao RNAs ndo codificantes que regulam a expressao
genética pos-transcricionalmente, regulam o mecanismo do recetor do fator de
crescimento epidérmico humano (HER2) e reconhecem os mRNAs por emparelhamento
imperfeito com a regido 3’ por ndo traduzida resultando em degradagdo do mRNA ou em
repressao da tradu¢do. A amplificacio de HER2 resulta numa ativacdo do recetor
resultando na estimulacdo de mecanismos de sinaliza¢do intracelulares associados a
regulacdo do crescimento celular, sobrevivéncia e migragdo, tal como os mecanismos da

proteina cinase ativada por mitogénio (MAPK), fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKT
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e mTOR. Virias proteinas quinases atuam como oncoproteinas contribuindo para o
processo de transformagdo, tal como as proteinas fosfatases que interagem com as
proteinas quinases. Os microRNAs tanto podem atuar como oncogenes ou atuar como
supressores de tumor (Khan et al., 2014; Kleibl & Kristensen, 2016; Leivonen et al., 2016;
Mohammed, Pickard, & Mourtada-Maarabouni, 2016; Tsang, Ebert, & van Oudenaarden,
2016; Wood et al., 2007).

Podem dividir-se os genes de suscetibilidade ao cancro da mama em 3 categorias
segundo a sua capacidade de penetrancia, ou seja, consoante a frequéncia com que esses
genes com um determinado genotipo expressam um determinado fendtipo, sendo
distinguidas em alta (como BRCA1, BRCA2, p53 ¢ PTEN), moderada (como PALB2 ¢
ATM) e baixa penetrancia, indicando assim o risco relativo para desenvolver cancro

(Kleibl & Kristensen, 2016).

A via de reparacdo de DNA mais frequente nas células cancerigenas denomina-se
recombina¢do homoéloga atuando durante as fases S e G2 do ciclo celular utilizando um
cromatideo irmdo como padrio. As quebras nas cadeias de DNA sdo detetadas por
proteinas sensoriais, as quais constituem o complexo MRN (MRE11, RAD50 e NBN),
que posteriormente se liga a parte terminal do DNA onde ocorreu a quebra iniciando uma
nova cadeia terminal (Damiola et al., 2014; Kleibl & Kristensen, 2016).

O complexo MRN que atua na recombinag¢do homologa contribui para a ativagdo da
quinase ATM que tem como func¢ao a fosforilagdo de proteinas responsaveis pela resposta
a presencga de erros (mutagdes) no DNA e de proteinas que atuam na reparacao por
recombinacdo homoéloga. Como o complexo MRN atua na reparagdo aquando quebra das
cadeias de DNA, ao ocorrer mutagdes nalgum destes genes o risco de adquirir cancro da

mama aumenta (Damiola et al., 2014; Kleibl & Kristensen, 2016).

Phosghoesterase (13-396) DNA Ginding #1 (294-461) GAR dama@(&ia-sgd]

MRET! .—F ! —_— i
s £ Y
ibrin intaractions RADSD interaction (429-482) DNA hinding #2 (654-708)
ATPase-N (3-166) Zir;hor)k (635-734) ATE&HE-C {1,134-1,297)
- e T i
RraDs0 (I . : k l .- 1312 aa
ry = FY
MRE 11 interaction (189-198) MRE11 -ntenacﬂ‘oﬂs
{amina edge at 1,117)
MRE 11 interactions
FHA(L110) BRCT2 (227-334) (B40-662 & 681-691)
Niteir _i 754 83
-
BRCTT (111-206) ATM infEracton

(734-754)

Figura 3: Interagdes dos genes pertencentes ao complexo MRN. Retirado de Damiola (2014).
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O cancro da mama pode ser adquirido tanto de forma esporadica como de forma
hereditaria, sendo necessario que ocorram varias mutagcdes em genes responsaveis pelos

diversos processos moleculares para o desenvolvimento de cancro.
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2. (Classificagdo do cancro da mama

Atualmente considera-se a existéncia de 5 tipos de cancro da mama baseados na sua
histopatologia: luminal A, luminal B, claudin-low, basal-like e HER2 (Abdel-Fatah et al.,
2008; Asselin-Labat et al., 2011; Prat et al., 2010; Prat & Perou, 2011; Visvader & Stingl,
2014).

2.1. Luminal ou erbB2

O cancro do tipo luminal subdivide-se em 2 subtipos: luminal A e luminal B. A
maioria das células deste tipo apresentam recetor de estrogénio e/ou de progesterona
positivos podendo ser originarios de células epiteliais EpCAM+. Os recetores de
estrogénio e de progesterona sdo expressos por células luminais e estas hormonas regulam
as células estaminais normais. O subtipo luminal A apresenta maior expressao de genes
relacionados com o recetor de estrogénio e menos expressdo de genes proliferativos do
que o subtipo luminal B (Asselin-Labat et al., 2011; Blows et al., 2010; Finlay-Schultz &
Sartorius, 2015; Keller et al., 2012).

Este tipo € caraterizado pela alteragdo em dois mecanismos que ocorrem apenas nos
seus 2 subtipos (luminal A e B): a sinaliza¢do de estrogénio e a sinalizacdo Jak-STAT.
Ao ocorrer ativacdo do recetor de estrogénio ocorrem respostas biologicas através de
mecanismos de sinalizacdo que podem requerer ou ndo a ligagdo ao DNA. A ligacao de
acdo gendmica envolve uma ligacdo de um ligando a um recetor que induz uma mudanga
conformacional que promove a dissociagdo de complexos da proteina chaperona e induz
a ligagdo de recetores a elementos de resposta hormonal no DNA, seguindo-se o
recrutamento de proteinas co reguladoras que regulam o processo de transcricao genética.
O supressor da sinalizacdo de citoquinas e as proteinas contendo SH2 induzido por
citoquinas sdo inibidores da diferenciacdo celular mediada pelo mecanismo JAK/STAT
tendo efeitos fisiologicos na supressao da atividade da tirosina quinase e dos recetores de
citoquina e inibindo a ativacdo de STAT. A expressdo de proteinas contendo SH2
induzido por citoquinas encontra-se aumentada no cancro da mama tal como a sintese da
hormona de crescimento, as quais contribuem para a progressao tumoral, atuando ao nivel
da proliferagdo. Estes subtipos sdo caracterizados pelo aumento da expressdo de genes

ativada pelo fator de transcri¢ao de estrogénio que € normalmente expresso no epitélio
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luminal que reveste os ductos mamarios. Normalmente, estes subtipo tem origem em
células que limitam os ductos mamarios (Blows et al., 2010; Borges et al., 2008; Y. Liu

& Hu, 2014; Trevino, Wang, & Walker, 2015).

