UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS:

ENDOCRINOLOGIA

EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR ESTROGENICO-a, bcl-2 E c-myc EM

FIBROADENOMAS E NO TECIDO MAMARIO NORMAL CIRCUNJACENTE

RODRIGO CERICATTO

Porto Alegre, Dezembro de 2002.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS:

ENDOCRINOLOGIA

EXPRESSAO GENICA DO RECEPTOR ESTROGENICO-a, bcl-2 E c-myc EM

FIBROADENOMAS E NO TECIDO MAMARIO NORMAL CIRCUNJACENTE

RODRIGO CERICATTO
Dissertagdo apresentada ao programa de Pos-
Graduagao em Ciéncias M¢édicas:
Endocrinologia, UFRGS, como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Médicas — Endocrinolgia.

Orientadora: Profa. Dra. Poli Mara Spritzer

Co-orientadora: Profa. Dra. Ilma Simoni Brum da Silva

Porto Alegre, Dezembro de 2002.



AGRADECIMENTOS

A Prof. Dra. Poli Mara Spritzer, minha orientadora desde a iniciagdo cientifica, pelo
exemplo como médica e pesquisadora, pela sua lideranca, dinamismo ¢ capacidade de
integracdo e aplicacdo dos conhecimentos da pesquisa basica e clinica ao atendimento das
pacientes.

A Prof. Dra. Ilma Simoni Brum da Silva, minha co-orientadora, pelo constante
estimulo, dedicagdo, disponibilidade e habilidade na transmissdo dos ensinamentos sobre as
técnicas de pesquisa em biologia molecular, e pela amizade desde o periodo do seu mestrado.

Aos Professores do Servigo de Mastologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA): Prof. Carlos Henrique Menke, Prof. Jorge V. Biazus e Prof. Dr. Nilton L. Xavier,
pelos exemplos de conduta profissional e constante estimulo a pesquisa e pelas oportunidades
proporcionadas para meu continuo aprimoramento.

Aos Colegas do Servigo de Mastologia do HCPA: Dr. José¢ A. Cavalheiro, Dra. Ana
Cristina Bittelbrunn e Enf. Eliane Rabin, pela amizade, apoio constante e carinho.

Ao Prof. Dr. Edison Capp pelo apoio e auxilio no entendimento das técnicas de
pesquisa.

As colegas de pesquisa Débora Martinho Morsch e Adriane Pozzobon pela amizade,
disponibilidade e auxilio nas atividades laboratoriais e elaboracdo deste trabalho.

As colegas de laboratorio: Dra.Maria Beatriz Kohek, Dra.Isabel O.de Oliveira, e Lucia

Beatriz S. Furtado pela agradavel convivéncia e amizade.



As Secretarias Miriam Sant’Helena, Rosangela Rodrigues e Rozelaine Mulling pela
eficiéncia e disponibilidade.

Aos médicos residentes dos Servigos de Mastologia e Ginecologia do HCPA que
participaram dos procedimentos cirurgicos.

Aos bolsistas de iniciagdo cientifica Mauricio Longaray, Guilherme Geib, Valderes
Agostinho Boeri pelo auxilio na coleta das amostras, preparo das solucdes e participacao nos
experimentos.

A Tracema Vera Soares e Idelma Oliveira Pithan pela amizade e auxilio na preparagéo
e manutencao dos materiais do laboratorio.

Ao PPG em Endocrinologia e ao GPPG do HCPA por propiciarem os meios para o
desenvolvimento do projeto.

A CAPES, ao Fundo de Incentivo a Pesquisa do HCPA (FIPE - Processo n° 00/401) e
ao Pronex 26/98 pelo apoio financeiro.

A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para a realizagao deste estudo, em
especial as pacientes.

Aos meus pais e familiares pelo carinho e compreensdo da auséncia e dos siléncios,
principalmente na etapa final do trabalho.

A Jussara pelo amor, apoio e por tornar trangiiilos os momentos de dificuldade.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS
LISTA DE TABELAS
LISTA DE FIGURAS
INTRODUCAO
Mecanismo de A¢do de Hormonios Esteroides
Receptores de Estrogénios
A Mama e os Estrogénios
Proto-oncogene c-myc
Proto-oncogene bcl-2 e Apoptose
OBJETIVOS
REFERENCIAS
ARTIGO
Estrogen Receptor-a, bcl-2 and c-Myc Gene Expression in Fibroadenomas
and Adjacent Normal Breast: Association with Phase of Menstrual Cycle,
Oral Contraceptives and Nulliparity
Resumo
Abstract
List of Abreviations
Introduction
Patients and Methods
Statistical Analysis
Results
Discussion
Conclusion
References
ANEXOS
Anexo 1: Protocolo do Estudo
Anexo 2: Termo de Consentimento Informado
Anexo 3: Curvas de Ciclo de PCR para Padroniza¢do da Expressdo Génica
do ER-a, bcl-2 e c-myc

06
08
09
10
13
14
16
20
22
26
27
35
36

37
38
39
40
41
44
45
47
50
51

67
68
70



LISTA DE ABREVIATURAS

A Adenosina

pom Beta-microglobulina

bcl-2 B-cell lynphoma 2

C Citosina

cDNA Acido desoxirribonucléico complementar
c-myc Homologo celular do oncogene retroviral v-myc
DNA Acido desoxirribonucléico

dNTPs Desoxinucleotideos trifosfatados

DTT Ditiotreitol

EGF Fator de crescimento epidérmico

EP Erro Padrao

ER Receptor de estrogénio

ERa Receptor de estrogénio-a.

ERpB Receptor de estrogénio-f3

ERE Elemento responsivo ao esterdide

FGF Fator de crescimento de fibroblastos

G Guanina

H Hormoénio

HR Complexo hormonio receptor

IGF 1 Fator de crescimento semelhante a insulina I
IGF II Fator de crescimento semelhante a insulina II
M Molar

MCF-7 Linhagem de células de tumor de mama dependente de estrogeno
mg Miligrama

ml Mililitro

mm Milimetro

mRNA Acido ribonucléico mensageiro

ng Nanograma

nM Nanomolar



pb
PCR
PR

RNA
RT-PCR

TGFa
TGFp
UA
uv

ue

Pares de bases

Reagdo em cadeia da polimerase
Receptor de progesterona

Receptor

Acido ribonucléico

Reacdo em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa
Timina

Fator de crescimento transformante tipo a
Fator de crescimento transformante tipo 3
Unidades Arbitrarias

Luz ultra-violeta

Micrograma

Microlitro



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. 63
A) Sequence and localization of primers in S,-microglobulin (f.m), c-myc, bcl-2 and

ER-a cdna sequences, expected sizes of the amplified fragments
B) PCR conditions

TABELA 2. 65
Clinical, anthropometric, and hormonal parameters of patients



LISTA DE FIGURAS
FIGURA I. Mecanismo de A¢ao dos Hormodnios Esterdides

FIGURA II. Evolugao Ciclica dos Loébulos Mamarios em Fungdo do Estimulos
Hormonais e Reprodutivos

FIGURA III. Modelos de ac¢do do c-myc na Proliferagdo Celular e Apoptose

FIGURA 1A. Representative gels of ER-a, bcl-2 and c-myc mRNA levels
determined by RT-PCR from normal breast and fibroadenomas

FIGURA 1B. ER-a, bcl-2 and c-myc mRNA quantitative results in relation to
S>-m optical density (AU) of bands

FIGURA 2A, B, C. Quantitative results for ER-a, bcl-2 and c-myc mRNA vs.
p>-m optical density (AU) of bands, according to phase of menstrual cycle and
use of hormonal contraceptives

FIGURA 3A. Representative gel showing c-myc mRNA levels determined by
RT-PCR from fibroadenomas of non contraceptive users, according to nodule
diameter

FIGURA 3B. Quantitative results for c-myc mRNA vs. f,-m optical density
(AU) of bands, according to nodule diameter

FIGURA 3C. Representative gel showing c-myc mRNA levels determined by
RT-PCR from fibroadenomas of non contraceptive users, according to patient’s

parity

FIGURA 3D. Quantitative results for c-myc mRNA vs. f,-m optical density
(AU) of bands, according to patient’s parity

14

17

22

60

60

61

62

62

62

62



INTRODUCAO

A regulagdo hormonal da mama, incluindo os mecanismos moleculares que envolvem
os processos de proliferacdo, diferenciagcdo e apoptose ndo estdo até hoje bem estabelecidos. O
mesmo ¢ verdadeiro para os mecanismos de transformacdo neopldsica e carcinogénese.
Inumeras evidéncias tém chamado a atencdo sobre o estimulo proliferativo dos estrogénios
sobre células epiteliais mamadrias, benignas e malignas (Bernstein & Press 1998; Key 1999).
Sao reconhecidos como fatores de risco para o desenvolvimento de carcinoma mamario a
maior exposi¢do aos estrogénios durante o periodo reprodutivo (menarca precoce,
nuliparidade e menopausa tardia) ou apds a menopausa (terapia de reposicdo hormonal,
obesidade) (Willet et cols. 1999; Sharpe & Boivin 2000; Bernstein 2002) Estes dados
incentivam o desenvolvimento de estudos sobre a influéncia dos esterdides sexuais nos
processos fisioldgicos e na carcinogénese da glandula mamadria, no sentido de aprofundar o
conhecimento da area e gerar novos caminhos na prevencao primaria e secundaria de doencas
da mama dependentes de hormonios sexuais.

