G,

N

UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR
Ciéncias da Saude

Expressao de genes de baixa penetrancia no
prognostico do cancro da mama

Jodo Paulo Baptista Godinho

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Medicina
(ciclo de estudos integrado)

Orientador: Prof. Doutor José Alberto Fonseca Moutinho
Coorientadora: Prof?. Doutora Luiza Breitenfeld Granadeiro
Coorientadora: Doutora Ana Cristina Ramalhinho

Covilha, abril de 2014






Agradecimentos

Qualquer trabalho reflete a dedicacao e empenho que o seu autor lhe proporciona, sobretudo

qguando nos embrenhamos num tema fora da “area de conforto”.

Aos meus pais, que me continuam a proporcionar tudo o que esta ao seu alcance para
percorrer o meu caminho. Ao meu irmao que, mesmo longe, me apoia e motiva para trabalhar
sempre e jamais baixar os bracos. A Rita meras palavras de agradecimento ndo sdo
suficientes, pela forma incansavel com que me manteve coerente e disposto a superar
qualquer adversidade que se interpos. Sem vos os quatro seria muito mais dificil levantar-me

de todos os tropecos que as dificuldades precipitaram.

A realizacdo deste projeto nao seria possivel sem o apoio e toda a disponibilidade do
orientador, Professor Doutor José Moutinho e coorientadoras Professora Doutora Luiza
Granadeiro e Doutora Ana Cristina Ramalhinho. A eles um grande obrigado por toda a

paciéncia e dedicacao, que me permitiram concluir este gratificante trabalho.

Ao Luis Criséstomo, um obrigado pelo constante apoio nas mais dificeis técnicas laboratoriais

que tive oportunidade de utilizar ao longo deste projeto.

Ao grupo de Genética/Endocrinologia, meus colegas de laboratorio, um obrigado por me
“socorrerem”, sempre que necessario, na azafama do quotidiano laboratorial. Em particular a
Maria Inés Alvéolos, sem ela teria sido impossivel, pois mais que uma colega de bancada, foi a

minha tutora, aconselhando-me desde o primeiro momento que cheguei ao Laboratorio.

Ndo poderia deixar de agradecer a Professora Sara Nunes, que me ajudou a olhar para a

analise estatistica de uma forma mais facil e simples.

Um agradecimento ao Servico de Anatomia Patolégica do CHCB, e muito especialmente a
Doutora Rosa Tomé, técnica do Servico de Anatomia Patologica do CHCB e a Doutora Helena
Garcia do CEDAP (Centro de Diagndstico Anatomo-Patoldgico) de Coimbra, que flexibilizaram
e selecionaram as laminas de tecido em parafina. Sem a participacdo de ambas nao haveria

amostras para realizar este trabalho.

Um sincero Obrigado a todos!

ifi






Resumo

O cancro da mama € uma patologia de grande impacto na populacdo feminina, devido a
grande incidéncia, prevaléncia e morbimortalidade a que estd associada. O patriménio
genético representa um papel importante nesta entidade nosologica. No entanto, mutacoes
que conferem alto risco para esta doenca, apenas explicam uma diminuta porcao dos casos.
Genes de baixa penetrancia evidenciam um importante papel na suscetibilidade e tém sido
alvo de estudo nas diversas populacées. Trabalhos desenvolvidos pelo nosso grupo, na
populacao que o Centro Hospitalar Cova da Beira abrange, apontaram para uma associacao
entre polimorfismos de genes de baixa penetrancia e cancro da mama. Sao eles “CYP19A1
Trp39Arg (T/C)”, “GSTT1 null” e “GSTMT null”.

Realizamos um trabalho do tipo caso-controlo, em que abordamos uma amostra de 37
mulheres pertencentes a populacao do Centro Hospitalar Cova da Beira. Foi estudado se os 3
polimorfismos (“CYP19A1 Trp39Arg (T/C)”, “GSTT1 null” e “GSTM1 null”) apresentam
diferentes niveis de expressao, entre mulheres com diagnostico de cancro da mama, mas com
prognostico distinto. Focamo-nos assim em dois principais parametros, “Estadio clinico” e
“Envolvimento ganglionar regional”. Neste trabalho de investigacao foram utilizadas amostras
de tecido de mama fixadas e incluidas em parafina. A técnica usada para quantificar a
expressao génica foi PCR em tempo real. Para a analise estatistica recorreu-se ao teste de
qui-quadrado de Pearson e a testes nao paramétricos. Para calcular as diferencas na

expressao foi utilizado o método comparativo de Cy, 272",

Os resultados obtidos, para os polimorfismos de GSTT1 e GSTM1, foram influenciados pela
diminuta quantidade de RNA extraida do tecido em parafina. Contudo, apesar da dificil
extracdo de RNA, obteve-se uma elevada eficacia nas metodologias laboratoriais que

dependeram deste procedimento, cerca de 81,1%.

No que concerne ao polimorfismo CYP19A1 Trp39Arg, detetou-se expressao em cerca de 36,7%
dos casos estudados. Apds validarmos os resultados obtidos verificAmos que a expressao entre
2 grupos de diferente estadio clinico é distinta. O grupo com “Estadio IlI” expressa 4,33 vezes
mais CYP19A1 Trp39Arg que o grupo no “Estadio | e Il”, sendo que a presenca ou auséncia dos
Recetores de estrogénio tem que ser considerada para a correta interpretacdo dos resultados.
Especulamos que a expressao deste polimorfismo da aromatase podera ter algum tipo de

impacto na determinacdo do prognostico do cancro da mama, nesta populacao estudada.
Palavras-chave
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Abstract

Breast cancer is a pathology with great impact in female population, because it is associated
with considerable incidence, prevalence, morbidity and mortality. Genetic heritage
represents an important role in this nosological entity. However, mutations that confer high
risk of developing this disease only explain a small proportion of the cases. Low penetrance
genes are an important susceptibility factor and are being the target of several studies in
populations. Research accomplished by our group within the population that Centro
Hospitalar Cova da Beira covers, pointed to an association between low penetrance genes
polymorphisms and the risk of breast cancer. These polymorphisms are “CYP19A1 Trp39Arg
(T/C)”, “GSTT1 null” and “GSTM1 null”.

We conducted a case-control study in a sample of 37 women belonging to the population
covered by Centro Hospitalar Cova da Beira. Our main goal was to determine if the 3
polymorphisms (“CYP19A1 Trp39Arg (T/C)”, “GSTT1 null” and “GSTM1 null”) have different
expression levels, between women diagnosed with breast cancer, but with distinct prognoses.
Our focus was based in two main parameters, “Clinical staging” and “Regional lymph node
involvement”. In this research work we used paraffin embedded tissues of breast. Expression
quantification was accomplished by Real Time PCR. Statistical analysis was performed
recurring to the Pearson’s chi-squared test and nonparametric tests. To estimate expression

levels differences we used the C; comparative method, 2724,

GSTT1 and GSTMT1 results were influenced by small RNA quantities extracted from the
paraffin embedded tissues. Nevertheless, despite difficult RNA extraction, we obtained a high

efficacy in the laboratory methodologies depending on this procedure, about 81.1%.

Regarding CYP19A1 Trp39Arg expression, 36.7% of the studied cases were detected. After
result validation we noticed that this expression was different between two groups of distinct
clinical staging. “Stage IlI” expresses 4.33 more CYP19A1 Trp39Arg than “Stages | and 117,
being aware that the presence or absence of the Estrogen receptor has to be considered to
interpret the results correctly. We speculate that this aromatase polymorphism expression
may have some kind of impact in the determination of breast cancer prognoses in the studied

population.

Keywords

Breast cancer; Prognoses; Expression; CYP19A1 Trp39Arg (T/C); Glutathione S-transferase
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Expressao de genes de baixa penetrancia no prognéstico do cancro da mama | Jodo Godinho

1. Introducao

O cancro da mama é uma entidade nosologica de grande impacto mundial. De acordo com os
dados publicados no GLOBOCAN em 2008, cujos resultados sao referidos por Jemal et al. em
2011, o cancro da mama foi a patologia oncologica mais diagnosticada em mulheres, em todo
o mundo, representando 14% de todas as mortes por cancro, no sexo feminino (1). Sao
diversos os fatores de risco, quer enddgenos, quer exdgenos, que aumentam a suscetibilidade
do seu desenvolvimento. O papel do patrimonio genético é considerado importante,
estimando-se que cerca de 30% dos casos sejam de origem hereditaria (2). Genes de alta
penetrancia, como BRCA1 e BRCA2, conferem alto risco de desenvolver a doenca (3), no
entanto, apenas estao associados a cerca de 5% de todos os cancros da mama (4). Este facto
tem suscitado um interesse crescente para o estudo de outros genes, que apesar de ditarem
menor risco individual para desenvolver esta patologia, sdo mais comuns no patrimoénio
genomico das populacdes (5). Tais genes, denominados de baixa penetrancia, incluem na
maior parte dos casos polimorfismos, responsaveis por diferencas interindividuais no
metabolismo de estrogénios, xenobioticos, espécies reativas de oxigénio, entre outras (6). A
variabilidade da sua expressao pode explicar as diferentes respostas de cada individuo,

podendo desta forma influenciar a suscetibilidade para uma progressao oncoldgica.

A importancia dos estrogénios exogenos na carcinogénese do cancro da mama ficou bem
estabelecida no estudo prospetivo Women’s Health Initiative, no qual foi observado uma
associacao positiva entre a administracao de estrogénios e o risco de desenvolver esta
patologia (7, 8). Desde entdo, os estrogénios sdo considerados agentes carcinogénicos (9). A
acao carcinogénica dos estrogénios ocorre tanto pela promocéo da proliferacao celular como
pela inibicdo de mecanismos apoptoéticos (9), para além de lesar o DNA através dos seus
metabolitos e espécies reativas de oxigénio, as quais originam mutacdes que posteriormente

despoletam a carcinogénese (10).

Tem-se constatado que mulheres com cancro da mama tém niveis relativamente altos de
adutos de DNA de estrogénio. Enzimas antioxidantes, como a GST (glutationa S-transferase),
sao de grande importancia porque neutralizam estes metabolitos por conjugacdo com a GSH
(glutationa), conferindo assim protecao contra a lesao de DNA e subsequentemente contra a

oncogénese (10, 11).

Também é de referir que fatores exdgenos, como a radiacao ionizante e xenobidticos (12)
podem, de igual modo, originar processos de mutagénese por stress oxidativo (13). Estima-se
que a frequéncia diaria de lesdes do DNA por stress oxidativo seja de 1000 lesdes/célula/dia,
sendo os radicais OH (hidroxilo) os predominantes agentes causais (12). As enzimas do

complexo GST participam na eliminacao destes radicais OH (14), assim como no metabolismo
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de xenobioticos, pois ao participarem em reacdes de fase Il permitem uma destoxificacao em

compostos hidrossollveis que sao mais facilmente eliminados (12).

Foi ja demonstrado pelo nosso grupo de trabalho, numa amostra da populacdo feminina
inscrita no Centro Hospitalar Cova da Beira (CHCB), uma associacao positiva entre genes de
baixa penetrancia e o risco aumentado de desenvolver cancro da mama (15, 16). Um desses
genes codifica a aromatase e o polimorfismo estudado foi CYP19A1 Trp39Arg (T/C). Este é um
missense SNP (Polimorfismo de nucleétido Unico), em que ha troca de timina por citosina,
originando a substituicdo de um triptofano por arginina, no codao 39 (17). A aromatase
participa no passo final da biossintese de estrogénios, convertendo os androgénios a
estrogénios (18). As mulheres portadoras do alelo variante da aromatase apresentaram um
aumento do risco de cancro da mama de quase duas vezes (OR=1,770; p=0,036) (15). Os
outros genes estudados foram a GSTMT1 e GSTT1. Nestes genes, os polimorfismos estudados
foram delecbes homozigoticas, i.e., genotipo null para ambos. A presenca destes
polimorfismos representou um aumento do risco para cancro da mama em cerca de 3,6 vezes
para o genotipo null da GSTM1 (OR= 3,597; p=0,0001) e cerca de 2,6 vezes para o genoétipo
null da GSTT1 (OR= 2,592; p= 0,002) (16).

Desta forma, considerou-se oportuno aprofundar o conhecimento sobre estas variantes
(CYP19A1 Trp39Arg (T/C), GSTM1 null e GSTT1 null), nesta mesma populacao, estudando os

seus niveis de expressao através de mRNA (RNA mensageiro).
Os objetivos deste trabalho preliminar foram:

1- Avaliar o interesse prognodstico da expressao dos polimorfismos CYP19A1 Trp39Arg
(T/C), GSTM1 null e GSTT1 null no cancro da mama.

2- Desenvolver/Otimizar uma técnica laboratorial que facilite o estudo da expressao
através de mRNA dos polimorfismos CYP19A1 Trp39Arg (T/C), GSTM1 null e GSTT1

null utilizando amostras de tecido de mama fixado e incluido em parafina.

Tem-se assim a expectativa de dotar o corpo clinico de possiveis meios, que acrescentem uma

mais-valia na abordagem e tomada de decisées de novos casos de cancro da mama na regiao.
Tendo em conta os objetivos descritos, estabelecem-se as seguintes hipoteses:

H; - O polimorfismo da aromatase, CYP19A1 Trp39Arg (T/C), é mais expresso em grupos
de pior prognostico de cancro da mama.

H,- O polimorfismo GSTM1 null é mais expresso em grupos de pior prognostico de cancro
da mama.

Hs- O polimorfismo GSTT1 null é mais expresso em grupos de pior progndstico de cancro

da mama.
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A realizacao deste estudo (Projeto de Investigacao n°22/2013) foi autorizada, em 13-03-2013,
por reuniao do Conselho de Administracao do Centro Hospitalar Cova da Beira. Salienta-se
ainda que estd eticamente aprovado por pareceres favoraveis da Comissdo de Etica, da
mesma instituicao, n° 24/2008 e n° 321/2011. (ver anexo 1)
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2. Materiais e métodos

2.1. Desenho do estudo

Para alcancar os objetivos a que nos propusemos desenvolvemos um estudo transversal do
tipo caso-controlo. Pretendemos comparar as possiveis diferencas de expressdo génica,
originadas pelos polimorfismos supramencionados, entre pacientes com cancro da mama com
diferente prognostico, numa amostra de mulheres tratadas e seguidas na unidade de
Ginecologia Oncolodgica do CHCB. O prognéstico foi avaliado com base no estadio clinico e na
metastizacdo regional, determinada através da pesquisa do ganglio sentinela ou de
linfadectomia axilar, que constituiram assim, as nossas variaveis de interesse. Com base
nestas variaveis dividimos as doentes em grupos: para o estadio clinico incluimos as doentes
com estadio | e Il no grupo de melhor prognéstico e as doentes de estadio Ill no grupo de pior
prognostico; para a metastizacao ganglionar regional incluimos as doentes sem metastizacao
num grupo de melhor prognostico, enquanto que as doentes com metastizacao incluimos num
de pior progndstico. Os grupos caso, consistiram em grupos de mulheres de pior prognostico,

enquanto os grupos controlo corresponderam a grupos de mulheres de melhor prognostico.

O trabalho consistiu em quatro momentos fundamentais, citados a seguir, estando

sumariadas, no esquema da figura 1, as principais etapas envolvidas.

1 - Selecdo de casos passiveis de entrar no estudo com respetiva analise e recolha de dados.
Paralelamente foram desenvolvidos e otimizados os procedimentos metodologicos

laboratoriais;

2 - Efetuada componente laboratorial, em que foi realizada desparafinacao das amostras,
extracdo de mRNA, com respetiva sintese de cDNA (DNA complementar) e realizacdao de RT-

PCR (Reacao em cadeia de polimerase em tempo real);

3 - Validacao dos resultados obtidos em ambito laboratorial e consequente analise descritiva

da casuistica ratificada;

4 - Analise dos dados com recurso a métodos estatisticos e calculo do racio de expressao

entre grupos.
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Autorizacdes - Planeamento administrativo
A
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Figura 1 - Principais etapas desenvolvidas ao longo do trabalho
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2.2. Selecao de casos e recolha de dados clinicos e
histopatologicos

A populacao alvo deste estudo foi o grupo de mulheres inscritas no Centro Hospitalar Cova da

Beira, com diagndstico histopatoldgico de carcinoma da mama, entre os anos 2006 e 2011.

Foram previamente estabelecidos os critérios de inclusao e exclusao, listados nas tabelas 1 e

2, respetivamente.

Tabela 1 - Critérios de inclusao utilizados na selecao da amostra a estudar

Critérios de inclusao

Ser do género feminino

Estar inscrita no CHCB

Diagnostico de cancro da mama, com ou sem metastizacao regional, ao ganglio sentinela e/ou outros,

estabelecido por relatério histopatolégico, entre 2006 a 2011

Realizacao de mastectomia ou tumorectomia com pesquisa de ganglio sentinela e/ou esvaziamento

ganglionar regional, com relatorio da anatomia patolégica

Tabela 2 - Critérios de exclusao utilizados na selecdao da amostra a estudar

Critérios de exclusao

Suspeita ou confirmacao de metastizacao a distancia

Realizacao de qualquer terapéutica neoadjuvante previamente aos procedimentos cirirgicos citados na
tabela 1

Para uma dada paciente ser considerada para o estudo, todos os quatro critérios de incluséo
tiveram de ser cumpridos. Se pelo menos um critério de exclusao esteve presente, mesmo

apesar de cumpridos todos os de inclusdo, esse caso foi excluido.

A pesquisa dos casos foi realizada através da consulta de processos clinicos, em suporte
informatico, com recurso a ferramenta SAM (Sistema de Apoio ao Médico), nas infraestruturas
do CHCB. Inicialmente foi realizado um levantamento de todas as mulheres inscritas no CHCB
com o referido diagndstico, entre os anos 2006 e 2011 e que efetuaram tumorectomia ou
mastectomia com pesquisa de ganglio sentinela e/ou esvaziamento ganglionar regional.
Posteriormente foram analisados os relatérios histo-anatomo-patolégicos das pecas excisadas
na cirurgia e de bidpsias diagnosticas, realizadas previamente a cirurgia. Diversas informacdes
sobre o tumor foram recolhidas, tipo histoldgico, recetores de estrogénio, progesterona e c-
erb-b2, apresentacao uni ou multifocal, tamanho, grau de diferenciacdo, invasao linfo-
vascular, envolvimento da pele e/ou musculo, componente in situ, calcificacdo tumoral e

envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros.
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Quando existiu suspeita clinica ou comprovacao de metastizacao a distancia, por exames
complementares de diagnostico realizados para investigacdo do estadio clinico da paciente,
esta foi excluida do estudo. A realizacdo de qualquer terapéutica neoadjuvante também

motivou exclusao.