2.1.1. Luminal A

m ER+/HERZ2+
m ER+/HER2-
* ER-HERZ2+
® ER-/HERZ2-

Figura 4: Caraterizagcdo do subtipo Luminal A. Retirado de Prat & Perou (2011).

Este subtipo ¢ caraterizado pela baixa taxa de proliferacdo e pelo seu baixo grau
histologico, ou seja, apresenta células semelhantes as células mamaérias normais e com
um crescimento celular menos rapido aquando comparado com outros subtipos de cancro
da mama, o que lhe confere menos agressividade. As cé€lulas tém niveis elevados de
recetor de estrogénio a e de recetor androgeno, no entanto apresenta baixos niveis de Ki-
67, que ¢ um marcador celular indicativo de proliferagdo, e ndo tém recetor HER2
(Abdel-Fatah et al., 2008; Atchley et al., 2008; Cheang et al., 2009; Prat & Perou, 2011;
Widodo, Dwianingsih, Triningsih, Utoro, & Soeripto, 2014).

EpCAM+, molécula de adesdo de células epiteliais, ¢ o marcador que corresponde
para o estado de diferenciacdo major de células epiteliais na mama neste subtipo, sendo
esta molécula um fator que promove crescimento € invasdo necessarios para as células
cancerigenas com fenotipo epitelial (Keller et al., 2012; Martowicz, Spizzo, Gastl, &

Untergasser, 2012).

Este subtipo, além da ativacdao das 2 vias de sinalizagdo enunciadas anteriormente
caracteristicas do subtipo luminal, é caraterizado também por alteracdes noutros
mecanismos como sinalizagdo de PI3K-Akt, da adesdo focal, regulacdo das fibras de
actina do citoesqueleto e sinalizagdo de quimiocinas. O gene mutante MAP3K 1 apresenta

baixo grau histologico e baixa taxa de proliferacdo, sendo associado ao subtipo luminal
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A (Ellis et al., 2012; Y. Liu & Hu, 2014).

2.1.2. Luminal B

Este subtipo de tumor ¢ caracterizado por uma expressao de recetores de estrogénio e
de progesterona ligeiramente mais baixa (presentes em 82% das células em vez de 87%
das células como no subtipo luminal A), elevada expressdo de marcadores de proliferacdo
(Ki-67), elevada instabilidade gendmica, elevada sinalizagdo do fator de crescimento e
maior grau histoldgico aquando comparado com o subtipo luminal A. Pode apresentar-se
como sendo positivo para os recetores de estrogénio, de progesterona e de HER2 ou entdo
como sendo positivo para os recetores de estrogénio e para os recetores de androgénio e
negativo para os recetores de HER2 negativo tendo ainda elevado Ki-67, que ¢ um
marcador celular indicativo de proliferacdo (Ades et al., 2014; Prat & Perou, 2011;

Thakkar & Mehta, 2011).

m ER+/HERZ+
m ER+HER2-
® ER-HERZ+
® ER-/HERZ-

Figura 5: Caraterizagdo do subtipo Luminal B. Retirado de Prat & Perou (2011).

Tal como o subtipo Luminal A, este subtipo também ¢ caracterizado por alteracdes
em varios mecanismos além das 2 vias de sinalizacdo referidas anteriormente como
sinaliza¢ao de HIF-1, sinalizagdo de mTOR, sinaliza¢ao de ErbB, sinalizagao do recetor
de células T, sinalizagdo de fosfatidilinositol, maturagdo de oocito mediado por
progesterona e sinalizacao de insulina. O fator HIF-1, tal como o estrogénio, modula a
interacdo celular epitelial-endotelial. O mecanismo PI3K/Akt/mTOR regula a atividade
de estrogénio a. J& o mecanismo de maturagdo de odcito mediado por progesterona ¢é
exclusivo neste subtipo de cancro promovendo o fator MPF ou Cdc2/ciclina B. O fator
de crescimento semelhante a insulina 1 e os estrogénios contribuem para a proliferagao

celular, sendo os efeitos do recetor de estrogénio o mediados pelo mecanismo de
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sinalizagdo de insulina e ao ocorrer aumento de estrogénio ocorre um aumento de
expressao e/ou de atividade funcional de algumas proteinas envolvidas no mecanismo de
sinalizacdo de insulina, mecanismo este que ocorre nas células normais de modo a
estimular a sua proliferacdo mas que acarreta um aumento de risco para desenvolvimento

de cancro da mama (Y. Liu & Hu, 2014; Thakkar & Mehta, 2011).

Tumores do tipo luminal B apresentam maior taxa de proliferagdao o que também ¢
revelado pelo grau histoldgico e apresentam pior prognostico aquando comparados aos

tumores do tipo luminal A (Cheang et al., 2009; Prat & Perou, 2011).

2.2. HER2+

18% 15%

m ER+/HERZ+
m ER+/HER2-

ER-HER2+
m ER-HER2-

16%

Figura 6: Caraterizacdo do subtipo HER2+. Retirado de Prat & Perou (2011).

Este tipo de cancro da mama ¢ caraterizado normalmente por apresentar metastases
de nodulos linfaticos, elevada taxa de proliferacao e baixo grau histolégico, no entanto
além de apresentar sobre expressdo ou expressao elevada de HER pode apresentar recetor
de estrogénio o positivo ou negativo, sendo mais frequente a auséncia de expressdo dos
recetores de estrogénio e de progesterona. O gene HER2 est4 frequentemente associado
aos mecanismos de sinalizacdo de ErbB, de adesao focal, de sinalizacdo de TNF, de
diferenciagdo de osteoclastos e de reabsorcao de sddio regulada pela aldosterona sendo
que estes mecanismos podem desencadear mutacdes. O mecanismo de sinalizacdo de
TNF induz varios mecanismos intracelulares como apoptose, inflamagao e imunidade. O
recetor TNFa ¢ o principal recetor de TNF e est4d envolvido no mecanismo EGFR/HER2,
afetando a sensibilidade para os inibidores de EGFR/HER2 podendo levar a sobre
expressdo de HER2 induzindo assim resisténcia ao TNF, o que permite que as células

cancerigenas escapem as defesas imunitarias. Quanto a diferenciagdo osteocléstica
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carateristica deste subtipo, € um processo responsavel pela reabsorcdo dssea e pela
regulacdo de mecanismos de sinalizacdao ativados por RANK e recetores imunitarios,
associando assim este subtipo a metéstases 6sseas. Este subtipo esta também associado a
alteragdes em varios mecanismos do sistema imunitario, como regulacao do recetor de
células T, sinalizacdo de quimiocinas, e citotoxicidade mediada por células “natural
killer”, a alteragdes em mecanismos do sistema nervoso, como a sinapse colinérgica e a
alteragdes nos mecanismos do sistema enddcrino, como sinaliza¢do de insulina (Asselin-

Labat et al., 2011; Y. Liu & Hu, 2014; Prat & Perou, 2011; Widodo et al., 2014).

