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APRESENTACAO

No mundo, o cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres.
O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que para cada ano do triénio
2020/2022, sejam diagnosticados no Brasil 66.280 novos casos desse tipo
de cancer, com um risco estimado de 61,61 casos a cada 100 mil mulheres. A
incidéncia do cancer de mama esta relacionada a fatores genéticos, dietéticos,
hormonais e reprodutivos. Estudos epidemiologicos tém chamado a atencdo para
uma possivel associagao entre diferentes biomarcadores e o cancer de mama.

A presente obra intitulada “Biomarcadores no Cancer de Mama” destina-
se a profissionais e estudantes da area da satde (Biomedicina, Enfermagem,
Farmacia, Fisioterapia, Medicina, Nutricdo ¢ Odontologia) e aos professores
envolvidos no ensino e no aprendizado dessas disciplinas correlatas. Este livro
foi estruturado em 13 capitulos, contando com 23 colaboradores e organizado
em 2 partes: Parte 1, compreendendo os micronutrientes: Vitaminas A ¢ D,
Calcio, Selénio e Zinco. E na Parte 2 foram desenvolvidos temas relacionados
aos biomarcadores e seu mecanismo de agdo no cancer de mama, abrangendo
estrutura molecular, fisiopatologia e prognostico.

Nao pretendemos apresentar um estudo exaustivo sobre a associacao
entre biomarcadores e micronutrientes com o cancer de mama, mas uma reuniao
de conhecimentos cientificos para a melhor compreensdo dessa relagdo. Assim,
os colaboradores apresentaram, em seus respectivos capitulos, a bibliografia
recomendada a ser consultada posteriormente para complementagdo do assunto
descrito. Convidamos os leitores a participarem das nossas reflexdes acerca da
biologia do cancer de mama e sua relagdo com os mais diversos biomarcadores
apresentados.

Carla Solange de Melo Escorcio Dourado
Jodo Paulo da Silva-Sampaio
Luana Mota Martins
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Capitulo 1

Vitamina A e o Cancer de Mama

Thais Rodrigues Nogueira
Poliana Cristina de Almeida Fonseca Viola
Nadir do Nascimento Nogueira
Gilmara Péres Rodrigues

1.1 INTRODUCAO

A vitamina A compde um grupo de retindéides com propriedade fisico-
quimica de lipossolubilidade, que se apresenta em diferentes isoformas, incluindo
os ésteres retinol, retina e retinil. Frequentemente, esta vitamina pode ser referida
como retindide, termo que engloba o retinol, seus metabdlitos e respectivos
analogos estruturais. A forma quimica da vitamina A pré-formada ¢ o acetato de
retinil ou palmitato de retinil, enquanto a versdo provitamina tem o betacaroteno
como principal representante, dentre os mais de 500 carotenoides (BRASIL,
2019; IOM, 2001; PERRI et al., 2017; RAMALHO, 2010; ROSS, 2010).

As formas quimicas da vitamina A s3o traduzidas por processos
biologicos, geralmente sediados no Iumen intestinal e na mucosa duodenal. A
bioconversao de provitaminas em retinol aumenta proporcionalmente a oxidacao
para formacdo de acido retindico, considerado o principal metabolito ativo da
vitamina A (ABRANCHES etal., 2011; DAWSON et al., 2000; ZUO et al., 2016).

O 4cido retindico participa de diversas reagdes fisioldgicas, em prol
da manutengdo homeostatica, uma vez que favorece a saude celular, o bom
funcionamento do musculo esquelético, da barreira seletiva das membranas
celulares, regides da derme e mucosa bucal, além de ter uma participagao efetiva
na produgdo de pigmentos na retina do olho (a explicagdo para o termo retinol).
Sobretudo na visdo, a vitamina A destaca-se como componente da proteina
rodopsina, importante mediador da luz e da diferencia¢@o em tecidos conjuntivais
e corneos (BARREIROS; DAVI, 2006; MELO-CAVALCANTE et al., 2019;
RAMALHO, 2010).

Alémdisso,avitaminaA,emespecial o betacaroteno, temacgaoantioxidante
e, portanto, contribui para a imunidade inata, participando efetivamente de eventos
como a estabiliza¢ao de moléculas potencialmente reativas, captacdo de elétrons,
diminui¢cdo do estresse oxidativo e/ou na prevengdo do processo inflamatorio
precoce, especialmente pela modulagdo de biomarcadores de inflamagdo (MELO-



CAVALCANTEetal.,2019; NATTENMULLER et al., 2018; LAROUCHE et al.,
2017). Atua, também, no dinamismo celular, gerenciando as reagdes moleculares
de diferenciagdo e crescimento em varios 6rgaos do corpo humano (MEZQUITA
et al., 2018; JASON et al., 2002; ROSS, 2010; TANG; GUDAS, 2011).

A vitamina A estd amplamente distribuida na natureza, podendo ser
encontrada em alimentos de origem animal e vegetal (Tabela 1). Em fontes
alimentares de origem animal, com destaque para visceras, ovos ¢ 6leos de peixes,
esta disponivel a isoforma pré-formada da vitamina A. Em opg¢des alimentares
vegetais, como as frutas de coloragdes amarela, vermelha, verde e alaranjada
intensas, encontram-se os carotenoides, tipos de provitaminas que necessitam de
bioconversao a forma ativa, logo ap6s a absor¢ao (IOM, 2001; MAYO-WILSON
et al., 2011; SOLOMONS, 2006).

Tabela 1. Principais fontes alimentares de vitamina A, nas preparagdes ¢
quantidades recomendadas para consumo diario.

Fontes Alimentares Preparagées e Quantidades recomendadas

Batata-doce
Figado bovino
Espinafre
Cenoura

Abébora

Melao

Pimentio

Manga

Ervilha

Brocolis

Queijo, ricota, coalho

Cereais, enriquecidos, 10% do
VD para vitamina A

Leite

Feijao

Ovo

Peixe

Togurte natural
*Atum

Frango e **carne

Grelhada, em cubos, % xicara de cha
Grelhado, 1 bife médio
Cozido, ¥ xicara de cha

Crua, ' xicara de cha
Todas as variedades, Cruas ou cozidas, em cubos, 5
xicara de cha
Cru, % xicara de cha
Vermelhos, crus, ¥ xicara de cha
Crua, 1 unidade média
Cozida, 1 xicara de cha
Cozido, ¥ xicara de cha
1 xicara de cha

1 xicara de cha

Sem gordura ou desnatado, com adigdo de vitamina A
¢ vitamina D, 1 xicara de cha
Cozido, 1 colher de servir
Cozido, | unidade grande
Cozido ou grelhado, 3 postas médias
Baixo teor de gordura, 1 xicara de cha
Leve, enlatado em 6leo, 1 unidade

Grelhadas, cozidas, assadas, Y2 peito ou 1 bife médio

VD: Valor diario. *Evitar consumo diario. **Consumir até 2x/semana.
Fonte: Adaptada de U.S. Department of Agriculture, Agricultural Research Service, 2019.
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1.2 ESTRUTURA E METABOLISMO DA VITAMINA A

A vitamina A, por conter diferentes isoformas, apresenta trés principais
estruturas quimicas, ilustradas na Figura 1:

HsC CHa CHs CHs
N Y YN OH
CHj
Retinol
HsC CHs CHs CHs
N Ve Ya N
COOH
CHj
Acido retindico
HsC CHj CH; CH; O
N Y Y N H

CHs

Trans-retinal

Figura 1. Disposi¢ao estrutural das principais isoformas da vitamina A.

Fonte: Elaborag@o dos autores.

O retinol ¢ a forma mais comum da vitamina A ¢ sua oxidac¢do resulta no
acido retinoico, cuja configuracao estrutural inclui um anel de seis insaturagdes,
uma cadeia lateral com ligagdes duplas configuradas e um grupamento carboxila.
O trans-retinal, por sua vez, ¢ obtido a partir da isomerizag¢ao do retinol (PERRI
et al., 2017; TANUMIHARDIJO, 2011).

Cada isoforma exibe um comportamento particular no metabolismo da
vitamina A, tanto no que se refere a bioconversdo e biodisponibilidade, quanto
na participagdo em diversos mecanismos; sobretudo pela combinagdo ou nao
com proteinas transportadoras de retinol nos diferentes tecidos. Em média, 70%



da vitamina A ingerida, ¢ absorvida e depositada no figado, que é o 6rgo-alvo
classico envolvido na distribuicdo desse composto organico para os tecidos
adjacentes e também na utiliza¢do das isoformas como substratos para as fungdes
vitais (DAWSON et al., 2000; RAMALHO et al., 2003).

O metabolismo da vitamina A acontece nos hepatdcitos, especialmente
0s parenquimatosos e estrelados, os quais correspondem ao destino final ou via de
excrecao das moléculas. Nessas células ocorrem reagdes bioquimicas envolvendo
proteinas celulares e enzimas de transporte ou de bioconversdo, consideradas
indispensaveis ao processo metabolico (CI; QIAO; HAN, 2016; PAULA et al.,
2006).

A essencialidade dessas proteinas celulares esté relacionada a expressao
em tecidos intestinais e adipocitos, a afinidade por moléculas gordurosas (acidos
graxos) ¢ a capacidade de ligagdo, a exemplo das proteinas citosolicas que sdo
atraidas aos isdtopos retinol e acido retindico. Mais exemplos de proteinas que
atuam como elementos indutores dos mecanismos de transformagao de compostos
organicos, incluem a proteina de ligagdo ao acido retindico celular 1 (CRABP1
- Cellular Retinoic Acid Binding Protein I), integrante da familia de proteinas
de ligacdo, e a enzima lecitina retinol aciltransferase (LRAT - Lecithin Retinol
Acyltransferase) (CHMURZYNSKA, 2006; HUGHES; PIONTKIVSKA, 2011;
MURALI et al., 2009).

Em geral, ao ingerir um alimento que tenha na sua composig¢do a
vitamina A, a isoforma mais comum a ser encontrada no transito do organismo ¢
o carotenoide. Quando este alcanca o meio extra-hepatico, as células intestinais
produzem grandes particulas, como os quilomicrons, que transportam a estrutura
até o figado. Em seguida, a chegada da isoforma ao d6rgdo de bioconversdo
funciona como um gatilho para a atuacdo da CRABP1, responsavel por ligar-
se ao retinol livre (anteriormente carotenoide) e ja convertido, carreando-o até
as células estreladas, onde sofrera esterificagdo pela acdo da LRAT (Figura 2)
(KAINOV et al., 2014).

Os processos metabolicos envolvidos na absorgao e bioconversao a forma
ativa da vitamina A podem também ser influenciados por condi¢des de saturagao,
sobretudo relacionadas a atividade da CRABPI1 e as concentragdes elevadas das
diferentes isoformas. Nesses casos, outras enzimas, a exemplo da acil-coenzima
A- retinol aciltransferase (ARAT - Acyl Coenzyme A-Retinol Acyltransferase) sao
sinalizadas para atuarem por meio de reagdes de formacao ou hidrolise de ésteres,
na tentativa de solucionar o excesso de retinol e estimular sua exportag@o para a
circulacdo sanguinea, a qual ¢ a ultima via de saida do circuito (LIU et al., 2015).
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Figura 2. Eventos de bioconversdo e metabolizagao do retinol.

Legenda: RBP (Retinol Binding Protein): Proteina de Ligagdo ao Retinol; CRABP 1 e 2: Proteina
Celular de Ligacdo ao Retinol 1 e 2; LRAT: Lecitina Retinol Aciltransferase; ARAT: Acil-Coenzima
A-Retinol Aciltransferase; ART: Acil Retinol Transferase; RE: Retinol.

Fonte: Adaptada de Nogueira et al. (2020).
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1.3 MECANISMO DE ACAO DA VITAMINA A NO CANCER DE
MAMA

A vitamina A ¢ descrita na literatura pelo seu potencial antioxidante
protetor contra danos moleculares e/ou eventos oxidativos gerados por espécies
reativas de oxigénio (ERO’s). Concentragdes diminuidas das isoformas de
vitamina A permitem que condigdes metabolicas tipicas do estresse oxidativo
ativem vias inflamatoérias classicas, desequilibrando a fisiologia dos processos de
divisao celular (ODDY et al., 2018; SINATRA; DEMARCO, 1995).

A relagdo entre inflamacdo e crescimento celular, dependente da
intensidade do processo inflamatorio, determina consideravelmente o grau de
modificacdo do status metabolico e homeostatico (MORGILLO et al., 2018). O
padrdo desses eventos prediz a ativagao de complexos proteicos, que atuam como
fatores de transcricao, a exemplo do Fator Nuclear Kappa B (NF-kf - Nuclear
Factor Kappa p), conhecido por ser peca-chave na ativagao de vias celulares/
nucleares. Como consequéncia, a sinalizagdo do NF-kP aumenta os niveis de
biomarcadores inflamatorios circulantes, especialmente interleucinas (IL-1 e
IL-6) e Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a - Tumor Necrosis Factor Alpha),
resultando em sucessivas respostas celulares, favoraveis a tumorigénese no 6rgao
primario (TRAN et al., 2017).

Especificamente o cross-talk entre vitamina A e tumorigénese, a principio,
pode obedecer a alguns aspectos caracteristicos do metabolismo desse nutriente,



que serdo fundamentais para a promocdo ou inibi¢do de vias promotoras do
cancer (Figura 3).

Antioxidante

Anticarcinogenico i

Cancer de Mama

Alimentos Fontes A
de vitamina A Material genético

l Inflamagio /
NFp (&ﬁ&) Protecao/

lEROs Gom Danos
e (FABP)
Vitamina A

Figado

Figura 3. Elementos interrelacionados entre vitamina A e carcinogénese mamaria.
Legenda: ERO’s: Espécies Reativas de Oxigénio; RAR: Receptor do Acido Retindico (Retinoic
Acid Receptor); PPAR: Proliferadores de Peroxissoma Gama e Beta (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor); CRABP: Proteina Celular de Ligagdo ao Retinol (Cellular Retinoic Acid
Binding Protein); NF-kP: Fator Nuclear Kappa B (Nuclear Factor Kappa [); FABP: Proteina de
ligacao de acidos graxos (Fatty Acid Binding Protein).

Fonte: Adaptada de Nogueira et al. (2020).

A CRABP1, por exemplo, embora seja o principal conector ao retinol, tem
papel de natureza dual na carcinogénese. Os estudos mostram que a diminui¢ao
das concentragdes intracelulares da CRABP1 e das reacdes metabolicas que o
envolvem, parece fortemente associada ao aumento do risco tumorigénico no
tecido mamario (HUGHES; PIONTKIVSKA, 2011; LIU et al., 2015).

Além disso, essas proteinas de ligacdo atuam na sinalizagdo intracelular
especifica por meio da ativacdo de receptores nucleares, mediada pelo transporte
de retinol e também de derivados, como o acido trans retindico ou all-trans
retinoico (ATRA - All-Trans-Retinoic Acid). Em destaque, o receptor retindide X
(RXR), receptor do acido retindico (RAR - Retinoic Acid Receptor) e o receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma gama e beta (PPAR /B - Peroxisome
Proliferator-Activated Receptor 6/p), quando ativados, traduzem respostas de
melhora ou piora do estagio tumoral. Embora ainda ndo esteja completamente

\

elucidado, estudos mostram que o RAR se relaciona a inibi¢do do tumor e
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angiogénese, enquanto o PPAR o/B estimula a progressao tumoral (Figura 4)
(LIU et al., 2015; PERRI et al., 2017; SCHUG et al., 2007; SCHUG et al., 2008;
TAVARES et al., 2007).

Retinol

T Retinal
|

«  CRABP

] Bloqueio
— Promocao/

Ativagdo

Progressa@o do Tumor

Figura 4. Retinol e a ativacao de receptores nucleares como vias de promogao ou
inibi¢do da tumorigénse.

Legenda: RBP (Retinol Binding Protein); CRABP (Cellular Retinoic Acid Binding Protein 1); ADH
(Alcohol dehydrogenase); RALDH (Retinaldehyde Dehydrogenase); ATRA (All-Trans-Retinoic
Acid); FABP (Fatty Acid Binding Protein); PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor);
RAR (Retinoic Acid Receptor); ROR (Retinoid-Related Organ Re-ceptors); LRAT (Lecithin
Retinol Acyltransferase); ARAT (Acyl Coenzyme A Retinol Acyltransferase); RE (Retinol).

Fonte: Adaptada de Nogueira et al. (2020).

O ATRA tem sido relacionado a ativagdo e modulagdo de processos de
transcri¢do, diferenciacdo, multiplicacdo e morte celular. Além disso, existem
evidéncias cientificas de que o ATRA ndo atua somente na prevengdo do cancer
de mama, mas também no tratamento adjuvante de outras neoplasias malignas,
possivelmente por reconhecer o RAR ¢ RXR (ALTUCCI et al., 2001; ALTUCCI;
GRONEMEYER, 2001; REINHARDT et al., 2018; VERONESI et al., 2006).

Estudos sugerem que a vitamina A e/ou isdtopos garantem a satde
celular, por meio de interagdes com moléculas de adesdo (CAM) ou caderinas
(CHD), aumentando a sua expressao ¢ a de repressores transcricionais, como o



hBPI, importante regulador negativo da via Wnt. A inibi¢do dessa via resulta em
diminui¢do da superexpressao de genes relacionados ao crescimento e invasao
celular. O ATRA também foi associado a inibicdo de agentes danosos ao DNA, a
reducdo da atividade de quinases de cadeia leve capazes de fosforilar reguladores
de miosina (MCLK) e a metastase de células tumorais (KIM; HELFMAN, 2016;
TONG et al., 2017; WU et al., 2018).

Além disso, o isomero do ATRA, chamado de acido 9-cis-retinoico,
produzido fisiologicamente pelo metabolismo celular tem papel na carcinogénese.
Estudos in vitro ¢ in vivo mostraram (WANG et al., 2017a; WANG et al., 2017b)
que a ligagao desse isdmero aos receptores RAR ¢ RXR promoveu a apoptose de
células cancerigenas, bem como desacelerou o ciclo celular, representando um
promissor agente terapéutico, de efeito antitumoral em muitos tipos de céncer,
inclusive da neoplasia mamaria (FLODROVA et al., 2015; MAENG et al., 2012).

Outro mecanismo inclui a acdo da enzima aldeido desidrogenase
(ALDH, especificamente a ALDH1A1) no metabolismo do retinol, resultando na
formacédo do acido 9-cis-retindico. Concentragdes elevadas de ALDH1A1 foram
fortemente associadas com metastase, crescimento tumoral ¢ piora do quadro
clinico de mulheres com cancer de mama. Os resultados, entretanto, devem ser
interpretados com cautela, considerando que as concentragcdes de ALDHI1A1
podem estar tendenciosamente aumentadas em mulheres na menopausa (WANG
etal., 2017b; ZHOU et al., 2015).

1.4  EFEITO SINERGICO: VITAMINA A (E/OU ISOFORMAS) E
OMEGA-3 NO CANCER DE MAMA

O despertar dos pesquisadores em oncologia para o estudo de efeitos
sinérgicos entre substancias, inclui os potenciais relativos a eficacia terapéutica e
otimizagdo de beneficios especificos. Essas possibilidades caracterizam-se como
estratégias terap€uticas e de entendimento metaboldmico de doencas complexas
e multifatoriais, como o cancer (CASANOVA; COSTA, 2017).

Alguns dos principais metabolitos da vitamina A, a exemplo do ATRA, sdo
amplamente utilizados no tratamento de diferentes tumores, embora frequentemente
o seu potencial antitumoral seja comprometido em decorréncia dos niveis elevados
de citotoxicidade intrinseca e do uso de altas doses medicamentosas no manejo
dos tumores malignos (CHEN et al., 2014; NGUYEN et al., 2016; TOMA et al.,
1997). Isso permite inferir que existe uma baixa probabilidade de que o ATRA,
como medicamento, desempenhe a eficacia esperada em canceres de mama, se
usado isoladamente. Por isso, a combinacdo desse e de outros metabolitos da
vitamina A com compostos estratégicos, pode minimizar as perdas e potencializar
o papel destes no tratamento da neoplasia mamaria.
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Atualmente, algumas linhas de pesquisas in vitro € in vivo tém demonstrado
que a associagdo de acidos graxos poli-insaturados (AGP’s), especificamente o
O0mega-3 ou seus metabolitos, pode melhorar o progndstico clinico de mulheres
com cancer de mama, bem como pode ativar vias apoptdticas, reduzindo ou
inibindo o avan¢o da tumorigénese em diferentes tipos de células cancerigenas
(HARDMAN, 2004; SUN et al., 2011; KANG et al., 2010).

Estudos clinicos mostraram que os AGP’s conseguem melhorar a
eficacia dos medicamentos utilizados no tratamento quimioterapico, a exemplo
do tamoxifeno, docetaxel e propriamente do ATRA (ABDOLAHI et al., 2016;
CHAUVIN et al., 2016; DEGRAFFENRIED et al., 2003; WANNOUS et al.,
2013). Sememelhantemente, outros achados evidenciaram que a combinagao de
ATRA e AGP’s traduz sinergicamente o efeito inibidor do crescimento celular
em trés subtipos moleculares de cancer de mama (ER+, receptor de estrogénio
positivo; PR+, receptor de progesterona positivo e HER2++, receptor do fator
de crescimento epidérmico humano 2 superexpresso). Na relagcdo entre tipo de
cancer e receptores nucleares, geralmente, as células de cancer de mama negativo
para receptor de estrogénio (ER-) apresentam pouca responsividade a RARa,
0 que as tornam mais resistentes ao tratamento medicamentoso com ATRA.
Essa resisténcia é diminuida no tratamento combinado de ATRA com AGP’s,
observando-se evolucdo benéfica no quadro clinico das pacientes com o subtipo
molecular ER- (LIN et al., 2017).

Oaumento dasensibilidade ao ATR Ano tratamento combinado com AGP’s
sugere atuagdo sinérgica desses compostos como agentes de quimioprevencao
nos trés subtipos moleculares de cancer de mama supramencionados (ER+, PR+
e HER2++). Assim, € oportuno ressaltar que caracteristicas celulares e especificas
do tumor devem ser consideradas, principalmente na atuag@o a nivel molecular,
visto que o rastreio do ciclo celular ¢ um mecanismo crucial para o controle e
desencadeamento das fases de proliferagdo (PUCCI-MINAFRA et al., 2017).

No cancer, considerando que a apoptose ¢ o gatilho mais comum no
processo suicida das células tumorais, destaca-se o papel das caspases. Essas
proteinas sdo mediadoras de vias apoptoticas, sendo responsaveis por induzir a
clivagem de moléculas tumorigénicas, como resposta ao tratamento oncolédgico,
sobretudo no contexto de manejos combinados de ATRA e AGP’s (TARI et
al., 2002). Em estudo realizado por Li et al. (2017) foi possivel observar que,
ao acrescentar o bloqueador da caspase BOC-D-FMK e Z-VAD-FMK, houve
diminui¢@o progressiva do efeito benéfico dos AGP’s utilizados em combinagao
ao ATRA.

Apesar desse achado, ao observar o efeito do sinergismo proposto
em células MCF7, de linhagem de cancer de mama, foi possivel reconhecer



a ocorréncia de eventos apoptdticos mesmo na auséncia de caspase-3. Esse
achado pode ser explicado devido a atuacao de caspases de substitui¢do, como
as caspases 6 e 7, que também regulam a apoptose, sugerindo o envolvimento
destas na promogao de atividades pro-apoptoticas como resposta a vias sinérgicas
(BRENTNALL et al., 2013).

Além disso, os estudos citam o efeito sinérgico do tratamento combinado
de ATRA e AGP’s, na relagdo com a expressdo de outras proteinas. A proteina
p53, considerada guardia do genoma, perde a capacidade apoptdtica apos passar
por mutacdes que modificam sua estrutura funcional. Em situa¢des de mutacao
e inatividade dessa proteina, estudos mostraram que o tratamento combinado de
ATRA e AGP’s consegue desencadear a morte celular de forma independente da
p53 (CHAO, 2015; TARI et al., 2002; ZAMBETTI; LEVINE, 1993).

A principal justificativa relatada para a utilizacdo do ATRA combinado
a AGP’s baseia-se na reducdo dos efeitos colaterais provenientes do uso isolado
dessa isoforma de vitamina A, os quais podem ser prejudiciais ao figado,
sistema cardiovascular, pele ¢ metabolismo de lipideos, aumentando o risco de
complicagdes, como a hipertrigliceridemia (TARI et al., 2002). Assim, além de
otimizar a resposta benéfica ao tratamento de tumores mamarios malignos, o uso
combinado destes nutrientes, contribui para manutencdo da homeostase celular e
remissdo da doenga, além da regulagdo das concentragdes séricas de triglicerideos
e reducdo do risco cardiometabolico (SCHULTZE et al., 2018).

Apesar das evidéncias mencionadas, ressalta-se a necessidade de que
mais estudos sejam realizados, na perspectiva de elucidar os mecanismos e vias
metabolicas envolvidas nos efeitos sinérgicos do ATRA e AGP’s, bem como
rastrear implicagdes nos diferentes subtipos moleculares do cancer de mama.
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2.1 INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ uma doenca multifatorial que envolve um
desequilibrio entre fatores genéticos, dietéticos, hormonais e reprodutivos, sendo
determinada principalmente pela ocorréncia de mutagdes ou de alguma ativagao
anormal de genes que controlam o crescimento e a proliferacao celular (SILVA et
al., 2012). A mamografia, aliada ao exame clinico das mamas, s@o instrumentos
fundamentais para um diagndstico precoce da doenca, no entanto o diagnostico
desta neoplasia €, na maioria das vezes, estabelecido em uma fase tardia em
paises em desenvolvimento, o que justifica os elevados indices de mortalidade
(ABREU; KOIFMAN, 2002; THULER, 2003).

Nas ultimas décadas, o cancer tornou-se um evidente problema de saude
publica, sendo estimados 27 milhdes de novos casos para o mundo até o ano de
2030. A incidéncia de cancer na popula¢do tem aumentado significativamente,
tendo como principais fatores causais o estilo de vida e a longevidade. Dentre os
tipos de cancer, o da mama ¢ a principal causa de morte por cancer nas mulheres
em todo o mundo, com cerca de 520 mil mortes estimadas no ano de 2012 (INCA,
2014). Para o ano de 2016, no Brasil, foram estimados 57.120 casos novos de
cancer de mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres
(INCA, 2015).

Devido alto indice de mortalidade do cancer de Mama, vem aumentando
o desenvolvimento de técnicas gendmicas que proporcionam a elucidaciao de
mecanismos envolvidos na carcinogénese, em destaque, para genes da regulacdo e
diferenciagdo celular (DELMONICO; ALVES; AMARAL, 2015). Nesse sentido,
estudos epidemioldgicos recentes tém chamado atencdo para uma possivel
associacdo entre o gene do Receptor da Vitamina D e o cancer.
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2.2 VITAMINA D — Colecalciferol

A vitamina D, ou colecalciferol (Figura 1), ¢ um hormonio esteroide e nao
exatamente uma vitamina com sua estrutura molecular assemelha-se a de hormdnios
esteroides como estradiol, cortisol ¢ aldosterona (MARQUES et al., 2010;
NORMAN, 2012). Sua principal fun¢do consiste na regulagdo da homeostase do
calcio, formagao e reabsorgdo dssea, através da sua interagdo com as paratireoides,
os rins ¢ os intestinos (ARNSON; AMITAL; SHOENFELD, 2007).

HO"

Figura 1. Estrutura Quimica do Colecalciferol — Vitamina D.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Aprincipal fonte da vitamina D é representada pela formagao endogenanos
tecidos cutaneos apds a exposi¢ao a radiagdo ultravioleta B (LEVENTIS; PATEL,
2008). A partir da exposicao aos raios ultravioleta B (UVB), o 7-dehidrocolesterol,
esterdide presente na derme e epiderme, ¢é transformado em vitamina D3. Esta
forma ndo metabolicamente ativa é transportada pela corrente sanguinea até
o figado, onde sofre uma hidroxilagdo, tornando-se a 25-hidroxivitamina D
[25(OH)D] ou calcidiol. A produgdo da 25(OH)D no figado, além de rapida,
sofre pouca regulagdo. Deste modo, seus niveis plasmaticos refletem a reserva
corporal de vitamina D. Para se tornar ativa, a vitamina D necessita ainda de
uma ultima hidroxilagdo, que ocorre nos rins, sob acdo da enzima 1a-hidroxilase,
transformando-se em 1,25 dihidroxivitamina D [1,25(OH)2D] ou -calcitriol
conforme mostra a figura 2 (PEDROSA; CASTRO, 2005).
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Figura 2. Metabolismo da Vitamina D

Fonte: Elaboracao dos autores.

Além de sua a¢do na homeostase do calcio, a vitamina D exerce acdes
diretas ou indiretas em mais de 200 genes envolvidos na regulagdo do ciclo
celular, diferenciacdo, apoptose e angiogénese, promovendo ou inibindo a
proliferagdo de células normais ou neoplasicas (BOUILLON et al., 2006;
BONETI; FAGUNDES, 2013). A vitamina D atua via mecanismo gendmico onde
tem papel central, o receptor da Vitamina D (VDR), uma fosfoproteina que ¢
membro da super familia de receptores nucleares (VAN SCHOOR; LIPS, 2000).

2.3 RECEPTOR DE VITAMINA D (RVD)

O receptor da vitamina VDR pertencente a familia dos receptores
hormonais presentes no nicleo (OZONO, 1991). Apesar do VDR, em sua forma
livre, estar presente no citoplasma (GRONEMEYER et al., 2004), quando se
liga a forma ativa da vitamina D (la, 25dihidroxivitamina D3 [10,25(OH)2D3]
ou calcitriol), transloca-se para o nucleo, onde ira associar-se a promotores de
diversos genes modulando a expressao dos mesmos, produzindo multiplos efeitos
biologicos (ISSA; LEONG; EISMAN, 1998; BAKER et al., 1988). Além disso,
o VDR forma heterodimero com o receptor do acido retindico RXR, que age
como um fator transcricional, ligando-se a elementos de resposta a vitamina D
(VDRE), que consiste em duas sequéncias de seis nucleotideos repetidos, mas
separadas por trés nucleotideos aleatdrios, sequéncias estas contidas em regides
promotoras de genes responsivos a vitamina D (Figura 3), entre eles, osteocalcina
(KERNER et al., 1989), 24 hidroxilase (OHYAMA et al., 1994).

VINVIA 3d 343ONVYD ON SIHO0AVIUVYINOIgG

N
(o]



PN

BIOMARCADORES NO CANCER DE MAMA

w
o

Enddcrino

1,25D3
Autocrino \

A

A A Ativagio de VDR
_9 - VDR 200 ZA

| ¢—ie(e'ocimerzagéc

1a-hidroxilase

A

VDR Ligacdo de DNA  RNAPol Il

Controle Transcricional

RNA Pol i
B _A

i VDI
_Cﬁ R

célula-alvo

Figura 3. Mecanismo de Agdo do Receptor de Vitamina D (VDR).

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Contudo, estudos tém relatado niveis séricos de 1,25 dihidroxivitamina D
em pacientes com cancer de mama sao menores quando comparadas a mulheres
sem cancer de mama ou controles. Por sua vez, a expressao tecidual do receptor
de vitamina D (VDR), lahidroxilase e 24 hidroxilase foram similares em tumores
malignos da mama e tecido mamario normal (MILANE et al., 2013).

A identificacdo da expressao do receptor de vitamina D (VDR) na maioria
das células normais e cancerigenas e a descoberta que algumas células também
apresentam mecanismo relacionado comacomplexagaode 1,25-dihidroxivitamina
D e o receptor de vitamina D (VDR), que estimula a expressdao de muitas enzimas
que codificam genes responsaveis pela diferenciacdo celular ou apoptose, t€ém
mostrado evidéncias da influéncia desta vitamina na patogenia de algumas
neoplasias (BONETI; FAGUNDES, 2013; LACZMANSK et al., 2017). Este
conceito prevé que a vitamina D pode ter relevancia para prevengao e tratamento
do cancer de mama (WELSH, 2007).