As consideracbes clinicas relativas a cada paciente alvo de registo foram a idade de

diagndstico, mama afetada e localizacdo afetada.

Foram assim elegiveis para participar no estudo 78 mulheres.

2.3. Selecao das amostras de tecido em parafina

A requisicdo de amostras em parafina de tecido de mama “normal”, de pecas excisadas
cirurgicamente na unidade de Ginecologia Oncolégica do CHCB, seguiu-se a selecao das
pacientes a participar no estudo. Este pedido foi efetuado ao Servico de Anatomia Patologica
do CHCB. A decisao de requisitar mama histologicamente “normal”, i.e., que nao contivesse
células tumorais, baseou-se no facto de pretendermos estudar quais as influéncias que o

tecido de mama normal, envolvente a um processo tumoral, realiza ou esta sujeito.

Prepararam-se diversas laminas para visualizar a histologia do tecido, com recurso a
microscopia otica, de modo a identificar blocos de parafina que contivessem amostras de

tecido de mama normal.

No Servico de Anatomia Patoldgica do CHCB foram realizados cortes por microtomo com 10um
de espessura nos blocos de parafina selecionados. As amostras em parafina resultantes foram

conservadas em tubos de Eppendorf e guardadas a temperatura ambiente.

Salienta-se ainda que os casos foram codificados pelo Servico de Anatomia Patoldgica, para
que o investigador, no decorrer do trabalho em ambito laboratorial, ndo fosse conhecedor da
correspondéncia amostra de tecido parafinado - caso estudado. S6 no final da obtencao dos

resultados laboratoriais e respetiva validacao foi decifrada esta chave.
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2.4, Componente laboratorial

O objetivo principal de todos os procedimentos realizados nesta etapa foi a quantificacao

relativa da expressao dos genes em estudo.

Para tal, procedeu-se a extracdo de RNA do tecido, previamente desparafinado e reidratado.
Posteriormente foi efetuada a sintese de cDNA partindo do mRNA obtido, com subsequente
amplificacdo por RT-PCR. A expressao foi avaliada de forma relativa, tendo como gene

housekeeping, a B-actina, que codifica uma proteina presente no citoesqueleto das células.

Para o trabalho a apresentar nesta dissertacao decidimos analisar, primeiro, os casos que
continham amostras de tecido em parafina em duplicado (37 de 78 casos), uma vez que a
Anatomia Patologica enviou amostras com 2 cortes de microtomia e outras com apenas 1
corte. Deste modo, foi assegurada a preservacao do banco de dados para repeticao e/ou
continuacao do estudo e, também, permitiu estabelecer critérios de selecdo dos casos a

trabalhar.

2.4.1. Remocao de parafina e reidratacdao da amostra de tecido

Esta metodologia baseou-se na utilizacdo do solvente organico, xilol, responsavel por
dissolver a parafina envolvente ao tecido, com posterior reidratacdo da amostra. Esta Gltima
foi efetuada com solugdes de concentracdo decrescente de etanol em agua DEPC (dicarbonato
de dietila). Um passo intermédio consistiu na utilizacdo de etanol absoluto para remocao dos

excedentes de xilol (19).

De forma a otimizar a remocao, da maior quantidade possivel, de parafina, sem danificar o
tecido por este solvente organico, foram tentados diversos tempos e temperaturas de
incubacao. Varios processos de homogeneizacao do xilol com a amostra de parafina também

foram testados.

A reidratacdo progressiva da amostra foi também alvo de otimizacdo, com a utilizacdo de

diversas sequéncias de solucdes de concentracdo decrescente de etanol em agua DEPC.

Em baixo, na tabela 3, é descrito todo o encadeamento metodologico utilizado neste

procedimento laboratorial, estando ja expostos todos os passos de otimizacao realizados.
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Tabela 3 - Metodologia utilizada no processo de desparafinacao e reidratacao

Descricao das etapas

1- Colocou-se a amostra de tecido de parafina num tubo de Eppendorf de 1,5ml

2- Adicionou-se 1,2ml de xilol a amostra

3- Ressuspendeu-se com o auxilio de uma ponta de pipeta cortada

4- Agitou-se durante 15segundos em vortex a 1500rpm (rotagoes por minuto)

5- Incubou-se durante 10minutos a temperatura ambiente, sendo as amostras agitadas de modo suave,

manualmente, em intervalos de 2-3minutos

6- Incubou-se durante 5min a 50°C num bloco de aquecimento

7- Centrifugou-se a 13000rpm, durante 5minutos

8- Retirou-se 0 maximo de sobrenadante possivel

9- Repeticao dos passos 2-8, por mais 2 vezes

10-

Adicionou-se 1,2ml de etanol absoluto

11-

Agitou-se por 15segundos em vortex a 1500rpm

12-

Incubou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente

13-

Centrifugou-se a 13000rpm, durante 5minutos

14-

Retirou-se 0 maximo sobrenadante possivel

15-

Adicionou-se solucdo de etanol 95% em agua DEPC

16-

Agitou-se por 15segundos em vortex a 1500rpm

17-

Incubou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente

18-

Centrifugou-se a 13000rpm, durante 5minutos

19-

Retirou-se o maximo sobrenadante possivel

20-

Adicionou-se solucao de etanol 75% em agua DEPC

21-

Agitou-se por 15segundos em vortex a uma velocidade de 1500rpm

22-

Incubou-se durante 10 minutos a temperatura ambiente

23-

Centrifugou-se a 13000rpm, durante 5minutos

24-

Retirou-se o maximo sobrenadante possivel

25-

Apos evaporacgao durante um periodo de 12-15h a temperatura ambiente e em local protegido de

fluxo de ar horizontal e vertical descendente, procedeu-se a extracao de RNA

2.4.2. Extracdao de RNA

A extracao de RNA foi realizada com recurso ao reagente TRIzol® (Ambion®, Life

Technologies™, Paisley, UK), que permite o isolamento de RNA com base no método classico

de extracao por tiocianato de guanidina - fenol - cloroformio.

Uma vez que os métodos de fixacdo de tecidos e subsequente parafinacdo sao altamente

agressivos para os acidos nucleicos, sobretudo RNA, a quantidade expectavel a ser extraida é

diminuta (20). Desta forma o método utilizado, baseou-se no protocolo descrito pelo nosso

grupo para a extracao de RNA (21), a partir de sangue colhido em cartdao FTA®, tendo sido

alterado por forma a aumentar a eficiéncia de extracdo deste acido nucleico.
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Estas principais modificacdes foram efetuadas no método de mistura de TRIzol® com o tecido
desparafinado e nos tempos de centrifugacao. Foi também acrescentado o passo 16 da tabela
4, que resume a metodologia utilizada no processo de extracao de RNA, para assegurar que
reagentes, como solventes organicos e alcoois, fossem eliminados por evaporacao, garantindo

assim uma menor interferéncia na posterior sintese de cDNA.

Tabela 4 - Metodologia utilizada no processo de extracao de RNA

Descricao das etapas
1- Adicionou-se 1ml de reagente TRIzol® a amostra de tecido desparafinada e reidratada, apos

confirmacao da total evaporacao de etanol

2- Ressuspendeu-se para maior homogeneizacao da amostra

3- Incubou-se por 8 minutos a temperatura ambiente

Adicionou-se 0,2ml de cloroformio

Agitou-se por 15 segundos em vortex a 1500rpm

Incubou-se por 3minuos a temperatura ambiente

Retirou-se 0,5ml da fase aquosa para um novo tubo de Eppendorf de 1,5ml

4-
5-
6-
7- Centrifugou-se a 14000rpm, durante 15minutos, a 4°C
8-
9-

Adicionou-se 0,5ml de isopropanol seguido de uma ligeira agitacao dos tubos de Eppendorf

10- Incubou-se por 10minutos a temperatura ambiente

11- Centrifugou-se a 14000rpm, por 20minutos, a 4°C

12- Eliminou-se o sobrenadante

13- Adicionou-se 0,5ml de solucao de etanol a 75% em agua DEPC

14- Centrifugou-se durante 5minutos a 11000rpm, a 4°C

15- Eliminou-se o sobrenadante

16- Colocaram-se amostras a secar, por cerca de 5minutos a temperatura ambiente e reaquecidas a

56°C, se necessario’

17- Adicionou-se 20ul de agua tratada com DEPC, previamente aquecida a 57°C

18- Procedeu-se a sintese de cDNA.

'_Quando evidéncia de etanol residual.

Nota: A quantificacdo do RNA extraido foi tentada diversas vezes através da leitura da
absorvéncia a 260nm, no aparelho NanoPhotometer™ (Implen GmbH, Munchen, Germany). No
entanto os resultados obtidos por estas medicdoes foram dispares, existindo em algumas
amostras grande variabilidade dos resultados. Optamos assim pela ndo utilizacao sistematica
deste aparelho que permite quantificar acidos nucleicos, colocando em causa a sua

sensibilidade e/ou funcionamento.

11
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2.4.3. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA efetuada a partir do mRNA extraido, este foi transcrito com M-MLV
(Moloney-Murine Leukaemia Virus), uma transcriptase reversa comercial. Num primeiro passo

efetuou-se uma mistura de reacao com os Random primer, que continha:

- 2ul de Random primer (Promega®, Madison, USA)
- 1yl de dNTPs (100 nM, Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
- 9ul de extrato de RNA

Esta etapa decorreu a 70°C durante 5min garantindo um arrefecimento final a 4°C. Este
processo foi realizado no termociclador TProfessional Basic (Biometra®, Gottingen,

Germany).
Para o segundo passo efetuou-se uma mistura constituida por:

- n x 4ul de solucao tampao apropriada - 5xM-MLV “Reverse Transcriptase (RT)
Buffer” (Promega®, Madison, USA)

-n x 2yl Ditiotreitol (DTT) (0,1M) (Sigma-Aldrich®, St. Louis, USA)
-n x 1ul de inibidor de RNAse (Promega®, Madison, USA)
-n x 0,5ul M-MLV RT (Promega®, Madison, USA)

Sendo que (n) representa o nimero de reacdes de sintese de cDNA a realizar.
Posteriormente 7,5ul desta solucao foi adicionada a cada mistura do primeiro passo.
A sintese de cDNA foi realizada no mesmo termociclador, com o seguinte programa:

- 10min a 25°C - incubacao inicial
- 60min a 37°C - fase de extensao
- 15min a 70°C - inativacdo da enzima

O cDNA sintetizado foi armazenado em arca frigorifica a uma temperatura de 4°C.

2.4.4. Estudo de expressao por RT-PCR (Real time PCR - PCR em tempo
real)

De modo a conseguir avaliar as diferencas na expressao recorreu-se a técnica PCR em tempo
real, que permite quantificar o cDNA, a medida que ocorre a reacdo de amplificacdao do
mesmo. Por isso denomina-se PCR em tempo real, também sendo chamado qPCR (PCR
guantitativo). A quantificacdo do nimero de copias presentes € obtida através de um
marcador que, ao ligar-se ao cDNA na forma de cadeia dupla, emite um sinal de

fluorescéncia. O marcador fluorescente que usamos foi SYBR® Green.

12



Expressao de genes de baixa penetrancia no prognéstico do cancro da mama | Jodo Godinho

Por forma a amplificar as variantes polimorficas em estudo, bem como o gene escolhido para

referéncia, gene housekeeping, foram usados os primers descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Primers utilizados para o gene housekeeping e genes de interesse

Gene Primer TM (°C) Proveniéncia/Fabricante
. Forward  5’-TTCCTGGGCATGGAGTCCT-3’ 53,2 Stab Vida®, Setubal, Portugal
ractina Reverse 5’-AGGAGGAGCAATGATCTTGATC-3’ 53 Stab Vida®, Setubal, Portugal
Forward  5’-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAG-3’ 50,5 Stab Vida®, Setubal, Portugal
GSTMT Reverse 5’-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3’ 54,8 Stab Vida®, Setubal, Portugal
Forward 5’-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3’ 55,3 Stab Vida®, SetUbal, Portugal
GeTTI Reverse 5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3’ 55,9 Stab Vida®, Setubal, Portugal
CYP19A1  Forward  5-ATCTGTACTGTACAGCACC-3’ 48,9 Stab Vida®, Setubal, Portugal
Trp39Arg Reverse 5-ATGTGCCCTCATAATTCCG-3’ 48,9 Stab Vida®, SetUbal, Portugal
CYP19A1  Forward  5- GGCCTTTTTCTCTTGGTGT-3’ 48,9 Stab Vida®, Setubal, Portugal
wild type Reverse 5- CTCCAAGTCCTCATTTGCT -3’ 48,9 Stab Vida®, SetUbal, Portugal

TM - Temperatura de melting

Uma vez que estes primers tinham sido adquiridos para serem utilizados em técnicas de PCR
com DNA genomico, consideramos importante confirmar através do software informatico

Ensembl, a localizacao dos mesmos, i.e., intrao ou exao.

Chegou-se a conclusao que o reverse primer para a determinacao do gendtipo wild type da

aromatase nao estava corretamente desenhado para a realizacdo de RT-PCR.

Confirmamos ainda que o reverse primer utilizado para a determinacao da variante CYP19A1

Trp39Arg é especifico para a mesma (figura 2).

Variante polimorfica 5/ - . TCTTGGTGCGGAATTATGAGGGCACAT.. .~ 3"
CYPI9AT Trp39Are (T/C) ERRRRRRRRRRRRRRRRR

Reverse primer 3’ -GCCTTAATACTCCCGTGTA-5’

Sequéncia wild da

aromatase 5" - . TCTTGGTGTGGAATTATGAGGGCACAT..-3’

LEET e
Reverse primer 3’ -GCCTTAATACTCCCGTGTA-5'

Figura 2 - Esquematizacdo da ligacdo do reverse primer a sequéncia que contém o polimorfismo
CYP19A1 Trp39Arg (T/C) e ndo com a sequéncia wild do gene da aromatase

A negrito esta a troca de nucledtidos T (wild) para C (variante polimorfica em estudo). A verde estao
representadas as ligacées entre bases complementares. A vermelho esta a ligacdo nao efetuada do
reverse primer com a sequéncia wild.
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Nos casos da GSTT1 e GSTM1, como as variantes de interesse sao delecdes homozigéticas em
ambos 0s casos, nao existe nenhuma consideracao especial a ter em conta com um

determinado nucleotido dos seus primers.

Com o intuito de aumentar a eficiéncia de amplificacdo, procedemos a sua otimizacdo para os
genes GSTT1, GSTM1 e CYP19A1 Trp39Arg. Em relacao as condicoes descritas pelo nosso

grupo, foi necessario alterar a temperatura da fase de annealing.

Os genes de interesse e a B-actina (gene housekeeping) foram amplificados em simultaneo em
cada amostra de cDNA. Deste modo foi-nos permitido comparar a expressao dos primeiros ao

gene housekeeping e também garantir que tinhamos realmente cDNA.

Para o estudo de expressao por RT-PCR, a metodologia usada foi a seguinte:

1- Preparou-se uma mistura para cada gene, cujos constituintes estao descritos na tabela 6.

Tabela 6 - Descricao da mistura utilizada para cada gene em estudo

_Mistura de reacdo paraoRT-PCR
(n + 1) x 10pl de uma solucao de SYBR® Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Fermentas - Thermo Fisher

Scientific Inc., Vilnius, Lithuania)

(n + 1) x 0,5pl de uma solucao 10nM de forward primer

(n + 1) x 0,5pl de uma solucao de 10nM de reverse primer

(n + 1) x 6pl agua livre de DNAse (DNAse free) (Promega®, Madison, USA)

n - nimero de amostras a realizar
2- Adicionou-se 3pl de cDNA sintetizado a 17pl da mistura referida na tabela 6, num poco da
placa de RT-PCR (Bio-Rad®, Munich, Germany).

Para cada gene foi adicionado um controlo negativo, também com 17pl da mistura e, em vez

de cDNA, foram colocados 3pl agua livre de DNAse (Promega®, Madison, USA).

3- Uma vez selada com uma pelicula, a placa foi colocada no termociclador iQ™5 Multicolor

Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad®, Munich, Germany).

Tendo em conta que existe uma diferenca significativa na temperatura de annealing dos
primers de CYP19A1Trp39Arg comparativamente a GSTT1 e GSTM1 foram usados, em

simultaneo, dois protocolos distintos, tal como se verifica na tabela 7.
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Tabela 7 - Protocolos usados no termociclador iQ™5 Multicolor Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad®, Munich, Germany) para os diferentes genes de interesse

\ CYP19A1 Trp39Arg GSTT1 e GSTM1
Desnaturacao inicial de DNA a 95°C por 30minutos

60 ciclos de amplificacao das 3 fases (1 - desnaturacao, 2 - annealing e 3 - extensao):

1 -Desnaturacao a 95°C por 10 segundos

2- Annealing a 55°C por 30 segundos 2- Annealing a 58°C por 30 segundos

3 - Extensao a 72°C por 30 segundos

A leitura de fluorescéncia foi sendo detetada, ciclo apos ciclo, no decorrer da reacao de
amplificacao e registada em grafico, com a respetiva determinacao do valor de C; (ciclo
limiar), para cada amostra. Esta detecao foi visualizada com recurso ao software iQ™5 v 2.1

(Bio-Rad®, Munich, Germany), tal como se pode observar no grafico 1.

i PeR Quant = Malt CurvePeak = End Point = Al Dise = Gane Expr = e Pate ]
T Rrottcaon Char

PCR Base Lina Sublraciad Cuna Fit RFU

Grafico 1 - Exemplificacdo de curvas de detecdao de fluorescéncia ao longo dos varios ciclos de
amplificacdo em RT-PCR

No eixo das abcissas esta o numero de ciclos, enquanto no eixo das ordenadas o valor de fluorescéncia.
Sao evidenciados as curvas de 2 amostras para o gene CYP19A1 Trp39Arg (T/C).