2.3. Basal

m ER+/HERZ2+
m ER+/HER2-
" ER-HERZ2+
= ER-/HERZ-

Figura 7: Caraterizag¢do do subtipo basal. Retirado de Prat & Perou (2011).

Este subtipo de cancro da mama tem origem em células basais/mioepiteliais de
camadas profundas das glandulas e dos ductos, tem carateristicas semelhantes aos
tumores com mutagdes na linha germinativa de BRCAI e carateriza-se por apresentar
normalmente recetor de estrogénio, recetor de progesterona, HER e recetor androgeno
negativos e por apresentar-se positivo para citoqueratina 5/6 e para o recetor do fator de
crescimento epidérmico. Apresenta assim um fendtipo triplo negativo (recetor de
estrogénio, recetor de progesterona e recetor de HER negativos) e normalmente tem um
comportamento agressivo, um pobre prognostico e apresenta elevada frequéncia de
mutagdes de TP53. Os mecanismos envolvidos neste subtipo englobam mecanismos de
sinalizacdo de PI3K-Akt e de sinalizagdo de MAPK (Asselin-Labat et al., 2011; Atchley
et al., 2008; Blows et al., 2010; Y. Liu & Hu, 2014; Rakha, Reis-Filho, & Ellis, 2008;
Widodo et al., 2014).

Este subtipo tumoral pode resultar de células epiteliais EpCAM+ e ¢ regulado pelo
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SHARPI que por sua vez € regulado pelo supressor de tumor p63 e inibe o fator indutor
de hipoxia 1 diminuindo assim a agressividade deste. Estas células basais sdo
morfologicamente heterogéneas, fusiformes ou cuboides consoante a localiza¢do e o
estado hormonal, distinguindo-se das células basais normais pela expressao de actina do
musculo liso (HHF35), de miosina e de CD10. As células basais distinguem-se dos
restantes tipos celulares presentes na mama principalmente devido a expressdo de
citoqueratina de elevado peso molecular. Verificou-se que no tipo cancerigeno triplo
negativo, as invasao e angiogénese das suas células sao inibidas por miR-206 (Behbod

& Rosen, 2005; Gusterson, Ross, Heath, & Stein, 2005; Keller et al., 2012; Liang, Bian,
& Shim, 2016; Montagner et al., 2012).

2.4. Claudin-low

2%

m ER+/HERZ2+
®m ER+/HER2-
" ER-HER2+
| ER-/HERZ-

Figura 8: Caraterizagdo do subtipo Claudin-low. Retirado de Prat & Perou (2011).

Este subtipo apresenta subgrupos de recetores de estrogénio, de progesterona e do
fator de crescimento epidérmico negativos. Carateriza-se por apresentar carateristicas
mesenquimais e baixa diferenciacdo luminal e epitelial. Distingue-se dos restantes
subtipos por apresentar baixa expressdo de genes regulados por GATA3 e de genes
responsaveis pela adesdo entre células com enriquecimento para marcadores relacionados
com a funcdo de células estaminais e transi¢ao de epitelial para mesenquimal, como
exemplo destes ultimos temos os genes claudina, cingulina e ocludina. Também a
proteina canderina E, que ¢ dependente do calcio, esta envolvida na adesdo entre células.
E caraterizado também por genes expressos por células T e B o que indica elevada
infiltracao a nivel imunitario, como interleucina C e CXCL2. Apresenta também elevada
expressdo dos genes vimentina e canderina N e de repressores transcricionais de

canderina E. A transicao de epitelial para mesenquimal produz células cancerigenas com
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carateristicas semelhantes as células estaminais com potencial para gerarem metastases,
adquirindo o fendtipo CD447/CD247'°%, Esta transi¢io ¢ induzida por fatores de
transcrigao, como Goosecoid, Snail, Twist e TGF-betal, derivando assim de mudangas
na expressao genética (Creighton et al., 2009; Hennessy et al., 2009; Mani et al., 2008;
Prat & Perou, 2011; Taube et al., 2010).
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3. Marcadores moleculares

Para caraterizar cada subtipo tem-se como base varios marcadores moleculares como
o recetor de estrogénio, o recetor de progesterona, o recetor androgeno, o recetor do fator
de crescimento epidérmico 2, o fator de crescimento endotelial vascular e 0 marcador de

proliferagdo Ki-67 (M. Liu et al., 2016).

3.1. Recetor de estrogénio

O estrogénio ¢ uma hormona que pode induzir proliferacdo, inibir a ocorréncia de
apoptose e induzir a transi¢do de epitelial para mesenquimal promovendo a existéncia de
células com recetor de estrogénio positivo, o qual participa na regulagdo da transcri¢ao
dos tecidos mamarios. Quando a interagdo entre o estrogénio e o recetor de estrogénio
ocorre forma-se um complexo que regula a expressdo de genes especificos. Existem 2
isoformas do recetor de estrogénio: ERa e Erf (Abdel-Fatah et al., 2008; M. Liu et al.,
2016; Osborne, 1998).

O gene ER1 pode ter fungdo de supressor de tumor e regular a ativacao transcricional
mediada por ERa impedindo a ocorréncia de hiperproliferacdo induzida por ERa. Os
recetores ERa e Erf1 regulam a proliferacao celular através da ciclina D1 (Abdel-Fatah

et al., 2008).

A expressao de Bcl-2 estd associada a ERa positivo, baixa expressao de MIB-1,

auséncia de mutacao p53 e baixo nivel de expressao de HER2 (Abdel-Fatah et al., 2008).

A sinalizagdo da integrina B4 estd implicada na tumorgenicidade induzida por
estrogénio que ativa a transcricdo do ERa, que por sua vez vai induzir a expressao da
isoforma N-terminal do fator de transcricao p63, ANp63, que atua como fator de
transcricdo da integrina P4, resultando em fosforilagdo de AKT e regulando assim a

adesao e sobrevivéncia celular (Ho et al., 2016).

A proteina FOXAT1 pode influenciar as interagdes entre a cromatina e o recetor de
estrogénio e pode influenciar também a acessibilidade a cromatina de amplo genoma. Em

células ndo cancerigenas, a FOXA1 pode alterar a ligacdo e fungdo do recetor de
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estrogénio, sendo assim fulcral para a atividade deste (Hurtado, Holmes, Ross-Innes,

Schmidt, & Carroll, 2011).

