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RESuUMO




Mori LJ. Efeitos morfologicos, histolégicos e moleculares dos moduladores
seletivos dos receptores de estrogénios tamoxifeno e raloxifeno na
prevengdo primaria de tumores mamarios quimicamente induzidos em ratas
[tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo;
2007. 189p.

O cancer de mama é a neoplasia mais comum na populagao feminina,
representando até um tergco dos novos diagnosticos de neoplasia nessa
populacdo em algumas regides do mundo. A prevengao primaria ou
secundaria constitui a pedra fundamental no controle do cancer de mama;
depende da identificacdo dos determinantes da doenga, em termos de
iniciacdo e promogao. Aproximadamente, 48.930 novos casos de cancer de
mama sao detectados anualmente no Brasil, tornando-se um sério problema
de saude publica. O objetivo primario deste estudo foi avaliar a agao e
diferencas de dois SERMs, tamoxifeno (TAM) e raloxifeno (RAL), na
quimioprevengado de tumores mamarios quimicamente induzidos em ratas.
Foram estudados trés grupos homogéneos (DMBA ou 7,12-
Dimetilbenzantraceno, TAM e RAL) compostos de 20 ratas adultas da raga
Sprague-Dawley com tumores induzidos quimicamente pelo carcinégeno
DMBA. As ratas, com 40 a 50 dias de vida, receberam a substancia em dose
unica, por gavagem. Nos grupos TAM e RAL, os animais receberam os
SERMSs, diariamente, por via oral, 10 dias antes e por mais 80 dias apés a
indugao quimica com o DMBA. A acgao destes SERMs na quimioprevencéao
de tumores mamarios, como também as caracteristicas morfolégicas e
histopatolégicas dos tumores induzidos, a porcentagem de receptores de
estrogénio e a atividade proliferativa da célula tumoral pelo Ki67 foram
analisadas. A expressao angiogénica em cada grupo e suas diferencas
foram avaliadas com o método qRT-PCR. Apds a analise estatistica dos
resultados observou-se, em relagdo aos trés grupos, que nao houve
diferencas significantes quanto ao peso, tipo histolégico do tumor formado,
porcentagem dos receptores de estrogénio e a média do tamanho tumoral.
Houve diferengas estatisticas quanto a: 1) numero de ratas que
desenvolveram tumores (DMBA 100%, tamoxifeno 35% e raloxifeno 15%) ;
2) inducdo do aparecimento do tumor (DMBA = 32 dias, TAM=46 dias e
RAL=57 dias); 3) média, por rata, de tumores formados em cada grupo
(DMBA=4,5 tumores, TAM=1,33 tumores e RAL=1,28 tumores); 4)
porcentagem de células Ki-67 positivas nos tumores: DMBA 85% dos casos
Kio7= 75% a 80%, 15% dos casos Ki67=50%; TAM 43% dos casos
Ki57=50% e 57% dos casos Ki67=75% ,e RAL 100% dos casos Ki67=50%;
5) grau histolégico tumoral: DMBA 100% grau 3; TAM 71% grau 2 e 29%
grau 3 , RAL 100% grau 2; 6) a avaliagdo da expressdo de fatores
angiogénicos: nos grupos TAM vs DMBA apresentou maior expressao nos
genes Angpt1, Angpt2, Hqf, Hifla, Itgab3, Lep, Mapk14,Mmp19 predicted,
Nrp1, Pgf, Plau, Serpinf1, Tgfb1, Tgfb2, Tek, Timp3, TNF, Vegfa e Vegfc. No
grupo RAL vs DMBA, apresentaram maior expressao os genes Hif1a, Itgab3
, Paf, Plau, Tek e Vegfc. Este grupo mostrou, ainda, menor expressado dos
genes Fgf6 e Pecam. Neste modelo experimental, houve maior eficacia do
raloxifeno em relacdo ao tamoxifeno na quimioprevencdo mamaria;

XVii



possivelmente, esta maior protegdo esteja relacionada com os diferentes
fatores angiogénicos expressos nos dois grupos.

Descritores: 1-neoplasias da mama/induzido quimicamente; 2-modelos
animais; 3-carcindgenos; 4-DMBA; 5-tamoxifeno; 6-raloxifeno; 7-ratos.

XViii



SUMMARY




Mori LJ. Morphological, histological and molecular effects of SERMs tamoxifen
and raloxifene in primary prevention of chemically-induced mammary tumors in
rats [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2007. 189p.

Breast cancer is the most common neoplastic disease in the female
population, accounting for up to one third of new cancer cases in women in
some regions of the world. Prevention, either primary or secondary, is essential
for breast cancer control, which depends on identification of the determining
factor of the disease, both for initiation and promotion. About 48,930 new cases
of breast cancer are detected annually in Brazil, creating a serious Public
Health problem. The primary objective of the present study was to determine
the action of two SERMs (tamoxifen and raloxifene) as chemopreventive agents
and to check the differences between them. The secondary objectives were to
evaluate morphological and histological aspects, the percentage of estrogen
receptor and proliferative mammary activity (Ki67), and expression of 84 genes
involved in modulating the biological process of angiogenesis by gRT-PCR
array. Young female Sprague-Dawley rats had chemically-induced tumors by
DMBA (7,12Dimethylbenzanthracene) administered by gavage between the
ages of 40 to 50 days old. They were divided into three groups: DMBA, TAM
and RAL; the two latter groups received SERMs 10 days before DMBA and for
80 days after it. Data analyses showed: 1) the number of rats that developed
tumors in each group (DMBA = 20 rats - 100%; TAM = 7 rats - 35%; RAL = 3
rats -15%); 2) induction of tumor onset (DMBA = 32 days, TAM = 46 days, RAL
= 57 days); 3) number of tumors formed in each group by individual rat (DMBA
=4.5; TAM = 1.33, and RAL = 1.28); 4) the percentage of Ki67 positive cells in
tumors (DMBA = 50 to 80%, TAM = 50 to 75%, and RAL = 50%); 5) histological
grade of mammary tumor (DMBA = 100% grade 3, TAM = 71% grade 2 and
29% grade 3, and RAL = 100% grade 2); 6) assessment of expression of
angiogenic factors. TAM group compared to DMBA group showed greater
expression of the following genes: Angpt2, Hqf, Hif1a, Itgab3, Lep, Mapk14,
mmp19 predicted, Nrp1, Pgf, Plau, Serpinf1, Tgfb1, Tgfb2, Tek, Timp3, TNF,
Vegfa and Vegfc. RAL group compared to DMBA group showed greater
expression of genes Hif1a, Itgab3, Pgf, Plau, Tek and Vegfc; in addition, in this
group, genes Fgf6 and Pecam had less expression. In conclusion, in this
experimental model, the raloxifene group proved to be more efficient than the
tamoxifen group in mammary chemoprevention. The results can be possibly
associated with different expressions of angiogenic factors in both groups.

Descriptors:  1-breast cancer/chemically induced; 2-animal models;
3-carcinogens; 4-DMBA; 5-tamoxifen; 6-raloxifene; 7-rats
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1 INTRODUCAO




INTRODUCAO 2

1 INTRODUGAO

Atualmente, o cancer de mama representa sério problema de saude
publica, em funcdo de sua elevada incidéncia e pelas repercussdes
biopsicossociais que ocasiona a sociedade. No Brasil, sdo detectados,
aproximadamente, 48.930 novos casos de cancer de mama, sendo
responsavel por cerca de 8.000 obitos por ano, segundo dados do Instituto
Nacional de Cancer (Brasil, 2006). Na regido sudeste brasileira, esta
neoplasia € o mais incidente entre as mulheres, com risco estimado de 71
casos novos por 100 mil. Permanece como o segundo tipo de cancer mais
freqiente no mundo e o primeiro entre as mulheres. Na populagdo mundial,
a sobrevida média em cinco anos € de 61% (ParKin, 2006; ParKin e
Fernandes, 2006) com taxa de mortalidade, tendendo a estabilidade nos
paises ocidentais industrializados (Jatoi e Miller, 2003; Jemal et al., 2007).

A incidéncia de cancer de mama no Brasil e em varios paises
ocidentais industrializados tem aumentado em cerca de 1%, em média, néo
apenas pelo maior numero de diagndsticos realizados (Fentiman, 2000; Ries
et al., 2003).

Determinados fatores de risco tém influenciado esse aumento
(Collaborative, 1996, 1997, 2002; Garland et al., 1998; Colditz e Rosner,
2000; Lipworth et al., 2000; McPherson et al., 2000; Bernstein, 2002;
Marchbanks et al., 2002; Althuis et al., 2003; Colditz et al., 2004; Friman et

al.,, 2007), como as mudangas nos habitos (maior consumo e ingesta de
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gorduras nao saudaveis, sedentarismo e, consequente, aumento no indice
de massa corporea, consumo exagerado de alcool (Fan et al., 2000; Prentice
et al., 2006; Michels et al., 2007; Tworoger et al., 2007) e, sobretudo, os
fatores reprodutivos que favorecem a maior exposi¢cao estrogénica (menarca
precoce; uso de anticoncepcionais precocemente e por longos periodos;
terapia hormonal; gestacdo cada vez mais tardia; menor numero de
gestacdes; menor tempo de amamentacao).

Varios autores mostram que o estrogénio &, de fato, um importante
fator promotor da carcinogénese mamaria por aumentar a taxa de
proliferacdo da célula, incrementando, assim, o risco de formacao de células
atipicas (Yager e Liehr, 1996; Zheng et al., 1998; Muti et al., 2000; Russo et
al., 2003, 2005a, 2005b, 2005c; Eliassen et al., 2006).

Além disso, outros pesquisadores verificaram que determinados
metabdlitos  estrogénicos, como o0 4-hidroxiestradiol e o 16-
alfahidroxiestradiol, tém a capacidade de induzir a carcinogénese, por
promover lesao genotdxica no DNA da célula mamaria (Fishman et al., 1984;
Yager e Liehr, 1996; Muti et al., 2000; Russo e Russo, 2004a, 2006;).

Os moduladores seletivos de receptores estrogénicos (SERMs) sao
compostos sintéticos que se ligam aos receptores estrogénicos, podendo
atuar como agonista ou antagonista, parcial ou total, nos diferentes tecidos-
alvo. Ligam-se aos receptores com afinidade variavel, levando a alteragdes
conformacionais e interagbes com os co-fatores (coativadores ou
correpressores), que determinam a atividade seletiva agonista ou

antagonista na célula-alvo.
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O conhecimento cada vez maior do mecanismo de acao dos receptores
estrogénicos permitiu mudangas na estrutura quimica dos SERMSs,
propiciando agcdo mais seletiva em determinados tecidos-alvo. Entre os
SERMs de primeira geragao, assinalam-se: o tamoxifeno e o clomifeno.
Quanto aos de segunda geragao, destacam-se o raloxifeno, o toremifeno, o
droloxifeno e o idoxifeno. Com relagdo aos da terceira geracao, os principais
sdo o ICI182,170 (antiestrogénio puro), arzoxifeno, alcobifeno, em-652, Ly-
353381.HCI. Fazem parte dos de quarta geracdo o lasofoxifeno e o
ormeloxifeno (Johnston, 2001; Jordan, 2002, 2003; Riggs e Hartmann, 2003;
Renaud et al., 2005; Fan et al., 2007).

Importante pesquisa multicéntrica, duplo-cego, analisou o efeito do
tamoxifeno, SERM com acao antiestrogénica na mama, na prevengao da
formagao do cancer de mama em pacientes de alto risco, consignando uma
estratégia valida de prevengao primaria (Cuzick et al., 2003; Fisher et al.,
2005).

Este ensaio clinico, conhecido como NSABP-P1 “National Surgical
Adjuvant Breast and Bowel Project - P1 Study”, foi publicado por Fisher et
al., em 1998. Foram randomizadas 13.338 mulheres de alto risco para
cancer de mama, em estudo duplo-cego (placebo versus tamoxifeno),
comprovando que o uso de tamoxifeno por cinco anos diminuia o risco de
cancer de mama invasivo em, pelo menos, 49% dos casos e, em 69%,
quando o receptor hormonal era positivo para estrogénio. O uso do
tamoxifeno, todavia, foi associado significativamente com maior risco de

cancer endometrial, acidente vascular cerebral, tromboembolismo pulmonar
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e trombose venosa profunda; sobretudo em mulheres acima de cinquenta
anos de idade.

O raloxifeno, SERM de segunda geracao, teria maior seletividade em
determinados tecidos-alvo, entretanto ndo apresenta uma agao preventiva
na mama tado bem avaliada, clinica ou experimentalmente.

Informagdes adicionais sobre os beneficios do raloxifeno foram
oferecidas pelo ensaio clinico MORE “Multiples Outcomes of Raloxifene
Evaluation”. Cummings et al., em 1999, distribuiram 7.705 mulheres pos-
menopausicas, em estudo duplo cego controlado (raloxifeno versus
placebo). Os autores mostraram que o raloxifeno reduziu significativamente
o risco de cancer de mama invasivo (redugdo do risco relativo em 76%,
apesar do pequeno numero de casos de cancer), mas também aumentou o
risco de tromboembolismo. Aumentou a densidade mineral 6ssea, diminuiu o
risco de fratura vertebral e ndo modificou o risco de desenvolver hiperplasia
ou cancer endometrial.

Martino et al., em 2004, publicaram o ensaio clinico CORE “Continuing
Outcomes Relevant to Evista’, que consistia em avaliar parte do estudo
MORE e examinar o efeito do raloxifeno por quatro anos adicionais. Foram
acompanhadas 3.510 mulheres no grupo raloxifeno e 1.703 no grupo
placebo. Durante os oito anos de seguimento, a incidéncia de cancer de
mama invasivo foi reduzida em 66% no grupo geral e em 76% quando os
receptores hormonais eram positivos no grupo raloxifeno, em comparagéao
ao grupo placebo. No estudo CORE, houve aumento de risco para

tromboembolismo em 117% em relagdo ao grupo placebo, que ja havia sido
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observado no estudo MORE. Os autores concluiram que o raloxifeno usado
no tratamento de mulheres com osteoporose na pos-menopausa, possibilitou
a diminuigao na incidéncia de cancer de mama invasivo, efeito que persistiu
apods quatro anos de uso.

Ja no estudo RUTH (Raloxifene Use for The Heart Trial), Barret-Connor
et al. (2006) analisaram 10.101 mulheres na pés-menopausa com doengas
coronarianas ou cardiacas, ou ainda, com varios fatores de risco. Avaliaram
0 uso do raloxifeno e placebo (estudo duplo-cego) e seu efeito nos eventos
cardiovasculares. Durante periodo de 5,6 anos nao houve diferenca na
incidéncia de doencas cardiovasculares. Entretanto, no grupo raloxifeno
houve reducao significante do cancer de mama invasivo (reducdo de risco
de 44% no grupo geral e de 55% quando o receptor hormonal era positivo).
Assim, como no estudo MORE, o raloxifeno aumentou o risco relativo de
tromboembolismo (44%) e, também, apresentou outros efeitos colaterais,
como ondas de calor e edema periférico.

Recentemente, Vogel et al., em 2006, publicaram o estudo STAR
“Study Tamoxifen and Raloxifen ou NSABP-P2”, duplo-cego e prospectivo,
que comparou o uso de raloxifeno e tamoxifeno. Foram randomizadas
19.747 mulheres na pds-menopausa, com risco aumentado para cancer de
mama (indice de Gail >1, 6). Apos seguimento médio de quatro anos, o
raloxifeno mostrou-se tdo efetivo quanto o tamoxifeno na redugéo do risco
de cancer invasivo da mama (incidéncia de 4,30 casos/1.000 no grupo
tamoxifeno e de 4,41 casos/1.000 no grupo raloxifeno), com menor risco de

eventos tromboembdlicos (30% menos) e cataratas (21% menos), mas
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maior risco de cancer in situ (incidéncia de 1,51 casos por mil no grupo
tamoxifeno e 2,11 casos por mil no grupo raloxifeno, mas com p nao
significante). Houve, também, tendéncia de menor risco para cancer
endometrial com o uso do raloxifeno (incidéncia de 2,0 casos/1000 no grupo
tamoxifeno e de 1,25 casos/1000 no grupo raloxifeno). O risco para outros
tipos de canceres, fraturas, doenga isquémica cardiaca e acidente vascular
cerebral foi semelhante em ambos os grupos. Em virtude destes resultados,
o raloxifeno passou a ser considerado também na quimioprevengao, assim
como o tamoxifeno, em pacientes de alto risco para cancer de mama.
Atualmente, a terapia adjuvante para o cancer de mama invasivo
depende de: 1) dados clinicos (faixa etaria, estado menstrual, co-morbidades
ou condicbes clinicas da paciente); 2) dados anatomopatolégicos (o
tamanho do tumor, tipo e grau histologico, grau nuclear, comprometimento
linfonodal, presenca de invasdo vasculo-linfatica, presenca de metastases
visceral e/ou 6ssea), segundo a Classificacdo TNM, que é determinada pelo
AJCC (American Joint Committee on Cancer (American, 2002); 3) avaliagao
imuno-histoquimica do tumor, que procura caracterizar os varios processos
do ciclo celular e molecular envolvidos na carcinogénese e suas etapas.
Embora sejam descritos inumeros marcadores na literatura médica, apenas
trés sdo importantes para se definir a conduta quanto a terapia adjuvante: o
receptor hormonal de estrogénio e/ou de progesterona e a presenga ou néao
da surperexpressao e/ou amplificagao do her-2-neu (Braun e Harbeck, 2001;
Bundred, 2001; Goldhirsch et al., 2005; Come et al., 2006; Winer et al.,

2006).
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Grande parte dos dados clinicos hoje conhecidos em relacéo ao cancer
de mama foram observados em modelos experimentais.

O céancer de mama é uma doenca sistémica de comportamento
biologico variavel; por isso, apresenta conduta terapéutica complexa que, em
muitos casos, os bons resultados (de melhor progndstico) dependem da
deteccdo precoce (prevencao secundaria). Contudo, existe uma
porcentagem de casos, cuja deteccdo € precoce, mas a evolugado nao é
favoravel (mau prognéstico). Talvez, o perfilamento genético possa orientar
e discriminar grupos especificos que serao beneficiados com determinados
tratamentos, como assinalaram Perou et al. (2000), Sorlie et al. (2001),
Lonning et al. (2001), Van'T Veer et al. (2002), Van de Vijver et al. (2002),
Pagliarulo et al. (2002), Popescu e Zimonijic (2002) e Quackenbush (2006).

Nesse sentido, além da melhora gradativa na tecnologia de exames
que possam detectar lesdes mais precoces (Kopans, 1995; Feig et al., 1998;
Olsen e Gotzsche, 2001, Tabar et al., 2001; Feig, 2002; Lee, 2002; Jackson,
2002; Ggatzsche e Nielsen, 2006) e estimulos para mudangas mais
saudaveis nos habitos e estilos de vida, surge a descoberta de novos
medicamentos, com o propdsito de se fazer a prevencgao primaria, entre eles
substancias que tenham acéo quimioprotetoras na formagao do cancer de
mama (Fentiman, 2000; Geller e Vogel, 2005; Bao et al., 2006; Grilli, 2006;
Jordan, 2006; Kelloff et al., 2006; Jordan, 2007; Russo et al., 2007).

No presente trabalho, estudamos a carcinogénese mamaria e o uso de
quimioprotetores (tamoxifeno e raloxifeno) por meio de modelo experimental

com ratas da raga Sprague Dawley.
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O modelo animal em ratas €, comprovadamente, o tipo experimental de
escolha para a carcinogénese mamaria, em fungao da semelhanca estrutural
e fisioléogica das mamas desses roedores a da espécie humana, ja tendo
servido de base para inumeras pesquisas translacionais, da pesquisa basica
a pesquisa clinica na area. Por esse motivo, foi escolhido tal modelo para
desenvolver nosso estudo.

Desse modo, esta linha de pesquisa permite avaliar o uso experimental
de substancias quimioprotetoras e seus resultados contra o cancer de
mama, bem como entender e tentar elucidar os mecanismos envolvidos na
carcinogénese mamaria e o comportamento biolégico tado diverso desta

neoplasia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Varios autores (Huggins et al., 1959, 1961; Dao e Sunderland, 1959;
Dao, 1962, 1969; Russo et al., 1982, 1990, 2005a; Briand, 1983; Gould,
1995; Cheung et al., 2003a, 2003b; Hakkak et al., 2007) utilizaram o modelo
animal como fonte de estudo do cancer de mama no ser humano, o que
contribuiu sobremaneira para o entendimento de sua biologia e o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Contudo, poucas
espécies de animais formam tumores de mama espontaneamente; além dos
roedores (ratos e camundongos) destacam-se os cachorros. Estes ultimos
apresentam, como grande desvantagem, o custo elevado de seu processo
experimental.

Assim, a maioria dos modelos animais experimentais descritos para
cancer de mama utilizam os roedores.

Dentre os modelos experimentais para o desenvolvimento de tumores
de mama em roedores, destacam-se os induzidos quimicamente, os
induzidos por virus, os tumores humanos transplantados (xenografados), os
modelos transgénicos em camundongos e aqueles induzidos por radiagao
ionizante (Bland e Copeland, 2004; Harris et al., 2004; Russo et al., 2005a,
2005b).

Em nosso trabalho, utilizamos o modelo experimental de indugao

quimica de formagao de tumores em ratas por ser um modelo factivel, de
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baixo custo e por servir para o fim maior, ou seja, o estudo de substancias
com agao quimioprotetora.

As glandulas mamarias de varias espécies de ratas sao susceptiveis a
transformacao quimica carcinogénica, notadamente, as espécies Sprague-
Dawley, Bufalo/N, Fischer 344,Lewis e Wistar-Furth, como referiram Jordan
(1976); Jordan e Allen (1980), Jordan et al. (1980, 1990, 1991), Van Zwieten
et al. (1984), Siemann (1987), Russo et al. (1990, 2005a, 2005b, 2005c),
Barros et al. (2003), Imai et al. (2005).

Sabe-se, também, que os modelos de indugdo quimica em roedores
sofrem influéncia quanto a idade do animal, a dose do agente carcinogénico
e o tipo de racado (porcentagem de gordura), segundo Manni et al. (1982,
1995), Kritchevsky (1997), HilaKivi-Clarke et al. (1997), Russo e Russo
(2004b), Assis et al. (2006). Consoante esses autores, as ratas devem ser
virgens, com idade entre 40 e 60 dias, submetidas a dieta com racgdes
peletizadas com porcentagem de gordura de 5% (ou 20%, se o intuito for
utilizar modelo de alta ingestao de gordura).