Embriologicamente, as mamas sdo consideradas glandulas sudoriparas modificadas, de
origem ectodérmica (Osborne 1999), constituidas por um conjunto heterogéneo de epitélio
(ductal e alveolar), tecido conjuntivo e adiposo (Cotran e cols. 1989). Seu desenvolvimento,
integridade estrutural e funcional envolvem uma série de hormonios esterdides, peptidicos e
fatores de crescimento, como os estrogé€nios, a progesterona, a prolactina, a insulina, os

glicocorticéides, as gonadotrofinas, a somatostatina, os hormoénios tireoidianos, o horménio do
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crescimento, o TGFa, TGFp, IGF I e II, EGF, FGF, entre outros. (Dahmoush 1994; Hansen &
Bissell 2000).

Durante a menacme, a glandula mamadria passa por etapas ciclicas de desenvolvimento,
diferenciagdo e apoptose (morte celular programada). Dentro desse processo ciclico, os
estrogénios e a progesterona, tém papel regulatorio primordial (Russo e cols. 2000). A mama
tem sido um dos 6rgdos mais estudados em relacdo a influéncia dos hormonios sistémicos
sobre a homeostasia funcional e estrutural. Além de servir como um modelo versatil para o
estudo do desenvolvimento, da fisiologia e da regulacdo génica (Hansen & Bissell 2000), o
fato das patologias mamarias, tanto benignas, quanto malignas, apresentarem alta incidéncia,
morbidade e mortalidade, justifica esse crescente interesse. No Brasil foram estimados 36.090
novos casos de cancer mamadrio para o ano de 2002 (INCA 2002), sendo a neoplasia de maior
incidéncia e a principal causa de morte por cancer entre as brasileiras. Na maioria dos paises
ocidentais tal magnitude também se repete (Russo e cols. 2000).

Sabe-se que as secrecdes alteradas de um hormonio estimulante ou de fatores de
crescimento, ¢ a atividade diminuida de fatores supressores da proliferacdo celular podem
originar um amplo espectro de manifestacdes clinicas, variando desde alteragdes morfoldgicas
e funcionais do tecido afetado, até o crescimento celular descontrolado, diferenciado ou néio,
caracterizando a neoplasia (Clemons & Goss 2001, Palmieri e cols. 2002). Com o
desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, as interagdes entre os hormonios
esteroides e outros fatores reguladores da proliferacdo, diferenciacdo, e apoptose podem ser
mais bem esclarecidas (Da Silva 1998). Na busca de uma maior compreensdo destes

processos, especialmente dos primeiros eventos da hiperplasia antes da transformagdo
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neoplasica de tecidos sensiveis a hormonios, a andlise de lesdes mamarias benignas,
comparativamente ao tecido mamario normal, representa um dos possiveis modelos de estudo.
Dentre as lesdes mamarias benignas em potencial, destacam-se os fibroadenomas, que sao os
nodulos benignos mais comuns da mama feminina, com uma prevaléncia nas clinicas de
mastologia de até 13%. (Clare & Morrow 1999). Freqlientemente diagnosticados em mulheres
jovens, entre 20 e 30 anos, apresentam crescimento geralmente auto-limitado, alcancando em
média 2 a 3 cm da didmetro, e uma propor¢do importante tende a regressdo espontanea
(Hindle & Alonzo1991, Xavier e cols. 1996, Tobias e cols. 1999; Takei e cols. 1999). Os
fatores envolvidos com esse comportamento ainda nao foram identificados. Sua analise
genética demonstrou ter origem policlonal a partir de células epiteliais e estromais,
confirmando tratar-se de processo hiperplasico (Nogushi e cols. 1993), diferentemente dos
processos neoplasicos que tém origem a partir de uma unica célula precursora (monoclonal).
Podem ser multiplos e/ou bilaterais em 10 a 16% das pacientes (Xavier e cols. 1996),
sugerindo-se nestes casos, que cada unidade lobular dé origem a um fibroadenoma (Santen &
Pinkerton 2001). Os fibroadenomas mantém semelhanga tanto do ponto de vista histologico
(componentes epitelial e estromal), como de sensibilidade hormonal, em relacio a mama
normal (Founier e cols. 1982; Nogushi e cols. 1993; Schnitt & Connolly 1999). Desta forma,
a analise da expressdo de proto-oncogenes e seus produtos, em funcdo das variagdes
hormonais do ciclo menstrual e da idade, pode se constituir em medidas indiretas das

interagdes dos hormonios esterdides com os demais fatores reguladores do ciclo celular.
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Mecanismo de Acao dos Hormonios Esteroides

O modelo utilizado para descrever o mecanismo de acdo dos hormonios esterdides foi
relatado por Schuchard e cols., em 1993, sendo aplicavel aos receptores de androgénios,
estrogénios, progesterona e glicocorticdides. Segundo esta proposi¢do, os esteroides
atravessam a membrana celular ligando-se a receptores especificos no interior da célula,
causando sua ativagdo. A ativagdo do receptor ¢ seguida por alteracdes conformacionais em
sua estrutura que irdo permitir a ligagdo do complexo-hormonio receptor a seqiiéncias
especificas do DNA, denominadas de elementos responsivos a esterdides (ERE). Estes
elementos responsivos correspondem a seqiiéncias de DNA de 15 a 20 pares de bases
localizados anteriormente ao sitio de inicio da transcricdo (upstream) do gene responsivo a
esterdides. Apos a ligagdo do complexo hormonio-receptor ao ERE ¢ induzida a transcri¢ao
imediata dos chamados genes regulatérios precoces (early genmes). A resposta dos genes
precoces ocorre em poucos minutos apos o estimulo esterdide. Estes genes regulatorios
transcrevem mRNA para proteinas que, por sua vez, entram no nucleo e regulam a transcri¢ao
de genes estruturais tardios (late gemes). Os genes estruturais codificam mRNA para as

proteinas que irdo produzir o determinado efeito biologico. A figura I ilustra este modelo.
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FIGURA 1
O hormoénio (H) ester6ide difunde-se para dentro da célula ligando-se aos receptores
especificos (R) no nucleo da célula-alvo. O complexo hormdnio-receptor (HR) se liga a
elementos responsivos aos hormonios esterdides (ERE) localizados na fita de DNA induzindo
a transcricdo imediata dos genes precoces (c-myc, por exemplo). A proteina produzida por
estes genes regula a transcricdo dos genes estruturais tardios cujos produtos interferem no
desenvolvimento celular (proteina X e proteina Y). Fatores de crescimento com efeito
autdcrino e paracrino, além de seus receptores, também podem ser estimulados pela ligagao H-
ERE.(Adaptado de Schuchard e cols. 1993).
Receptores de Estrogénios (ER)

Os receptores de estrogénios, denominados receptor estrogénico-o. €, 0 mais

recentemente descoberto, receptor estrogénico-f3, fazem parte da superfamilia de receptores

nucleares. Esta familia inclui os receptores para os hormonios esterdides, para os hormonios

tireoidianos, os acidos graxos e as prostaglandinas (White & Parker 1998). Os receptores
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estrogénicos estdo presentes além dos tecidos sexuais acessorios, também em varios outros
tipos de orgdos e sistemas como figado, ossos, tecido adiposo, sistema nervoso central e
cardiovascular. Ambos sdo reguladores dos processos transcricionais dependentes de
hormonios, utilizando mecanismos genéticos complexos para guiar o desenvolvimento e as
fungdes de diferentes tecidos-alvo (Dickson & Stancel 1999). A partir de sua ligagdo com o
hormonio cognato, ativam ou reprimem a transcri¢ao de genes, pela associagdo direta com
elementos especificos do DNA e/ou proteinas, conforme descrito anteriormente. Outra via de
ativacdo dos receptores estrogénicos, independentemente da ligagdo com os estrogénios foi
descrita, e envolve a fosforilagdo do receptor por enzimas, como as tirosina quinases € as
proteinas quinases ativadas por mitogenos, estando o fator de crescimento epidérmico (EGF) e
o fator de crescimento transformante tipo o (TGFa) entre os exemplos de sinalizadores para
tal via (White & Parker 1998; Gruber e cols. 2002).