3.2. Recetor de progesterona

A progesterona tem papel no controlo da proliferacao de e na morfogénese no epitélio
luminal atuando por mecanismos de sinalizagdo paracrina, incluindo o recetor ativador
do ligando do fator nuclear jB (RANKL). A regulacdo do recetor de progesterona ¢
mediada por interagdes entre este e outros fatores regulatérios que determinam a acao
transcricional do recetor de progesterona. Quando ha expressdo de recetores de
progesterona, mantém-se os fatores proliferativos que induzem a sinalizagdo paracrina.
Ao atuar na passagem de modo parécrino de proliferagdo para autdcrino e desregular o
mecanismo de sinalizagdo RANKL vai aumentar a progressao pré-neoplasica. Através do
mecanismo paracrino também estimula a proliferacao de células epiteliais. Apesar disto,
os tipos de cancro caraterizados por recetor de progesterona positivo apresentam um
fenotipo menos invasivo e melhor prognostico, o que indica que este recetor pode limitar
as fases mais tardias da progressao tumoral. Este recetor estd envolvido no
desenvolvimento l6bulo-alveolar e tal como o recetor de estrogénio também apresenta 2

subtipos: PRa e PRP (Hagan & Lange, 2014; M. Liu et al., 2016; Obr & Edwards, 2012).

3.3. Recetor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER 2)

O HER2 ¢ uma proteina transmembranar que pertence a familia ErbB do recetor da
tirosina quinase. Esta regula varios processos celulares como a proliferagdo e
diferencia¢do celular. Em varios tipos de cancro da mama podemos encontrar sobre

expressao desta proteina a qual se deve a mutacdo do gene HER2. (M. Liu et al., 2016).
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3.4. Recetor androgeno

O recetor androgeno pertence a familia de recetores nucleares e atua como fator
de transcrigdo e mediador do efeito inibitdrio na proliferagdo celular ao induzir apoptose,
visto que os androgénios atuam como moduladores negativos do onco miRNA-21
reduzindo a prolifera¢dao de células de cancro da mama. O recetor androgénio liga-se a
sequéncia ARE especifica no promotor proximal miR-21, ocorrendo o recrutamento de
HDAC3 que atua através de repressao transcricional, tendo assim o recetor androgeno
ativado um papel de repressor transcricional da expressdo miR-21. O recetor androgénio
ativado além de atuar baixar a expressdo de miR-21 também inibe a expressao da ciclina
D1 enddgena, diminuindo a expressdo das proteinas C-MYC e K-RAS, aumentando a
expressao DAX 1 que causa a inibi¢cdo da aromatase aumentando a expressao do gene
ERp. Ligandos, como a Sa-dihidrotestosterona (DHT) ou testosterona, vao induzir a
fosforilagao do recetor androgeno e uma mudanga conformacional levando a translocagao
nuclear e a regulacdo do gene alvo. Apenas se verifica a¢do a nivel da proliferacdo por
parte de androgénio aquando na presenca de linhas celulares que expressam o seu recetor,
como por exemplo no caso das linhas celulares T47-D e ZR-75-1 (Birrell et al., 1995;

Casaburi et al., 2016; Wang et al., 2011).

Os niveis de recetores androgenos aumentam com a progressao do tumor caraterizado
por ERa positivo, ao restaurar o balango da atividade da hormona sexual 17 B-estradiol
(metabolito da testosterona) que regula a proliferacdo celular epitelial mamaria. Existe
um limite 6timo de expressdo do recetor de androgénio e do recetor de estrogénio o que
permite distinguir entre estimulagdo ou supressdo de proliferacdo em células normais e
cancerigenas. Normalmente ocorre competicao a nivel da ligacdo do recetor ao ERE
especifico ou outro local no genoma, a nivel da interagdo com moléculas co-regulatorias
comuns e a nivel da interagdo com fatores pioneiros, tais como FOXA1 (Casaburi et al.,

2016; Hickey, Robinson, Carroll, & Tilley, 2012).

3.5. VEGF — Fator de crescimento endotelial vascular

O fator de crescimento endotelial vascular ¢ um regulador da angiogénese tumoral. O

VEGF-A interage com o VEGFR1 ou com o VEGFR2 (2 tirosinas quinases recetoras de
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membrana) promovendo a ocorréncia de migragao de células endoteliais e de mitose e
impedindo a ocorréncia de apoptose, ou seja, quando esta interagdo ocorre, hé fosforilacao
do local PKT de VEGFR2 havendo produgdo de 3,4,5-trifosfato e diacilglicerol, sendo
estes segundos mensageiros que ativam a proteina cinase C e 0 mecanismo cinase de sinal
extracelular regulado, resultando assim em multiplicagao de células extracelulares e
endoteliais, migra¢do e invasdo. A associacdo entre o fator de transcrigdo GATA1 com a
histona metiltransferase SET7, promove a transcricdo do VEGF e consequentemente a

angiogénese tumoral (M. Liu et al., 2016; Zhang et al., 2016).
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4. Principais mutacoes

4.1. Mutagdo no gene BRCAI

O gene BRCAL ¢ o gene de suscetibilidade de cancro da mama tipo 1 que codifica
uma proteina que atua ao nivel da reparagdo de DNA através de recombinagdo homologa
ao promover interagdes entre proteinas nos locais de quebra. Pode ocorrer mutagao neste
gene, localizando-se no cromossoma 17, e quando ocorre esta delecdo ou inser¢do resulta
em erros no DNA (mutagdes), ocorrendo frequentemente em perda de heterozigosidade
(LOH) nas células que tinham um alelo natural e um alelo mutante. A mutagdo mais
frequente resulta da dele¢do de uma adenina ou de uma guanina ou da inser¢do de uma
citosina no alelo normal. Quando ocorrem estas alteracdes originam-se proteinas ndo
funcionais ou verifica-se auséncia de proteinas. Pode ocorrer tanto perda do alelo mutante
como do alelo natural, e segundo Cornelic et al. a perda do alelo natural (ocorrendo assim
inativacao homozigotica de BRCA1) pode ser o primeiro evento genético que conduz a
formagado de tumor em casos familiares de cancro da mama, embora seja necessario que
ocorra também a perda do alelo mutante para que se formem expansdes clonais. A perda
do alelo funcional de BRCA1 tem maior probabilidade de ocorrer originando 4reas com
LOH e pode conduzir a uma série de alteragdes genéticas que fornecem as células uma
vantagem de crescimento. Esta mutacdo € transmitida via autossémica dominante (Clarke
et al., 2006; Cornelis et al., 1995; Cui et al., 2001; Kleibl & Kristensen, 2016; Larson et
al., 2005; Meng et al., 2004; Smith, Easton, Evans, & Ponder, 1992; Struewing et al.,
1995, 1997).