Foi efetuada uma curva de melting de forma a validar os resultados obtidos. Para a obtencao
dessa curva recorremos, no final de cada amplificacao, a um programa com uma amplitude de

temperatura dos 55°C aos 95°C e aumentos graduais de 0,5°C a cada 10 segundos.
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2.5. Validacao dos resultados obtidos em ambito laboratorial

Uma fase fundamental do nosso trabalho consistiu na validacao dos resultados obtidos no
decorrer do trabalho laboratorial. Para tal foi efetuada uma analise exaustiva destes. Foram
assim excluidos os resultados, e consequentemente os casos, que consideramos dubios e so

entao definimos a amostra final.

Neste subcapitulo apenas relatamos a sequéncia dos procedimentos gerais utilizados nesta
etapa, sem alusdao a dados obtidos, uma vez que existe um capitulo em que estao
apresentados os resultados de forma pormenorizada. Pretendemos com isso evidenciar de
forma mais clara qual a amostra definitiva em estudo e também encadear de uma forma mais

logica os resultados obtidos, com a posterior analise estatistica.
A sequéncia usada na validacéo dos resultados foi a seguinte:

1- Andlise da expressao do gene housekeeping, B-actina: com esta pretendemos determinar
quais os casos, em que foi possivel concluir de forma segura que todos os procedimentos
laboratoriais, em cima descritos, foram eficazes. Assim, foi-nos possivel identificar em
que casos conseguimos sintetizar cDNA, partindo do respetivo mRNA, e amplifica-lo. O
que nos garantiu que o mRNA do qual partimos estava integro, mesmo apos ser sujeito aos

processos de parafinacao/desparafinacao.

2- Analise das curvas de melting: com esta pretendemos excluir os valores resultantes de
amplificagbes inespecificas e garantir que avaliamos a presenca ou auséncia de expressao

dos genes de interesse.

2.6. Calculo de diferencas de expressao, em termos relativos

A expressao relativa dos genes de interesse foi realizada com base no método comparativo de

Cr, também conhecido como método 24T (22, 23).

Este ndo tem em consideracao as eficiéncias de amplificacdo do gene de referéncia nem dos
genes de interesse, mas preconiza que sejam idénticas. Nos assumimos essa semelhanca,
porque devido a baixa quantidade de mRNA extraido e consequentemente diminuto cDNA
sintetizado, nao nos foi possivel realizar uma série de diluicdes. Desta forma nao conseguimos

determinar a reta de eficiéncia de amplificacdo.

Por isso optamos por este método em detrimento de métodos que consideram as eficiéncias

de amplificacao, como o método de Pfaffl (24).
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0 calculo do C; foi realizado a partir da curva tracada pelo software iQ™5 v 2.1 (Bio-Rad®,
Munich, Germany). Estabeleceu-se um mesmo valor limiar de fluorescéncia para todos os
genes, de forma a intersetar o grafico no inicio da fase exponencial da reacao, tal como se

pode verificar no grafico 1.

Apds determinar os Cr dos genes alvo do estudo e da B-actina, foi realizada a normalizacao de
cada gene para o respetivo gene housekeeping. E explicada a seguir a sequéncia de equacdes

que permite o calculo de diferencas de expressao, em termos relativos, entre grupos:

ACT = CT (gene de interesse) ~ CT (gene housekeeping)

Uma vez que o objetivo serd a comparacdo da expressao relativa entres dois grupos
considerados, realizamos o calculo da média ( T) de AC; de cada gene, para cada grupo de
interesse e de controlo. O desvio padrdao também foi calculado. A razao de se ter optado pela
analise de expressao comparativa entre grupos baseou-se fundamentalmente na inexisténcia

de casos e controlos pareados.

Para o calculo de AAC; foi usada a seguida formula:

AACT = $ACT (grupo de interesse) ~ $ACT (grupo usado como controlo)

A titulo de exemplo:

AACT = IACT (grupo com metastizagao ganglionar) ~ IACT (grupo sem metastizacao ganglionar)

Por ultimo foi aplicada a formula da expressao relativa:
Expressao relativa = 24T

Ou = [ZA (' TACT (grupo de interesse))] / [ZA (' TACT (grupo usado como controlo))]

A titulo de exemplo:

= [2/\ (' E:ACT (grupo com metastizagao ganglionar))] / [2/\ (' E:ACT (grupo sem metastizacao ganglionar))]

0 resultado obtido permite verificar o racio de expressao entre os dois grupos, i.e., quantas
vezes mais o gene considerado é expresso em mRNA no grupo de interesse, comparativamente

ao grupo usado como controlo.
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2.7. Descricao das variaveis e métodos estatisticos

Uma vez que o principal objetivo do estudo foi a avaliacao de diferencas de expressao dos
genes de interesse, em grupos de pacientes com progndstico distinto, diagnosticadas com

cancro da mama, devemos descrever as variaveis em estudo.

Os métodos utilizados permitiram a realizacdo de dois tipos de analise. Uma delas consistiu
na simples verificacdo da presenca ou auséncia de expressdao dos genes de interesse, por
mRNA. Ja a outra permitiu determinar diferencas relativas na expressao de mRNA, i.e., um
racio de expressao entre dois grupos, quando foi confirmada a presenca de expressdao do gene

de interesse.

Assim, no que concerne aos genes de interesse, consideramos dois tipos de variaveis: uma
qualitativa, expressao do gene de interesse, que determina para cada caso a presenca ou
auséncia de expressao em mRNA desse mesmo gene; e, uma numérica, AC; do gene de
interesse, valor proveniente de uma das equacdes/etapas utilizadas na formula de calculo de

diferencas de expressdao, em termos relativos, entre grupos (subcapitulo 2.6).

Salienta-se que na variavel numérica apenas sdo considerados os casos em que se detetou

presenca de expressao em mRNA do gene de interesse.

Ao nivel do prognoéstico consideramos as seguintes variaveis: “Estadio clinico” e
“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros” para classificar os pacientes em grupos de
diferentes prognostico. Estas varidveis de interesse e respetivas categorias estdo

mencionadas, em baixo, na tabela 8.

Tabela 8 - Variaveis e suas categorias - consideradas na avaliacao de diferencas de expressao em mRNA
nos genes de interesse

Variavel Categorias da variavel

Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros  Sem metastizacao vs Metastizacao

Estadio clinico lellvslll

Estando cientes da expectavel baixa robustez dos dados, em consequéncia da diminuta
amostragem, a influéncia do acaso podera ser no nosso estudo mais proeminente do que em
amostras maiores. Pode, assim, algum fator influenciar a analise e precipitar conclusdes
erradas. Desta forma, consideramos duas variaveis, que expectavelmente nao se associam,
nem tampouco se espera que apresentem diferencas de expressao entre as suas categorias
com os genes de interesse. Pretendemos assim que as variaveis, “Mama afetada” e
“Localizacao afetada”, apresentadas na tabela 9, “funcionem” como controlos de acaso e

consequentemente auxiliem na validacao da analise efetuada.
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Tabela 9 - Variaveis e suas categorias - consideradas para controlo do acaso e auxilio da validacao da
analise

Variavel Categorias da variavel

Mama afetada Direita vs Esquerda

Localizacao afetada Quadrante Supero-externo vs Outra

O estudo estatistico ndo se esgotou nas variaveis e respetivas categorias constantes nas
tabelas 8 e 9. Foram também analisadas outras variaveis clinicas e histopatologicas, estando

descritas, em baixo, na tabela 10.

Tabela 10 - Outras variaveis clinicas e histopatologicas e suas respetivas categorias - consideradas na
avaliacao de diferencas de expressao em mRNA nos genes de interesse

 Variavel Categorias da variavel
Idade <50 anos vs >50 anos
Tipo histologico Ductal invasivo vs Lobular e Mucinoso invasivo
RE (Recetores de estrogénio) Positivo vs Negativo
RP (Recetores de progesterona) Positivo vs Negativo
C-erb-b2 Positivo vs Negativo
Triplo negativo Sim vs Nao
Subtipo molecular (25) Luminal A vs Outros
Focalidade Multifocal vs Unifocal
Tamanho <20mm vs >20mm
Grau de diferenciacéo’ Bem e moderado vs Pouco
Invasdo linfo-vascular Presente vs Nao identificada
Envolvimento da pele e/ou musculo Sim vs Nao
Componente in situ Presente vs Ausente
Calcificacao tumoral Presente vs Ausente

! -segundo classificacao de Scarff-Bloom-Richardson (26)

2.7.1. Testes de independéncia - qui-quadrado de Pearson

Todas as variaveis mencionadas nas tabelas 8-10 sdo de indole qualitativa, assim como a
variavel expressao do gene de interesse. Desta forma, para testarmos a associacdo desta
Ultima com as restantes, i.e., se existe associacdo estatistica entre variaveis qualitativas,

recorremos ao teste de qui-quadrado de Pearson.

Esta analise foi realizada recorrendo ao software informatico IBM® SPSS® Statistics versdao

21.0 e consideramos as seguintes hipoteses:
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Hipdtese nula, Ho: As varidveis consideradas sao independentes, i.e., ndao existe associacao

entre elas.

Hipdtese alternativa, Ha: As variaveis consideradas estao relacionadas, i.e., existe associacao

entre elas.

Utilizamos um intervalo de confianca de 95%, ou seja, quando o p-value foi superior a 0,05 a
hipdtese nula nao foi rejeitada e desta forma, consideramos nao existir associacdo entre as

variaveis.

Se p-value inferior a 0,05, a hipdtese nula é rejeitada e assim considera-se existir associacao
estatisticamente significativa entre as variaveis. Caso esta proposicao seja cumprida o calculo

de odds ratio sera efetuado com recurso ao mesmo software informatico supramencionado.

2.7.2. Testes nao paramétricos

Como melhor explicitado no subcapitulo 2.6, “Calculo de diferencas de expressdo, em termos
relativos”, uma das potencialidades do método RT-PCR usado, é a possibilidade de quantificar
a expressao dos genes de interesse. Assim quando se observou a expressao dos genes de

interesse, determinou-se o racio de expressao relativa entre dois grupos distintos.

Atendendo ao método utilizado para este calculo, quanto mais distinta for a média de AC; do
gene de interesse entre os grupos comparados (grupo interesse vs grupo controlo), maior
tendera a ser a diferenca de expressao do gene de interesse entre esses grupos. Ou seja,
previamente ao calculo do racio de expressao procedeu-se a uma analise da
distribuicdo/média de ACr, entre os grupos comparados. Com esta analise pretendemos
prever em quais variaveis, as suas categorias poderiam apresentar diferencas significativas,
no calculo da expressao relativa dos polimorfismos de interesse. Foi também nosso objetivo
identificar se outras variaveis poderiam exercer alguma influéncia no calculo do racio de
expressdo relativa das variaveis de interesse, devendo dessa forma ser tomadas em
consideracao. Para determinacao dessa possivel influéncia atentamos em variaveis, que nao
as de interesse, com média/distribuicao de AC; do gene de interesse muito dispar entre as

suas categorias.

Nota: Nao pretendemos atribuir significado fisiologico, a esta analise efetuada, aos valores da
média/distribuicdo de ACt dos genes de interesses entre os diferentes grupos. Apenas foi
usado como um complemento a analise do racio de expressao relativa, sendo sim os

resultados desta ultima interpretados com significado fisiologico.

Sendo a variavel AC; do gene de interesse, de carater numérico recorreu-se ao uso do teste

nao paramétrico, Mann-Whitney U, para verificar a distribuicio/média de AC; entre as
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diversas categorias de cada variavel. A utilizacao deste em detrimento de testes paramétricos

teve como pilares a reduzida amostragem e o facto de esta ndo ser normalmente distribuida.
Consideramos as seguintes hipoteses:

Hipdtese nula, Hy: A distribuicao de ACr do gene de interesse é a mesma entre as categorias

de uma variavel.

Hipdtese alternativa, Ha: A distribuicdo de AC; do gene de interesse é diferente entre as

categorias de uma variavel.

Como veremos no subcapitulo 3.4.1, de certo modo, o que pretendemos testar na hipotese

nula é se a média de AC; de cada um dos genes de interesse € a mesma entre dois grupos.

A semelhanca do que foi usado para o teste de qui-quadrado, foi definido um intervalo de
confianca de 95%, i.e., quando o p-value foi superior a 0,05 a hipotese nula ndo foi rejeitada.
Esta ndo rejeicdo leva a considerar que a distribuicio de AC; é semelhante entre as

categorias de uma variavel, sendo a média entre as duas categorias/grupos idéntica.

Para facilitar visualmente a observacao da distribuicaio de AC; entre as categorias

consideradas em cada variavel, foram tracados boxplot.

A analise por testes nao paramétricos também foi efetuada com recurso ao software
informatico IBM® SPSS® Statistics versao 21.0.
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3. Resultados

3.1. Validacao dos resultados obtidos em ambito laboratorial

3.1.1. Resultados obtidos para a expressao do gene housekeeping, B-actina

Numa primeira abordagem aos resultados obtidos em ambito laboratorial, debrucamo-nos

sobre a analise dos resultados da expressao do gene housekeeping, B-actina. S6 apos esta

abordagem foi possivel validar os casos, em que seria efetuada uma analise pormenorizada de

CYP19A1 Trp39Arg, GSTT1 e GSTM1. Para tal, foram elaborados critérios para selecionar os

casos, que nos permitiram garantir menor probabilidade de erro na analise dos genes de

interesse. Na tabela 11, mostrada a seguir, sao apresentados os resultados totais obtidos da

realizacao do RT-PCR para o gene housekeeping.

Tabela 11 - Casos processados pelas varias etapas descritas em materiais e métodos desde
desparafinacao a sintese de cDNA, com respetiva amplificagdo em RT-PCR para gene housekeeping, B-

actina
1 N/A
2 N/A
3 N/A
4 N/A
5 N/A
6 N/A
7 N/A
8 N/A
9 N/A
10 N/A
11 N/A
12 N/A
13 N/A
14 N/A
15 N/A
16 N/A
17 N/A
18 N/A
19 N/A
20 N/A
21 N/A
22 N/A
23 N/A

44,15
49,93
47,9
35,69
N/A
N/A
40,68
N/A
38,09
38,12
44,58
39,66
39,36
43,56
40,69
36,73
36,3
35,55
42,31
56,93
N/A
35,34
37,37

N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A
N/A

82
77
84,5
82,5
N/A
N/A
84
N/A
83,5
83
84,5
83,5
82,5
82
83
83,5
82
83
83,5
73
N/A
84,5
83,5
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24 N/A 37,07 N/A 84
25 N/A 42,23 N/A 81,5
26 N/A 43,61 N/A 82
27 N/A 42,28 N/A 81,5
28 N/A 38,26 N/A 83,5
29 N/A 47,07 N/A 85
30 N/A 39,34 N/A 83
31 N/A 38,97 N/A 84
32 N/A N/A N/A N/A
33 N/A 40,93 N/A 83,5
34 N/A 41,38 N/A 83,5
35 N/A 37,1 N/A 84,5
36 N/A 41,19 N/A 83,5
37 N/A 38,45 N/A 83,5

Sao apresentados os valores do C; e temperatura de melting (em °C) para o gene housekeeping, B-
actina.

Também é apresentado C; e temperatura de melting (em °C) para o respetivo controlo negativo (NTC).
Quando nao existiu detecao de fluorescéncia ou nao foi definido um valor, usou-se a nomenclatura N/A.

Os critérios de exclusdao usados fundamentaram-se essencialmente na comprovacao da
existéncia de cDNA para cada caso. Ou seja, se numa determinada amostra colocada no
termociclador de RT-PCR, nao foi possivel determinar a presenca do gene housekeeping,
entdo nao nos é possivel concluir que exista cDNA. Deste modo nao podemos concluir que as

técnicas usadas foram eficazes para esse caso, devendo ser excluido da analise subsequente.

E de realcar que este tipo de validacao dos resultados, baseada na presenca de cDNA, apenas
foi possivel porque os primers de B-actina utilizados sdo altamente especificos, para a
sequéncia alvo em cDNA em detrimento da sequéncia total de DNA gendmico. Esta elevada
especificidade advém das suas localizacdes em regides fronteira de exdes, estando o forward
primer entre o 3° e 4° exdes codificantes e o reverse primer entre o 4° e 5° exdes

codificantes. No anexo 2 descreve-se a localizacdo de primers na sequéncia de cDNA.

Assim a leitura de fluorescéncia emitida € um valor que nos garante ser resultante de cDNA

por nos sintetizado e nao de DNA genomico.
Aplicamos desta forma os seguintes critérios:

- Quando ndo foi detetada qualquer fluorescéncia na amostra colocada no
termociclador de RT-PCR (N/A na coluna C; do gene housekeeping da tabela 11), essas
amostras foram excluidas. Esta decisdao baseia-se por nao existirem dados que suportem a

evidéncia de ter ocorrido a amplificacdo de cDNA do gene housekeeping, apontando assim a
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favor da ndo existéncia de cDNA desse caso. Desta forma foram excluidos do estudo 5 casos
(5; 6; 8; 21 e 32).

- Quando apesar de ter ocorrido detecao de fluorescéncia pelo procedimento descrito
no RT-PCR, a temperatura de melting foi claramente discrepante a mediana de todos os
casos, nao nos foi possivel concluir que a detecdo de fluorescéncia correspondeu ao
fragmento de interesse do gene housekeeping. Foram assim excluidos 2 casos (2 e 20), tal
como é possivel observar no grafico 2, em baixo, por apresentarem um valor de temperatura

de melting muito distante a mediana (6,5°C e 10,5°C respetivamente).

Diferenca entre mediana de temperatura de melting
e temperatura de melting de cada caso da B-actina

[
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13 15 17 19 21 23 25 27

Casos

Grafico 2 - Diferenca entre mediana de temperatura de melting e temperatura de melting de cada caso
da B-actina

Os casos 2 e 20, com barras a vermelho, tém valores claramente discrepantes relativamente a mediana.
Quando o valor da temperatura de melting é de igual valor a mediana e nos casos 5; 6; 8; 21 e 32, que
ndo apresentaram detecao de fluorescéncia, ndo foi tracada qualquer barra.