O ERa, clonado em 1986, ¢ codificado por gene localizado no brago longo do
cromossomo 6 (q24-27) (Dahmoush1994), enquanto o gene do ER ¢ descrito na banda q22-
24 do cromossomo 14 (Enmark & Gustafsson 1998). Embora o dominio de ligagdo ao DNA
seja muito semelhante entre os receptores, outras regides, como o dominio de ligacdo ao
ligante, ndo apresentam acentuada homologia, o que se reflete na diferente afinidade dos dois
subtipos de receptores aos varios estrogénios. Estudos recentes sugerem que a distribui¢ao
tecidual dos receptores estrogénicos também possa divergir, sendo que os carcinomas
mamarios apresentam preponderantemente ERa, e o ERP parece ser mais expresso no tecido
mamario normal (Clemons & Goss 2001, Palmieri e cols. 2002). Podem também se associar

na forma de heterodimeros para ligacdo ao elemento-responsivo (ERE) (Enmark &
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Gustafsson 1998). A pesquisa da regulagao do niimero e expressdao dos ERs sobre a fisiologia
mamaria, € sobre o processo de carcinogénese busca, além de um melhor entendimento destes

processos, potenciais alternativas para a prevencao e tratamento das neoplasias mamarias.

A Mama e os Estrogénios

A glandula mamadria humana na infancia apresenta caracteristicas semelhantes entre
meninas € meninos, caracterizando-se por estruturas ductais rudimentares, retro-areolares, ¢
pela auséncia de alvéolos. Na puberdade, tem inicio o desenvolvimento do sistema ductal,
através da coordenacao e estimulo pelos estrogénios e progesterona, além da participagao do
hormoénio do crescimento, das gonadotrofinas e prolactina, entre outros. A telarca, ou
surgimento do botdo mamario, que ocorre normalmente entre os 10 ¢ 11 anos de idade,
corresponde ao marcador do inicio da puberdade nas meninas (Dickson & Russo 1999). O
alongamento e ramificagdo progressivos da arvore ductal e a formacao dos brotos alveolares,
associados a proliferagao do estroma circunjacente, correspondem aos efeitos mediados pelos
estimulos hormonais para o pleno desenvolvimento mamario. Com a progressiva evolucao, a
mama se organiza anatomicamente em 15 a 20 lobos, que correspondem as unidades
morfofuncionais da glandula, cada um drenando por um ducto principal através do mamilo. A
sub-segmentacdo dos ductos mamarios leva a identificacdo das unidades terminais ducto-
lobulares (TDLU), estruturas onde a maioria das neoplasias mamadrias tem sua
origem.(Dahmoush e cols. 1994), e anatomicamente compostas por um lobulo (conjunto de
alvéolos, ductos e estroma intralobulares) e seu ducto extra-lobular. Sua estrutura normal varia

em funcdo da idade e do status hormonal, sendo que sua diferenciagdo plena somente ¢é
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atingida com a gravidez e lactacdo. A avaliagdo da diferenciagao das TDLU, também se reflete
sobre sua atividade proliferativa. Russo e cols. (2001a) descrevem os l6bulos tipo 1, ou
lobulos virginais, tipicos das nuliparas pré-menopausicas, como as estruturas menos
diferenciadas. A transi¢do para os l6bulos tipo 2 e 3, mais freqiientes nas multiparas pré-
menopausicas, envolve um aumento do numeros de ductos e alvéolos, além do aumento do
volume lobular. Ja os lobulos tipo 4, sdao identificados somente durante a lactacao (figura II).
Em funcdo da relagdo inversa entre diferenciacdo e atividade proliferativa, e pela maior
probabilidade de acimulo de erros ou mutagdes do DNA nas estruturas mais proliferativas,
justifica-se a associacdo da nuliparidade (l6bulos tipo 1) como fator de risco para a
carcinogénese mamaria (Allred e cols. 2001, Russo e cols. 2001b). A expressdo do ERa
também difere nestas estruturas, sendo superior nos l6bulos menos diferenciados (tipo 1) em

relacdo aos mais diferenciados (tipo 3 e 4) (Dickson & Russo 1999).

Desenvolvimento

INVOLUCAO PUBERDADE

Lobulo tipo 1
Proge steruna
Apﬂptﬂse Estrugenu

Lébulo tipo 3 Labulo tipo 2
LACTACAO GESTACAO

Labulo tipo 4 Lobulo tipo 3

S—e—"n -
Diferenciacao
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Figura II - Efeito das influéncias hormonais e reprodutivas sobre a proliferacao, diferenciacao
e involugdo das estruturas lobulares mamarias. (Adaptado e modificado de Hansen& Bissell
2000 e Russo e cols. 2001a).

Na mama, as variagdes dos niveis hormonais, em funcdo do ciclo menstrual e da idade
causam repercussdes nos processos de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose, embora estes
mecanismos e sua regulagdo hormonal nido estejam ainda completamente esclarecidos. No
tecido mamario normal, observa-se baixas taxas de expressio do ERa (7 a 20%) e de
proliferacao celular (~2%), e ¢ evidenciada uma maior expressao do ERa na fase folicular do
ciclo (Markopoulos e cols. 1988; Anderson e cols. 1997; Ricketts e cols 1991; Soderqvist e
cols. 1997; Russo e cols. 2001). O pico da apoptose ocorre no final da fase lutea coincidindo
com a queda das concentragdes dos estrogénios e da progesterona (Sabourin e cols. 1994;
Ferrieres e cols. 1997; Anderson 1999). Uma dissociagdo entre células que expressam o ERa e
células que estdo em divisdao celular foi relatada no tecido mamario normal (Clarke e cols.
1997). Com base nestas observagdes, os autores especulam que as células ERa positivas
poderiam regular positivamente a proliferagdo das células ERa negativas por, via paréacrina.
Esta hipotese ¢ atraente, mas em funcdo da descoberta recente do ER[, sua possivel
participagdo neste processo nao pode ser descartada (Speirs e cols. 2002).

Evidéncias clinicas e experimentais in vivo sugerem uma maior proliferagdo celular
mamaria na segunda fase do ciclo, que estaria associada a interagdo sinérgica entre o0s
estrogénios e a progesterona (Graham & Clarke 1997, Speroff 1999). Este ¢ um tema ainda

controverso, especialmente porque tais efeitos ndo sdo demonstrados nos estudos in vitro

(Gompel e cols 1986, Graham & Clarke 1997).
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Nos processos hiperplasicos e neoplasicos, o mecanismo normal do controle de
crescimento esta alterado. Entre os eventos moleculares associados a essas alteragdes pode-se
destacar modificacdes na expressdo de mediadores da proliferagdo celular, e na ativacao de
proto-oncogenes. O aumento na expressao do ERa além de representar a alteracdo
transcricional mais comum nas neoplasias mamarias (Benz 1998), também est4 associado ao
processo de tumorigénese mamaria. Avaliando a expressdo do ERa em lesdes mamadrias
benignas, pré-malignas e malignas tem-se identificado uma crescente expressdo do receptor,
geralmente correspondente a maior atividade proliferativa da lesdo (Shoker e cols. 1999a;
Shoker e cols. 1999b; Hansen & Bissell 2000). Ao mesmo tempo, se observa um aumento no
nimero de células que expressam o ERa e que estdo em divisdo celular. Comparativamente
com o tecido mamario normal, ~70% dos carcinomas mamarios expressam ERa, ¢ a
caracterizacdo de uma neoplasia como ER positiva tem aplicagdo clinica no planejamento do
tratamento da paciente. Procedimentos como ooforectomia, a utilizacdo de moduladores
seletivos dos receptores estrogénicos (SERMs) e de antagonistas de enzimas participantes do
processo de esteroidogénese, t€ém sua efetividade influenciada por tal informacdo. O emprego
de SERMs na quimioprevencao destes tumores também se baseia neste fato (EBCTCG 1998;
Osborne 1998; White & Parker 1998, Cumings 1999, Santen & Harvey 1999). Os testes
rotineiramente utilizados para quantificar a expressdo do ER nos tumores mamarios ndo
detectam o ER[. Sua participagdo nos processos associados ao tratamento destas neoplasias
nao esta definida, sendo que alguns autores aventam uma possivel contribuicao deste receptor

nos casos que ha resisténcia a terapia hormonal (Gustafsson & Warner 2000).
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Os proto-oncogenes ou genes celulares normais, sdo assim conhecidos pela sua
associacao com os processos proliferativos. Sua regulacao ¢ feita por hormonios esterdides,
fatores de crescimento e proteinas relacionadas a adesdo celular. Quando alterados por
translocagdes cromossomicas, delegdes ou mutagdes, ou mesmo superexpressos, originam os
oncogenes, genes com potencial de transformar células normais em neoplasicas, através da
codificagao de oncoproteinas. Dentre os proto-oncogenes, c-myc e bcl-2 podem ser citados
como importantes mediadores das agdes dos esterdides sexuais e de seus receptores na

proliferacao celular e apoptose mamaria (Dickson & Stancel 1999).