A perda de heterozigotia tanto pode ocorrer em tecidos cancerigenos como em tecidos
normais localizados nas proximidades do tumor, ocorrendo normalmente nas unidades
ducto lobulares terminais, que originam o lobulo, podendo entdo existir em células
luminais ou mioepiteliais. O fato de haver alteracdes genéticas em tecido normal proximo
do tumor justifica as recorréncias sugerindo a remog¢ao de uma area maior de tecidos
aquando procedimento cirurgico, prevenindo assim a formagao de tumor (Clarke et al.,

2006; S R Lakhani et al., 1999; Meng et al., 2004).
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BRCALI estd envolvido em todas as fases do ciclo celular ao interagir com proteinas
envolvidas nas diversas fases, atua ao nivel de resposta aquando erros no DNA, esta
envolvido em processos de proliferacdo celular em resposta a estimulagdo hormonal,
controla o processo de recombinacao e mantém a integridade do genoma. Atua também
como co-regulador de transcrigdo podendo assim explicar a sua atividade como supressor
de tumor, sendo esta também explicada pela supressdo de crescimento que ocorre
aquando sobre expressdao da proteina BRCA1 (Abdel-Fatah et al., 2008; Cornelis et al.,
1995; Deng, 2006; Rosen, Fan, & Ma, 2006; Smith et al., 1992).

A proteina nuclear BRCA1 pode interagir com a proteina RADS51, que atua na
recombinacdo e na regulagdo, ativa a expressao do inibidor da cinase p21 dependente da
ciclina, que ¢ um potente supressor de crescimento que atua nos mecanismos de vigilancia
do ciclo celular, nomeadamente no checkpoint G1/S, inibindo a progressdao do ciclo
celular da fase G1 para a fase S, exceto em células p21-/-. BRCA1 funciona também como
co-ativador de p53 resultando em sobre expressdo de p5S3 (Ouchi, Monteiro, August,

Aaronson, & Hanafusa, 1998; Peng, Xu, Long, & Zuo, 2016; Somasundaram et al., 1997).

Quando estamos na presenca de défice de BRCAT ocorrem erros nos mecanismos de
vigilancia do ciclo celular de outras fases (checkpoints nas fases S, G(2)/M e M),
ocorrendo duplicacdo do centrossoma anormal, bloqueio da proliferacdo celular,
reparacdo de DNA danificado ineficiente, erros na transcricdo e inducdo de apoptose

(Brodie & Deng, 2001; Deng, 2006; Rosen et al., 2006; Venkitaraman, 2002).

Os tumores relacionados com BRCA1 sdo caracterizados por apresentarem elevado
grau histologico sendo que alguns contém amplas zonas acelulares centrais contendo
necroses, colagénio e material hialino. Como marcadores moleculares, as células destes
tecidos cancerigenos apresentam o recetor de estrogénio negativo, o recetor de
progesterona negativo e o recetor do fator de crescimento epidérmico humano tipo 2
(HER2) negativo inserindo-se deste modo na classificacdo de cancro da mama triplo
negativo com fenotipo basal. A expressdo de citoqueratina 5/6 esta associada a cancro da
mama relacionado com BRCA1, indicando diferenciagao basal. Além das caracteristicas
referidas anteriormente este tipo de tumores também apresentam maior niimero de
divisdes mitoticas, ou seja, elevado indice de proliferagdo, mutacdes no gene p53, perda
do gene ATM, maior grau de pleomorfismo nuclear, menos formacdo tubular e esta

associado com infiltrados linfocitarios marcados com ou sem necrose (Abdel-Fatah et al.,
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2008; Atchley et al., 2008; William D Foulkes et al., 2003; Gao & Dabbs, 2014; Sunil R
Lakhani et al., 2005).

Existem 3 subtipos epiteliais, especificamente células estaminais/progenitoras,
progenitoras luminais e luminais maturas sendo que o cancro da mama basal relacionado
com mutacdo BRCA1 tem origem em células progenitoras luminais. Verificou-se que em
tecidos com mutagdo BRCA1 h4a um aumento da expressao do repressor de transcri¢ao
Slug, um regulador da linhagem celular progenitora, cuja expressdo ¢ necessaria para
aumentar fenodtipos basais para que ocorre progressao neoplasica. A mutacdo que ocorre
na linha germinativa da familia BRCA1l impede que ocorra um aumento de células
progenitoras luminais, havendo menor expressao dos genes caracteristicos nas células
com fenétipo luminal e promovendo assim a transformacdo maligna de tumores
mamarios. Além disso, na presenca de mutagdo do gene BRCAI1 verifica-se que nao
ocorre expressao do recetor de estrogénio indicando predisposi¢do para o subtipo basal
(Bai, Smith, Chan, & Pei, 2013; W D Foulkes, 2004; Lim et al., 2009; Proia et al., 2011;
Sorlie et al., 2003; Visvader & Stingl, 2014).

4.2. Mutagdo do gene BRCA2

O gene BRCA2 esté localizado no cromossoma 13 e atua como gene supressor de
tumor, mantendo a integridade genémica, indicando assim um papel na reparagao de erros
na cadeia dupla de DNA mediada por recombinacao. Apds inducao da transcri¢ao do gene
BRCAZ2 na fase G1 do ciclo celular, a transcrigdo de BRCA?2 permanece elevada durante
a fase S o que indica que tem um papel na sintese de DNA. Atua também como co fator
da reparacdo de DNA dependente de RADS1 ao regular a atividade de RAD51. BRCA2
liga-se a zona da molécula de DNA que est4 apenas com uma cadeia de nucleotidos para
formar um complexo proteina/ DNA procedendo a reparacao do DNA quando hé erros
na molécula de DNA que contém duas cadeias de nucledtidos, estando consequentemente
BRCA2 implicado no processo de reparagdo (Kleibl & Kristensen, 2016; Meng et al.,
2004; Shamoo, 2003; Sharan et al., 1997; Vaughn et al., 1996; Venkitaraman, 2002;
Wong, Pero, Ormonde, Tavtigian, & Bartel, 1997; Wooster et al., 1995).