Consequentemente foram excluidos 7 casos (2; 5; 6; 8; 20; 21 e 32) por nao ter sido possivel
valida-los, tendo os restantes 30 permanecido em estudo, por se concluir que nestes houve
sucesso na extracdo de mRNA e respetiva sintese de cDNA. Sera, assim, mais fidedigna a
analise dos resultados obtidos para os genes de interesse, CYP19A1 Trp39Arg (T/C), GSTT1 e
GSTM1.

Nos graficos 3 e 4 e tabela 12, que se seguem, pretende-se ilustrar, que ap6s a aplicacao dos
critérios de validacao da amostra baseados na analise do gene housekeeping, a amostra ficou

distribuida de forma mais uniforme.
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Boxplot da distribuicdo das temperaturas de melting da B-actina dos 37
casos, antes da aplicacao dos critérios de validacao
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Metting temperature 37 casos

Grafico 3 - Boxplot da distribuicdo das temperaturas de melting da B-actina dos 37 casos, antes da
aplicacao dos critérios de validacao

Boxplot da distribuicao das temperaturas de melting da B-actina dos
casos, apos a aplicagao dos critérios de validagao
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Grafico 4 - Boxplot da distribuicdao das temperaturas de melting da B-actina dos 30 casos, apds a
aplicacao dos critérios de validacao
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Tabela 12 - Descricao dos valores de tendéncia central da temperatura de melting da B-actina, antes e
apos a aplicacao dos critérios de validacao, para obtencao da amostragem definitiva

Antes (37 casos) Apos (30 casos)

Mediana 83,5 °C 83,5 °C
Média 82,75 °C 83,27 °C
Desvio-padrao 2,282 0,935

3.1.2. Resultados obtidos para a expressao da variante polimérfica da
aromatase, CYP19A1 Trp39Arg (T/C)

Neste subcapitulo sera elucidada a analise dos dados para o polimorfismo da aromatase,
CYP19A1 Trp39Arg, sendo explicitado como foi determinada a presenca ou auséncia de
expressao em mRNA desta variante polimorfica. Na tabela 13 sdo expostos os resultados

obtidos, mediante a realizacao de RT-PCR.

Tabela 13 - Casos validados (n=30) processados pelas varias etapas laboratoriais descritas em materiais e
métodos desde desparafinacao a sintese de cDNA, com respetiva amplificacdo em RT-PCR, para CYP19A1
Trp39Arg (T/C)

Cr de Temperatura de Temperatura de
CYP19A1 Melting de NTC Melting de CYP19A1 Expressao AC;
Trp39Arg (°C) Trp39Arg (°C)

1 31,32 30,15 71 69,5 e 78,5 Sim -14
3 30,79 38,7 72 69 Nao

4 30,79 30,69 72 69,5 Nao

7 27,91 N/A 72 N/A Nao

9 27,91 30,68 72 70 Nao

10 32,72 32,88 72 70 Nao

11 27,91 29,67 72 71 Nao

12 27,91 28,31 72 71,5 Nao

13 31,32 29,78 71 69,5 e 77 Sim -9,58
14 31,32 30,03 71 70 Nao

15 31,32 29,41 71 69,5 e 79 Sim 11,28
16 31,32 29,69 71 70e 74 Sim -7,04
17 31,32 28,69 71 70,50 e 75,5 Sim -7,61
18 33,79 34,46 71,5 68,5 Nao

19 33,79 31,51 71,5 69,5e 75 Sim -10,8
22 33,79 29,83 71,5 73e 81,5 Sim -5,51
23 33,79 29,85 71,5 70,5 e 76 Sim -7,52
24 33,79 29,9 71,5 71e81,5 Sim -7,17
25 32,18 35,06 71 68,5 Nao
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26 32,18 37,26 71 68,5 Nao
27 32,18 31,23 71 69,5 Nao
28 32,18 30,04 Al 70 Nao
29 32,18 30,93 71 71 Nao
30 32,72 31,75 72 70,5 Nao
31 32,72 30,48 72 71,5 Nao
33 34,61 30,41 70,5 69,5 Nao
34 34,61 34,19 70,5 69,5 Nao
35 34,61 31,48 70,5 70,5 Nao
36 34,61 29,86 70,5 70,5 e 79,5 Sim 11,33
37 34,61 29,73 70,5 71e79 Sim -8,72

Sao apresentados os valores do C e temperatura de melting (em °C) para esta variante.

Também é exposto C; e temperatura de melting (em °C) para o respetivo controlo negativo (NTC).
Quando nao existiu detecao de fluorescéncia ou nao foi definido um valor, usou-se a nomenclatura N/A.
A coluna expressao define quando esta ocorreu, sob a forma de mRNA, para a variante da aromatase.
AC;, representa a normalizacdo da expressao de CYP19A1 Trp39Arg relativamente ao gene

housekeeping, (Cr (cvp19a1 Trp39arg) = C (@-acTING))-

Tal como se pode verificar, em todos os casos, com a excecao de um (caso 7), houve leitura
de fluorescéncia. Neste caso, a semelhanca do que foi realizado na analise da B-actina,
considerou-se nao existir amplificacao do fragmento desejado e deste modo a consequente

auséncia de expressao.

Apos um atento olhar para as temperaturas de melting de todas as amostras, verificamos uma
dicotomia, de semelhancas e diferencas dos casos com os controlos (NTC). Em todos os
controlos houve detecdo de fluorescéncia e determinacdao de valor de temperatura de
melting, enquanto que, em alguns casos determinaram-se dois valores de temperatura de

melting.

Como podemos observar em todos os controlos negativos (NTC), a temperatura de melting foi
muito semelhante, com mediana de 71°C, média de 71,3°C e desvio padrao de 0,55. Dada a
similitude apresentada e tendo sido todos colocados nas mesmas condicdes, i.e., na auséncia
de adicdo voluntaria de qualquer acido nucleico, colocamos a hipdtese de estas leituras

serem em consequéncia da formacao de dimeros de primers.

Desta forma consideramos que valores de temperatura de melting entre +/- 3 desvios-padrao
da média de NTC, poderiam estar dentro de intervalos proximos o suficiente dos controlos
negativos (NTC) para serem tidos como uma amplificacao distinta (27). Como a sequéncia de
interesse € maior que a dos dimeros, vamos considerar que valores até + 3 desvios padrao da
média das temperaturas de melting de NTC, i.e., até 72,95°C, serdo considerados como nao
estando a ser detetada a sequéncia de interesse. Assim nos casos em que a temperatura de
melting foi < 72,95°C, considera-se como ndo tendo ocorrido amplificacdo da sequéncia de

cDNA de interesse e desta forma que nao expressam o gene em MRNA. Esta importante
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conclusao assenta no facto de ja ter sido provado pela analise do gene housekeeping, que em

todos estes 30 casos, ha cDNA na amostra.

Em 11 casos houve determinacao de dois valores distintos de temperatura de melting. Foi
assim necessario recorrer a analise por curva de melting, de modo a melhor deslindar os
resultados obtidos. Quando a temperatura de melting foi superior a 72,95°C, considerou-se
que ocorreu amplificacdo de uma sequéncia distinta da detetada nos controlos negativos
(NTC), podendo com grande probabilidade ser a sequéncia de interesse. Deste modo
consideramos como presente a expressdao da CYP19A71 Trp39Arg em mRNA. Salienta-se que
nestes casos, também houve detecdo de uma temperatura de melting, que se situa até
72,95°C, sugerindo que nestas reacdes também pode ter ocorrido formacdo de dimeros de
primers. No entanto a presenca de uma outra temperatura distinta, >72,95°C, sugere que
ocorreu amplificacdo do fragmento de interesse. O grafico 5 pretende evidenciar isso mesmo,
mostrando-se que nestes casos, apesar de ocorrer detecao de uma temperatura de melting

semelhante a NTC, ha uma outra temperatura de melting claramente distinta.

- PCR Quant. = Melt Curve/Peak i End Point | = Allelic Disc |- Gene BQr |- Edit Plate |
et Curvs chat 3] ok Peak Crart

£

1000,

RFU
~(RFU)AT

Grafico 5 - Representacao das curvas de melting de um controlo -NTC (rosa) e um caso (azul) de
CYP19A1 Trp39Arg

Apesar de uma temperatura de melting ser semelhante ao controlo, a outra é claramente distinta,
fazendo-nos crer que corresponde ao fragmento de interesse.
No eixo das abcissas esta a temperatura (°C), enquanto no eixo das ordenadas o valor de fluorescéncia.

Desta analise realizada, verifica-se a detecao da expressdao de mRNA da variante polimorfica
da aromatase, CYP19A1 Trp39Arg, em 11 dos 30 casos considerados como validos. Apenas

estes 11 serao tidos em conta para o calculo do racio de expressao relativa entre grupos.
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3.1.3. Resultados obtidos para a expressao dos restantes genes (GSTM1 e
GSTT1)

A expressdao de GSTM1 e GSTT1 foi analisada em concordancia com os critérios e métodos
usados no gene housekeeping e CYP19A1 Trp39Arg. Portanto, aqui, sera com maior brevidade
que se elucidara acerca dos seus resultados, uma vez que as bases de analise dos dados de

RT-PCR ja foram explicitadas.

Na GSTM1, como podemos observar na tabela 14 que se segue, muitos dos casos nao
obtiveram leitura de fluorescéncia. Uma vez que, ja foi provada a existéncia de cDNA nessas

amostras, estes resultados favorecem a auséncia de expressao de GSTM1 para esses casos.

Ja nos casos em que ocorreu leitura de fluorescéncia, constatdmos que a temperatura de
melting é muito similar aos controlos (NTC), em que também foi detetada leitura. Deste
modo, nao existe evidéncia suficiente que prove que estes casos tenham uma sequéncia maior
e diferente, que em NTC. Assim os resultados apontam para uma auséncia de expressao de

GSTM1 em todos os casos.

Tabela 14 - Casos validados (n=30) processados pelas varias etapas laboratoriais descritas em materiais e
métodos desde desparafinacdo a sintese de cDNA, com respetiva amplificacdo em RT-PCR, para GSTM1

1 N/A 41,11 N/A 71,5
3 37,77 47,12 73,5 72

4 37,77 37,1 73,5 72,5
7 N/A 48,83 N/A 71

9 N/A 38,98 N/A 73

10 41,41 N/A 73 N/A
11 N/A 41,68 N/A 73,5
12 N/A 41,79 N/A 73,5
13 N/A N/A N/A N/A
14 N/A N/A N/A N/A
15 N/A N/A N/A N/A
16 N/A N/A N/A N/A
17 N/A N/A N/A N/A
18 N/A N/A N/A N/A
19 N/A N/A N/A N/A
22 N/A N/A N/A N/A
23 N/A N/A N/A N/A
24 N/A 37,84 N/A 73,5
25 N/A N/A N/A 68,5
26 N/A N/A N/A N/A
27 N/A N/A N/A N/A
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28 N/A N/A N/A N/A
29 N/A N/A N/A N/A
30 41,41 34,83 73 73,5
31 37,77 35,81 73,5 73,5
33 N/A N/A N/A N/A
34 N/A N/A N/A N/A
35 N/A 52,97 N/A 72
36 N/A N/A N/A N/A
37 N/A N/A N/A N/A

Sao apresentados os valores do Cy e temperatura de melting (em °C) para este gene.

Também ¢é exposto C; e temperatura de melting (em °C) para o respetivo controlo negativo (NTC).
Quando nao existiu detecdo de fluorescéncia, ou nao foi definido um valor, usou-se a nomenclatura
N/A.

Para a GSTT1 o que se verifica é algo semelhante, tal como é mostrado na tabela 15. Porém,
em todos os casos, sem qualquer excecdo, ocorreu leitura de fluorescéncia, assim como na
maioria dos controlos (NTC). Tendo de novo em consideracao a temperatura de melting,
também constatamos que nos casos, as temperaturas sao muito semelhantes aos controlos
(NTC). Assim, uma vez mais, ndo existe qualquer evidéncia de ter ocorrido amplificacdo de
um fragmento distinto de NTC, i.e., amplificacdo do fragmento do gene. Assim os resultados

também apontam para uma auséncia de expressao de GSTT1 em todos os casos.

Tabela 15 - Casos validados (n=30) processados pelas varias etapas laboratoriais descritas em materiais e
métodos desde desparafinacao a sintese de cDNA, com respetiva amplificacao em RT-PCR, para GSTT1

Caso Crde Crde Ter_'nperatura de Tgmperatura de
NTC GSTT1 Melting de NTC (°C)  Melting de GSTT1 (°C)
1 32,73 31,75 75 74,5
3 34,72 33,68 75,5 74,5
4 34,72 33,92 75,5 75
7 N/A 35,63 N/A 73
9 N/A 34,12 N/A 74,5
10 36,12 32,26 75,5 73
11 N/A 34,45 N/A 75,5
12 N/A 31,9 N/A 75,5
13 32,73 31 75 74,5
14 32,73 31,62 75 74,5
15 32,73 31,38 75 74,5
16 32,73 31,53 75 74,5
17 32,73 30,99 75 75
18 32,28 33,53 75,5 73
19 32,28 31,9 75,5 74
22 32,28 31,18 75,5 75,5
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23 32,28 30,81 75,5 76
24 32,28 30,47 75,5 76
25 N/A 34,85 N/A 73
26 N/A 32,07 N/A 73,5
27 N/A 30,85 N/A 73,5
28 N/A 30,82 N/A 74,5
29 N/A 31,62 N/A 76
30 36,12 34,88 75,5 74,5
31 34,72 28,47 75,5 75,5
33 N/A 33,26 N/A 73,5
34 N/A 34,16 N/A 73,5
35 N/A 33,07 N/A 74,5
36 N/A 31,17 N/A 76
37 N/A 31,22 N/A 76

Sao apresentados os valores do C; e temperatura de melting (em °C) para este gene.

Também ¢é exposto C; e temperatura de melting (em °C) para o respetivo controlo negativo (NTC).
Quando ndo existiu detecdo de fluorescéncia, ou nao foi definido um valor, usou-se a nomenclatura
N/A.

Atendendo aos resultados obtidos, em nenhum caso existe evidéncia que sustente a presenca
de expressao destes dois genes. Deste modo nao seria sensato prosseguir com o seu estudo
estatistico e consequente avaliacdo de diferencas de expressao entre grupos distintos, uma

vez que em todos 0s casos parece ocorrer auséncia de expressao.

Os intrigantes resultados laboratoriais obtidos para estes genes serdao alvo de uma analise
mais abrangente no capitulo da Discussdo/Conclusdo. Nos proximos subcapitulos serao
apresentadas a analise descritiva e estatistica da amostragem definitiva, assim como a
determinacdo do racio de expressao relativa. Porém em nenhuma delas serdo considerados
GSTT1 e GSTMT.

3.2. Andlise descritiva da amostra

A amostragem final é neste subcapitulo objeto de analise descritiva, mediante as tabelas 16 a
19, grafico 6 e ao longo do texto. Também serdo mencionadas algumas particularidades da
amostra. Todos os dados recolhidos no SAM e obtidos em meio laboratorial, para os 30 casos

que compdem a amostra definitiva, estao no anexo 3.

A amostra em estudo, apods validacdo, € assim constituida por 30 mulheres, diagnosticadas
histologicamente com carcinoma da mama as idades compreendidas entre os 34 e os 86 anos.

A média de idades ao diagnéstico foi de 64,83 anos e ¢ (desvio padrao) de 14,75.
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Tabela 16 - Carateristicas clinicas da amostra definitiva em estudo

Parametro clinico Freq. Abs. Percentagem
Idade ao diagnostico <50 6 20%
(em anos) >50 24 80%
Direita 15 50%
Mama afetada
Esquerda 15 50%
Quadrante Supero-externo 10 33,3%
Localizacdo afetada
Outra localizacao 20 66,7%

Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta

A variavel “Localizacdo afetada” foi dividida em 2 categorias, “Quadrante Supero-externo” e

“Qutra”, uma vez que a primeira corresponde ao local mais frequentemente afetado.

Tabela 17 - Carateristicas histopatoldgicas do tumor e ganglio sentinela e/ou outros ganglios da amostra

definitiva em estudo

Parametro histopatolégico Freq. Abs. Percentagem
Carcinoma Ductal Invasivo 26 86,7%
Tipo Histologico Carcinoma Lobular Invasivo 3 10%
Carcinoma Mucinoso Invasivo 1 3,3%
o Sim 16 53,3%
Componente in situ
Nao 14 46,7%
Sim 5 16,7%
Verificada calcificagao

Nao 25 83,3%

Unifocal 27 90%

Focalidade
Multifocal 3 10%
Tamanho do tumor! <20 16 53,3%
(em mm) >20 14 46,7%
Envolvimento da pele e/ou Sim 5 16,7%
musculo Nao 25 83,3%
Grau de diferenciacéo Bem diferenciado 10 33,3%
(segundo classificacdo de Moderadamente diferenciado 16 53,3%
Scarff-Bloom-Richardson) (26) Pouco diferenciado 4 13,4%
Sim 2 6,7%
Invasdo linfo-vascular

Nao observado 28 93,3%

Envolvimento de ganglio Com metastizacao 9 30%
sentinela e/ou outros Sem metastizacao 21 70%

. Quando multifocal, o de maior tamanho

Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta
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A média de tamanhos dos tumores excisados, ou do maior quando multifocal, foi de 24,48

mm, com ¢ (desvio-padrao) de 18,47. O mais pequeno de 1,5mm e o maior 90mm.

Como ja foi sendo explicitado, quando nos referimos ao “Envolvimento do ganglio sentinela

e/ou outros”, estamos a considerar metastizacao regional.

No caso 13, a Anatomia Patoldgica ndo conseguiu determinar se houve ou nao envolvimento
do ganglio sentinela, por metastizacao. Porém esta foi considerada como ausente, uma vez
que apods 4 anos e meio de seguimento em consultas regulares de Ginecologia Oncologica nao
foi detetada qualquer recidiva local, sinais de envolvimento ganglionar ou até mesmo

metastase a distancia.

Em dois dos casos, 1 e 19, existiu invasdo e disrupcdao da capsula dos ganglios linfaticos

afetados.