A proposito, os polimorfismos do gene do VDR podem ser de importancia
para o cancer. Polimorfismos sdao definidos como mutacdes de pelo menos 1%



dos alelos em uma determinada populagao. Varia¢des da sequéncia de DNA que
ocorrem frequentemente na populacdo podem ter efeitos biolégicos modestos,
mas reais. Por causa da abundancia do genoma humano, ele tem sido utilizado
com o objetivo de estudar variacdes no risco para doencas comuns (KOSTNER
et al., 2009); Os seres humanos carregam um grande niumero de polimorfismos
que podem conduzir diferentes efeitos celulares devido a varios mecanismos,
tais como transcrigdo reduzida, pds- transcrigdo ou pos- traducdo alterada ou
alteracdes terciarias no produto do gene (ABBAS et al., 2008).

O gene do VDR humano esta localizado no brago longo do cromossomo
12 na regido ql2-14. Variantes alélicas comuns foram identificadas no gene
VDR (PEDEUTOUR et al., 1994). Os primeiros estudos de polimorfismo do
VDR foram feitos utilizando parametros de metabolismo 0sseo, especialmente
osteoporose (UITTERLINDEN, 2001). As abordagens do gene desta regido
relataram polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNPs) para serem associados
a varias doengas importantes, incluindo cancer de pulmao (FU; LI; ZHANG,
2014), cancer de ovario (SONG; LEE, 2013), cancer de prostata, pele, colorretal,
ovario e da bexiga, carcinoma de células renais e cancer de mama (KOSTNER et
al., 2009; LEE; SONG, 2014).

24 RECEPTOR DA VITAMINA D E O CANCER DE MAMA

O VDR esta presente numa variedade de tipos de células, incluindo
células malignas e normais da mama (ABBAS et al., 2008). Uma vez descoberto
que o VDR ¢ um mediador da via de vitamina D, os polimorfismos genéticos
do VDR tém sido investigados como fatores de risco de muitos tipos de cancer
(GRANT et al., 2013; HUANG et al., 2013; AZAD et al., 2013). Varios estudos
tém avaliado associagdes entre varios polimorfismos no gene VDR e o risco de
cancer de mama, com resultados inconsistentes. Estes polimorfismos incluem
frequentemente trés analises de polimorfismo de nucleotideos tinico (SNPs):
Bsml, Fokl e Taql em extremidade 3’ do gene VDR.

Atualmente, poucos estudos investigaram a associacdo entre o
polimorfismo Apal do gene VDR e o cancer de mama e com resultados
contraditorios (CURRAN et al., 1999; HOU et al., 2002; SILLAPAA et al., 2004;
YANG et al., 2012; LUO et al., 2014; REIMERS et al., 2015; ABD-ELSALAM
etal., 2015).

A populagao brasileira é caracterizada por uma significativa diversidade
genética que ¢ o resultado de uma rica miscigenacdo racial, principalmente de
descendentes de Europeus, Africanos e populagdes nativas. Por conseguinte, a
distribuicao de variantes genomicas na populagdo brasileira em geral ndo mostra
um padrio consistente, como ¢ observado em outros paises cujas populagdes
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sdo predominantemente caucasianas, africanas ou asiaticas (QIAN et al., 2008;
BARMANIA; ZWOLINSKA et al., 2013). Portanto, a populagdo de cada estado
brasileiro deve ser estudada para esclarecer a distribuicdo de polimorfismos
genéticos que sdo relevantes dentro do contexto da satude publica.

O VDR mede principalmente as atividades anticancerigenas de vitamina
D (SILLANPAA et al., 2004; YANG et al., 2012; DALESSANDRI et al., 2012;
CHAKRABORTY et al., 2009). Alguns estudos investigaram a associagdo entre
o polimorfismo Apal do gene VDR e o cancer de mama, mas os resultados nao
foram conclusivos (LUO et al., 2014). Até onde se investigou, ha uma escassez
de estudos do polimorfismo do gene VDR na populagao brasileira, em particular
a variante Apal (rs7975232) em relagao ao cancer de mama.

Em um estudo conduzido por Curran et al. (1999) que investigaram
0 mesmo polimorfismo e o risco para o cancer de mama em 135 casos e 110
controles, observou-se que os genotipos Aa ¢ aa foram significativamente
associados ao aumento do risco de cancer de mama. Assim como Reimers et al.
(2015), que encontraram uma associacdo do polimorfismo Apal e o aumento do
risco para o cancer de mama nos genotipos Aa e aa.

Ja, Abd-Elsalam et al. (2015) encontraram em mulheres egipcias (130
casos ¢ 100 controles), um aumento significativo do risco de cancer de mama entre
as mulheres portadoras de genotipo aa em comparagdo com mulheres portadoras
de genotipo AA, enquanto que nenhum risco significativo foi observado entre
mulheres portadoras de gendtipo Aa em comparagdo com aquelas portadoras de
genotipo AA.

Por outro lado, resultados conflitantes foram relatados em um estudo
taiwanés com 46 casos ¢ 169 controles, onde foi observada uma tendéncia para
o risco de cancer de mama para as mulheres com o gendtipo AA, enquanto o
gendtipo Aa tendeu a ser associado a um risco reduzido, assim como o genotipo
aa (HOU et al., 2002).

Além disso, um estudo finlandés conduzido com 483 casos € 482 controles
observou um menor risco de cancer de mama nas mulheres com o gendtipo aa
quando comparado com o gendtipo AA. As mulheres com o alelo a apresentaram
menor risco de cancer de mama em relagdo ao genodtipo AA, essa associagdo foi
mais forte nas mulheres que apresentaram historia familiar de cancer de mama
(SILLANPAA et al., 2004).

Estudos mostram que caracteristicas menstruais e reprodutivas, sdo
relevantes para o risco de cancer de mama ao longo da vida (TRENTHAM-
DIETZ et al., 2015; LUBIN et al., 1982; PATHAK et al., 1986).

Um estudo com 928 casos e 843 controles, composto de afro-americanas
e americanas de origem europeia, encontrou um aumento do risco para o cancer
de mama nas americanas de origem europeia que apresentavam gendtipo



homozigoto recessivo (aa), contudo essa associag@o foi limitada as mulheres em
pos-menopausa (YAO et al., 2012).

Ja, uma meta-analise que incluiu 11 estudos caso-controle com um total
de 3.738 casos e 4.489 controles, forneceram uma avaliagdo mais precisa sobre a
associagdo entre o polimorfismo Apal do gene VDR e o cancer de mama. Onde
ndo foi encontrada associa¢do entre o cancer de mama entre o alelo a (aa e Aa)
e Alelo A (ZHANG; SONG, 2014). Assim como em outra meta-analise com 12
estudos com um total de 8.254 sujeitos, ndo encontraram associa¢ao do alelo a vs.
A com o cancer de mama (LUO et al., 2014).

Além disso, as variantes polimodrficas do VDR podem afetar as
concentracdes séricas da vitamina D, pois o0 VDR estad possivelmente envolvido
na regulagdo do feedback negativo da sintese de 1,25 (OH) 2D mediada pela
la-hidroxilase, que ¢ a enzima que converte 25(OH)D para 1,25(0OH)2D ativo
(TAKEYAMA et al., 1997).

Dados contraditorios nos estudos de associagdo podem ser resultados de
diversos fatores dentre os quais podem ser citados a etnicidade, diferentes padrdes
de exposicdo a carcinégenos, combinagdes de variantes de susceptibilidade ou o
numero de pacientes investigados (BATAR et al., 2009).

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos sugerem que niveis ideais de Vitamina D tem agao preventiva
ao cancer de mama, ajudando, através do seu receptor (VDR), na regulagao de
mecanismos envolvidos na carcinogénese, em destaque, para genes da regulacao
e diferenciacédo celular.
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Capitulo 3

Calcio e 0 Cancer de Mama

Larysse Maira Cardoso Campos Verdes
Isaac da Costa Sousa

3.1 INTRODUCAO

O céncer ¢ um grupo de doencas que envolvem a divisdo celular continua
e descontrolada que tende a ser agressiva, determinando a formacao de tumores
primarios, que podem espalhar-se e invadir outros 6rgaos do corpo humano, por
isso € considerado a principal causa de morte e a barreira mais importante para
aumentar a expectativa de vida em todos os paises do mundo no século XXI
(INCA, 2020; MICALIZZI; MAHESWARAN, 2018; BRAY et al., 2018).

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais prevalente e principal causa de
morte que afeta a populagdo feminina mundial. Em mulheres brasileiras sao
estimados aproximadamente 66.280 casos novos para o ano de 2020 (INCA
2020; HARBECK; GNANT, 2017).

A neoplasia mamaria ¢ uma patologia heterogénea de -etiologia
desconhecida, e varios fatores aumentam o risco para o cancer de mama incluindo-
se fatores de risco ambientais e genéticos que podem ser nao modificaveis, como
raca, etnia, historico familiar de cancer e variantes genéticas, além de exposigoes
modificaveis relacionadas ao sedentarismo, hormoénios exdgenos, certos fatores
reprodutivos femininos e dieta inadequadas (COUGHLIN; CYPEL, 2013). Nesse
sentido, a nutricdo do individuo pode modificar o processo carcinogénico em
qualquer estagio, incluindo metabolismo do carcinégeno, defesa celular e do
hospedeiro, diferenciagdo celular e crescimento do tumor. Assim, a expressao
génica pode ser promovida ou alterada por nutrientes durante todas as fases da
vida (MAHAN; RAYMOND, 2018).

A proposito, o calcio pode desempenhar um papel protetor na
carcinogénese da mama devido a sua importancia na regulacao da proliferacao,
diferenciagdo e apoptose celular (LI et al., 2013). Nessa visdo este mineral
demonstrou ter efeitos antiproliferativos e pro-diferenciagao nas células mamarias
e pareceu inibir o desenvolvimento de tumores mamarios em pesquisas realizadas
com animais (HIDAYAT et al., 2016).



Algumas evidéncias em estudos epidemiologicos de ingestdo de calcio
indicam que o potencial anti-carcinogénico do célcio depende de sua inter-relacao
e correlagdo com a vitamina D. No entanto, estudos experimentais sugerem que
um nivel aumentado de calcio por si so6 ¢ suficiente para desencadear a apoptose
(ABBAS et al., 2012). Em vista disso, a quantidade de ingestao de calcio na dieta
pode afetar a associacdo com o risco de cancer de mama (QIN et al., 2020).

Por outro lado, outras pesquisas mostraram que uma vez instalado o
cancer mamario, o receptor sensivel ao calcio (CaSR) parece estimular a secre¢ao
da proteina relacionada ao hormonio da paratireoide (PTHrP), o que estimula a
proliferagdo celular (KIM; WYSOLMERSKI, 2016).

Assim, devido ao cancer de mama ser uma doenca de etiologia
multifatorial e alta incidéncia em mulheres no mundo. A propoésito, por haver
relagdo do célcio e o risco ao cancer de mama foi o que nos levou ao interesse de
discutir o papel do célcio na carcinogénese mamaria.

3.2 CALCIO

O calcio ¢ o mineral mais abundante no corpo humano (MAHAN;
RAYMOND, 2018). Aproximadamente 99% desse micronutriente estdo presentes
nos 0ssos e nos dentes, como fosfato de calcio e o 1% restante esta disponivel no
sangue, liquido extracelular e tecidos moles, onde desempenha papéis importantes
em diversas fungdes fisiologicas (WAITZBERG, 2017).

Garantir a ingestao adequada de célcio durante toda a vida util € essencial
para maximizar o pico de massa dssea ¢ na formagao dentaria, além disso, ele
influencia as fun¢des de transporte de membrana e estabilidade, transporte de
ions através de organelas celulares, na liberagdo de neurotransmissores nas
ligagcdes sinapticas, na liberagdo ou ativacdo de enzimas intra e extracelulares,
¢ necessario na transmissao nervosa e regulacdo da funcdo cardiaca, atua como
co-fator necessario nas reacdes enzimaticas, incluindo a formacdo de
trombina, polimerizagao do fibrinogénio em fibrina e coagulagdo (COMINETTI;
COZZOLINO, 2020).

Aingestao de calcio é geralmente associada a ingestao de produtos lacteos
por estar mais prontamente disponiveis, como leite, iogurte e queijo. Mas também
existem outras fontes como cereais fortificados ou ndo, nozes e sementes, couve,
brécolis e agrido (CORMICK; BETRAN, 2019). No entanto, 0 impacto desses
alimentos na ingestao total de calcio depende dos padrdes de consumo alimentar
da populacdo e da biodisponibilidade do célcio pela interferéncia negativa da
presenca de oxalato na dieta e utilizacao de certas medicagoes (CORMICK et al.,
2018; VITOLO, 2014).
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Como o corpo humano ndo ¢ capaz de sintetizar minerais, o calcio deve
ser incluido na dieta em todas as fases da vida em niveis adequados (CORMICK
et al., 2018). Nesse sentido, o Instituto de medicina (IOM), estabeleceu as DRI
mais recentes para o calcio em 2011, em que os com valores de referéncia para
individuos adultos ¢ de 1000 mg por dia (CORMICK et al., 2018) (Tabela 1).

Tabela 1. Recomendagdes de ingestdo do calcio.

RDA (mg/d) EAR (mg/d) )L
Estagios da Recomendagdes de  (Estimativa média de (Limite de
vida doses ou cota requerimento) ingestio maxima
alimentar toleravel)
Bebés
0 — 6 meses 200* 1000 4 mg
7 — 12 meses 260* ND* 5 mg
Criancas
1—3 anos 700 500 1500
4 — 8 anos 1000 800 2500
Homens
9 — 13 anos 1300 1100 3000
14 — 18 anos 1300 1100 3000
19 — 30 anos 1000 800 2500
31 -50 anos 1000 800 2500
51 —70 anos 1000 800 2000
=70 anos 1200 1000 2000
9 —13 anos 1300 1100 3000
14 — 18 anos 1300 1100 3000
19 — 30 anos 1000 800 2500
31 —-50 anos 1000 800 2500
51 —70 anos 1200 1000 2000
=70 anos 1200 1000 2000
Gestantes
< 18 anos 1300 1000 3000
19 — 30 anos 1000 800 2500
31— 50 anos 1000 800 2500
< 18 anos 1300 1000 3000
19— 30 anos 1000 800 2500
31 —50 anos 1000 800 2500
*ND = Nao foi possivel estabelecer um valor

*=Als

NOTA: Um nivel de ingestdo superior toleravel (UL) é o nivel mais alto de ingestdo diaria de
nutrientes que provavelmente nio representa risco de efeitos adversos a saude de quase todos os
individuos da populagdo em geral.

Fonte: Adaptada de Ingestao de Referéncia Dietética para Calcio (2011).

O célcio ¢ absorvido por todas as partes do intestino delgado, porém a
absor¢ao mais rapida ocorre no duodeno em meio acido ¢ em meio alcalino a
absorcdo é mais lenta no restante do intestino delgado, onde a quantidade absorvida



¢ também maior. O calcio é absorvido por dois mecanismos (WAITZBERG,
2017). O primeiro ¢ controlado pela vitamina D e ocorre por transporte ativo em
baixas concentragdes intraluminais de calcio que € saturavel, ocorre no duodeno
e no jejuno. Ja o segundo ¢ por transporte passivo quando em altas concentragdes
(MAHAN; RAYMOND, 2018).

No organismo o calcio 6sseo esta em equilibrio com o calcio sérico com
valores de calcio sério situados entre 8,8 e 10,8 mg/dL, na qual as concentragdes
do calcio ionizado variam de 4,4 a 5,2 mg/dL (COMINETTI; COZZOLINO,
2020).

O controle da concentracdo sérica de calcio ¢ feito pela glandula
paratircoide (paratormoénio), da tireoide (calcitonina) e pela vitamina D
(WAITZBERG, 2017). Quando os niveis de calcio sérico caem, ocorre estimulo
através do receptor sensivel ao calcio para aumentar a secre¢do do hormdnio
da paratireoide na glandula paratireoide ¢ diminuir a secrecdo de calcitonina
na glandula tireoide. Assim, altas concentracdes de hormonio da paratireoide
estimulam a remocdo esquelética de calcio, reabsorvendo o calcio renal pelo
aumento da produgdo de 1,25-dihidroxivitamina D3 e aumento da absorg¢do
gastrointestinal de célcio, que ocorrem até a normalizag@o dos niveis circulantes
de calcio (CAMPOS-VERDES et al., 2018).

Por outro lado, em resposta aos altos niveis de célcio, o receptor sensivel
ao calcio sinaliza a paratireoide para diminui¢do do hormonio da paratireoide
e a aumento da calcitonina na tireoide, isso inibe a absor¢do 0ssea ¢ aumenta a
excrecao renal de calcio (CAMPOS-VERDES et al., 2018) (Figura 1).

A excregdo do célcio ocorre por via urinaria (150-250 mg/dia), pelas
fezes (100-150 mg/dia) e, pela bile, suco pancreatico e saliva (menos de 1%)
(WAITZBERG, 2017).

A deficiéncia de calcio, hipocalcemia, é definida quando os valores de
calcio sérico total sdo inferiores a 8,6 mg/dL (COMINETTI; COZZOLINO,
2020). Nessas condi¢des, pode acontecer sinais clinicos como hipotensdo
com alteragdes cardiovasculares, alteragdes neuromusculares, parestesia de
extremidades, diarreia, perda de peso, edema papilar. J& a ingestdo muito alta
(>2000 mg/dia), especialmente em pessoas com alta ingestdo de viamina D, ¢
uma causa potencial de hipercalcemia quando em niveis superiores a 10,2mg/
dL. Assim, a toxicidade pode levar a calcificagdo de tecidos moles, especialmente
os rins apresentando como sintomas fadiga, nduseas e vomitos, anorexia, arritmias
cardiacas, coma e morte (WAITZBERG, 2017).
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Niveis de Ca? baixo Niveis de Caz’alto

Figura 1. Regulacdo da homeostase do calcio no corpo humano.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Embora as pesquisas sobre o papel do calcio tenha sido direcionada
principalmente na saude 6ssea, os efeitos do calcio na dieta ou dos suplementos
de calcio tém sido orientados para outros resultados de saude recentemente como
risco de hipertensdo gestacional, cancer colorretal, sindrome pré-menstrual,
doengas cardiovasculares e cancer de mama (ABBAS et al., 2012). Além disso,
estudos mostraram que o aumento do risco de cancer de mama tem sido associado
a varias doencas cronicas, como diabetes, obesidade ¢ sindrome metabolica.
Portanto, a ingestdo de calcio pode estar indiretamente associada com esses
disturbios em relagcdo a um menor risco de cancer de mama (ABBAS et al., 2012;
QIN et al., 2020).

33  CALCIO E CANCER DE MAMA
Nos ultimos anos os pesquisadores buscam a regulagdo em nivel celular
da proliferacdo, migragdo, invasdo e morte celular pelo célcio, e a alteracdo da



expressdo dos componentes particulares de sinalizag@o de calcio tem sido foco
na avaliagdo da intersecdo entre sinalizagdo de calcio e diferentes tipos de cancer
(SOHYUN et al., 2016).

Nesta perspectiva, um dos tipos de cancer que tem sido estudo é o cancer
de mama. E notério que a mama esta intimamente ligada ao ion calcio durante a
lactacdo, pois o calcio no leite é importante para o crescimento e desenvolvimento
da crianga (SOA et al., 2019). No entanto, apenas no ano de 2004 um estudo
indicou pela primeira que a bomba de efluxo de calcio da membrana plasmatica
Pmca2, localizada na membrana apical, foi responsavel pelo transporte direto de
Ca?" no leite a partir da célula epitelial. A partir dai, foram identificados outros
canais de célcio em pesquisas com animais ¢ descobertos trés andlogos humanos
das proteinas (PMCA2, ORAII e SPCA2) que estdo ligados ao cancer de mama
de alguma forma (SOA et al., 2019).

A expressdo alterada ndo se limita apenas a canais ¢ bombas de calcio
importantes na lactacdo, pois nas ultimas décadas, estudos mostraram que existe
um feedback durante a lactagio (CAMPOS-VERDES et al., 2018). No inicio
da lactagdo, uma proteina relacionada ao hormoénio da paratiredide (PTHrP)
¢ produzida por células epiteliais da mama e secretada na circulagdo materna,
atuando nas células 0sseas para a reabsor¢do dssea osteoclastica, liberando calcio
na corrente sanguinea. Em seguida, o célcio circulante atua no receptor sensivel
ao calcio (CaSR) para inibir a produ¢do de PTHrP e estimular o transporte de
calcio no leito. Quando o suprimento de calcio para a glandula ¢ menor que o uso
de calcio, niveis mais baixos de calcio sistémico reduzem a estimula¢do da CaSR
, levando a diminuigdo do transporte de calcio e diminuindo a secrecao de PTHrP
pelas células epiteliais da mama (KIM; WYSOLMERSKI, 2016) (Figura 2).

No cancer de mama, alguns estudos relataram que parece haver uma
mudan¢a no comportamento da CaSR, pois o CaSR aumenta a proliferacao
de células cancerigenas. Na neoplasia mamaria a ativagao do CaSR aumenta a
producao de PTHrP estimulando a proliferagao de células de cancer de mama
e protegendo contra a apoptose. No entanto, ndo se sabe qual o mecanismo de
ativagdo do receptor sensivel ao calcio uma vez que esse feedback acontece sem
a mulher ser lactente (KIM; WYSOLMERSKI, 2016) (Figura 3).

Por outro lado estudos epidemioldgicos conduzidos principalmente entre
populagdes ocidentais apoiam uma associa¢do inversa entre a ingestdo de calcio
e o risco de cancer de mama, ou seja, o calcio desempenha um papel protetor na
carcinogénese da mama devido a sua importancia na regulagdo da proliferagao,
diferenciacdo e apoptose célular (CUI; ROHAN, 2006; SOHYUN, 2016).
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Figura 2. Feedback do célcio durante a lactacao.
Fonte: Elaborag@o dos autores.
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Figura 3. Feedback do célcio no cancer de mama.

Fonte: Elaborag@o dos autores.



Nas populagdes ocidentais, ¢ sabido que os laticinios sdo a principal
fonte alimentar de célcio, e existe o prevalente uso de suplementos de calcio,
sendo maior que na Asia (LI et al., 2013). Outrossim, no ocidente os produtos
lacteos sdo geralmente fortificados com vitamina D, o que fica dificil estabelecer
se as associagOes inversas observadas entre o calcio ¢ o cancer de mama nessas
populagdes sdo independentes da ingestdo de vitamina D (CORMICK et al.,
2019).

Em uma meta-analise que utilizou resultados de seis estudos prospectivos
de coorte e nove estudos de caso-controle sobre ingestao de célcio e risco de cancer
de mama, obtiveram como resultado uma redugao estatisticamente significativa
de 19% no risco de cancer de mama quando compararam o grupo com ingestao
maior (> 1.000 mg/dia) versus a menor ingestdo (<500-600 mg/dia) de calcio
(CHEN et al., 2010).

Ja em outra meta-analise mostrou que a associacao inversa da ingestdo de
calcio com o risco de cancer de mama ¢ limitada a mulheres na pré-menopausa
(HIDAYAT et al., 2016). No entanto, ainda precisa mais estudos que venham
apoiar tais afirmagdes, pois o calcio tem complexas intera¢des entre a vitamina
D e fatores de crescimento semelhantes a insulina que podem promover a
inibig¢do do crescimento em células de cancer de mama (LIN et al., 2007) Além
disso, o célcio pode servir como um potencial regulador na proliferagao celular
impulsionada por estrogénio (LIU; HU; CHAKRABARTY, 2009). Ademais,
deve-se consideram que existe uma inadequacdo de calcio nas mulheres na pos-
menopausa visto que ¢ possivel que os efeitos benéficos do calcio nas mulheres
na poés-menopausa s6 ocorram em doses mais altas (MENG et al., 2010).

No entanto, existem preocupacdes da ingestdo de uma dose alta de
calcio com os riscos adversos para a saude. Assim, a ingestdo maxima de calcio
na dieta e/ou por suplemento alimentar deve ser considerada com cautela uma
vez que varios estudos também sugeriram que uma alta ingestdo de calcio,
principalmente de suplementos, pode estar associada a riscos aumentados de
doengas cardiovasculares e pedras nos rins. Um estudo que analisou a dose-
resposta mostrou que a associacdo inversa da ingestdo de célcio com o risco de
cancer de mama permaneceu quando a ingestdo foi de até 1900 mg/d, o que
mostrou uma relagdo inversa mais adequada quando a ingestdo de calcio ¢ feita
em origem alimentar trazendo o benéfico que o calcio teria como papel de protetor
do cancer de mama (HIDAYAT et al., 2016).

Assim, o calcio ¢ um micronutriente essencial na saide humana ndo
somente na formacdo da massa 6ssea ¢ dentaria, mas também por ter um papel
de regulacdo na célula para a proliferagdo, migragdo, invasdo e morte celular,
conferindo assim um importante aliado para o risco ao cancer de mama.
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3.4  CONSIDERACOES FINAIS

Ante o exposto, sugere-se que o calcio possa ter um papel protetor no
cancer de mama, através da ingestao diaria adequada em todas as fases de vida,
por ter fun¢des importantes no processo de regulacao celular. Por outro lado, uma
vez instalado o cancer de mama, o calcio parece ativar e modificar a via utilizada
na lactagdo, aumentando a proliferagdo de células cancerigenas e protegendo
contra a apoptose. No entanto, fazem-se necessarios mais estudos que possam
consolidar tais informagdes.
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Capitulo 4

Selénio e 0 Cancer de Mama

Maisa Guimarades Silva Primo
Nadir do Nascimento Nogueira
Poliana Cristina de Almeida Fonseca Viola
Gilmara Péres Rodrigues

4.1 INTRODUCAO

O selénio (Se) é um oligoelemento essencial para diversas fungdes no
organismo humano. Descoberto em 1817 pelo quimico sueco J. Jakob Berzelius,
esse mineral foi, por muitos anos, considerado um elemento que exercia fungdes
prejudiciais a satde. Apenas em 1979, a importancia do Se para a nutri¢do
humana comegou a ser compreendida, devido a descoberta do seu papel no
desenvolvimento da Doenca de Keshan, cardiomiopatia diagnosticada em
criangas que residiam em regides de solo pobre no mineral (BROWN; ARTHUR,
2001; KESHAN DISEASE RESEARCH GROUP, 1979).

Entre as principais fungdes biologicas do Se, podem ser mencionadas
o aumento da resisténcia imunologica, sua participagdo no metabolismo dos
hormonios tireoidianos, na manutengao da fertilidade masculina, na protecdo
contra a acdo nociva de metais pesados e xenobidticos, bem como seu
importante papel antioxidante, por meio da formag@o de selenoproteinas, a
exemplo da selenoproteina P e da glutationa peroxidase (GPx) (FREITAS et
al., 2014).

Devido a sua relevancia para a saide humana, o estado nutricional
relativo ao Se deve ser avaliado periodicamente, determinando-se, para tanto,
suas concentragdes no soro, plasma, eritrocito, urina, cabelos e unhas (SOARES,
2018). A fim de que valores adequados sejam encontrados, recomenda-se que
mulheres maiores de 18 anos consumam diariamente 55 pg do mineral (RDA),
considerando como limite maximo toleravel de ingestao (UL) o equivalente a 400
ug de Se por dia (I0OM, 2006).

A quantidade de Se no organismo dependera da ingestdo de alimentos
fontes do mineral ou da suplementacdo quimica. A composi¢ao nutricional em
Se dos alimentos fontes esta diretamente relacionada ao teor do mineral no solo
de cultivo, bem como aos fatores geoquimicos, caracteristicas da rocha e pH



do solo (GONZAGA; MARTENS; COZZOLINO, 2007; TRUEBA; SANCHEZ;
GUILIANI, 2004).

O consumo insuficiente de Se podera favorecer o desenvolvimento de
doengas especificas, como a cardiomiopatia de Keshan; mas também, o de doengas
cronicas ndo transmissiveis, com destaque para o cancer de mama, uma vez que
vias metabolicas dependentes de Se serdo inibidas, viabilizando a ocorréncia de
processos mutagénicos e carcinogénicos em células saudaveis (SOARES, 2018).

4.2 ESTRUTURA QUIMICA DO SELENIO NO SOLO E ALIMENTOS

O Se ¢ encontrado na natureza em quatro estados de oxidagao (0, +2, +4,
+6) e nas formas orgéanicas e inorganicas. Obtido a partir da 4gua, ar e solo, sua
quantidade varia de acordo com fatores geoquimicos, como o pH e a natureza
da rocha (FORDYCE, 2007; GONZAGA; MARTENS; COZZOLINO, 2012). A
quantidade desse mineral no solo tem origem do magma e dos gases vulcanicos,
sendo posteriormente proveniente do degelo, com distribuigdo heterogénea e
varia¢ao da concentragdo de Se no solo entre 0,01 e 2 mg/kg até concentragdes
mais elevadas, proximas a 1.200 mg/kg (FARIA; KARP, 2015; KOHRLE, 1999).

Em cada tipo de solo predomina uma forma quimica diferente de Se. Em
solos acidos, ricos em matéria organica, predomina o Seleneto. Nos solos neutros,
encontram-se os Selenitos (SeO,*), complexados com oxidos e hidroxidos
de ferro, o que os torna pouco disponiveis para as plantas. Em solos alcalinos
predominam os Selenatos (SeO,*), sendo esta a forma quimica prevalente e mais
absorvida pelas plantas. No Brasil, as maiores concentragdes de Se no solo sdo
encontradas nas regides Norte e Nordeste (FARIA; KARP, 2015).

Além das caracteristicas fisico-quimicas do solo de cultivo, sabe-se que as
condi¢des de manejo, irrigagdo, bem como as alteragdes climaticas, influenciam
a concentracdo e biodisponibilidade do Se em alimentos de origem animal e
vegetal. O que influenciara, consequentemente, as concentragdes sanguineas de
Se nas diferentes populagdes (GONZAGA; MARTENS; COZZOLINO, 2016;
OLDFIELD, 2002).

Nos alimentos de origem animal e vegetal, o Se ¢ encontrado na forma
orgénica, como Selenometionina (SeMet). Na forma inorganica, ¢ encontrado
como Selenocisteina (SeCys), predominantemente nos alimentos de origem
animal, sendo considerada a forma quimica mais biologicamente ativa. Formas
inorganicas, como o Selenato e Selenito de Sodio sdo utilizadas na produgao de
suplementos nutricionais e fortificagdo de alimentos (COMINETTI et al., 2011;
FINLEY, 2006; RAYMAN, 2000).

No organismo humano, entretanto, todos os selenocompostos serdo
convertidos em Selenito para serem metabolizados. Assim, a biodisponibilidade
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de Se dependera, ndo apenas dos processos digestivos e absortivos, mas também
da quantidade do mineral que sera convertido para a formacao das selenoproteinas,
da forma quimica ingerida, sua interagao com facilitadores (metionina, proteinas,
vitaminas E e A) e/ou inibidores da absor¢do (metais pesados como chumbo,
cadmio e mercurio), fatores econdmicos e habitos alimentares da populagdo
(FAIRWEATHER-TAIT, 1997; FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011; NOBREGA,
2015; SOARES, 2018).

No Brasil, estudos de base epidemioldgica mostraram que a ingestao
dietética de Se varia de 18 a 139 pg/dia, sendo a castanha do Brasil, também
conhecida como castanha do Para, a fonte alimentar mais rica e popular. Outros
alimentos considerados boas fontes alimentares de Se sdo os cogumelos, frutos
do mar, figado, rins, levedura de cerveja, cereais integrais e vegetais cruciferos,
como o brécolis e couve-flor (Figura 1) (REIS, 2018; THOMSON et al., 2008).

[ Alimentos ]

[Tipos de solo}

Figura 1. Principais fontes de Selénio na natureza.