Quando ocorre mutagdo, esta pode ser devida a dele¢do, insercdo ou variagdo
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“nonsense”, podendo resultar em perda de heterozigosidade. Tal como em cancros
relacionados com mutagdo BRCAI, a perda de heterozigosidade tanto pode ocorrer em
tecido cancerigeno como em tecido normal localizado nas proximidades do tumor,
ocorrendo normalmente nas unidades ducto lobulares terminais, que originam o 16bulo,
podendo entdo existir células luminais ou mioepiteliais. O fato de haver alteragdes
genéticas em tecido normal préximo do tumor justifica as recorréncias sugerindo a
remo¢dao de uma area maior de tecidos aquando procedimento cirurgico, prevenindo
assim a formacao de tumor. PALB2 ¢ um gene de suscetibilidade de cancro da mama que
codifica para uma proteina que interage com BRCAZ2, sendo que a mutacdo de ambos
aumenta o risco de cancro da mama (Clarke et al., 2006; S R Lakhani et al., 1999; Meng

et al., 2004; Rahman et al., 2007; Venkitaraman, 2002).

O cancro da mama relacionado com mutagao em BRCA?2 apresenta menos formagao
de tubulos, exibe um fenotipo luminal e apresenta mais frequentemente recetores de

estrogénio positivos (Bane et al., 2007; Sunil R Lakhani et al., 2005).

O gene PALB2 ¢ um gene de suscetibilidade ao cancro da mama que pertence a
familia das proteinas FANC e ativa a recombinagdo homologa. Este gene codifica para
proteinas que interagem com BRCA2 estando associado a cancro da mama com mutagdes

no gene BRCAZ2. (Kleibl & Kristensen, 2016; Rahman et al., 2007; Sopik & Narod, 2014).

4.3. Mutagdo no gene supressor de tumor p53

O gene TP53 atua na reparagao de DNA, na renovagdo e regulacao da divisdao de
células estaminais mamarias e atua também na manutencdo da integridade gendmica,
sendo considerado um gene supressor de tumor. Porém, este gene apresenta elevada taxa
mutacional estando associado a varios mecanismos como sinalizagdo de PI3K-Akt e
sinalizagao de MAPK. Na presen¢a da mutacao do gene p53, o cancro da mama apresenta
um fendtipo mais agressivo, sendo associado a alto grau histologico e a elevadas taxas de
proliferacdo. Normalmente os tipos de cancro com maior grau histologico, apresentam
maior tendéncia para perda de heterozigosidade e para expressdao anormal do gene TP53,
acontecendo o mesmo com os genes ATM e BRCA1. As mutagdes no gene p53 podem

ser devidas a perda do alelo que contém o locus p53, localizado no brago pequeno do
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cromossoma 17, sendo que nesta situagdo nao se verifica sobre expressao da proteina p53.
Normalmente, quando ocorre esta perda verifica-se mutacdo nas restantes copias do gene
pS3, ocorrendo primeiro perda do gene normal e depois perda do controlo do crescimento.
A proteina p53 estd envolvida na regulacao da proliferagdao celular e normalmente ¢
regulada ao longo do ciclo celular. Esta regulagcdo efetua-se através do aumento da
transcri¢do do gene p53 na fase G1 cujo RNAm tem um tempo de semivida curto, sendo
os niveis desta proteina normalmente baixos. Quando hd mutagdo no gene p53, as
proteinas p53 resultantes formam um complexo estavel com o hsc70, membro da familia
de proteinas de choque térmico, o que permite um aumento do tempo de semivida das
proteinas p53 (Chiche et al., 2013; Davidoff, Humphrey, Iglehart, & Marks, 1991; Ding
et al., 2004; Ellis et al., 2012; Y. Liu & Hu, 2014; Meng et al., 2004; Visvader & Sting],
2014).
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Figura 99: Mecanismo de agdo de p53. Retirado de Gasco (2002)

Este gene ¢ normalmente ativado quando hé erros de DNA e aquando expressao de
oncogenes estd ativada. p53 regula a polaridade aquando divisdo celular nas células
estaminais mamarias o que indica que a perda deste gene favorece divisdes apolares de
células estaminais cancerigenas o que, por conseguinte, contribui para um crescimento

tumoral. Frequentemente a expressdo anormal da proteina TP53 estd associada ao grau
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patologico e a delecao genética. A familia do gene p53 engloba varios genes (p53, p63 ¢
p73) que codificam vérias isoformas, sendo a proteina p63 a que ¢ maioritariamente
expressa em células epiteliais basais. p63 ¢ usado como marcador por ser especifico para
células mioepiteliais (Barbareschi et al., 2001; Cicalese et al., 2009; Ding et al., 2004;
Gasco, Shami, & Crook, 2002).

4.4. Mutagdo no gene retinoblastoma (Rb)

O gene retinoblastoma atua como supressor de tumor estando a sua perda associada
aos subtipos luminal B e triplo negativo. Os tipos de cancro associados a mutag@o neste
gene sdo caraterizados pela sua agressividade e por apresentarem transi¢cdes de epitelial
para mesenquimal (EMT) associados a cancro com mutagdes no gene pS3. A transi¢ao
de epitelial para mesenquimal ¢ um dos processos envolvidos na progressao tumoral e em
metastases, ocorrendo perda do marcador Canderina-E e um aumento dos marcadores
vimentina e fibronectina. Os fatores de transcri¢do Snail, Slug, Twist e SIP1 vao inibir o
fenotipo epitelial e induzir a transicdo de epitelial para mesenquimal ao reprimir a
transcri¢do de Canderina-E (Jiang et al., 2010; Visvader & Stingl, 2014; Yang et al.,
2009).

4.5. Mutagdo no gene ATM

O gene ATM tem um papel na detecdo e reparagao de erros na cadeia dupla de DNA.
A ocorréncia de muta¢do no gene ATM ocorre por dele¢do no cromossoma (11q23-24)
que contém o locus ATM. Nos cancros da mama, a expressao de ATM ¢ reduzida
ocorrendo assim diferenciagdo tumoral e parametros microvasculares aumentados,
podendo também ocorrer expressao anormal da proteina ATM (Abdel-Fatah et al., 2008;

Cuatrecasas et al., 2006; Ding et al., 2004; Meng et al., 2004).

O complexo MRN (MREI11, RAD50 e NBN), que atua na recombina¢do homologa,
contribui para a ativa¢ao da cinase ATM que tem como funcao a fosforilagao de proteinas
responsaveis pela resposta na presenca de erros de DNA e de proteinas que atuam na

reparagao por recombinacdo homodloga, mais concretamente, atua fosforilando p53 e
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BRCAI conferindo-lhes a estabilidade necessaria de modo a poderem atuar na paragem
do ciclo celular, na reparacdo de DNA ou na apoptose. Na auséncia ou baixa expressao
de ATM verifica-se expressao de Bcl-2 e auséncia de expressdo de pS3 (Abdel-Fatah et
al., 2008; Kleibl & Kristensen, 2016).