Tabela 18 - Recetores tumorais da amostra definitiva em estudo

Recetores tumorais Freq. Abs. Percentagem
Positivo 23 76,7%
Recetores de estrogénio
Negativo 7 23,3%
Positivo 18 60%
Recetores de progesterona
Negativo 12 40%
Positivo 4 13,3%
C-erb-B2
Negativo 26 86,7%
Sim 3 10%
Triplo Negativo
Nao 27 90%
Luminal A 23 76,7%
Luminal B 1 3,3%
Subtipo molecular (25)
HER2+ (ER-) 3 10%
Basal-like 3 10%

Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta.

Tabela 19 - Estadio clinico e avaliacao TNM (28, 29) da amostra definitiva em estudo

Avaliacdo TNM e Estadio Clinico Freq. Abs. Percentagem
T1 15 50%
Tumor T2 9 30%
T3 1 3,3%
T4 5 16,7%
NO 21 70%
Ganglios linfaticos N1 7 23,4%
Regionais N2 1 3,3%
N3 1 3,3%
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| 12 40%
A 9 30%
1IB 1 3,3%
Estadio Clinico
1A 2 6,7%
111B 5 16,7%
lnc 1 3,3%

Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta

Como ja foi referido em materiais € métodos nao foram incluidas no estudo, mulheres com suspeita ou
confirmacao de metastases a distancia, devendo ser sempre considerado MO.

Expressao da variante da aromatase
CYP19A1 Trp39Arg

m Expressa

Nao expressa

Grafico 6 - Grafico circular ilustrando a expressao da variante polimdrfica da aromatase, CYP19A1
Trp39Arg, na amostragem definitiva em estudo

A expressao da variante polimérfica da aromatase, CYP19A1 Trp39Arg, foi detetada em 11 dos

30 casos que compdem a amostra definitiva estudada, correspondendo a cerca de 36,7% desta
amostragem.
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3.3. Estudo da associacao entre a expressao de CYP19A1
Trp39Arg (T/C) e variaveis qualitativas clinicas e
histopatoldgicas

Aqui foi testado se a variavel “Expressao de CYP19A1 Trp39Arg” se associa de forma
estatisticamente significativa com as variaveis “Estadio clinico” e “Envolvimento do ganglio
sentinela e/ou outros”. Como podemos observar pela tabela 20, tal associacdo nao se
verificou, pois o p-value foi superior a 0,05, nao sendo rejeitada a hipotese nula. As tabelas

21 e 22 pretendem mostrar a distribuicao de frequéncias absolutas destas variaveis testadas.

Tabela 20 - Apresentacao do nivel de significancia estatistica (p-value) do teste de qui-quadrado de
Pearson, que testa a associacdo da “Expressao de CYP19A1 Trp39Arg” com as variaveis “Estadio clinico”
e “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”

Variavel p-value |
Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros 0,563
Estadio clinico 0,954

Tabela 21 - Tabela de contingéncia que mostra a distribuicdo de frequéncias absolutas das variaveis
“Expressao de CYP19A1 Trp39Arg” e “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”

Expressdo de CYP19A1 Trp39Arg
(T/C) Total
Sim Nao
Envolvimento do ganglio Metastizacao 4 5 9
sentinela e/ou outros Sem Metastizacao 7 14 21
Total 11 19 30

Tabela 22 - Tabela de contingéncia que mostra a distribuicdo de frequéncias absolutas das variaveis
“Expressao de CYP19A1 Trp39Arg” e “Estadio clinico”

Expressdao de CYP19A1 Trp39Arg
(T/C) Total
Sim Nao
L 1l 3 5 8
Estadio clinico el 8 14 22
Total 11 19 30

Também nas “outras variaveis clinicas e histopatologicas”, constantes na tabela 10 do
subcapitulo 2.7 de materiais e métodos, ndo foi encontrada qualquer associacao
estatisticamente significativa com expressao da variante polimoérfica da aromatase - CYP19A1
Trp39Arg.
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O calculo de odds ratio nao foi assim efetuado, uma vez ndo ter ocorrido significancia
estatistica em nenhum teste de associacdo entre as diversas variaveis qualitativas e
“Expressao de CYP19A1 Trp39Arg”.

Também nos testes realizados para as variaveis “controlo do acaso”, “Mama afetada” e
“Localizacao afetada”, o p-value foi superior a 0,05, como se pode verificar na tabela 23. De
igual forma, as tabelas 24 e 25, pretendem mostrar a distribuicdo de frequéncias absolutas
destas duas variaveis testadas.

Tabela 23 - Apresentacdo do nivel de significancia estatistica (p-value) do teste de qui-quadrado de
Pearson, que testa a associacao da “Expressdao de CYP19A1 Trp39Arg” com as variaveis “Mama afetada”
e “Localizacao afetada”

Variavel p-value

Mama afetada 0,705

Localizacdo afetada 0,789

Tabela 24 - Tabela de contingéncia que mostra a distribuicdo de frequéncias absolutas das variaveis
“Expressao de CYP19A1 Trp39Arg” e “Mama afetada”

Expressdo de CYP19A1 Trp39Arg
(T/C) Total
Sim Nao
Direita 5 10 15
Mama afetada
Esquerda 6 9 15
Total 11 19 30

Tabela 25 - Tabela de contingéncia que mostra a distribuicdo de frequéncias absolutas das variaveis
“Expressao de CYP19A1 Trp39Arg” e “Localizacao afetada”

Expressao de CYP19A1 Trp39Arg
(T/C) Total
Sim Nao
Outra 7 13 20
Localizacao afetada Quadrante Supero- ; 0 i
externo
Total 11 19 30

37




Expressao de genes de baixa penetrancia no progndstico do cancro da mama | Jodo Godinho

3.4. Diferencas de expressao da variante polimérfica, CYP19A1
Trp39Arg (T/C), entre grupos

3.4.1. Estudo de média/distribuicao de ACy de CYP19A1 Trp39Arg (T/C)
entre as categorias das variaveis

Tal como explicitamos em 2.7.2, o presente subcapitulo, “Estudo de média/distribuicao de
AC; de CYP19A1 Trp39Arg (T/C) entre as categorias das variaveis”, pretende auxiliar na
validacao e interpretacao dos resultados obtidos no posterior calculo do racio de expressao,

em termos relativos, entre as categorias das variaveis.

Nesta analise verificou-se a distribuicao de ACy de CYP19A1 Trp39Arg (T/C) pelas categorias
das variaveis “Estadio clinico” e “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”. Como
podemos verificar pelas figuras 3 e 4, em ambas as variaveis, o teste ndo paramétrico obteve
um p-value> 0,05. Este dado levaria a nao rejeitar a hipotese nula e assim dizer que a
distribuicdo de ACt para a variante polimorfica da aromatase seria semelhante em ambas as
categorias de cada variavel analisada, i.e., com uma média semelhante. Porém a realizacao
dos respetivos boxplot, graficos 7 e 8, que ilustram a distribuicdo de AC; entre cada categoria
das duas variaveis, permite constatar visualmente uma tendéncia para uma desigualdade
nesta distribuicao. Pode assim ser de prever que no posterior calculo do racio de expressao,

possa existir uma diferenca apreciavel entre as categorias de cada variavel aqui mencionada.

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision

T Independent-
The distribution of ACT CYP19A1 3
1 Trp39Arg is the same across Eﬂs;rgr[]:u_les 4131 Efltlam the
categories of Metastizagdo vs Sem Whitney U ! hypathesis.

metastizagao. Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.
1Exact significance is displayed far this test.
Figura 3 - Teste Mann-Whitney U, em que a hipotese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1

Trp39Arg é a mesma entre as categorias, “Metastizacdo” e “Sem metastizacdo”, da variavel
“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision

The distribution of ACT CYP13A1 |ndependent-

1 Trp39Arg is the same across E‘er?ﬁ_les 1947 Ejtlam the

\crsatlﬁ)g-mmS of Estadio Clinico (1 el \_}.\gg?ney U hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

1Exact significance is displayed for this test.

Figura 4 - Teste Mann-Whitney U, em que a hipdtese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1
Trp39Arg é a mesma entre as categorias, “l e II” e “IlI”, da variavel “Estadio clinico”

38



Expressao de genes de baixa penetrancia no prognéstico do cancro da mama | Jodo Godinho

Boxplot com distribuigao de ACT de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias da
variavel Envolvimento do ganglio sentinela elou outros
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Grafico 7 - Boxplot em que é ilustrada a distribuicdo de AC; de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias,
“Metastizacdo” e “Sem metastizacao”, da variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”

A frequéncia absoluta em cada categoria é apresentada no grafico.

Boxplot com distribuigdao de ACT de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias da
variavel Estadio clinico
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Grafico 8 - Boxplot em que ¢é ilustrada a distribuicao de ACy de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias, “I

e lI” e “llI”, da variavel “Estadio clinico”
A frequéncia absoluta em cada categoria é apresentada no grafico.
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As variaveis utilizadas para “controlo do acaso”, “Mama afetada” e “Localizacdo afetada”,
tém p-value = 1, figuras 5 e 6. Este valor é indicativo de que a distribuiciao de AC; de
CYP19A1 Trp39Arg é muito similar entre as categorias das variaveis controlo, i.e., média
semelhante. Esta tendéncia a uma distribuicdo semelhante de AC; é confirmada pelos graficos
9 e 10. Portanto sera de prever que, quando for determinada o racio de expressao entre as
categorias “mama direita vs mama esquerda afetada”, as diferencas de expressao do
polimorfismo da aromatase tenderdo a ser inexistentes. O mesmo ocorrendo entre as

categorias “quadrante supero-externo vs outra localizacao afetada”.

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of ACT CYP19A1  Samples Retain the
1 Trp39Arg is the same across Mann- 10007 null
categories of Direita vs Esquerda.  Whitney U hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

1Exact significance is displayed for this test.

Figura 5 - Teste Mann-Whitney U, em que a hipdtese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1
Trp39Arg é a mesma entre as categorias, “Direita” e “Esquerda”, da variavel “Mama afetada”

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision

The distribution of ACT CYP1941 [ndependent-

1 Trp39Arg is the same across aaargﬁ_les 1.000° Eﬁltlam the

categories of Quadrante Supero- : .
externo vs Outra. }'I_Meg'tt”ey U hypothesis.

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

1Exact significance is displayed for this test.

Figura 6 - Teste Mann-Whitney U, em que a hipdtese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1
Trp39Arg é a mesma entre as categorias, “Quadrante Supero-externo” e “Outra”, da variavel
“Localizacao afetada”
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Boxplot com distribuigcao de ACT de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias da

variavel Mama afetada
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Grafico 9 - Boxplot em que é ilustrada a distribuicao de AC;y CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias,
“Direita” e “Esquerda”, da variavel “Mama afetada”

A frequéncia absoluta em cada categoria é apresentada no grafico.

Boxplot com distribuicdo de ACT de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias da

variavel Localizagao afetada
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Grafico 10 - Boxplot em que ¢é ilustrada a distribuicdo de AC; de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias,
“Quadrante Supero-externo” e “Outra”, da variavel “Localizacao afetada”

A frequéncia absoluta em cada categoria é apresentada no grafico.
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Como previsto em materiais e métodos, outras variaveis clinicas e histopatologicas foram
também analisadas, sendo o principal objetivo verificar se alguma delas poderia exercer
algum tipo de influéncia nas variaveis de interesse. Desta forma se tal ocorresse, essa
variavel seria tomada em consideracdo para o posterior calculo do racio de expressao de
CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias das variaveis de interesse (“Estadio clinico” e

“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”).

Assim, o estudo da média/distribuicao de AC; do polimorfismo da aromatase nas categorias
destas variaveis permitiu prever, recorrendo ao teste ndo paramétrico Mann Whitney U e
visualmente pelos boxplot, se alguma variavel pudesse apresentar uma tendéncia a

influenciar as variaveis de interesse.

Deste modo a variavel “RE (Recetores de estrogénio)” mereceu um olhar mais atento. Esta
obteve um nivel de significancia estatistica mais elevado, i.e., p-value mais baixo no teste de
Mann Whitney U (figura 7), que as variaveis “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”
e “Estadio clinico”. No respetivo boxplot, grafico 11, constata-se uma clara distincdo da
distribuicdo de AC; de CYP19A1 Trp39Arg entre os grupos “recetores de estrogénio positivos”

e “recetores de estrogénio negativos”.

Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
Independent-
The distribution of ACT CYP19A1  Samples Retain the
1 Trp394rg is the same across Mann- 0737 null
categories of RE+ vs RE-. Whitney L hypothesis.
Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

TExact significance is displayed for this test.

Figura 7 - Teste Mann-Whitney U, em que a hipotese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1
Trp39Arg é a mesma entre as categorias, “RE+ (Positivo) ” e “RE- (Negativo) ”, da variavel “RE
(Recetores de estrogénio) ”
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Boxplot com distribuigao de ACT de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias da
variavel RE (Recetores de estrogénio)
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Grafico 11 - Boxplot em que é ilustrada a distribuicdo de AC; de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias,
“RE+ (Positivo) ” e “RE- (Negativos) ”, da variavel “RE (Recetores de estrogénio)”

A frequéncia absoluta em cada categoria é apresentada no grafico.

Desta forma, pareceu-nos importante realizar uma nova analise das variaveis de interesse,

tendo em consideracdo a variavel “Recetores de estrogénio”.

Foram assim efetuados novos testes ndao paramétricos, representados a seguir, figura 8 e 9,
para as variaveis “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros” e “Estadio clinico”,
tracando os respetivos boxplot, graficos 12 e 13. Apenas se consideraram casos RE+

(Recetores de estrogénio tumorais positivos).

Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
I Independent-
The distribution of ACT CYP13A1 Samples Retain the

Trp39Arg is the same across 1
L categories of Metastizagdo vs Sem mmf{e U 1,000 ﬂu”uthesis
metastizagio. Test ¥ ¥p :

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

1Exact significance is displayed for this test.

Figura 8 -Teste Mann-Whitney U, em que a hipdtese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1
Trp39Arg é a mesma entre as categorias, “Metastizacdo” e “Sem metastizacdo”, da variavel
“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, quando RE+
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Hypothesis Test Summary
Null Hypothesis Test Sig. Decision
N Independent-
The distribution of ACT CYP13A1 3
4 Trp39Arg is the same across E&Tﬂes 311 Ejtla'” the
Esatlﬁ?unes of Estadio Clinico (el Whitney U ' hypothesis.
' Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05

1Exact significance is displayed for this test.

Figura 9 - Teste Mann-Whitney U, em que a hipdtese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1
Trp39Arg é a mesma entre as categorias, “l e II” e “lll”, da variavel “Estadio clinico”, quando RE+

Boxplot com distribuigdo de ACT de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias da
variavel Envolvimento do ganglio sentinela e/lou outros, nos casos RE+

N (Metastizacao) = 4

-8,00

10,00

ACT CYP19A1 Trp39Ary

N (Sem Metastizacdo) = 5
-12,007

14,00

Metastzzagéo Sem Metalstizagéo
Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros
Grafico 12 - Boxplot em que € ilustrada a distribuicdo de AC; de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias,

“Metastizacdo” e “Sem metastizacao”, da variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”,
quando RE+

A frequéncia absoluta em cada categoria é apresentada no grafico.
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Boxplot com distribuigdo de ACT de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias da
variavel Estadio clinico, nos casos RE+
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Grafico 13 - Boxplot em que é ilustrada a distribuicao de ACy de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias,
“lelI” e “llI”, da variavel “Estadio clinico”, quando RE+

A frequéncia absoluta em cada categoria é apresentada no grafico.

Verifica-se que em ambas as variaveis de interesse, “Estadio clinico” e “Envolvimento do
ganglio sentinela e/ou outros”, existe diminuicao do nivel de significancia estatistica no teste
de Mann Whitney U (aumento de p-value) assim como alteracao relevante na distribuicao,
verificada pelos boxplot. Estes dados sugerem que, de facto, a variavel “Recetores de
estrogénio” possa exercer uma influéncia no racio de expressdao entre as categorias das
variaveis de interesse. Deve por isso ser tida em consideracdo no calculo do racio de
diferencas de expressao entre as categorias das variaveis “Estadio clinico” e “Envolvimento

do ganglio sentinela e/ou outros”.

Realizou-se ainda um outro teste de hipoteses, para o caso particular da categoria
“Metastizacdo” na variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, tal como se
apresenta a seguir na figura 10 e grafico 14. Apesar de a amostra ser ainda mais reduzida,
pretendemos comparar dois grupos de significado prognostico claramente distinto,
“Metastizacao ganglionar regional N1” vs “Metastizacao ganglionar regional N2 e N3”. O valor
de p-value apresentado na figura 10 e visualmente pelo grafico 14 sugerem uma tendéncia
para que o racio de expressao de CYP19A1 Trp39Arg entre estes grupos seja claramente

distinto.
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Hypothesis Test Summary

Null Hypothesis Test Sig. Decision
The distribution of ACT CYP19A1  Independent-
Trp394rg is the same across Samples Retain the
1 categories of Metastizagdo Mann- 3337 null
ganglionar (N2-3) vs Metastizagdo Whitney U hypothesis.
ganglionar {N1). Test

Asymptotic significances are displayed. The significance level is 05.

TExact significance is displayed for this test.

Figura 10 - Teste Mann-Whitney U, em que a hipdtese nula testada é que a média de AC; de CYP19A1
Trp39Arg é a mesma nas subcategorias, “Metastizacao ganglionar, N2-3” e “Metastizacdo ganglionar,
N1”, da categoria “Metastizacao” da variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, quando
RE+

Boxplot com a distribuigao de ACT entre subcategorias da variavel
Envolvimento do ganglio sentinela elou outros
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Grafico 14 - Boxplot em que é ilustrada a distribuicio de AC; de CYP19A1 Trp39Arg entre as
subcategorias, “Metastizacao ganglionar, N2-3” e “Metastizacao ganglionar, N1”, da categoria
“Metastizacdo” da variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, para casos RE+

A frequéncia absoluta de cada grupo é apresentada no grafico.
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3.4.2. Calculo do racio de expressao de CYP19A1 Trp39Arg entre as
categorias das variaveis

Neste subcapitulo calcularam-se as diferencas de expressao (racio de expressao) de CYP19A1

Trp39Arg (T/C) entre categorias de variaveis, segundo o método explicitado em 2.6.