Fonte: Elaboragdo dos autores

Conforme supramencionado, ressalta-se que as fontes alimentares de
Se terdo maior ou menor concentragdo do mineral a depender da regido e das
caracteristicas do solo onde foram cultivadas (FINLEY, 2006; GONZAGA;
MARTENS; COZZOLINO, 2016).



4.3 METABOLISMO DO SELENIO

O corpo humano possui cerca de 10 a 20 mg de Se, o equivalente a menos
de 0,01% do peso corporal total, sendo armazenado nos musculos, esqueleto,
eritrocitos, pancreas, figado, rins, estdbmago, cérebro, mucosa gastrointestinal e
pele na forma quimica de SeMet (GROPPER et al., 2009; SOARES, 2018).

A absorc¢do do Se ocorre principalmente no duodeno, ceco e célon, em
quantidades variaveis, de acordo com a forma quimica ingerida. A SeMet ¢ a
forma quimica de melhor absorcdo, alcangando niveis absortivos equivalente a
95 e 98%, por meio de transporte ativo com aminoacidos basicos, como histidina,
lisina, arginina e metionina. Na sequéncia, a forma quimica Selenato apresenta
otima capacidade absortiva, superior a 90%, por meio de carreadores dependentes
de sodio e potassio. O Selenito, muito presente na fortificagdo de alimentos e
suplementos alimentares, ¢ absorvido por difusdo simples, alcancando niveis de
absorcao superiores a 80% (COMINETTI et al., 2011; FAIRWEATHER-TAIT,
1997).

Apo6s absorgdo, os selenocompostos sao metabolizados no figado. A
SeMet ¢ dependente do estado nutricional de metionina para biotransformagao
em compostos biologicamente ativos. Em condi¢des adequadas, a SeMet pode ser
transsulfurada em SeClys, por a¢do da enzima B-sintase, e convertida em Seleneto
(HSe") ou incorporada as proteinas do organismo (ROMAN et al., 2014).

Uma vez absorvida, a forma quimica Selenato (SeO,*) ¢ reduzida em
Selenito (SeO,) eem HSe". As formas quimicas y-glutamil-Se-metilselenocisteina
(GGSeMCys) e Se-metilselenocisteina (SeMCys) sdo convertidos a Metilselenol
(CH,SeH) pela B-liase e desmetilados, formando HSe". Portanto, no metabolismo
do Se, todas as reagdes mencionadas formam um tnico produto, denominado
Seleneto (HSe’), que ¢é utilizado como substrato para a biossintese de
selenoproteinas (GIERUS, 2007; NOBREGA, 2015).

Apodsmetabolizagdo, o Se é excretado principalmente por viaurinaria, afim
de manter a homeostase entre os selenocompostos e o Se corporal. Para excre¢ado
urinaria, grupamentos metil sdo acrescentados as formas quimicas circulantes,
obtendo formas quimicas menos tdxicas, a exemplo do Trimetilselenonio,
Metilselenol e Selenoagucares (COMINETTI et al., 2011).

E importante mencionar que a excre¢do também pode ocorrer por
meio da matéria fecal, por secrecdes bioldgicas e pelas unhas. Além disso,
em condigdes de excesso de Se corporal, o mineral passa a ser eliminado
também pela respiracdo, nas formas quimicas de Monometil ¢ Dimetilselenito
(LETAVAYOVA; VLCKOVA; BROZMANOVA, 2006).

Na figura 2 sdo apresentadas algumas vias e formas quimicas presentes
no metabolismo e excre¢do urinaria do Se.

VINVIA 3d 343ONVYD ON SIHO0AVIUVYINOIgG

1%}
—



PN

BIOMARCADORES NO CANCER DE MAMA

U
N

(sodmetco] G5

l
(rbaite) @

SeMet (Se0,%) ——  (Se03%) GGSeMCys SeMCys

= / N/

SCr «—  (CHsSeH)

T Seleneto (HSe’) l
Proteinas corporais
(SeAlb, SelP) / \ (CH;),Se \
(HsePO,*) Seleno aguicares l il
/ \ (CHs)sSe+
Selenoproteinas GH’ — /

Figura 2. Reacdes bioquimicas que compdem o metabolismo do Selénio, a

partir das diferentes formas quimicas ingeridas.

Legenda: SeMet: Selenometionina; SeCys: Selenocisteina; Selenato (SeO,>); Selenito (SeO,”);
Seleneto: (HSe); Selenofosfato: HSePO,*; y-glutamil-Se-metilselenocisteina (GGSeMCys); Se-
metilselenocisteina (SeMCys); Metilselenol (CH,SeH); Dimetilselenito (CH,),Se; Trimetilselenito
(CH,),Se".

Fonte: Elaboragdo dos autores.

44  RECOMENDACOES DIETETICAS E ESTADO NUTRICIONAL
RELATIVO AO SELENIO

Para a determinag¢do das recomendagdes nutricionais diarias de Se,
o National Research Council (NRC, 1989) estabeleceu que a concentragdo
sanguinea de Selenoproteinas, a exemplo da GPx (Glutationa Peroxidase), seria
utilizada como pardmetro para determinar a saturagdo do mineral. Com base
nessa determinagdo, estudos populacionais realizados na China ¢ Nova Zelandia
subsidiaram o estabelecimento dos valores de Ingestao Dietética Recomendada
(RDA) e de Necessidade Média Estimada (EAR) de Se para homens e mulheres
de diferentes idades (IOM, 2006).

Assim, para adultos, o Institute of Medicine (I0M, 2006) recomenda uma
ingestao diaria (RDA) de 55 pg de Se, com necessidade média estimada diaria de
45 pg de Se (EAR). Os valores de RDA e EAR sdo utilizados, respectivamente,



para avaliagdo da ingestdo individual e de grupos populacionais. Em adicdo,
considera-se como Limite Méaximo Toleravel de Ingestao (UL) o equivalente a
400 pg de Se/dia, utilizando-se esse valor de ingestdo como indicativo de excesso
relativo ao mineral, capaz de gerar toxicidade por meio da alimentagdo e/ou
suplementac¢ao (I0M, 20006).

No que se refere a avaliagao do estado nutricional relativo ao Se, na pratica
clinica podem ser utilizados métodos diretos, como exame de sinais clinicos,
imunolégicos e bioquimicos. Os parametros bioquimicos mais utilizados incluem
as dosagens do mineral no plasma, eritrocitos, cabelos e unhas, bem como a
analise das Glutationas Peroxidases. No Brasil, as avaliagdes do estado nutricional
relativo ao Se mostraram baixas concentragcdes plasmaticas e eritrocitarias do
mineral nas populagdes estudadas (DONADIO et al., 2016; ROCHA et al., 2016).

As dosagens de Se no plasma e soro refletem a ingestao alimentar a curto
prazo. O Se disponivel no plasma e soro estdo no formato de Selenoproteinas P,
GPx-3, Selenometionina e outros compostos de estrutura dependente do mineral.
Nos eritrocitos, a dosagem de Se expressa a ingestdo dietética de médio prazo e
esta presente predominantemente no formato de GPx-1 (NOBREGA, 2015). Nos
cabelos e unhas, as dosagens de Se indicam estado nutricional de longo prazo,
equivalente a um periodo de 6 a 12 meses. Entretanto, sdo pouco utilizadas em
estudos cientificos pela susceptibilidade bioldgica e contaminag@o por diversos
produtos quimicos, como xampus e esmaltes (NAVARRO-ALARCON;
CALEBRA-VIQUE, 2008).

Como biomarcador da excre¢do, a dosagem urinaria de Se é a mais
utilizada, pois cerca de 15 a 20% do mineral absorvido é eliminado por esta
via. A interpretagdo do resultado deve ser realizada com cautela, considerando as
variagdes na excre¢do urinaria de Se por homens e mulheres de diferentes idades
(XIA et al., 2005).

E também oportuno mencionar que, uma vez que a deficiéncia de Se reduz
a atividade de enzimas dependentes do mineral, pode-se utilizar a dosagem de
selenoproteina P, GPx-1 (eritrocito) e/ou GPx-3 (plasma), como biomarcadores do
estado nutricional relativo ao Se. Apesar do crescente uso desses biomarcadores
em pesquisa cientifica, ainda nao existe um consenso mundial quanto aos valores
de referéncia a serem adotados (COMINETTI; COZZOLINO, 2009; THOMSON,
2004).

45  CARCINOGENESE MAMARIA E SELENIO
A patogénese do cancer de mama e a terapia antineoplasica induzem

de forma intrinseca a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s). Os
mecanismos envolvidos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. Uma das
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hipoteses sugere que o aumento das necessidades metabolicas das células
neoplésicas e, portanto, de ATP (adenosina trifosfato) para manter a elevada taxa
de proliferacdo, resulte na sintese aumentada de radicais livres intracelulares
(KANAAN; HAPER, 2017).

A capacidade celular de adaptagdo a presenga de ERO’s depende do nivel
de exposi¢do ao estresse oxidativo (EO). Desta forma, quando as membranas
celulares estdo continuamente expostas a um ambiente circundante de EO, as
ERO’s conseguem danificar a barreira lipoproteica e entrar na célula, chegando
ao nucleo, para promover danos irreversiveis ao material genético. No ntcleo
celular, as reagdes oxidativas geram mais ERO’s, a exemplo dos peroxidos
lipidicos e peroxinitritos, que contribuem para iniciar o processo carcinogénico,
formando adutos genotoxicos no DNA (acido desoxirribonucleico) e a iniciagdo
tumoral (FENG et al., 2012; HECHT et al., 2016).

Especificamente em relagdo ao cancer de mama, dois mecanismos
carcinogénicos merecem destaque: (1) a célula iniciada é estimulada a aumentar
a sintese do DNA para replicacdo, na presenca de agentes carcinogénicos, como
as ERQO’s, e (2) o EO favorece a proliferacdo tumoral por meio da interagdo de
ERO’s com citocinas ¢ hormonios, como o estrogénio, resultando na ativagao
de proteinas tirosina quinase para inibicdo da apoptose celular e aumento da
expressao de oncogenes (VERA-RAMIREZ et al., 2011).

Nesse sentido, diversos estudos tém evidenciado que o Se € micronutriente
essencial ao sistema de defesa antioxidante celular, no combate a sintese
aumentada de ERO’s e consequente prote¢do contra a tumorigénese mamaria
(JUNIOR et al., 2015; SILVA et al., 2017). O papel antioxidante do Se se deve a
composi¢ao estrutural deste mineral na formacdo da enzima GPx, importante na
segunda linha de defesa antioxidante do organismo, apos a atividade da enzima
Superoxido Dismutase, que € zinco/cobre dependente. Essas duas enzimas
antioxidantes combatem o EO, que esta relacionado ao cancer de mama, tanto
pela fisiopatologia da doenca, quanto em decorréncia da terapia antineoplasica
(GROBER et al., 2016).

Além disso, o Se exerce papel anticarcinogénico em outros mecanismos
celulares e moleculares, por meio de diversas Selenoproteinas que integram o
metabolismo da glicose, bem como a sintese e o reparo do DNA. Entre esses
mecanismos, destacam-se: (1) o efeito inibitério dos derivados de Se sobre a
proteina quinase C, regulando a diferenciagdo celular e o crescimento do tumor;
(2) aumento da expressdo do gene p53 (supressor de tumor); (3) inibicdo da
angiogénese; (4) estimulo de células natural killer e linfocitos citotoxicos e (5)
participagdo em mecanismos epigenéticos, como na redugdo da hipermetilacao
inibitoria da transcrigdo do DNA (FONTELLES; ONG, 2017; GUO et al., 2015;
HECHT et al., 2016).



Contra a tumorigénese, o papel do Se parece estar relacionado aos estagios
iniciais, impedindo que adutos genotoxicos sejam formados no DNA, ou ainda
que haja ruptura ou perda de cromossomos no material genético das células. Em
adi¢do, o Se pode favorecer a atividade de enzimas que participam do sistema
Citocromo p450 e da desintoxicagdo de fase II, bem como a atividade de enzimas
reparadoras de DNA, a exemplo das glicosilases (FERGUSON et al., 2012).

Em fases mais tardias da carcinogénese, o Se pode inibir o crescimento
celular, por meio de indugao apoptotica. Essa atividade foi demonstrada em estudo
in vitro realizado com linhagem celular LNCaP, modelo de cancer de prostata,
tratadas com baixas concentragdes de Se nas formas quimicas de Selenito de
Sodio e Selenometionina. Os resultados mostraram diminui¢do de danos
oxidativos ao DNA na presenga de concentragdes intracelulares aumentadas do
mineral (ERKEKOGLU et al., 2010).

A atividade anticarcinogénica do Se também foi demonstrada in vivo por
estudo desenvolvido em ratos tratados com DMBA (7,12-dimetilbenzantraceno,
um antineoplasico indutor de EO) e alimentados com Selenito de Sodio. Os
resultados mostraram que a alimentacgdo rica em Se diminuiu a ocorréncia de
peroxidacdo lipidica e a formag@o de 6xido nitrico. Em humanos com céancer
de mama, também se verificou redugdo do EO, avaliado pela concentracdo de
biomarcadores resultantes de reagdes oxidativas, bem como pelas concentragdes
aumentadas de enzimas de reparo (TAKADA et al., 1992; EL-BAYOUMY, 2001;
DIZIAMAN et al., 2009).

Em suma, evidéncias cientificas t€m mostrado que a ingestdo adequada
de Se pode alterar os mecanismos bioldgicos de varios tipos de cancer. A partir
dos resultados de estudos experimentais, acredita-se que a quimioprevengio
induzida pelo Se ¢ alcancada mediante ingestdo dietética de concentracdes
supranutricionais do mineral, a depender do tipo de metabolito e sua bioconversao
a forma ativa. A Se-metilselenocisteina, por meio do Metilselenol, foi verificada
como um dos selenocompostos efetivos contra o cancer, por ser capaz de inibir
a angiogénese, importante meio de nutri¢do e oxigenagdo das células tumorais
(LU; JIANG, 2005; CHEN et al., 2013; LU et al., 2016).

4.6  PARTICIPACAO DO SELENIO NA PROGRESSAO DO CANCER
DE MAMA

Ainda em relacdo a angiogénese tumoral, o Se ¢ capaz de regular
negativamente o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), reduzindo a irrigagao sanguinea para
as células tumorais e, consequentemente, reduzindo sua capacidade invasiva e
metastatica (SACCANI et al., 2006; VUNTA et al., 2007).
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Entre as vias metabolicas importantes para a progressao tumoral, destaca-
se a do 4cido araquidonico mediada pela COX-2 (ciclooxigenase 2). Por esta via,
ocorre sintese estimulada de prostaglandina lipidica E2 (PGE2), com indugao
do microambiente inflamatorio e de supressdao imunolodgica, que conferem maior
agressividade tumoral. O Se, por meio da acdo de selenoproteinas, é capaz de
desacoplar a COX-2 da mPEGS-1 (enzima PGE2 sintase microssomal 1),
reprogramando o metabolismo do acido araquidonico e diminuindo a sintese de
PGE2 (DIWAKAR et al., 2017; PRIMA et al., 2017).

Emrelacdo a prevengao carcinogénica, estudo de metanalise desenvolvido
por Babaknejad et al. (2014), incluindo estudos que investigaram o risco de
cancer de mama em relagdo aos niveis séricos de Se, mostrou associagdo inversa
entre as concentragdes de Se e o risco de desenvolver a doenga, sugerindo a
deficiéncia do mineral como preditor da neoplasia mamaria. Em adicdo, estudo
de metanalise ¢ meta-regressdo desenhada por Cai et al. (2016), verificou que
a elevada exposi¢do ao Se tem efeito protetor contra o cancer, mas que o efeito
quimiopreventivo do mineral depende do tipo de cancer avaliado, sugerindo
que elevadas concentragdes de Se no soro ¢ plasma estdo relacionadas ao risco
diminuido dos canceres de mama, pulmao e es6fago.

Referente a progressdo do cancer de mama, a suplementagdo com
diferentes formas quimicas de Se em ratos, associou o Selenito a diminuigdo
do crescimento tumoral a curto prazo, bem como ao aumento da incidéncia de
metastases em rins e 0ssos. Os resultados foram melhores quanto a forma quimica
Selenometionina, associada a inibi¢ao mais prolongada do crescimento tumoral e
associada a menor ocorréncia de metastase (CHEN et al., 2013).

Além disso, o papel do Se no cancer também tem sido apontado como
potencializador terapéutico, minimizando os efeitos adversos das drogas
quimioterapicas (MAYO, 2017). O potencial terapéutico foi corroborado
por Chen et al. (2018), em estudo com aplicagdo de nanoparticulas de Se em
linhagem celular do cancer de mama (MCF-7) combinada a terapia antineoplasica
convencional. Os resultados mostraram inducao de apoptose celular, autofagia e
interrup¢ao na fase G2 do ciclo celular, sugerindo que o uso combinado de Se
em pacientes durante o tratamento oncoldgico pode potencializar os resultados
desejados.

Ressalta-se, porém, que muitos estudos ainda sdo necessarios para avango
do conhecimento sobre a eficacia do Se na prevencdo ou terapia do cancer de
mama, uma vez que o papel deste mineral dependera de varios fatores, incluindo
a quantidade, forma quimica ingerida e biodisponibilidade, bem como aspectos
genéticos (polimorfismos e mecanismos epigenéticos), estagios de intervengao e
de desenvolvimento tumoral.
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Capitulo 5

Zinco e 0 Cancer de Mama

Luana Mota Martins
Carla Solange de Melo Escorcio Dourado
Jussilene Alves Amorim
Neusa Camilla Cavalcante Andrade Oliveira

5.1 INTRODUCAO

Cancer (CA) ¢ uma doenga responsavel por alteragdes genéticas a nivel
celular, provocando um crescimento desordenado de células, as quais podem
invadir tecidos, levando a perda de sua fun¢fo, processo esse que culmina na
formagao de clones de células neoplasicas, ou seja, tumores. O cancer de mama
¢ aquele com maior incidéncia e taxa de mortalidade na populagdao feminina no
mundo. No Brasil, o nimero total de novos casos chega a 60.000 por ano. O
cancer de mama também acomete homens, porém ¢ raro, representando 1% do
total de casos (INCA, 2019; TIEZZI et al., 2019).

O modelo esporadico de evolugdo clonal e o modelo de células tronco-
cancerigenas sdo apontados como responsaveis pela carcinogénese mamaria.
De acordo com a evolugdo esporadica clonal qualquer célula epitelial mamaria
pode ser alvo de mutagdes através de alteragdes genéticas e epigenéticas,
contribuindo assim, para a progressao da doenca. Ja o modelo de células tronco-
cancerigenas, postula que apenas células-tronco e progenitoras podem iniciar e
manter a progressao de um tumor. Essas células-tronco podem, ainda, sofrer uma
evolucdo clonal, fornecendo um vinculo dinamico entre os dois modelos. Assim,
a fisiopatologia do cancer de mama ¢ um processo continuo em que as células
epiteliais mamarias adquirem rapida proliferagdo, progressao, poder de invasdo
tecidual e metastase (BOMBONATI; SGROI, 2011).

Uma vez que a etiologia do cancer de mama ainda nao foi totalmente
elucidada, sabe-se da influéncia de fatores genéticos, como a predisposi¢do
hereditaria e/ou constituicdo hormonal, responsédveis por 5 a 10% dos casos, e
ambientais, como exposicdo a agentes quimicos, fisicos e biologicos, tais como
agrotoxicos, radiagdes e xenobioticos. Outros fatores estdo relacionados ao estilo
de vida, como consumo de alcool, excesso de peso e sedentarismo (SILVA et al.,
2019).
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Existem evidéncias de que os fatores alimentares influenciam nos
estagios de iniciacdo, promocgdo e progressao do cancer de mama. Uma vez que a
ingestdao de uma dieta com alto teor de gordura e pobre em fibras alimentares esta
entre os fatores dietéticos que contribuem para o aumento do nimero de casos de
neoplasia mamaria (PREVIATO et al., 2015). Diante disso, € possivel afirmar que
certos micronutrientes possuem papeis importantes na inibicdo do cancer ou no
seu desenvolvimento (HOLANDA et al., 2017).

O zinco, por exemplo, ¢ um micronutriente com mecanismos diversos,
uma vez que ¢ um componente catalitico em mais de 300 enzimas, incluindo
aquelas envolvidas na defesa antioxidante, atua também como cofator de proteinas
que controlam a resposta a danos no DNA, enzimas de sinalizagdo intracelular e
metaloproteinases da matriz (MMP), que sdo proteinas envolvidas na patogénese
do cancer de mama. O zinco, ainda, modula a agao de células malignas, atuando
no estresse oxidativo, que influencia diretamente no comportamento dos tumores.
Assim, alteragdes nas concentragdes de zinco, como o aumento na expressao dos
transportadores desse mineral podem desempenhar um papel significativo na
disfun¢do e proliferacdo celular de tumores malignos (CHANDLER et al., 2016;
HOLANDA et al., 2017; KELLEHER et al., 2009; LIN et al., 2011).

Portanto, em vista do carater multifatorial do cancer e sua relevancia com
altas taxas de incidéncia/mortalidade e sabendo da influéncia que os nutrientes
podem gerar na carcinogénese mamaria, esse capitulo objetiva esclarecer o papel
do mineral zinco na patogénese do cancer de mama.

5.2 ZINCO

O estilo de vida € o principal fator etioldgico para o crescente nimero
de doengas cronico-degenerativas em todo o mundo. Tendo como pilar o
sedentarismo e o consumo excessivo de alimentos industrializados. A dieta
ocidental se mostra rica em agucares simples, gordura saturada, um baixo
consumo de fibras alimentares e no tocante aos minerais, 0 zinco esta entre os
mais deficientes (CRUZ; SOARES, 2011).

O zinco ¢ um mineral que se encontra amplamente distribuido em todo o
corpo humano. As Recomendagodes Diarias de Ingestao (RDI’s) do zinco sdo de
11 mg/dia para homens e 8 mg/dia para mulheres adultas. Em algumas fases da
vida, as necessidades deste mineral estdo aumentadas, como gestagdo, infancia,
adolescéncia e senilidade (Tabela 1) (HAMBIDGE et al., 2010).



Tabela 1. Recomendagdes de ingestdo do mineral zinco

Elslt\iigi(zs davida RDA (Recomendacdes EAR (Estimativa UL (Limite de
de doses ou cota média de ingestdo maxima
alimentar) requerimento) toleravel)

Bebés

0 — 6 meses 2 mg ND* 4 mg

7 — 12 meses 3mg 2,5mg 5mg

Criancas

1 -3 anos 3mg 2,5mg 7 mg

4 — 8 anos 5mg 4 mg 12 mg

Homens

9 —13 anos 8 mg 7 mg 23 mg

14 — 18 anos 11 mg 8,5 mg 34 mg

19 — 30 anos 11 mg 9,4 mg 40 mg

31— 50 anos 11 mg 9,4 mg 40 mg

51 =70 anos 11 mg 9,4 mg 40 mg

> 70 anos 11 mg 9,4 mg 40 mg

Mulheres

9 —13 anos 8§ mg 7 mg 23 mg

14 — 18 anos 9 mg 7,3 mg 34 mg

19 — 30 anos 8 mg 6,8 mg 40 mg

31-50 anos 8 mg 6,8 mg 40 mg

51 —70 anos 8 mg 6,8 mg 40 mg

> 70 anos 8 mg 6,8 mg 40 mg

Gestantes

< 18 anos 13 mg 10,5 mg 34 mg

19 — 30 anos 11 mg 9,5 mg 40 mg

31 -50 anos 11 mg 9,5 mg 40 mg

Lactantes

< 18 anos 14 mg 10,9 mg 34 mg

19 — 30 anos 12 mg 10,4 mg 40 mg

31 -50 anos 12 mg 10,4 mg 40 mg

*ND = Nao foi possivel estabelecer um valor
Fonte: Adaptado de Padovani et al. (2000).
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As principais fontes alimentares sdo carnes bovinas, peixes, aves, leite,
queijos, frutos do mar, cereais de graos integrais, gérmen de trigo, feijoes, nozes,
améndoas, castanhas e semente de abobora. Entretanto a ingestdo alimentar
ndo ¢ garantia de utilizacdo celular deste micronutriente, devido a ocorréncia
de interagdes quimicas com outras substancias, como oxalato, fitatos, fibras e
alguns minerais, prejudicando a absor¢@o. Os produtos animais geralmente sdo as
melhores fontes de zinco, com relagdo ao contetdo protéico e biodisponibilidade
(DOMENE et al., 2008). Além de fontes alimentares, o zinco ja se encontra
naturalmente no organismo como 5 isotopos: *Zn, Zn, ¢Zn, %Zn e "Zn e
geralmente estdo complexados a aminoacidos, peptideos e nucleotideos (CRUZ;
SOARES, 2011).

O zinco oriundo de ingestdo oral, apds ser excretado pelas secrecdes
pancreaticas, € absorvido na superficie apical do enterdcito via ZIP4 (os
transportadores de zinco da familia ZIP sdo responsaveis por transportar o zinco
do espago extracelular para organelas intracelulares) e entdo, transportados
para a circulagdo via ZnT1 (A familia de transportadores ZnT funcionam
como exportadores de zinco intracelular) (Figura 1). Na corrente sanguinea, o
zinco ird combinar-se com a albumina e aminoacidos no teor de 55% e com
macroglobulinas no teor de 40%, sua forma livre ¢ absorvida pelos tecidos
periféricos, como figado, medula dssea, testiculo, rim, pele, coracao, musculo
esquelético e pancreas, sendo mantido a homeostase do zinco por meio dos seus
transportadores (Figura 2) (KONDAIAH et al., 2019).
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Figura 1. Transportadores de zinco.

Fonte: Elaborag@o dos autores.
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Figura 2. Absor¢do ¢ homeostase do zinco no organismo.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Durante deficiéncia de zinco ou ingestdo reduzida de zinco na dieta,
as concentragdes plasmaticas e teciduais desse mineral sdo mantidas por uma
diminuigdo na excrecdo fecal ¢ aumento simultineo da absor¢do intestinal.
Quando o zinco se encontra presente em altas concentragdes nas células, o mesmo
pode interferir em processos metalo-dependentes ou inibir proteinas. Assim, um
aumento na concentrac@o de zinco disponivel induz a sintese de tioneina, que ira
acoplar-se ao zinco e agir como marcador bioquimico, controlando a concentragao
do mineral, esse mecanismo dara formagao a metalotioneina (MT), por meio da
acdo do zinco sobre os fatores de transcri¢do zinco-dependentes. Na presenca
de baixas concentragoes de zinco na célula, o zinco € liberado através da MT12
(KONDAIAH et al., 2019).

O zinco absorvido ¢ perdido nas fezes, urina, s€men e suor, sendo a
excre¢do fecal a mais sensivel ao status de zinco no organismo. Para avaliar
o estado nutricional relativo ao zinco, utiliza-se o indicador bioquimico de
sua presenca no plasma, combinada com outros indicadores, como a ingestdo
alimentar, zinco eritrocitario, zinco no cabelo e enzimas dependentes de zinco
(HAMBIDGE et al. ,2010).
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O papel do zinco na nutri¢ao humana tem sido cada vez mais ressaltado na
literatura, uma vez que o zinco participa como constituinte integral de proteinas
ou como co-fator enzimatico em mais de 300 reagdes quimicas, € preciso atengao
quanto as recomendagdes, pois a deficiéncia de zinco esta relacionada a quadros
patologicos graves, tais como disturbios gastrointestinais € seu excesso esta
associado a supressdo da resposta imune, diminuicdo da lipoproteina de alta
densidade (HDL) e a reducdo das concentragdes de cobre no plasma (CRUZ;
SOARES, 2011; HAMBIDGE et al., 2010; JEN; YAN, 2010). O zinco, quando
em concentragdes adequadas, pode revelar-se como um agente quimiopreventivo
util para muitas doengas cronicas, tais como aterosclerose, cancer, doengas
neurodegenerativas, artrite reumatoide e até mesmo envelhecimento, devido
ao aumento cronico de citocinas pro-inflamatorios e estresse oxidativo (CRUZ;
SOARES, 2011).

Em situagdes onde o zinco encontra-se deficiente, alguns mecanismos
biologicos sao afetados como, por exemplo, estimulos a diversos tipos de doengas
inflamatdrias, devido o zinco fornecer papel modulador do sistema inflamatério
ocasionando altera¢des do mesmo. Por vez € necessario a compreensdo da atuagao
especifica do zinco no sistema imunoldgico, visto que as repostas podem ser
diferentes em cada patologia, com o objetivo de determinar orientagdes dietéticas
desse mineral que pode desempenhar papel protetor ou determinante em relagao ao
cancer de mama, bem como os mecanismos pelos quais os nutrientes podem estar
envolvidos na progressdo, reaparecimento ¢ mortalidade decorrentes da doenca
(RABINOVICH; SMADI, 2019; MAMMADOVA-BACH; BRAUN, 2019).

5.3 ZINCO E CANCER DE MAMA

Devido a alta heterogeneidade e complexidade clinica dos tumores
mamarios, os alvos terapéuticos podem apresentar diferentes respostas, tornando
necessario uma conduta clinica especifica a fim de proporcionar um tratamento
eficaz. A distribuicdo do zinco apresenta-se em concentragdes diferentes em
cada tipo de tumor, podendo ser associada a progressao do cancer e mecanismos
associados aos processos celulares regulados pelo zinco, que desempenham papel
sobre o estresse oxidativo e sinalizagao celular, com influencia direta em células
cancerigenas (CIRQUEIRA et al., 2011; CHANDLER et al., 2016).

Uma vez que o zinco estd envolvido em varios processos bioldgicos,
¢ oportuno destacar o envolvimento desse mineral na tumoragao. O aporte de
nutrientes, em especial, do zinco ¢ aumentado devido ao desenvolvimento de
novos vasos sanguineos que auxiliam na propagag¢dao do tumor, processo esse
denominado angiogénese, o qual aumenta a expressao das MMP’s, atuando na
progressao do cancer (KAMBE, 2011; KLEIN; BISCHOFF, 2011).



Outro aspecto importante sobre a atuagdo do zinco no processo de
tumoragcdo ¢ sua ag¢do na molécula Caderina Epitelial (E-caderina), uma
glicoproteina membranar que desempenha papel importante na homeostase do
epitélio e estruturagdo celular e que é regulada pelo zinco. A E-caderina apresenta
baixa expressdo ¢ diminui¢cdo de sua adesdo com outras células, na presenga de
tumores, induzindo a metastase. Esse processo ¢ justificado pela agdo aumentada
do zinco nos tecidos, podendo ser utilizado como ferramenta do processo catalitico
das MMP recentemente sintetizadas, enquanto deveria estar ligado as proteinas
estruturantes da E-caderina, evitando a tumoragao (ASPIC, 2020; HOLANDA et
al., 2017).

Apesar dos niveis de zinco sérico e nos tecidos malignos estarem em baixa
nos pacientes com diversas variagdes neoplasicas, como carcinoma do figado,
vesicula biliar, aparelho digestivo ou prostata, nos pacientes com cancer de mama,
os niveis de zinco encontram-se reduzidos no soro ¢ elevados nos tecidos malignos,
uma vez que o proprio tecido mamario possui alto requerimento de zinco. Portanto,
estudos indicam que o zinco plasmatico pode ser um marcador prognostico e
terapéutico do cancer de mama (ARAUJO et al., 2016; CHEN et al., 2011).

Outros estudos apontaram que a deficiéncia sérica dos niveis de zinco
pode ter contribuido para a desregulagido de vias levando a carcinogénese.
Justificando-se pela contribuicdo do zinco para a estabilidade estrutural das
proteinas denominadas “Dedos de Zinco”, esses desempenham um papel
importante na regulacdo da rede metabdlica celular, o que é essencial para a
sintese de acido desoxirribonucleico (DNA), transcricdo de acido ribonucleico
(RNA), divisao e ativacdo celular (SILVERA; RHOAN, 2007).