Proto-oncogene c-myc

O proto-oncogene c-myc, localizado no cromossomo 8, foi descoberto como homologo
celular do oncogene retroviral v-myc no final da década de 70, e codifica uma fosfoproteina
nuclear (C-myc ou Myc), presente na maioria das células, com alto potencial de proliferacao
(Dang 1999). E expresso durante a proliferagdo em uma grande variedade de tecidos adultos, e
em todos os estdgios do desenvolvimento embrionario. Em condig¢des fisioldgicas, sua
principal fungdo parece estar associada a promogdo da divisdo celular (replicacdo do DNA,
regulacao da transi¢dao das fases GO/G1 do ciclo celular), tanto que nas células que nao estao
em divisdo celular, os niveis de C-myc sdo baixos. A diferenciagdo celular se correlaciona
inversamente com a intensidade da sua expressao (Nass & Dickson 1998). Estudos
experimentais com células mamarias normais em cultura e com linhagens de células de cancer
da mama, associam a expressao de c-myc com o estimulo pelo estradiol (Leygue e cols. 1995;

Nass & Dickson 1998), enquanto que a utilizagdo de antiestrogénios, como o tamoxifeno,
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inibe a sua expressao (Leygue e cols.1995). Entre suas outras fungdes, sao descritos os
controles da diferenciagdo celular e da morte celular programada (apoptose) (Benz 1998).
Uma das teorias para essa amplitude de fungdes ¢ que dependendo do genoétipo celular e de
fatores associados ao seu microambiente (fatores estimulantes ou inibitorios do crescimento),
a ativagdo do c-myc pode direcionar a célula tanto para o processo de divisdo celular como
para apoptose, conforme modelo apresentado na figura IIl. Em fun¢do das suas possibilidades
de acdo, e dos varios alvos gendmicos (target genes) a que tem sido associado (Dang 1999),
muito ainda do papel de c-myc na fisiologia mamadria normal € no processo de tumorigénese
mamaria esta para ser esclarecido. Alguns estudos tém sugerido uma associagdo sinérgica da
amplificacdo do c-myc com outras alteracdes genéticas, como a expressao do bcl-2 (Jager
1997), a inativagdo do gene supressor tumoral p53 ( Liao & Dickson 2000) e expressao do
receptor de EGF (Nass & Dickson 1998), no processo de carcinogénese. Nas neoplasias da
mama, sua amplificagdo estd descrita em até 40% dos casos (Benz 1998), embora sejam
relatados indices bastante varidveis conforme os estudos (4 a 52%). O grau de diferenciagdo
histoldgica destes tumores e diferencas de sensibilidade e especificidade entre as técnicas
utilizadas para sua mensuragao podem explicar tal amplitude de expressao. A relagdo entre sua
expressao € o prognostico nestes tumores também ¢ bastante diversa sendo que alguns autores
0 associam a um pior prognoéstico, com alta propor¢ao de células na fase S e tumores maiores
(Nass & Dickson 1998; Bieche e cols. 1999, Pich e cols. 2000, Aullmann e cols. 2002),
enquanto outros nado demonstraram alteragao no progndstico ou até influéncia positiva (Liao &
Dickson 2000). No tecido mamario normal e nas lesdes benignas seu papel regulatorio ainda

ndo esta esclarecido.
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Fatores de Fatores de
crescimento —»  C-mMC <«— crescimento

inibitorios / \ estimulatorios

ApOptose Proliferacao
Celular

Gl1

Ciclo Celular

Figura III -Modelo mostrando possibilidades de participagdes do c-myc em processos
proliferativos e apoptdticos em funcdo de fatores estimulatorios e inibitorios associados,
presentes no ambiente celular. (Adaptado de Dickson & Stancel, 1999)

Proto-oncogene bcl-2 e Apoptose

Apoptose pode ser definida como o mecanismo molecular responsavel pela morte
celular em células eucaridticas. E primariamente responsavel pela elimina¢io programada das
células que acompanham o desenvolvimento embrionario e regulacdo do tamanho dos 6rgaos
na vida adulta. Histologicamente é caracterizada por alteracdes morfologicas no citoplasma
(condensacdo e formagao dos corpusculos apoptdticos) e no nucleo (fragmentacdo do DNA)
(Sabourin e cols. 1994). Tem um papel critico na regulagdo da dinamica tecidual, sendo que

processos moleculares estdo envolvidos. Embora a apoptose seja um processo geneticamente
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regulado, pode ser disparada por agentes externos em cultura de células, como radiagao fisica,
toxinas e fatores de crescimento inibitorios. Numerosos fatores foram identificados por
estarem implicados na regulagdo e modulacdo da apoptose, dentre eles estdo os genes
supressores de tumor como o p53, a familia bcl-2, os proto-oncogenes c-myc € c-jun, fatores
de crescimento como TGF-f (fator de crescimento transformante f), entre outros (Gosden &
Spears 1997).

A familia bcl-2 ¢ assim denominada por apresentar varios genes relacionados, alguns
com efeito anti-apoptotico (bcl-2 e bel-xp) e outros pré-apoptéticos (bax, e bel-xs) (Hahm &
Davidson 1998). O proto-oncogene bcl-2 esta localizado no cromossomo 18g21. Sua
ativagdo por translocagdo cromossomal t(14-18), produz uma proteina de 26kDa que esta
associada a alteragcdes no processo transcricional. Foi descoberto primeiramente em linfomas
ndo-Hodgkin de células B, onde sua proteina estava expressa em mais de 80% dos tumores
(Hockenbery e cols 1991; Sabourin e cols. 1994, Ferriéres e cols 1997). Estudos de linhagens
de células hematopoiéticas que sofrem apoptose quando sdo privadas de fatores de
crescimento, tem a morte celular abolida se transfectadas com bc/-2 (Hockenbery e cols.
1990). A caracteristica peculiar do bcl-2 ¢ que ele pode promover a viabilidade celular sem
acentuar a proliferacdo celular, em contraste com muitos genes cuja fung¢do ¢ estimular a
proliferacdo. A manuten¢do de um equilibrio entre os processos de proliferacdo e apoptose €
fundamental para a homeostasia tecidual. (Hahn & Davidson1998, Hall 1999, Anderson
1999). Na mama, da mesma forma que na prostata e no endométrio, a privagdo hormonal
(Mustonen e cols. 1997, Gompel e cols. 2000) ou seu bloqueio (Wang e cols. 1995) sao

estimulos para a apoptose. A expressdo do bcl-2 ¢ considerada um marcador da acdo
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estrogénica (Wang e cols. 1995). Estudos experimentais com uma linhagem celular derivada
de carcinoma humano e que ¢ ER positiva, as células MCF-7, tratadas com estradiol
demonstraram um aumento da expressao génica e da proteina do bcl-2 num padrao tempo e
dose dependente (Wang e cols. 1995/Teixeira e cols. 1995). A presenca de sua proteina,
detectada por imunohistoquimica, em tecidos mamarios e endometriais normais, demonstrou
uma clara dependéncia hormonal entre seus niveis e a fase do ciclo menstrual, sendo superior
na fase folicular. (Sabourin e cols. 1994; Gompel e cols. 1994). Quando comparados tecido
mamario normal, patologias benignas e pré-malignas, a intensidade de expressao e a influéncia
do ciclo menstrual foram varidveis relacionadas com a proliferacdo e a diferenciagao da lesao.
(Ferrieres e cols. 1997, Mustonen e cols. 1997, Viacava e cols. 1999). Nas neoplasias
mamarias, a expressao do bcl-2 tem sido descrita em 53% (Aulmann e cols. 2002) a 80% dos
tumores (Kumar e cols. 2000) e quando co-expresso com o ER-« t€m sido associado a lesdes
bem diferenciadas, pouco proliferativas e com maior indice de resposta a hormonioterapia.
Estes dados sugerem que tumores com uma relacdo ERa-bcl-2 preservada, ou seja, similar ao
padrao de expressao do tecido mamario normal, teriam melhor progndstico.