A tabela 26, em baixo, evidencia os 11 casos em que ocorreu expressao da variante
polimorfica da aromatase, por mRNA, com as respetivas variaveis que serdo consideradas

neste calculo.

Tabela 26 - Descricdo das variaveis, nos casos em que ocorreu expressao de CYP19A1 Trp39Arg,
consideradas para calculo de diferencas na expressao da variante polimorfica da aromatase

Envolvimento do

Expressdo de

Estadio Estadio

ganglio sentinela N clinico CYP19A1

e/ou outros Trp39Arg
1 Positivo Com metastizacao N2 11l Sim
13 Positivo Sem metastizacao NO I Sim
15 Positivo Sem metastizacao NO Il Sim
16 Positivo Sem metastizacao NO I Sim
17 Positivo Sem metastizacao NO | Sim
19 Positivo Com metastizacao N3 1} Sim
22 Negativo Sem metastizacao NO | Sim
23 Positivo Com metastizacao N1 I Sim
24 Negativo Sem metastizacao NO Il Sim
36 Positivo Sem metastizacao NO | Sim
37 Positivo Com metastizacao N1 i Sim

RE - Recetores de estrogénio

A analise previamente efetuada em 3.4.1, “Estudo de média/distribuicdo de AC; de CYP19A1
Trp39Arg (T/C) entre as categorias das variaveis”, sugeriu que a variavel “Recetores de
estrogénio (RE)” deve ser tomada em consideracao neste calculo, racio de expressdo de
CYP19A1 Trp39Arg, entre as categorias das variaveis de interesse: “Envolvimento do ganglio
sentinela e/ou outros” e “Estadio clinico”. Assim para estudar estas diferencas de expressao
da variante polimérfica da aromatase entre as categorias destas variaveis foram efetuados
dois momentos de calculo, ndo considerando a variavel “RE” (tabela 27 em baixo) e
considerando “RE” (tabela 29 em baixo). Intermediamente também a variavel “RE” foi alvo
de calculo de diferencas de expressao de CYP19A1 Trp39Arg entre as suas categorias (tabela

28 em baixo).

A nomenclatura, racio de expressao, usada nas tabelas deste subcapitulo pretende evidenciar

a diferenca de expressao relativa entre o grupo de interesse e o grupo controlo (quantas
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vezes mais a variante polimorfica da aromatase, CYP19A1 Trp39Arg, é expressa no grupo
interesse relativamente ao grupo controlo). Estes dois grupos considerados correspondem a

categorias e subcategorias das diversas variaveis.

Tabela 27 - Diferenca de expressao de CYP19A1 Trp39Arg nas categorias das variaveis “Estadio clinico” e
“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”

o Grupo de Freq. Freq. Racio de
Variavel Grupo de Controlo .
Interesse Abs. Abs. Expressao
. L Metastizacao Sem metastizacao
Envolvimento do ganglio
(N1 - 3) 4 (NO) 7 3,38
sentinela e/ou outros
c=2,83 0=2,26
. Estadio Il Estadio l e Il
Estadio clinico 3 8 6,93
0=2,66 o=2,12

o - Desvio-padrao; Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta de cada grupo

Tabela 28 - Diferenca de expressao de CYP19A1 Trp39Arg nas categorias da variavel “RE (Recetores de
estrogénio)”

- Grupo de Freq. Freq. Racio de
Variavel Grupo de Controlo
Interesse Abs. Abs. Expressao
RE+ (Positivo) RE- (Negativo)
RE 9 2 10,74
c=2,29 o=1,17

o - Desvio-padrao; Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta de cada grupo

Tabela 29 - Diferenca de expressao de CYP19A1 Trp39Arg nas categorias das variaveis “Estadio clinico” e
“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, apenas considerando casos RE+

- Grupo de Freq. Freq. Racio de
VRGN Interesse Abs. T Gl T Abs. Expressao
Envolvimento do ganglio Metastizacao (N1 Sem metastizacao
sentinela e/ou outros -3 4 (NO) > 1,86
0=2,84 0 =2,26
T Estadio IlI Estadio l e Il
Estadio clinico 5 =266 3 c=1,94 6 4,33

o - Desvio-padrao; Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta de cada grupo

Quando particularizada a variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros” estudamos
também diferencas de expressao do polimorfismo da aromatase entre as subcategorias (“N1”

vs “N2 -N3”) relativas a categoria “Metastizacdo” (tabela 30 em baixo).
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Tabela 30 - Diferenca de expressao de CYP19A1 Trp39Arg em subcategorias da categoria “Metastizacao”
da variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”

. - Grupo de Freq. Freq. Racio de
Categoria da Variavel Grupo de Controlo
Interesse Abs. Abs. Expressao
“Metastizacdo” da variavel Metastizacao Metastizacao
“Envolvimento ganglio (N2-3) 2 (N1) 2 19,43
sentinela e/ou outros” 0=2,26 c=0,85

o - Desvio-padrao; Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta de cada grupo

As variaveis “Mama afetada” e “Localizacdo afetada”, utilizadas para controlo do acaso,

foram igualmente alvo de calculo de diferencas de expressao (tabela 31 em baixo).

Tabela 31 - Diferenca de expressao de CYP19A1 Trp39Arg nas categorias das variaveis “controlo do
acaso”, “Mama afetada” e “Localizacao afetada”

Grupo de Grupo de Freq. Racio de

VEWEVE -
Interesse . Controlo Abs.  Expressao

Direita Esquerda
Mama afetada 5 6 1,27
o=3,23 o=2,02
Quadrante
. Outra
Localizacdo afetada 4 Supero-externo 7 1,09
0=2,24 329
c=3,

o - Desvio-padrao; Freq. Abs. - Frequéncia Absoluta de cada grupo
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4. Discussao/Conclusao

Para alcancar os objetivos deste estudo recorremos a amostras de tecido de mama fixadas e
incluidas em parafina de mulheres com diagnostico de carcinoma neste o6rgdo. O recurso a
amostras de tecido em parafina apresentou diversas vantagens mas também desvantagens. A
principal vantagem foi a de recorrer a material de arquivo, sem necessidade de recorrer a um
novo procedimento invasivo, favorecendo assim a sua utilizacao. Como principal desvantagem
foi o dificil manuseamento destas amostras, nomeadamente no que concerne a extracao de
RNA (20). Foi nossa preocupacao demonstrar a possibilidade da sua utilizacao, assim como a
sua otimizacdo a custo favoravel, que permitam ndo sé a continuacdo do estudo, como

também a realizacao de outros, recorrendo a este vasto banco de dados.

A utilizacdo de tecido de mama histologicamente “normal” foi realizada no sentido de
estudar genes somaticos da mulher e ndo genes tumorais. E conhecido que os tecidos que
envolvem os tumores participam no seu comportamento bioldgico, sendo assim nossa
preocupacao estudar a expressao destes genes em tecido “normal” da mesma mama em que o
tumor estava localizado. Também com o assegurar de auséncia de células tumorais,
pretendemos controlar eventuais vieses na expressdao de genes. Isto porque estas células
apresentam uma grande instabilidade, alvo de inUmeras mutacdes, muitas vezes derivadas do
processo oncogénico (30). Ainda assim, uma eventual extensdao do estudo, que pretenda

comparar a expressao de genes entre o tecido normal e tumoral, pode ser realizada.

Todas as amostras de parafina solicitadas foram da mesma espessura, no sentido de
uniformizar o material a estudar para cada caso. Com isto, foi utilizada uma porcao
semelhante de tecido para todos os casos, de forma a verificar as diferencas de expressao de
mRNA para uma mesma quantidade aproximada de células. Ambicionamos com isto controlar
a variabilidade do fragmento de tecido estudado, que poderia assim influenciar a quantidade

de acidos nucleicos extraidos.

Como ja foi mencionado, o desenho do estudo contemplou a recolha de dados com recurso a
processos clinicos em suporte informatico. Alguns dados, como idade de menarca, primeira
gestacao, menopausa, antecedentes pessoais e familiares, realizacao de amamentacao, toma
de estrogénios, entre outros, também poderiam demonstrar interesse em ser recolhidos. No
entanto, estes nao foram registados, uma vez que nao estavam disponiveis em todos os

processos clinicos.

A nao inclusao de pacientes que efetuaram terapia neoadjuvante prendeu-se com o facto de
este tipo de terapéutica poder alterar a evolucao natural da doenca e também as funcoes
bioldgicas na mama normal, o que poderia acarretar influéncias nas caracteristicas
histopatoldgicas do tumor e acometimento ganglionar, assim como alteracoes na expressao

dos polimorfismos de interesse.
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Quando existiu suspeita ou comprovacao de metastizacdo a distancia, optamos também pela
exclusao do estudo. Esta decisao foi tomada pelo facto dos mecanismos de metastizacao
regional e a distancia poderem ser diferentes, ndo sendo esta Gltima alvo do presente estudo.
No entanto, ndo descartamos que tais casos possam ser incluidos em futuros trabalhos, com a

perspetiva de alargar o conhecimento dos genes estudados.

A codificacdo das amostras de parafina pelo Servico de Anatomia Patoldgica foi fundamental
para que os dados obtidos em ambito laboratorial fossem analisados de forma objetiva e
imparcial. Esta encriptacao, so6 decifrada no final da analise de todos os dados laboratoriais,
permitiu que o investigador ndao exercesse influéncia nos procedimentos realizados. Dos 78
casos selecionados, escolhemos trabalhar com 37, respeitando os critérios de
inclusdo/exclusdao estabelecidos, que se basearam no principio de maior quantidade de
amostra para um determinado caso. Isto permitiu assegurar a preservacao de material para
uma hipotética continuacdo do estudo, mais abrangente e otimizado. Esta decisdo teve
sobretudo em consideracao o facto de estarmos a realizar um estudo piloto, em que no seu

decorrer poderao ser detetados erros e formas de melhorar os métodos usados.

O RNA extraido nao foi possivel ser quantificado em termos absolutos, pois consideramos que
as medicoes efetuadas nao foram consistentes. No entanto, este passo nao foi limitante, uma
vez que o nosso objetivo foi a determinacao de diferencas de expressao relativas de genes,
entre grupos. Foi, deste modo, um aspeto essencial, certificar que as amostras estavam

normalizadas, o que foi garantido pela utilizacdo de um gene housekeeping.

A expressao dos polimorfismos de interesse foi determinada por RT-PCR e os protocolos
utilizados tiveram que ser adaptados as pequenas quantidades de cDNA. Foi necessario
utilizar 60 ciclos de amplificacdo devido a baixa quantidade de cDNA esperada, em
consequéncia do também baixo mRNA obtido. Com este nimero de ciclos pretendemos
aumentar a sensibilidade de detecao do fragmento de interesse. Ou seja, o aumento do
numero de ciclos permitiu maior amplificacdo de cDNA, por forma a ser detetado quando na

presenca do fragmento de interesse.

A realizacdo de triplicados das amostras em RT-PCR é de importante significado, porém
acarreta custos substancialmente mais avultados, assim como a utilizacao de trés vezes mais
quantidade de amostra. Estamos conscientes de que a sua nao utilizacdo também aumenta a
suscetibilidade a erros, em que se inclui o ato de pipetar, e consequentemente pode
influenciar o calculo preciso do C; e ACt para cada caso. Porém, saliente-se que como o nosso
objetivo foi a determinacao de diferencas relativas de expressao entre grupos e nao entre
casos, ter-se-a em consideracdo uma medida de tendéncia central, a média de AC+ por grupo.
Desta forma e tendo em consideracdo a diminuta quantidade de cDNA sintetizada, optamos

pela nao realizacao de triplicados das amostras.
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A analise dos resultados obtidos para o gene housekeeping, B-actina, foi necessaria para
validar e definir qual a amostragem definitiva, posteriormente analisada para os genes de
interesse e para estudo estatistico. Esta validacdo, mediante a aplicacdo de diversos
critérios, mostrou-se decisiva porque permitiu eliminar os casos em que a amplificacdo do
fragmento do gene da B-actina foi dibia. Os graficos 2 e 3 permitem constatar a presenca
inicial de casos em que os resultados deveriam ser obrigatoriamente confirmados devido ao
facto de o seu valor estar muito afastado do valor de mediana. Uma vez que nao foi possivel a
repeticao do procedimento, a sua exclusao permitiu uma maior uniformidade da temperatura
de melting na amostragem definitiva considerada (grafico 4 e tabela 12). A medida de
tendéncia central usada nestes critérios de validacdo considerou, tal como ja referido, a
existéncia de valores discrepantes. Estes podem influenciar a média, por isso optou-se pela
utilizacdo da mediana, que é uma medida de tendéncia central mais robusta, quando estao

presentes.

A analise dos resultados obtidos para a expressao do gene housekeeping foi ainda fulcral para
determinar a eficacia dos métodos laboratoriais realizados. Foi, para isso, determinante a
utilizacao de primers de B-actina situados em regides de fronteira de exdes, sendo desta
forma, altamente discriminativos para cDNA, em detrimento de DNA gendmico. Salienta-se
que a eficacia global dos métodos usados para desparafinacdo, extracdo de mRNA e respetiva
sintese em cDNA foi de cerca de 81,1%. Este calculo foi realizado tendo em conta o nimero
de casos processados nos diversos métodos laboratoriais supracitados, 37, e o nimero de

casos em que foi possivel afirmar a presenca de gene housekeeping, 30.

Em nenhum dos controlos de reacdao (NTC) relativos a B-actina foi detetada leitura de
fluorescéncia. Este dado leva-nos a crer que os primers utilizados tém muito pouca tendéncia

para a formacéo de dimeros e/ou sequéncias inespecificas.

Como podemos observar, o valor de C; da B-actina foi superior ao C; dos genes em estudo,
nomeadamente da variante polimdrfica da aromatase, que foi o Unico em que ocorreu
detecdao do fragmento de interesse. Isto pode ser explicado por niveis aumentados de
expressao da CYP19A1 Trp39Arg, mas ndao podemos descartar a hipétese de este facto se
dever a, se ter otimizado as condicdes para esta ultima, estando o valor de C; da B-actina
aumentado. Esta particularidade é especialmente significativa na fase de annealing, sendo a
temperatura especifica para cada par de primers. Porém, este aspeto nao representa
nenhuma limitacdo, uma vez que a presenca do gene housekeeping pretende sobretudo

normalizar a expressao do gene de interesse, como ja se explicitou.

Ja a observacao dos resultados da variante polimorfica da aromatase, CYP19A1 Trp39Arg,
sugere, com um elevado grau de suspeicao, a existéncia de dimeros de primer. Esta suspeita
reside no facto de os controlos de reacao (NTC), em que nao foi colocado cDNA, terem obtido
leitura de fluorescéncia, podendo estar amplificada em virtude das amostras serem muito

diminutas.
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Deste modo estudamos com algum detalhe os primers utilizados nesta reacao, recorrendo aos
softwares informaticos, Oligo Calc (Oligonucleotide Properties Calculator) e OligoAnalyzer
3.1, Integrated Dna Technologies, no que concerne a previsao de formacao de homo e hétero-
dimeros. Estes recursos informaticos permitiram constatar que a formacao de hétero-dimeros
e homo-dimeros pelo reverse primer (5’-ATGTGCCCTCATAATTCCG-3’) é pouco provavel. No
entanto, a formacao de dimeros por parte do forward primer (5’-ATCTGTACTGTACAGCACC-
3’) parece ser a mais plausivel. Como se pode verificar pelas figuras 11 e 12, em baixo, este

Ultimo tem a capacidade de formar homo-dimeros com 6 e 8 pares de bases.

5’ -ATCTGTACTGTACAGCACC-3’
srriss (LT
3'-CCACGACATGTCATGTCTA-5'

Figura 11 - Hipotética formacdao de homo-dimeros no forward primer de CYP19A1 Trp39Arg (5’-
ATCTGTACTGTACAGCACC-3’) com 6 pares de bases

5'-ATCTGTACTGTACAGCACC-3’

FETETET
3'-CCACGACATGTCATGTCTA-5"

Figura 12 - Hipotética formacao de homo-dimeros no forward primer de CYP19A1 Trp39Arg (5’-
ATCTGTACTGTACAGCACC-3’) com 8 pares de bases

Desta forma, a presenca provavel de dimeros de forward primer leva a presuncdo da sua
influéncia na detecéo do sinal de fluorescéncia e consequentemente na determinacao do Ct e
ACt de cada amostra. Porém, quando efetuamos a comparacao das amostras em que houve
expressao com os respetivos controlos (NTC), tabela 13, parece que a presenca de dimeros
podera exercer influéncia, mas apenas numa fase posterior a determinacdo do C; do
fragmento de interesse. Esta conclusdao é por nds efetuada, pois em cada amostra o Cy é
inferior ao C; do controlo de reacdao (NTC) correspondente, i.e., a determinacao do
fragmento de interesse parece ocorrer mais cedo que a formacao dos dimeros de primer. E
assim sugerido que a colocacdo de cDNA determina uma influéncia na reagdo, ocorrendo
detecao de fluorescéncia mais precocemente pela formacdo dos produtos da reacdo de

interesse, que correspondem a amplificacao do fragmento de CYP19A1 Trp39Arg.

A presenca de dimeros de primers poderia ser confirmada com recurso a sequenciacao dos
produtos da reacao de RT-PCR. Atualmente a otimizacao deste procedimento laboratorial esta
a ser efetuada, uma vez que os produtos de RT-PCR tém reagentes, sobretudo SYBR® Green,

que influenciam a sequenciacao.

54



Expressao de genes de baixa penetrancia no prognéstico do cancro da mama | Jodo Godinho

Sugerimos que o forward primer seja reformulado ou alterado, em caso de prossecucao do
estudo desta variante polimérfica da aromatase. No caso particular do reverse primer, é
conveniente a sua preservacdo, ndo apenas pela sua menor capacidade de formar dimeros,
mas sobretudo porque é este que reconhece a variante polimorfica. Tal acontece pela sua
Ultima base nucleotidica, na regidao 3’. Como esta € a regidao do primer que apresenta maior
especificidade (31, 32), é a que, por conseguinte, permite o reconhecimento da variavel

polimorfica da aromatase de interesse.