Neste trabalho, utilizamos ratas virgens da ragca Sprague-Dawley,
homogéneas quanto ao peso, com idade variavel de 40 a 50 dias, para
indugdo quimica com DMBA (7,12-Dimetilbenzantraceno) e que foram
alimentadas com ragao peletizada com porcentagem de gordura em torno de
5%.

Segundo Russo et al. (1990, 2005a), na faixa etaria de 40 a 60 dias, a
indugado quimica carcinogénica na formacgao de tumores de mama é maxima,

estando relacionada a fase de maior taxa proliferativa do tecido mamario
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desses animais que corresponde ao inicio da maturidade sexual. Os autores
referiram taxas de 97% a 100% de formagao de tumores de mama em ratas
quando o agente carcinogénico era injetado nesta fase e a incidéncia de
formagao de tumores diminuia de modo marcante, quando era administrado,
ap6s 60 dias de vida ou se a rata tivesse tido gestacdo a termo e/ou
amamentado.

Esses modelos animais de formagdao de tumores mamarios tém sido
utilizados desde descricao classica de Huggins et al. (1961), que permitiu
avangos importantes no conhecimento do processo de carcinogénese
mamaria.

Os modelos animais de indugdo quimica carcinogénica com redores
sdo otimos para testes de substancias antitumorais e/ou preventivas como
mostraram varios autores (Jordan e Allen, 1980; Jordan et al., 1990, 1991;
Russo et al., 1990, 2005a, 2005b; Ip et al., 2002; Barros et al., 2003; EI-
Bayoumi e Sinha, 2004; Kim et al., 2004).

As duas drogas mais utilizadas para indugdo quimica carcinogénica de
tumores mamarios em roedores sao o N-nitrosometiluréia (NMU) e o 7,12-
Dimetilbenzantraceno (DMBA).

O NMU, descrito originalmente por Gullino et al. (1975), induz a
formagdo de carcinomas mamarios em roedores quando administrado por
via subcutédnea ou intravenosa. Provoca cerca de 75%, em média de
alteragao da expressao/ativagao do gen ras (protooncogene) (Zarbl et al.,

1985; Russo et al., 1990, 2005a; Cha et al., 1996).
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O gene ras, quando alterado (oncogen ras), 0 que ocorre em cerca de
10% a 20% dos tumores de mama (Stewart et al., 2004; De Vita et al., 2004),
aumenta a via de sinalizagdo do ciclo celular, sendo dependente de
proteinas GTPase, que estimulam o gene raf. A ativagao ras/raf aumenta a
expressdo de proteinas nucleares, como fos, jun e myc, induzindo a
expressao de outros genes e incrementando a transcricdo do sinal e a
proliferacdo celular. Portanto, quando a pesquisa visa estudar as vias de
sinalizagdes celulares, o NMU nao deve ser escolhido pois, pode interferir
nos resultados. Quanto a incidéncia e a laténcia de formagao de tumores de
mama em roedores, o NMU é compativel ao DMBA, como mostraram
Rogers e Lee (1986), Rogers et al. (1998) e Russo et al. (1990, 2005a).

Em contrapartida, o DMBA, também, € um potente indutor de formacéao
de tumor de mama em roedores. E, geralmente, administrado por via oral,
por gavagem, misturado com 6leo (Russo et al. 1990, 2005a).

Os metabdlitos do DMBA sao ativados no figado e na glandula
mamaria. Portanto, estudos que usem substancias que alterem
significativamente a fungao hepatica ou dietas com alto teor de gordura nao
devem utilizar o DMBA em sua metodologia, pois pode haver alteragdo dos
resultados; como ressaltaram HilaKivi-Clarke et al. (1997).

Em ratas, os tumores induzidos quimicamente sdao hormoénio-
dependentes, segundo varios autores (Russo et al., 1990, 1991, 2005a,
2005b, 2005c¢; Cheung et al., 2003a, 2003b).

Essa dependéncia é demonstrada, por exemplo, em ratas Sprague-

Dawley e com tumor induzido por DMBA que foram submetidas a
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ooforectomia. Os tumores regrediram em cerca de 70% a 80% (Solleveld et
al., 1986; Russo et al., 1990; Thompson e Singh, 2000).

Apos a ocorréncia de gestacédo e lactagdo, a exposicao a substancia
carcionogénica (DMBA ou MNU) também reduz a suscetibilidade da
glandula mamaria em formar tumor; entretanto, gestacdo logo apds a
exposicao facilitaria a formacao tumoral (Welsch, 1985; Russo et al., 1990,
2005a).

Como nosso trabalho tem o intuito de pesquisar e comparar farmacos
de acao hormonal quimioprotetora (raloxifeno e tamoxifeno), optou-se por
este modelo animal, que seria ideal por apresentar dependéncia hormonal,
como foi descrito por varios autores (Dao, 1969; Russo et al., 1982, 1990,
2005a, 2005b; Van Zwieten et al., 1984).

A carcinogénese nas mamas de ratas, segundo Russo e Russo (1997,
1998), ocorre sobretudo no epitélio dos ductulos terminais, nos brotos
alveolares ou no ducto terminal, que constituem a unidade ducto-lobular
terminal em mulheres. O ducto terminal do Iébulo tipo 1 € o local mais
comum de origem do carcinoma ductal. A replicacdo celular e a
concentracdo de respostas estrogénicas tipo alfa sdo mais altas na
adolescéncia nos Iébulos tipo 1, quando a glandula é mais suscetivel a
carcinogénese. Ha evidéncias de que os carcinomas mamarios surgem nas
estruturas indiferenciadas, porém, as lesdes benignas, como os adenomas,
cistos e fibroadenomas, ocorrem em estruturas mais diferenciadas quando
da exposicado ao agente carcinogénico. Quanto mais diferenciada a estrutura

na ocasidao da exposi¢ao, mais benigna e diferenciada € a lesdo. A alta
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suscetibilidade dos ductos terminais para transformagdo neoplasica é
atribuida a seu elevado indice proliferativo. Ha um gradiente decrescente de
atividade proliferativa dos ductos terminais para os Iébulos do tipo 3. A
atividade proliferativa diminui com a idade, porém o gradiente de proliferagao
nao se altera: os ductos terminais tém maior atividade do que os Iébulos do
tipo 1. Estes tém atividade proliferativa maior do que os lébulos do tipo 2, e
estes maiores do que os lébulos do tipo 3. A mama de nuliparas contém
mais estruturas indiferenciadas (tipo 1), e a idade ou a menopausa nao
alteram estas caracteristicas. Em mulheres que tiveram gestacédo e
encontram-se na pré-menopausa, a estrutura predominante é a mais
diferenciada, ou seja, o Iébulo tipo 3; porém, quando atingem a menopausa
adquirem o mesmo padrao observado em nuliparas, segundo Russo et al.
(1990, 2005a) e Russo e Russo (1997).

Quanto as caracteristicas histolégicas dos tumores de mamas
induzidos em ratas, revelam similaridades com os da espécie humana (Van
Zwieten et al., 1984; Russo et al., 1989, 1990, 1991; Greaves e Barsoum,
1990; Popesko et al., 1990; Peray e Barthold, 1993; Turusov e Mohr, 1994,
Cardiff e Wellings, 1999; Russo e Russo, 2000; Cardiff et al., 2002).
Observou-se que:

a) os tipos histolégicos sdo semelhantes;
b) reagem de forma similar aos marcadores imuno-histoquimicos;

c) o comportamento biolégico é semelhante.
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Esta similaridade estrutural e funcional permitiu e autorizou inUmeros
trabalhos translacionais da pesquisa basica para a pesquisa em ser humano
quanto ao cancer de mama.

Assim, a Conferéncia realizada em Hannover, na Alemanha, em 1987,
resultou na classificacdo de lesdao nao neoplasica e neoplasia da glandula
mamaria de ratas em comparagao a lesdes da espécie humana, mostrando
essa semelhanca (Tabela 1).

Contudo, para Greaves e Barsoum (1990) e Russo et al. (1990); Russo
e Russo (2000), alguns tipos histolégicos de tumores de mama em ratas nao
sao encontrados nem tém paralelo na mulher. Entre eles, destacam-se a
lesdo de Paget, subtipo esquirroso e medular e o tumor lobular invasivo ou in
situ.

Os mesmos autores, também, referem que os tumores de mamas em
ratas tém quadro histologico semelhante aos tumores ductais, mas
raramente ocorre metastase. Alias, esse modelo animal n&o serve para se
estudar casos de metastases. A maioria dos tumores induzidos apresenta
epitélio hiperplasico com papilomatase contendo células epiteliais com grau
variavel de atipias e, principalmente, histologia do tipo papilar e sélido. Em
alguns casos, a distin¢ao clara de invasao do tumor é dificil de ser feita, pois,
estes tumores permanecem confinados adjacentes ao estroma.

Os tumores induzidos de mama nas ratas com aspectos de
fiboroadenomas ou adenomas sdo bastante semelhantes aos da espécie

humana, mas tém ocorréncia baixa.
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Existem também marcadores imuno-histoquimicos especificos da
célula mamaria em rata que apresentam correspondéncia a do ser humano,
em especial, para as células mioepiteliais e do epitélio luminal e a membrana
basal (Tabela 2) (Russo et al., 1990; Russo e Russo, 2000).

O potencial carcinogénico do estrogénio no tecido mamario foi sugerido
em varios estudos clinicos (Harris et al., 1996; Early, 2001, 2005) e também
experimentais (Russo e Russo, 1997, 1998, 2004a; Charpentier et al., 2000;
Doisneau-Sixou et al., 2003; Russo et al., 2005a).

Constitui importante fator promotor da carcinogénese da célula
mamaria ao promover a proliferagcao celular, induzir o aumento da produgéao
de receptores e incrementar a sintese de DNA nessas células (Russo e
Russo, 2001; Hayashi et al., 2003; Platet et al., 2004; Shao e Brown, 2004).

Além disso, também, participa como agente indutor da carcinogénese
mamaria, ao expor metabdlitos estrogénicos (derivados 16a hidroxi e 40H
metabdlitos — catecdis — estrogénicos) com capacidade genotdxica ao DNA
da célula mamaria (Yager e Liehr, 1996; Liehr, 2000; Muti et al., 2000; Liehr
e Jones, 2001).

O estrogénio e os SERMs tamoxifeno e o raloxifeno apresentam efeitos
biolégicos complexos em varios tecidos, inclusive no tecido mamario,
conforme a faixa etaria e o estado menstrual (Russo et al., 1990, 2005b;

Lewis e Jordan, 2005).
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Tabela1 - Classificagdo de lesdo neoplasica e ndo neoplasica da glandula
mamaria de rata em comparag¢ao ao tecido humano

Lesao em Rata

Lesao em Humano

I Neoplasia epitelial benigna:
adenoma (papilifero, tubular,
hiperplasia, lactifero)

Papiloma intraductal: adenoma
lactifero
Adenoma gestacional

Il Neoplasia epitelial maligna
Carcinoma ductal
a) Nao invasivo
cribriforme
comedo
sélido
papilifero
b) Invasivo
cribriforme
comedo
solido
papilifero
outras especificacdes

Carcinoma Ductal
Carcinoma Ductal In Situ
cribriforme
comedo
solido
papilifero
Carcinoma Ductal Invasivo
cribriforme
comedo
papilifero
Carcinoma Infiltrativo
Esquirroso
Medular
Coldide
Carcinoma lobular
Doencga de Paget

[l Neoplasia Estromal
Benigno
Fibroma
Maligno
Fibrossarcoma

Benigno
Fibroma

Maligno

Fibrossarcoma

v Neoplasia Epitelial-Estromal
Benigno
Fibroadenoma
Maligno
Carcinossarcoma

Benigno
Fibroadenoma
Filodes benigno

Maligno

Carcinossarcoma

Tumor filddes maligno

\ Lesdes nao neoplasicas
Normal, glandula lactifera
Hiperplasia lobular

Alteraces cisticas: ductal e
lobular
Hiperplasia epitelial

Normal, glandula lactifera
Hiperplasia lobular de gravida e
nao gravida

Alteracoes cisticas: ductal e
lobular

Hiperplasia epitelial com e sem
atipia

FONTE: Adaptado de Conferéncia de Hannover, 1987.
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Tabela 2 - Marcadores imuno-histoquimicos de tecido mamario humano e

de rata
Tipo celular ou Antigeno
estrutura Humano Rata
Células mioepiteliais Actina Actina
Miosina Miosina
CALLA CALLA
gP180 NK
Queratina 5 NK
Queratina 14 Queratina 14
Células luminais MFGM MFGM
Queratina 7 NK
Queratina 8 Queratina 11

Queratina 18
Queratina 18
Caseina
o-Lactalbumina
Lactoferrina

Queratina 18
NK

Caseina
o-Lactalbumina
Lactoferrina

Membrana basal

Laminina
Tipo IV
Fibronectina
Entactina

Laminina
Tipo IV
Fibronectina
Entactina

FONTE: Adaptado de Russo et al. (1990,2000)
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O principal mecanismo de agao dos hormdnios esterdides na célula
mamaria (e, entre eles, os derivados estrogénicos) depende da difusédo
passiva da circulagéo para o nucleo da célula, onde ocorre sua ligagao ao
receptor estrogénico e interagdo do complexo receptor-estrogénico com o
DNA da célula (pela ligacao do elemento responsivo ao estrogénio e dominio
de ligagado hormonal do receptor).

Esta interacdo leva a transcricao da sintese de RNAm que, no interior
de ribossomos, presentes no citoplasma da célula, promovem a tradugéo e a
sintese de determinada proteina que atua no ciclo celular (Parker,1995;
Foster et al., 2001; Klinge, 2001; Soto e Sonnenschein, 2001).

O receptor estrogénico pertence a uma superfamilia de receptores
hormonais esterdides que incluem os receptores de glicocorticoide (com 777
aminoacidos), progesterona (933 aminoacidos), aldosterona (984
aminoacidos), estrogénio (595 e 485 aminoacidos), tireoidiano (490
aminoacidos), e de acido retindico (462 aminoacidos) (Ribeiro et al., 1995;
Gustafsson e Warner, 2000; Tolon et al., 2000).

Esses receptores tém dominios especificos, porém, apresentam certa
similaridade em sua estrutura, como descreveram Thornton (2001) e

Thornton et al. (2003) (Figura1).
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Regido da
dobradica
Dominio Dominio Dominio de ligagao
regulatério do DNA hormonal

Receptor de glicocorticéide 777 aa

Receptor de progesterona 933 aa

Receptor de aldosterona 984 aa

Receptor de estrogénio 595 aa -:—
Receptor tireoidiano 490 aa -:—
Receptor acido retindico 462 aa 3_

Figura 1 - Estrutura dos receptores hormonais esterdides (superfamilia)
(Adaptado de Speroff e Fritz, 2005)
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Foram identificados dois receptores estrogénicos, designados de a
(REa) e B (REB). O primeiro, descoberto por Jensen e Jacobson em 1962;
teve sua sequéncia de aminoacidos descrita por Green et al., em 1986, por
técnicas de DNA recombinante. Ja o REP foi isolado e caracterizado por
Mosselman et al. (1996) e Kuiper et al. (1997).

Um terceiro receptor estrogénico (receptor gama) foi descoberto por
HawKins et al.(2000), em células de peixe teledsteo. Conforme Ariazi et al.
(2002), existem ainda dificuldades em sua melhor caracterizagdo quanto a
sua estrutura e eventual semelhanga ao REa e RE.

Os receptores estrogénicos apresentam seis regides (A, B, C, D, E, F)
e cinco dominios (AB, dominio regulatério; C, dominio de ligacdo ao DNA; D,
dominio dobradica; E, dominio de ligagcdo hormonal; F, dominio carhoxi
terminal), segundo Kuiper et al. (1997), White e Parker (1998), Hall et al.
(2001), Sommer e Fuqua (2001), McDonnell e Norris (2002).

Os receptores estrogénicos o e [ apresentam similaridade na
sequéncia de aminoacidos em seus respectivos dominios (Brandenberger et
al., 1997; Enmark et al., 1997; HawKins et al., 2000; Ariazi et al., 2002,
Weihua et al., 2003). Assim, ha semelhangas nos dominios regulatorios
(18%), de ligacdo ao DNA (96%), da dobradica (30%), de ligagdo hormonal

(53%) e no da regiao F (18%) (Figura 2).
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Existem, também, diferengas nas estruturas do REa e do REB que
determinam diferentes ac¢des e diferengcas quanto a sua distribuicdo em
tecidos e o6rgaos especificos (Brandenberg et al., 1997; Rollerova e
Urbancikova, 2000; Shaw et al., 2002; Speirs et al., 2002).

A regido AB (ou dominio regulatério) do RE €& a area aminoterminal que
contém sitios de fosforilagdo, chamados de TAF; (Funcdo de ativagdo de
transcricdo) que podem estimular a transcrigio mesmo na auséncia da
ligacdo hormonal no REa. No REp, a area de TAF, é inativa ou ausente,
como relataram Kuiper et al. (1997), Warner et al. (1999) e Loven et al.
(2004).

A regiao C (ou dominio de ligacdo do DNA) apresenta area de dois
dedos de zinco, que é essencial para a ativagao da transcricdo (Freedman,
1992; Hyder et al., 1995). Esta area sofre mudanca em sua conformagao
induzida pelo estrogénio (ou molécula efetora) e liga-se ao elemento
responsivo desse esterdide, determinando respostas diferentes, conforme a
expressao genética distinta de cada célula-alvo.

A regido D (ou area de dobradica) contém area de sinalizagao
importante na movimentacado do receptor do nucleo para o citoplasma e,
também, por sua rotacao contribui para a mudanga de sua conformacao.

A regido E (ou dominio de ligacao hormonal) é a area de ligagdo da
molécula efetora (estrogénio e SERM) e ¢é ainda responsavel pela
dimerizagdo dos receptores (homodimeros ou heterodimeros). Contém a
area de TAF, (Funcdo de Ativacao de Transcricdo), cuja atividade total

depende da ligagdo hormonal (ao contrario do TAF4) (Wurtz et al., 1996).
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A regidao F (ou de dominio carboxiterminal) € a que modula a
transcricdo génica dos estrogénios e dos SERMs, por alterar a conformagao
espacial; exerce papel fundamental na eficacia dos SERMs ao suprimir a
transcricdo (Montano et al., 1995; Teutsch et al., 1995). A regido F afeta a
atividade das areas TAF1 e TAF2 por alterar sua conformacéo.

O RE, na auséncia da molécula efetora, associa-se a um complexo
multiprotéico de chaperonas e permanece inativo (pelas proteinas de
choque, com destaque para a hsp 90) (Parker, 1995) (Figura 3).

A presenca da molécula efetora (estrogénio ou outra molécula) leva a
mudanca na conformacédo do RE, com a sua dimerizagdo e potencial para
interagir com proteinas coativadoras e correpressoras do TAF1 e TAF2
(Webb et al., 1992; Murphy, 1994; Cavalilles et al., 1995; Horwitz et al., 1996;
Mckenna e O’Malley, 2002).

Tanto o estradiol como o tamoxifeno e o raloxifeno, induzem a
mudancas diferentes na conformacdo do RE (BrzozowsKi et al., 1997;
Melamed et al., 1997; Tanenbaum et al., 1998; White e Parker, 1998;
Osborne e Schiff, 2003). Dessa forma, podem ter respostas diferentes

quanto a sua atividade agonista/antagonista.
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Citoplasma

Nucleo

Fosforilagao

Figura 3 - Receptor de estrogénio inativado pelo complexo chaperona
(Adaptado de Speroff e Fritz, 2005)



REVISAO DA LITERATURA 28

Este mecanismo de ativagdo do RE pode ser efetuado também na
auséncia da molécula efetora pela sua fosforilacao desse receptor (O’Malley
et al.,, 1995; Feng et al., 2001). A fosforilagdo pode ser decorrente de
receptores de membrana celulares ativados ou por fatores de crescimento
(como EGF, IGF1 e TGFa), que ativam as proteinas quinases e estas, por
sua vez, ativam o RE, levando a uma atividade independente, a sinergismo
com acgao agonista/antagonista ou a ativagao de proteinas coativadoras.

Por fim, segundo esses mesmos autores, os fatores que determinam a

atividade biologica do RE dependem de:

a) afinidade da molécula efetora pelo dominio de ligagao hormonal

do receptor;

b) expressao diferencial do tecido-alvo, quanto aos subtipos de

receptores (Rea e Rep);

c) conformagdo espacial do complexo receptor-ligante e da
modulagao das proteinas;
d) expressao diferencial do tecido-alvo a fosforilagdo e as

proteinas adaptadoras.

O tamoxifeno é uma substancia nao-esterdidica semelhante ao
clomifeno, com acgado estrogénica ou antiestrogénica, parcial ou total,
conforme a célula-alvo e a dose.

Sintetizado em 1966, originalmente, foi desenvolvido com a finalidade
anticoncepcional, mas, pelo contrario, demonstrou-se que induzia a

ovulagao.
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Constitui, pois, um modulador seletivo do receptor de estrogénio de
primeira geracao (SERM) (Figura 4). Desde a publicacdo classica de
Beatson, em 1896, mostrando exemplos de tumores de mama inoperaveis
que regrediam com a ooforectomia, a hormonioterapia ganhou realce na
terapéutica do cancer de mama.

O uso do tamoxifeno no cancer de mama metastatico foi descrito em
meados de 1970 (Morgan et al., 1976; Manni et al., 1979); rapidamente, veio
a se constituir em medicamento de escolha para o tratamento de tumores
avancados. Foi aprovado, para esse fim, em 1977, pela Food Drug
Administration. Apresentava resposta favoravel em 20% a 56% dos casos,
mas com melhor tolerabilidade do que altas doses de estrogénios, acetato
de megestrol, bem como a adrenalectomia (Morgan et al., 1976; Westerberg
et al., 1976; Rose e Mouridsen, 1984; Ingle et al., 1986).