Em func¢ao das varias lacunas ainda existentes quanto ao conhecimento dos processos
envolvidos na proliferacdo, diferenciagdo e apoptose do tecido mamario, normal e
hiperplasico, na presente Dissertacdo, selecionou-se como modelo de estudo a avaliacao
molecular de lesdes nodulares benignas hiperplasicas (fibroadenomas), em comparagdo com
seu tecido mamario normal circundante, em mulheres na menacme. A influéncia da expressao
do receptor para estrogénios como mediador da agdo dos estrogénios e sua relagdo com a

expressdo dos proto-oncogenes pode, em funcdo da idade e de fatores hormonais e
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reprodutivos das pacientes, se refletir no desenvolvimento e evolucao destes dois fenotipos
estudados. Quanto aos fibroadenomas por exemplo, muitas das suas caracteristicas sao
bastante conhecidas (relacao inversa entre idade e didmetro tumoral, tendéncia a crescimento
auto-limitado e estabilizagdo ou até regressao com o passar dos anos), mas sdo escassas as
informacdes sobre as bases fisiopatologicas e moleculares para esse tipo de comportamento.
Através da investigagdo de eventos e processos que ocorrem antes da transformacao celular
neoplasica, buscamos identificar possiveis contribuintes para um melhor entendimento da

mama ¢ de sua dependéncia hormonal.
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OBJETIVOS

Com base nas informagdes descritas na Introducao, sdo objetivos deste trabalho:

1- Determinar os niveis de mRNA do receptor estrogénico-a. ¢ dos proto-oncogenes c-myc €

bcl-2, nos fibroadenomas em comparacdo com o tecido mamario circunjacente, de

mulheres no menacme;

2- Correlacionar a expressao dos genes em estudo com variaveis clinicas, como idade,

diametro do nédulo, fase do ciclo menstrual e paridade.
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RESUMO

Objetivo: Fibroadenomas correspondem aos ndédulos mamarios benignos mais comuns
entre as mulheres. O estudo das alteragdes genéticas durante o periodo reprodutivo pode
auxiliar na elucidagdo dos processos fisioldgicos envolvidos no desenvolvimento e evolucao
destes nddulos. O objetivo deste estudo foi o de comparar a expressdo génica do receptor
estrogénico alfa (ER-a), bcl-2 e c-myc entre fibroadenomas e o tecido mamario normal
circunjacente, além da influéncia de caracteristicas hormonais e reprodutivas sobre esses
tecidos.

Pacientes e Métodos: Cingiienta e sete mulheres, pré-menopausicas (14 aos 49 anos), oriundas
do Servico de Mastologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e submetidas a
exérese cirurgica de ndédulos mamarios foram incluidas. Amostras do nodulo e do tecido
mamario circunjacente foram coletadas para realizacdo dos experimentos de RT-PCR (reagdo
em cadeia da polimerase com transcri¢do reversa), com posterior analise pareada dos niveis de
RNAm do receptor estrogénico alfa, bcl-2 e c-myc. As pacientes foram divididas em grupos de
acordo com a fase do ciclo, paridade e uso de método anticoncepcional hormonal.

Resultados: Das 57 pacientes selecionadas, 32 tiveram amostras adequadas para avaliagdo da
expressdo génica. Quatorze pacientes foram excluidas devido a baixa qualidade do RNA
extraido, 6 por laudo histopatolégico diferente de fibroadenoma e 5 devido a discordancia
entre a fase do ciclo calculada e a concentracdo da progesterona sérica. A idade média das
pacientes foi de 25,9 anos e o didmetro médio dos nodulos foi de 2,84 cm. Os fibroadenomas
apresentaram niveis superiores do RNAm do ER-a (P = 0,012) e do bcl-2 (P = 0,001) em
relacdo ao tecido mamario normal circunjacente, enquanto o c-myc apresentou expressao
semelhante entre os pares. Os niveis do RNAm do ER-a foram superiores nas pacientes na
fase folicular em relagao as usuarias de pilula anticoncepcional e aos grupos de tecido
mamario normal (P=0,003). Os niveis de RNAm do bc/-2 foram superiores nos fibroadenomas
de pacientes na fase lutea, em relacdo aos grupos de tecido mamario normal (P=0,007). A
expressdo génica do c-myc nao diferiu conforme a fase do ciclo menstrual, mas foi superior
nas pacientes com fibroadenomas com diametro > 3 cm (P = 0,015). Uma correlagao positiva
entre os niveis do RNAm do c-myc e o didmetro dos fibroadenomas também foi identificada
(=0,536; P=0,007). As pacientes ntliparas apresentaram ndédulo com didmetro médio superior
em relagdo as multiparas (3,2 cm X 2,2 cm; P= 0,008), bem como niveis de RNAm c-myc
superiores (P=0,04).

Conclusoes: A expressao génica do ER-a e bcl-2 e c-myc nos fibroadenomas ¢ influenciada
por fatores hormonais e reprodutivos, com uma possivel contribui¢do para sua formagdo e
evolucao.

Unitermos: receptor estrogénico alfa, proto-oncogenes c-myc e bcl-2, fibroadenomas e tecido
mamario normal.
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ABSTRACT

Background: Fibroadenomas are the most common benign lump in females. The study of
gene alterations and/or deregulation in reproductive years, may help explain hormonal
physiological processes involved in nodule development and evolution. The objective was to
compare ER-a, c-myc, and bcl-2 gene expression in breast fibroadenomas and in normal tissue
and evaluate menstrual cycle, parity, and oral contraceptive influences.

Methods: Fifty-seven premenopausal women (14-49 years) undergoing surgical removal of
fibroadenomas were selected. Samples from fibroadenomas and circumjacent normal tissue
were obtained for RT-PCR paired analysis. Patients were divided in groups according to
menstrual cycle, use of contraceptives and parity.

Results: Tissue from 32 patients was adequate for RT-PCR. Paired analysis showed higher
expression of ER-o (P=0.012) and bcl-2 (P=0.001) in fibroadenomas than in normal breast,
while c-myc presented a similar expression (P=0.655). ER-« was higher in fibroadenomas of
patients in follicular phase vs. contraceptive users and normal tissue (P=0.003); bc/-2 was
higher in fibroadenomas of patients in luteal phase than in the normal samples from all groups
(P=0.007). c-myc did not differ according to menstrual cycle, but was higher in
fibroadenomas >3 cm vs. <3 cm (P=0.015) and in nulliparous women (P=0.04). A positive
correlation between c-myc levels and fibroadenoma diameter was demonstrated (r=0.536;
P=0.007). Nulliparous mean nodule diameter was superior than parous women (P=0.008).
Conclusion: The expression of ER-¢, bcl-2 and c-myc depends on hormonal and reproductive
factors, with a possible contribution to lump formation and evolution.

Key words: estrogen receptor, proto-oncogenes, fibroadenomas and normal breast.
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LIST OF ABBREVIATIONS
ANOVA - analysis of variance

AU - arbitrary units

BMI - body mass index

DTT - dithiothreitol

ER - estrogen receptor

FP - follicular phase

HC - hormonal contraceptive group
LP - luteal phase

PCR - polymerase chain reaction
PR - progesterone receptor

SEM - standard error of mean

UV - ultraviolet
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INTRODUCTION

Fibroadenomas are the most common type of benign breast lumps; they are normally
diagnosed in young women and are frequently multiple. Most of the series reports have
described their self-limited growth aspect. Their evolution is variable, remaining unchanged or
even regressing in size with time.

Fibroadenomas are characterized by hyperplasia and abnormal growth of the lobular
breast units [1-3]. Moreover, they express steroid receptors and their growth is influenced by
age, parity, and hormones [4-6]. The study of gene alterations and/or deregulation during the
reproductive life and the comparison of fibroadenomas with normal tissue may help explain
hormonal influences and physiological processes involved in nodule development and
evolution.

The estrogen receptor (ER) plays an important role in both normal and neoplastic
mammary tissue [7], acting as a nuclear transcription factor and modulating the expression of
multiple genes [8,9]. In addition, the c-myc and the bcl-2 gene families have been shown to be
important downstream mediators of estrogen actions on proliferation and survival of cancer
cells [10], although the mechanisms by which they influence normal or non-transformed
breast tissue have not been clearly elucidated. Under the influence of steroid hormones and
growth factors, the c-myc proto-oncogene participates in the recruitment of cells into the cell
cycle as well as in cellular differentiation and apoptosis [11]. The inner mitochondrial
membrane protein bel-2, in turn, is a marker of estrogen activity which is associated with
apoptosis inhibition [12].

Therefore, the aims of the present study were: 1) to compare the gene expression of ER-

a, c-myc, and bcl-2 in breast fibroadenomas and in normal circumjacent breast tissue; and 2)
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to evaluate the possible influences of menstrual cycle phases, parity, nodule diameter, and use

of hormonal contraception on the expression of these genes.

PATIENTS AND METHODS

Patients

The study population included premenopausal women undergoing surgical removal of
breast nodules suggestive of fibroadenomas, seen consecutively during a 12-month period at
the Breast Service, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Brazil. Fifty-seven patients, whose
ages ranged from 14 to 49 years, were selected for the study.

The study protocol was approved by the local Ethics Committee, and written, informed

consent was obtained from every subject.