4.6. Mutagdo no gene PIK3CA (fosfatidilinositol 3-quinase classe 14)

As cinases do fosfatidilinositol 3 sdo reguladores dos mecanismos de sinalizagdo
envolvidos na proliferacao, adesdo, crescimento, sobrevivéncia, motilidade e proliferagao
celular. As cinases-PI3 classe 1A sdo cinases dos lipidos, heterodiméricas compostas por
uma subunidade catalitica (p110a), codificada pelo gene PIK3CA e por uma subunidade
regulatoria (p85a). A mutacdo nos genes que codificam esta proteina ¢ mais frequente em
tipos de cancro com recetores positivos do que em tipos de cancro caraterizados por
recetores negativos. Mutacdes especificas no PIK3CA normalmente estdo agrupadas em
zonas (hotspots) localizadas no exao 9 (E542/545K; dominio catalitico) e no exao 20
(mudanca no aminodcido na posicdo H1047R, dominio cinase). O PIK3CA ¢ um
oncogene que tem um papel na carcinogénese epitelial e que tanto pode ocorrer a sua
amplificacdo como pode sofrer mutagdes somaticas maioritariamente no dominio cinase.
Quando h4 inibi¢do induzida de PIK3CA ocorre um aumento de apoptose em células
cancerigenas mamarias com mutag¢do no gene PIK3CA (Bachman et al., 2004; Schneck

et al., 2013; Stemke-Hale et al., 2008; G. Wu et al., 2005).

A mutagdo no gene PIK3CA estd também correlacionada com o estado de
fosforilacdo de Akt. A via de sinalizac¢do fosfatidilinositol-3-cinase alterada (PI3K)/Akt
esta frequentemente envolvida nos processos celulares de regulacdo requeridos para
carcinogénese mamaria, sendo que o mecanismo das cinases do fosfatidilinositol 3 ¢
ativado por mutagdes PIK3CA e AKT1. Este mecanismo interfere em funcdes celulares,
como crescimento, proliferagao, sobrevivéncia, angiogénese e motilidade. PI3K fosforila
o fosfatidilinositol da membrana, recrutando AKT e a cinase 1 dependente de
fosfoinositideo para a membrana celular, ocorrendo posteriormente fosforilagao de AKT.
O supressor de tumor PTEN reverte os efeitos de PIK3 desfosforilando o mesmo local.
Esta via encontra-se frequentemente desregulada devido a alteragdes em varios dos seus

componentes, como amplificagdo do locus gene HER2, perda de funcdo da proteina
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PTEN (fosfatase homologa a tensina) e mutacdes no gene PIK3CA. A perda da proteina
PTEN promove a ocorréncia de metilacdo, a perda de heterozigosidade e a regulacdo de
RNA ou dos niveis de proteinas. As mutagdes de PIK3CA estdo assim associadas a perda
e a ativacdo anormal de AKT (Banerji et al., 2012; Schneck et al., 2013; Stemke-Hale et
al., 2008; G. Wu et al., 2005).

4.7. Mutagdo no gene APOBEC3

A expressdao do gene APOBEC3 ¢ regulada por estrogénio. A delecdo de um
fragmento de DNA que contém os genes desta familia APOBEC3, ocorre entre o 5° exao
da APOBEC3A ¢ o 8° exdo da APOBEC3B, o que resulta na eliminagdo completa da
regido codificante do gene APOBEC3B. O gene resultante tem uma sequéncia proteica
idéntica ao APOBEC3A mas com uma regido nao transcrita do gene APOBEC3B. O grau
de expressdo deste novo gene, produzido por esta fusdo, pode variar devido as diferencas

na estabilidade do seu RNA ou devido aos niveis de transcri¢ao (Long et al., 2013).

A familia do gene APOBEC 3 codifica para a citosina desaminase, a qual tem
como fungdo desaminar a citosina, tendo também capacidade para desaminar a 5-
metilcitosina e a 5S-hidroximetilcitosina. Atuam através de reparagdo por excisao de bases
mal emparelhadas fornecendo, deste modo, um mecanismo de desmetilagdo ativa. A
maioria das mutagdes ocorre em citosinas nao metiladas desfavorecidas hidroliticamente.
A enzima DNA citosina desaminase APOBEC3 ¢ a responsavel por estas mutagdes,
sendo o seu RNAm up-regulado na maioria dos tumores mamarios primarios e linhas
celulares cancerigenas mamarias. Quanto maiores forem os niveis de APOBEC3, maior
sera o numero de mutagdes ocorridas, o n° de mutacdes em TP53, os niveis de uracilo
gendmico e as transi¢des de citosina para tiamina. A proteina APOBEC3B endogena ¢
predominantemente nuclear e s6 deteta fonte de atividade de edigdo de DNA de C para U

em extratos de linhas celulares de cancro da mama (Burns et al., 2013; Long et al., 2013).
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4.8. Mutagao no gene GATA3

O GATA3 ¢ um fator de transcri¢ao regulador da linhagem luminal e da fungao
celular imunitaria. Este gene atua de varios modos: no eixo de sinaliza¢do dos recetores
de estrogénio a, ao nivel da morfogénese da glandula mamaria, na diferenciacao tumoral,
nas metastases e na maturacao tanto de células progenitoras luminal de recetores de
estrogénio positivas como negativas. A sua sobre expressao resulta em supressdo da
disseminagdo tumoral. O défice de GATA3 resulta em expansdo de progenitores luminal
e em bloqueio da diferenciag@o. Assim, a perda de um alelo GATA3 acelera a progressao
tumoral e a sobre expressdao de GATA3 encurta o processo de tumorigénese ao promover
a diferenciacdo celular, ao reduzir a capacidade de iniciar o tumorigénese e ao diminuir a
angiogénese. (Asselin-Labat et al., 2007, 2011; Usary et al., 2004; Visvader & Stingl,
2014).