Outro possivel mecanismo que relaciona o zinco ao cancer de mama ¢
através da MT, uma proteina que possui interagcdo direta com o zinco. Quando
a MT apresenta uma superexpressao em sua forma MT-2, a mesma pode estar
associada a agressividade do carcinoma mamario que induz a metéstase, em
contrapartida, essa proteina em sua expressao normal, desempenha um papel
multifatorial como a regulacdo dos metais pesados presentes no organismo,
protecdo contra condigdes de estresse oxidativo e apoptose celular (ARIAS;
SANTOS, 2008; KIM et al., 2011).

A superexpressdo da MT também ocorre por conta da suplementacéo de
zinco na dieta, uma vez que o zinco € importante no controle da sintese e degradagao
da MT, de modo que as concentra¢des de MT nos hepatocitos sdo muito baixas na
deficiéncia de zinco. Assim, € possivel inferir que o desencadeamento de quadros
patologicos graves se da pela suplementacdo de zinco e ndo pela deficiéncia
(ARIAS; SANTOS, 2008).

Segundo Riesop et al. (2015) e Takatani-Nakase (2018), a expressdo
génica elevada dos transportadores de zinco da familia ZIP, em especial de ZIP6
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e ZIP10, parece inibir os transportadores transmembranares deste metal para as
células normais (Figura 3), sugerindo um influxo elevado de zinco para as células
tumorais. Hipotese essa ja estudada por Farquharson et al. (2009) ao quantificar
zinco em células tumorais e ndo tumorais, assim, verificaram que as amostras
tumores apresentaram concentragdes de zinco aproximadamente 80% mais
elevadas quando comparadas as amostras ndo tumorais.

Z!b 1“2

GELULA DO CANCER DE MAMA

RETICULO ENDOPLASMATICO

SINALIZAGAO DE ZINCO

-A

Figura 3. Superexpressao de transportadores.

Fonte: Elaboracao dos autores.

Ainda durante o processo de tumorigenénese, os transportadores do tipo
ZnT promovem o efluxo do excesso de zinco das células tumorais, em vesiculas
para uso posterior. A propdsito, um mecanismo ja bem descrito, ¢ do excesso de
zinco desencadeando o processo de apoptose celular em células saudaveis, porém
acredita-se que o transportador ZnT2 ¢ MT sejam superexpressos em células
malignas de cancer de mama, o que as protege do hiperacimulo de zinco, evitando
amorte dessas células tumorais (LOPEZ et al., 2011; ALAM; KELLEHER, 2012).
Comprovando-se assim, que altera¢des mecanicas no metabolismo de zinco
durante a formacao de tumores no cancer de mama sio refletidas na alteracdo
intrinseca natural do zinco no tecido mamario (LARNER et al., 2015).

Alguns estudos relatam a participagdo do zinco na defesa do organismo,
influenciando na proliferacdo e maturacao das células de defesa, com fundamental
atuagdo no sistema imunologico. As células Natural Killer (NF), por exemplo, sdo



importantes para a imunidade contra infecg¢des e tumores. Em casos de deficiéncia
ou diminui¢ao da disponibilidade de zinco para as células do sistema imune, como
por exemplo, o acimulo excessivo de zinco no tecido neoplasico, o organismo
contara com uma defesa debilitada, contribuindo para o desenvolvimento e
progressao de tumores. Devido a essa desregulacao do sistema imunoldgico,
células de defesa irdo depositar seus produtos no tecido neoplasico, como uma
tentativa de proteger o organismo, o qual ira gerar um infiltrado inflamatério no
tecido, dessa forma, a associagdo de inflamagao e cancer mostra que inflamagao
cronica ¢ o fator epigenético que mais contribui para o surgimento e progressao
do tumor (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010; CRUZ; SOARES, 2011; GAO et al.,
2018).

De maneira geral, o zinco exerce papel em diversos processos celulares,
estabilizando estruturas de proteinas e acidos nucléicos, preservando a integridade
de organelas subcelulares, participando do transporte, através de enzimas,
desempenhando um papel importante em fendmenos imunoldgicos. O zinco parece
auxiliar na questdo preventiva do céncer, pois 0 mesmo atua como componente
antioxidante, porém em estadgios avancados da doenga, com alta agressividade
de invasdo celular, o mineral apresenta papel inverso, pois sera utilizado como
nutriente para suprimento das células malignas (ROCKENBACH et al., 2008).

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos processos multifatoriais do zinco, pode-se sugerir que o
mesmo encontra-se intimamente ligado ao processo patolégico do cancer de
mama, através do seu acimulo tecidual causado pelo aumento da expressao dos
transportadores de zinco e assim, alterando a atividade das metaloproteinas, com
participagdo na promogao e progressao tumoral. Ainda assim, € possivel observar
que o mineral pode atuar na prevencao de processos simples relacionados a redugao
do estresse oxidativo, uma vez que o zinco parece nao atuar beneficamente em
tumoragdes com estagios avangados. No entanto, s3o necessarios mais estudos
com uma maior explanagdo a fim de fortalecer os mecanismos apresentados.
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Capitulo 6

Receptor do Fator de Crescimento
Epidérmico (HER2) e 0 Cancer de Mama

Carla Solange de Melo Escorcio Dourado
Jodo Paulo da Silva-Sampaio
Luana Mota Martins

6.1 INTRODUCAO

Fatores de crescimento s@o polipeptideos que estimulam a proliferacao
celular e podem apresentar um papel importante no processo carcinogénico.
O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) ¢ uma das quatro
proteinas receptoras do fator de crescimento transmembranar que compartilham
semelhangas em estrutura e fungdo. Juntos, compreendem a familia c-erbB
de receptores Tirosina-Kinase (TK) (GOUSTIN; LEOF; SHIPLEY, 1986). O
EGFR, ¢ também conhecido como HER1 ou c-erbBl1, foi o primeiro membro
deste grupo a ser descrito, ¢ uma glicoproteina de 170-kd na qual consiste em um
dominio extracelular, uma regido transmembranar e outra intracelular (YARDEN;
SLIWKOWSKI, 2001).

A familia de receptores ErbB consiste em quatro membros EGFR/HER1/
ErbB1, HER2/rtbB2, HER3/ErbB3 ¢ HER4/ErbB4 (YARDEN; SLIWKOWSKI,
2001; CITRI; YARDEN, 2006). Os ErbB sao ativados ap6s homodimerizacao ou
heterodimerizacdo (MARMOR; SKARIA; YARDEN, 2004). Os receptores HER
ligam-se ao fator de crescimento epidérmico (EGF) ou outros fatores (KONDO;
TSUKUDA; ISHIGURO, 2010). Diferentes genes codificam os peptideos
constituintes desses receptores. O HER1 estd localizado no cromossomo 7,
HER2, HER3 e HER4, nos cromossomos 17,12 e 2, respectivamente. No entanto,
ja foram descritas uma porgao de formas variantes desses receptores associados a
ativacdo celular desordenada. Quando estimulados por ligantes, esses receptores
formam dimeros que se transfosforilam, vindo em seguida a transdug@o de sinais
intracelulares que leva a invasdo e ao crescimento de células malignas (LEITE;
COSTA; CALLADO, 2012).

Varios estudos associaram a expressao do HER2 aumamaioragressividade
bioldgica em varios tipos de tumores so6lidos, incluindo os carcinomas do pulmao,
colon, ovario, da bexiga, e da cabega e pescoco. A estimulagdo desse receptor



medeia varios acontecimentos que sao criticos para a formagao e progressao do
tumor, incluindo a proliferagdo, a invasao e a angiogénese (SALOMON, 1995).

6.2 ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO NO CANCER DE
MAMA

OHER2 éumdosreceptores da familia TK, localiza-se na superficie celular
e possui trés dominios: extracelular, a qual se acopla ao ligante, transmembranica
e intracelular, com o sitio catalitico de TK. No dominio extracelular reside o sitio
de ligagdo, na porcdo transmembranica ha a uma alfa-hélice hidrofobica e no
dominio citosolico (intracelular) localiza-se o residuo proteico com a atividade
TK (TIBES; TRENT; KURZROCK, 2005).

Os receptores acoplados a TK regulam uma série de eventos fundamentais
tanto para as cé¢lulas normais quanto para as células tumorais no que diz respeito
ao controle e a regulagdo da sinalizacdo celular necessarios para desencadear o
ciclo celular, a migrag@o, o metabolismo, a proliferagdo e a diferenciagao celular
(LEMMON; SCHLESSINGER, 2010).

No cancer de mama, o HER2 encontra-se desregulado, e essa
desregulagdo pode ser ativada a partir de uma variedade de mecanismos, dentre
os quais se destacam: mutacgdes, superexpressao do receptor, superproducao de
ligantes ou ainda a associagdo destes dois ultimos mecanismos (BURKHARD;
SONKE; HARTMUT, 2006). Com relagdo aos ligantes, ja foram descritos 12
tipos extracelulares para a familia do EGF, os ligantes do HER1 incluem EGEF,
TGF alfa, HB-EGF, Anfiregulina, Epiregulina e Betacelulina (Figura 1). Ja as
Neuregulinas ligam tanto HER3 quanto HER4. Sabe-se, porém que durante a
heterodimerizacdo o HER2 ¢ o receptor ligante prioritario do HER1 (ROSKOSKI,
2004).

A interagdo entre receptor ¢ ligante pode resultar em homo ou
heterodimerizacdo, levando a autofosforilagdo cruzada dos residuos
citoplasmaticos de TK, que por sua vez poderdo funcionar como sitios para
moléculas sinalizadoras, responsaveis pela inicializagdo da cascata de eventos
intracelulares que culminard na formag¢do dos mais variados efeitos pro-
carcinogénios (ELIZABETH; KAREN; LI, 2011). Assim, quando estimulados
por seus respectivos ligantes, os receptores HER formardo dimeros que se
transfosforilardo, vindo em seguida a transducdo de sinais intracelulares
que levardo a invasdo e ao crescimento de células malignas (LEMMON;
SCHLESSINGER, 2010).
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Figura 1. Estrura dos receptores da familia HER.
Fonte: Elaboracao dos autores.

Apoésadimerizacdo e ainternalizagdo do HER2 ocorrera a autofosforilagao
dos residuos citoplasmaticos de TK, permitindo a fosforilagdo de outras proteinas
que levardo a transdug@o do sinal e consequente cascata de eventos celulares
(Figura 2). Quando o receptor for fosforilado ele recrutara as proteinas Shc e
Grb2, que agirdo via Sos, ativando a Ras. A seguir, ocorrera a cascata de ativagao
Raf/MAPK/ErK/MEK, levando a fosforilagdo das MAPK/ErK1/2 que induzira a
expressao de fatores de crescimento. A ativagdo das vias MAPK estara associada
com a divisdo celular, outras vias ativadas pelo HER2 se relacionardo com o
progndstico do cancer de mama, como por exemplo: a c-Src, estara associada
com a proliferacdo e a sobrevida celular, ja a resisténcia aos agentes citotoxicos
sera biologicamente mediada pela ativagdo da proteina STAT (HERBST, 2004).



Homo e Heterodimerizagao
de receptores ErbB

|
N
?

| |

Proliferagdo  Diferenciagdo Apoptose Mortalidade

Figura 2. Mecanismo de acao simplificado do HER2 no cancer de mama.

Fonte: Elaboracao dos autores.
6.3 POLIMORFISMO

O polimorfismo genético manifesta-se quando duas ou mais formas
diferentes de um mesmo gene, alelos, ocorrem simultaneamente em uma mesma
populagdo (BROCKMOLLER et al., 2008). As variagdes nas sequéncias de
nucleotideos podem ser substituicdes, delecdes, inser¢des e duplicagdo ou
delegdo de genes. A propoésito, um gene sera considerado polimorfico quando o
alelo menos frequente ocorrer na populagdo com uma frequéncia maior que 1%
(MILLER et al., 2001).

Dentre os polimorfismos relacionados com o cancer de mama destaca-
se o SNP, que apresenta duas possibilidades de nucleotideos na sequéncia do
DNA e geralmente formam trés possibilidades de gendtipos, que podem ou nao
diferir em fendtipos (BROCKMOLLER et al., 2008). Estas variagdes genotipicas
podem influenciar a taxa de transcri¢ao génica, a estabilidade do RNA mensageiro
(RNAm), ou a quantidade e atividade das proteinas (RISCH, 2000).

A presenga de SNP tem sido frequentemente implicada na carcinogénese
de uma variedade de tumores sélidos, incluindo os carcinomas de mama, pulmao,
colon, ovario, bexiga, cabega e pescogo (DONG et al. 2008). A propdsito uma
das mais importantes mutagdes genéticas no cancer de mama ¢ o SNP do gene do
HER?2, variante rs1136201, localizado no cromossomo 17q21 (MA et al., 2011),
que consiste na substituicdo do aminoacido Valina (G) pela Isoleucina (A) no
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codon 655 (GTC > ATC) no dominio transmembranar do receptor HER2 (EL-
MOUGY et al., 2008).

No cancer o HER2 pode ser desregulado a partir de uma variedade
de mecanismos, dentre os quais se destacam mutagdes, polimorfismos,
superexpressdo do receptor, superproducao de ligantes ou ainda a associagdo
destes dois ultimos mecanismos (LEITE; COSTA; CALLADO, 2012). Analises
de clones de DNA humanos identificaram um polimorfismo na regido de
codificac¢do transmembrana no coddo 655 do gene HER2. Este polimorfismo que
codifica isoleucina (Ile; ATC) ou valina (Val; GTC) foi relatado em diferentes
tipos de cancer. A presenga de Val (G) na posigdo transmembranar estabiliza
a formacdo de um dimero ativo da proteina que predispde uma auto-atividade
do receptor HER-2. Em adicao, a substituicdo de Ile (A) por Val (G) no codon
655 pode alterar a hidrofobicidade da proteina HER2, afetando a estabilidade
conformacional dos dominios hidrofobicos, como o dominio transmembranar.
No cancer de mama a presenca desse polimorfismo aumenta a dimerizacao, a
autofosforilagdo e a atividade tirosina quinase do HER-2, o que pode causar a
transformacao celular (NAKAJIMA et al., 1995; TAKANO et al., 1995).

Portanto, a substituicao de Ile (A) por Val (G) no cédon 655 pode alterar
a hidrofobicidade da proteina HER2, afetando a estabilidade conformacional
dos dominios hidrofébicos, como o dominio transmembrana, promovendo a
transducao de sinais intracelulares que leva a invasdo e ao crescimento de células
malignas.

6.4 SUPEREXPRESSAO DO HER2 VERSUS O PROGNOSTICO

Devido a expressao de diferentes subtipos moleculares, o cancer de
mama, ¢ uma doenca que apresenta uma variedade de fatores prognosticos. Na
verdade, fator prognostico nada mais ¢ que um marcador associado a sobrevida
global do paciente podendo, portanto determinar o curso clinico ou o risco de
recidiva da doenga. Desde 1996, quando a American Society of Clinical Oncology
publicou as diretrizes recomendando que o status HER2 deveria ser determinado
em todos os casos de cancer de mama invasivo. Desta forma, essa proteina passou
a representar um importante marcador tumoral de sobrevida e consequentemente
alvo para o desenvolvimento de terapias contra o cancer. Vale ressaltar ainda que a
superexpressao do HER2 pode levar ao crescimento excessivo do tumor, invasao
do tecido mamario e a desfechos clinicos relevantes (WOLFF et al., 2007).

Os marcadores comumente mais importantes e utilizados para a
definicdo do tratamento e estabelecimento do prognostico do cancer de mama
sdo a expressdo dos receptores hormonais de estrogeno e progesterona, ¢ a
superexpressdo ou amplificagdo do receptor do fator de crescimento epidérmico



humano (HER2) associado a varidveis clinicas e patologicas, tais como: o
envolvimento linfonodal, tamanho tumoral, tipo histolégico, grau do tumor e
margens cirargicas (MORCOS, 2013).

Apesar dos receptores do fator de crescimento epidérmico da familia
HER ser fundamentais para o crescimento ¢ o desenvolvimento de varios 6rgaos
e sistemas, no carcinoma mamario, a superexpressao do HER2 esta associada
a prognostico desfavoravel e risco de recidiva, sendo também determinante
da escolha da terapia medicamentosa. Desta forma, esses achados revelam a
necessidade de se realizar o diagnostico do cancer de mama mais precocemente
a fim de se oferecer as pacientes melhores perspectivas de sobrevida (FREITAS,
2008).

O cancer de mama HER2 positivo possui elevada expressdo da
oncoproteina HER2 e receptores hormonais negativos. Em geral, esse subtipo
molecular corresponde a cerca de 20% dos casos. As mulheres com diagnostico
primario de carcinoma de mama e com superexpressao de HER2 possuem um
pior prognoéstico em relag@o aquelas que ndo apresentam essa amplificagdo génica
(WOLFF et al., 2007).

Assim a avaliagdo diagnostica do HER2 ¢ usada como fator prognostico
do comportamento mais agressivo do tumor (PICCART-GEBHART, 2005),
preditivo e seletivo em relagdo aos beneficios clinicos para o tratamento com
Trastuzumabe, um anticorpo monoclonal humanizado que atua especificamente
no dominio extracelular do receptor HER2, cujos beneficios sdo significativos
(WOLFF et al., 2007).

A terapia contra o cancer vem se tornando cada vez mais especifica devido
a descoberta e a identificacdo de novos biomarcadores. A rigor, a expressdo do
HER2, Ki67 e dos receptores hormonais de estrogeno e progesterona sao oS
biomarcadores que vem proporcionando um melhor entendimento da doenca
(CESAR et al. 2012). Portanto, ¢ de suma importancia que o estudo do status do
HER?2 seja feito de maneira segura, precisa e confiavel (HANNA et al., 2007).

Embora atualmente se considere que a analise de perfis de expressdao
de gene HER2 seja o método mais confiavel para classificar os carcinomas
mamarios, na maioria das vezes uso dessa técnica € limitado devido ao alto
custo. Na pratica clinica, a maior parte da rotina de diagnostico ainda é executada
por ImunoHistoQuimica (IHQ) (IRIGOYEN et al., 2011). Contudo, uma técnica
comumente utilizada por médicos nos consultorios que visa a detec¢@o inicial
da doenca ¢é a bidpsia por agulha grossa, a qual consiste na retirada de pequenos
fragmentos de tecido mamario diretamente da lesdao (SLAMON et al., 1987).

As mais recentes abordagens moleculares tanto na literatura quanto na
clinica apontaram uma modificacdo de fenotipo do receptor de estrogénio (RE),
receptor de progesterona (RP) e HER2 entre o cancer primario € o metastatico.
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A evolucdo do HER2 no cancer metastatico confirma que o diagnostico inicial
da amplificagdo do HER2 ¢ um marcador terapéutico clinicamente importante.
Apesar das dificuldades de interpretacio e problemas de heterogeneidade
do tumor, a maioria dos estudos que compararam o status do HER2 entre a
doenca primaéria e a recidiva demonstrou que em geral, hd progressao do cancer
(SIMMONS et al., 2009; STAFIN et al., 2014).

A duragao relativamente longa entre o diagnostico da doenga primaria e a
recidiva pode favorecer a recorréncia mais tarde de HER2-negativo para positivo.
Para evitar esse viés a cirurgia pode ser mais adequada como pratica clinica de
rotina que a biopsia de doenga metastatica a distancia. Portanto, a analise de
tecidos tumorais deve fazer parte da pratica clinica diaria na avaliagdao da doenca
loco-regional e metastase a distancia, visto que os resultados revelaram que foi
necessario alterar a terapia em 17% dos casos ap6s a comparagio dos receptores
antes ¢ depois da recaida da doenga. Desta forma, a falta de bidpsia na doenca
recorrente pode potencialmente negar tais mulheres de uma terapia alvo (AMIR;
CLEMONS, 2009; SIMMONS et al., 2009; SHARMA et al., 2010; THOMPSON
etal., 2010).

As alteragdes nas proteinas receptoras no cancer de mama devem ser
interpretadas cuidadosamente (AMIR; CLEMONS, 2009), pois pelo menos trés
fatores podem estar relacionados: resultados falso-positivos e falso-negativos na
avaliagdo da expressdo e da heterogeneidade dos receptores e, eventualmente,
modificac¢des na biologia do tumor. Em sintese, os resultados apontam um padrao
de discordancia muito elevado entre a expressdo dos receptores hormonais e o
tumor primario de mama e as lesdes metastaticas correspondentes, enquanto o
HER?2 permaneceu relativamente constante (CURTIT et al., 2013).

Contudo, os RE ou PR positivos ja foram negativamente associados
com o HER2, embora os resultados para RE ndo tenham sido estatisticamente
significantes na analise multivariada. Quando considerada a combinagao do estado
RE/PR positivo para qualquer um dos receptores hormonais as mulheres foram mais
propensas a ser HER2 positivo em comparacao com aquelas com RE-negativo/PR-
negativo, embora que os resultados ndo tenham sido estatisticamente significantes.
Esses resultados apontam que a superexpressdo deste biomarcador (HER2) esta
fortemente correlacionado com caracteristicas clinicas patoldgicas desfavoraveis
do tumor, como PR negativo e estagio avan¢ado do tumor (PARISE et al., 2009).

As caracteristicas clinico-patoldgicas, imunohistoquimicas, padrdes de
sobrevivéncia, recaida e fatores de risco dos diferentes subtipos moleculares de
cancer de mama foram analisadas e descobriu-se que o subtipo HER2 possui
caracteristicas histopatoldgicas e IHC mais desfavoraveis, bem como uma pior
sobrevida e recaida em menos tempo, enquanto que os carcinomas luminais
apresentaram caracteristicas de tumor de mama mais benignos e um melhor



prognostico. Ja comrelacao aos fatores de risco, no HER2 destacam-se a paridade,
o Indice de Massa Corporal (IMC) ¢ a menopausa como agentes determinantes da
etiologia da doenca (IRIGOYEN et al., 2011).

Desta forma, o subtipo molecular de cancer de mama que apresentar
amplificacdo do gene HER2 ou superexpressdo da proteina HER2 serd chamado
de HER2-positivo, este crescerd mais rapidamente, serd mais propenso a se
espalhar e voltar, em comparagdo com o subtipo HER2-negativo devido ao
aumento da atividade metastatica das células tumorais que expressam a proteina
HER2 (WOLFF et al., 2007).

Ja do ponto de vista clinico, o HER2 ¢ um importante biomarcador no
cancer de mama, pois sua expressao aumentada serd determinante para a escolha
da quimioterapia. Assim, a deteccao precoce do status HER2 pode trazer grandes
beneficios e contribuir fortemente para a tomada de decis@o sobre o tratamento a
ser seguido no cancer de mama (IRIGOYEN et al., 2011).

Assim, a superexpressdo do HER2 no cancer de mama indica uma
associacdo negativa com a sobrevida, e entre os mecanismos que contribuem
para esse fato destacam-se a ativagdo da transcricdo e a amplificacdo do gene
(BUITRAGO; UEMURA; SENA, 2011).
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Capitulo 7

CYP19A1 e o0 Cancer de Mama

Maria da Concei¢do Barros Oliveira
Danylo Rafhael Costa Silva

7.1 INTRODUCAO

O cancer de mama tornou-se um evidente problema de satide mundial,
sendo considerada a malignidade mais frequente entre as mulheres de paises
desenvolvidos e subdesenvolvidos (ABEJE; SEME; TIBELT, 2019), apresentando
uma estimativa mundial no ano de 2018, de aproximadamente 2.089.000 casos
novos e taxa de mortalidade de aproximadamente 627.000 o6bitos (BRAY et
al., 2018; FERLAY et al., 2019). Apesar da incidéncia do cancer de mama ser
mais elevada nos paises mais desenvolvidos em comparagao com paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos, sua mortalidade ¢ mais elevada em paises
subdesenvolvidos (GHONCHEH; POURNAMDAR; SALEHINIYA, 2016).

No Brasil o cancer de mama € o tipo da doenga mais comum entre as
mulheres correspondendo a cerca de 30% dos casos novos. Estimam-se 66.280
casos novos de cancer de mama, para cada ano do triénio 2020-2022 (INSTITUTO
NACIONAL DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019). Além
disso, cerca de 40% das pacientes que sofrem com a recidiva da doenca morrem
principalmente nos primeiros 2 a 3 anos, onde o risco de recidiva ¢ maior. Embora,
as taxas de mortalidade sejam elevadas, se diagnosticado e tratado oportunamente,
o cancer de mama pode ser considerado uma doenga de prognostico relativamente
bom (JEMAL et al., 2008; GERBE; FREUND; REIMER, 2010). Todavia, no
Brasil a doenca continua sendo diagnosticada em estagios avancados quando
comparada com paises desenvolvidos (VIEIRA; FORMENTON; BERTOLINI,
2017).

O céancer de mama ¢ uma doenca heterogénea de etiologia desconhecida
que envolve multiplos fatores de risco, inclusive as alteracGes genéticas
(COSTA-SILVA et al., 2017; YEO; GUAN, 2017). Contudo, tem sido sugerido
que estratégias terapéuticas e prognosticas mais adequadas no cancer de
mama podem ser desenvolvidas usando a expressdo génica de genes que estio
associados ao desenvolvimento, crescimento e agressividade do cancer de
mama como biomarcadores, incluindo o gene CYPI/941 que codifica a enzima
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aromatase (CAMPOS-VERDES et al.,, 2018; COSTA-SILVA et al., 2017;
FRIESENHENGST et al., 2018; SAVOLAINEN-PELTONEN et al., 2018).

A enzima aromatase € responsavel pela conversao de androgénios em
estrogénios e frequentemente se apresenta altamente expressa em mulheres com
cancer de mama com receptor de estrogénio positivo, resultando em aumento
dramatico da producdo local de estrogénio impulsionando a progressdo do
cancer mamario (CHAN; PETROSSIAN; CHEN, 2016). A expressao da
enzima aromatase ¢ regulada principalmente ao nivel transcricional do seu gene
codificador CYP19A41, localizado no cromossomo 15 do genoma humano, que
utiliza promotores alternativos para regular a transcri¢gdo de um modo especifico
do tecido (ZHAO et al., 2016; TO et al., 2015).

A proposito, alguns estudos tem avaliado o CYP19A41 no cancer de mama,
no entanto, muitos destes estudos mostraram resultados controversos. Miyoshi et
al. (2003) nao detectaram associagao significativa entre os niveis de expressao do
CYP19A1 e o cancer de mama. Contudo Friesenhengst et al. (2018) mostraram
uma associacdo significativa entre uma alta expressdo do gene CYPI941 e
status menopausal, receptor de estrogeno e recidivas. Em outro estudo, um SNP
do CYPI1941 foi associado a uma diminui¢do da densidade mineral 6ssea em
mulheres na pos-menopausa com cancer de mama com receptor de estrogénio
positivo tratadas com inibidores da aromatase (NAPOLI et al., 2013).

7.2 ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO DO GENE CYPI9A1

O gene CYP19A1 esta localizado no cromossomo 15q 21.2 abrangendo
aproximadamente 123 quilobases (kb) e consiste em uma regido nao traduzida
(UTR) 5" de 93 kb que contém varios éxons alternativos nao traduzidos que
sdo regulados por promotores especificos de tecido e uma regido codificadora
na extremidade 3’ de 30 kb que contém nove éxons (II-X) com o local inicial
da tradugdo ATG localizado no éxon II. Entre os dez promotores alternativos
especificos para tecidos estdo 1.1, 1.2 e 1.2a na placenta; 1.4 no tecido adiposo e
na pele; 1. 5 nos tecidos fetais; I.f no cérebro; 1.7 nas células endoteliais; 1.6 no
0ss0; 1. 3 no tecido adiposo e PII em gonadas e tecido adiposo (ZHAO et al.,
2016; BULUN et al., 2005; BULUN et al., 2012). Estes promotores regulam
diferencialmente a expressdo da aromatase nas gonadas, tecido adiposo, 0sso,
cérebro, pele, figado fetal e placenta. A proposito, o gene CYP19A1 codifica a
aromatase que ¢ a principal enzima envolvida na biossintese dos estrogénios,
promovendo a aromatizacdo de androgénios em estrogénios (BULUN et al.,
2012; LAKE;HUDIS, 2002; SIMPSON; SANTEN, 2015; ZHAO et al., 2016).

A aromatase é expressa em uma ampla variedade de tecidos humanos,
incluindo mama, ovario, testiculo, placenta, osso, pele, cérebro e tecido adiposo.



No entanto a fonte de estrogénio varia marcadamente entre as mulheres na pré e
pos-menopausa. Em mulheres pré-menopéusicas, a principal fonte de estrogénio
¢ obtida pelos ovarios sob influéncia da secrecdo de hormonios a partir do
hipotalamo. Ja4 na mulher pds-menopausica, caracterizada por insuficiéncia
ovariana, o cortex suprarrenal passa a ser a principal fonte de esteroides sexuais,
produzidos na forma de androgenos e estes sdo metabolizados, em tecidos
periféricos, pela enzima aromatase para a formacao de estrogénios conforme
figura 1 (BULUN et al., 2009; DI NARDO; GILARDI, 2013; SIMPSON, 2003;
SIMPSON et al., 2002; SIMPSON; SANTEN, 2015).

PRE-MENOPAUSA Hipotalamo POS-MENOPAUSA

Gonadotrofinas Hormonio
LH + FSH / Vdrenocomcotroﬁco

Glandula
Pituitéria
Ovani GIanduIa
Varies Adrenal
Androgénios x Androgénios
- Adipocitos
- Ossos
AROMATASE AROMATASE -Mama
- Figado
| 9
\A el /
Estrogénios \">;\> Estrogénios
Oy #
L
Mama

Figura 1. Representacao esquematica da produgao de estrogénios em mulheres
na pré-menopausa e pds-menopausa.

Fonte: Elaboracao dos autores.

A enzima aromatase ¢ responsavel pela conversao de androgénios em
estrogénios, em particular, testosterona em estradiol, androstenediona em estrona
e 16-alfa-hidroxitestosterona em estriol (DI NARDO; GILARDI, 2013). Esta
desempenha um papel direto na biossintese de estrogénio na mama e acredita-
se que ela desempenha um papel importante na progressao do cancer mamario
(GEISLER; LONNING, 2005; DI NARDO; GILARDI, 2013). Portanto, o gene
CYPI19A1 e aromatase sdo pecas fundamentais na manuten¢do de um ambiente
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estrogénico na mulher pés-menopausica. Por este motivo, a inibi¢do da aromatase
e consequentemente da sintese de estrogénios, se constitui em estratégia com
base racional solida no tratamento do cancer de mama hormdnio dependente
em mulheres na poés-menopausa, fazendo com que ocorra uma reducdo da
proliferacdo celular no epitélio mamario (BARROS-OLIVEIRA et al., 2017a;
BARROS-OLIVEIRA et al., 2017b; CLEMONS; GOSS, 2001; FREEDMAN;
VERMA; CLEMONS, 2006).

7.3 EXPRESSAO DO GENE CYP19A1 NO CANCER DE MAMA

A expressao e regulacdo do gene CYP19A41 envolve processos complexos
e a expressdo da aromatase especifica do tecido depende de trés fatores principais,
(1) ativagdo de promotores especificos do tecido e transcrigdo dos primeiros
exons relacionados ao promotor, (2) splicing alternativo e (3) disponibilidade de
varios fatores de transcricao (BULUN et al., 2005; CUI et al., 2013).

A expressdo do gene CYPI9A41 é regulada pela ativagdo especifica do
tecido de varios promotores por meio de splicing alternativo. O mRNA do gene
CYP19A1 contém promotores especificos na regido 5'- UTR, no entanto a regido
codificante e a proteina codificada, sdo idénticas. Portanto, a propria proteina
aromatase ¢ idéntica em todos os tipos de tecido, independentemente do promotor
utilizado. Cada promotor ¢ regulado por conjuntos distintos de hormonios,
citocinas e vias de sinalizagdo do segundo mensageiro, que recrutam diferentes
fatores de transcricdo para regular a expressao da aromatase especifica do tecido
e a biossintese de estrogénio em condigdes fisiologicas ou patologicas, como no
cancer de mama (KHAN et al., 2011; ZHAO et al., 2016).