Study protocol

All patients were submitted to routine preoperative assessment. Clinical and reproductive
history was recorded, with emphasis on the last three menstrual periods, use of sex steroid-
containing drugs, and parity. Body weight, height, and body mass index (BMI) (current weight
in kilograms divided by the square of height in meters) were measured. Samples from the
central area of fibroadenomas and from the circumjacent normal mammary tissue (i.e. tissue
of normal gross appearance) were obtained during the surgery (length = 10 x 5 mm),
identified, immediately frozen in liquid nitrogen and then transferred to a -70° C freezer for
posterior RNA extraction. The diagnosis of fibroadenoma was based on anatomopathologic

examination.

41



On the same day when excisional biopsy was performed, venous blood samples were
drawn for progesterone (P4) determination from an antecubital vein, after 6 to 8 h of fasting. A
progesterone value of >3 ng/mL was considered compatible with good lutein activity [13].

Based on the records concerning the last three menstrual periods and on the progesterone
dosage, patients were divided into three groups: Group 1, follicular phase (FP), 1-15th day;
Group 2, luteal phase (LP), 16-28th day; and Group 3, hormonal contraceptive group (HC),
users of combined estrogen and progestin contraceptives. For each group, both fibroadenoma

and normal breast tissue were analyzed.

Progesterone (P4) assay
P4 was measured by chemiluminescent enzyme immunoassay (DPC®, Los Angeles, CA,

USA), with an assay sensitivity of 0.2 ng/mL, and intra- and inter-assay coefficient of

variation of 6.3% and 9.1%.

RNA Extraction

Sample fragments were submitted to homogenization at 0-4° C in a plastic tube
containing 1 ml of Solution D (4M guanidinium thiocyanate; 25 mM sodium citrate, pH 7;
0.5% sarcosyl; 0.1M 2-mercaptoethanol). Total RNA extraction was performed following the
guanidinium-thiocyanate-phenol-chloroform method [14]. The optical density ratios (260

nanometers/280 nanometers) of the RNA preparations were greater than 1.6.
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Reverse-transcriptase polymerase chain reaction

First strand cDNA was synthesized from 2 pg of total RNA, using the Super-Script
Preamplificatiom System (Invitrogen, life technologies). After denaturing the template RNA
and primers Oligo(dT)12-18 and 10 mM dNTPmix at 65° C for 5 min, a mixture of 200 mM
Tris-HCl (pH 8.4) plus 500 mM KCI, 25 mM MgCl,, 0.1 M dithiothreitol (DTT) and
RNaseOUT was added and incubated at 42° C for 2 min, followed by the addition of reverse
transcriptase and incubation at 42° C for 50 min. The mixture was heated at 70° C for 15 min
to interrupt the reaction, centrifuged and cooled in ice. E. coli RNase was added to the mixture
and incubated for 20 min at 37° C to destroy untranscribed RNA, as previously described [15].
After this process, cDNA was stored or immediately submitted to polymerase chain reaction
(PCR).

PCR was carried out in a final volume of 50 pl. Two ul of the first strand synthesis
reaction (with an expected cDNA yield of 4 ng) were denatured at 94° C for 2 min, in the
presence of 200 mM Tris-HCI (pH 8.4) plus 500 mM KCI and 50 mM MgCl,. After this hot
start, the reaction was cooled in ice and a mixture of 10 ul of the same Tris-HCI buffer and
50mM MgCl, with dANTP mix, primer sense and antisense and Taq DNA polymerase was
added. A 483 base pair (bp) fragment of the ER-a cDNA sequence, a 304 bp fragment of the
bcl-2 ¢cDNA sequence, and a 218 bp fragment of the c-myc cDNA sequence were amplified
using primers designed to span intron-exon borders, in order to prevent the amplification of
any contaminating genomic DNA. Amplification of a 623 bp cDNA fragment, corresponding

to the ubiquitously expressed protein P,-microglobulin (B,m), was carried out to adjust the
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amounts of cDNA in each sample. All the primers have been previously described [16-19].
The cDNA sequences of the ER-a, bcl-2, c-myc and 3,-m primers are listed in Table 1A.

The standardization of PCR reactions was done by testing a number of cycles (20 to 45)
and the amplification was performed in the linear range. All transcripts were analyzed in
parallel on at least two separate occasions. A negative control consisted of the product of the
first strand reaction performed without the reverse transcription. Final PCR conditions are
listed in Table 1B. Following amplification, 15 pl of the PCR reaction were size-fractioned on
a 1.6% agarose gel stained with ethidium bromide, run at 100 V and visualized under
ultraviolet (UV) light. The expected bands were quantified by densitometric analysis using an
image-processing system (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), and the
result of the normalization of the gene vs. B,-microglobulin was expressed as arbitrary units

(AU).

Statistical analysis

Results are presented as means + standard error of mean (SEM), unless otherwise
noted. Comparisons between group means were analyzed by paired Student’s ¢ test or one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan’s test. Comparisons between median
values were analyzed using the Kruskall-Wallis test. Pearson’s correlation coefficients were
calculated between variables using a two-tailed significance test for variables with Gaussian
distribution. Differences were considered to be statistically significant at P<0.05. All analyses
were performed using the Statistical Packages for the Social Sciences (SPSS, Inc., Chicago,

IL, USA).
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RESULTS

Among the 57 participants included in the study, 32 had tissue samples submitted to RT-
PCR analysis. Fourteen were excluded because of the poor quality of the total RNA extracted,
6 because the anatomopathological diagnosis was discordant from fibroadenoma (1 case of
carcinoma, 2 phyllodes tumors, 1 juvenile papillomatosis, 1 lipoma, and 1 case of stromal
fibrosis), and 5 because the progesterone levels did not agree with the menstrual phase
recording. The mean age of the 32 remaining participants was 25.9 years, and the mean age at
menarche was 12.9 years. Ten women had had a full term pregnancy.

Twenty-six patients presented one breast fibroadenoma and six had two or more
nodules. In these last cases, only the biggest nodule was sampled and analyzed. The mean
diameter of the fibroadenomas was 2.84 cm.

Table 2 shows the clinical, anthropometric and gynecological characteristics of the
patients, according to menstrual cycle phase (follicular and luteal phase) and use of hormonal
contraceptive. No differences were observed between the three groups, except for the expected
higher serum progesterone concentrations in Group 2 (luteal phase).

Thirty-two samples of fibroadenomas paired with adjacent normal mammary tissue were
analyzed for expression of ER-a bcl-2 and c-myc mRNA using RT-PCR as described above.

Figure 1 shows mRNA levels for each gene according to type of tissue (paired statistical
comparison). ER-a and bcl-2 mRNA levels were higher in fibroadenomas as compared with
normal breast (P=0.012 and P=0.001, respectively). The expression of c-myc mRNA products
was similar in both tissues (P=0.647). This was true even when users of hormonal
contraceptives were excluded from the analysis (data not shown). The impact of menstrual

phase and use of hormonal contraceptives on ER-a, bcl-2 and c-myc mRNA expression in
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fibroadenoma and normal breast tissue from all groups is shown in Figure 2. ER-a mRNA
levels were significantly higher in the fibroadenoma tissue of patients in the follicular phase
when compared with fibroadenomas of contraceptive users and with normal breast tissue from
all groups (P=0.003, ANOVA). bcl-2 mRNA levels were significantly higher in the
fibroadenoma tissue of patients in the luteal phase than in the normal breast samples from all
groups (P=0.007), but similar to the levels found in the fibroadenoma tissue from all other
groups. The three groups were similar concerning ER-a and bcl-2 gene expression in normal
tissue. In addition, c-myc mRNA levels were similar among the three groups for both
fibroadenoma and normal tissue samples (P=0.311).

Gene expression was also evaluated in association with nodule size, age, and parity in
subjects not using hormonal contraceptives. c-myc mRNA levels were significantly higher in
fibroadenomas with a diameter >3 cm as compared to fibroadenomas with <3 c¢m in diameter
(P=0.015) (Figure 3). A positive correlation, not affected when controlled by age, between c-
myc mRNA levels and fibroadenoma diameter was demonstrated (Pearson correlation
=0.536; P=0.007). Concerning parity history, the mean nodule diameter of nulliparous
women was 3.2 cm, vs. 2.2 cm in parous women (P=0.008, Student’s ¢ test). A significant
difference in mean age between nulliparous (21.2 yr) and parous (36.6 yr) women was
observed (P<0.0001). As could be expected based on this observation, c-myc mRNA levels in
fibroadenomas were significantly higher in the nulliparous (younger) group when compared
with the parous (older) group (P=0.04, Student’s ¢ test) (Figure 3). ER-a and bcl-2 mRNA

levels were not affected by the diameter of fibroadenomas and by age or parity.
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DISCUSSION

In the present study, we observed a marked increase in gene expression in
fibroadenomas when compared with the matched normal circumjacent breast tissue for ER-a
and bcl-2, but not for c-myc. Previous studies have described very broad rates of expression of
ER-o mRNA in mammary tissue [7,8,20-22]. ER-a mRNA expression has been observed to be
significantly lower in normal tissue than in carcinoma, especially in low-grade ER protein-
positive tumors [22,23] from postmenopausal women [24-26]. A positive correlation between
ER-o mRNA expression and protein expression has also been demonstrated in previous
studies, although the majority of these reports employed breast cancer cell lines and breast
carcinoma samples without comparison with normal tissue [8,27,28]. Concerning
fibroadenomas, our results showing higher ER-a gene expression in these benign lesions in
relation to normal breast tissue are in agreement with previous reports [25,29-32], denoting
their hormonal dependence and offering evidence of the existence of a positive correlation
between ER-a expression and the proliferative rate of tumors.