O FoxM1 ¢é um repressor transcricional de GATA3, que coordena a metilagdo do
promotor GATA3 através da sua associacdo com a proteina DNA (citosina-5)
metiltransferase 3 beta (DNMT3b) e bloqueando a diferenciacdo da célula progenitora
luminal. Na presenga desta mutacdo verifica-se perda do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 5a (Stat5a) sugerindo um papel para este gene na regeneracao ou expansao de
células progenitoras alveolares. Verifica-se uma elevada expressdo de GATA3 tanto no
epitélio luminal mamario normal como no tipo de cancro com recetor de estrogénio
positivo. A variagdo no numero de copias de GATA3 acelera o inicio do tumor mamario
em c¢lulas luminais o que ndo se verifica em células com progenitores basais. As c€lulas
luminais maturas apresentam elevados niveis da proteina GATA3 o que suporta o seu
papel no mecanismo de diferenciacdo tumoral. O silenciamento epigenético do gene
GATA3 ¢ um dos mecanismos para que ocorra perda de expressdo, havendo metilagao
de citosina. Os genes FOXA1, caspase-14 e p18 podem ser alvos do fator de transcrigao
GATA3 resultando em diferenciagao de células epiteliais mamarias HC11. GATA3 liga-
se a locais distais e proximais no promotor do gene caspase-14 resultando em
diferenciagdo de queratinécitos (Asselin-Labat et al., 2011; Usary et al., 2004; Visvader
& Stingl, 2014).
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4.9.Mutagdo no gene PTEN

O gene PTEN localiza-se no cromossoma 10 (10g23.3) e codifica uma fosfatase
lipidica major podendo softrer tanto alteragdes somaticas como na linha germinativa. O
gene PTEN regula negativamente o mecanismo PI3K/Akt, o qual estd envolvido na
proliferacdo celular, migragao e apoptose e esta envolvido na paragem do ciclo celular na
fase G1. As mutagdes na sua linha germinativa estdo associadas ao desenvolvimento
tumoral, sendo frequente a inativagao deste gene em tumores primarios através de
alteracdo dos niveis de degradacdo de proteossomas e de compartimentalizacdao
subcelular anormal. Este tipo de mutagao apenas ocorre em tipos de cancro caraterizados
por recetores hormonais positivos (Eng, 2003; Stemke-Hale et al., 2008; Wang et al.,
2011).

4.10. Mutacgdo no gene AKTI

Ocorre substituicao de acido glutdmico por lisina no aminoécido 17 de AKT1, zona
onde vai ocorrer ligacdo a lipidos. A lisina altera as interagdes eletrostaticas e forma novas
ligacdes de hidrogénio com o ligando fosfoinositideo. Esta mutacdo favorece a ativacdo
de AKTI1 e estimula a sinalizagdo “downstream”, promovendo a oncogénese através do
mecanismo da cinase do fosfatidilinositol 3/AKT. As muta¢des AKT1 sdo carateristicas
de tipos de cancro com recetores hormonais positivos, e tanto podem ocorrer por perda
do gene AKTI1 ou por sinalizagdo PI3K/AKT a jusante (Carpten et al., 2007; Stemke-
Hale et al., 2008).

4.11. Mutacgdo no gene fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH)

Nos tipos de cancro da mama com recetor de estrogénio negativo verifica-se a
presenca do gene fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH) numa regido gendmica onde
ocorre frequentemente um aumento do niumero de copias e onde os niveis da proteina
PHGDH se encontram elevados. O PHGDH catalisa o primeiro passo do mecanismo de

biossintese de serina, ocorrendo um aumento do fluxo de sintese de serina nas células
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cancerigenas com elevada expressao de PHGDH, sendo a serina essencial para a produgao
de proteinas necessarias para que ocorra proliferacdo celular. Nos tipos de cancro
caraterizados por recetor de estrogénio negativo verifica-se um aumento da expressdo de

PHGDH (Possemato et al., 2011).
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Conclusdo

Atualmente, o cancro da mama tem uma incidéncia alta sendo importante controlar a
sobrevivéncia das células mamarias prevenindo a iniciacdo e progressdao de cancro da
mama. O cancro da mama pode ser originado por varias mutagdes genéticas sendo
também importante para o seu desenvolvimento as proteinas envolvidas na detegdo e
reparacdo de erros nas cadeias de DNA que t€ém como funcdo regular a sobrevivéncia

celular.

Com base nas alteragdes que ocorrem nas células mamarias a nivel molecular, o
cancro da mama pode classificar-se em 5 tipos: Luminal A, Luminal B, HER2+, Basal e
Claudin-low. Esta classificacdo, de modo geral, baseia-se nos recetores hormonais, como
o recetor de estrogénio, o recetor de progesterona e o recetor androgeno, e baseia-se
também noutros marcadores moleculares como o fator de crescimento epidérmico

humano.

Os subtipos de cancro da mama luminal (A e B) diferenciam-se dos restantes por
apresentarem expressao de recetores de estrogeénio, de recetores de progesterona e por
expressarem marcadores para células epiteliais luminais. A principal distingdo entre entes
3 subtipos, ¢ o fato de ocorrer expressao de HER2 no subtipo Luminal B o que ndo
acontece no subtipo Luminal A. O subtipo de cancro da mama luminal encontra-se
associado a mutagdes em varios genes como o gene PTEN, TP53 e PIK3CA. Além das
mutacoes referidas anteriormente, o subtipo luminal A também ¢ associado a mutagdes
nos genes GATA3 e MAP3K1, enquanto o subtipo luminal B ¢ associado a mutagdes no

gene Rbl.

O subtipo de cancro da mama basal, ndo apresenta expressdo de recetores de
estrogénio, de recetores de progesterona nem de HER2 sendo caraterizado por
marcadores para células mioepiteliais. Este subtipo de cancro da mama encontra-se
frequentemente associado a mutagdes em varios genes, como os genes TP53, BRCAI,

Rbl e PTEN.

O subtipo HER2+ ndo apresenta expressdo dos recetores de estrogénio e de
progesterona e ¢ caraterizado por sobre expressao de HER2. Este subtipo de cancro da
mama encontra-se frequentemente associado a mutagdes em varios genes como os genes

TP53, PTEN e PIK3CA.
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O subtipo de cancro da mama Claudin-low ¢ caraterizado pela auséncia de
expressdo de recetores de estrogénio, de recetores de progesterona e do fator de
crescimento epidérmico. Carateriza-se por apresentar carateristicas mesenquimais e baixa
diferenciagdo luminal e epitelial. Distingue-se dos restantes subtipos por apresentar baixa
expressao de genes regulados por GATA3 e de genes responsaveis pela adesdo entre
células com enriquecimento para marcadores relacionados com a fun¢do de células

estaminais e transi¢do de epitelial para mesenquimal.

Concluindo, os cancros da mama hereditarios sao principalmente causados por
genes de alta penetrancia como os genes BRCA1 e BRCA2, e também por alguns genes
com penetrancia moderada como os genes PTEN, TP53, ATM, entre outros. A maioria
dos genes com maior suscetibilidade de causar cancro da mama codificam para proteinas
supressoras de tumores que estdo envolvidas em importantes mecanismos de reparagao

de erros no DNA.
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