Importa também ressalvar que em todos os casos em que foi determinada a presenca de
expressao de CYP19A1 Trp39Arg foram detetadas duas temperaturas de melting distintas.
Uma que por nos foi interpretada como a de formacdo de dimeros, dada a sua similitude com
a temperatura dos controlos de reacdo (NTC), e uma segunda mais alta, por nds entendida

como a de amplificacao do fragmento de interesse.

Atendendo a analise dos resultados, verificamos que cerca de 36,7% da amostra estudada

exibe expressao da variante polimorfica da aromatase, CYP19A1 Trp39Arg.

Num dos estudos que serviu de partida ao nosso trabalho, determinou-se que a prevaléncia
deste polimorfismo no gendtipo de mulheres com diagnostico histopatoldgico de cancro da
mama € de 60,4%, sendo a frequéncia alélica de 32,2% (15). A amostra desse estudo baseou-
se na mesma populacao que o nosso, i.e., populacao de mulheres inscritas no CHCB. No
entanto, a semelhanca desta frequéncia alélica com a expressdo por noés determinada pode
ser uma casualidade, tendo em conta que nao foram estudadas as mesmas pacientes. Esta
semelhanca apenas sera esclarecida se for realizada a determinacdo do gendtipo nos casos
por nds estudados. Sugerimos, portanto, a sua realizacdo para que seja melhor esclarecida a

relacdo entre presenca no genotipo e sua expressdao por mRNA.

Relativamente ao genotipo de CYP19A1 Trp39Arg salienta-se também, que a sua presenca no
patriménio genético da populacdo em estudo é muito superior comparativamente a outras
populacdes estudadas no Japao (33), india (34) e Han-Chinese-American (35). No entanto, é

semelhante a uma populacao europeia, Polonia (36).

No que concerne aos resultados obtidos para os genes GSTM1 e GSTT1, estes sao a favor de

uma auséncia de expressao em todos os casos estudados.

Desta forma, estes nao foram considerados para posterior analise e estudo estatistico, uma
vez que nao ocorreu dicotomia de resultados, i.e., casos com e sem expressao destes genes.
Dado que os resultados apoiam a inexisténcia de expressdo em todos os casos, nado faria
qualquer sentido realizar uma analise comparativa de diferencas de expressao, entre diversos

grupos.

Porém, néo foi s6 este o motivo pelo qual nao se realizou qualquer alusdo a estes genes ao

longo da analise descritiva e estatistica. A principal causa do sucedido fundamentou-se na
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estranheza dos resultados obtidos, uma vez que um dos estudos que fomentou o nosso
trabalho deu conta que a presenca de GSTM1 foi detetada em 36,5% e a presenca de GSTT1
em 56,5%, numa amostra da mesma populacao alvo do nosso estudo (16). Atendendo a estes
dados, seria de esperar que uma proporcao consideravel da nossa amostra apresentasse
expressao destes genes. Ainda que numa remota hipdtese, poderiamos estar apenas a estudar

casos em que o genotipo foi null para ambos os genes.

No entanto, com recurso a ferramenta informatica DBATE (DataBase of Alternative
Transcripts Expression), constatamos que os transcritos canonicos destes genes, que sdo 0s
alvos dos nossos primers, sao expressos em quantidades muito baixas no tecido mamario. Esta
expressdo situa-se na ordem de 102 FPKM (fragments per kilobase), o que, associado as
consideraveis baixas quantidades de RNA passiveis de serem extraidos em tecidos de parafina,
leva a explicacdo mais viavel para o sucedido. Como tal, desencoraja-se a continuacao do
estudo de expressao por mRNA de GSTM1 e GSTT1, em tecido de mama, proveniente de

amostras de parafina.

A determinacao do gendtipo dos genes GSTT1 e GSTM1, dos casos por nos estudados, podera
ser realizada para uma melhor caraterizacdo da amostra, contudo ndo representara uma

explicacdo na auséncia da expressdo destes genes.

A semelhanca do que vimos para a variante polimérfica da aromatase, também pareceu
existir amplificacdo de dimeros de primers nas reacdes efetuadas para os genes GSTT1 e
GSTM1, sb que, neste caso, nao foram detetados os fragmentos de interesse. A presenca de
hipotéticos dimeros, tal como sugerido para CYP19A71 Trp39Arg, também podera ser

confirmada por sequenciacao.

A presenca de eventuais contaminacdes também poderia ser ponderada, uma vez que nos
controlos negativos (NTC) de GSTT1, GSTM1 e também CYP19A1 Trp39Arg ocorreu detecdo de
fluorescéncia. Porém, tendo em consideracdo que foram sempre utilizados os mesmos
reagentes e o mesmo extrato de cDNA para cada caso, excetuando os primers que foram
especificos de cada gene, a auséncia de qualquer leitura de fluorescéncia detetada nos
controlos negativos (NTC) do gene B-actina, levam a exclusido de contaminacdes nos
reagentes comuns e no extrato de cDNA de cada caso, restando apenas os primers especificos
dos genes de interesse como suspeitos. Como ja foi sendo discutido, parece-nos que esta
detecdo de fluorescéncia seja atribuivel a formacdo de dimeros de primers, tendo sido
sugerida a sequenciacao para deslindar esta incognita. Com a realizacdo deste procedimento
também pretendemos verificar a possibilidade de se tratar de contaminacdes ou

amplificacdes inespecificas.

Tal como se constatou no capitulo referente aos resultados, apenas foi alvo de estudo

estatistico a expressao de CYP19A1 Trp39Arg, que passaremos agora a discutir.
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Na analise estatistica, tanto nos testes de qui-quadrado de Pearson como nos testes de Mann-
Whitney U nao foi encontrada significancia estatistica em qualquer variavel, quando
considerado um intervalo de confianca de 95%. Estamos cientes de que o tamanho da amostra
€ determinante para este tipo de analise, podendo no nosso estudo, com diminuta
amostragem, precipitar um erro tipo Il. Este define-se como a probabilidade de a hipotese

nula ser falsa, mas que nado esta a ser rejeitada (37).

No “Estudo da associacdo entre a expressdao de CYP19A1 Trp39Arg e as variaveis qualitativas
clinicas e histopatoldgicas” (subcapitulo 3.3) ndo obtivemos diferencas estatisticamente
significativas para as variaveis de interesse “Estadio clinico” e “Envolvimento do ganglio
sentinela e/ou outros” (tabela 20). Nao parece, portanto, existir evidéncia de uma tendéncia
para que a presenca ou auséncia de expressao seja distinta nas categorias das variaveis de
interesse. Deste modo, nao foi possivel determinar uma relacdo entre estas variaveis
consideradas e a presenca ou auséncia de expressao de CYP19A1 Trp39Arg, razdo pela qual

nao foi calculado o odds ratio.

As variaveis usadas para controlo do acaso, “Mama afetada” e “Localizacao afetada” também
nao obtiveram diferencas estatisticamente significativas entre as suas categorias e a auséncia
ou presenca da expressao do polimorfismo da aromatase. Estes resultados estao em linha de
conta com o que foi previsto - a inexisténcia de qualquer associacdo com a variavel presenca
ou auséncia de expressao de CYP19A1 Trp39Arg. Os resultados obtidos para estas variaveis

fortalecem que o acaso possa exercer menor influéncia do que o expectavel.

Pode-se, desta forma, concluir que ndo existem evidéncias ou tendéncias que apontem para
uma expressao de CYP19A1 Trp39Arg, em termos qualitativos (expressa ou nao expressa),
distinta entre grupos de diferente prognostico, correspondentes as categorias das variaveis de

interesse.

Ao estudarmos as “Diferencas de expressao da variante polimorfica CYP19A1 Trp39Arg (T/C),
entre grupos” (subcapitulo 3.4), foi necessario ter atencdo a casuistica ainda mais reduzida,
de 11 casos, que correspondem aqueles em que foi detetada expressido da variante

polimérfica da aromatase. Desta forma, a sua analise consistiu em dois pontos fundamentais:

1 - Garantir/Prever que as variaveis de interesse ndo foram influenciadas por outras,
nem pelo acaso (subcapitulo 3.4.1 - “Estudo da média/distribuicio de AC; de CYP19A1

Trp39Arg entre as categorias das variaveis”).

2- Determinar o racio de expressdo entre as categorias das variaveis de interesse.
(subcapitulo 3.4.2 - “Calculo do racio de expressao de CYP19A1 Trp39Arg entre as categorias

das variaveis”). Foi s6 mediante este calculo que foi analisado o seu significado fisiologico.

O 1° ponto foi efetuado com o intuito de auxiliar a uma correta e validada interpretacao dos

resultados obtidos para o calculo das diferencas de expressao relativa entre as categorias das
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variaveis de interesse. Para isso recorremos ao teste nao paramétrico de Mann Whitney U e

elaboracao de boxplots.

Pela utilizacdo do teste ndo paramétrico verificamos que em nenhuma variavel houve
significancia estatistica (p-value inferior a 0,05). Contudo, a visualizacdo dos boxplot permite
prever que poderao existir diferencas de expressao do polimorfismo da aromatase entre as
categorias das variaveis “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, “Estadio clinico” e

“Recetores de estrogénio” (graficos 7, 8 e 11, respetivamente).

Apos um olhar atento sobre estas trés variaveis, verificamos que aquela que apresentou maior
relevancia estatistica foi a variavel “Recetores de estrogénio”, com p-value de 0,073. Apesar
de apenas existirem 9 casos RE+ tumorais, com expressao de CYP19A1 Trp39Arg e 2 casos RE-,
ha tendéncia a uma evidente diferenca nas médias de AC; do polimorfismo da aromatase
entre as duas categorias (grafico 11). Estes dados sugerem que esta variavel (Recetores de
estrogénio) devera ser considerada para o posterior calculo das diferencas de expressao, em

termos relativos, nas variaveis de interesse.

Tendo em consideracao a intima relacao dos estrogénios com a patogenia do cancro da mama
(9, 10) e o facto de a aromatase participar na biossintese de estrogénios, determinando o seu
passo final de sintese, conversao de androgénios a estrogénios (18), justifica-se a relacao

encontrada entre expressao de CYP19A1 Trp39Arg e recetores de estrogénio.

Assim, realizamos uma reanalise das variaveis de interesse, tendo em conta a variavel
“Recetores de estrogénio” (grafico 12 e 13) que, como referido no subcapitulo 3.4.1, sugere a

possivel influéncia nas primeiras.

Pareceu-nos desta forma importante considerar cautelosamente a variavel “Recetores de
estrogénio”, quando efetuado o calculo do racio de expressao relativa de CYP19A1 Trp39Arg
entre as categorias das variaveis de interesse, “Estadio clinico” e “Envolvimento do ganglio

sentinela e/ou outros”.

Uma vez que a amostragem é reduzida (11 casos), o acaso podera exercer influéncia, devendo
todos os potenciais influenciadores dos resultados serem tomados em consideracao. Desta
forma, a analise preliminar da média/distribuicao de AC; de CYP19A1 Trp39Arg entre as
categorias das variaveis, realizada previamente ao calculo do racio de expressao em termos
relativos, foi importante, pois permitiu constatar, hipoteticamente, a existéncia de uma
variavel que devesse ser tomada em atencdo neste calculo. Devemos reforcar que esta analise
nao pretendeu inferir ou atribuir qualquer valor fisioldgico na comparacao de AC; de CYP19A1
Trp39Arg (T/C), mas apenas complementar o posterior calculo do racio de expressao entre as

categorias das variaveis de interesse, em termos relativos.

No 2° ponto, quando determinamos o racio de expressao entre as categorias das variaveis,

verificamos que a variante polimérfica da aromatase em estudo é cerca de 10,74 vezes mais
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expressa no grupo RE+ comparativamente a RE- (tabela 28). Este resultado exprime a
significativa diferenca da expressao do CYP19A1 Trp39Arg entre estes dois grupos e esta em
linha com a analise realizada no primeiro ponto, que sugeria que esta variavel (RE) deveria

ser considerada quando comparadas as variaveis de interesse.

Na variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, dos 11 casos em que se detetou
expressao de CYP19A1 Trp39Arg, em 4 houve metastizacao ganglionar regional e em 7 casos
nao houve. O racio de expressao relativa de CYP19A1 Trp39Arg entre os grupos
“Metastizacao/Sem metastizacdo ganglionar”, de 3,38 (tabela 27), é indicativo de que o
grupo com envolvimento ganglionar por metastizacao tem uma expressao consideravelmente
maior que o grupo sem envolvimento ganglionar. Porém, constatamos que todos os casos em
que ocorreu envolvimento ganglionar, com presenca de expressao da variante polimorfica da
aromatase, sdao RE+ tumorais. Os Unicos dois casos RE- tumorais, com expressao deste
polimorfismo, pertencem ao grupo sem metastizacao. Desta forma e dado as diferencas
encontradas para a expressao entre as categorias da variavel “RE”, pareceu-nos importante
considerar apenas os casos “RE+” para o calculo das diferencas de expressao das categorias
da variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”. Nesta reanalise (tabela 29)
observamos que o racio da expressao do polimorfismo da aromatase, entre as categorias da
variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, continua a ser maior no grupo
“Metastizacao” comparativamente a “Sem metastizacdo”, mas mais proximo de 1. Assim, a
descida do racio de expressao de 3,38 para 1,86, entre os grupos “com metastizacao” vs “sem
metastizacao”, confirma a possivel influéncia que os casos “RE-“ poderiam exercer no calculo
inicialmente efetuado. Parece nao existir diferenca de expressao significativa de CYP19A1
Trp39Arg, nos grupos com e sem metastizacao ganglionar regional. Contudo, com estes
resultados ndo podemos ser conclusivos, sobretudo porque a casuistica € ainda mais diminuta,

apos reanalise considerando a variavel “RE”.

Na variavel “Estadio Clinico”, realizamos primeiramente o calculo do racio de expressao entre
categorias, com os 11 casos em que foi detetada expressao de CYP19A1 Trp39Arg. O nimero
de casos na categoria “estadio | e II” é de 8 e na categoria “estadio IlI” é de 3, sendo o racio
de expressao entre “estadio lll/estadio | e II” de 6,93 (tabela 27). Estes dados também
apontariam para uma diferenca consideravel de expressao entre estas categorias, porém, a
semelhanca do que ocorreu com a variavel “Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”,
os dois casos RE- pertencem ao grupo “estadio | e I1”, estadios estes associados a um melhor
progndstico que o “estadio llI” (38). Do mesmo modo, efetuamos uma analise subsequente
desta variavel, tendo em consideracao a auséncia ou presenca de “Recetores de estrogénio”,
i.e., apenas considerando os casos RE+. O racio de expressao calculado é assim de 4,33
(tabela 29), inferior ao inicialmente determinado (6,93), mas continuando a ser expressivo no
gue concerne as diferencas de expressao entre as categorias desta variavel. Parece existir
uma tendéncia de expressdao distinta de CYP19A71 Trp39Arg, entre estes dois grupos

considerados (“Estadio Ill” vs “Estadio | e 11”).
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Importa também salientar que a variavel “Estadio clinico”, representa um fator de
prognostico (38), que tem em consideracao o tamanho do tumor, o envolvimento ganglionar
regional e a metastizacdo a distancia (28), sendo mais abrangente que a variavel
“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”, ao engloba-la. Assim, a variavel “Estadio
clinico” é um melhor preditor de prognéstico do que a variavel “Envolvimento do ganglio

sentinela e/ou outros”.

Constatamos, portanto, uma expressao aumentada de CYP19A1 Trp39Arg, 4,33 vezes maior,
no grupo de pior progndstico, “Estadio IlI”, comparativamente ao grupo de melhor
progndstico, “Estadio | e II”. Especulamos que a expressao desta variante polimorfica da
aromatase podera ter algum tipo de influéncia na determinacdo do prognostico do cancro da

mama, nesta populacao estudada.

Foram ainda apreciados dois grupos de distinto prognostico, tendo-se agora em consideracao
o nimero de ganglios envolvidos em casos com metastizacdo regional (39). Desta forma,
consideraram-se dois subgrupos (“N1” e “N2-3”), na categoria “Metastizacao” da variavel
“Envolvimento do ganglio sentinela e/ou outros”. Em todos estes casos os recetores de
estrogénio tumorais foram positivos. Por coincidéncia, no grupo de pior prognostico (“N2-3”)
(39), todos os casos apresentaram disrupcao da capsula ganglionar. Esta Ultima propicia a
metastizacdo dos ganglios axilares por invasdao do tecido adiposo, em volta dos ganglios
linfaticos que sofreram rutura (40). Foram assim definidas as subcategorias “Metastizacao a
um ganglio linfatico axilar ipsilateral (N1) sem disrupcdo da capsula” e “Metastizacao a mais
que um ganglio linfatico (N2-3) com disrupcdo da capsula”. Como ja referimos, estamos
perfeitamente cientes da ainda mais reduzida casuistica aqui considerada, contudo,
pretendemos realcar o racio de expressao entre estas subcategorias (tabela 30), de 19,43. A
expressao de CYP19A1 Trp39Arg é quase 20 vezes mais expressa no grupo de pior prognostico,

“Metastizacao a mais que um ganglio linfatico (N2-3) com disrupcao da capsula”.

As ilagdes que consideramos ao longo do 2° ponto da determinacdo de “Diferencas de
expressdao da variante polimorfica CYP19A1 Trp39Arg (T/C), entre grupos” podem ser
claramente influenciadas pela diminuta amostragem em estudo, colocando por isso em causa
a robustez dos resultados obtidos e consequentemente da analise efetuada. Existe, desta
forma, uma grande vulnerabilidade da amostra, para que o acaso exerca uma proeminente

influéncia nas conclusoes retiradas.

Para confirmar que estes resultados obtidos ndao foram ao acaso, foi decisiva a analise das
duas variaveis “controlo do acaso” - “Mama afetada” e “Localizacdo afetada”. Como ja
referido, é expectavel que estas nao apresentem quaisquer diferencas de expressao de
CYP19A1 Trp39Arg entre as suas categorias. Quando efetuamos o calculo do racio de
expressao entre as suas categorias, constatamos uma grande semelhanca (tabela 31). Sendo
que a “Mama direita” expressa 1,27 vezes mais que a “Mama esquerda” e uma “Outra

localizacao” expressa 1,09 vezes mais que o “Quadrante supero-externo”. Os resultados
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obtidos para estas variaveis controlo permitem aumentar a validade e fortalecer as
inferéncias referentes a analise dos resultados obtidos, para as variaveis de interesse,
apoiando que estes nao sao somente dependentes do acaso, em funcao da diminuta

casuistica.