As experiéncias favoraveis quanto ao uso do tamoxifeno nos casos
portadores de metastase de cancer de mama propiciaram sua utilizacdo na
terapia adjuvante em varios ensaios clinicos, com resultados também
favoraveis (grupo Early, 2001 e 2005; e Fisher 1994 — NSABP B14). Em
sintese, o impacto do tamoxifeno no tratamento do cancer de mama é
prolongar a sobrevida livre de doenga e a sobrevida global, com resultados
positivos que oscilam de 30% a 45%; sendo mais evidente nas mulheres
com idade acima de 50 anos. As taxas de resposta para os casos
avancados alcangam valores de 30% a 40% e de 75% em tumores

fortemente positivos para RE.
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Figura 4 - Estrutura quimica dos SERMs (Adaptado de DeVita, Hellman,
Rosenberg, 2004)
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Por todas essas caracteristicas, € a substancia de primeira escolha
para as pacientes pré-menopausicas RE positivo na terapia adjuvante e,
também, pode ser usado nas pds-menopausicas com RE positivo na terapia
adjuvante na auséncia ou dificuldade de se usar inibidor da aromatase, que
nesses casos apresenta eficacia superior, segundo Nabholtz et al. (2000),
Mouridsen et al. (2001), Schmid et al. (2003) e Goss et al. (2003).

O principal mecanismo de acao do tamoxifeno na célula mamaria é
bloquear o RE (Figura 5), alterando a transcricdo dos genes regulados pelos
estrogénios (Berry et al., 1990; Katznellenbogen et al., 1995; Somer e
Fuqua, 2001; Jordan, 2003; Osborne e Schiff, 2003).

Liga-se a area de dominio da ligagdo hormonal, inativando a area
TAF, ao modificar sua conformacao espacial (Halachmi et al., 1994; Landel
et al., 1994, 1997; Shang et al., 2000; Tamrazi et al., 2003; Glaeser et al.,
2006). No endométrio, no figado e no osso, porém, ativa a regiao TAF;,
induzindo agao promotora agonista (Tzukerman et al.,1994; Katznellenbogen

et al., 1995; Bentrem et al., 2001).
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Figura 5 - Mecanismo de ag&do do tamoxifeno no RE (Adaptado de Speroff e
Fritz, 2005)
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O tamoxifeno, também, possui atividade mediada por fatores de
crescimento que bloqueiam a proliferacdo da célula mamaria, ao estimular a
secrecdo de TGF B e diminuir a de IGF; e IGF;, pela célula mamaria, pelo
fibroblasto e pelo estroma (Coletta et al., 1994; Murphy, 1994; Benson et al.,
1996).

Por meio de acdo ndo mediada via RE, pode inibir a atividade da
proteina C quinase (fosforilagédo) e inibir a acdo da calmodulina dependente
de AMPc fosfodiesterase (Coletta et al., 1994; Fujimoto e Katzenellenbogen,
1994; Kallen et al., 2004), o que explicaria sua atuagdo favoravel em
tumores com RE negativos.

O raloxifeno é uma substancia ndo esteroidica, derivado do
benzotrofeno inicialmente desenvolvida para atuar como agente antitumoral
contra o cancer de mama (Black et al., 1983). Tem acao antiestrogénica,
agonista e antagonista, parcial ou total, constituindo um SERM de segunda
geragao.

Parece ter os mesmos sitios especificos do RE, com agao agonista
e/ou antagonista semelhante a do tamoxifeno, contudo ndo apresenta agao
proliferativa endometrial (Morello et al., 2002, 2003). Além disso, é um
SERM que, ao interagir com o RE, promove diferente conformacgao espacial
e agao antagonista na célula mamaria mediada pelo bloqueio da regido TAF-
2; e na célula endometrial destaca-se a agédo antagonista da regido TAF1
(Berry et al., 1990; Tzukerman et al., 1994; Katzenellenbogen et al., 1995;

BrzozowsKi et al., 1997; Paech et al., 1997; Levenson e Jordan, 1998;
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Bentrem et al., 2001; Levenson et al., 2002; Glaeser et al., 2006; Fan et al.,
2007).

Como o raloxifeno nao promoveu resultados tao favoraveis nos casos
de tumores de mama resistentes ao tamoxifeno, poucas pesquisas clinicas
foram direcionadas nesse sentido (Buzdar e Hortobagyi, 1998). Entretanto,
foi aprovado pelo FDA, em 1998, para o tratamento de osteoporose em
mulheres pos-menopausicas (Balfour e Goa, 1998; LufKin et al., 1998).
Diversos estudos mostraram melhora da densidade mineral oOssea
(Cummings et al., 1999; Martino et al., 2004; Barrett-Connor et al., 2006;
Vogel et al., 2006).

Esses mesmos ensaios clinicos revelaram haver tendéncia de agéao
quimioprotetora do raloxifeno contra o cancer de mama.

Em relagdo aos mecanismos propostos para explicar a minima
atividade agonista no utero, destaca-se o0 mecanismo de seletividade
tecidual, quanto ao tipo e forma do receptor e interacdo com coativadores
(Nilsson e Koehler, 2005; Fan et al., 2007).

Diferentes moléculas efetoras podem produzir conformacgdes distintas
do RE, que determinam atividades biolégicas diferentes. Quando a molécula
efetora entra no nucleo da célula e liga-se ao RE, o complexo RE-ligante
sofre dimerizacao, produzindo configuragao especifica. Os dimeros ligam-se
a coativadores especificos e ao elemento responsivo de hormdnio com agao
gene-alvo especifica. Os coativadores reconhecem somente configuragoes

ligante-receptor especifico.
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Foram identificadas mais de dez coativadores, entre eles, o SRC-1,
TIF2, CBP/p300 e P/CAF. Esses coativadores, que sdo expressos em um
unico tipo de tecido, como o utero, podem modificar a resposta biolégica
(Chen et al., 1997, 2004; Li et al., 1997; Edwards, 2000; Demayo et al.,
2002; Mukherjee et al., 2006).

Desde a publicacao célebre de Watson e Crick, em 1953, explicando a
estrutura quimica, de dupla hélice, do DNA e sua caracteristica especifica
(molécula esta que é a base da hereditariedade e que forma os genes),
inumeras descobertas permitiram o desenvolvimento da biologia molecular e
genética.

Entre esses marcos fundamentais na investigacao genética, destaca-se
a producao laboratorial da sequéncia génica de DNA de plasmidios (levando
a expressao destas sequéncias génicas), por Cohen et al., em 1973, bem
como o desenvolvimento da técnica de PCR (Polymerase chain Reaction =
Reacao em Cadeia de Polimerase) por SaiKi et al., em 1985, que permitiram
a amplificagdo de quantidades mesmo diminutas de RNA ou DNA.

O Projeto Genoma Humano iniciado, em 1990, e ao seu término em
2000, identificou cerca de 30 mil a 40 mil genes na espécie humana, deu
grande impulso ao desenvolvimento da técnica de perfilamento genético.
Esta permite a avaliagdo simultdnea de varios genes e suas expressdes
(com suas respectivas assinaturas genéticas ou moleculares) de
determinado tecido ou 6rgao (ou tumor, no caso) (Ganguly et al., 2001).

Em 1995, o grupo coordenado por Venter (Celera Genomics)

sequenciou o genoma de Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium
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(Fraser et al. e Fleischmann et al., 1995). Surgiu, desde entdo, o termo
genbmica, ou seja, o estudo da estrutura e funcionamento do material
genético total (genoma) de um determinado organismo.

A técnica de “microarray” ou “chip” de DNA baseia-se, sobretudo, no
principio da hibridizacdo, na qual fragmentos de &acidos nucléicos sao
marcados com radioisétopos (sondas-primers) e hibridizados com acidos
nucléicos imobilizados em um suporte solido (Velculescu et al., 1995;
Lander, 1996; Debouck e Goodlellow, 1999; Duggan et al., 1999).

Constitui uma das melhores alternativas para a analise quantitativa de
milhares de genes simultaneamente, permitindo a avaliagdo global da
expressao génica do organismo, tecidos ou células em diferentes situacdes
(fisiolégicas ou patoldgicas) (Schena et al., 1995; Diatchenko et al., 1996;
Carulli et al., 1998; Chen et al., 1998; Afshari et al., 1999; Lockhart e
Winzeler, 2000; Willard et al., 2000; Bertucci et al., 2003a, 2003b; Huang et
al., 2004). Pode, também, ser usada na identificacao de alteracdes variadas
em genomas da mesma espécie.

Atualmente, existem muitos arquivos (bibliotecas) de DNA, no qual o
DNA complementar (cDNA) é sintetizado a partir de RNA mensageiro
(RNAmM) obtido de células cujo gene pesquisado estava ativo, como
mostraram os autores Claverie (1999), Gerry et al. (1999) e Lockhart e
Winzeler (2000). Nesta técnica, a obtengdo de cDNA serve de base para a
criacao de um conjunto de oligonucleotideos especificos que expressam o0s
genes do tecido em interesse. Esses oligonucleotideos sdo marcados e

fixados em uma membrana. Assim, a partir do RNAm de um tecido tumoral
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ou de um tecido que se queira estudar, sintetiza-se o cDNA, marcando-o
com nucleotideos fluorescentes ou o préprio RNAm pode ser marcado e
servir como sonda. Ocorre a hibridizacdo (do molde com a sonda) e, apds a
lavagem, as moléculas nao pareadas sao eliminadas, enquanto as
moléculas pareadas aderem-se a membrana e formam imagens especificas
(Chen et al., 1998; Goodfellow, 1999; Johnson e Lin, 2002; KaminsKi e
Friedman, 2002).

A grande quantidade de dados gerados (sinais fluorescentes) pelo
experimento de microarray necessita da utilizacdo de programas
computadorizados especificos para a analise dessas imagens e tratamento
matematico da intensidade dos sinais fluorescentes emitidos, além do
gerenciamento e armazenamento desses dados (Liang e Pardee, 1998;
Wittes e Friedman, 1999; Meade et al., 2006).

Existem basicamente duas estratégias estatisticas para se avaliar as
informacdes obtidas dos milhares de sinais emitidos, de forma
computadorizada: a) analise supervisionada - onde determinado grupo de
alteracao (doencga, no caso) apresenta certa evolugao (pior ou melhor) que é
correlacionada as analises das placas correspondentes, gerando padrdes
especificos nas assinaturas genéticas; b) analise ndo supervisionada, onde
o préprio computador fornece padrées especificos de expressdo génica
(independente da evolugdo da patologia) e o mesmo tenta relacionar com
determinado grupo de patologia ou determinada evolugao (pior ou melhor)

(Schena et al., 1995; Liu, 2004, 2005).
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As sondas de cDNA produzidas a partir de RNAmM também podem ser
amplificadas pela técnica de PCR, denominadas, neste caso, de RT-PCR,
pois, as moléculas de cDNA amplificadas foram obtidas a partir da com base
na transcrigao reversa do RNAm pela agao da enzima transcriptase reversa.

Em razdo da alta complexidade e variabilidade da técnica de
microarray, torna-se necessaria sua validagdo por meio de outros
experimentos, como o Northern Blotting ou RT-PCR quantitativo, como
confirmaram Schulze e Downward (2001) e Holloway et al. (2002).

Assim, o potencial tecnolégico do método microarray para o estudo de
processos tumorais é imenso, mas seus resultados, para serem validados
necessitam de rigor na analise de seus dados e, em geral, experimentos
adicionais sao requeridos.

Em nosso experimento, parte dos objetivos especificos foi aquilatar a
acao quimioprotetora do tamoxifeno e do raloxifeno na carcinogénese
mamaria de ratas em fase adulta, avaliando a via de expressao angiogénica
pelo método RT?-PCR Array (Reacdo em Cadeia de Polimerase por

Transcriptase Reversa em Tempo Real) em cada grupo e suas diferengas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a acdo de dois moduladores seletivos de receptores de

estrogénios (tamoxifeno e raloxifeno) na prevengao primaria do cancer de

mama em ratas adultas submetidas a carcinogénese quimica, pelo

dimetilbenzantraceno (DMBA).

3.2 Especificos

a)

b)

Estudar as caracteristicas morfolégicas e anatomopatolégicas dos

tumores induzidos.

Analisar a expressdao de receptores de estrogénio e a atividade
proliferativa por meio da expressdao imuno-histoquimica do Ki-67

das neoplasias em cada grupo.

Avaliar fatores envolvidos no processo de expressdo angiogénica
pelo método RT? PCR Array (Reagdo Cadeia Polimerase por
Transcriptase Reversa em Tempo Real) em cada grupo e suas

eventuais diferencas.
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4 MATERIAIS E METODOS

Foram estudadas as mamas de 60 ratas, virgens, da raga Sprague-
Dawley, com idade adulta, homogéneas, que chegaram ao laboratorio
(LIM58-FMUSP) (Figuras 6A e 6B) com peso médio semelhante e com idade
de 30 a 40 dias de vida. Todas as ratas, na faixa de idade de 40 a 50 dias de
vida, receberam para indugdo de carcinogénese mamaria quimica, dose
unica de dimetilbenzantraceno (DMBA) (20mg por via oral, por gavagem),
estabelecido por McCormick et al. (1982) e Russo et al. (1990, 2004b)
(Figura 7).

As ratas foram divididas em trés grupos:

- Grupo 1 (controle): 20 ratas que receberam apenas indugdo quimica

com DMBA (Figura 8), na faixa etaria de 40 a 50 dias de vida;

- Grupo 2: 20 ratas que foram tratadas com tamoxifeno, desde 10 dias
antes, até 80 dias depois da indugao quimica com DMBA (Figura 9),
na dose de 0,1 mg por dia, por via oral, dose considerada
quimioprotetora, segundo McCormick et al. (1982), Jordan et al.
(1990, 1991) e Russo et al. (1990, 2004b);

- Grupo 3: 20 ratas que foram tratadas com raloxifeno, desde 10 dias
antes, até 80 dias depois da indugao quimica com DMBA (Figura 10),
na dose de 0,1 mg por dia, por via oral; segundo Black et al. (1983),

Gottardis e Jordan (1987), Russo et al. (2004b).
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Figuras 6A e 6B - Laboratorio de Investigacdo Médica da Disciplina de
Ginecologia (LIM 58) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo

Figura 7 - Administragao por gavagem das substancias
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Figura 10 - Grupo 3 - Raloxifeno
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Cada animal foi seguido, mediante o controle e preenchimento de uma
ficha operacional onde foram anotados os dados, entre eles, os pesos no
inicio do tratamento, durante o tratamento e no sacrificio do animal (Anexos
A, B, C). Trés vezes por semana, apdés a indugdo quimica, até 100 dias
desse procedimento, as ratas tiveram suas mamas examinadas e a mama
excisada para confirmacao histopatoldgica da transformacao carcinomatosa.

Em cada grupo, foram pesquisados:

-_—

porcentagem de ratas que desenvolveram carcinoma de mama;
2. intervalo em dias entre indugdo e aparecimento do carcinoma,;
3. numero de tumores em cada rata por grupo;
4. diédmetro tumoral da mama em cada animal;
5. caracterizacao histopatolégica das neoplasias formadas em cada
grupo;
6. porcentagem de célula neoplasica RE positivo;
7. porcentagem de células neoplasicas positivas para Ki-67;
8. porcentagem de células RE positivas no tecido mamario nao
neoplasico;
9. fragao de células Ki-67 no tecido mamario nao neoplasico;
10. avaliagdo dos fatores envolvidos no processo de expressao
angiogénica pelo método de RT? PCR Array das neoplasias

formadas em cada grupo.

Para avaliagdo imuno-histoquimica do receptor estrogénico das

amostras de mamas das ratas foram utilizados o Kit clone id-5 (Dako®) e,
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para avaliagao da porcentagem de células Ki-67, empregou-se o clone MIBI-
7 (Dako®).

No Kit RT? PCR Array- APR-024A (da empresa SuperArray Bioscience
Corporation), (Kit para Reacdo Cadeia Polimerase por Transcriptase
Reversa em Tempo Real), avaliamos o processo de angiogénese especifica
para ratas por intermédio da expressao de 84 genes angiogénicos, divididos
em dois subgrupos: fatores angiogénicos e outros fatores envolvidos na

angiogénese.

Os fatores angiogénicos propriamente ditos avaliados foram:
a) fatores de crescimento e receptores: Angpt1 (Agpt), Bai1, Col18a1,
Ctof, Ereq, Fgf1, Fgf2, Fgf6, Fgf16, Fgfr3, Figf (Vegf-d), Flt1, Fzd5,
Itgav, Jag1, Kdr, Nrp, Pgf, Tek, Vegf, Vegfb, Vegfc;
b) moléculas de adesao: Col18a1, Ctgf, Eng, Itgab,ltgav, Nrp, Tek;
c) proteases, inibidores e outras proteinas de matriz: Anpep, Col4a3,
Fn1, Mmp19, Serpinb5, Serpinf1;

d) fatores de trancricao e outros: Agpt2 (Angpt2), Epas1, Mapk14, Tbx4.

Os outros fatores envolvidos na angiogénese e avaliados foram:
a) citoquinas e quimoquinas: Ccl2, Cxcl1 (GRO), Cxcl2 (GRO2),
Cxcl9, Ifna1, Ifnb1, Ifng, lI1b, 1I6, Tnf;
b) outros fatores de crescimento e receptores: Edg1, Efna5,Egf, Hgf,
Igf1, Itgb3, Lep, Mdk, Npr1, Nrp2, Pdgfa, Pdgfb, Tgfa, Tgfb1, Tgfb2,

Tgfb3, Tgfbr1;
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c) moléculas de adesao: Cdh5, Itgh3, Lama5b, Nrp2, Pecam, Thbs4;

d) proteases, inibidores e outras proteinas de matriz: Ecgf1, F2 (CF-2),
Mmp2, Mmp3, Mmp9, Plau, Plg, Timp1, Timp2, Timp3;

e) fatores de transcrigdo e outros: Akt1, Efnal (Ephrin A1), Efna2,

Hif1a, Id1, Id3, Lect1, Ptgs1, Sphk1.

4.1 Manuseio com os animais

Os animais foram mantidos em gaiolas climatizadas préprias para
roedores, com as condigdes ideais de temperatura, umidade e claridade.

Foram alimentados com racdo peletizada e balanceada (com
porcentagem de gordura em torno de 5% no total de ingesta caldrica) e agua
a vontade (Clark et al., 1997; Barros et al., 2001a, 2001b, 2003).

Os animais foram sacrificados em camara fechada de CO, e O,. Este
método nao é doloroso e 0s animais nao tém sensagao de hipoxia.

As mamas dos animais foram removidas e processadas para estudo
anatomopatolégico. Depois, o0s animais foram encaminhados para

incineracgao.
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4.2 Manutencao dos animais

4,21 Alojamento

As ratas foram alojadas em gaiolas seguras para evitar ferimentos,
fugas e penetracdo de animais externos e permitir facil higienizacdo. A
populagcdo foi numericamente adequada para atender as necessidades
basicas de alimentacao e hidratagdo. Um rato adulto de 300 g necessita de
espaco de 250cm?® e, uma fémea com filhotes, de 1000 cm?3. O forro da
gaiola, pode ser de maravalha de madeira, papel ou sabugo de milho picado,
deve ser trocado a cada dois dias. Em nosso estudo, utilizamos maravalha
de madeira.

A iluminagao ideal no local deve ser de 323 lumes/m3 a um metro
acima do piso, e sob um ciclo de 12 horas dia e 12 horas noite. A iluminagao
prolongada de intensidade excessiva pode causar lesdo retiniana,
principalmente em ratos albinos. Em nosso estudo utilizamos temporizador
para mimetizar o espaco dia e noite de forma mais adequada.

A ventilacdo do ambiente é imprescindivel. Ha acentuada formacao do
gas amoénia em decorréncia da decomposigao bacteriana de fezes e urina,
que pode provocar lesdes no epitélio respiratério dos animais. Em nosso
estudo, as gaiolas foram condicionadas em estante climatizada que
mantinha a temperatura, a umidade e a ventilagdo dentro das normas

recomendadas (Figura 11).
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Figura 11 - Estante climatizada para manutencédo da
temperatura, umidade e ventilagcdo dos
animais
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A temperatura foi mantida entre 18° e 26°C, e a umidade do ar em
torno de 40% a 70%, como medida preventiva de necrose de membros ou
cauda que podem ser consequéncia de baixa umidade do ambiente e para
melhor conforto do animal. Pitialismo ou sufocamento pode refletir calor
excessivo. Alteragcbes como dispnéia e pneumonia podem ser devidas a
excesso de amodnia no ambiente por ma ventilagdo. Em nosso estudo,
nenhum animal apresentou tal alteracdo (Barros et al., 2003; Schanaider e

Souza, 2003; Kolar, 2006).

4.2.2 Alimentagao

A rata adulta necessita de 5g de racdo e 10 ml de agua por 100g de
peso por dia. A agua pode ser fornecida a vontade e a ragao mais utilizada é
a peletizada e balanceada, no caso o teor de gordura era de 5% do total.

Desequilibrio nutricional pode acarretar ganho ponderal inadequado,
suscetibilidade a doengas, infertiidade, mortalidade, anemia, doencas
Osseas, agalactia e disturbios neurologicos que podem influenciar no
resultado final da pesquisa. Em nossa pesquisa, nenhum animal ficou
doente ou sofreu desequilibrio nutricional e todas as ratas tiveram a mesma
alimentagao e hidratagcédo (Barros et al., 2001a, 2001b, 2003; Schanaider e

Souza, 2003; Kolar, 2006).

4.2.3 Identificacao
A identificagdo individual dos animais € detalhe muito importante,

porque nem sempre € suficiente a identificacao externa das caixas, pois as
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fugas dos animais nao sao raras. Existem muitas maneiras de se identificar
individualmente os animais: identificagdo pelo padrao individual da pelagem,
aplicagao de tinta sobre a pele e pélos, perfuragdo do pavilhdo auricular,
colocagcao de brincos, amputagcdo de falanges e tatuagens. Em nosso
estudo, cada gaiola apresentava, no maximo, quatro ratas, que eram
identificadas por: ratal - nenhuma perfuragao auricular; rata2 - uma
perfuragdo auricular; rata3 - duas perfuragbes auriculares e, quando
necessario, a rata 4 era identificada com uma perfuragcao auricular e duas
perfuragdes no pavilhdo auricular contralateral. Além disso, cada caixa
também era identificada quanto ao numero de animais, tipo de droga e

quando foi iniciado o experimento.

4.2.4 Sacrificio dos animais

Quando necessario sacrificar o animal, deve-se escolher um método
que seja rapido e nao cause dor ou medo. Existem métodos quimicos e
fisicos.