Na mama, as células epiteliais benignas ou malignas estdo em contato
préoximo com os capilares revestidos por células endoteliais, células estromais
mesenquimais (fibroblastos adiposos indiferenciados também conhecidos como
pré-adipocitos) e adipocitos maduros cheios de lipidios (BULUN et al., 1993).
No tecido adiposo da mama, a maior parte da expressdo da aromatase (80-90%)
¢ encontrada nos fibroblastos adiposos ¢ ndo nos adipocitos maduros (PRICE et
al., 1992).

O tecido adiposo normal da mama mantém baixos niveis de expressao
da aromatase principalmente via promotor distal 1.4 e usa os promotores 1.3 ¢
II localizados na regido proximal apenas minimamente. No cancer de mama,
as células epiteliais malignas enriquecem a populagdo de fibroblastos adiposos,
secretando grandes quantidades de citocinas, como fator de necrose tumoral
(TNF) a e interleucina 11 (IL-11), para inibir a diferenciacdo de pré-adipocitos
em adip6citos maduros; assim, ha a criagdo de uma camada densa de fibroblastos
envolvendo células epiteliais malignas (MENG et al., 2001). Como resultado, a



quantidade total de transcrito do CYP194 1 especifica do promotor 1.4 ¢ aumentada
no tecido do cancer de mama (HARADA, 1997).

As células epiteliais malignas da mama secretam prostaglandina E2 (PGE2)
e outros fatores desconhecidos para causar a troca do promotor do CYP19A41 de
1.4 para os promotores 1.3 e II mais potentes nos fibroblastos adiposos, levando ao
aumento da producdo de aromatase (DIAZ-CRUZ; SHAPIRO; BRUEGGEMEIER,
2005; ZHAO et al., 1996; ZHOU et al., 2001). Além dos fibroblastos adiposos da
mama, os tumores da mama produzem altos niveis de aromatase, principalmente
por meio do promotor 1.3/ II (AGARWAL et al., 1996). Finalmente, as células
endoteliais da mama, que proliferam no ambiente pro-angiogénico do cancer de
mama, parecem ser um local significativo da expressdao da aromatase através do
promotor 1.7 conforme figura 2 (SEBASTIAN et al., 2002).

TECIDO DE MAMA NORMAL TECIDO DE CANCER DE MAMA

Célula

Epitelial £7

Maligna & / /

Promotor .4 - Promotores 1.3, II, 1.7
Aromatase Aromatase

e e
@ Adipécitos Maduros / Fibroblastos

Figura 2. Uso alternativo do promotor do CYP19A41 para expressao da aromatase
em tecidos mamarios normais e malignos.

Fonte: Elaborag@o dos autores.

Assim, o cancer de mama utiliza quatro promotores do CYP1941 (11, 1.3,
1.7 e 1.4) para direcionar a expressdo da aromatase. A soma dos niveis de mRNA
do CYP1941 decorrentes desses quatro promotores aumenta acentuadamente os
niveis totais de mRNA do CYP19A41 no cancer de mama, em comparagao com o
tecido mamario normal, que utiliza quase exclusivamente o promotor .4. Assim,
a interacdo paracrina entre células epiteliais malignas e células estromais adiposas
afetam a diferenciacdo adipogénica e ativa um subconjunto de promotores do
CYP1941 para impulsionar a produgao local de estrogénio (BULUN et al., 2005).
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A proposito, alguns estudos tem analisado a expressdo do mRNA do
CYP1941 em mulheres com cancer de mama, utilizando a Reacao em Cadeia da
Polimerase da Transcri¢do Reversaem Tempo Real (RT-qPCR). Esta é considerada
um dos métodos padrdo ouro para mensurar quantitativamente a expressao génica,
além de ser o mais difundido e confiavel utilizado atualmente. No entanto, muitos
destes estudos mostraram resultados controversos quanto aos niveis de expressao
do mRNA do CYP19A1 entre as mulheres com cancer de mama (AMATORI;
PERSICO; FANELLI, 2017; BOLLET et al., 2009; FRIESENHENGST et al.,
2018; ELHADI et al., 2017; LADEIRA; ISAAC; FERREIRA, 2011).

Friesenhengst et al. (2018) analisaram a expressdo domRNA do CYP19A41
em tumores de cancer de mama e verificaram que mulheres na pds-menopausa com
cancer de mama RE positivo com alta expressdo do gene CYP19A41 tiveram uma
reducdo significante da sobrevida livre de metastases (SLM), sobrevida global
(SG) e sobrevida livre de doenga (SLD) e foram associados com a recidiva local e
incidéncia de metastases quando comparadas a pacientes na pré-menopausa com
cancer de mama ER negativo.

Contudo, Miyoshi et al. (2003) verificaram a expressdo do mRNA
do CYPI19A41 em tumores de cancer de mama e ndo foi observada associagdo
significativa entre os niveis de mRNA do CYPI94] e o status menopausal,
tamanho tumor, status linfonodal, grau histologio e status RE. Além disso, ndo
houve associacao significativa entre o mRNA do CYP19A41 e fatores prognosticos,
tais como SLM, SG e SLD entre as pacientes.

Licznerska etal. (2008) ao analisarem a expressao do mRNA do CYP19A41
em tumores de cancer de mama em mulheres pés-menopasica, ndo encontraram
qualquer associagdo entre 0 mRNA do CYPI19A41 e os fatores clinicopatologico,
tais como, tamanho do tumor, status linfonodal, RE e RP. No entanto, nas pacientes
RE positivo que apresentaram baixa ou alta expressdo do CYPI19A41 foi observado
um risco significativamente diminuido de recidiva ou morte relacionada ao
cancer de mama e as pacientes RE e RP positivos apresentaram melhor SLM em
comparacdo com RP negativo.

Girault et al. (2002) também avaliaram a expressao do mRNA do
CYP19A1 em tumores de cancer de mama e ndo observaram associacdo entre
os niveis de mRNA do CYPI9A41 e a idade, grau histologico, status linfonodal
e tamanho do tumor. Entretanto, as pacientes com altos niveis de mRNA do
CYP1941 ndo apresentaram recidiva mais frequente ou tiveram SLM mais curta
do que as pacientes que expressaram baixos niveis.

Brown et al. (2017) estudaram o efeito do status menopausal sobre a
expressio de mRNA do CYPI9A41 em relagdo ao Indice de Massa Corporal
(IMC), Inflamagdo do Tecido Adiposo Branco (ITAB) e marcadores sistémicos
de disfun¢do metabolica em mulheres submetidas & mastectomia para tratamento



ou prevencao do cancer de mama. Foram observados niveis significantemente
maiores de mRNA do CYP19A41 em todas as mulheres com IMC elevado, contudo
o grupo de p6s menopdausicas teve a maior expressao, assim como o ITAB e
os marcadores leptina, hsCRP, adiponectina e colesterol estiveram também
associados a aumento do mRNA do CYP/9A41 apenas no grupo pés menopausa.

Tiizliner et al. (2016) ao compararem a expressdo de mRNA do CYP19A41
em tecidos tumorais, peritumorais e tecidos mamarios normais entre mulheres
com e sem cancer de mama mostraram aumento significante da expressao do
mRNA do CYP1941 nos tecidos peritumorais além disso, os niveis também se
mostraram elevados em pacientes com invasdo axilar, historico de cancer na
familia e paridade apds os 30 anos. Por outro lado, foi mostrado baixos niveis
de mRNA do CYPI9A41 em pacientes com menarca precoce, paridade nula e
maiores de 50 anos. Nao houve associagdo significativa entre fatores como IMC,
tabagismo e consumo de alcool.

Bollet et al. (2009) analisaram a relacdo entre a recidiva locorregional,
fatores clinicos patologicos e os niveis intratumorais da expressdo génica de 17
genes proliferativos, incluindo o gene CYP1941, em mulheres com cancer de
mama na pré menopausa. Nenhuma correlagdo foi observada entre a expressao do
gene CYP19A41 e fatores clinicos patoldgicos, tais como subtipo histologico, IMC
e outros. Entretanto, niveis diminuidos da expressdo foram significativamente
associados a um aumento da taxa de recidiva locorregional nessas mulheres.

Savolainen-Peltonen et al. (2018) compararam os niveis de estrogénio
do Tecido Adiposo (TA) e a expressao de genes relacionados ao metabolismo do
estrogénio, incluindo o gene CYP1941, em mulheres com e sem cancer de mama
na pré-menopausa. As concentragdes de estrona (E1) do TA correlacionaram-
se positivamente com as expressdes de mRNA do CYPI941, assim como
o IMC elevado. O Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH) e a fase folicular
correlacionaram-se negativamente com a expressdo de mRNA do CYP19A41 nas
mulheres com cancer de mama quando comparadas aos controles.

7.4 POLIMORFISMO DO CYP1941 NO CANCER DE MAMA

A etiologia do cancer de mama é complexa e ainda pouco compreendida.
Uma pequena propor¢do de casos de cancer de mama pode ser atribuida
exclusivamente a razdes genéticas, enquanto fatores de risco como idade, eventos
reprodutivos (menarca, menopausa, gravidez, aleitamento materno), estrogenos,
hormoénios exogenos (terapia de reposicdo hormonal e contraceptivos orais),
estilo de vida e exposi¢do a agentes cancerigenos ambientais (polui¢do, alcool,
dieta, obesidade), radiagdo ionizante, agentes quimiopreventivos, além de fatores
genéticos, genes de susceptibilidade ao cancer de mama genes de alta penetragao
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(BRCAL, BRCA2, PTEN) e genes de baixa penetragdo (CYP450, GSH, UGTA)
(JARAetal.,2017; ROJAS;TUCKEY, 2016; SUN et al., 2017). Um dos principais
fatores de risco para o cancer de mama ¢ o estrogénio e o seu principal efeito € o
estimulo das células mamarias, o que aumenta a chance de erros durante as varias
divisdes do DNA e a possibilidade de mutagdes (DA SILVA et al., 2009). Além
disso, foi identificado que os xenoestrogénios, que incluem pesticidas, tintas,
contaminantes, plasticos e conservantes de alimentos, teriam efeitos semelhantes
ao estrogénio e aumentaria o risco para o desenvolvimento do cancer de mama
(JERRY et al., 2018).

Um dos principais tipos de variagdes genéticas ¢ o polimorfismo
de nucleotideo tunico, que pode desempenhar um papel importante nos
desenvolvimento de alergias. O polimorfismo de nucleotideo Unico ¢ uma
alteragdo em apenas um nucleotideo. Este tipo de polimorfismo causam
diferentes fenotipos, podendo predispor a doencgas. Polimorfismos de nucleotideo
unico em genes envolvidos no metabolismo do estrogénio podem afetar os
niveis circulantes de estrogénio e modular a suscetibilidade individual a agentes
cancerigenos ambientais. A identificagdo dos polimorfismos genéticos das
pacientes com cancer de mama pode levar a um reconhecimento mais eficaz
dos mecanismos da doenca, que ¢ fundamental para o diagnostico e tratamento
adequado (BROCKMOLLER; TZVETKOV, 2008; DONG et al., 2010; LOPEZ-
CIMA et al., 2007). No metabolismo do estrogénio, o0 CYP1941 desempenha um
papel principal na produgdo de 2-hidroxi-estrogénios, diversos polimorfismos de
nucleotideo tnico foram identificados no gene CYPI941, que levam troca de
aminoacidos importantes, podendo alterar assim a fun¢@o da proteina Aromatase
(GOLMOHAMMADZADEH et al., 2019).

7.5  CONSIDERACOES FINAIS

A elucidacdo dos padrdes genéticos do CYPI9A41 pode possibilitar
a caracterizagdo de mulheres com alto risco para cancer de mama, bem como
o desenvolvimento de estratégias para o diagnostico precoce, prognostico
e tratamento efetivo possibilitando uma melhor sobrevida e diminuicdo da
progressao da doenga, 0 CYPI1941 esta intimamente relacionado ao metabolismo
do estrogénio, convertendo androgénios em estrogénios. A presenga de
polimorfismos do CYP19A1 pode levar a atividade anormal da aromatase, assim
como a modificagdo da expressao génica da mesma.
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Capitulo 8

IGF-1 e 0 Cancer de Mama

Danylo Rafhael Costa Silva
Maria da Concei¢do Barros Oliveira

8.1 INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia maligna que mais comumente afeta
mulheres em todo mundo (VEIGA et al., 2019). Para o ano de 2018 foram
estimados aproximadamente 2,1 milhdes de casos novos da doenga no mundo
com uma taxa de mortalidade de 6,6% dentre as mortes por cancer, no Brasil
estimam-se 66.280 casos novos de cancer de mama, para cada ano do triénio
2020-2022. Apesar do cancer de mama ser mais frequentemente diagnosticado
em mulheres acima de cinquenta anos, sua incidéncia vem aumentando em
mulheres com menos de 40 anos (BRAY et al., 2018; INSTITUTO NACIONAL
DE CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA, 2019; SCHAFFAR et al.,
2019). As altas taxas de mortalidade pelo cancer de mama despertam interesse na
selecdo de pacientes de alto risco, bem como o desenvolvimento de estratégias
para o melhor prognoéstico e tratamento eficaz, aumentando a taxa de sobrevida e
reducdo da progressdao da doenca (SHENG et al., 2019).

Aproximadamente 30% das pacientes que estdo livres do cancer
de mama apos tratamentos iniciais, apresentam recidiva da doenca durante
o acompanhamento. O tempo de recorréncia do cadncer de mama varia
consideravelmente, sendo influenciado por fatores prognosticos classicos, como
status dos receptores hormonais, alteragdes genéticas, habitos de vida como
sedentarismo, etilismo, tabagismo (COLLEONI et al., 2016). Portanto o cancer
de mama é uma doen¢a multifatorial, tendo como um dos principais fatores de
risco as alteragdes genéticas (BARNARD; BOEKE; TAMIMI, 2015).

Apropoésito, um gene que chama a atenco para o risco de desenvolvimento
e agressividade do cancer de mama ¢ o do Fator de Crescimento Semelhante a
Insulina tipo 1 (/GF-1) que esta localizado no cromossomo 12 do genoma humano
e codifica a proteina de seu mesmo nome (DE SANTI etal., 2016). O eixo do Fator
de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF) regula uma grande variedade de
processos fisioldgicos, incluindo a regulagdo do crescimento e desenvolvimento
de tecidos humanos normais, promovendo a proliferacao, diferenciacdao celular



e prevenindo a apoptose. Além das suas agdes fisiologicas normais, as vias de
sinalizagdo do eixo IGF sdo importantes na cadeia bioquimica e molecular da
carcinogénese (SIMPSON et al., 2017).

A proteina IGF-1 ¢ encontrada na maioria dos tecidos humanos, incluindo
o tecido mamario normal e neoplasico, sendo expressa principalmente no
estroma e raramente nas células epiteliais, além disso, esta proteina é necessaria
para a morfogénese ductal, assim, o desenvolvimento mamario ndo ocorre na sua
auséncia (CHRISTOPOULOS; CORTHAY; KOUTSILIERIS, 2018; MACIAS;
HINCK, 2012). Niveis alterados dos componentes da familia do IGF podem levar
a transformagdo maligna de células normais da mama, a manutengao do fendtipo
maligno, ao aumento do potencial metastatico e resisténcia a apoptose, assim,
estas caracteristicas fenotipicas mais agressivas podem piorar o prognostico de
pacientes com cancer de mama (SINGH et al., 2014).

A avaliac¢do do gene /GF-/ em pacientes com cancer de mama tem sido
tipicamente estudada usando métodos qualitativos. Os resultados desses estudos
sdo0 inconsistentes e inconclusivos em relacdo aos niveis de expressdo do acido
ribonucleico mensageiro (mMRNA) do /GF-1 em mulheres com cancer de mama.
Dados quantitativos sobre os niveis de mRNA dos componentes do sistema IGF
sd0 essenciais para investigar de modo plausivel a relagdo entre a expressdo do
gene /GF-1 e a susceptibilidade a recidiva do cancer mamario (BAHNASSY et
al., 2015; BRAHMKHATRI; PRASANNA; ATREYA, 2015).

8.2 ESTRUTURA E MECANISMO DE ACAO DO GENE IGFI

O sistema IGF ¢ constituido por dois horménios peptidicos (IGF-1 e IGF-
2), dois receptores de superficie celular (IGF-1R e IGF-2R) e pelo menos seis
proteinas de liga¢do ao IGF (IGFBP 1-6) que controlam o crescimento normal e
diferenciac@o da maioria dos 6rgdos (CEVENINI et al., 2018; BONEFELD et al.,
2011). Os efeitos da proteina IGF-1 livre, que representa cerca de 1% das proteinas
circulantes, sdo mediados pelo IGF-1R (BRAHMKHATRI; PRASANNA;
ATREYA, 2015). A ligagdo da proteina IGF-1 ao receptor IGF-1R desencadeia
duas grandes cascatas de sinalizacdo que estimulam a prolifera¢do, protegem
contra a apoptose e promove a diferenciagao celular (PHILIPPOU et al., 2014).

O IGF-1 ¢é um polipeptidio de cadeia simples que pertence a familia
de hormoénios peptidicos e pode ser encontrado na maioria dos tecidos
humanos, como nas glandulas mamadrias normais e malignas, sendo expresso
principalmente pelo estroma e raramente pelas células epiteliais (WAGNER et
al.,2007; YAKAR etal., 2014). Em combinag¢ao com o horménio de crescimento,
insulina e hormdnios sexuais, o IGF-1 é um regulador crucial do crescimento,
diferenciagdo e apoptose celular. Tem atividades mitogénicas, e antiapoptdticas
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marcantes em células cancerigenas e atua sinergicamente com o estrogénio para
promover o crescimento do tumor (CLEVELAND et al., 2006; PHILIPPOU et
al., 2014; GUNTER et al., 2009).

Na via sinalizadora do sistema IGF, o Hormo6nio Liberador de Hormoénio
do Crescimento (GHRH), produzido no hipotalamo, estimula a liberacdo do GH
pela hipdfise, enquanto a somatostatina inibe o GH. O hormonio de crescimento,
por sua vez, estimula o figado a produzir as proteinas IGF-1 e IGF-2, as quais
estimulam as células estromais mamarias a produzir IGF-1 e IGF-2, que por agdo
parédcrina estimulam as células tumorais mamarias a produzir IGF-2, que por
acdo autdcrina estimula a proliferacdo das proprias células tumorais (Figura 1)
(WINSTON; KAO; KIANG, 1994; MACIAS; HINCK, 2012).

VIA DE SINALIZACAO DO SISTEMA IGF

( GHRH ] [ soMATOSTATINA |

N

FIGADO

@/\@

7

CELULAS ESTROMAIS CELULAS TUMORAIS

IGF1 E IGF2 IGF1 E IGF2

Figura 1. Representacdo esquematica da via de sinalizagdo do Sistema IGF.

Fonte: Elaboracao dos autores.

O gene IGF-1 esta localizado no brago longo do cromossomo 12,
banda q22-q24 do genoma humano, contém seis exons e cinco introns e possui
comprimento total de 100 kilobases (PAVELIC et al., 2007; ROTWEIN et al.,
2012; LELBACH et al., 2005). A expressdo do gene /GF-1 é controlada por
modifica¢des transcricionais e pods-traducionais. Portanto, diversos peptideos
de IGF-1 podem resultar do uso de diferentes promotores, splicing alternativo,
processamento proteolitico e eventos de glicosilagdo (DENLEY et al., 2005).



Evidéncias epidemiologicas e experimentais tentaram esclarecer o papel
do eixo do IGF-I no cancer de mama humano e mostraram resultados controversos.
Enquanto os niveis aumentados da expressao do gene /GF-I foram associados a
um melhor prognostico no cancer de mama (MU et al., 2012) outros estudos
sugeriram que niveis aumentados da expressao do gene /GF-I poderiam estar
associados ao aumento da proliferacao celular no cancer de mama (DE SANTI et
al., 2016; DE OSTROVICH et al., 2008).

8.3 EXPRESSAO DO GENE IGF1 NO CANCER DE MAMA

Alguns estudos mostraram uma possivel associacdo entre o IGF-1 e o
risco de cancer em mulheres na pré-menopausa (RENEHAN et al., 2004; SHI et
al., 2004; SUGUMAR et al., 2004). Por outro lado, um grande estudo prospectivo
reunindo duas coortes suecas ndo encontrou associagdo entre os niveis circulantes
de IGF-1 e o risco para cancer de mama, independentemente do status da
menopausa (SHANMUGALINGAM et al., 2016; WEROHA; HALUSKA, 2012).
Assim, os estudos disponiveis tém mostrado resultados controversos quanto aos
niveis de expressao do IGF-1 nos tumores de mulheres com cancer de mama.

Mu et al. (2009) mostraram que a expressao elevada de mRNA do /GF-
1 foi associado a bons indicadores prognoésticos, incluindo tumores pequenos,
estagios mais iniciais da doenga, tumores de baixo grau, tumores ER ou PR
positivos, menor risco de recidiva da doenga e morte. Estes resultados concordam
com estudos anteriores que mostraram que os niveis elevados de mRNA do /GF-
1 foram associados a um melhor prognostico da doenga (HAFFNER et al., 2007;
SHIN et al., 2007). No estagio inicial do cancer de mama existe uma quantidade
maior de células estromais quando comparado ao estagio mais avangado e como
as c¢lulas estromais sdo a principal fonte de IGF-I na mama era de se esperar
uma associagdo entre a expressdo elevada de mRNA do /GF-1 e os estagios
mais iniciais da doenga (EPPLER et al., 2002). Mu et al. (2009) sugerem que
tumores de alto grau que invadem os tecidos adjacentes ou se disseminam para
orgaos distantes podem se tornar menos dependentes da regulacdo do IGF-I e que
tumores pequenos e de baixo grau respondam bem aos sinais do IGF-1.

Foi observado em outro estudo de Mu et al. (2012) que os niveis
aumentados da expressdo de mRNA do /GF-1 foram associados aos subtipos
luminal A e normal-/ike (tumores mais diferenciados) e niveis diminuidos da
expressdao do /GF-1 foram associados aos subtipos basal, HER2 e luminal B
(tumores poucos diferenciados). Estes resultados podem ser justificados pela
fato dos altos niveis de /GFI serem suspeitos de ocorrerem apenas em células
tumorais bem diferenciadas e expressdo diminuida de /GF-1 ocorrer apenas
células tumorais pouco diferenciadas (EPPLER et al., 2002). Ja os niveis
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aumentados da expressdo do mRNA do /GF-1 associados com tumores menos
agressivos ¢ com melhor prognostico (MU et al., 2012) parecem estar de acordo
com achados de estudos anteriores (MU et al., 2009; SHIN et al., 2007) sugerindo
que € possivel que apenas tumores menos agressivos respondam bem aos sinais
do fator de crescimento (MU et al., 2009).

Chong et al. (2006) avaliaram expressdao génica do IGF-1 em tecido
de cancer de mama e em Tecido Normal Adjacente (TNA) usando a Reagdo
em Cadeia da Polimerase da Transcri¢do Reversa em Tempo Real (RT-PCR)
quantitativa, no entanto, nenhuma correlagdo foi observada entre os niveis de
expressdo de mRNA do /GF-1 e fatores clinicos patologicos. Porém, os niveis
aumentados da expressao do /GF-1, no tecido tumoral e TNA, foram associados
a uma maior sobrevida livre de doenca sugerindo que o /GF-1 pode aumentar a
diferenciagdo celular em certos tipos de cancer ¢ isto estaria associado a canceres
menos agressivos e consequentemente de melhor prognostico (REISS et al.,
2000; VALENTINIS et al., 1999).

Ja Raval e Trivedi (2016) estudaram os niveis de expressdo de mRNA
do /GF-1 em tumores de mama e TNA de mulheres submetidas a mastectomia
para tratamento do cancer de mama. Foram observados niveis significantemente
menores de expressdo do /GF-1 nos tumores de mama de mulheres independente
da idade, status menopausal, tamanho do tumor, status linfondodal e estagio
histologico quando comparados aos TNA. A baixa expressdo do [/GF-1 foi
associada apenas com tumores de mama nos estadios II, Il ¢ IV e sem permeagdo
linfatica. Além disso, uma correlagdo inversa significativa foi observada entre o
estagio, tipo histologico e os niveis de expressao de mRNA do /GF-1.

Os achados do estudo de Christodoulou et al. (2018), em mulheres
com cancer de mama HER2 positivo tratadas com trastuzumab, mostraram
niveis elevados de expressao do mRNA do /GF-1 nas mulheres com idade de
diagnostico maior que 50 anos e com auséncia de metastases O0sseas e niveis
diminuidos nas pacientes com grau histologico III, metdstases a distancia e
metastases viscerais, o que pode ser justificados pelo fato de que o IGF-1 poderia
estar envolvido no mecanismo de resisténcia ao tratamento com trastuzumab
(DIERAS et al., 2007; LU et al., 2001), indicando que a comunicacao cruzada do
IGF-1/HER2 pode ocorrer via sinalizag@o autdcrina e/ou paracrina no cancer de
mama (CHRISTOPOULOS; MSAOUEL; KOUTSILIERIS, 2015; HARTOG et
al., 2012; DEARTH et al., 2011).

Em teoria, o0 /GF-1 deveria estimular células de cancer de mama via IGF-
IR, o que levaria a efeitos anti-apoptdticos e promoveria resisténcia ao tratamento
com tamoxifeno (CHONG et al., 2011). No entanto o estudo de Chong et al.
(2011) mostrou que niveis mais elevados da expressdo do /GF-1 estdo associados
auma menor tendéncia das células de cancer de mama desenvolverem resisténcia



ao tamoxifeno. Como os tumores de cancer de mama resistentes ao tamoxifeno
tornam-se independentes da estimulacao de estrogénio e como o /GF-/ tende a se
correlacionar com o estrogénio, isso pode explicar a causa dos niveis do /GF-1
estarem mais baixos no grupo resistente ao tamoxifeno (CHONG et al., 2011).

8.4 POLIMORFISMO DO GENE IGFI NO CANCER DE MAMA

E cada vez mais evidente que a hereditariedade do cancer nio est4 apenas
relacionada com mutagdes germinativas graves, mas também com variagdes
polimorficas na sequéncia do DNA. Para as variantes de baixas penetrancia,
os métodos de andlise de ligagdao familiar ndo sdo adequados devido ao baixo
impacto dos genes no fenotipo. Em vez disso, é mais eficiente realizar estudos de
associacdo, que se baseiam na hipotese de que, se um fator contribui para um risco
de uma doenga esse deveria ser encontrado com maior frequéncia na populagdo
dos individuos afetados do que entre os controles nao afetados (WAGNER;
HEMMINKI; FORSTI, 2007).

A propoésito, um importante exemplo de variagcdes genéticas sdao os
polimorfismos. Estes podem afetar a expressdo génica e, portanto, ocasionar
alteragdes funcionais do produto proteico do gene. Os polimorfismos sdo
frequentemente encontrados na sequéncia de DNA e ocorrem quando, para um
mesmo locus génico, existe um ou mais alelos, sendo que a frequéncia do alelo
mais raro, ou seja, de menor frequéncia, deve ser maior que 1% na populagio
para definir-se como polimorfismo (DRAZEN et al., 1999; LOPEZ- CIMA et al.,
2007).

Os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs), do inglés Single
Nucleotide Polymorphism, ocorrem quando hé troca de apenas um nucleotideo no
locus génico, os SNPs sdo abundantes, estaveis e amplamente distribuidos pelo
genoma humano, cerca de 12.000.000 ja foram descritos (BROCKMOLLER;
TZVETKOV, 2008). Alguns estudos de associacdo de SNPs em diferentes
genes foram e estdo sendo realizados, sendo que um grande nimero destes foi
identificado como preditor para o risco de desenvolvimento de cancer (ULRICH;
ROBIEN; MCLEOD, 2003; DONG et al., 2010). Portanto, polimorfismos do tipo
SNP podem ser considerados biomarcadores para a suscetibilidade a diversos
tipos de cancer (BROCKMOLLER; TZVETKOYV, 2008).

Os polimorfismos ocorrem com uma frequéncia de aproximadamente
1 em cada 1.000 pares de base (pb), onde o principal ¢ o SNP, mas também
ha delegdes, inser¢des ou duplicagdes de um ou mais nucleotideos. Os SNPs
podem ser classificados como codificante e nao codificante, dependendo do local
do gene onde eles ocorrem. Os polimorfismos podem ter consequéncias sobre o
fenotipo, alterando a estrutura da proteina, assim como reduzindo ou elevando
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sua expressao e, por conseguinte elevando os seus niveis plasmaticos (TEMPFER
et al., 20006).

Os niveis circulantes de IGF-1 parecem desempenhar um papel
significativo como fator de risco para o surgimento e desenvolvimento de tumores
mamarios, pois estudos in vivo sugerem que a progressao do cancer ¢ influenciada
por genes que codificam as moléculas de sinalizagdo do eixo GH-IGF-1
(VOTTERO; GUZZETTI; LOCHE, 2013). O sistema do /GF-1 tem se mostrado
como possivel promotor da transformagdo maligna de células normais da mama,
da manutengdo do fenotipo maligno, do aumento do potencial metastatico, da
resisténcia a apoptose e estas caracteristicas fenotipicas mais agressivas podem
levar a um pior progndstico para as pacientes com cancer de mama com atividade
do IGF-1 aumentada (CHONG et al., 2007).

O destino de milhdes de células com DNA danificado ¢ determinado
a cada hora e uma modesta influéncia do nivel de IGF-1 pode levar a uma
maior probabilidade de sobrevivéncia celular, portanto um maior risco para
o desenvolvimento do cancer. (BRAHMKIJATRI; PRASANNA; ATREYA,
2015). A propdsito, o nivel plasmatico de IGF-1 pode ser utilizado como um
biomarcador, permitindo a avaliagdo do risco de cancer de mama na populacao
geral ou em grupos de pacientes com maior risco de desenvolver a doenca
mais precocemente, tais como os portadores das mutacdes BRCA1 e BRCA2
e pacientes sob tratamento com estrogénio exogeno (CHONG et al., 2007).
Essas observagdes epidemioldgicas poderiam ter grandes implicagdes para a
avaliag@o do risco e prevengdo do cancer, todavia tais associagdes parecem ser
superestimadas (BRUCHIM, ATTIAS, WERNER, 2009).

Hankinson et al. (1998) observaram uma associagdo significativa
entre niveis elevados de IGF-1 e o risco de cancer de mama em mulheres na
pré-menopausa. Uma vez que IGF-1 e o estrogénio agem sinergicamente para
estimular o cancer de mama, sendo que IGF-1 parece ter pouco efeito sobre a
proliferagdo celular na auséncia de estrogénio. Por sua vez, Holdaway et al. (2003)
observaram, tanto em mulheres na pré como na pds-menopausa, que os niveis de
IGF-1 basais ¢ uma semana apo6s quimioterapia em cancer de mama avancado
nao apresentaram correlacao significante com a sobrevida destas pacientes.

Todavia, mais recentemente algumas variantes polimoérficas (SNP),
localizadas no gene /GF-1, tais como rs1520220 e rs6220, foram associadas com
os niveis circulantes do fator de crescimento insulina simile tipo 1 e também com
a densidade mamografica (TAMIMI et al., 2007; DIORIO et al., 2008).

Verheus et al. (2008) estudaram a densidade mamografica em mulheres
holandesas, que reflete a proporcdo da mama ocupada por tecido epitelial
e estromal e que esta fortemente associada com o risco de cancer de mama e
mostraram o aumento da densidade mamaria e maior risco para cancer de mama



na presenga de alguns gendtipos de variantes polimorficas do gene /GF-1,
especialmente a rs6220 (A>G) e a rs7136446 (T>C), sendo os alelos maiores, A
e T normais, enquanto os genotipos GG e CC mostraram-se associados a uma
elevacdo dos niveis séricos de IGF-1 e a um maior risco para cancer de mama
(VERHEUS et al., 2008).