The bcl-2 gene is considered to be an estrogen-dependent anti-apoptotic mediator of
mammary cell proliferation and tumorigenesis. Wang & Phang [33] have shown a time- and
dose-dependent expression of bcl-2 mRNA in MCF-7 cells, a lineage of estrogen- dependent
human breast cancer cells following treatment with estradiol. A good association between
mRNA levels and bcl-2 protein has also been observed in estradiol-treated human breast
cancer cells [34]. Studying different preinvasive breast lesions and normal adjacent lobules
and ducts, Viacava et al. [35] reported bcl-2 protein expression in ~90% of the normal

structures and in all preinvasive lesions, with the exception of low and intermediately
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differentiated ductal carcinoma in situ. Mustonen et al. [36] detected bcl-2 protein in all
samples of benign and atypical hyperplasia and sclerosing adenoses.

Like the progesterone receptor (PR), bcl-2 is known to be an ER-inducible marker [33].
In hormone-dependent tissues, such as prostate and breast, hormone deprivation [36,37] or
blockade [33] are a stimulus to apoptosis. As shown by our data, the higher expression of ER-
a in fibroadenomas in relation to normal breast tissue was associated with a similar behavior
of bcl-2 expression, indicating that the influence of estrogen on bcl-2 was preserved in these
benign tumors. The same observation of coupled ER and blc-2 overexpression has also been
made in well-differentiated carcinomas [38-40]. In addition, Ferriéres et al. [41], studying bcl-
2 expression in normal breast and benign tumor tissue have detected a superior expression of
bcl-2 protein in fibroadenomas and adenoses as compared to normal lobules and ducts.
Gompel et al. [42] also showed increased bcl-2 staining in endometrium (another example of
hormone-dependent tissue) hyperplasias in relation to normal tissue.

Since tumor/nodule formation involves alterations in the physiological balance between
cell proliferation and apoptosis [35], it seemed appropriate to address the gene expression of
the proto-oncogene c-myc in the present study. c-myc has been implicated in the regulation of
cell proliferation, differentiation, and apoptosis, but despite intense investigation the function
of c-myc and its physiologically relevant targets have not been fully understood yet [43]. In
the present study, c-myc gene expression as well as nodule diameter were higher in
nulliparous/younger women. This may indicate that the upregulation of c-myc, and
consequently of its proliferative activity, is associated with the less differentiated and more
proliferative lobules found in this subset of patients. Conversely, c-myc expression decreases

with the full breast tissue differentiation reached after a term pregnancy. In breast carcinomas,
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c-myc gene expression has also been associated with large and rapidly proliferating tumors
[44,45]. One of the difficulties in studying c-myc resides in the variety of roles it may play in
mammary epithelial cells, depending on cell genotype and environment (growth or inhibitor
factors). Moreover, a great variation in c-myc expression has been reported depending on the
tissue employed [46,47]. In normal human breast epithelial cells in culture, the stimulation of
c-myc mRNA by treatment with estradiol has been associated with a similar pattern of c-myc
protein response [48]; however, this was not the case in the present study, when the absence of
changes in c-myc expression in the two cycle phases was analyzed in both fibroadenomas and
normal breast tissue.

In the present study, phase of menstrual cycle or use of oral contraceptives did not affect
the gene expression of ER-a, bcl-2, and c-myc in normal breast samples. In contrast,
fibroadenomas presented higher expression of ER-a mRNA in the follicular phase in
comparison to normal breast tissue and fibroadenoma from contraceptive users. Several
investigators [49-54] have demonstrated a higher expression of ER-a protein in normal breast
during the follicular phase of the cycle in comparison to the luteal phase. Our data concerning
fibroadenomas, showing lower and higher ER-a mRNA levels in contraceptive users and in
the follicular phase, respectively, may be suggesting that these nodules present a similar
physiological fluctuation of ER-a expression as previously described in normal breast tissue.

Apoptosis also appears to go through cyclic variations in normal breast. A higher
expression of bcl-2 protein has been reported in the follicular phase of the cycle, with a
gradual decrease during the luteal phase [41,55], and with the end of the luteal phase
corresponding to a peak in breast cell apoptosis [55]. In contrast, no such change has been

observed in fibroadenoma samples [41]. Taken together, the lack of variation in bcl-2 levels in
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fibroadenomas reported by Ferrieres et al. [41] and also observed in the present study may be
suggesting that bcl-2 contributes to nodule proliferation.

The mean fibroadenoma diameter observed in our study was similar to that described in
other series [56]; the inverse correlation between nodule diameter and age has also been
previously demonstrated [6]. The exclusion of contraceptive users from the analysis when age
and parity were evaluated in relation to gene expression and nodule diameter was justified

because of a possible interference of contraceptives on breast proliferative rate [50,57].

CONCLUSION
In conclusion, the results of the present study demonstrate that the gene expression of
ER-a, bcl-2 and c-myc varies in benign breast tumors and is associated with nodule size,
hormonal and reproductive factors, with a possible contribution to the understanding of

fibroadenoma development and evolution.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. A) Representative gels showing ER-a, bcl-2, and c-myc mRNA levels determined
by RT-PCR from normal breast and fibroadenomas. 483 bp, 304 bp, 218 bp, and 623 bp
fragments corresponding, respectively, to ER-a, bcl-2, c-myc, and 3,-microglobulin RT-PCR
products, are visualized in agarose gel stained with ethidium bromide. B) ER-a, bcl-2, and c-
myc mRNA quantitative results in relation to 3,-microglobulin optical density (arbitrary units)
of bands (mean £ SEM). *P=0.012 ER-a in fibroadenomas vs. normal breast (Student’s paired
t test, two tailed). **P=0.001 bcl-2 in fibroadenomas vs. normal breast (Student’s paired ¢ test,
two tailed).

Figure 2. A) ER-a , B) bcl-2, and C) c-myc mRNA quantitative results in relation to 3,-
microglobulin optical density (arbitrary units) of bands (mean + SEM), according to menstrual
phase and use of hormonal contraceptive. HC: Hormonal Contraceptive Group. *P=0.003 vs.
fibroadenomas from contraceptive users and all normal tissue from all groups (one-way
ANOVA, Duncan’s test). **P=0.007 vs. normal breast samples from all groups (one-way
ANOVA, Duncan’s test).

Figure 3. A) Representative gel showing c-myc mRNA levels from fibroadenomas
determined by RT-PCR, according to nodule diameter (band 1-12, <3 cm; band 13-24, >3 cm).
218 bp and 623 bp fragments corresponding, respectively, to c-myc and B,-microglobulin RT-
PCR products, are visualized in agarose gel stained with ethidium bromide. B) c-myc mRNA
quantitative results in relation to ,-microglobulin optical density (arbitrary units) of bands

(mean + SEM). * P=0.015 vs. fibroadenoma diameter <3 cm (Student’s t test, two tailed);
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C) Representative gel showing fibroadenoma c-myc mRNA levels determined by RT-PCR
according to patient’s parity (1-8, nulliparous; 9-16, parous women). 218 bp and 623 bp
fragments corresponding, respectively, to c-myc and B,-microglobulin RT-PCR products, are
visualized in agarose gel stained with ethidium bromide. D) c-myc mRNA quantitative results
in relation to B,-microglobulin optical density (arbitrary units) of bands (mean = SEM). **

P=0.04 vs. parous women (Student’s t test, two tailed).
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Figure 2
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Figure 3
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Table 1. A) Sequence and localization of primers in B;-microglobulin (B,m), c-myc, bcl-2 and ER-a cDNA sequences,

expected sizes of the amplified fragments and B) PCR conditions

A)
Gene
p2m
Sense (5°-3)
antisense (3°-5”)
c-myc
Sense (5°-3")
antisense (3°-5”)
bel-2
Sense (5°-3”)
antisense (3°-5”)
ER-a
Sense (5°-37)

antisense (3°-5’)

Reference

Taplin 1995

Wong 1994

Chen 2000

Dotslaw 1996

Nucleotide location

431-450

715-734

1060-1083

1520-1543

Sequence (5’-3°)