O método mais utilizado é a inalagdo de CO, (didxido de carbono) em
camera fechada, segundo Black et al. (1994). Em nosso estudo, utilizamos o
método da cadmara fechada de inalagdo de didéxido de carbono. O CO
(mondéxido de carbono) pode ser usado da mesma maneira e tem a
vantagem de provocar perda da sensagao dolorosa e morte mais rapida
(Richardson e Flecknell, 2005). Métodos fisicos devem ser realizados com
0s animais sedados ou levemente anestesiados. Existem comercialmente

equipamentos para deslocamento cervical ou decapitacdo. A decapitacéo
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com guilhotina poder ser usada quando se necessita de sangue ou tecido
organicos sem contaminacao quimica (Barros et al., 2001a, 2001b, 2003;

Gauthier e Griffin, 2005; Kolar, 2006).

4.3 Coleta de tecido mamario

A coleta de tecido mamario normal ou tumoral em roedores segue 0s
mesmos preceitos da coleta em humanos. Os procedimentos sao realizados
sob anestesia, quando se deseja que o animal permanega vivo apds o
procedimento, ou como procedimento terminal apds eutanasia ou morte
espontanea durante o transcorrer do experimento.

Utilizamos o método de camara fechada de CO, para sacrificio dos
animais, para o exame histopatoldgico, parte do material foi fixada em formol
a 10% e, posteriormente, processado e a outra parte foi colocada
imediatamente em nitrogénio liquido a -70°C para criopreservacgao, até
posterior processamento.

Neste estudo, a analise dos fatores envolvidos no processo de
angiogénese foi avaliada pelo método RT? PCR Array (Kit APR-024A da
empresa SuperArray Bioscience Corporation) e foram utilizados mRNA

extraidos dos tumores formados nas ratas em cada grupo.
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4.4 Preparo prévio das amostras de tumor

As amostras de cada tumor foram colocadas em tubo separadamente
para serem homogeneizadas no aparelho Poytron PT-3100, que é um
disrruptor de células a uma velocidade de 25.000 rpm, e misturadas em um
tubo contendo 1,0 ml de TRIZOL® (Invitron), para posterior extracdo do

RNA.

4.5 Extragcao de mRNA

As amostras de tumores das ratas em cada grupo foram submetidas ao

processo de extragdo de mRNA que consiste em cinco fases.

4.5.1 Fase de separagao do mRNA

As amostras foram incubadas por 10 minutos em temperatura
ambiente, centrifugada por 10 minutos a 12.000 X g a 4°C, adicionou-se
0,3ml de cloroférmio; depois, as amostras foram misturadas no vértex e
incubadas novamente por 10 minutos a temperatura ambiente. Por fim,
centrifugou-se por 15 minutos/12.000 x g a 4°C, retirando-se o

sobrenadante, evitando-se a interfase.

4.5.2 Fase de precipitacdo do mRNA
Foram adicionados ao sobrenadante (em outro tubo) 0,75ml de alcool

isopropilico, homogeneizado e incubado a -20°C por 12 horas.
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4.5.3 Fase de Lavagem

As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000g, desprezou-
se o0 sobrenadante e preservou-se o0 material precipitado, que foi
ressuspendido em 1ml de etanol (75%). As amostras foram misturadas no

vortex e centrifugadas novamente por 5min/ 7500 X g.

4.5.4 Dissolugdo do mRNA

Desprezado o sobrenadante, preservou-se o precipitado (onde estava
contido o RNA), secou-se o tubo, ressuspendendo o precipitado com agua
deionizada tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) que constitui um forte
inibidor de ribonuclease. Da solugao final, foram retirados 1yl para leitura em
espectofotbmetro para avaliar a concentracdo € o grau de pureza das

amostras de RNA.

455 Purificacdo do RNA

Para purificacdo adicional das amostras de RNA foi utilizado o Kit
QIAamp RNA da empresa QIAGEN® (EUA), que é um purificador de RNA
total, obedecendo as instrucdes de uso do fabricante.

Para cada amostra de RNA, colocou-se o volume de 100ul de RNA-
free water com 350ul da solugdo Tampao-RLT +Pmercapto-etanol,
misturando-se. Adicionaram-se ao mesmo, 250ul de etanol absoluto (100%)
que foram misturadas, mas sem o uso da centrifuga. Pipetaram-se 700ul da
amostra de RNA e colocou-se na coluna purificadora RNA-QIAamp em um

tubo de 2ml a solugdo anterior, e depois centrifugou-se por 15s a uma
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velocidade de 15.000rpm. Desprezou-se o sobrenadante e adicionaram-se a
coluna QlAamp-RNA mais 500ul do tampédo RPE, depois centrifugou-se
essa solucdo a uma velocidade de 14.000rpm por 15s. Desprezou-se o
sobrenadante. Cuidadosamente foram abertas as colunas de QlAamp e
foram adicionados 500ul do tampao-RPE e centrifugou-se a uma velocidade
de 14.000 rpm por 3 min. Transferida a solugdo da coluna QlAamp para um
novo tubo de 1,5ml e pipetaram-se 35ul RNA-free water e centrifugou-se por

mais 1min a uma velocidade de 15.000 rpm.

4.6 Avaliagado da concentracao e grau de pureza das amostras de RNA

por espectrofotometria

A leitura no aparelho de espectrofotometria foi feita em uma solugao
com 2ul da amostra de RNA extraida e purificada com 498ul de agua miliQ.
Para obter uma referéncia, foi colocado em um tubo com agua DEPC (2uL)
e agua miliQ (498ul). As leituras foram obtidas em 260 nm e 280nm
(comprimento de onda da luz que o aparelho emite). O aparelho de
espectrofotometria emite ondas de luz que, apds atravessarem a solugao,
sdo detectadas por um fotodetector. Quanto mais luz for absorvida pela
solucgdo, isto €, quanto menos luz for captada pelo fotodetector, maior € a
concentragao da amostra. A relagédo entre as leituras obtidas com ondas de

260nm e 280 nm (260/280) deve ser entre 1,75 e 2,1, quando obtemos RNA
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com alto grau de pureza, fato este notado em todas as amostras do presente

estudo.

4.7 Reacgao de Transcriptase Reversa (RT) para obtencao de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir do RNA total e
purificada e do pool de cada grupo (DMBA/ Tam /Ral), diluido em 10u de
agua DEPC e ao qual foi acrescentado 1u de oligonucleotideos iniciadores
(oligo-dT da marca Invitrogen®) e 1y de 10mM dNTP-mistura. A solugao foi
aquecida a 65°C (para desnaturar qualquer estrutura secundaria) por
5 minutos e entéo esfriada no gelo por 1 minuto. Preparou-se previamente
outra solugao-mix contendo 2 p de 10XRT tampé&o + 4u de 25nM MgCl, +
2 ude 0,1 M DTT + 1 p de RNAase-OUT (inibidor recombinante RNAase);
que age na desnaturagao da cadeia molde.

Adicionaram-se 9 y de solugdo-mix + 1y de RNA total-pool de cada
grupo, que foi misturado delicadamente e incubado a 42°C por 2 minutos.
Adicionado 1 p de SuperScript Il RT para cada tubo, misturado e incubado a
42°C por 50 minutos. Ao final, elevou-se a temperatura a 70°C por
15 minutos e estocou-se a -20°C até o uso. Em todo esse processo,
utilizamos a maquina de termociclador Gene Amp® PCR System 9700

(Empresa Applied Biosystem).
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4.8 PCR em tempo real

A RT-PCR em tempo real avalia o acumulo de produto na fase
logaritmica da reacdo de amplificacdo, estando diretamente relacionada a
quantidade de molde existente no inicio da reacdo, sendo atualmente
considerado excelente método por ser preciso e reprodutivel para a
quantificacdo da expressao génica. Utilizamos o sistema de detecgcao por
Sybr-Green, que se baseia no uso de uma molécula fluorescente,
denominada SybrGreen |, quando intercalada a dupla fita de DNA, passa a
ser detectavel.

Durante os ciclos iniciais da reagcdao de RT-PCR, o sinal de
fluorescéncia emitido pelo SybrGreen | é fraco para ser detectado, ou seja,
nao ultrapassa o sinal de florescéncia de fundo (que é inespecifica).
Contudo, no decorrer dos ciclos da reagdo de RT-PCR, ha aumento do
produto amplificado e, conseqlente, aumento do sinal emitido de
fluorescéncia, passando a ser detectavel, e os valores sendo quantificados
ap6s o numero fixo de ciclos, representando a quantidade final de cada
produto acumulado, diferente da reacao de RT-PCR convencional.

A metodologia que utiliza o SybrGreen | exige cuidadosa padronizagao,
uma vez que esse fluorocromo se intercala-se a qualquer molécula de dupla
fita presente na reacdo. A especificidade da detecgédo de fluorescéncia com
SybrGreen | pode ser comprometida pela formacdo de dimeros de
oligonucleotideos, pela concentragdo inadequada de oligonucleotideos e

pela formacdo de produtos de amplificacdo inespecificos. Todos estes
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fatores levam a formacao de moléculas de dupla fita ndo esperadas que
incorporam o SybrGreen | e tém sua fluorescéncia registrada.

Neste método de deteccdo, a confirmagcdo de especificidade da
amplificacdo é realizada por meio da analise da curva de desnaturagédo ou
“‘melting curve”. Nesta curva, analisa-se a fluorescéncia das amostras em
relagdo ao aumento continuo da temperatura, o que possibilita determinar a
temperatura de desnaturacdo ou “melting temperature” (Tm) de cada
fragmento, resultante da reacdo de amplificagdo. Cada fragmento
amplificado possui um Tm especifico, o que possibilita a diferenciacao entre
os produtos resultantes. Durante a reacao, a fluorescéncia aumenta a cada
novo ciclo de polimerizagao e atinge um limiar (“threshold”), no qual todas as
amostras podem ser comparadas. Este limiar corresponde ao momento
usado para a anadlise da fluorescéncia. Este € um ponto definido pelo
pesquisador e, obrigatoriamente, deve estar na faixa em que a quantidade
de fluorescéncia gerada pela amplificagdo das amostras torna-se
significativamente maior que a fluorescéncia de base (‘background”). O
limiar € definido na fase exponencial da reacdo de PCR, quando a
quantidade de produto formada traduz, de forma satisfatéria, a concentragao
inicial de fitas molde (cDNA) amplificadas pela reagéo. O ciclo exato, no qual
o limiar de fluorescéncia € definido denomina-se ciclo limiar (Ct: “threshold
cycle”). Amostras mais concentradas (com maior numero de fitas moldes
iniciais) atingem o limiar mais precocemente e mostram valores de Ct mais

baixos. Quando a eficiéncia da reagcdo de PCR esta préxima de 100%, o
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numero de copias geradas aumenta de forma exponencial, dobrando a cada
ciclo da reacao.

No experimento, utilizamos o SybrGreen da marca Platinum®Sybr
Green gPCR SuperMix UDG-Rox (da empresa Invitrogen™), que tem a
caracteristca de amplificar quantidades minimas de DNA ou RNA (1 pg).

Além disso, apresenta anticorpos monoclonais especificos para a
atividade polimerase DNA, reduzindo significativamente a amplificacdo nao
especifica; as moléculas UDG e dUTP estdo inclusas na mistura para
prevenir a reamplificacdo de carreadores de produtos do PCR néo
desejados, que contenham produtos de uracil. O componente Rox serve
para normalizar os sinais de fluorescéncia entre as reagdes, determinando

melhor captagao dos sinais emitidos.

4.9 Etica

Este projeto foi submetido e aprovado na Comissdo de Etica para
Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, sob o protocolo niumero 456/01
(Anexo D).

Este projeto também esta dentro das normas de cuidados e protegao
aos experimentos animais, conforme as regras da FMUSP, assim como as

leis nacionais de uso de animais em laboratorio.
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4.10 Método Estatistico

A anadlise estatistica foi realizada, conforme a avaliacdo de dados
morfoldgicos, histoldgicos e genéticos.

Ao conjunto de dados da avaliagdo morfolégica (peso das ratas,
porcentagem de ratas que desenvolveram tumores, tempo de indugéo dos
tumores formados, niumero de tumores em cada rata/grupo, diametro dos
tumores em cada rata/grupo) foram aplicados testes estatisticos de
distribuicdo t-Student e teste de distribuicdo F-Fischer. Como analise
complementar, utilizamos técnicas estatisticas descritivas: medidas de
centralidade, tabelas multidimensionais e analise grafica.

O nivel de significancia adotado para os testes foi de 5% (p< 0,05 ).

A anadlise do conjunto de dados da avaliagdo histologica
(caracterizagao histopatolégica das neoplasias em cada grupo, correlagéao
entre diametro e Ki-67, porcentagem de Ki-67 das células neoplasicas,
avaliacao de diferencgas entre grupos para o grau histolégico tumoral) foram
aplicadas as técnicas estatisticas de analise de relagao entre variaveis (teste
de correlacdo de Pearson), teste de distribuicdo de t-Student e Teste
Estatistico de F-Fischer, com nivel de significancia de 10% (p<0,10).

A analise do conjunto de dados da avaliagdo genética de cada grupo
(avaliamos o processo de angiogénese especifica para ratas por intermédio
da expressdo de 84 genes angiogénicos pelo método de RT? PCR Array) foi
desenvolvida, empregando-se metodologia comparativa entre as analises

das curvas de ciclo limiar (Ct) dos trés grupos (DMBA, tamoxifeno e
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raloxifeno), segundo o método AACt, e pelo auxilio de programa estatistico
especifico Excel-PCR Array, da empresa Superarray (http://www.superarray.
com/PCRArrayPlate.php/DataAnalysisTemplate).

Em razdo da relagao proporcional inversa entre ciclo limiar (Ct) e o
nivel de expressao génica original e o dobro da quantidade de produto de
cada ciclo, o nivel de expressao original (L) para cada gene de interesse é
expresso como:

L= 2-Ct

Para normalizar o nivel de expressdo de um gene de interesse (GOI)
em relacdo ao gene de controle (housekeeping gene-HKG), os niveis de

expressao dos dois genes sao divididos:

o - Ct(GOl) o - [Ct(GOI) - Ct (HK)]

2- Ct (HK®6) 2 -A Ct

Para determinar a mudanga na expressdo génica, a expressao
normalizada do GOl na amostra experimental € dividida pela expressao

normalizada do mesmo GOl nas amostras de controle:

2" A Ct experimental

2-ACtCO trole

Onde AA Ct = A Ct experimental - A Ct controle

Para completar o calculo, temos:
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2 - Ct+

(GOI) experimental

2—Ct

(HK6) experimental

2 - Ct+
(GOlI) controle

2" [Ct (GOI) -
Ct (HK)] experimental

2—Ct

(HK8) controle

2" [Ct (GOI) -
Ct (HK)] controle

2 -ACt
experimental
= -AA Ct
-ACt
2 A

controle

1. Teste de hipdteses com indice de concordancia, para confirmar a

equivaléncia no peso médio dos trés grupos analisados (DMBA x

tamoxifeno x raloxifeno), dado a suspeita de que diferengas nos pesos

das ratas poderiam influenciar no desenvolvimento dos tumores

Tomando t0 como referéncia, avaliamos como melhor medida de

centralidade a ser adotada nesse teste estatistico, a média, pois € utilizada

quando os dados se distribuem segundo uma distribuicdo normal de

probabilidade e quando o desvio padrao (DP), comparativamente a média

dos dados, pode ser considerado moderado, ou seja, ndo existe grande

dispersao nos dados.

Considerando MO como a primeira pesagem, teremos as seguintes

hipéteses de testes:

Teste 1 — Hipotese estatistica: ypeso MO (grupo 1) = ypeso MO (grupo 2)

Teste 2 — Hipotese estatistica: upeso MO (grupo 1) = ypeso MO (grupo 3)

Teste 3 — Hipotese estatistica: ypeso MO (grupo 2) = ypeso MO (grupo 3)

Distribuicdo amostral: t -Student (para n<30), p<0,05
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2. Teste para validar estatisticamente diferengas entre grupos quanto ao

numero de ratas que adquiriram tumor

Teste 1 - Hipotese estatistica: P ratas positivadas (grupo 1) = P ratas
positivadas (grupo 2)

Teste 2 - Hipotese estatistica: P ratas positivadas (grupo 1) = P ratas
positivadas (grupo 3)

Teste 3 - Hipotese estatistica: P ratas positivadas (grupo 2) = P ratas

positivadas (grupo 3)
Distribuicdo amostral: F-Fischer para n<30, comparagao de dois grupos
independentes, respostas binarias; p < 0,05 (5% certeza), ou seja, se
repetimos o0 mesmo experimento 100 vezes, com o mesmo perfil de amostra,

em, pelo menos, 95 destas teremos o mesmo resultado.

3. Analise da média de tumores induzidos em cada grupo

Para se avaliar o numero médio de tumores induzidos por ratas,
utilizaram-se de medidas estatisticas de centralidade, objetivando-se obter
um panorama que permita a comparagao entre os grupos. Como 0 numero
de ratas que desenvolveram tumores nos grupos tamoxifeno e raloxifeno é
insuficiente para inferirmos com certeza por meio de um teste estatistico de

hipotese, optou-se pela avaliagao descritiva, neste caso.
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4. Analise estatistica para obter melhor medida e avaliar estatisticamente

diferengas no tempo de indugao

Adotando a média como a melhor opgéao estatistica para compararmos
o tempo de indugdo entre os grupos, posteriormente verificado pelos testes
de hipéteses, segundo a distribuicdo t-Student (para n<30), p<0,05, ou seja,
se repetissemos 0 mesmo experimento 100 vezes, com o mesmo perfil de
amostra em, pelo menos, 95 destas teriamos 0 mesmo resultado.
Teste 1 — Hipotese estatistica: y T indugao (grupo 1) = y T indugao (grupo 2)
Teste 2 — Hipotese estatistica: y T indugao (grupo 1) = y T indugao (grupo 3)

Teste 3 — Hipotese estatistica: y T indugao (grupo 2) = p T indugao (grupo 3)

5. Andlise de correlagcdo de Pearson entre diametro tumoral (cm) e

porcentagem do Ki67

Com o objetivo de avaliarmos uma possivel relacdo entre o didmetro
tumoral (cm) observado no maior tumor formado e a medida de atividade
proliferativa da célula (porcentagem do Ki67) em cada rata, desenvolvemos
uma analise de relagdo entre variaveis, ou seja, métodos utilizados para
verificar o nivel de influéncia entre as respostas obtidas em determinada
variavel sobre outra. A associagao € utilizada para medir a relagado entre
variaveis qualitativas. Ja a correlagdo, € empregada para medir a relagao

entre variaveis quantitativas, no caso, esta segunda opc¢ao foi escolhida.
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Classificamos a correlagao em:

a) Fortemente negativa (entre -0,7 e -1), ou seja, a medida que uma
variavel cresce, a outra diminui fortemente;

b) Moderadamente negativa (entre -0,2 e -0,7), a medida que uma
variavel cresce, a outra diminui moderadamente;

c) Inexistente ou fraca (entre -0,2 e 0,2), ou seja, uma variavel nao
influencia na ocorréncia de outra;

d) Moderadamente positiva (entre 0,2 e 0,7), a medida que uma
variavel cresce, a outra cresce moderamente;

e) Fortemente positiva (entre 0,7 e 1), ou seja, a medida que uma

variavel cresce, a outra cresce fortemente.

6. Teste estatistico comparativo para avaliar diferencas da porcentagem do
Ki67 entre grupos

Teste 1 — Hipotese estatistica: Ki67 (grupo 1) = Ki67 (grupo 2)

Teste 2 — Hipotese estatistica: Ki67 (grupo 1) = Ki67 (grupo 3)

Teste 3 — Hipotese estatistica: Ki67 (grupo 2) = Ki67 (grupo 3)

Distribuicdo amostral: testes ndo-paramétricos; p<10 (10% certeza), ou
seja, se repetissemos o mesmo experimento 100 vezes, com o mesmo perfil

de amostra em, pelo menos, 90 destas teriamos 0 mesmo resultado.
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7. Teste de hipotese para avaliagdo do grau histolégico tumoral entre os
grupos

Teste 1 — Hipotese estatistica: y grau (grupo 1) = u grau (grupo 2)

Teste 2 — Hipotese estatistica: y grau (grupo 1) = u grau (grupo 3)

Teste 3 — Hipotese estatistica: y grau (grupo 2) = u grau (grupo 3)

Distribuigao: t-Student (para n<30), p <10 (10% certeza), ou seja, se
repetissemos o mesmo experimento 100 vezes, com o mesmo perfil de

amostra em, pelo menos, 90 destas teriamos 0 mesmo resultado.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise e apresentacao dos resultados

Os dados foram submetidos a analise estatistica, geralmente, com
nivel de significancia de 5%, utilizando-se diferentes distribuicbes e variadas
técnicas para a analise exploratéria de dados; conforme descrito na

metodologia estatistica.

5.2 Descrigao morfolégica

5.2.1 Porcentagem das ratas que desenvolveram tumores
A porcentagem de ratas que desenvolveram carcinoma de mama nos
trés grupos foram, respectivamente (Graficos 1 e 2, Figura 12):
Grupo 1 - DMBA - 20 ratas desenvolveram tumores (100%);
Grupo 2 - Tamoxifeno — 7 ratas desenvolveram tumores (35%);

Grupo 3 - Raloxifeno — 3 ratas desenvolveram tumores (15%).
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Figura 12 - Tumor mamario induzido quimicamente
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Grafico1 - Numero de tumores mamarios induzidos nas ratas nos trés
grupos estudados
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Grafico 2 - Porcentagem de ratas com tumores de mamas induzidos nos
trés grupos estudados
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A avaliagdo comparativa e estatistica dos trés grupos, adotando-se o
valor de p<0,05,mostra que o tamoxifeno e o raloxifeno tém efeito
quimioprotetor na formacédo de tumores de mamas em ratas, e o raloxifeno

mostrou efeito superior ao tamoxifeno.

5.2.2 Intervalo entre inducéo e aparecimento do tumor
Quanto ao intervalo (em dias) entre a indugédo e o aparecimento médio
do primeiro tumor nos trés grupos, observamos (Tabela 3 ):

Grupo 1 — DMBA: tempo médio de formagao do 1° tumor induzido foi

de 32 dias;

Grupo 2 — Tamoxifeno: tempo médio de formagao do 1° tumor induzido
foi de 46 dias;

Grupo 3 — Raloxifeno: tempo médio de formacao do 1° tumor induzido
foi de 53 dias.