Contudo, a associagdo do aumento nos niveis plasmaticos de IGF-1 com
0 aumento de risco para cancer de mama parece diferir de acordo com a etnia da
populagdo (KING; WONG, 2012). Todavia, Al-Zahrani et al. (2006) estudaram a
associacao entre o0 SNP rs6220 do IGF-1 com niveis circulantes de IGF-1 em um
estudo caso-controle de cancer de mama em mulheres inglesas e ndo encontraram
associa¢do dos niveis séricos de IGF-1 com o cancer de mama.

8.5  CONSIDERACOES FINAIS

Diante do exposto niveis aumentados ou diminuidos da expressao
génica do /GF-1 podem estar relacionados aos fatores clinicos patologicos da
doenga, DFS, OS ¢ resisténcia ao tamoxifeno em mulheres com cancer de mama.
No entanto, ha uma escassez de estudos sobre o assunto, principalmente com
amostras maiores, em mulheres latino-americanas e em mulheres com recidiva
de cancer de mama. Portanto, a elucidacdo dos padrdes de expressdao génica do
IGF-1 através de outros estudos pode possibilitar a caracterizagdo de mulheres
com alto risco para cancer de mama, bem como o desenvolvimento de estratégias
para o prognostico e tratamento efetivo, permitindo melhor sobrevida e reducao
da progressao da doenga. Um crescente niimero de estudos apoia a associagdo
entre o polimorfismo do IGF-1 e o risco para o cancer de mama. Entretanto
foram observados resultados conflitantes que surgiram a partir de abordagens
metodologicas diferentes, subtipos moleculares distintos estudados, diferencas
genéticas entre diferentes populagdes e heterogeneidade do tumor.
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Capitulo 9

Metaloproteinases de Matriz 2/9 e
o Cancer de Mama
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Juliane Macedo dos Santos

9.1 INTRODUCAO

O cancer de mama é uma patologia caracterizada pela proliferacdo
desordenada das células mamarias, que ocasiona o surgimento de células
anormais, resultando em tumoragao. Sao aproximadamente 59.700 novos casos
e 16.900 mortes registradas anualmente, segundo o Instituto Nacional do Cancer
(INCA, 2018). Alguns dos principais fatores apontados para seu desenvolvimento
sdo o processo de envelhecimento, genética, influéncia de reposi¢do hormonal,
uso de anticoncepcionais por periodos prolongados, menstruacdo precoce,
menopausa tardia e fatores ambientais aos quais a mulher € exposta ao longo da
vida (FRIEDENREICH et al., 2001; AHMAD, 2013).

A neoplasia mamaria € o tipo mais comum de cancer, sendo a segunda
causa de morte por doengas em paises ocidentais, apds os canceres de pele ndo
melanomas, a incidéncia é mais elevada nas regides mais desenvolvidas do
mundo em comparacao com as regides em desenvolvimento e subdesenvolvidas
(AZAMBUIJA, 2007; FERLAY et al., 2015; SMITH et al., 2013). Esta neoplasia
tornou-se um evidente problema de saude publica, especialmente entre os paises
em desenvolvimento, onde ¢ esperado que, nas proximas décadas, o impacto do
cancer na populagdo corresponda a 80% dos mais de 20 milhoes de casos novos
estimados para 2025 (INCA, 2016).

Devido alta prevaléncia e por ser a maior causa de mortalidade entre
mulheres no mundo, houve um aumento na busca pela detecg¢do precoce e por uma
terapia direcionada no cancer de mama (ZANETTI et al., 2011). Por meio disso,
novas estratégias terapéuticas e prognosticas estdo sendo formuladas com o uso de
biomarcadores de proteinas, como proliferagdo celular e apoptose, uma vez que sua
utilizagdo permite uma boa especificidade, a diferenciagdo entre os tecidos saudaveis
¢ neoplasicos, sinalizam alteragdes clinicas do tumor ao tratamento e podem
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direcionar modificagdes na terapia. Os Biomarcadores como metaloproteinases de
matriz (MMPs), cujos principais representantes sio MMP-2 e MMP-9, tém sido
relacionados a patogénese do cancer de mama (MARTINS et al., 2019).

As MMPs sao endopeptidases neutras, da familia das proteinases que
dependem de ions metélicos para exercer sua atividade catalitica. As gelatinases
do tipo MMP-2 e MMP-9 tém sido estudadas no plasma e nos tecidos,
demonstrando um possivel papel como um biomarcardor no prognéstico no
carcinoma mamario, pois estas promovem a perda de adesdo celular e atuam
na degradacao do colageno tipo IV que compde a lamina basal, favorecendo
a migracao de células neoplasicas malignas (DUFFY et al., 2000; SHUMAN
MOSS; JENSEN-TAUBMAN; STETLER-STEVENSON, 2012).

9.2 METALOPROTEINASE DE MATRIZ EXTRACELULAR

As MMP pertencem a uma familia de enzimas que necessitam da
presenca do zinco para realizarem suas funcdes, sdo classificadas de acordo com
seu dominio e organizacao estrutural (PEREIRA et al., 2006). Existem 28 MMPs
conhecidas apresentando diversas semelhancas estruturais e funcionais, porém,
apresentam especificidade de substrato diferentes e por isso sdo classificadas em
grupos: colagenases, gelatinases, estromelisinas, matrilisinas, MMPs ligadas a
membrana (Tabela 1) (COWAN et al., 2009; DELABIO-FERRAZ et al., 2010;
LINDSEY, ZAMILPA, 2012).

Tabela 1. Especificagdo dos substratos das metaloproteinases da matriz.

PRINCIPAIS SUBSTRATOS
GRUPO MMP DA MATRIZ EXTRACELULAR
Colagenase MMP-1, MMP-8, MMP-13, Coléagenos tipos I, I, III, VII,
MMP-18 VIII, X e gelatinas
Gelatinases MMP-2, MMP-9 Colagenos tipos IV, V, VII, X,
gelatina, elastina e fibronectina
Estromelisinas MMP-3, MMP-10, MMP-  Colagenos tipos III, IV, IX e X,
11, MMP-12 proteoglicanos, fibronectina,

laminina, gelatinas e caseina

Matrilisinas MMP-7, MMP-26 Colageno tipo IV, proteoglicanos,
fibronectina, laminina,
proteoglicanos e V Ecaderina.

MMPS MMP-14, MMP-15, MMP-  Tenascina-c, fibronectina e
Tipo membrana 16, MMP-25 laminina.

Fonte: Adaptada de Delabio-Ferraz et al., 2010.




As unidades de dominio estrutural determinam o agrupamento das
proteinases, todas apresentam uma sequéncia sinalizadora N-terminal ou pré-
dominio, sendo este sucedido por um dominio (pro-peptidico), responsavel por
manter a laténcia da enzima, até que ela seja removida ou modificada e por um
dominio catalitico com um sitio de liga¢ao do ion zinco. Dessa forma, as MMPs
sdo secretadas na matriz extracelular em estado latente necessitando de ativacao
para exercer sua atividade proteolitica. Além disso, estas sdo constituidas por
regides de articulagao e um dominio de hemopexina que determina seu substrato
(CATHCART; PULKOSKI-GROSS; CAO, 2015; ROY; YANG; MOSES, 2009).

O grupo das gelatinasas é constituido por dois componentes: gelatinases
A (MMP-2) e gelatinases B (MMP-9) que sdo distinguidos dos outros pela
presenca de um dominio semelhante a fibronectina, que contém trés fibronectina
tipo II de repeti¢do, aos quais os substratos de colageno de gelatina e tipo IV se
ligam a um dominio protéico com papel semelhante ao da proteina de adesdo
celular (CATHCART; PULKOSKI-GROSS; CAO, 2015; MURPHY et al.,
1994; KUBOTA et al., 2000; STERNLICHT ; WERB, 2001). Estas enzimas
sdo, portanto, capazes de clivar o colageno 1V, que € o principal constituinte
da membrana basal, primeira barreira para a progressdo de células epiteliais
neoplasicas. Desta forma, as gelatinases desempenham papel importante nos
processos de invasdo tumoral e metastases (HANEMAAIJER et al., 2000; LEV
et al., 2002; TSAI et al., 2003; ALA-AHO; KAHARI, 2005).

As MMPs s3o produzidas por varios tipos de células, incluindo
neutréfilos, macrofagos, queratindcitos, fibroblastos, algumas células sinoviais
e por diversas células malignas, com a expressdo génica induzida por citocinas
como a interleucina-1, fator de crescimento epidérmico, fator de crescimento
derivado de plaquetas, fator de necrose tumoral e cancer celulares (NABESHIMA
et al.,, 2004). As melatoproteinas atuam na degradacdo da membrana basal e
na maioria dos componentes da matriz extracelular, como coldgeno, laminina,
fibronectina e elastina, que sdo barreiras naturais para a migracao das células
e invasdo vascular. Além disto, interagem com as moléculas de adesdo celular,
como a laminina-5 e a e-caderina, alterando a adesdo entre as células tumorais e
facilitando o movimento destas através da matriz extracelular, contribuindo para
metastase (JOBIM et al., 2008).

Em condig¢des fisioldgicas normais, ha uma rigida regulagdo da secregdo
das MMP, as quais sdo sintetizadas e secretadas como pro-enzimas inativas
e denominadas zimodgenos, que posteriormente serdo ativadas, no espaco
extracelular por via proteolitica. Assim, a ativagdo enzimatica requer a retirada
do dominio pro-peptideo por meio da degradagdo deste por outras proteases, tais
como plasmina, ou por MT-MMPs (MMPs do tipo membrana). Essa regulagio
ocorre apenas em momentos especificos, nos quais existem processos multifasicos
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de ativacao dos zimdgenos, além de haver varios inibidores sanguineos e teciduais
para monitorar a acdo da proteinase. O controle da quantidade de enzima ativa ¢
feito pelos inibidores teciduais das MMPs. A ruptura da homeostase entre MMP
e esses inibidores podem resultar em varias patologias como artrites, retinopatia
diabética e cAncer (GUIMARAES et al., 2010; PEREIRA et al., 2006; PERCHES
etal., 2012).

Sobre este aspecto, o desequilibrio dessas enzimas desempenha papel
importante em diversos estagios do desenvolvimento do cancer de mama e nas
atividades dependentes da ligag@o de zinco ao local catalitico, pois esse mineral
aumenta a expressdo das MMPs, para exercer sua funcdo de proliferagdo celular
e progressao tumoral (KAMBE, 2011; KLEIN; BISCHOFF, 2011). A fung¢ao das
MMPs durante a invasdo neoplasica consiste na destrui¢do dos componentes
da matriz extracelular, a fim de melhor a migragdo das células. A MMP-9
desempenha um papel indispensavel na angiogénese do tumor, pois controla a
biodisponibilidade do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), que ¢
um potente indutor da angiogénese. A MMP-9, juntamente com a MMP-2, ativa
a sinalizagdo do fator de crescimento transformador f (TGF-B) para promover
a invasdo do tumor, angiogénese ¢ metastase mamaria (BENSON et al., 2013).

9.3  MECANISMO DE ACAO DAS MELATOPROTEINASES (MMP-
2 E MMP-9) NO CANCER DE MAMA

As MMP-2 e MMP-9, pertencentes ao grupo das gelatinases, sdo
responsaveis pela degradacao dos elementos formadores da membrana basal e da
matriz extracelular, como o colageno. Essa proteélise é essencial a homeostase
celular, porém, também ¢ uma porta de entrada para a formagao de novos vasos
(angiogénese), que estabelecem tanto a nutri¢do para o tumor quanto a rota
para que as células neoplasicas entrem na circulagdo e atinjam outros 6rgaos,
favorecendo assim a expansdo de células cancerosas, atuando, de forma direta e
indireta sobre a progressdo do tumor mamario (Figura 1) (HADLER-OLSEN et
al., 2011; JOBIM et al., 2008; WOLF et al., 2007).
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Figura 1. Mecanismo de a¢do das MMP-2 e MMP-9 no cancer mamario.

Fonte: Elaboracao dos autores.

Sobre este aspecto, destaca-se também a atuagdo dos Inibidores
Teciduais de Metaloproteinases de Matriz (TIMPs) que sdo um grupo composto
por proteinas (TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 e TIMP-4) que participam do rigoroso
processo regulatdrio da atividade das metaloproteinases ao formar ligagdes com
as MMPs promovendo complexos inibitérios ou participando da ativagao de
algumas delas. Permite assim, a presenga de baixos niveis das metaloproteinases
em tecidos saudaveis, mas também contribuem no processo de diminuigdo ou
progressao do tumor mamario: a forma ativa da MMP-2 ¢é obtida através de
clivagem do dominio peptidico, por meio da agdo da MMP-14 auxiliada pelo
TIMP-2, enquanto a MMP-9 ¢ ativada através da agdo de plasminogénio e
TIMP-1 (Figura 2) (HIDALGO, ECKHARDT, 2001; MASKOS, BODE, 2003;
NAGASE, VISSE, MURPHY, 2006; KHOKHA, MURTHY, WEISS, 2013).

As células tumorais promovem um aumento seletivo da absorcdo de
zinco, que por sua vez, favorece o aumento das concentragdes desse mineral
no tumor, parecendo levar a ativacdo das MMPs 2 ¢ 9 (CURRAN, MURRAY,
2000; RUNDHAUG, 2005). Estudos observaram que ocorrem discrepancias
estatisticamente significativas nas concentragoes dessas duas metaloproteinases
entre mulheres com e sem cancer de mama, apresentando valores superiores no
grupo que apresenta a doenga, devido provavelmente a alteragdes ocorridas na
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matriz tecidual da mama pelo processo de carcinogénese (HOLANDA et al.,
2017; HUANG et al., 2015).

> (R
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loegradam amatrix da membrana extracelular

Figura 2. Mecanismo de ativagao das MMP-2 e MMP-9.

Fonte: Elaboracao dos autores.

Através de relatos que apontaram uma correlacdo entre a expressao
aumentada das MMPs 2 ¢ 9 e evolugdo do cancer mamario, Cupic et al. (2011)
observaram uma maior expressividade de MMP-9 em tumores primarios que
retornaram apos um periodo de 24 meses a partir do diagndstico inicial, enquanto os
valores foram menores em casos em tumores que retornaram antes desse periodo.
Essas informagdes foram confirmadas por autores que apontam associagdo entre
a MMP-9 e maiores chances de malignidade tumoral e pior sobrevida global,
demonstrando grande potencial invasivo e metastatico quando sua atividade se
encontra elevada (TAURO et al., 2017; WEBB et al., 2017; ZENG et al., 2013).

A indicagdo da MMP-9 como marcador da progressdo da neoplasia
mamadria ocorre por seus niveis plasmaticos encontrarem-se elevados quando
comparados a tumores benignos, assim como uma associa¢do entre aumento
de sua expressdo imunohistoquimica e presenca de metastases, demonstrando
ser um biomarcador diagnostico importante como alvo terapéutico de farmacos
contra o cancer de mama, devido a sua relagdo com a tumorogénese, através
de modulag¢ao da proliferagao celular, apoptose, invasdo tumoral e processo
metastatico (RAHIMI, YARI, RAHIMI, 2015; MERDAD et al., 2014; WU et al.,
2014).



Ocorrem ainda, descrigdes que apontaram uma maior marcagao
plasmatica de MMP-2 em casos malignos quando comprados aos benignos, e
embora alguns estudos nao tenham apontado resultados siginifacativos a respeito
da utilizagdo da MMP-2 como um biomarcador apoiam a realizagdo de maior
experimetos sobre o assunto devido ao seu papel biolégico que ela apresenta no
processo invasivo e metastatico (ARONER et al., 2015; XU et al., 2013).

No estudo de Somiari et al. (2006) avaliaram as concentracdes
plasmaticas e atividade das metaloproteinase 2 ¢ 9 em pacientes com doenca
benigna da mama, com cancer de mama e com risco elevado para desenvolver
cancer de mama. Concluiram que as concentragdes plasmaticas de MMP-2 foram
significativamente menores no grupo com neoplasia benigna do que aqueles com
risco de desenvolver cancer de mama e do que aqueles com cancer de mama.
Contudo, as concentragdes plasmaticas de MMP-9 ndo apresentaram diferenca
significante entre os grupos.
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Capitulo 10

Metalotioneina e o Cancer de Mama

Fabiane Araujo Sampaio
Edinara Costa Sousa

10.1 INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ o tumor maligno mais comum entre as mulheres
no mundo todo, entretanto, apesar do progresso consideravel no diagnostico
e terapia, ainda constitui um enorme problema de saude publica. Nos ultimos
anos, muitos estudos t€ém procurado novos modelos preditivos ¢ marcadores
prognosticos (DAI et al., 2016; INCA, 2018).

Entre os novos biomarcadores investigados para o diagnostico e
progresso dessa neoplasia ¢ possivel destacar as metalotioneinas, proteinas
intracelulares de baixo peso molecular (6-7 kDa), caracterizadas por altos niveis
de residuos de cisteina e baixo teor de aminoacidos aromaticos (DZIEGIEL et
al., 2016). A proposito, a utilizagdo da expressdo da Metalotioneina (MT) na
pratica clinica pode contribuir para melhorar o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas, pois a doenga é comumente diagnosticada em estagios avangados
(OSTRAKHOVITCH et al., 2006).

A hiperexpressdo da metalotioneina tem sido associada a diversos
processos intracelulares, incluindo seu papel na proliferagdo, diferenciacao,
quimiorresisténcia e principalmente sua agao anti-apoptotica (GOMULKIEWICZ
et al., 2010), pois sua presenca, em particular a isoforma metalotioneina-1 (MT-
1) participa da compartimentalizagdo do mineral zinco (BELLAZO et al., 2018;
BIZONetal.,201 7). Nadeficiéncia desse mineral, a metalotioneina sequestra zinco
de moléculas da p53 no nucleo celular para o citoplasma, induzindo desequlibrio
no dominio de ligagao e conformag¢ao do DNA, com comprometimento da fungao
apoptotica da p53 (OSTRAKHOVITCH et al., 2006).

Durante o processo oncogénico, ocorre algumas mudangas no organismo
incluindo no ritmo do metabolismo, principalmente devido a fatores externos.
De acordo com alguns estudos, a metalotioneina pode ser usado como um
biomarcador precoce de cancer, pois ha um aumento na concentragdo dessa
proteina nas células cancerigenas no estagio inicial do desenvolvimento do tumor
(FLORIANCZYK et al., 2011).
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102 ESTRUTURA DA METALOTIONEINA E MECANISMO DE
ACAO NO CANCER DE MAMA

As metalotioneinas (MTs) referem-se a um grupo de proteinas
intracelulares, ricas em cisteina, associadas a proliferacao celular, além disso, esta
presente em varias células como os hepatocitos (SHARKAWY). Sdo compostas
pelas classes, MT-1, MT-2, MT-3 ¢ MT-4, com diferentes isoformas dentro de
cada classe, enquanto a proteina MT-2 ¢ codificada apenas por um gene MT-2A,
a proteina MT-1 possui diversos subtipos codificados por um conjunto de genes
MT-1 (MT-1A, MT-1B, MT-1E, MT-1F, MT-1G, MT-1H e MT-1X), em humanos
os diferentes genes de MT desempenham diversas fungdes como diferenciagao
celular, além de possuir papel crucial no crescimento celular normal e neoplasico
(THIRUMOORTHY et al., 2007 ).

As isoformas MT-1 e MT-2 estdo presentes em quase todos os tecidos e
sdo relacionadas a proliferagao do cancer de mama e ao metabolismo do zinco,
enquanto a MT-3 estd presente no tecido cerebral e nas células epiteliais da
prostata e do rim e a isoforma MT-4 ¢ limitada ao epitélio da pele e se¢des do trato
gastrointestinal superior (BIZON et al., 2017). A expressdo da metalotioneina
usando anticorpos contra o epitopo E9, sua imunopositividade foi observada
em células mioepiteliais e raramente, nas células epiteliais, corando nucleo e
citoplasma das células (GUMULEC et al., 2014).

A propésito, ocorrem mudangas na localizacdo das isoformas MT-1 e
MT-2 a medida que o ciclo celular progride. Nas fases GO e G1 estdo inicialmente
localizados no citoplasma e nas fases S e G2 sdo expressas no nucleo, ou
seja, o ciclo da célula cancerosa apresenta forte relagdo com a expressao da
metalotioneina e os mecanismos da carcinogénese (BARNES et al., 2000; JIN et
al., 2001). No estudo de Nagel e Valle (1995) foi demonstrado que a expressao da
metalotioneina aumentou de 2 a 3 vezes mais nos compartimentos celulares em
proliferacdo quando comparadas a células com crescimento inibido e o pico da
expressao ocorreram durante as fases de transi¢do tardias G1 e G1/ S.

A superexpressao da metalotioneina em células de carcinoma apresenta
efeito anti-apoptético provindo da ativagdo do fator nuclear Kappa B (NFKB) e
estdo relacionados a uma interagdo especifica com a subunidade p50, sendo que
MT pode ser requerida para estabilizar a ligacdo do NFKB ao DNA e desse modo
realizar seus efeitos antiapoptoticos (ABDEL-MAGEED; AGRAWAL,1998). No
estudo de Jin et al. (2004) foi relatado que as isoformas MT-1 ¢ MT-2 interagem
com a NFKB através do TNF-a também relacionado a proliferacdo celular e
reducdo de apoptose.

Outro mecanismo pelo qual a metalotioneina inibe a apoptose ¢ por meio
da indugdo de genes anti-apoptoticos, especialmente Bel-2 (Linfoma de células



B2) e o gene regulador da codificagdo fator de transcricdo c-myc, com inibi¢ao
simultdnea da atividade protéica pro-apoptotica, especialmente caspase 1 e 3,
exibindo uma agao supressora contra tumor (CHIMIENTI et al., 2001; CHUNG
et al., 2008). Além disso, a expressdo aumentada da metalotioneina em tecidos
danificados pode resultar no aumento nas concentra¢des de citocinas, fatores
de crescimento e genes mais resistentes ao estresse oxidativo, pois € capaz de
inibir a atividade a 6xido nitrico sintetase indutivel, (iNOS) e da ciclooxigenase
2 (COX-2), enzimas que catalisam as reagdes com espécies reativas de oxigénio
(GALLICCHIO et al., 2005).

A metalotioneina também participa de outros mecanismos envolvidos
na angiogénese, como o fator de crescimento de fibroblastos (fibroblastos fator
de crescimento, FGF), fator de crescimento transformador (fator de crescimento
transformador, TGF-B) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
resultando em melhor suprimento sanguineo para o tumor e seu aumento
(CHERIAN et al., 2003). Na pesquisa de Jin et al. (2002) foi relatado que a MT
se correlaciona positivamente com a proliferagdo celular e o grau histologico,
sendo o grau 3 de maior expressao da metalotioneina quando comprado aos graus
1 e 2, o que confirma a participagdo da MT no crescimento e invasdo de células
cancerosas.

No estudo de Kim et al. (2011) foi observado que a superexpressao
de MT-2A aumenta a expressao da MMP-9, metaloproteinase responsavel por
promover a migragdo e invasiao do cancer de mama por degradar a gelatina e o
colageno 1V, principal componente da membrana basal, o que favorece a ruptura
da membrana e disseminacéo de células cancerosas. O mecanismo potencial para
o aumento da expressdo de MMP-9 induzida por MT-2A ¢ a ativagdo das vias
de sinalizacdo NFkB e AP-1, necessarias para a regulacdo positiva de MMP-9,
assim, a regulagdo dessa metaloproteinase ¢ um dos mecanismos pelos quais a
MT-2A promove a invasao celular (LIU et al., 2017; OSANI et al., 2017).

A superexpressao da metalotioneina também esta relacionada a
resisténcia a radiagdo e drogas antineoplasicas, como a cisplatina (pt). A expressao
aumentada de MT inativa a platina, inibindo a apoptose de células cancerigenas.
Se antraciclinas forem usadas, especialmente a doxorrubicina, (DOX) e
daunorrubicina (DRB), a capacidade de MT para neutralizar radicais livres é o
principal fator do surgimento de resisténcia aos quimioterapicos (BIZON et al.,
2011).

Segundo Cherian etal. (2003) o seqiiestro de radicais livres, drogas ou seus
metabolitos pela MT podem inibir a interagdo direta de agentes antineoplasicos,
diminuindo assim a eficacia de seus efeitos quimioterapéuticos. O papel da MT no
desenvolvimento de quimiorresisténcia no ambiente clinico ainda ¢ controverso,
porém ¢ importante desenvolver métodos terapéuticos que minimizaria o papel
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antioxidante e anti-apoptotico da MT, mantendo seu impacto na protegdo de
células saudaveis, expostos a efeitos nocivos de radio e quimioterapia.

10.3 RELACAO ENTRE METALOTIONEINA E APOPTOSE

Aapoptose éumtipo de morte celular que desempenha fungdes importantes
na regulacdo do crescimento, desenvolvimento e resposta imune e na eliminagao
de células anormais nos organismos, além disso, ¢ por meio da apoptose que os
organismos podem manter uma determinada quantidade de células para viver
bem. Para execucdo da apoptose, ¢ necessario que haja a cooperagdo de uma
série de moléculas, como receptores, enzimas e proteinas reguladoras de genes.
A morte celular ¢ essencial para o desenvolvimento normal e continuo, pois essas
células morrem para garantir a funcionalidade do organismo, sendo assim, ¢
considerada necessaria aos ciclos da vida (ANITA et al., 2014).

No mecanismo da apoptose, as caspases, que sdo proteases aspartatos
com cisteina, possuem o papel principal. As caspases podem ser ativadas por trés
vias, no qual duas vias de iniciagdo mais comuns sdo as intriseca ou mitocondrial
e a extrinseca ou receptora de morte da apoptose, e a terceira via ¢ conhecida
como via intrinseca do reticulo endoplasmatico (WONG, 2011).

A apoptose no cancer tem sido amplamente estudada, reconhecendo que
a via de sinalizagdo apoptotica ¢ prejudicada durante a transformagao oncogénica,
dessa forma, a atividade reduzida das caspases é muito comum em células
cancerigenas, assim como o desequilibrio entre as protéinas anti e pro-apoptoticas
BCL2 e BAX sdo importantes no resultado da resposta ao medicamento (DELOU
et al., 2016).

No cancer as células normais sdo transformadas em malignas, no qual
a evasdo da morte celular ¢ uma das essenciais alteragdes responsavel por essa
transformacdo. A apoptose reduzida ou sua resisténcia geralmente ocorre devido
alguns mecanismos como interrup¢do do equilibrio de proteinas pro-apoptdticas
e anti-apoptdticas, funcdo reduzida das caspase e sinalizag¢@o do receptor da morte
prejudicada, sendo assim, essa apoptose desempenha papel vital na carcinogénese.
A MT esta envolvida na apoptose por meio da regulagdo da concentragdo
intracelular de Zn**, que é um mediador intracelular da apoptose, além disso, o
Zn*" inibe muitas proteinas associadas a apoptose e impede a fragmentagdo do
DNA (WONG, 2011; SHAMSI; FATIMA, 2014).

A MT regula a a atividade do NF-kB, por meio de proteinas envolvidas
na apoptose, essa ¢ uma das interagdes mais importantes. O NF-kB é um fator
de transcricdo envolvido na regulagdo da apoptose, sua superexpressiao torna
as células cancerigenas resistentes a agentes quimioterapicos, além disso, foi
sugerido que as proteinas antiapoptoticas IAP, IEX-1L e a famila Bcl-2 sdo



reguladas pela transcri¢do desse fator. A MT-1 e MT-2 sdo capazes de regular o
nivel, localizac¢do e atividade celular do NF-kB, com efeito, a MT se relaciona
com a subunidade p50 de NF-kB para aumentar a transativacdo de NF-kB.
Existem estudos que verificaram que a superxpressdo de MT também regula, de
forma positiva, a ligagdo de DNA de NF-kB (BRANISLAV et al., 2013).

10.4. METALOTIONEINA E A HOMEOSTASE DO ZINCO

Os micronutrientes possuem papel importante nos mecanisSmos
anticarcinogénicos, particulamente o zinco, este tem sido um nutriente
interessante pois ¢ um componente presente em mais de 300 enzimas, incluindo
as antioxidantes como a metalotioneina. O zinco atua como fator de transcrigao
de enzimas envolvidas na sintese de DNA e RNA, além disso, como cofator de
proteinas que controlam as respostas a danos no DNA, enzimas de sinalizacao
intracelular e metaloproteinase da matriz, que sdo proteinas envolvidas na
patogénese do cancer de mama. Sendo assim, alteragdes nos niveis de zinco
podem desempenhar um importante papel no desenvolvimento e progressao do
cancer (HOLANDA et al., 2017).

Um dos assuntos mais questionados da metalotioneina ¢ a sua afinidade
com os ions metalicos. Com os diversos estudos realizados apds a descoberta
da metalotioneina, descobriram que essa proteina interage com diversos ions,
incluindo o zinco, no qual apresenta fungdes reguladoras no metabolismo desse
mineral. O zinco é considerado necessario para a fun¢ado fisiologica de todas
as células, influenciando o estado redox, atividade enzimatica, metabolismo
energético, ciclo celular, apoptose, entre outros. Sendo assim, o desequilibrio dos
niveis de zinco tem diversas consequéncias, entre elas, o desenvolvimento de
cancer e outras doencas (BRASNILAV et al., 2013).

A principal fung@o fisiologica da MT é manter a homeostase e transporte de
metais essenciais, como o zinco. O zinco ¢ um metal importante pois fornece fungdes
estruturais e cataliticas a diversas proteinas. A apo-MT se liga com a alta afinidade ao
zinco, aumentando as concentragdes de zinco no meio intracelular, a MT é rapidamente
proteolizada quando os niveis de zinco sdo insuficiente para estabilizar a proteina,
assim o zinco ¢ liberado pela degradacdo de MT que mantém uma concentragdo de
zinco equilibrada no meio intracelular (REBOLLAR et al., 2017).

A MT possui uma relagdo intima com o metabolismo do zinco, pois
a proteina fornece ions necessario para sustentar as atividades de proteases e
fatores de transcrigdo por meio da proteina de ligagao a ions Zn. A MT que se liga
ao zinco tem a funcdo de regular o metabolismo do zinco, eliminando os radicais
livres, a ligagdo intracelular de zinco ocorre quando a sintese de MT aumenta,
esse processo leva a ions Zn livres e controlados (KANG et al., 2015).
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A metalotioneina transporta o zinco para o meio intracelular, onde o zinco
serd fonte para diversas proteinas e enzimas, como o receptor de estrogénio, fator
de transcrigio I11 A e dos dominios de estabilizagdo da p53 (MEPLAN;RICHARD;
HAINAUT, 2000; OSTRAKHOVITC et al., 2006). Sob condi¢des de deficiéncia
do zinco citoplasmatico, como ¢ o caso do cancer de mama, a metalotioneina pode
sequestrar zinco do nucleo celular e assim, reduzir a atividade de transcri¢ao da
p53, uma vez que as proteinas dedo de zinco participam da estabilidade funcional
da proteina p53 (Figura 1) (TINOCO-VERAS, 2011).

) Superexpressao
da Metalotioneina

O
Alteracao da
p53

|

Progressao do

Meio Extracelular Cancer

Figura 1: Representacdo da Superexpressdo da Metalotioneina no cancer de
mama e o sequestro do zinco do nticleo da célula, comprometendo a fungdo
apoptotica da p53.

Fonte: Elaboracao dos autores.

A metalotioneina obstrui o zinco citosolico ¢ mantém quantidades
despreziveis de zinco citosolico livre, sendo assim € necessario que haja um
controle nessa obstru¢cdo para manter o estado redox das células, pois os niveis
aumentados e diminuidos de zinco levam ao estresse oxidativo. Além disso, a
metalotioneina consegue se defender do estresse oxidativo devido o seu alto teor
de cisteina, no qual a ela se liga aos radicais livres que atuam como sequestradores
de espécies reativas de oxigénio, como perdxido de hidrogénio, superdxido,
oxido nitrico e radicais hidroxil. A eliminagdo dos radicais livres por meio da
metalotioneina defendem o DNA, proteinas e lipidios contra danos oxidativos
desses compostos altamente reativos (ALAM; KELLEHER, 2012).