As evidéncias ja elucidadas, parecem favorecer a hipotese de: “a expressao de CYP19A1
Trp39Arg em tecido de mama «normal», envolvente ao tumor, pode auxiliar na determinacao
do prognéstico do cancro da mama”, sendo que existe uma clara tendéncia a que esta

variante seja mais expressa em grupos de pacientes com pior prognostico.

Apesar de reconhecermos a reduzida amostragem, parece que, nesta populacao considerada,
a variante polimdrfica da aromatase em estudo podera exibir algum potencial na
determinacdo do prognostico de cancro da mama. Desta forma, sera necessario um estudo
mais abrangente, de maior casuistica e com maior robustez estatistica, para melhor apreciar

as inferéncias que os nossos resultados sugerem.

Com este estudo preliminar alcancamos os objetivos do nosso trabalho relativamente ao
polimorfismo da aromatase, possibilitando determinar que o polimorfismo CYP19A1 Trp39Arg
(T/C) podera ter valor na definicdo do prognostico do cancro da mama, na populacdo
estudada. Desenvolvemos e otimizamos uma técnica que permitiu a determinacdo da
expressao através de mRNA de CYP19A1 Trp39Arg (T/C) em amostras de tecido parafinado. No
entanto, nao foi possivel determinar o valor progndstico dos polimorfismos da GSTM1 e GSTT1

pela auséncia de expressao através de mRNA dos referidos genes.

Ao nosso conhecimento, este trabalho foi o Unico que analisou a expressao de CYP19A1
Trp39Arg com indicadores de progndstico do cancro da mama. Em apenas um estudo ha
alusdo a que os portadores deste polimorfismo, no seu genotipo, poderdo estar associados a
metastizacao de ganglios linfaticos (17), contudo, nao foi estudada a expressdao do mesmo. Os
resultados obtidos com o nosso trabalho favorecem a primeira hipotese por nés postulada, “H;
- O polimorfismo da aromatase, CYP19A1 Trp39Arg (T/C), é mais expresso em grupos de pior
prognostico de cancro da mama”. Ja relativamente a segunda e terceira hipoteses, “H,- O
polimorfismo GSTM1 null é mais expresso em grupos de pior prognostico de cancro da mama”
e “Hs- O polimorfismo GSTT1 null é mais expresso em grupos de pior prognostico de cancro da

mama”, nada poderemos concluir.

Decorrente deste trabalho é possivel estabelecer as seguintes linhas futuras.
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Perspetivas futuras:

0 nosso grupo de trabalho primeiramente demonstrou que a CYP19A71 Trp39Arg esta associada
a um risco aumentado de cancro da mama. O presente trabalho veio demonstrar que a
expressao deste polimorfismo pode estar relacionada com o estadio clinico. Seria interessante
avaliar o comportamento biolégico da expressdao de CYP19A1 Trp39Arg, assim como a sua
possivel participacdo nos processos de metastizacdao a distancia, incluindo a disseminacao

com o tipo de o6rgao.

Outro ponto de interesse clinico relaciona-se com a morbilidade associada a linfadectomia
axilar, para o diagndstico de metastizacao ganglionar regional. O linfedema do membro
superior pos cirurgia do cancro da mama é uma complicacao relativamente frequente (entre 9
a 40%) (41, 42), particularmente apos o esvaziamento da cadeia ganglionar axilar (41, 43).
Esta morbilidade representa efeitos significativos na qualidade da vida dos pacientes
acometidos (43), sobretudo pelo seu dificil tratamento (44). Deste modo, possiveis preditores
que auxiliem a melhorar as indicacbes para a realizacdo deste procedimento tém um
relevante interesse. Assim, tal como proposto com a extensao do estudo, poderao ainda ser
avaliados e melhor esclarecidos os interessantes indicios da grande diferenca de expressao
documentada, da variante CYP19A1 Trp39Arg, entre casos com envolvimento de mais que um
ganglio regional e disrupcao da capsula, comparativamente aos casos com apenas um ganglio
axilar ipsilateral envolvido. A determinacdo da CYP19A1 Trp39Arg podera ser avaliada no
sentido de melhorar a selecao de doentes que terdao de fazer linfadectomia por ganglio

sentinela positivo.
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Glossario

Adutos de DNA - nome dado a formas de DNA alteradas, que desencadeiam carcinogénese,

por se encontrarem ligadas a substancias com potencial carcinogénico.
Agua DEPC - agua que contém o composto dicarbonato de dietila, um inativador das RNases.
Boxplot - diagrama que permite observar a distribuicdo de uma variavel.

Cartdao FTA® - estrutura que permite proteger os acidos nucleicos, mediante a desnaturacao
de proteinas, inativacdo de microrganismos, protegendo ainda dos efeitos da nuclease e

danos provocados por UV.

Ciclo limiar (Cy) - indica o ciclo em que é determinado o limiar de detecdo de fluorescéncia,
ou seja em que a quantidade de amostra comeca a aumentar exponencialmente. Quanto

menor o Cy maior a quantidade de amostra inicial.

Controlo pareado (matched) - individuo semelhante a um caso no que concerne a uma

panoplia de parametros, excetuando a variavel em estudo.

Curva de melting - permite realizar uma interpretacdo das carateristicas de dissociacao do
DNA de cadeia dupla, durante um aquecimento progressivo. Permite estimar a presenca de

dimeros de primers ou sequéncias inespecificas.
Fase de annealing - hibridizacdo dos primers a respetiva cadeia simples de DNA.

Gene housekeeping - gene necessario para manter as funcoes basicas de uma célula,
expresso em todas as células do organismo, em condicoes normais ou com presenca de

patologia.

Genétipo null - define-se como a auséncia de ambos os alelos do gene, nao sendo possivel

realizar a funcao do mesmo.

Linfadectomia - procedimento cirdrgico que consiste na remocdo completa de ganglio

linfatico.
Mastectomia - procedimento cirlrgico que consiste na remocao completa da mama.

Missense SNP - polimorfismo, que representa uma variacao na sequéncia de DNA de um so

nucleotido, resultando na alteracao de um aminoacido distinto.

Polimorfismo genético - variacdo genética que ocorre em frequéncia igual ou superior a 1%

na populacao.
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Primer - sequéncia de nucleotidos que serve como ponto de inicio para sintese de DNA.
Ressuspender - realizar suspensoes repetidas com o uso de pipeta.
SNP - polimorfismo, que representa uma variacao na sequéncia de DNA de um sé nucleotido.

Temperatura de melting - é a temperatura em que a hélice dupla de DNA se dissocia em

cadeias simples.

Terapéutica neoadjuvante - administracio de agentes terapéuticos anteriormente a

terapéutica, dita, principal, com o objetivo de facilitar e aumentar o sucesso desta ultima.
Termociclador - aparelho utilizado para realizar reacdes em cadeia de polimerase.

Tubo de Eppendorf - também conhecido como tubo de microcentrifugadora, tem fundo

conico e uma tampa unida ao corpo.

Tumorectomia - procedimento cirlrgico que consiste na remocdo completa do

tumor/carcinoma.

Xenobiotico - substancia quimica presente num organismo, que lhe é estranha, pois nao é
normalmente produzida por este. Ou quando é produzida pelo organismo, esta presente em

concentracoes muito superiores ao habitual.
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Anexo 1. Autorizacao do projeto de investigacao
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aluno do Mestrado Integrado em Medicina da Faculdade de Ciéncias da Satide da Universidade da Beira
Interior, para a realizagdo de um estudo subordinado ao tema "Valor preditivo do polimorfismo aromatase
Trp39Arg para metastizagdo ganglionar no cancro da mama", através da consulta de processos clinicos no
Departamento de Saide da Crianga e da Mulher — Servigo de Obstetricia e Ginecologia e Servigo de
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Anexo 2. Localizacao de primers na sequéncia de
cDNA do transcrito ACTB-001 da B-actina

5’-... ATGGATGATGATATCGCCGCGCTCGTCGTCGACAACGGCTCCGGCATGTGCAAGGCCGGCTTC
GCGGGCGACGATGCCCCCCGGGCCGTCTTCCCCTCCATCGTGGGGCGCCCCAGGCACCAGGGCGTGA
TGGTGGGCATGGGTCAGAAGGATTCCTATGTGGGCGACGAGGCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCTCACC
CTGAAGTACCCCATCGAGCACGGCATCGTCACCAACTGGGACGACATGGAGAAAATCTGGCACCACACC
TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCTCCCGAGGAGCACCCCGTGCTGCTGACCGAGGCCCCCCTGAACCCC
AAGGCCAACCGCGAGAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCATGTACGTTGC
TATCCAGGCTGTGCTATCCCTGTACGCCTCTGGCCGTACCACTGGCATCGTGATGGACTCCGGTGAC
GGGGTCACCCACACTGTGCCCATCTACGAGGGGTATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGTCTGGACC
TGGCTGGCCGGGACCTGACTGACTACCTCATGAAGATCCTCACCGAGCGCGGCTACAGCTTCACCAC
CACGGCCGAGCGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGA
GCAAGAGATGGCCACGGCTGCTTCCAGCTCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGAGCTGCCTGACGGCCA
GGTCATCACCATTGGCAATGAGCGGTTCCGCTGCCCTGAGGCACTCTTCCAGCCTTCCT
GTGGCATCCACGAAACTACCTTCAACTCCATCATGAAGTGTGACGTGGACATCCGCAAA
GACCTGTACGCCAACACAGTGCTGTCTGGCGGCACCACCATGTACCCTGGCATTGCCGACAGGATGCAG
AAGGAGATCACTGCCCTGGCACCCAGCACAATGAAGATCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGCAAGTA
CTCCGTGTGGATCGGCGGCTCCATCCTGGCCTCGCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAG
CAGGAGTATGACGAGTCCGGCCCCTCCATCGTCCACCGCAAATGCTTCTAG...-3’

Apenas se apresenta a sequéncia codificante. O cDNA deste transcrito tem 6 exdes, sendo

apenas 5 codificantes. O primeiro nao é codificante.
A negrito alternando com normal, estao representados os 5 exdes codificantes.

A azul situa-se o forward primer. A vermelho situa-se a regiao complementar inversa do

reverse primer.
Forward primer 5’ -TTCCTGGGCATGGAGTCCT- 3’

Reverse primer 5’ -AGGAGGAGCAATGATCTTGATC- 3’
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Anexo 3. Tabela com os dados recolhidos no SAM

e obtidos em meio laboratorial

Idade ao

# Caso | diagnostico aﬁ’l\eatgc?a Localizacao afetada Tipo Histoldgico RP
(anos)
1 77 Direita Unido Quadrantes Externos Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
3 69 Direita Unido Quadrantes Internos Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
4 41 Direita Quadrante Supero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
7 78 Direita Quadrante Supero-interno Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
9 77 Direita Quadrante Infero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
10 72 Esquerda Unidao Quadrantes Internos Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
11 62 Direita Quadrante Supero-externo Carcinoma Lobular Invasivo | Positivo
12 34 Esquerda Uniao quadrantes Internos Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
13 80 Esquerda Quadrante Supero-interno Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
14 70 Esquerda Unido quadrantes Internos Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
15 78 Esquerda Quadrante Infero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
16 73 Esquerda Unidao Quadrantes Internos Carcinoma Mucinoso Invasivo | Negativo
17 36 Direita Uniao Quadrantes externos Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
18 83 Esquerda Regiao retro-areolar Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
19 83 Direita Uniao Quadrantes inferiores Carcinoma Lobular Invasivo | Positivo
22 57 Direita Unido quadrantes internos Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
23 50 Esquerda Quadrante Supero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
24 69 Esquerda Quadrante Supero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
25 57 Esquerda Regc,zii\g dp;g:t-gsreeoxl?err/;lonsiéo Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
26 86 Esquerda Toda mama Carcinoma Lobular Invasivo | Positivo
27 39 Direita Quadrante Supero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
28 46 Direita Quadrantes internos Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
29 56 Direita Quadrante Supero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
30 59 Esquerda Quadrante Supero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
31 78 Direita Regiao Peri-areolar Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
33 72 Esquerda Quadrante Infero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
34 66 Direita Uniao Quadrantes inferiores Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
35 58 Esquerda Quadrante Supero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Positivo
36 70 Esquerda Quadrante Infero-externo Carcinoma Ductal Invasivo | Negativo
37 69 Direita Unido Quadrantes Internos Carcinoma Ductal Invasivo Positivo

RP- Recetores de progesterona
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Grau de
pewo | Re | corae | ToBle [l pocaigage | Tamante | dferenciacl | i o
de Bloom)

1 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 40 G2 Nao foi observado
3 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 23 G2 Nao foi observado
4 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 22 G2 Nao foi observado
7 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 9 G1 Nao foi observado
9 Positivo | Negativo Nao Sim Multifocal 13 G1 Nao foi observado
10 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 6 G1 Nao foi observado
11 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 15 G2 Nao foi observado
12 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 12 G2 Nao foi observado
13 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 25 G2 Nao foi observado
14 Negativo | Negativo Sim Nao Unifocal 90 G3 Sim

15 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 35 G2 Nao foi observado
16 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 28 G1 Nao foi observado
17 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 8 G1 Nao foi observado
18 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 42 G2 Nao foi observado
19 Positivo | Negativo Nao Sim Multifocal 32 G1 Nao foi observado
22 Negativo | Negativo Sim Nao Unifocal 15 G2 Nao foi observado
23 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 11 G1 Nao foi observado
24 Negativo | Positivo Nao Nao Unifocal 35 G2 Nao foi observado
25 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 1,5 G1 Nao foi observado
26 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 70 G1 Nao foi observado
27 Positivo | Negativo Nao Sim Multifocal 25 G2 Nao foi observado
28 Negativo | Negativo Sim Nao Unifocal 18 G2 Sim

29 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 15 G3 Nao foi observado
30 Negativo | Positivo Nao Nao Unifocal 15 G3 Nao foi observado
31 Positivo | Positivo Nao Nao Unifocal 16 G1 Nao foi observado
33 Negativo | Positivo Nao Nao Unifocal 14 G2 Nao foi observado
34 Negativo | Negativo Nao Sim Unifocal 19 G3 Nao foi observado
35 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 38 G2 Nao foi observado
36 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 19 G2 Nao foi observado
37 Positivo | Negativo Nao Sim Unifocal 23 G2 Nao foi observado

RE- Recetores de estrogénio
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Envolvimento Carcinoma e A No. Axila/Ganglio . Estadio
# Caso | da pele e/ou in-situ Calcificacao gan'g.llos Sentinela Estadio T
musculo positivos
1 Nao Nao Nao 2 Com metastizacao | T2N2a T2
3 Sim Nao Nao 0 Sem metastizacdo | pT2NO T4
4 Nao Sim Nao 1 Com metastizacdo | pT2N1a T2
7 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacao | pT1bNO T
9 Nao Sim Nao 0 Sem metastizacao | pT1cNO T1
10 Nao Sim Nao 0 Sem metastizacao | T1bNO T1
11 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacdo | T1cNO T1
12 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacdo | T1cNO T1
13 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacdo | pT2NO T2
14 Sim Nao Nao 2 Com metastizacao | pT3N1a T4
15 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacao | pT2NO T2
16 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacdo | T2NO T2
17 Nao Nao Sim 0 Sem metastizacao | T1bNO T
18 Nao Sim Nao 2 Com metastizacao | T3N1a T3
19 Nao Sim Nao 12 Com metastizacao | pT2N3a T2
22 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacao | pT1cNO T1
23 Nao Sim Sim 1 Com metastizacao | pT1cN1a T
24 Nao Nao Nao 0 Sem metastizacao | pT2NO T2
25 Nao Sim Sim 0 Sem metastizacao | pT1aNO T1
26 Sim Nao Nao 0 Sem metastizacao | pT3NO T4
27 Nao Sim Sim 0 Sem metastizacao | pT2NO T2
28 Nao Sim Nao 0 Sem metastizacao | pT1cNO T
29 Nao Sim Nao 2 Com metastizacdao | T1N1a T
30 Nao Sim Nao 0 Sem metastizacao | T1cNO T1
31 Sim Nao Nao 0 Sem metastizacao | T1cNO T4
33 Nao Sim Nao 3 Com metastizacao | pT1cN1a T
34 Nao Sim Sim 0 Sem metastizacao | pT1cNO T
35 Nao Sim Nao 0 Sem metastizacao T2NO T2
36 Nao Sim Nao 0 Sem metastizacao | pT1cNO T1
37 Sim Sim Nao 1 Com metastizacao | pT4bN1a T4
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# Caso Estadio EsFaQio Expressao de AC; de CYP19A1 | Expressao de | Expressao de
N clinico CYP19A1 Trp39Arg Trp39Arg GSTM1 GSTT1
1 N2 A Sim -14 Nao Nao
3 NO B Nao N/A Nao Nao
4 N1 1B Nao N/A Nao Nao
7 NO I Nao N/A Nao Nao
9 NO I Nao N/A Nao Nao
10 NO I Nao N/A Nao Nao
11 NO I Nao N/A Nao Nao
12 NO I Nao N/A Nao Nao
13 NO A Sim -9,58 Nao Nao
14 N1 B Nao N/A Nao Nao
15 NO A Sim -11,28 Nao Nao
16 NO A Sim -7,04 Nao Nao
17 NO I Sim -7,61 Nao Nao
18 N1 A Nao N/A Nao Nao
19 N3 Inc Sim -10,8 Nao Nao
22 NO I Sim -5,51 Nao Nao
23 N1 A Sim -7,52 Nao Nao
24 NO A Sim -7,17 Nao Nao
25 NO I Nao N/A Nao Nao
26 NO 1B Nao N/A Nao Nao
27 NO A Nao N/A Nao Nao
28 NO I Nao N/A Nao Nao
29 N1 A Nao N/A Nao Nao
30 NO I Nao N/A Nao Nao
31 NO 1B Nao N/A Nao Nao
33 N1 A Nao N/A Nao Nao
34 NO I Nao N/A Nao Nao
35 NO A Nao N/A Nao Nao
36 NO I Sim -11,33 Nao Nao
37 N1 B Sim -8,72 Nao Nao
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