As analises comparativa e estatistica, adotando p<0,05,demonstraram
que o tamoxifeno e o raloxifeno aumentaram o tempo (em dias) na indugao
dos tumores formados nas ratas, tendo o raloxifeno efeito superior ao
tamoxifeno (Tabela 3 e Grafico 3).

Considerando os intervalos de confianga encontrados, ndo observamos
sobreposigdes relevantes entre os grupos, revelando aparentemente haver
diferenca estatistica nos tempos médios de indugdo do primeiro tumor
observados em cada grupo, que foram confirmados nos Testes de
Hipoteses, segundo a Distribuigédo t-Student, para n<30,0u seja, observou-se
diferenca significativa no tempo de indugao do primeiro tumor formado ao se

comparar os trés grupos avaliados.
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Tabela 3 - Analise do tempo de indugdo dos tumores induzidos nos

trés grupos

Média DP IC
Grupo 1 - DMBA 32 dias 4 dias 28 a 36 dias
Grupo 2 - Tamoxifeno 46 dias 4 dias 42 a 50 dias
Grupo 3 - Raloxifeno 53 dias 3 dias 50 a 56 dias

NOTA: DP- desvio padréao; IC- intervalo de confianga; p<0,05

Grafico 3 - Formacgao do primeiro tumor (dias) de mama nas ratas
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5.2.3 Numero de tumores em cada rata por grupo

O numero médio de tumores

respectivamente (Grafico 4 e Tabela 4):

Grupo 1 — DMBA: 4,45 tumores

Grupo 2 — Tamoxifeno: 1,28 tumores

Grupo 3 — Raloxifeno: 1,33 tumores

induzidos em cada grupo foi,
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Grafico 4 - Numero médio de tumores de mamas induzidos nas ratas nos
trés grupos estudados
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Adotando-se p<0,05, observou-se que o tamoxifeno e o raloxifeno
tiveram efeito quimioprotetor ao diminuir o numero de tumores de mamas
induzidas nas ratas, ndo havendo diferenga estatistica nesse parametro

entre ambas as substancias.

Tabela 4 - Caracteristicas morfolégicas dos trés grupos quanto a formagao
de tumores induzidos

N° de ratas N° médio tumores Intervalo indugao

com tumores induzidos 1° tumor (dias)
Grupo 1 - DMBA 20 4,45 32
Grupo 2 - Tamoxifeno 7 1,28 46

Grupo 3 - Raloxifeno 3 1, 33 57
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5.2.4 Tamanho do tumor em cada rata por grupo

Considerando-se o0 maior tumor induzido em cada rata no grupo
especifico, o tamanho médio dos tumores induzidos em cada grupo foi,
respectivamente:

Grupo 1 — DMBA: 3 cm

Grupo 2 — Tamoxifeno: 2, 7 cm

Grupo 3 — Raloxifeno: 2,0 cm

O universo amostral reduzido dos tumores formados nos grupos
tamoxifeno e raloxifeno (dado esperado pela agdo quimioprotetora das
substancias estudadas) impediu aferir com precisao e certeza minimamente
aceitaveis a respeito deste quesito (tamanho médio do tumor induzido nos
dois grupos), se os SERMs teriam acao protetora e formariam tumores com
menor didmetro.

Em relacdo ao grupo DMBA, podemos referir que o tamanho médio
dos tumores induzidos foi de cerca de trés centimetros (em 9 das 20 ratas

pesquisadas, o diametro do maior tumor observado foi 3cm).
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5.3 Exame histopatolégico

5.3.1 Caracterizagao anatomopatoldgica das neoplasias formadas em

cada grupo (Tabelas 5a, 5b e 5c¢, Figuras 13 e 14):

Quanto as caracteristicas histopatolégicas dos tumores mamarios
induzidos em cada grupo, todos foram carcinoma ductal invasivo,
respectivamente:

Grupo 1 — DMBA: formaram-se 89 tumores (50 foram do tipo comedo-

carcinoma e 39 do tipo papilifero);

Grupo 2 — Tamoxifeno: formaram-se nove tumores (quatro foram do tipo

comedocarcinoma e trés do tipo papilifero);

Grupo 3 — Raloxifeno: formaram-se quatro tumores (dois foram do tipo

comedo-carcinoma e dois do tipo papilifero).

Nao houve diferenca estatistica entre os trés grupos.
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400x)

Figura 14 - Carcinoma ductal invasivo tipo comedarcinoma em mama de
rata (HE; 400x)
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5.3.2 Porcentagem de células neoplasicas RE positivas
As porcentagens de células neoplasicas RE positivas em cada grupo
foram (Tabelas 5a, 5b, 5¢):

Grupo 1 — DMBA: todas as 20 ratas tinham RE positivo com valores
variando de 30% a 75% de positividade

Grupo 2 — Tamoxifeno: todas as 20 ratas tinham RE positivo com
valores variando de 10% a 70% de positividade

Grupo 3 — Raloxifeno: todas as 20 ratas tinham RE positivo com

valores variando de 30% a 70% de positividade

Nao houve diferenca estatistica entre os trés grupos avaliados.
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Tabela 5a - Avaliagdo morfoldgica e histologica: Grupo 1 — DMBA

Rata Latgncia N° tumores DIETIOTE Tipo histolégico e % RE(+) % Ki67
(dias) (cm) nuclear
1 30 7 3x3 ductal invasivo 3 30% 75%
2 32 6 3x2 ductal invasivo 3 30% 75%
3 35 3 2x2 ductal invasivo 3 30% 75%
4 35 1 3x3 ductal invasivo 3 70% 80%
5 40 1 2,5x2,5 ductal invasivo 3 70% 80%
6 35 3 3x3 ductal invasivo 3 40% 75%
7 35 3 3x3 ductal invasivo 3 75% 75%
8 34 1 3x3 ductal invasivo 3 60% 80%
9 35 3 3x1 ductal invasivo 3 30% 75%
10 32 6 4x2 ductal invasivo 3 60% 80%
11 34 5 3,5x1,5 ductal invasivo 3 60% 75%
12 32 5 3,5x1,5 ductal invasivo 3 60% 75%
13 30 7 3x3 ductal invasivo 3 70% 75%
14 30 8 3x3 ductal invasivo 3 70% 75%
15 30 4 3,5x3,5 ductal invasivo 3 60% 75%
16 28 8 4x4 ductal invasivo 3 60% 75%
17 30 4 3x3 ductal invasivo 3 30% 50%
18 29 5 2x2 ductal invasivo 3 30% 50%
19 29 6 2x2 ductal invasivo 3 30% 50%
20 30 4 3x3 ductal invasivo 3 60% 75%
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Tabela 5b - Avaliagdo morfoldgica e histologica: Grupo 2 — Tamoxifeno

Rata L?;?::)ia N° tumores Di?(':“rﬁ)tm Tipo histolégico nsglaeuar % RE(+) % Ki67
1 30 1 54x5 carcinoma ductal 3 70% 75%
2 70 1 3x3 carcinoma ductal 2 40% 75%
3 50 3 4x4 carcinoma ductal 3 40% 75%
4 50 1 2x1 carcinoma ductal 2 40% 75%
5 40 1 2x1,5 carcinoma ductal 2 10% 50%
6 42 1 1,5x1,5 carcinoma ductal 2 10% 50%
7 40 1 1,5x1 carcinoma ductal 2 10% 50%

Tabela 5c - Avaliagdo morfoldgica e histologica: Grupo 3 — Raloxifeno

Laténcia Diametro . - 2 f Grau O VaF
Rata (dias) N° tumores (cm) Tipo histolégico nuclear % RE(+) % Ki67
4 60 1 1,5x1  carcinoma ductal 2 30% 50%
17 46 1 2,5x2,5 carcinoma ductal 2 30% 50%

18 60 2 2x1,5 carcinoma ductal 2 30% 50%
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5.3.3 Porcentagem de células neoplasicas para Ki-67

As porcentagens de células neoplasicas Ki-67 nos trés grupos estao

descritas nos dados da Tabela 6.

Tabela 6 - Analise da atividade proliferativa (Ki67) dos tumores induzidos,
considerando o maior tumor desenvolvido nas ratas

Numero de ratas com

Grupo . . % Ki 67 dos tumores
tumor induzido
50% 3 ratas (15%)
1- DMBA 20 75% 13ratas  (65%)
80% 4 ratas (20%)
. 50% 3 ratas (43%)
2 -Tamoxifeno 7
75% 4 ratas (57%)
3 - Raloxifeno 3 50% 3 ratas (100%)

p<0,10

Considerando-se as respectivas proporg¢des de Ki67 para cada grupo,

ficam evidenciadas as diferengas estatisticas dos mesmos. Enquanto no

Grupo 1-DMBA, nota-se na maioria das ratas Ki67 = 75%, no Grupo 2-

tamoxifeno observa-se que em metade das ratas Ki67 = 50% e no Grupo 3 -

raloxifeno, a totalidade das ratas apresenta Ki67 = 50%.

5.3.4 Porcentagem de grau histologico tumoral mamario

Foi utilizada a classificacdo de Scarff-Bloom-Richardson

(SBRE)

modificada por Elston e Ellis (1991) que contabiliza, por meio de uma

pontuagdo que vai de grau 1 a 3, cujos parametros avaliados sdo: a
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capacidade de formacgao de tubulos, o pleomorfismo nuclear e a contagem
mitética (Costa et al., 2002, 2004).

As porcentagens de grau histolégico tumoral dos tumores de mamas
nas ratas, (que aferem maior indiferenciagdo do tumor e maior
agressividade, conforme o aumento do grau histolégico tumoral), para os
trés grupos, foram:

Grupo 1 - DMBA: todas as ratas (n=20) desenvolveram tumores de

mamas indiferenciados com grau 3 (100% casos)

Grupo 2 - Tamoxifeno: cinco ratas desenvolveram tumores de mamas

com grau 2 (71,4% casos) e duas ratas com grau 3 (29,6%)

Grupo 3 - Raloxifeno: todas as ratas (n=3) desenvolveram tumores de

mamas com grau 2 (100% casos)

Assim, tanto o tamoxifeno como o raloxifeno apresentaram efeito
quimioprotetor, ao diminuirem a agressividade e a indiferenciacdo do tumor
de mama formado. Além disso, haveria possivel superioridade do raloxifeno
em relacdo ao tamoxifeno nesse quesito, em que todas as ratas de grupo
raloxifeno desenvolveram tumores menos agressivos que 0O grupo
tamoxifeno (Tabela 7).

Avaliagao do grau histolégico tumoral entre os trés grupos mostrou que
as hipoteses estatisticas ndo confirmadas segundo a distribuicdo t-Student
(para n<30), ou seja, observou-se diferengca relevante quanto ao grau
tumoral, ao compararmos os trés grupos avaliados: grau médio tumoral em

G1 > grau médio tumoral em G2 > grau médio tumoral em G3.
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Tabela 7 - Porcentagem do grau histolégico tumoral mamario nos trés

grupos estudados

Grupo Numero de ratas com tumor Grau histologico
induzido
DMBA 20 2 (100%)
5 2 71,49
Tamoxifeno (71,4%)
2 3 (29,6%)
Raloxifeno 3 2 (100%)
p<0,10

5.4 Avaliagao genética

A avaliagdo genética foi desenvolvida, empregando-se a metodologia

comparativa entre os trés grupos (DMBA, Tamoxifeno e Raloxifeno),

baseado no ciclo limiar e no calculo da razdo do AACt entre os dois grupos

especificos (“‘tamoxifeno versus DMBA” e “raloxifeno versus DMBA”),

conforme o programa estatistico desenvolvido pela empresa SuperArray®.

Foram escolhidos os valores da razao do AACt (“tamoxifeno versus DMBA” e

“raloxifeno versus DMBA”), com p< 0,05 e o desvio padrdo de normalidade

de quatro vezes.
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5.4.1 Estudo genético de fatores envolvidos na expressado angiogénica
pelo método de gRT-PCR Array das neoplasias formadas em

cada grupo

Os fatores envolvidos na expressao angiogénica, pelo método RT-PCR
Array, das neoplasias do grupo tamoxifeno em relagdo ao grupo DMBA que
apresentaram maior alteragdo na expressao de determinados genes foram:
ANGPT1 (Angiopoietina 1), ANGPT2 (angiopoietina 2), HGF (Fator de
crescimento de hepatdcito), Hif1a (Fator indutor de hipdxia 1, subunidade
alfa), ITGFB3 (Integrina beta 3), LEP (Leptina), MAPK14 (Mitdgeno ativado
proteina quinase 14), Mmp19p (Metaloproteinase 19 de matriz (previsto),
Nrp1 (Receptor de peptideo natriurético 1), PGF (Fator de crescimento
placentario), PLAU (Ativador de Plasminogénio Urinario), Serpinf1 (Inibidor
de peptidase serina ou cisteina, clade F, membro 1), TEK (Receptor tirosina
quinase endotélio especifico), TGFB1 (Fatores Transformadores de
Crescimento, beta 1), TGFB2 (Fatores Transformadores de Crescimento,
beta 2), Timp3 (Inibidor de metaloproteinase tecidual 3 (Distrofia
pseudoinflamatéria de Sorsby), TNF (Fator de necrose tumoral (TNF
superfamilia, membro 2), VEGFA (Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular A), VEGFC (Fator de Crescimento do Endotélio Vascular C)

(Tabela 8, Graficos 5 e 6, Anexo F).
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Tabela 8 - Média normalizada de A C; do grupo Tamoxifeno vs DMBA

Gene Referénc_ia Tamoxifeno vs p
Sequencial DMBA
Angpt2 XM_344544 10,31 0,0006
Angpt1 NM_053546 13,3 0,030
Hgf NM_017017 5,86 0,0027
Hif1a NM_024359 10,31 0,0006
ltgb3 NM_153720 10,31 0,0006
Lep NM_01376 8,82 0,0005
Mapk14 NM_31020 8,15 0,039
Mmp19_predicted XM_222317 3,56 0,0587
Nrp1 NM_145098 10,31 0,0006
Pgf NM_053595 7,50 0,0006
Plau NM_013085 10,31 0,0006
Serpinf1 NM_177927 3,86 0,0296
Tek XM_342863 10,31 0,0006
Tgfb1 NM_021578 4,37 0,0066
Tgfb2 NM_31131 5,27 0,0447
Timp3 NM_012886 10,31 0,0006
Tnf NM_012675 24,25 0,300
Vegfa NM_31836 10,31 0,0006
Vegfc NM_053653 10,31 0,0006
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Grafico 5 - Média normalizada de A C; Tamoxifeno vs DMBA
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Grafico 6 - Média normalizada de A C; Tamoxifeno vs DMBA, p<0,05
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Para o grupo raloxifeno em relagcdo ao grupo DMBA, os fatores
envolvidos na expressao angiogénica que apresentaram maior alteragéo na
expressdo de determinados genes foram: FGF6 (Fator de crescimento
fibroblastico 6), Pecam (Molécula de adesdo da célula endotelial
plaquetaria), Hifla (Fator indutor de hipdxia 1, subunidade alfa), ITGB3
(Integrina beta 3), PGF (Fator de crescimento placentario), PLAU (Ativador
de Plasminogénio Urinario), TEK (Receptor tirosina quinase endotélio
especifico), VEGFC (Fator de Crescimento do Endotélio Vascular C) (Tabela

9, Graficos 7 e 8, Anexo G).

Tabela 9 - Média normalizada de AC; do grupo Raloxifeno vs DMBA

Gene Referéncia Sequencial Raloxifeno vs DMBA p
Fgf6 NM_131908 -5,3 0,0471
Hif1a NM_024359 55526251,41 0,0643
ltgb3 NM_153720 34259481,94 0,0822
Pecam NM_31591 -3,48 0,0633
Pgf NM_053595 3,54 0,302
Plau NM_013085 9,67 0,0019
Tek XM_342863 7,09 0,0068

Vegfc NM_053653 7,94 0,0448
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Grafico 7 - Média normalizada de AC; Raloxifeno vs DMBA
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Grafico 8 - Média normalizada de A C; Raloxifeno vs DMBA, p<0,05
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6 DISCUSSAO

Muitos animais s&o utilizados em investigagdes experimentais para o
estudo da carcinogénese mamaria, mas, ainda hoje, os roedores sao os
animais preferidos pelo facil manuseio, boa relagao custo-beneficio e pelas
semelhangas estruturais e histologicas bem estabelecidas com a espécie
humana (Russo et al. 1982, 1990, 2005a, 2007; Steele et al., 1994; Cardiff et
al., 2002; Mehta, 2000; Cheung et al., 2003a, 2003b; Blakely et al., 2006).

Os tumores de mamas induzidos em ratas pelo agente carcinogénico
quimico, DMBA, é um conhecido modelo experimental na formagao de
tumores malignos, resultam em importante instrumento de pesquisa no
campo de modulagdo hormonal. Dessa forma, o estudo de substancias
quimioprotetoras, como os SERMs tamoxifeno, raloxifeno e outros sdo cada
vez mais usados (Russo et al. 1990, 2005a; Luo et al., 1998; Barros et al.,
2003; ElI-Bayoumi e Sinha, 2004; Kim et al., 2004; Manjanatha et al., 2006;
Stuhr et al., 2006; Malejka-Giganti et al., 2007).

O céncer de mama apresenta elevada incidéncia, quer em paises
ocidentais desenvolvidos quer naqueles em desenvolvimento (Jatoi e Miller,
2003; ParKin, 2006; ParKin e Fernandes, 2006). Apesar do avanco na
terapéutica e na diminui¢cao ou estabilizacdo na taxa de mortalidade, passou
a representar um estigma para muitas mulheres por estar associado a
mutilacdo, morte, mudanca na estética, na sexualidade e na feminilidade

(Maluf et al., 2005; Burwell et al., 2006; Mutrie et al., 2007).
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Por toda essa complexidade e por ser esse cancer um problema para
os sistemas publico e privado de saude, a prevencgao primaria com o uso de
SERMs é uma das estratégias para o combate a doenca (Fisher et al., 1998,
2005; Vogel, 2006; Vogel et al., 2006; Cuzick et al., 2007; Morrow e Jordan,
2007).

A glandula mamaria é um dos 6rgaos que, nas varias especies, nao
esta totalmente desenvolvida ao nascimento, incluindo os humanos e os
roedores. Este processo evolutivo intensifica-se com modificagdes funcionais
e estruturais que ocorrem durante a puberdade, a gravidez e a lactagao; tem
como papel fundamental no seu desenvolvimento e transformacéo a acao de
varios hormdénios como a insulina, o cortisol, a tiroxina, a prolactina, o
horménio de crescimento entre outros (Shyamala et al., 2002; Harris et al.,
2004; Russo e Russo, 2004b).

A mama é um 6rgao hormdnio responsivo por exceléncia. O processo
de influéncia hormonal, de diferenciacao lobular e de proliferagdo da célula
epitelial mamaria € mais acentuado no epitélio de ductos e I6bulos e, menos
freqlente, na célula mioepitelial, no estroma interlobular e no intralobular
(Russo e Russo, 2004b; Russo et al., 2005a, 2007).

O estrogénio é considerado um dos principais horménios responsaveis
por promover a proliferagcdo do epitélio mamario normal e, também, do
epitélio neoplasico (Fernandez et al., 2006; Russo e Russo, 2006). Este
horménio age localmente na célula mamaria, estimulando a sintese de DNA,
mecanismo este que pode ser incrementado por substancia com acgéo

autécrina e paracrina (familia EGF, familia FGF, TGF-B, familia IGF, familia
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VEGF, CSF-1 e outras citoquinas), consoante Flint et al. (2003), Harris et al.
(2004), Roy e Thompson (2006).

A progesterona, por sua vez, tem papel fundamental ao estimular o
crescimento de componentes alveolares dos I6bulos mamarios, cuja sintese
de receptores para este hormdénio requer a presenca prévia do estrogénio
(Shyamala et al., 2000, 2002; Druckmann, 2003; Aupperlee et al., 2005;
Aupperlee e Haslam, 2007).

Além disso, sabe-se que o epitélio mamario de roedores e humanos
exibe sua maxima atividade proliferativa durante a fase lutea, quando os
niveis de progesterona sao mais altos, mostrando que teria importante agao
sinérgica com o estrogénio na célula epitelial mamaria (Mustafa e Bland,
1998; Navarrete et al., 2005; Pompei et al., 2005; Eigeliene et al., 2006).

Durante nosso experimento, os pesos iniciais e finais das ratas nos trés
grupos estudados (grupo DMBA, tamoxifeno e raloxifeno) ndo apresentaram
diferencas estatisticas e como as condigcbes experimentais foram as
mesmas para todos os animais, os resultados na formacdo dos tumores
induzidos devem-se, provavelmente, apenas ao DMBA e aos SERMs
(tamoxifeno e raloxifeno) utilizados (Anexo J).

Nota-se que, neste modelo experimental, o uso de SERMs (tamoxifeno
e raloxifeno) em roedores na fase adulta, de fato, apresentou efeito
quimioprotetor, diminuindo a formagado de tumores induzidos, quando as
ratas foram tratadas previamente com esses medicamentos, confirmando os

dados existentes na literatura médica (Russo et al., 1990; Kubatka et al.,



DISCUSSAO 92

2002; Barros et al., 2003; El-Bayoumi e Sinha, 2004; Russo e Russo,
2004b).

No presente estudo, observou-se que o DMBA na indugao da formagao
de tumores de mama em ratas virgens Sprague-Dawley, foi excelente
indutor, obtendo-se tumores de mama em todos os animais (20 ratas, 100%
de formagao de tumores). Estes dados sao similares na literatura que mostra
haver indugédo em 97% a 100% dos casos, levando-se em consideragao a
espécie do roedor, a dose do agente carcinogénico, a idade da rata quando
recebeu a substancia, a ocorréncia de prenhez ou nédo e a ragao utilizada
(Russo et al., 1990, 2005a; Barros et al., 2001a, 2001b, 2003).

Além disso, o DMBA, quando utilizado na indugdo de tumores
mamarios, tende a formar mais de um tumor por rata, o que também
observamos em nosso estudo, na qual a média de tumores induzidos foi de
4,45 tumores por rata (com minimo de um tumor induzido e maximo de oito
tumores) (Russo et al., 1990, 2005a; Barros et al., 2003; Stuhr et al., 2006;
Hakkak et al., 2007).