O MTF-1 ¢ uma proteina de dedo de zinco e esta envolvido na homeostase
do zinco e nas respostas celulares a metais pesados, hipoxia, estresse oxidativo
e radiagdo ionizante. Apods a ligagdo do zinco ao dedo de zinco por meio da



alterag@o na concentragdo intracelular de zinco livre, 0o MTF-1 induz a ativagdo
da transcri¢do na regido promotora de genes direcionados que codificam MTI,
MT?2, transportador de zinco e a cadeia glutamato-cisteina ligase, uma proteina
que possui relacdo com o estresse oxidativo. Sendo assim, o zinco tem efeito
protetor contra estresse oxidativo, parcialmente por meio da via MTF-1, porém
¢ necessario a realiza¢do de mais estudos que envolvem o a¢do do zinco como
agente pro-antioxidante ou supressor de estresse oxidativo por modulacdo da via
do sinal MTF-1 (PRASAD; BAO, 2019).

10.5 FUNCAO ANTIOXIDANTE DA METALOTIONEINA

Os radicais livres podem ser uteis ou prejudiciais ao nosso corpo, seus
efeitos prejudiciais sdo equilibrados pela agdo antioxidante. Os danos relacionados
aos radicais, como DNA, proteinas e lipidios, desempenham papel fundamental
no desenvolvimento de doengas como o cancer. A metalotioneina é compartilhada
particulamente na desintoxicacdo de metais pesados ¢ na manutengdo de ions
metalicos, pois possui alta afinidade por esses metais. Estudos demonstram que
a MT ¢ capaz de eliminar radicais hidroxila in vitro mais do que a glutationa
(ASAAD et al., 2018).

A metalotioneina tem sido considerada como uma molécula antioxidante
no sistema de defesa celular do corpo, eliminando os radicais livres, essa
funcdo antioxidante ¢ atribuida pela presenca de um grande ntimero de residuos
de cisteina, que além de se ligarem ao metal, também eliminam as espécies
reativas de oxigénio (ERO), o sistema de defesa antioxidante contra os niveis
intracelulares dessas espécies ¢ composto por moléculas ndo enzimaticas,
incluindo a metalotioneina (HUANG et al., 2014; KEPINSKA et al., 2018).

A MT possui efeito anti-inflamatorio devido a modulacéo da expressao de
diversas citocinas pro6 e anti-inflamatorias, no qual auxilia o seu efeito antioxidante
no organismo. Além disso, estudos demonstram que o zinco induz a concentracao
de MT e enzimas antioxidantes e diminui os radicais livres associados ao Cu e Fe
(PRASAD; BAO, 2019).

Juntamente com a glutationa, a MT ¢ capaz de proteger as moléculas
que sdo facilmente oxidaveis dos radicais livres, diminuindo o nivel de ERO.
Além disso, a MT possui defesas celulares contra a troca negativa da apoptose
mediada pelo estresse oxidativo. A propriedade antioxidante da MT é aumentada
na presenga de Zn**, quando ha a redugdo do acesso do Zn**a partir do MT, o MT
mutante diminui sua resposta ao 6xido nitrico ou esta em um estado oxidado, sem
limitagdes de uma quantidade suficiente de Zn*" (SHAMSI; FATIMA, 2014).
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10.6 METALOTIONEINA COMO BIOMARCADOR DE
DIAGNOSTICO DE CANCER DE MAMA

O aumento da incidéncia de cancér de mama torna necessario a busca por
biomarcadores capazes de prever o risco e as reagdes futuras dessa neoplasia e
por meio disso auxiliar no seu manejo. A metalotioneina ¢ detectada no sangue
do paciente e seus niveis séricos estdo relacionados com o estagio da doenca,
estado patoldgico e grau de progressdo, nesse sentido, essa proteina atua como
excelente biomarcador no cancér de mama. Diversos estudos demonstram que
os niveis de MT estdo elevados no cancér de mama e que em combinagdo com
os marcadores usados, o MT pode melhorar a taxa de progndstico precoce (SI;
LANG, 2018; KIM et al., 2011).

Os niveis elevados desta proteina, com a presenga do seu efeito
antioxidante, protege as células cancerigenas contra os danos causados pelos
radicais livres. Algumas evidéncias demonstram que a metalotioneina € um
biomarcador imunohistoquimico, devido a sua elevada expressao em células
mioepiteliais do carcinoma invasivo da mama, porém, € necessario estudos que
avalie o comportamento dessa proteina no fibroadenoma, um tumor benigno que
ndo resulta no desenvolvimento do cancer de mama, o que torna ideal um controle
dessa condicdo para determinar o efeito da expressdo da proteina no progndstico
de cancer de mama (SAMPAIO et al., 2017).

Assim como no cancer mamario, biomarcadores como a metalotioneina
também tém sido avaliada em tecidos mamarios normais com tumores benignos,
como fibroadenoma, pois essa proteina pode ser expressa por células normais
e cancerosas, estando envolvida na progressdo do tumor de varios tecidos
(DAVIES et al., 1993). No estudo El Sharkawy e Farrag (2008) foi avaliado
a superexpressdo de metalotioneina em células do tecido do cancer de mama
em comparagdo com as do fibroadenoma. Segundo os autores, uma maior
expressdo de MT estava relacionada ao comportamento agressivo do tumor no
carcinoma ductal de mama em comparagdo com o fibroadenoma. Outros autores
forneceram confirmacao adicional de que a expressao nuclear maior de MT foi
mais freqlientemente observada em carcinomas, em compara¢do com tumores
benignos (GOMULKIEWICZ et al., 2010).

A partir dessas investigacdes pode-se concluir que a metalotioneina pode
ser biomarcador de diferenciagdo celular no cancer de mama e agressividade.
Estudos indicam que a superexpressdo da MT-1 impede a liga¢do da p53 ao DNA,
assim, o p53 pode ndo ser capaz de agir como um fator de transcri¢cao e modular a
transcri¢do génica e apoptose, o que favorece a poliferacao de células mamarias.
Portanto, a compreensdo aprofundada dos mecanismos envolvendo essa proteina



pode contribuir com o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes para
pacientes com cancer de mama.
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Capitulo 11

Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) e
o Cancer de Mama

Camila Maria Simplicio Revoredo
Isabel Oliveira Aires
Marilia Cabral Aravjo

11.1 INTRODUCAO

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais frequentemente diagnosticada
em mulheres em todo o mundo e € a principal causa de morte por cancer neste
grupo (BRAY et al., 2018). Apesar do diagnostico precoce por meio da triagem
mamografica e dos avancos terapéuticos, o cancer de mama esta associado a
alta mortalidade, exigindo uma mudanga de estratégia quando uma terapia ¢é
ineficaz (SAMPAIO et al., 2019). Essa patologia possui etiologia desconhecida
e ¢ responsavel por muitas mortes, apesar dos recentes avangos terapéuticos,
havendo necessidade de novos parametros, tais como biomarcadores, que possam
auxiliar no desenvolvimento de estratégias de progndsticas e terapéuticas. A
proposito, varias moléculas inflamatorias e vias de sinalizag@o estdo envolvidas
na proliferagdo, sobrevivéncia, transi¢do epitelial mesenquimatosa, invasao e
metastase de células do cancer de mama (HARRIS; CASTO; HARRIS, 2014;
MANDAL, BHATIA, BISHAYEE, 2017).

Nas ultimas décadas, pesquisas com marcadores moleculares tém sido
realizadas a fim de fornecer uma ferramenta prognostica util e um possivel alvo
terapéutico (BERTOZZI et al., 2018). A analise de biomarcadores nao fornece
apenas informagdes adicionais sobre fatores clinicos cldssicos, mas também
permite uma relacao risco-beneficio mais favoravel para que pacientes recebam
tratamentos adequados (COLOMER et al., 2018). Nesta perspectiva, o fator
nuclear kappa B (NF kB) ¢ uma via de sinalizagdo importante do metalismo
inflamatorio explorada em pesquisas atuais relacionadas ao cancer de mama
(CHANG et al., 2018; LIU et al., 2018; MARINELLO et al., 2019).

NF-kB ¢ um fator de transcri¢do reguladora da expressao de genes
envolvidos com a resposta imune e inflamatoria. Além disso, a via de sinalizagdo
NF-kB tem sido descrita como crucial para outros processos bioldgicos, incluindo
proliferagdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular (GUPTA et al., 2010). A



ativagdo desregulada desta proteina tem sido associada a carcinogénese através de
uma ligacdo entre a inflamagao, microambiente tumoral e metastase (VELLOSO
etal., 2017).

Este fator de transcrigdo é formado por uma familia de cinco membros,
tais como, RelA (também conhecido como p65), RelB, c-Rel, pS0 e p52, formando
homo e heterodimeros. Na auséncia de estimulos especificos, estes dimeros estao
ligados a IxB (inibidores de NF-kB) e sdo mantidos inativos (CONELLY et al.,
2011). Embora o NF-kB seja necessario para a morfogénese da glandula mamaria
normal, sua ativacdo desregulada tem sido associada a progressdo tumoral,
levando a carcinogénese da mama (VELLOSO et al., 2017).

11.2 MECANISMO DE ACAO

A ativacdo do NF-kB depende principalmente de duas vias que sdo a
via cléssica (canonica) ou alternativa (ndo candnica), e ambas sdo dependentes
da fosforilagdo e degradagdo induzidas por sinais de uma molécula inibidora
seguida da liberagdo e transferéncia nuclear de proteinas NF-kB. A via classica ¢
dependente de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o ou IL-1p), ja a via alternativa
¢ desencadeada pela acdo parcial da molécula inibidora p100 em p52 por meio de
uma via dependente de quinase indutora de NFkB — NIK (CHARIOT; SHOSTAK,
2011).

Uma vez no interior do nucleo, o NF-kB ativado passa por uma série
de modifica¢des pos-traducdo, entre elas a fosforilagdo, acetilagdo e metilagao.
Além disso, o NF-kB ativado se liga a sequéncias especificas de DNA em
genes-alvo, tais como elementos de kB e regula mais de 500 genes envolvidos
na imunorregulagdo, regulagdo do crescimento, inflamagdo, carcinogénese e
apoptose (GUPTA et al., 2010).

Chariot e Shostak (2011) descreveram as principais vias de sinalizagado
do NF-kB. A figura 1 ilustra o mecanismo de sinalizagao através da via cléssica.
Nesta, o TNF- a se liga ao receptor TNF TNFR1 desencadeando o recrutamento
sequencial dos adaptadores TRADD (proteina do dominio da morte associado
ao TNFR1) RIP e TRAF2 (fator 2 associado ao receptor do TNF) & membrana.
A seguir, o TRAF2 intercede o recrutamento do IKK — complexo IkB quinase,
integrado por IKKa, IKKB ¢ NEMO (modulador essencial NF-xB), para o
complexo de sinalizagdo TNFR1. Em seguida, as proteinas de andaime TAB2 e
TAB3 se ligam imediatamente a substratos Lys63-polubiquietilados, tais como a
proteina de interagdo com o receptor (RIP)1, que resulta na ativacdo de TAKI e,
em seguida, de IKKp. A ativagao deste leva a fosforilagdo de IxkBa em produtos
finais especificos, polubiquiquilacdo através da ligagdo de proteinas da ubiquitina
e sua degradacdo via proteassoma. Por fim, o heterodimero p50-p65 se liga a
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locais kB especificos e ativa genes variados de NF-kB que codificam citocinas
pro-inflamatoérias 1L-6 e quimiocinas.

" SN N
4 TNF
INF-RI

Figura 1. Via classica ou candnica de sinalizacdo do NF-kB.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

A via alternativa (Figura 2) também contribui para o desenvolvimento do
tumor em mama, ¢ uma prova disso foi obtida a partir do fendtipo de um modelo
transgénico de camundongo, onde p100/p52 ¢é superexpressado no epitélio da
mama utilizando o promotor de proteina do leite B-lactoglobulina (CONELLY
et al., 2007). De acordo com Chariot; Shostak (2011), a ativagdo do NF-kB



na via ndo-canonica ocorre ap6s a ligagdo ao CD154, acionando a via classica
dependente de NEMO (ndo ilustrada) e a cascata ndo dependente de NEMO,
que se baseia no recrutamento do heterodimero TRAF2-TRAF3 para o receptor
CD40. O TRAF3 atua na conexao das ligases E3 cIAP1/2 (inibidor celular da
apoptose 1/2) a quinase NIK (quinase indutora de NF-kB). Apos ser ativada por
fosforilagdo, a NIK ¢é submetida a uma poliubiquitinacao degradativa dependente
de c-IAP1/2. Em seguida, sdo ativados os homodimeros de IKKa por NIK,
fosforilando a molécula inibidora p100, gerando parcialmente a NF-kB p52,
indo para o nucleo como um heterodimero com RelB para regular a expressao de
genes envolvidos na organogénese linféide ou na codificagdo de quimiocina de
linfécitos B (BLC) ou citocinas BAFF (fator de ativagao das células B).

D154

S S S B A T O SO DT DTN DT

TF

P100 .

Figura 2. Via alternativa ou ndo-canonica de sinalizagdo do NF-kB.

Fonte: Elaboragdo dos autores.
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A inflamacdo constitui-se como uma reacdo complexa em resposta
ao estresse oxidativo desencadeado por infecgdes, exposicdo a toxinas ou
a lesdo celular (VELLOSO et al., 2017). Quando o processo de inflamagao
estd desregulado, afeta cronicamente a homeostase tecidual, podendo levar a
disturbios nas interagdes entre os sistemas imune ¢ a ativagdo desregulada do NF-
kB o que leva ao rompimento do equilibrio entre a proliferagao celular e a morte
através da regulacdo positiva de proteinas antiapoptoticas, perda de mecanismos
de retroalimentagdo negativa, resisténcia a morte celular e iniciagdo tumoral
(SHOSTAK; CHARIOT, 2011).

11.3 NF-xB NO INDVIDUO SAUDAVEL

NF-kB ¢é um fator de transcri¢do que serve como um interruptor principal
para ativar certas respostas imunologicas e inflamatorias. Esse marcador altera
o comportamento da célula de varias maneiras; inibe a apoptose (morte celular
programada), aumenta a proliferagdo celular e aumenta a resposta inflamatoria e
imune. Evidéncias recentes sugerem que a ativacdo do NF-kB contribui para o
desenvolvimento de varios tipos de cancer humano, incluindo cancer de sangue e
certos tipos de cancer de mama. Na maioria dos tipos de células ndo transformadas,
os complexos NFkB sdo amplamente citoplasmaticos e, portanto, permanecem
transcricionalmente inativos até que uma célula receba um estimulo apropriado.
A fosforilag@o das proteinas IkB resulta em rapida ubiquitinagdo e subsequente
proteodlise pelo Proteassoma 26S. A degradagdo dependente de proteassoma
das proteinas IkB resulta na liberacdo de NFkB, permitindo que esse fator de
transcrigdo se acumule no nucleo, onde ativa a expressdo de genes especificos
envolvidos nas respostas imunes e inflamatdrias e no controle do crescimento
celular (SERASANAMBATI; CHILAKAPATI, 2016).

O fator de transcrigdo nuclear kappa B controla a transcricdo de genes
de grande parte dos fatores inflamatdrios, como o TNF-a, citocina importante na
etiologia da caquexia, sendo o NF-kB mais ativo no musculo de individuos com
caquexia. Além disso, atua na ativagdo da interleucina — 6 (IL-6), a interleucina
1 beta (IL-1p), a interleucina 8 (IL-8), a ciclooxigenase-2 (COX-2), quimiocinas
(proteina quimiotatica de mondcitos 1 ou MPC-1), sintase do oxido nitrico
(INOS) e moléculas de adesao (KUMAR et al., 2010; BARNES et al., 1997).

O Nf-xB participa ativamente do processo de inflamagdo cronica na
clinica, sendo detectado em varias neoplasias, podendo atuar como supressor ou
promotor de tumores, dependendo do tipo de cancer. Seu papel como promotor
do tumor ocorre a partir da ativagao anormal e localiza¢dao no nticleo, resultando
em uma cascata de eventos, como defeitos na regulagdo da via, perda de



mecanismos de retroalimentagdo negativa, resisténcia a morte celular e influéncia
no microambiente do tumor (VELLOSO et al., 2017).

Além das principais vias citadas anteriormente (classica e alternativa), o
NF-kB também pode ser ativado pela liga¢do do fator de crescimento epidérmico
(EGF) ao seu receptor (EGFR) e pode contribuir também para o aumento da
atividade do NF-kB em células de cancer mamario ER-negativas (BISWAS et
al., 2000). Por outro lado, ainda € um mecanismo pouco elucidado e sugere-
se que seja semelhante ao descrito nas células de cancer de pulmao (SETHI et
al., 2007). Também ¢ descrita a superexpressao de quinase relacionada a IKK e
IKKe em adenocarcinomas na mama como resultado de uma amplificagdo de
genes. A expressao de IKKe pode ser feita pela CK2 — caseina quinase 2 em
carcinoma mamario. Esta quinase promove a indu¢ao de genes de interferon tipo
I, fosforilando IRF3, ativando NF-kB, que em seguida facilida a localizagdo de
c-REL no ntcleo (BOEHM et al., 2007).

11.4  VALOR PROGNOSTICO POSITIVO DO NF-Kb NO CANCER
DE MAMA

Aviade sinaliza¢do do NF-«B inclui uma familia de fatores de transcrigao
que desempenham papéis na imunidade e inflamacdo em varios tipos de cancer,
incluindo o cancer de mama (ZHANG et al., 2018). A ativagdo de NF-«xB leva a
inducdo de genes alvo que podem inibir a apoptose, interagdo com a regulagdo
do ciclo celular, invasdo celular, contribui¢do para tumorigénese, inflamagao e
crescimento metastatico, bem como resisténcia a radio e quimioterapia (CHANG
etal., 2018).

O microambiente inflamatorio cronico do tumor mantém o NF-xB
constitutivamente ativo na maioria das células tumorais e assim, o NF-kB controla
variosprocessoscelularesnocancer,comoinflamagao, transformacao, proliferagao,
angiogénese, invasao, metastase, quimiorresisténcia e radiorresisténcia. Portanto,
a supressao de NF-xB pode ter um impacto positivo ao inibir o crescimento de
células tumorais, inclusive no cancer de mama (VELLOSO et al., 2017).

A inibicdo da expressdo do NF-kB tem sido amplamente discutida e pode
ser uma estratégia promissora para o tratamento do cancer de mama. Na avaliagdo
da eficacia do CYCO065, um inibidor de CDK2 / 9, e da eribulina em 3 linhagens
de células com cancer de mama triplo negativo constatou-se que o tratamento
combinado dessas substancias aumentou significativamente a atividade de AP1
e diminuiu a atividade das proteinas NF kB, SP1, E2F ¢ SMAD3 (RAO et al.,
2017). Além disso, a inibi¢cao do NF-kB pela Bay-11-7082 resultou numa redugao
na expressdo de CD44 e consequentemente diminuiu proliferagdo e a invasdo das
células do cancer de mama triplo-negativo (SMITH LYU; CAI, 2014).
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O manejo clinico do paciente com céancer de mama depende da
disponibilidade de fatores progndsticos e preditivos clinicos e patoldgicos para
a realizagdo de um abordagem terapéutica eficaz (RAKHA et al., 2010). Dois
estudos que avaliaram o valor prognostico positivo do NF-kB ndo mostraram
associagdo da expressdo desse marcador com a sobrevida do paciente portador de
cancer de mama (JAMSHIDI et al., 2012; ROSEWEIR et al., 2018) e outro nao
encontrou relagdo entre esta proteina e as caracteristicas clinico-patologicas de
mulheres com carcinoma mamario (ROSEWEIR et al., 2018).

11.5  VALOR PROGNOSTICO NEGATIVO DO NF-Kb NO CANCER
DE MAMA

O NF-kB é um importante fator transcricional inflamatorio que € essencial
para varios processos biologicos (GU et al., 2018). Ha fortes indicios sobre o
papel critico do NF-kB no desenvolvimento e progressao do tumor (DANG et at.,
2015). Existem evidéncias que a expressao de NF-kB pode interferir de maneira
significativa na sobrevida livre de doencas de pacientes com cancer de mama.
Alguns estudos apontam que mulheres com superexpressao de NF-kB nuclear ou
citoplasmatico tiveram menor tempo de sobrevida e maior recorréncia da doenga
em comparagdo com pacientes com baixa expressao deste marcador (OHOTSKI
etal., 2013).

A superexpressdo de NF-kB também tem sido relacionada com o alto
grau histoldgico, tamanho tumoral, metastase linfonodal, subtipo molecular,
proliferacdo e estagio avancado da doenca o que implica em uma biologia
tumoral agressiva e progndstico ruim (DAl et al., 2012; DEBARSHI et al., 2012;
JEONG et al., 2018; RAJKOVIC-MOLEK et al., 2014). A superexpressao de
NF-kB também se associa a tumores mamarios com ER e PR-negativos e HER-2
positivo (DEBARSHI et al., 2012; JAMSHIDI et al., 2012; JEONG et al., 2018;
RAJKOVIC-MOLEK et al., 2014). A perda da fungdo do ER tem sido associada
a atividade continua de NF-kB que leva a secreg¢@o de citocinas e fatores de
crescimento, que culminam em canceres agressivos, metastaticos e resistentes a
hormonios.

A ativagdo de NF-kB também ocorre devido a negatividade de PR,
uma vez que, quando ativo, o receptor de progesterona pode levar a inibigdo da
expressdo génica impulsionada por NF-kB, reduzindo sua ligacdo ao DNA e a
atividade transcricional. E importante ressaltar que a expressio de HER-2 tem sido
associada a maior agressividade biolégica de tumores mamarios e a resisténcia
a alguns tipos de tratamento (KONECNY et al., 2003). O HER-2 superexpresso
atua ativando o NF-«B através da via candnica, o que leva a alteragdes na invasao
e proliferagao de células cancerigenas da mama (DEBARSHI et al., 2012).



Nas células mamarias com mutacdo ou deficiéncia de BRCA1 existe uma
ativacdo persistente de NF-xkB que contribui para um aumento da proliferagdo
celular e danos ao DNA (SAU et al., 2016). Além disso, na construcao de uma
rede de interagdo genética usando os bancos de dados Gene Ontology e Kyoto
Encyclopedia of Genes e Genomes foi identificado as vias de sinalizagdo MAPK,
NF-kB e VEGF como as vias mais criticas que regulam a metastase hepatica do
cancer de mama, incluindo disseminacdo do tumor primario de mama, transito
pela vasculatura, sobrevivéncia e proliferagao no figado (CHEN et al., 2017).

Recentemente foi elucidado que os genes da familia do fator de
transcricdo NF-kB e seus elementos reguladores podem afetar a resposta a
quimioterapia adjuvante. O aumento da expressao de SP1 foi associado com mau
progndstico em pacientes com cancer de mama triplo negativo (TNBC) tratados
com doxorrubicina (KIM et al., 2016). A doxorrubicina inibe a sintese de DNA ¢
RNA, no entanto, o dano ao DNA induzido por este firmaco ativa a via do NF-
kB, levando a resisténcia a droga em linhagens celulares de cancer (FANG et al.,
2014).

11.6 CONSIDERACOES FINAIS

O cancer de mama ¢ classificado como uma patologia complexa, na qual
a variag@o do progresso clinico da doencga ¢ determinada por inumeros fatores e
mecanismos ainda ndo totalmente elucidados. Grande parte dos estudos revela
que o NF- kB esta relacionado a um prognostico negativo e pode contribuir
para uma abordagem terapéutica promissora no cancer de mama. No entanto,
sdo necessarios estudos clinicos e epidemioldgicos adicionais para entender o
impacto clinico dessa proteina no cancer de mama humano. Nesse sentindo,
torna-se necessaria a realizagdo de mais estudos que avaliem a expressdo do NF-
kB, com o objetivo de determinar a relacdo deste marcador com o prognostico
de mulheres com o carcinoma mamadrio e tornd-lo parametro possivel de ser
mensurado no momento do diagnostico e servir como indicador de sobrevida do
paciente.
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Capitulo 12

Fator Nuclear Eritroide Relacionado ao
Fator 2 (NRF2) e 0o Cancer de Mama

Camila Maria Simplicio Revoredo
Bruna Grazielle Mendes Rodrigues
Geovana Chaves Ximenes de Morais

12.1 INTRODUCAO

O cancer de mama é o mais incidente entre as mulheres, no mundo. Em
2018, ocorreram 2,1 milhdes de casos novos, o equivalente a 11,6% de todos os
canceres estimados (BRAY et al., 2018). Para o Brasil, estimam-se que 66.280
casos novos de cancer de mama, para cada ano do triénio 2020-2022 (INCA,
2020).

Essaneoplasia caracteriza-se como uma doenca heterogénea que se reflete
na sua classificagdo molecular, na morfologia, no curso clinico e na resposta ao
tratamento (SEONG et al., 2015). O prognostico e tratamento do carcinoma
mamario sdo definidos pela localizagdo, idade de apresentacdo e estadiamento,
e ainda fatores de risco que levam em consideragdo critérios histopatologicos,
bioldgicos e, mais recentemente, moleculares e genéticos (BRASIL, 2018).

Sendo apontados como fatores de riscos que aumentam o risco para o
desenvolvimento desta doenga, tais como, menarca inferior a 12 anos; menopausa
apds os 55 anos; mulheres que nunca engravidaram ou nunca tiveram filhos;
primeira gestacao apds os 30 anos de idade; uso de alguns anticoncepcionais
e terapia de reposicdo hormonal na menopausa, especialmente se por tempo
prolongado; exposi¢do a radiacdo ionizante; consumo de bebidas alcoolicas;
dietas hipercaldricas; sedentarismo; e predisposi¢@o genética (INCA, 2020).

E importante mencionar que a presenca destes fatores de risco podem
aumentar os niveis de estresse oxidativo celular e consequentemente promover
danos ao DNA. Assim, um continuo desequilibrio entre a superprodugdo de
espécies reativas de oxigénio e a agdo de mecanismos antioxidantes reduzida
influenciam todas as caracteristicas do cancer, da instabilidade do genoma ao
metabolismo celular, angiogénese, invasdo e metastase (COSENTINO et al.,
2019).
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Tem sido proposto que o cancer de mama pode se desenvolver por meio
de diferentes mecanismos, mas comec¢a mais frequentemente com a atividade.
desequilibrada de vias envolvidas na padronizacgao e na morfogénese dos estagios
de desenvolvimento da glandula mamaria (VELLOSO et al., 2017).

Nessa perspectiva, o fator nuclear E2 relacionado ao fator 2 (Nrf2) ¢
um dos mais importantes fatores de defesa celular contra o stress oxidativo. A
principal fun¢do do Nrf2 ¢ ativar a resposta antioxidante celular através da inducao
da transcricdo de genes capazes de combater os efeitos prejudiciais de insultos
extrinsecos e intrinsecos, tais como a xenobioticos e o stress oxidativo. Por esse
motivo, Nrf2 tem sido considerado como o principal mecanismo de defesa da
célula, e um importante regulador da sobrevivéncia celular (JARAMILLO;
ZHANG, 2013).

Todavia, alguns estudos mostraram que a superexpressao do Nrf2 em
células cancerosas pode promover a progressao do tumor (MENG et al., 2017;
ZHANG et al., 2018), metastase (ROYOO et al., 2018), e também resisténcia a
quimioterapia e radioterapia (CARLISI et al., 2017; ESMAEILI, 2016; KIM et
al., 2008; ZHONG et al., 2013).

Evidéncias crescentes recentes também tém relacionado o Nrf2
com muitos outros processos moleculares incluindo respostas inflamatodrias,
reprogramacao metabolica, proliferagdo celular, senescéncia e sobrevida
(KITAMURA; MOTOHASHI, 2018).

122 MECANISMO DE ACAO

O fator nuclear E2 relacionado ao fator 2 (NRF2) é membro da familia
cap-n-colar (CNC), com subfamilia de fatores de transcri¢do de ziper de leucina
basica (bZIP)8. Localizado no citoplasma celular, o NRF2, se associa a duas
proteinas KEAP1, conhecido por ser o inibidor natural desse biomarcador
e intermedidrio para a ligacdo do complexo CUL3-RBXI, que por sua vez, ¢
responsavel pela ubiquitinacdo do NRF2 para a degradacgdo, a fim de manter as
quantidades baixas, fisiologicamente (HAHN et al., 2017).

O gene NRF2 encontra-se localizado no cromossomo 2 (2q31), possuindo
sete dominios funcionais conhecidos como Nehl-Nenh7, sendo o Neh2, o de
maior destaque por trata-se de ser o maior regulador do dominio. Esse dominio,
possui sete residuos de lisina, que por sua vez, atuam na ubiquitinagdo, e dois
locais de ligagdo, entdo chamados de ETGE e DLG, que atuam na manutengao de
determinado nivel de estabilidade do NRF2 (Figura 1) (COELHO, 2016).

Aprincipal fungao do NRF2 ¢ ativar aresposta antioxidante celular através
da indug@o da transcri¢do de genes capazes de combater os efeitos prejudiciais de



insultos extrinsecos e intrinsecos, tais como a xenobiodticos e o stress oxidativo
(JARAMILLO; ZHANG, 2013).

Associado com o Dominio de ligagdo do

KEAP1 DNA
Nelhz Neh4  Neh7 Neh1 Neh3
r L — f A ——
. T
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&
Dominio de

Transativagdo

Figura 1. A: Dominios funcionais do gene NRF2.

Fonte: Elaboracao dos autores.

Em condigdes basais, o Nrf2 ¢ regulado por uma proteina repressora
citosolica chamada proteina 1 associada ao ECH- tipo Kelch (Keapl), que em
combinacdo com outros componentes, promove sua ubiquitinacao e degradacao
proteossomal (SILVA-PALACIOS et al., 2016).

Em situagdes de estresse oxidativo, ocorre uma alteragao na estrutura
quimica da molécula de Keapl que resulta na libertacdo do Nrf2 no sitio de
ligagdo de baixa afinidade (DGL). No entanto, o Keap 1 permanece ligado ao
Nrf2 pelo ponto ETGE. Consequentemente, as moléculas de Keapl tornam-se
saturadas de Nrf2 que assim ndo sera mais alvo de degradacdo sendo, entdo,
translocado para o nucleo (JARAMILLO; ZHANG, 2013).

Uma vez no nucleo, o Nrf2 ¢ heterodimerizado com uma proteina
conhecida como Maf (fibrosarcoma musculoaponeurético) e se liga, no DNA,
a uma sequéncia cis-regulatéria do elemento de resposta antioxidante (ARE),
resultando na ativagdo da transcricdo de diversas enzimas antioxidantes/
detoxificantes, como a superoxido dismutase (SOD), heme oxigenase 1 (HO-1),
peroxiredoxina 1 (PRX1), NAD(P)H quinona oxiredutase 1 (NQO1) e glutamato
cisteina ligase (TONELLI et al., 2017). A propdsito, o Nrf2 estd associado com
fungdes citoprotetoras em diversas condigdes fisiologicas e patologicas (Figura
2).

O Nrf2 é uma proteina de a¢do importante no mecanismo de defesa
celular, pois ¢ responsavel pela ativacdo de enzimas antioxidantes, reduzindo o
stress oxidativo e o risco para o desenvolvimento do cancer de mama (BAUER
etal., 2011; KNATKO et al., 2015; LONG et al., 2015; RAMOS-GOMEZ et al.,
2001; SEKHAR; FREEMAN, 2015; SHEN et al., 2015; TAO et al., 2015).
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Figura 2. Papel do Nrf2 na prevengao e na progressao do cancer de mama.

Fonte: Elaborag@o dos autores.