5" ATCCAGCGTACTCCAAAGATTCAG 3’

5> AAATTGAAAGTTAACTTATGCACGC 3’

5" CAAGAGGCGAACACACAACGTCT 3’

5" AACTGTTCTCGTCGTTTCCGCAA 3’

5" GTGGAGGAGCTCTTCAGGGA 3’

5" AGGCACCCAGGGTGATGCAA 3°

5 CAGGGGTGAAGTGGGGTCTGCTG 3°

5" ATGCGGAACCGAGATGATGTAGC 3’

Size of fragment

623 bp

218 bp

304 bp

483 bp
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B) PCR conditions**

Gene Denaturation Annealing

Bom 94° C 1 min 55°C 1 min
c-myc 94° C 1 min 55°C 1 min
bcl-2 94° C 1 min 59° C 45 seg
ER-a 94° C 1 min 60° C 30 seg

Extension
72° 1 min
72° 1 min
72° 45 seg

72° 1 min

Cycles
30
30
35

32

Final Extension

72° C 5 min (Taplin 1995)
72° C 5 min (Wong 1994)
72° C 5 min (Chen 2000)

72° C 5 min (Dotslaw 1996)

*QOriginal reference does not describe nucleotide location, but corresponds to the following sequences:

Bom: GenBank, accession no. M17986 (sense: 943-1356; antisense: 2609-2633).

c-myc: GenBank, accession no. NM002467 (sense: 1620-1642; antisense: 1816-1838).

**RT- PCR protocols were adjusted according to the cited references.
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Table 2. Clinical, anthropometric, and hormonal parameters of patients

Number of cases

Age (yr)

Age at menarche (yr)

Nulliparity”

BMI (kg/m?)

Nodule diameter (cm)

Progesterone*

Follicular phase

P
12

24.849.3
0.607
13.5£1.6
0.202

8

21.543.6
0.432
2.9+1.0
0.986

0.5 (0.4-1.3)

0.000%**

Luteal phase

12

27.919.8

12.7+1.2

8

22.613.6

2.85%0.8

6.6%* (3.8-13.5)

HC?

8

24.614.6

12.4+1.6

6

23.915.0

2.8+1.4

0.3 (0.2-0.4)

Values are expressed as mean = SD (One-way ANOVA, Duncan’s test) or *median

and interquartile range (25% to 75%) (Kruskall-Wallis test).

**P<0.0001

¢HC: hormonal contraceptive group

#Nulliparity: Not having had a pregnancy reaching 20 weeks of gestational age or

more.
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ANEXO 1

Protocolo do estudo “Expressao génica de c-myc, bcl-2, e do receptor

estrogénico-a, em tecido mamario normal e fibroadenomas.”

Caso N°:

Registro HCPA:

Iniciais do Nome:

Data do Procedimento Cirturgico:

Cirurgia Mama: ( )D ( )E

N° de nddulos: Mama: ( )D ( )E
Idade:

Peso:

Altura:

Idade da Menarca (primeira menstruacao):
Paridade: G P  C_Ab

Primeira gestagdo no termo aos ___ anos

Data de término da ultima gestagdo:  / /
Periodo de amamentagdo na Gtima gestagdo: dias
M¢étodo Anticoncepcional atual:

Datas de inicio dos 3 ultimos ciclos menstruais e duragao do fluxo:

I- / /200 ,fluxode  dias;
2- /7200 ,fluxode  dias;
3- /_ /200 ,fluxode  dias.
Fase estimada do ciclo em que foi realizada a cirurgia:
1- () Fase folicular;
2- () Fase lutea;

3- () Uso de método anticonceptivo hormonal.

Progesterona sérica:
Laudo AP:
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO

Nome da paciente:
Investigador principal: Rodrigo Cericatto
Orientadora: Prof. Dra. Poli Mara Spritzer
Co-orientadora: Prof. Dra. [lma Simoni Brum da Silva

Titulo do Projeto:
“Expresséao génica de c-myc, bcl-2, e do receptor estrogénico-a , em tecido
mamario normal e em fibroadenomas.”

O objetivo deste estudo ¢ o de buscar explicagdes para o surgimento e
crescimento de nddulos mamarios benignos. Na literatura médica, varios sdo os
fatores que tém sido envolvidos com a origem dos nddulos mamarios. Recentemente,
com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular, novos métodos de estudo
dos nodulos da mama, e do tecido mamario normal, estdo a disposicao. Entre estes
métodos, podemos analisar algumas caracteristicas genéticas das lesdes mamarias
benignas e do tecido mamadrio normal. Dentre as lesdes mamarias, benignas, que
podem ser estudadas, destacam-se os fibroadenomas, que sdo nddulos bastante
freqlientes nas clinicas de mastologia.

A minha participagdo no estudo, Sra. ,
corresponde a informar dados sobre minha historia ginecologica e obstétrica, uma
coleta sangiiinea no dia da minha cirurgia e a permitir que um pequeno
fragmento/pedaco do meu ndédulo mamario ( 10 mm X 5 mm) e do tecido mamario
normal ( 10 mm X 5 mm) que o envolve, sejam encaminhados para estudo genético.
O restante do nodulo da mama sera destinado ao exame histopatologico normal.

Quanto a coleta sangiiinea, estou ciente de que serei submetida a coleta de
10mL de sangue venoso, no dia da minha cirurgia, com o objetivo de calcular em qual
fase do ciclo menstrual foi realizado o procedimento. Os riscos envolvidos com essa
coleta sdo minimos; sendo a ocorréncia de pequenos hematomas/equimoses a
alteragdo mais comum.

Eu fui informada que todos os dados coletados sobre mim, e os resultados do
estudo genético do meu nodulo, e do tecido mamario normal que o envolve, serdo
examinados pelos pesquisadores acima relatados, sendo seus resultados confidenciais
e nao compartilhados com outras pessoas. Dados que possam me identificar, como
nome, serao mantidos em um arquivo separado dos demais informagdes do estudo.
Meu sangue e todas as demais informagdes sobre mim serdo identificados somente
por niimeros.

Eu também compreendo que posso sair do projeto ou negar-me a realizar
qualquer procedimento a qualquer momento, sem que isto acarrete qualquer prejuizo
a meu atendimento.

Eu fui informada e compreendo o objetivo do projeto descrito acima e seus
procedimentos. Eu também fui informada e entendi os riscos, desconforto e beneficios
previstos.
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Eu fui informada e compreendi que tenho acesso ao Comité de Etica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre se tiver qualquer questdo em relacdo aos meus
direitos como participante do projeto de pesquisa, através de seu presidente ou
representante legal. Eu também compreendo que o comité pode ter acesso a mim e/ou
meus dados para desempenho de suas atribuigdes.

O pesquisador responsavel ¢ o médico Rodrigo Cericatto, sob orientagdo do
Profa. Dra. Poli Mara Spritzer.

Fone para contato no HCPA ++ - 51-3316-8103.

Pesquisador
Data e local

Paciente
Data e local
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ANEXO 3 — Curvas de ciclos de PCR para padronizacio da expressao génica de
ER-a, c-myc, bcl-2.

Bzm
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Curva de ciclos de PCR para padronizagdo e determinacdo dos niveis de mRNA de ER-«
no tecido mamario normal. O gel demonstra que a expressdo do gene do ERa se inicia com 30
ciclos, aumentando progressivamente até 40 ciclos. As barras representam a relagdo ERa/pBom
(483 pb/ 623pb). Optou-se por 32 ciclos para a amplificagdo das amostras partindo de 4 ng de
cDNA.

70




Bobm —»
c-myc —%»

+—623 pb
+«—218 pb

M 25 30 35 40 45

1,40 —

1,20

|

|

1,00

0,80

|

|

c-myc/B,m (UA)

0,60

0,40 —

0,20

0,00
25 30 35 40 45

N° de Ciclos

Curva de ciclos de PCR para padronizagao e determinacdo dos niveis de mRNA de c-myc
no tecido mamario normal. O gel demonstra que a expressao do gene do c-myc se inicia com 25
ciclos, aumentando progressivamente até 45 ciclos. As barras representam a relagdo c-myc/fm
(218 pb/ 623 pb). Optou-se por 30 ciclos para a amplificacdo das amostras partindo de 4 ng de
cDNA.
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Curva de ciclos de PCR para padronizacdo e determinagao dos niveis de mRNA de bcl-2
no tecido mamario normal. O gel demonstra que a expressdo do gene do bcl-2 se inicia com 30
ciclos, aumentando progressivamente até 45 ciclos. As barras representam a relagdo bcl-2/B,m
(304 pb/ 623pb). Optou-se por 35 ciclos para a amplificagdo das amostras partindo de 4 ng de
cDNA.
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