Para os animais que receberam previamente raloxifeno e tamoxifeno, o
numero médio de tumores induzidos por rata (1,33 e 1,28, respectivamente)
foi menor do que nos que receberam apenas o DMBA (4,45). Nao houve
diferenca estatistica entre esses dois grupos de SERMs, mostrando que
ambas substancias foram igualmente eficazes nesse quesito. Russo et al.
(2005a) demonstraram, estatisticamente, diferenga no numero médio de
tumores induzidos por rata, quando utilizaram SERMs na quimioprotecéo do

cancer de mama.
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Outro parametro avaliado foi o intervalo de indugdo (em dias) na
formagao de tumores mamarios nos murinos; no grupo DMBA a média de
indugao foi de 32 dias (minimo de 28 e maximo de 35 dias), mas com
formagao tumoral em 100% dos casos ao término de 120 dias do inicio da
indugdo, a semelhanca dos dados registrados na literatura (Russo et al.,
1990, 2005a; Barros et al., 2003).

Em nosso experimento, houve diferenga estatistica na quimioprotecao
dos SERMs (tamoxifeno e raloxifeno). Notamos que tanto o tamoxifeno
como o raloxifeno tém efeito quimioprotetor na prevencdo de tumores de
mama em ratas, e o raloxifeno apresentou maior efeito protetor do que o
tamoxifeno em relagao ao numero de ratas acometidas pelo tumor (no grupo
raloxifeno trés ratas apresentaram tumor - 15% das ratas; no grupo
tamoxifeno nove ratas tiveram tumor — 45% dos casos). Neste quesito
(numero de tumores formados), a literatura ndo mostra valores comparativos
do uso de tamoxifeno e raloxifeno nesse mesmo modelo experimental
animal.

Por sua vez, o ensaio “Star (Study Tamoxifen and Raloxifen) ou
NSABP-P2”, publicado por Vogel et al. (2006), ndo mostrou diferenga na
formagao de tumores de mama em humanos, quando comparado o0 uso de
tamoxifeno e raloxifeno em mulheres pds-menopausicas e com alto risco
para cancer de mama. Neste estudo, foram constatados, no decorrer de 47
meses (em média), 167 casos de cancer de mama no grupo raloxifeno e 163
casos no grupo tamoxifeno, ndo havendo diferenga estatistica entre os

mesmos.
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Quanto a avaliagdo do tamanho médio dos tumores induzidos nas
ratas, por grupo especifico (DMBA = 3cm; tamoxifeno = 2,7cm e raloxifeno =
2,0cm), a amostragem foi insuficiente para demonstrar diferenca estatistica
relacionada a formacao de tumores com menor tamanho.

O exame histopatolégico dos tumores induzidos de mama nos trés
grupos (20 ratas no grupo DMBA, sete ratas no grupo raloxifeno e trés ratas
no grupo tamoxifeno), mostrou formacgao para carcinoma ductal invasivo tipo
papilifero e comedocarcinoma, também, encontrado no estudo de Callejo et
al. (2005). Para Russo et al. (2005a), havia formacdo de outros tipos
histolégicos de tumores mamarios, porém bem menos freqlientes.

Nossos resultados revelaram receptor hormonal positivo para os trés
grupos estudados (DMBA, raloxifeno e tamoxifeno), evidenciando que as
diferencas encontradas, para esse modelo animal, devem-se a agao dos
SERMs (Russo et al.,, 2005a; Manjanatha et al., 2006; Stuhr et al., 2006;
Malejka-Giganti et al., 2007); ndo havendo diferenca estatistica quanto a
esse paramétro.

Nos tumores induzidos, a analise da porcentagem de Ki67 mostrou alto
indice para o grupo DMBA (17 ratas entre 75 e 80%), quando comparado
aos outros dois grupos (grupo raloxifeno com trés ratas igual a 50%, e grupo
tamoxifeno com quatro ratas igual a 75%), p<0,10. Neste sentido,
considerando-se o valor de p<0,10, o raloxifeno foi mais efetivo na
quimioprotecdo da mama, quando comparado ao tamoxifeno. As

porcentagens de Ki67 nos grupos raloxifeno e tamoxifeno em relagdo ao
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DMBA foram menores, estando em concordancia com a literatura (Russo et
al., 2005a; Cirpan et al., 2006).

A avaliacdo dos resultados do grau histologico dos tumores de mama
formados nos trés grupos (DMBA - 100% grau 3; tamoxifeno - 71% grau e
29% grau 3; raloxifeno - 100% grau 2) mostrou haver menor grau histolégico
quando se utilizou o SERM, ou seja, menor indiferenciacdo e menor
agressividade do tumor (Russo et al., 2005a; Shan et al., 2005).
Comparando-se os grupos raloxifeno e tamoxifeno, o primeiro demonstrou
melhor desempenho, levando-se em conta a formagao de tumores mamarios
mais diferenciados.

Os primeiros fatores de angiogénese que se mostraram alterados no
grupo tamoxifeno em relagdo ao DMBA foram o ANGPT2 e a ANGPT1. A
angiopoietina-2 (ANGPT2) é um fator de crescimento endotelial de agao
antagonista a angiopoietina-1 (ANGPT1) pelo receptor Tie2, obstruindo a
autofosforilagao do receptor durante a vasculogénese (Kim et al., 2000).

O receptor Tie2 €& um receptor de tirosina quinase presente,
exclusivamente em células endoteliais e hematopoiéticas. Este receptor é
necessario para o desenvolvimento normal das estruturas vasculares
durante a embriogénese, ligando-se a angiopoietina 1, 2 e 4; este ultimo tem
acgao agonista a ANGPT1 (Carter e Ward, 2000).

Por sua vez, a ANGPT1 tem importante papel na manutencdo e
estabilizagcao dos vasos ao promover a interacao das células endoteliais com
as de suporte, acha-se expressa em varios tecidos e tem fraca atividade

proliferativa no endotélio, ao contrario do VEGF (Tsutsui et al., 2006).
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Na literatura, existe relagcado entre maior expressao de angiopoietina-2 e
superexpressao de Her-2 no cancer de mama via mecanismos AKT e
quinase ativada por mitdgeno; o que confere a esses casos maior
agressividade e pior prognodstico (Niu e Carter, 2007). Em relacdo ao uso de
tamoxifeno e maior expressdao de ANGPT2 e ANGPT1, ndo encontramos
nenhum trabalho especifico, fazendo supor que esses tumores formados na
vigéncia do uso de tamoxifeno sdo mais agressivos por natureza (Carter e
Ward, 2000; Niu e Carter, 2007).

O HGEF (fator de crescimento do hepatdcito) € uma citoquina produzida
primariamente pelos fibroblastos estromais, tendo varias fungdes em
processos fisioldgicos, incluindo motilidade celular, migragao, proliferacao e
capacidade invasiva tecidual. O HGF e seu receptor (cMet) estdo implicados,
como reguladores na progressdo tumoral e da metastase mamairia,
apresentando-se superexpressos nesses casos (Martin et al., 2004).

Obtivemos, como resultado, maior expressdo de HGF no grupo
tamoxifeno em relacdo ao DMBA (Tabela 8). Os relatos da literatura
demonstram casos de superexpressao do HGF em tumores mamarios mais
agressivos e resistentes ao tamoxifeno, corroborando com o0s nossos
achados (Hiscox et al., 2006; Kuske et al., 2006).

O Hifta (fator indutor de hipdxia, subunidade1) é um fator de
transcricdo encontrado em células de mamiferos, nas quais o0 gene
supressor tumoral VHL (Von Hippel-Lindau) provoca a ubiquitinacdo do Hif

em resposta a mudanga na oxigenagao tecidual. A hipdxia € um processo
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comum em muitos tumores sélidos, inclusive no cancer de mama (Coradini
et al., 2004).

Este processo desencadeia a expressao de Hifla, que tem sido
associada com tumores mamarios de pior prognostico e desregulagao no
receptor estrogénico, afetando a eficacia de agentes antiestrogénicos
(Coradini et al., 2004; Gruber et al., 2004). Em nosso experimento, houve
maior expressao de Hif1a no grupo tamoxifeno em relagdo ao DMBA (Tabela
8). Na literatura, encontramos relatos de maior expressao de Hifla e
resisténcia ao tratamento com tamoxifeno, o que explicaria 0s nossos
resultados (Brennan et al., 2006; Kronblad et al., 2006).

O ITGB3 (integrina beta3) pertence a familia de integrinas, que sao
glicoproteinas transmembranas, heterodimeras com funcédo primordial no
processo de adesdo e relacionadas com os receptores de sinalizagao
celular, influenciando a proliferacdo, a migracdo e a sobrevida celular
(Langsenlehner et al., 2006; Baum et al., 2007).

As subunidades 18a e 83 combinam-se para formar, no minimo, 25
diferentes integrinas. Aumentos da expressdo de 3 sdo observados em
tumores mamarios associados com maior risco de invasao tumoral e de
metastase (Hood e Cheresh, 2002; Bojesen et al., 2003). As integrinas 3
estdo envolvidas na progressdo tumoral e metastase, pois seu aumento
altera a migracao e adesao da matriz extracelular (Trikha et al., 2002).

A elevacgédo do nivel de integrinas, também, estimula a angiogénese
das células endoteliais n&do tumorais, providenciando suplemento vascular

ao tumor. Em nosso experimento, houve maior expressao de ITGB3 no
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grupo tamoxifeno em relacdo ao DMBA. Nao foram encontrados, na
literatura, trabalhos que associem a superexpressao de ITGB3 a acao do
tamoxifeno no tecido mamario, podendo esse resultado estar relacionado a
prépria agressividade tumoral.

A LEP (leptina) € um hormonio polipeptideo produzido predominan-
temente pelo tecido adiposo, com importante papel na homeostase do peso
corpéreo (Zhang et al., 1994). Participa, também, do processo de
hematopoiese, reproducao, angiogénese e resposta imunolégica. Seu gene
acha-se localizado no cromossomo 7g31.3, produzindo RNAm sobretudo no
tecido adiposo e agindo por meio de seu receptor (LEPR), da familia
citoquina classe 1. Este receptor € expresso no cérebro, na placenta, no
pulmao, no figado, em células hematopoiéticas e outros tecidos. A LEP esta
relacionada ao processo de angiogénese e crescimento de varios
tumores;tem interacdo na acdo estrogénica na ativagdo da mesma em
diferentes tipos celulares (O’Neil et al., 2001).

Nos tumores mamarios sdao demonstrados que a LEP e seu receptor
(LEPR) sao ambos expressos e agem favorecendo a proliferacédo e a
metastase tumoral (Mauro et al., 2007).

Em nosso trabalho, as ratas tratadas com tamoxifeno apresentaram
maior expressao do LEP em relagdo ao grupo DMBA (Tabela 8).

A literatura demonstra que maior expressado de LEP esta associada a
tumores mamarios mais agressivos, ndo havendo referéncia direta com o

uso de tamoxifeno; mas, ha a possibilidade de maior expressao da LEP em
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tumores mamarios resistentes ao tamoxifeno (Miyoshi et al., 2006; Snoussi
et al., 2006).

O MAPK14 (proteina quinase mitdgeno ativada 14) pertence a familia
do MAPK, proteinas cujas ag¢des integram multiplos sinais bioquimicos; sao
ativadas por uma variedade de sinais extracelulares e sido rapidamente
fosforiladas em residuos de treonina e tirosina. Este peptideo é conhecido,
também, como uma proteina quinase supressiva a drogas antiinflamatérias
(CSBP), inibindo a producgao de interleucina-1 e TNF pelos monécitos, tendo
determinada atividade em processos inflamatérios agudos e cronicos. Esta
proteina quinase € ativada em resposta a varios mecanismos de estresse e
também regula a diferenciacéo e a sobrevida de muitas células (Ge et al,,
2002).

Em nosso estudo, obteve-se maior expressdao de MAPK14 no grupo
tamoxifeno em relacdo ao DMBA (Tabela 8). A literatura mostra maior
resisténcia as drogas anti-hormonais, quando determinados mecanismos
estao superexpressos, entre eles, a hiperativagao de MAPK, o que explicaria
0s nossos resultados (Oh et al., 2001; Creighton et al., 2006).

O MMP19 predicted (metaloproteinase de matriz 19) pertence a uma
familia de proteases (MMP) ligadas ao zinco, com capacidade de degradar
os componentes da matriz extracelular. Participa de varias fungbes em
processos normal e patolégico, que inclui remodelagdo tecidual,
diferenciagdo, angiogénese e invasdo tumoral. Os MMP tém diferentes
substratos codificados por distintos genes. O MMP19 exibe uma distribuicao

de éxons e introns que difere de outros MMPs; esta presente em varios tipos
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celulares, incluindo as células mamarias. Essas proteases, por degradarem
a matriz extracelular, estdo relacionadas com o processo de invasao e
metastase tumoral mamaria. A superexpressdo de MMP associa-se a
tumores mamarios de pior prognostico (Sprague et al., 2006).

Em nosso experimento, houve maior expressdo do Mmp19 no grupo
tamoxifeno em relacdo ao grupo DMBA (Tabela 8). Nao foram encontrados
dados na literatura que relacionem a célula mamaria submetida ao
tratamento com tamoxifeno e seu efeito no Mmp19.

A neuropilina 1 (NRP1) é um receptor proteico especifico isoférmico
para VEGF. Foi identificada, originalmente, como receptor para a familia das
semaforinas, como mediador neuronal. A NRP1 é expressa nas células
endoteliais e na superficie de varias células tumorais, inclusive, a mamaria
(Barr et al., 2005).

Estes peptideos podem agir em conjunto com outros receptores de
superficie, mediando a transdug¢ao do sinal e ndo dependendo da presenca
da semaforina para sua agao. Eles, também, podem se ligar formando o
complexo neuropilina-plexina, neste caso, a plexina é o elemento da
transducao do sinal para o complexo (Weigand et al., 2005).

A NRP1 exerce importante atividade antiapoptoética autdcrina e é
sinalizada pelo VEGF proveniente das células tumorais. Niveis mais altos de
NRP1 nas células tumorais mamarias estdo associados com maior risco de
invasao (Fitzpatrick et al., 2003).

Os resultados do nosso estudo mostraram maior expressao de NRP1

no grupo tamoxifeno em relagdo ao grupo DMBA (Tabela 8). Pesquisa ja
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realizada mostrou que a proteina plexina B1, que se liga a neuropilina 1,
pode apresentar resisténcia a terapia hormonal (Rody et al, 2007) e,
também, por ser receptor de VEGF pode estar ligada a casos de tumores
mais agressivos e ser resistente ao tamoxifeno (Ryden et al., 2005a, 2005b).

O PGF (fator de crescimento placentario) pertence a familia do VEGF,
foi isolado em células placentarias por Maglione (1991). Teria a habilidade
de promover a proliferacao da célula endotelial. Esse peptideo apresenta
trés isoformas (PGF1, PGF2, PGF3) que realizam o processo de transcricao
do sinal sobretudo pelo receptor VEGFR1; contudo, a ativacdo desse ultimo
pode levar a transfosforilacdo do VEGFR2 (Autiero et al., 2003).

O PGF néo é produzido na maioria dos tecidos humanos em condi¢des
normais, inclusive no mamario. Todavia, pode estar expresso no endotélio
vascular, nas células endoteliais da veia umbilical, no trofoblasto, no olho,
nas células naturais Killers uterinas e na matriz dos dentes (Autiero et al.,
2003).

Em muitos tumores, como o adenocarcinoma gastrico, carcinoma renal,
melanoma, carcinoma escamoso do colo uterino, meningiomas e, também, o
carcinoma mamario, o PGF esta superexpresso. Os tumores mamarios que
apresentam altos niveis de PGF estdo associados com maior risco para
metastase linfonodal e tumores indiferenciados, conferindo, assim, pior
prognostico (Parr et al., 2005; Taylor e Goldenberg, 2007).

Em nosso experimento, observamos maior expressdo de PGF no grupo
tamoxifeno em relacédo ao DMBA (Tabela 8). Na literatura ndo existe registro

de tumores mamarios submetidos ao tratamento com tamoxifeno e
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expressao de PGF, o que pode indicar que o tamoxifeno ndao consegue
bloquear este tipo de VEGF, ou ainda, tratar-se de tumores resistentes aos
medicamentos anti-hormonais a semelhanga da resisténcia dos demais tipos
de VEGF (Ryden et al., 2005a, 2005b).

O PLAU (ativador de plasminogénio urinario ou UPA) € uma enzima
proteolitica que converte o plasminogénio em plasmina. Neste sistema,
existemquatro grandes componentes: protease serina uPA, receptor de
superficie celular uPAR e os inibidores dos ativadores de plasminogénio
PAI-1 e PAI-2, que tém sido utilizados, como fatores prognoésticos em cancer
de mama (Meijer-van Gelder et al., 2004).

A alta expresséo do sistema uPA esta relacionada com o aumento da
degradacgao e remodelagdo da matriz extracelular; portanto, eleva o risco no
processo de invasdo e metastase nos tecidos tumorais mamarios (Leissner
et al., 2006; Urban et al., 2006).

No presente estudo, obtivemos maior expressdo do PLAU (uPA) nas
ratas tratadas com tamoxifeno em relacdo ao grupo DMBA (Tabela 8). A
literatura especifica registra casos de tumores mamarios mais agressivos,
que sao resistentes ao tratamento com tamoxifeno, podendo justificar
nossos resultados (Meijer-van Gelder et al., 2004; Leissner et al., 2006;
Urban et al., 2006).

O Serpinf1 (fator pigmentar epitélio derivado) pertence a um grupo de
inibidores de proteases serinas; o fator esta relacionado a atividade

neurotropica. Este gene foi isolado em células epiteliais pigmentares
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retinianas de cultura de célula fetal por Steele et al. (1993). Sua proteina
esta associada com atividade antiangiogénica importante.

Niveis altos de Serpinf1 correlacionam-se com tumores de menor
agressividade, inclusive, o cancer de mama (Beckers et al., 2005). Nas ratas
tratadas com tamoxifeno houve maior expressao de Serpinf1 em relacéo ao
grupo do DMBA (Tabela 8). Estes dados poderiam explicar a formagao de
menor numero de tumores formados no grupo tamoxifeno (Tabela 3), pois,
tal gene, por sua agao antiangiogénica, poderia auxiliar na protegao
mamaria.

O TEK (tirosina quinase endotelial ou TIE2) é um receptor tirosina
quinase presente quase, exclusivamente, em células endoteliais de
camundongos, ratas e no ser humano Pertence ao conjunto de quatro
receptores quinases especificos para células endoteliais vasculares (as
outras sédo o Tie1, o FLT1 e o FIk1).

Este receptor apresenta um unico dominio extracelular, contendo duas
imunoglobulinas separadas pelo EGF3 simile que esta conectado a
fibronectina tipo3. O receptor liga-se a angiopoietina 1,2 e 4. O ligante Ang2
tem afinidade similar a angiopoietinal com o Tie2, contudo, o primeiro n&o
induz a fosforilagdo do receptor. Dessa forma, a angiopoietina2 compete
inibindo a ativagdo da Ang1. A angiopoietina 4 humana (homéloga, a murina
Ang3) parece agir como agonista parcial da angiopoietina 1 (Meunier-

Carpentier et al., 2005).
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O Tek (Tie2) é importante receptor que participa de varios processos
fisiologicos e patoldgicos, tais como, o sistema de coagulagdo, o processo
de inflamacgao e a resposta angiogénica (Meunier-Carpentier et al., 2005).

Os tumores mamarios que apresentam alta expressao de Tek (Tie2) e,
portanto, maior associagdo com o processo de angiogénese tumoral, tém
maior risco de invasdo e metastase, o que confere pior progndstico (Dales et
al., 2003; Meunier-Carpentier et al., 2005).

Em nossa pesquisa, houve maior expressdo de Tek (Tie2) no grupo
tamoxifeno em relagdo ao DMBA (Tabela 8). Na literatura, ndo ha registro de
tumores mamarios que receberam tratamento com medicamento anti-
hormonal e sua relagdo com a expressao do Tek (Tie2).

O Tgfb1 (fator transformador de crescimento beta 1) e o Tgfb2 (fator
transformador de crescimento beta 2) sao peptideos multifuncionais que
participam na proliferagao, diferenciagao, producédo e degradacédo da matriz
extracelular e na morfogénese e apoptose em varias células. Age
sinergicamente ao Tgfa induzindo a transformagao celular, atuando como
um fator de crescimento autdcrino negativo. A desregulacdo do Tgfb pode
resultar no processo de apoptose celular, muitas células sintetizam Tgfb e
suas fungdes sao transcritas pelos receptores especificos para este peptideo
(Buck et al., 2002).

A sinalizagao intracelular do Tgfb é complexa; outros mecanismos
podem ser ativados, como os Smads, os Mapk, o fosfoinositol quinase e o

PP2A. O Tgfb1 e o Tgfb2 séo igualmente efetivos em inibir o crescimento da
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célula mamaria tumoral. O tamoxifeno aumenta os niveis de TGFB nas
células mamarias (Buck et al., 2002).

Este peptideo é um potente inibidor do crescimento de células epiteliais
normais; contudo, as varias células tumorais, inclusive a mamaria, nao
respondem adequadamente ao efeito inibitério do Tgfb; pela reducdo do
receptor Tgfbr2 e outros mecanismos (Barlow et al., 2003; Ryu e Kern,
2003).

Células cancerosas, também, secretam em grande quantidade, Tgfb,
associado a tumores mais avangados e em progressao, como o0 cancer de
mama (Chen et al., 2006; Kaklamani et al., 2005; Pasche et al., 2005).

Observamos maior expressao de TGFB1 e TGFB2 no grupo
tamoxifeno em relacdo ao grupo do DMBA (Tabela 8). Na literatura, ha
relatos de niveis altos de expressao de Tgfb e resisténcia ao tamoxifeno,
justificando nossos dados (Arteaga et al., 1999; Buck et al., 2004a, 2004b).

Os Timp3 (inibidores teciduais de metaloproteinase 3) sdo peptideos
que inibem a atividade das metaloproteinases de matriz (MMP), mas,
paradoxalmente, também, podem ativar algumas delas por atividade
mitogénica, agindo como fator de crescimento (Kawai et al., 2006; Vizoso et
al., 2007).