Por outro lado, alguns estudos que mostram que a hiperativagao do fator
Nrf2 em células cancerosas esta relacionado com uma maior agressividade do
cancer, como progressdo do tumor (MENG et al., 2017; ZHANG et al., 2018),
metastase (ROYOO et al., 2018), e também resisténcia a quimioterapia e
radioterapia (CARLISI et al., 2017; ESMAEILI, 2016; KIM et al., 2008; ZHONG
etal., 2013).

A ativag@o ou o acumulo de Nrf2 promove o crescimento e a proliferacao
de células cancerigenas, bloqueia a apoptose celular, fortalece a capacidade
de auto-renovagdo das células-tronco cancerigenas, além de aumentar a
quimiorresisténcia e a radiorresisténcia das células neoplasicas (WU et al., 2018).

123 ACAO DO NRF2 EM TECIDOS SAUDAVEIS

O biomarcador NRF2 ¢ destacado como regulador daresposta antioxidante
no organismo, desempenha funcdes relacionadas a inducdo a expressdo de
genes codificadores de proteinas e enzimas antioxidantes e enzimas da fase II
de detoxificacdo, sendo entdo peca fundamental para a protecdo e sobrevida



celular. Acrescenta-se ainda, a fungdo de modulagdo da expressdao de 200 genes
envolvidos em processos relacionados a inflamagdo, regulagdo metabolica,
proliferagdo celular, senescéncia e fungao mitocondrial (Figura 3) (HAHN et al.,
2017).

Relagdao com diversos canceres
Resisténcia a radio/quimioterapia

» Citoprotegao
Sobrevivéncia celular
* Homeostase

Atividade do Nrf2
|

* Estresse oxidativo
* Inflamagao
¢ Morte celular

Figura 3. Relagao entre atividade do NRF2 e suas consequéncias no organismo.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Com o acumulo no nacleo do NRF2 tem-se a indugdo de diversos genes
citoprotetores, dentre elas NADH (P), quinona oxidoredutase 1 (NQO1) e heme-
oxigenase-1 (HMOX1). Além disso, estudos ja apontaram o papel protetor da
ativacdo do NRF2 em doengas como carcinoma, doencas neurogenerativas,
envelhimento e doengas cardiovasculares, sendo de grande destaque a sua tuagao
contra os danos genotoxicos causados por agentes cancerigenos (ONODERA et
al., 2014).

Para o aumento dos niveis de NRF2 tem-se usado os compostos
fenolicos, sendo os mais atuantes, os ortos ou para dihidroxifenois. Esses dois
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tipos de fendlicos tem a capacidade de serem oxidados a quinona, resultando
assim, no aumento desse biomarcador. Acrescenta-se ainda a participagdo dos
acidos graxos o0mega 3 de cadeia longa, acido docosaexanoico (DHA) e acido
eicosapentaenoico (EPA) e os carotenoides no aumento da produgdo do fator
nuclear E2 relacionado ao fator 2 (OLIVEIRA, 2016).

A reducao da intensidade da inflamagao aguda e a quebra da transformagao
dascondigdes patologicas agudas em doengas cronicas dar-se através dainativagdo do
KEAPI e migragdo do NRF2 para o nucleo, durante o estresse oxidativo, resultando
em um complexo de proteinas sMaf (small musculoponeurotic fibrosarcoma), que
consequentemente, se ligam aos elementos da resposta antioxidante ou elementos
da resposta eletrolitica, dando “start” na transcricdo (SANTOS, 2018).

Deve-se ressaltar também outro mecanismo no qual o NRF2 ¢ capaz de
reduzir a inflamagdo que consiste na capacidade de antagonizar o NF-kB pela
remogao de EROS, indiretamente (BARBOSA et al., 2019). Diante disso, durante
a inflamagao cronica, diversas células imunologicas sdo continuamente ativadas
por mediadores inflamatodrios, e quando ndo ocorre resolu¢ao da inflamacdo,
as proprias células recrutadas pelos mediadores inflamatdrios secretam mais
mediadores inflamatorios, gerando um ciclo vicioso que ativa o NFxB de
forma cronica. O ciclo vicioso gerado pela ndo resolugdao da inflamagdo pode
ser interrompido pela ativagdo do Nrf221. De maneira geral, o Nrf2 regula
negativamente a transcri¢do de citocinas e quimiocinas pro-inflamatodrias,
moléculas de adesao celular, metaloproteinases e outros mediadores inflamatorios,
como COX-2 e iNOS, que afetam direta ou indiretamente a ativagdo do NF«B ¢
de outras rotas que controlam a inflamacao (HAHN et al., 2017).

Além disso, ha evidéncias de que existem muitos fitoquimicos com
propriedades quimiopreventivas do cancer, exercendo fungdes antioxidantes e
anti-inflamatorias, por meio da ativagdo da via Nrf2. A quimioprevencao, feita
pelos fitoquimicos, foi constatada em diversos estudos. Em um deles realizado
foi explorado o potencial anticancerigeno da luteolina, um flavonoide comum
derivado de vegetais, frutas e ervas, em células de cancer de cdlon humano e a
regulacdo epigenética da via Nrf2/ ERA. Os resultados do estudo mostraram que
a luteolina suprimiu a proliferagdo celular e a transformagao celular das células
HCT116 (carcinoma colorretal humano) e HT29 (adenocarcinoma do cdlon
humano) de maneira dose-dependente (ZUO et al., 2018).

Portanto, os fitoquimicos, indutores da via de transcricado Nrf2, exercem
efeitos quimiopreventivos favoraveis, por meio de diferentes mecanismos
antioxidantes, podendo contribuir para a redug¢do da formagao de tumores apods
a diminuicdo dos niveis de ERO. Essas acdes protegem a célula contra danos
oxidativos e inflamatorios, que podem desencadear um possivel processo
cancerigeno (CAMPOS et al., 2018).



124  VALOR PROGNOSTICO POSITIVO DO NRF2 NO CANCER DE
MAMA

A agdo do Nrf2 na inibicdo do tumor envolve uma rapida modificacdo
enzimatica, eliminacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS), excrecdo de
carcinogénicos e/ou envolve a reparagdo do dano oxidativo através da expressao
de seus genes alvo (TAO et al., 2015). Ademais, a superexpressdo citoplasmatica
de Nrf2 pode ser utilizada como preditor da sobrevida de pacientes com carcinoma
mamario (ROININEN et al., 2017; URPILAINEN et al., 2019).

A expressdo citoplasmatica positiva de Nrf2 e expressdo nuclear
negativa de Keapl estdo associados a resultados desfavoraveis na sobrevida
global e na sobrevida especifica ao cancer de mama. Concomitante a associagdo
entre a expressao citoplasmatica de Nrf2 e marcadores de agressividade, como
negatividade do receptor de estrogénio (ER) e receptor de progesterona (PR), alto
grau tumoral e indice de proliferacdo (URPILAINEN et al., 2019).

Tem-se ainda que que a expressao do Nrf2 no citoplasma ¢ associada a
negatividade do receptor do fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2)
e a positividade de ER, o que sugere um comportamento tumoral pouco agressivo
nestas pacientes (ROININEN et al., 2017).

De forma semelhante, foi identificado um papel benéfico significativo dos
niveis elevados da expressdo do mRNA do Nrf2 no tumor para a sobrevivéncia
de pacientes com tumores mamarios ER positivos (KARIHTALA et al., 2011;
WOLF et al., 2016). Sugere-se que a regulagdo hormonal da atividade do Nrf2
pelo ER pode acelerar sua resposta antioxidante para limitar exposigado celular ao
estresse oxidativo (WU et al., 2014).

Esse mecanismo de defesa teve a sua expressdo considerada como um
bom fator progndstico independente para a Sobrevida Livre de Doengas (SLD).
Além disso, € existente a correlagdo negativa entre Nrf2 e HER2, sendo assim,
Nrf2 pode ser um marcador de bom progndstico em pacientes com cancer de
mama e que a interagdo Nrf2- HER2 pode ser um alvo terapéutico promissor para
o tratamento do cancer de mama (XIAO et al., 2016).

125 VALOR PROGNOSTICO NEGATIVO DO NRF2 NO CANCER
DE MAMA

O Nrf2 é considerado um importante mecanismo de defesa contra o
estresse oxidativo e embora a ativagdo transitdria desta proteina em resposta ao
stress seja benéfica a saude, sua ativacdo persistente produz efeitos deletérios,
tendo sido recentemente relacionada com o desenvolvimento do cancer,
progressao e resisténcia as terapias (PANIERI et al., 2019).
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Contudo, apesar do Nrf2 apresentar um prognoéstico positivo em relagado
ao cancer de mama, existem algumas evidéncias que relatam que o Nrf2 esta
relacionado com a proliferacao de células cancerigenas, o bloqueio da apoptose
celular e o fortalecimento da capacidade de auto renovagdo das células-tronco
cancerigenas, além de aumentar a resisténcia a quimio e a radioterapia das células
neoplasicas (CARLISI et al., 2017; KIM et al., 2008; MENG et al., 2017; RYOO
et al., 2018; ZHANG et al., 2018).

Com isso, o aumento da proliferagdo e migracao de células com cancer
de mama ¢ de modo proporcional ao aumento a expressao da proteina Nrf2. A
superexpressdo do Nrf2 em células de cancer de mama MCF7 ¢ MDA-MB-231
contribuiu para a proliferacdo de células de cancer de mama e formagao de
tumores. Além disso, o Nrf2 pode promover a progressao do cancer aumentando
a glicolise por meio da co-ativagdo do HIFla, implicando que o Nrf2 ¢ um alvo
molecular potencial para o tratamento dessa patologia (MENG et al., 2017;
ZHANG et al., 2018).

Outro estudo mostrou que o aumento da expressdao do Nrf2 foi mediado
pela sinalizagdo CD44s-p62 em células tronco de cancer de mama e o alto nivel
desta proteina contribuiu para a redugdo dos radicais livres bem como para o
desenvolvimento de um fenotipo mais agressivo, incluindo resisténcia a drogas,
formacao de colonias, metastase e crescimento tumoral. A proteina Nrf2 estava
elevada em subpopulagdes CD44 altas das linhas celulares de cancer de mama
MCF7, MCF7 / ADR ¢ MDA-MB231 quando comparadas a subpopulagdes
CD44low (RYOO et al., 2018).

Em relagdo as terapias, ha relagdo do Nrf2 com a quimiorresisténcia.
A superexpressdo de Nrf2 resultou em resisténcia aumentada de células MDA-
MB-231 a agentes quimioterapicos, como mitoxantrona e doxorrubicina.
Assim, também, a resisténcia ao tamoxifeno em pacientes com cancer de mama
foi correlacionada com o aumento da expressdo de Nrf2 e outras proteinas
antioxidantes (KIM et al., 2008; CARLISI et al., 2017).

12.6 CONSIDERACOES FINAIS

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais frequentemente diagnosticada em
mulheres em todo o mundo ¢ ¢ a principal causa de morte por cancer neste grupo.
Nesse sentido, o fator nuclear 2 relacionado ao eritréide 2 (Nrf2) tem sido alvo de
pesquisas a fim de fornecer uma ferramenta prognostica util e um possivel alvo
terapéutico. A andlise deste biomarcadores pode fornecer informacgdes adicionais
sobre fatores clinicos classicos e também permitir uma relacdo risco-beneficio
mais favoravel para que pacientes recebam tratamentos adequados.



Portanto, sdo necessarios mais estudos multicéntricos para verificar o
papel do Nrf2 no prognostico do cancer de mama e assim, torna-lo um parametro
possivel de ser mensurado no momento do diagnostico e servir como preditor de
sobrevida do paciente. E preciso uma maior investigagio quanto ao papel de Nrf2,
visto que, ha poucas literaturas com resultados efetivos abordando o assunto.
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Capitulo 13

P53 e 0 Cancer de mama

Fabiane Araujo Sampaio
Edinara Costa

13.1 INTRODUCAO

A P53 ¢ uma proteina supressora de tumor, no qual sua relagdo com o
cancer tem sido amplamente estudada, pois mais de 50% dos tumores humanos
contém mutag¢des Tp53, além disso, a pS3 como fator de transcrigdo regula a
expressdo de genes em células submetidas a estresse. A p53 se liga tanto aos
locais-alvo especificos da sequéncia no DNA linear, quanto nas estruturas locais
do DNA, todos esses dados de ligacdo da p53 nessas estruturas influenciam nas
atividades dessa proteina (BRAZDA; COUFAL, 2017).

A p53 foi descrita pela primeira vez em 1979, sendo considerado um
oncogene e primeiro gene supressor de tumor a ser identificado. Essa proteina
tem como func¢do impedir o desenvolvimento neoplasico por meio da inibigdo e
eliminagdo da proliferagdo de células anormais. Em condi¢des celulares normais,
sua via de sinalizag@o esta no modo de espera, a ativagdo ocorre em resposta ao
estresse celular, algumas de suas vias de ativagdo também dependem de quinases.
A ativagdo leva ao aumento dos niveis de p53, além disso, a proteina do tipo
selvagem adquire atividade de ligagdo ao DNA especifica da sequéncia (GASCO
etal., 2002).

E considerada como um importante biomarcador no cancer de mama
e atua como guardid do genoma, esta presente no cromossomo 17p, podendo
regular ou ativar a apotose quando ha estresse ou danos no DNA, entretanto,
quando ha mutagdo no gene ndo ocorre apoptose e regulagdo do ciclo celular. A
p53 desempenha papel importante na regulacdo do destino celular em resposta a
tensdes como alteragcdes no DNA induzida por irradiagdo, carcindgenos, hipoxia,
ativagdo de oncogene, deplegdo de nucleotideos, entre outros (LACROIX;
TOILLON; LECLERCQ, 2006).

Essa proteina tem capacidade de atuar no fator de transcricao, além disso,
exerce acdo antiproliferativa ao induzir a apoptose ¢ pode melhorar o reparo do
DNA e inibir a angiogénese, também possui fun¢des no desenvolvimento de
tecidos normais e na resposta a inflamacéo. O papel da p53 no cancer de mama
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tem sido alvo de diversos estudos e debates, pois a mutagdao da proteina ¢ um
importante marcador de doenca agressiva e resposta a terapia (AHSAN et al.,
2016; BAKER et al., 2010).

Diversos estudos demonstraram que ha genes envolvidos na carcinogénese
do cancer de mama, entre esses genes esta o pS3, o gene de fator de transcricdo, e
este tem sido mutado com mais frequéncia, sendo assim, a p53 é considerada uma
das principais moléculas que impedem o desenvolvimento do cancer de mama,
além de outros tipos de cancer. O objetivo do desenvolvimento de terapias para o
cancer que envolvem a p53 ¢ reconstituir a rede de sinalizagdo p53, indispensavel
para a operagdo do sistema de supressdao de tumor regulado por essa proteina
(MIYAMOTO et al., 2017).

A correlagdo do gene p53 com o progndstico de diversos tipos de cancer
¢ bem demonstrada em diversos estudos, as reagdes quimicas do gene podem
aumentar a expressao da proteina ou causar uma mutacao. O p53 ¢ um importante
regulador do crescimento celular e esta envolvido na evolugdo das neoplasias,
sendo responsavel por identificar células que possuem alteragdes no DNA,
bloqueando o ciclo na fase G1 e colocando a célula lesada na fase GO, nesta
ocasido promove o reparo da célula e a encaminha outra vez para o ciclo ou na
impossibilidade, promove sua apoptose (RODRIGUES et al., 2008).

13.2 ESTRUTURA DA P53 E MECANISMO DE ACAO NO CANCER
DE MAMA

A p53 € uma das proteinas mais ativadas durante o processo de apoptose,
¢ capaz de responder estresses celulares como danos no DNA, estresse oxidativo,
ativagdo do oncogene e hipoxia. Apos sua ativagdo, inicia varias atividades
celulares na qual podem resultar na parada do ciclo celular G1 ou G2, reparo
celular, apoptose, entre outras alteragdes. A p53 tem papel direto na manutengéo
da integridade do genoma, e a perda da atividade da proteina ¢ associada a
progressao e prognostico desfavoravel do tumor (FAN; CHERIAN, 2002).

A sua estrutura é constituida por 393 aminoacidos, sua forma ativa
funcionalmente possui quatro subunidades basicas iguais que se juntam e formam
uma estrutura molecular tetramérica, na qual é a forma funcionalmente ativa da
molécula. Essa proteina ¢ identificada como guardia do genoma pois ela monitora
a integridade do genoma e impede que haja proliferagdo de células com DNA
mutado. O gene p53 ¢ ativado e leva a transcri¢do da proteina em casos como
lesdo no DNA (JUNIOR et al., 2002).

A ativagdo de p53 tem como consequéncia, a expressao de genes efetores
como MDM2, p21 e p27, sendo que a atividade bioldgica da p53 é controlada
pela proteina MDM2, visando a destruicdo. A p21 e p27 agem como inibidores



da quinase dependente de ciclina, com o intuito de inteferir na sinalizagdo da fase
S. A alta expressao de p21 pode estar relacionada com a sobrevida curta livre de
recidiva no cancer de mama (BALL et al., 2001).

A via da p53 pode ser inativada por diferentes mecanismos e essa
inativagdo leva ao cancer. O mecanismo mais comum ¢ a mutagdo missensse da
p53, especialmente no dominio de ligagdo ao DNA, que resulta na alteracao da
capacidade da p53 se ligar ao DNA. Além disso, o p53 pode ser inativado por
meio da exclusdo de alelos de p53, mutacdes do tipo nonsenses ou no dominio de
oligomerizagao, amplificacdo do gene MDM2 ou localizacdo incorreta de p53 no
citoplasma. Outro mecanismo citado em estudos recentes é o papel das isoformas
truncadas no terminal N na inativacdo da p53, algumas isoformas da proteina
conseguem alterar a especificidade de outros genes que modulam a funcdo de
p53, no qual podem levar ao efeito dominante negativo ou ganho de funcdo
(VIELER; SANYAL, 2018).

A p53 ¢ vista como um alvo para modificagdes como fosforilacdo,
acetilacdo e ubiquitinagdo. Ela pode ser gerada por sinais como radiagdo
ultravioleta, hipdxia, bloqueio de transcrigdo, sinalizacdo de oncogene, radiacao
ionizante e falta de nucleotideos, e a partir disso induz a parada do ciclo celular, a
apopstose, bloqueio da angiogénese ¢ reparo do DNA. Qualquer perda na fungéo
dessa proteina pode contribuir com o desenvolvimento do cancer, devido seu
papel na prevencdo do crescimento tumoral em varios pontos do processo de
malignidade, essa funcdo se perde de diferentes formas, a mais comum é quando
ha a perda da regido comossdmica que contém um alelo do gene e mutagdes
no outro alelo. A maioria dos canceres humanos possui um gene p53 mutado,
associado ao cancer devido a perda de fungdo, efeitos dominantes negativos e
ganho de fun¢do (TALIB et al., 2018).

O supressor tumoral p53, codificado pelo gene TP53, é o gene mais
comumente silenciado ou mutado no cancer. Em condi¢des normais, os niveis
de p53 sdo baixos e, em alguns casos, indetectdveis. No entanto, em sinais de
estresse como danos no DNA, a p53 ativada causa uma variedade de respostas,
incluindo a apoptose, fornecendo uma barreira critica contra o desenvolvimento
do tumor (BAE et al., 2018).

Vale destacar que mutagdes somaticas no TP53 sdo comuns em cancer
de mama, compreende 80% dos casos e estdo associados ao pior progndstico e
baixa resposta a quimioterapia (BRETON et al., 2005). Embora a maioria das
mutagdes no p53 resulte em inativagdo ou disfungdo de p53, algumas mutagdes
no p53 levam a perda seletiva de fungdes apoptoticas, mantendo a capacidade de
induzir o ciclo celular do tumor (WANG et al., 2015).

Segundo Bellazo et al. (2018), a utilizagdo da mutagdo TP53 como
fator progndstico ¢ inconsistente porque apesar do significado da mutacdo ser
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identificada na fase de pesquisa basica, a interpretacdo de seus resultados sdo
complexas para aplicagdes clinicas. Por outro lado, a analise da expressdo de p53
como produto protéico ¢ facilmente detectado por coloracdo imunohistoquimica
(WANG et al., 2015).

No estudo de Coates et al. (2012) avaliaram 1113 pacientes com
linfonodos negativos com cancer de mama e verificaram que a expressao de p53
foi associada ao pior prognostico em tumores ER (+), enquanto os tumores ER (-)
foram associados a um bom progndstico. Embora a detec¢ao imuno-histoquimica
da proteina p53 ndo reflita com precisdo a mutacao TP53, alguns estudos revelam
correlagao entre eles (BROSH; ROTTER, 2009; PETITJIEAN, 2007).

13.3 MUTACOES NO GENE p53

O p53 ¢ um importante gene que codifica a proteina p53 e esta expresso
na maioria das células, sua ativagdo leva a inducao ou repressao de diversos genes
que estdo envolvidos na regulagdo do ciclo celular, reparo do DNA e apoptose.
No cancer de mama, essa mutagdo causa as alteragdes mais comuns e suprime as
fungdes reguladoras da proteina. Estudos demonstram que o padrao das mutagdes
pode variar de acordo com a localizacdo geografica, etnia e fatores ambientais, no
qual a exposi¢do ambiental especifica da populagdo ou fatores endogénos podem
desempenhar um papel nessa variacdo. Atualmente, existem dois tipos do gene
p53: o tipo selvagem, no qual esta presente em todos os tecidos em proliferacdo,
regeneracdo e determinagdo da via apoptotica e o gene do tipo mutante (PAVEL
et al., 2009; LOSKUTOVA et al., 2014).

As mutagdes no TP53 sdo mais frequentes no cancer de mama triplo
negativo, que se refere ao tipo de tumor que ndo apresenta nenhum dos trés
biomarcadores mais empregados na classificagdo, o receptor de estrogeno,
receptor de progesterona e proteina HER-2. No cancer de mama as mutagoes
no TP53 sao consideradas como um fator progndstico negativo, tumores com
essa mutagdo S0 mais propensos a serem agressivos e possui associagdes com a
quimiorresisténcia. Além disso, o TP53 é um gene polimérfico, e suas alteragdes
podem afetar a func¢ao da proteina p53, aumentando o risco de cancer, a progressao
e a resposta ao tratamento, no entanto esse papel no cancer de mama ainda precisa
ser mais esclarecido (HUSZNO, GRZYBOWSKA, 2018).

A mutagdo do p53 € uma das anormalidades genéticas mais encontradas
em tumores malignos de humanos, no gene mutado a proteina pS3 permanece
inativa, interrompendo assim o mecanismo de reparo de defeitos genéticos ¢ a
possibilidade de eliminar a apoptose de células que apresentam o DNA danificado.
A proteina p53 possui dois dominios de transativac@o do terminal N, um dominio
rico em prolina, um dominio de ligacdo ao DNA, um terminal C que € responsavel



por codificar seus sinais de localizagdo nuclear e um dominio de oligomerizacao,
importante para a atividade transcricional, assim a grande maioria das mutacdes do
TP53 ocorre no dominio de ligacdo ao DNA, essa regido ¢ a mais importante para
estabilizar a estrutura terciaria da proteina p53. Em relacdo aos outros dominios,
somente 2% das mutagdes ocorrem no terminal N e C. (PASTUSZEWSKI et al.,
2007; KASTENHUBER; LOWER, 2017; PELTONEN et al., 2010).

A mutagio nos genes p53 provoca a formagao de proteinas mais estaveis
que se acumulam e podem ser analisadas por imuno-histoquimica, seus niveis sao
regulados de formas diferentes, além disso, esse gene codifica varias isoformas
da proteina p53 e a mutagdo no gene Tp53 tem sido considerado como um
acontecimento precoce na origem do tumor na mama. Grande parte das mutacdes
levam a substitui¢des tnicas de aminoécido resultando na expressao da proteina
p53 de forma mutante, o gene mutante pode causar efeitos dominantes negativos
sobre o p53 selvagem e também adquirir ganho de fungdes oncogénicas (DING
etal., 2017).

As modificacbes que ocorrem no gene p53 como proteina do tipo
selvagem ou mutante, possuem grande influéncia na sua localizagao citoplasmatica
ou nuclear, nas fun¢des, interagdes celulares com seus alvos e vida 1til gene.
Estudos demonstram que as mutagdes podem ocorrer em quase todos os codons
dos dominios de ligagdo ao DNA e em outros dominios da p53, em células
cancerigenas, porém, ndo ¢ muito esclarecido como essas diferentes mutagdes
podem afetar a progressdo do cancer na perda da fungdo da p53 do tipo selvagem,
em mutagdes dominantes negativas e no ganho de fendtipos de funcgao (IDIKIO,
2010; FANG et al., 2018).

134 RELACAO ENTRE P53 E METALOTIONEINA

Estudos indicam que ha uma forte relagdo entre p53 e MT, pois a alta
expressdo de MT nos tumores € associada a presenca de p53 mutado e ao
crescimento do grau do tumor, além disso a MT € capaz de regular a atividade
de ligacdo ao DNA da p53 por meio da transferéncia do zinco. A apo-MT,
considerada a forma livre de metal da MT, pode sequestrar e diminuir a atividade
de transcri¢cdo do p53 (OSTRAKHOVITCH et al., 2006).

Bezerra et al. (2018) diz que as moleculas de metalotioneina podem
inativar a proteina p53, pois ¢ capaz de remover os ions de zinco da proteina,
o que leva a sua inatividade, a inativagao dessa proteina em células neoplasicas
tem como consequéncia a proliferacdo excessiva e a inibicdo dos processos
apoptoticos. A MT pode ser um mecanismo de controle que regula a atividade da
p53, podendo controlar o nivel do ion zinco no meio celular e modular a atividade
funcional da proteina p53, além disso, pode remover o zinco da p53. Os ions de
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zinco sdo essenciais para manter a conformagdo e estabilidade da p53 do tipo
selvagem e sua afinidade por uma sequéncia especifica de DNA (WISHEREK et
al., 2008).

A expressdo aumentada da metalotioneina no tumor de células pode
promover o aumento da proliferacdo, grau do tumor e sobrevivéncia de células
através da desestabilizacao e inativacao da p53, proteina responsavel pela inibigao
da mitose celular e reparo no DNA alterado, se esta nao for eficiente o processo
de apoptose ¢ suprimido. Além disso, tem sido relatado o controle da atividade da
p53 pela MT, o papel da p53 na ativacdo do gene da MT e que a falta de metal na
MT pode interromper a atividade de ligagdo ao DNA da p53 por meio do zinco,
no qual leva a sua inativagdo ndo mutacional, assim a superexpressao da MT pode
prejudicar a funcao da p53, facilitando a carcinogénese e a progressao do tumor
(ALAM; KELLEHER, 2012; CARDOSO et al., 2009).

13.,5 INFLUENCIA DO ZINCO NA P53

A p53 possui um dominio de ligagdo ao DNA por meio do zinco, um
ion necessario para o funcionamento ativo da p53 do tipo selvagem. A estrutura
nativa da p53 € interrompida sem o zinco, produzindo propriedades fracas
e inespecificas de ligagdo ao DNA, que resulta na transformacao celular. Ja o
excesso de zinco produz mondmeros p53 dobrados que resulta em precipitagdo
agregada irreversivel de p53 e a um fendtipo de transformacdo celular devido
a auséncia da func¢do da proteina p53 (THEOCHARIS et al., 2003; ATRIAN;
CAPDEVILA, 2013).

O zinco ¢ exigido por diversas proteinas que s@o fatores de transcri¢o,
como a p53. A indugdo dos niveis de p53 regula funcdes relacionadas ao reparo do
DNA, regula o ponto de verificagdo do ciclo celular e induz a apoptose, implicando
a resposta das células normais aos danos no DNA. Em resposta a esses danos, o
p53 intervém a parada do ciclo celular da fase G1, no qual induz a transcri¢ao
do inibidor da quinase, desencadeando a apoptose. A deficiéncia de zinco leva ao
aumento do dano oxidativo ao DNA, a quebra de cromossomos, o aumento da
expressdo de p53 em resposta a danos do DNA e prejudica a capacidade do p53
de se ligar ao DNA. A ligagdo da p53 ao DNA ¢ efetivado pelo ion Zn, no qual ¢
necessario para manter sua funcdo ativa (ALAM; KELLEHER, 2012).

Alguns estudos demonstram que o dominio de ligacdo ao zinco na
proteina pode funcionar como um sensor para os niveis de metais na célula, além
disso, alteracdes nos niveis intracelulares de metais podem afetar a p53, a perda
de zinco intracelular pode causar uma alteracao na conformacgao da proteina p53,
levando a perda da capacidade de ligacdo ao DNA, alguns ions metalicos, como
o cadmio, também competem com o zinco € assim inativam a fun¢do da p53 em



células intactas estimulando a mudanga da proteina para uma conformagio do
tipo mutante (MEPLAN et al., 2000).

O zinco afeta de forma direta a ligagdo de p53, visto que a deficiéncia
de zinco impede que o complexo funcional de p5S3-DNA seja formado para a
transcri¢do de genes. O aumento do teor de proteina p53 em resposta a deficiéncia
de zinco, pode resultar de um estimulo negativo mediado pela diminui¢ao da
transcrigdo de genes regulados pela pS3 com o intuito de manter a sua ativagao,
danos no DNA devido a falta de zinco também pode causar o aumento das
concentracdes de p5S3 (GRATTAN; FREAKE, 2012).

13.6 P53 COMO BIOMARCADOR DE CANCER DE MAMA

Nos ultimos anos, a busca por biomarcadores que possam prever o
progndstico de pacientes com cancer de mama tem aumentado significativamente,
com o intuito de avaliar fatores progndsticos como caracteristicas histologicas,
tamanho do tumor, idade, status dos receptores de hormonios estordides e status
de linfonodos. Um desses biomarcadores ¢ o p53, muitas alteragdes tem sido
investigadas e sugerem que o gene p53 € o gene supressor de tumor com um
grande nimero de mutagdo na malignidade humana, sendo que 30% dos canceres
de mama tem mutacgdo p53, essa mutacao pode representar um evento precoce no
progresso do tumor, além disso, estimula a proliferacéo celular e torna o fendtipo
agressivo (PAN et al., 2017).

A detecgdo do cancer de mama precoce € essencial para o prolongamento
da vida de individuos com o cancer, pois o estagio da doenca possui relagdo com
a sobrevivéncia. Estudos demonstram que o biomarcador p53 tem sido usado
principalmente para investigar a eficcia da quimioterapia no cancer de mama,
devido o aumento da proteina quando ocorre dano tumoral, os niveis salivares
de p53 sdo 25% menores em pacientes com cancer de mama comparados a
individuos saudaveis, além disso, como o gene p53 mutado induz o acimulo da
proteina no nticleo das células tumorais, a coloragdo imunohistoquimica pode ser
usada para detectar as mutagdes (SAUTER, 2017; NEMEIER et al., 2019; LEE
etal., 2011).

A p53 possui propriedades fisico-quimicas como sua ndo
biodegradibilidade e seu acimulo nos nucleos celulares, essas propriedades da
proteina sdo produzidas pelo gene mutante Tp53, além disso, sdo diferentes
do tipo selvagem, no qual forma uma base para a avaliacdo usando medidas
imunohistoquimicas. Quando ha imunocoloracdo forte e difusa de p53 ¢ provavel
de ter uma mutagdo no gene TpS53. Apesar de sua significincia, o prognostico da
mutagdo do Tp53 de forma isolada, ainda ndo é suficiente para determinar e afetar
as decisdes clinicas que envolvem o cancer de mama ou outros tipos de cancer,

==\

Q) VINVIN 3a ¥IDNYD ON STUOAVYIUVINOIL

-—



PN

BIOMARCADORES NO CANCER DE MAMA

(2))

principalmente devido ao fato de que existem muitas maneiras pelas quais uma
célula cancerigena pode bloquear a atividade do p53 e reter o gene selvagem
(ABUBAKAR et al., 2019; GRAWENDA et al., 2015).
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