Niveis altos de MMP e Timp3 estao relacionados com casos de pior
prognéstico e maior risco de metastase em cancer de mama (Jinga et al.,
2006; Lipton et al., 2007; Vizoso et al., 2007). Obtivemos maior expressao de
Timp3 no grupo tamoxifeno em relagdo ao DMBA (Tabela 8). Essa alta

expressao de Timp poderia estar relacionada com diminuigao da resposta ao
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tratamento anti-hormonal, comprovando nossos resultados (Lipton et al,,
2007).

O Tnf (fator de necrose tumoral) € uma citoquina pré-inflamatéria,
multifuncional, secretada predominantemente por mondécitos e macréfagos.
Tem efeito no metabolismo lipidico, na coagulacéo, na resisténcia a insulina,
e na funcao endotelial e esta envolvida no processo de apotose celular. Esta
citoquina pleotropica € reconhecida por sua acdo citotdxica contra uma
variedade de células tumorais, inclusive a mamaria, sendo capaz de induzir
a regressao tumoral com eficacia comparada a certos quimioterapicos
(Rayala et al., 2006; Seeger et al., 2006).

Os altos niveis de TNF em pacientes com cancer, incluindo o de
mama, estdo associados com pior prognostico, com aumento de risco de
recidiva e de metastase. Varios estudos mostraram que a excessiva
producdo de TNF esta relacionada com perda de peso, caquexia,
desregulacado na resposta imunoldgica e anemia. Os dados sugerem que o
TNF pode agir como promotor enddgeno; o polimorfismo do TNF e suas
proteinas de choque hsp70 aumentam a susceptibilidade da proliferacéo
tumoral (Mestiri et al., 2001; Xu et al., 2006).

Em nosso estudo, houve maior expressao de TNF no grupo tamoxifeno
em relacdo ao DMBA (Tabela 8). Na literatura, encontramos relatos de
aumento de expressao de TNF e resisténcia ao tamoxifeno, justificando
nossos resultados (Osipo et al., 2003; Rayala et al., 2006).

O VEGFA e o VGFC (fatores de crescimento endotelial vascular A e C)

integram os cinco membros da familia VEGF (a, b, ¢, d, €), exercem
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importante papel na formagao da rede vascular e atuam por meio de trés
receptores (VEGFR 1,2, 3) (Mylona et al., 2007).

Estes fatores de crescimento sao polipeptideos com agao mitogénica
endotelial potente e com crescimento angiogénico da célula endotelial para a
matriz extracelular, ligando-se aos receptores especificos. O VEGFA liga-se
a dois receptores, o VEGFR1 (Flt1) e o VGEFR2 (FIk1), com atividade
tirosina quinase, e o segundo apresenta maior atividade proliferativa
endotelial (Hatake et al., 2007).

O VEGFR1 (FIt1) € um dos receptores tirosina quinase presente em
células endoteliais com agao na diferenciacao e proliferacao celular. Varios
tipos celulares expressam os receptores de VEGF, inclusive, a célula
tumoral mamaria, apresentando agao autocrina e paracrina, além do
estimulo angiogénico (Fitzpatrick et al., 2003).

O VGEFR2 (Flk1), também, esta associado a atividade proliferativa via
estimulo mitégeno ativado por proteina quinase, algo que o VEGFR1 (Flt1)
nao faz. O VEGFC exerce sua atividade bioldgica, principalmente, pelo
receptor VEGFR-3 (Flt-4), com importante atividade regulatéria na
proliferacdo endotelial linfatica e na linfangiogénese. Este fator de
crescimento (VEGFC) € um primordial ativador da linfangiogénese e esta
fortemente implicado no processo de metastase (Tsai et al., 2003).

Altos niveis de expressdo do VEGF no cancer mamario estao
associados a piores prognoésticos, com maior risco de recidiva e de

metastase (Mylona et al., 2007; Schneider e Sledge, 2007).
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O VEGFC esta relacionado com maior risco de linfangiogénese e
metastase linfonodal, piorando o fator prognéstico do tumor de mama. Esse
peptideo estimula a proliferagdo de tumores receptores de estrogénio
independente em modelos experimentais para cancer de mama (Nakamura
et al., 2006; Schoppmann et al., 2006).

A superexpressao de Her2, similarmente, a superexpressido do
VEGFR2 em tumores RE positivos reduz o efeito de medicamentos anti-
hormonais (Hoar et al., 2003; Nakamura et al., 2006).

Nas ratas submetidas ao tamoxifeno, observamos maior expressao de
VEGFC, quando comparadas aquelas que receberam apenas DMBA
(Tabela 8). Na literatura, existem casos de maior expressdao de VEGF em
tumores mamarios resistentes aos medicamentos anti-hormonais, o que
explicariam os nossos resultados (Ryden et al., 2005a, 2005b).

Com relacdo aos animais que receberam raloxifeno, percebemos
menor expressao de fatores génicos comparativamente aos tratados com
tamoxifeno (Tabela 8 e Tabela 9).

O primeiro gene alterado no grupo raloxifeno foi o Fgf6 (fator de
crescimento de fibroblasto 6) que pertence a uma familia de fatores de
crescimento e oncogenes com papel no desenvolvimento embrionario,
crescimento celular, morfogénese, reparo tecidual, processo inflamatdrio,
angiogénese, proliferagdo e invasao tumoral. O FGF tem, no minimo, 23
proteinas regulatérias de crescimento, ligando-se a quatro diferentes
receptores transmembranas tirosinas quinases (FGFR 1, FGFR 2, FGFR 3 e

FGFR 4) (Gan et al., 2006).
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Esta proteina esta relacionada com o estimulo da proliferagdo celular
mamaria via mecanismo autocrino e paracrino; seus niveis sao elevados em
tumores mamarios, pois, atuam estimulando seu crescimento, capacidade
invasiva e de angiogénese, associando-se a pior progndstico e metastase.
Em nosso estudo, houve menor expressao do gene Fgfé no grupo raloxifeno
em relagdo ao grupo DMBA (Tabela 9). Este resultado pode corroborar o
efeito protetor do raloxifeno e justificar o menor numero de tumores
formados neste grupo (Tabela 9) (Mironchik et al.,2005; Gan et al., 2006).

O PECAM1 (células de adesao endotelial plaquetaria, molécula 1) € um
membro da superfamilia de imunoglobulinas que s&o expressas na
superficie plaquetaria, em mondcitos, em neutrofilos e em subtipos de
células T. Esta presente, também, como constituinte na juncao intercelular
da célula endotelial e tem identidade imunoloégica semelhante a de uma
glicoproteina da membrana plaquetaria (antigeno CD31) (Dales et al., 2004).

Apresentam varias fungdes, incluindo a migracado transendotelial de
leucocitos, a ativagdo de integrinas e a angiogénese. As células tumorais
mamarias que expressam alto nivel de PECAM-1 (CD-31) estéao
relacionadas com maior processo de angiogénese tumoral e, portanto, pior
prognéstico (Charpin et al., 2004; Dales et al., 2004).

Nossos resultados mostraram subexpressdo do PECAM-1 no grupo
raloxifeno em relacdo ao DMBA (Tabela 9). Nao foram encontrados
trabalhos demonstrando a agdo dos SERMs (tamoxifeno ou raloxifeno) na

interacdo direta com esta imunoglobulina nas células tumorais mamarias,
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mas esta menor expressao poderia justificar a contribuicdo no resultado
favoravel do experimento (Tabela 3).

O Hif1a (fator indutor de hipdxia, subunidade1), como ja analisamos, é
um fator de transcricdo com papel chave na resposta celular a hipdxia,
incluindo, a regulacdo de genes envolvidos no metabolismo energético, na
angiogénese e na apoptose. O processo de hipdxia esta presente na
proliferacéo e na diferenciacédo de varios tumores, inclusive, 0 mamario; esta
relacionado com a desregulacao do receptor estrogénico, afetando a eficacia
de drogas antiestrogénicas (Kronblad et al., 2006).

Obtivemos maior expressao de Hif1a nas ratas tratadas com raloxifeno
em relacdo ao grupo DMBA (Tabela 9), podendo se tratar de casos
resistentes ao raloxifeno como mostra a literatura (Coradini et al., 2004;
Gruber et al., 2004; Brennan et al., 2006; Kronblad et al., 2006).

O ITGB3 (integrina beta3), como vimos, € um dos membros da familia
das integrinas, sendo formado por glicoproteinas da superficie celular e
apresentando subunidades alfa e beta. O comportamento das células
neoplasicas € influenciado pela acado das integrinas nos receptores de
adesdo celularmediando a interagdo entre estas células e a matriz
extracelular (Baum et al., 2007).

Elas,também, estimulam a sinalizagdo dos receptores celulares, a agao
dos fatores de crescimento,proliferagdo,migracdo e sobrevida celular, e
exercem papel importante no comportamento tumoral e na metastase. As
integrinas B3 (a5B3, a2bB3) estdo envolvidas no processo de

desenvolvimento e progressao tumoral, e o a2bB3 €& o responsavel pela
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agregacao plaquetaria induzida pelo tumor, na aderéncia destas células ao
endotélio,extravazamento e angiogénese, etapas essenciais na cascata do
processo de metastase. A expressdo da integrina a5B3 esta relacionada
com a motilidade,invasao e diferenciagcao neoplasica, além do processo de
angiogénese tumoral,inclusive, o mamario (Hood e Cheresh, 2002; Hood et
al., 2003).

Os tumores mamarios com altos niveis de integrinas B3 sdo mais
agressivos e propensos a metastases (Langsenlehner et al., 2006; Baum et
al., 2007).

No nosso trabalho obtivemos maior expressdao de ITGB3 (integrina
beta3) no grupo raloxifeno em relacio ao DMBA (Tabela 9). Nao
encontramos, na literatura, a associagdo da expressao desta integrina em
tumores mamarios na vigéncia do SERM raloxifeno.

O PGEF (fator de crescimento placentario), como descrito anteriormente,
€ um tipo de VEGF simile, que pertence a uma familia de peptideos
regulatorios capazes de controlar a formagao de vasos sanglineos e sua
permeabilidade,por interagir com dois receptores tirosinas quinases (FIt1 e o
FIk1) (Autiero et al., 2003).

Os tumores mamarios que expressam PGF estdo relacionados com
maior risco de invasao e pior prognostico (Parr et al., 2005; Taylor e
Goldenberg, 2007).

Nosso trabalho revelou maior expressao do PGF no grupo raloxifeno
em relagdo ao DMBA (Tabela 9). Na literatura, ndo ha relato da associagao

da expressdo do PGF em tumores mamarios que receberam raloxifeno,
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podendo esse resultado indicar que o raloxifeno nao interage com tal
peptideo, ou ainda, tratar-se de tumor com alta expressdo de VEGF e
resistente a medicamento anti-hormonal (Liang et al., 2006).

O PLAU (ativador de plasminogénio urinario ou UPA), como ja se
referiu, € uma proteina catalitica que converte o plasminogénio em plasmina.
Este sistema esta implicado no processo de invasdo tumoral e na metastase
de varios canceres, inclusive o mamario, principalmente com altos niveis de
expressdo de uPA e PAI1 (Harbeck et al., 2007).

Os componentes do sistema de ativagdo do plasminogénio s&o
determinantes na capacidade invasiva tumoral por participarem dos
processos proteoliticos e nao proteoliticos na progressdo tumoral. Estes
processos incluem a degradagdo da matriz extracelular, proliferagao,
migragdo e ades&o celular, mecanismos envolvidos na capacidade de
metastase (Stillfried ef al., 2007).

Em nosso experimento, houve maior expressao de PLAU no grupo
raloxifeno em relacdo ao DMBA (Tabela 9). Na literatura, ndo ha registro da
relagdo de expressao do sistema PLAU em tumores mamarios submetidos
ao tratamento com raloxifeno. Este resultado poderia refletir a natureza
especifica dos tumores mais agressivos que foram formados ou a
semelhancga da terapéutica com tamoxifeno, tratar-se de casos resistentes a
medicamentos anti-hormonais (Meijer-van Gelder et al., 2004; Leissner et al.,

2006; Urban et al., 2006).
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O TEK (tirosina quinase ou TIE2), como ja descrevemos, € um dos
subtipos de receptores tirosinas quinases,estando presentes exclusivamente
em ratas, camundongos e células humanas (Dales et al., 2004).

Este receptor esta envolvido em mecanismos fisiolégicos e patologicos;
participa no processo do sistema de coagulagdo,de inflamacdo e de
angigénese,inclusive, no tumoral mamario. Os canceres mamarios que
expressam o TEK (TIE2Z) tém maior risco de invasdo e metastases,
conferindo pior prognostico (Dales et al., 2003, 2004; Meunier-Carpentier et
al., 2005).

Observamos maior expressdo de TEK (TIE2) no grupo raloxifeno em
relacdo ao DMBA (Tabela 9). Na literatura, ndo foram encontrados tumores
mamarios que expressam TEK e sua relacdo com medicamentos anti-
hormonais.

O VEGFC (fator de crescimento endotelial vascular C), como relatado
anteriormente, € um polipeptideo com agdo mitogénica endotelial potente e
com crescimento angiogénico da célula endotelial para a matriz extracelular,
ligando-se aos receptores VEGFR2 e VEGFRS3 (estes ultimos com atividade
linfangiogénica). Varios tipos celulares expressam os receptores de VEGF,
inclusive, a célula tumoral mamaria, tendo acao proliferativa e angiogénica e
associando-se a tumores mais agressivos (Fitzpatrick et al., 2003; Schneider
e Sledge, 2007).

O VEGFC esta relacionado com maior risco de linfangiogénese e
metastase linfonodal para os tumores mamarios (Nakamura et al., 2006;

Schoppmann et al., 2006).
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Este peptideo estimula a proliferacdo de tumores receptores de
estrogénio independente em modelos experimentais para cancer de mama.
A superexpressao de Her2, similarmente a superexpressao do VEGFR2, em
tumores RE positivos reduz o efeito de medicamentos anti-hormonais (Hoar
et al., 2003; Nakamura et al., 2006).

Nosso experimento apresentou maior expressao de VEGFC no grupo
raloxifeno em relagao ao DMBA (Tabela 9). A literatura relata casos de maior
expressdo de VEGF em tumores mamarios resistentes aos medicamentos
anti-hormonais, podendo explicar nossos resultados (Liang et al., 2006).

Como assinalamos anteriormente, o PGF (fator de crescimento
placentario) pertence a familia do VEGF, foi isolado de células placentarias
por Maglione et al. (1991) e tem habilidade de promover a proliferagdo da
célula endotelial.

Os tumores mamarios que apresentam altos niveis de PGF, estao
associados com maior risco para metastase linfonodal e tumores
indiferenciados, conferindo um pior prognéstico (Parr et al., 2005; Taylor e
Goldenberg, 2007).

Quanto ao PGF, em nosso estudo houve maior expressdo no grupo
raloxifeno em relagdo ao DMBA (Tabela 9). Na literatura, ndo ha registro de
tumores mamarios submetidos ao tratamento com raloxifeno e expressao de
PGF, o que pode indicar que o raloxifeno ndo consegue bloquear esse
VEGF, ou ainda, que os tumores induzidos podem ser resistentes aos

medicamentos anti-hormonais (Ryden et al., 2005a, 2005b).
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O fenbmeno de angiogénese tumoral consiste na formacao de novos
vasos sanguineos (arterial e venoso) necessarios para suprir seu aporte
metabdlico e garantir seu potencial no crescimento tumoral e no processo de
metastase mamaria (Harris et al., 2004).

Este mecanismo € extremamente diverso, envolvendo a interagado de
varios fatores celulares e estromais; balanco entre substancias pro-
angiogénicas, angiogénicas e antiangiogénicas; e a interacao de integrinas,
inibidores de proteases (Timps) e proteases que degradam ou ndao a matriz
extracelular e possibilitam as células tumorais invadirem o estroma (Harris et
al., 2004; Bando, 2007).

Outros fatores que podem estar envolvidos na atividade angiogénica
tumoral, sdo o grau de hipdxia celular e mudangas genéticas dessas células
(Miller et al., 2007; Seifeddine et al., 2007).

Portanto, o processo de angiogénese tumoral € complexo e essencial
nas etapas de progressao, invasao e na metastase tumoral mamaria (Harrris
et al., 2004; Traina et al., 2007).

O cancer de mama ¢ doenga heterogénea e seu comportamento clinico
€ diferente para o mesmo estadiamento clinico-patolégico, por apresentar
diversos fatores progndsticos e preditivos, entre eles o fator angiogénico,
inclusive para os roedores (American, 2002; Cardiff et al., 2002; Boudreau e
Myers, 2003; Russo et al., 2005a; Bando, 2007).

Varios estudos, desde Weidner e colaboradores (1992), que foram os
pioneiros, mostraram que a pesquisa da angiogénese pode ter valor

prognéstico no tumor mamario, apesar de outros trabalhos demonstrarem
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resultados contraditérios, inclusive, porque os tumores contém ceélulas
diferentes quanto a sua atividade angiogénica (Ahigren et al., 2002; Weidner,
2004; Naumov et al., 2006; Mylona et al., 2007).

Apesar desta complexidade e, por entender que o processo de
angiogénese tumoral € essencial na progresséao, invasao e metastase, este
processo tem sido alvo para terapias biolégicas com agentes
antiangiogénicos no cancer de mama.

No entanto, devemos considerar que o uso adequado dessas novas
drogas depende da melhor compreenséo dos varios mecanismos envolvidos
no processo da angiogénese tumoral e do desempenho adequado das
substancias nos ensaios clinicos e experimentais (Bando, 2007; Mayer et al.,
2007).

Outro grande problema é o custo extremamente oneroso desses
medicamentos antiangiogénicos (Bando, 2007).

Utilizamos um Kit de qRT-PCR em ratas para a pesquisa de fatores
envolvidos, direta ou indiretamente, no processo de angiogénese. Realizou-
se um estudo de oitenta e quatro genes, na tentativa de abranger esse
mecanismo tdo complexo e amplo. Foram utilizados, também, dois SERMs
conhecidos, o tamoxifeno e o raloxifeno, que sao substancias implicadas em
varias pesquisas na terapéutica do cancer de mama, inclusive, na
quimioprevencdo. Estes SERMs ainda apresentam questionamentos e
duvidas sobre seu real mecanismo de agao, pois possuem acgdes que vao
além do bloqueio parcial ou total do receptor estrogénico (Cuzick et al.,

2007; Howell et al., 2007; Jordan, 2007).
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Além disso, para ocorrer a transformacao do tecido hiperplasico
mamario em tecido tumoral é fundamental que ocorra o processo de
angiogénese em modelos experimentais (Schneider e Miller, 2005).

Em nosso experimento, de fato, houve maior expressdao de certos
fatores angiogénicos quando utilizados o tamoxifeno (Tabela 8) e o
raloxifeno (Tabela 9) em relacdo ao DMBA. Estes resultados demonstraram
que os SERMs, tamoxifeno e raloxifeno, também participam do processo de
angiogénese tumoral, podendo mostrar outro mecanismo de agado destes
SERMSs, além do bloqueio do receptor estrogénico.

Na literatura especifica, sao registrados casos de resisténcia tumoral
mamaria a terapéutica com medicamentos anti-hormonais, cujo mecanismo
de acao envolve determinados fatores angiogénicos que estimulam a
proliferacdo mamaria, possibilitando maior agressividade e invasdo tumoral
(Buck et. al., 2004a, 2004b; Ryden et al., 2005a, 2005b; Creighton et al.,
2006; Kuske et al., 2006; Nakamura et al., 2006; Lehnes et al., 2007; Lipton
et al., 2007).

Em futuro préximo, poderemos com o auxilio do perfilamento genético,
aprimorar e selecionar os casos de tumores mamarios que terdao melhor
resposta aos medicamentos anti-hormonais e com menor risco de
resisténcia, inclusive, os medicamentos para quimioprevengdo mamaria,
como os SERMs.

Em nosso trabalho, o melhor resultado do raloxifeno em relacdo ao

tamoxifeno na quimioprevengao mamaria pode ser atribuido, em parte, pela
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diferenca de expressao de fatores angiogénicos menos agressivos nos
tumores mamarios induzidos.

Em resumo, esta linha de pesquisa, podera propiciar o0
desenvolvimento de novos estudos, assim como auxiliar na compreensao
dos diferentes mecanismos envolvidos no processo de carcinogénese
mamaria. Além disso, podera ainda contribuir para a melhoria da
quimioprevengao mamaria e ser util na busca de terapéuticas mais efetivas

contra o cancer de mama.
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7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo e neste modelo

experimental, concluimos que:

1. Os SERMs tamoxifeno e raloxifeno apresentaram atividade

quimioprotetora na carcinogénese mamaria.

2. O raloxifeno em relagdao ao tamoxifeno na quimioprevengao mamaria
apresentou:
e menor numero de ratas acometidas;
e maior tempo de indugao tumoral;
e tumores menos agressivos, com menor grau histologico;

e semelhante nimero médio de tumores.

3. Nao houve diferenca com relacdo a expressao de receptores
estrogénicos. Mas, a expressao de Ki67 foi menor nos animais que

receberam raloxifeno.

4. Houve menor expressao de fatores angiogénicos relacionados a
agressividade tumoral com o uso do raloxifeno em comparagdo ao
tamoxifeno. Esta diferengca de expressdo angiogénica explicaria os

resultados mais favoraveis obtidos com o raloxifeno.
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Anexo A: Medidas Descritivas

Avaliagao de peso (g) das ratas pertencentes ao GRUPO 1 - DMBA

Rata 12pes 2?pes 3?pes 4°2pes 52 pes 62 pes 72 pes 82 pes 92 pes 102 pes 11% pes 122 pes
1 141 149 160 169 176 200 206 209 221 230 241 250
2 160 169 179 181 201 211 221 223 230 247 251 252
3 147 151 156 171 186 201 214 224 231 244 250 256
4 133 142 153 165 175 196 205 215 225 235 242 248
5 129 136 147 159 166 178 196 208 218 235 244 257
6 140 146 158 161 174 181 195 211 231 235 249 259
7 151 159 178 197 210 214 234 247 249 257 261 266
8 144 149 158 166 177 183 196 206 211 230 239 246
9 157 166 169 178 186 199 205 218 229 241 252 263
10 136 142 149 157 169 181 201 221 232 240 251 254
1 141 150 164 171 186 195 202 220 234 251 260 268
12 139 145 156 172 190 201 210 231 244 252 263 269
13 148 151 159 169 186 202 215 229 238 245 246 254
14 138 140 146 157 164 173 186 199 208 217 236 240
15 131 142 149 152 164 177 179 191 194 200 219 239
16 132 155 156 180 198 212 219 223 235 235 242 243
17 135 152 155 176 197 209 218 228 237 239 241 248
18 137 153 158 190 193 202 215 221 220 231 234 241
19 130 152 156 176 192 206 210 221 222 237 247 246
20 148 55 161 177 186 200 210 223 224 235 246 252

Pes = pesagem, 12 pes: peso antes do inicio do estudo.
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Anexo B: Avaliacdo de peso das ratas pertencentes ao GRUPO 2 - TAMOXIFENO

Rata 1%2pes 2?pes 3?pes 4?pes 52 pes 62pes 7°pes 8?pes 9?pes 10?pes 112pes 122 pes
1 157 166 171 186 196 23 214 224 234 243 257 260
2 150 163 166 175 186 191 196 217 225 235 243 253
3 145 152 164 187 197 206 229 237 243 252 257 262
4 148 161 170 180 194 199 27 234 244 251 258 262
5 156 166 176 198 220 237 247 254 260 266 270 283
6 153 159 171 188 199 206 214 224 234 248 252 261
7 143 158 170 196 205 218 223 230 240 248 253 257
8 141 151 159 168 179 185 195 204 211 219 219 220
9 145 155 168 174 178 184 196 205 215 219 225 231
10 147 153 166 178 183 190 200 212 220 230 239 238
11 144 151 167 177 184 192 204 210 219 221 230 240
12 142 149 157 183 187 191 208 212 225 229 241 242
13 161 170 181 200 218 228 234 244 249 252 252 260
14 156 166 179 187 202 215 223 230 238 241 271 262
15 158 168 188 195 213 218 230 241 247 260 265 275
16 144 152 163 175 190 23 218 223 241 251 251 260
17 143 150 160 172 183 198 23 208 225 263 270 270
18 142 151 158 170 179 185 198 221 230 239 240 249
19 149 158 168 172 182 194 200 208 218 227 230 240

20 152 162 173 192 219 230 258 263 265 273 273 279

Pes = pesagem, 12 pes: peso antes do inicio do estudo.
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Anexo C: Avaliacao de peso das ratas pertencentes ao GRUPO 3 - RALOXIFENO

Rata 12pes 2?pes 3?pes 42 pes 52 pes 6°pes 7%pes 8?pes 9?pes 112 pes 122 pes
1 157 175 177 200 208 218 218 225 232 232 240 241
2 167 184 193 210 214 239 239 244 239 248 255 255
3 147 166 175 190 222 224 230 240 241 245 253 253
4 148 158 199 218 224 242 242 247 260 281 280 281
5 150 172 27 225 244 253 278 270 287 282 285 300
6 145 173 189 208 218 223 242 242 243 250 259 258
7 155 173 200 221 240 243 249 264 268 270 282 276
8 176 208 231 258 271 283 300 294 309 33 320 322
9 159 183 210 246 264 267 300 304 299 320 320 318

10 140 152 156 176 192 206 210 221 222 237 237 242
11 136 148 152 178 190 200 209 215 216 223 238 238
12 140 148 156 183 191 201 210 219 219 227 234 239
13 142 160 169 181 198 27 214 219 220 230 235 236
14 147 159 162 170 179 188 193 202 215 218 224 240
15 149 151 160 171 187 193 199 23 208 212 216 226
16 140 145 155 158 196 216 231 245 248 259 263 263
17 138 142 154 159 188 212 222 231 238 241 251 260
18 140 154 159 196 204 223 232 240 249 252 258 266
19 136 144 184 185 194 208 216 226 226 236 238 243
20 149 170 176 198 214 225 233 236 241 244 252 260

Pes = pesagem, 12 pes: peso antes do inicio do estudo.
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Anexo D: Carta de aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica da FMUSP

HOSPITAL DAS CLINICAS
' . DA
FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CAIXA POSTAL, 3671
SAO PAULO - BRASIL

DIRETORIA CLINICA

Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital -
das Clinicas e da Faculdade de Mediciha da Universidade de Sdo
Paulo, em sessdo de 13.03.02, APROVOU o Protocolo de Pesquisa
n® 456/01, intitulado: “Prevengdo primdria do cdncer da mata
quimicamente induzido em ratas com modulador seletivo

dos receptores estrogénicos, apresentado pelo Departa-

mento de Obstetricia e Ginecologia.

Pesquisador(a) Responsdvel: Prof. Dr. Alfredo Carlos Simdes
Dornellas de Barros

| : CAPPesq, 19 de margo de 2002.

- PROF. bR E KALIL FILHO
Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
‘de Projetos de Pesquisa -

OBSERVACAQ: Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ¢ CAPPesq, os relatdrios
parciais e final sobre a pesquisa (Resolucdo do Conselho Nacional de
Satide n® 196, de 10.10.1996, irciso IX.2, letra "c”)
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Anexo E: Listagem dos genes
Referéncia
Simbolo Descrigao Nome do Gene _
Sequencial
Angpt2 Angiopoietina 2 Agpt2/Ang-2 XM_344544
Proto-oncogene 1 timoma
Akt1 Akt NM_33230
viral
Angpt1 Angiopoietina 1 Agpt/Agpt1 NM_053546
Alanil (membrana)
Anpep APN/Apm NM_31012
aminopeptidase
Inibidor da angiogénese
Bai1_predicted especifica cerebral 1 LOC362931 XM_343260
(previsto)
Quimoquina C-C modificada
Ccl2 MCP-1/Scya2 NM_31530
ligante 2
Cdh5_predicted Caderina 5 (previsto) Cdh5 XM_226213
Col18a1 Procolageno, tipo XVIII, alfa 1 Col18a1 XM_ 241632
Col4a3 Procolageno, tipo 1V, alfa 3 Col4a3 XM 34367
Fator de crescimento do
Ctgf CTGRP NM_022266
tecido conjuntivo
Quimoquina C-X-C
Cxcl1 CINC-1/Gro1 NM_30845
modificada ligante 1
Quimoquina C-X-C
Cxcl2 Mip-2/Scyb2 NM_053647
modificada ligante 2
Quimoquina C-X-C _
Cxcl9 - _ Mig/Scyb9 NM_145672
modificada ligante 9
Fator 1 de crescimento da
Ecgf1 célula endotelial (plaqueta- MGC108801 NM_001012122
derivado)
Esfingolipide G de
Edg1 diferenciagao endotelial Edg1 NM_017301

proteina receptor duplo 1
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Simbolo Descrigao Nome do Gene Referenc_la
Sequencial
Efna1 Efrina A1 B61 NM_053599
Efna2 Efrina A2 Efna2 XM 23493
Efnab5 Efrina A5 Lerk7 NM_ 05393
Fator de crescimento
Egof . . Egof NM_012842
Epidérmico
Eng Endoglina MGC124909 NM_001010968
Epas1 Proteina 1 endotelial PAS HLF/Hif2a NM_023090
Ereg Epiregulina Ereg NM_021689
F2 Fator de coagulagao Il F2 NM_ 022924
Fator de crescimento
Fgf1 HBGF-1/HBGF1 NM_ 012846
fibroblastico 1
Fator de crescimento
Fgf16 _ _ Fgf16 NM_021867
fibroblastico 16
Fator de crescimento
Fgf2 Fgf-2/bFGF NM_019305
fibroblastico 2
Fator de crescimento
Fgf6 Fgf6 NM_ 131908
fibroblastico 6
Fator de crescimento
Fgfr3 . . Fgfr3 NM_053429
fibroblastico receptor 3
Fator de crescimento
Figf Vegf-d NM_31761
induzido C-fos
Tirosina simile FMS quinase
Flt1 ] Flt1 NM_019306
Fn1 Fibronectina 1 FIBNEC/fn-1 NM 019143
Homologo Frizzled 5
Fzd5 _ Fzd5 NM_173838
(Drosdfila)
Fator de crescimento de
Hgf HPTA NM_017017
hepatdcito
Fator indutor de hipoxia 1,
Hif1a MOP1 NM_024359
subunidade alfa
Id1 Inibidor de DNA ligante 1 ID125A/I1db1 NM_ 012797
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Referéncia
Simbolo Descricéo Nome do Gene .
Sequencial
Id3 Inibidor de DNA ligante 3 Id3 NM_013058
Ifna1 Interferon-alfa 1 IFN-alfa1 NM 001014786
Ifnb1 Interferon beta 1, fibroblasto Ifnb NM_019127
Ifng Interferon gama IFNG2 NM_138880
Fator de Crescimento Insulin-
Igf1 Igf1 NM_178866
Like |
1b Interleucina 1 beta 1M1b NM_ 31512
116 Interleucina 6 ILg6/Ifnb2 NM_012589
Itgab Integrina alfa 5 (mapeada) Itgab XM_23577
Itgav_predicted Integrina alfa V (prevista) Cd51/ltgav XM_230950
Itgb3 Integrina beta 3 Itgb3 NM_153720
Jag1 Jagged 1 Jag1 NM_019147
Quinase inserida no receptor
Kdr Vegfr-2 NM_013062
de proteina
Lamab Laminina, alfa 5 Lamab XM 215963
Quimiotaxina 1 derivada de
Lect1 Chm-1 NM_30854
células leucocitarias
Lep Leptina OB/obese NM_01376
Mitégeno ativado proteina
Mapk14 . CSBP/CSPB1 NM_31020
quinase 14
Mdk MidKina Mdk NM_30859
Mmp19_predict Metaloproteinase 19 de
Mmp19 XM_222317
ed matriz (previsto)
Mmp2 Metalopeptidase matriz 2 Mmp2 NM_31054
Mmp3 Metalopeptidase matriz 3 Mmp3 NM_133523
Mmp9 Metalopeptidase matriz 9 Mmp9 NM_31055
Receptor de peptideo
Npr1 Anpra/Gca NM_ 012613
natriurético 1
Nrp1 Neuropilina 1 Nrp NM_145098
Nrp2 Neuropilina 2 Nrp2 NM_30869
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Simbolo Descrigcao Nome do Gene SR eferenc.la
equencial
Fator de crescimento
Pdgfa _ . PDGFACP NM_012801
derivado plaquetario, alfa
Fator de crescimento
Pdgfb derivado plaquetario, SIS/c-sis XM 343293
polipeptideo B
Molécula de adesio da
Pecam CD31 NM_31591
célula endotelial plaquetaria
Fator de crescimento
Pgof o Plgf NM_053595
placentario
Ativador de Plasminogénio
Plau UPAM NM_013085
Urinario
Plg Plasminogénio Ab1-346 XM_574314
Endoperoxido de
Ptgs1 _ _ Cox-3/Cox1 NM_017043
prostaglandina sintetase 1
Inibidor de peptidase serina
Serpinb5 ou cisteina, clade B, membro Maspin/Pi5 NM_057108
5
Inibidor de peptidase serina
Serpinf1 ou cisteina, clade F, membro Dmrs91/Pedf NM_177927
1
Sphk1 Esfingosina quinase 1 Sphk1 NM_133386
Tbx4_predicted T-box 4 (previsto) Thx4 XM_220811
Receptor tirosina quinase ) .
Tek Tie-2/Tie2 XM_342863
endotélio especifico
Fatores Transformadores de | RATTGFAA/TGFA
Tgfa NM_012671
Crescimento, alfa A
Fatores Transformadores de
Tgfb1 Tgfb1 NM_021578
Crescimento, beta 1
Fatores Transformadores de
Tgfb2 Tgfb2 NM_31131

Crescimento, beta 2




ANEXOS 130

Simbolo Descrigcao Nome do Gene Referenc.la
Sequencial
Fatores Transformadores de
Tgfb3 _ MGC105479 NM_013174
Crescimento, beta 3
Tgfbrt Fatorgs Transformadores de MGC93659 NM_012775
Crescimento, receptor beta 1
Thbs4 Trombospondina 4 Thbs4 XM 342172
Timp1 Inibidor de metalopeptidase | r\ib_1/Timp NM_053819
tecidual 1
Timp2 Inibidor de metaloprotelnase MGC105282 NM_021989
tecidual 2
Inibidor de metaloproteinase
Timp3 tecidual 3 (Distrofia Timp3 NM_012886
pseudoinflamatdria de
Sorsby)
Fator de necrose tumoral
Tnf (TNF superfamilia, membro | RATTNF/TNF-alfa NM_012675
2)
Fator de Crescimento do
Vegfa Endotélio Vascular A Vegf NM_31836
Fator de Crescimento do
Vegtb Endotélio Vascular B Vegfb NM_053549
Fator de Crescimento do
Vegfc Endotélio Vascular C Vegic NM_053653
Rplp1 Proteina r'b°§f°m'ca’ larga MGC72935 NM_00107604
Hipoxantina
Hprt Fosforribosiltransferase Hgprtase/Hprt1 NM_012583
Rpl13a Proteina ribossémica L13A Rpl13a NM_ 173340
Ldha Dehidrogenase lactato A Ldh1 NM_017025
Actb Actina beta Actx NM_31144
Contaminagao genbémica de
RGDC DNA de rato RGDC U26919
RTC Controle de transcripgao RTC SA_00104
reversa
PPC Controle Positivo de PCR PPC SA 0013




ANEXOS 131

Anexo F: Anadlise dos fatores angiogénicos expressos nas ratas do Grupo

Raloxifeno versus DMBA.

Diferenga
Raloxifeno DMBA T-TEST positivg ou
Coluna Simbolo negativa
Reacio | Reacdo | Reacdo | Reacdo | Reacdo | Reagio Raloxifeno
19 29 39 19 29 39 P /DMBA
AO01 Angpt2 32,11 33,32 0 0 0 0 0,2465 30292,37
A02 Akt1 23,17 23,16 2518 | 22,24 19,97 19,88 0,3420 -2,72
A3 Angpt1 37,14 32,33 33,09 0 35,01 36,13 0,2901 4,58
AO04 Anpep 25,45 26,32 28,36 | 25,25 24,76 24,71 0,9263 -1,08
A05 Bai1 predicted 27,8 27,76 29,3| 26,37 26,12 26,2 0,7627 -1,28
A06 Ccl2 26,46 26,02 28,06 | 24,48 23,91 24,23 0,4937 -1,92
A7 Cdh5_ predicted 28,18 28,44 29,4 | 20,39 24,91 25,26 | 0,1542 -10,98
A08 Col18a1 27,5 27,4 29,15 24,13 24,19 24,63 0,0654 -4,84
A09 Col4a3 26,79 26,53 28,00 24 23,56 23,92 0,093 -3,93
A10 Ctgf 26,7 26,45 28,59 | 24,54 24,16 24,47 0,4020 -2,23
A11 Cxcl1 27,19 24,41 24,51 | 23,59 22,63 23,62 0,4120 -3,16
A12 Cxcl2 28,23 31,23 29,08 | 20,85 24,41 24,86 0,0604 -45,18
BO1 Cxcl9 26,81 27,02 28,15| 25,11 24,33 25,14 0,4879 -1,71
B02 Ecgf1 28,49 28,05 29,43 | 25,83 24 .57 25,15 | 0,2085 -3,43
B3 Edg1 27,41 27,24 28,38 | 24,45 23,83 24,08 0,1628 -3,63
B04 Efna1 30,61 33,65 0| 32,71 0 33,22 0,2668 15500,21
B05 Efna2 26,4 26,7 27,06 | 24,44 23,93 24,37 0,6381 -1,48
B06 Efnab5 27,6 27,08 28,17 | 24,79 24,28 24,55 0,333 -2,60
B7 Egof 28,7 27,28 29,32 | 24,37 24 .44 25,05 0,2309 -3,75
B08 Eng 28,59 28,87 29,72 | 25,32 24,8 25,6 0,0936 -4,36
B09 Epas1 28,04 28,3 29,1| 26,82 24,39 25,01 0,3388 -2,44
B10 Ereg 27,32 27,35 28,16 | 24,59 24,69 25,38 0,3867 -2,04
B11 F2 27,16 27,25 28,26 | 24,27 24,31 25,11 0,2896 -2,46
B12 Fgf1 32,21 33,49 0| 31,3 31,94 32,36 0,3498 3243,49
C01 Fgf16 27,3 27,7 28,42 | 25,45 24,92 25,21 0,5634 -1,63
C02 Fgf2 27,44 28,7 28,57 | 27,17 26,95 27,54 | 0,3605 1,85
C3 Fgf6 27,73 28,42 28,81 | 24,65 23,83 24 .4 0,0471 -5,3
C04 Fgfr3 37 37,7 0| 357 32,98 31,12 0,3891 2696,12
C05 Figf 32,6 33,3 0| 33,64 30,95 31,47 0,3440 3666,02
C06 Flt1 29,6 30,24 33,06 | 32,88 30,65 28,38 0,4878 2,58
Cc7 Fn1 32,05 33,13 0| 30,96 26,01 25,99 | 0,5278 197,18
C08 Fzd5 25,39 26,04 26,77 | 21,37 24,61 25,17 0,7002 -1,57
C09 Hgf 33,41 32,9 0| 39,31 33,51 34,04 0,2847 1434,27
C10 Hif1a 0 32,91 0| 38,39 37 36,87 | 0,0643 |55526251,41
C11 1d1 26,27 26,15 27,4 | 23,92 24,24 2466 | 0,6047 -1,55
C12 1d3 23,85 23,94 25,87 | 2517 23,4 24,3 0,3238 2,54
D01 Ifna1 25,73 25,34 26,89 | 23,49 22,46 23,08 0,3404 -2,43
D02 Ifnb1 27,01 26,92 27,74 | 25,15 24,18 24.8 0,4789 -1,76
D3 Ifng 25,35 29,87 30,67 | 30,93 26,3 25,1 0,8416 1,34
D04 Igf1 26,96 26,8 28,7| 24,72 23,96 24,3 0,3180 -2,38
D05 I11b 27,43 27,14 27,94 | 24,57 23,95 24,46 0,2473 -2,79
D06 116 27,94 27,31 28,49 | 25,77 24,95 25,72 0,5742 -1,67

continua
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Anexo F: Anadlise dos fatores angiogénicos expressos nas ratas do Grupo
Raloxifeno versus DMBA.
conclusao
Diferenca
Raloxifeno DMBA T-TEST | positiva ou
Coluna Simbolo negativa
Reacgio | Reacido | Reagdo | Reagio | Reagdo | Reagio Raloxifeno
19 2§ 3§ 1§ 2g 3§ : /DMBA
D7 Itga5 28,3 27,56 28,68| 25,05 24,75 25,42 0,3184 -2,66
D08 Itgav_predicted 27,19 25,62 27,74 13,82 24,31 24,63 0,3487 -18,81
D09 Itgb3 0 36,77 0 0 37,98 36,37 0,0822 | 34259481,94
D10 Jag1 27,7 27,46 28,49 | 24,39 23,79 24,34 0,1401 -4,04
D11 Kdr 38,05 0 0| 29,01 25,68 26,51 0,2460 140155,29
D12 Lama5 26,14 26,55 28,05| 24,46 23,96 24,84 0,1710 -2,09
EO1 Lect1 27,45 27,53 28,67| 25,7 24,24 24,44 0,1974 -3,04
EQ2 Lep 32,94 35,84 0| 36,98 34,61 34,71 0,2913 14495,66
E3 Mapk14 33,41 34,15 0 0 39,3 33,98 0,0853 3,34
EO04 Mdk 26,51 25,87 27,72 | 24,35 23,88 24,25 0,5425 -1,79
EQ05 Mmp19 predicted 24,6 23,83 25,52 | 24,33 23,34 24,04 0,4997 1,93
EO06 Mmp2 31,49 31,97 33,61 0 38,96 31,24 0,1367 8,50
E7 Mmp3 25,65 24,74 26,5| 20,85 23,1 23,17 0,3857 -2,95
EO08 Mmp9 27,96 27,31 28,89 | 22,76 24,35 24,63 0,1642 -5,44
E09 Npr1 27,26 27,54 2843 | 24,43 24,35 24,83 0,1989 -2,85
E10 Nrp1 33,06 34,8 0 0 37,68 0 0,2835 17278,22
E11 Nrp2 27,86 27,59 28,53 | 24,24 24,06 2414 0,1236 -4,44
E12 Pdgfa 27,43 27,45 30,04 | 25,39 25,02 25,33 0,1527 -2,52
FO1 Pdgfb 28,17 28,15 29,25| 25,68 25,38 25,38 0,2720 -2,54
F02 Pecam 27,27 27,48 28,61| 25,08 24,38 24,69 0,0633 -3,48
F3 Pgf 33,24 39,39 36,61| 35,25 34,19 34,43 0,302 3,54
FO4 Plau 31 38,22 34,27 | 36,35 0 undeter | 0,0019 9,67
F05 Plg 27,67 26,75 28,34 | 24,51 24,13 24,36 0,2991 -2,94
FO6 Ptgs1 27,7 27,49 28,59 | 24,86 24,48 24,99 0,2565 -2,74
F7 Serpinb5 26,08 26,09 27,14 | 23,26 24,01 24,38 0,4925 -1,81
FO08 Serpinf1 29,47 33,25 35,14 | 33,57 34,23 32,95 0,1013 6,53
F09 Sphk1 27,19 26,28 27,39 | 23,92 23,89 2414 0,3773 -2,42
F10 Tbx4 predicted 28,29 27,76 29,24 | 27,98 24,73 25,3 0,6122 -1,77
F11 Tek 31,61 36,84 35,51| 35,02 0 0 0,0068 7,09
F12 Tgfa 28,5 28,33 30,12 | 25,81 25,28 25,65 0,2175 -3,26
G01 Tgfb1 26,7 26,4 27,77 | 26,06 25,53 25,88 0,4877 1,71
G02 Tgfb2 32,39 32,92 36,37 | 32,47 31,27 32,34 0,8128 1,22
G3 Tgfb3 28,28 28,01 2947 | 27,79 24 .1 24,46 0,4008 -2,71
G04 Tgfbr1 26,37 26,51 27,72| 25,6 24,49 25,05 0,9110 -1,09
G05 Thbs4 27,15 26,82 28,3 | 24,53 24,18 24,45 0,3325 -2,38
G06 Timp1 28,38 29,06 31,47 31 29,34 29,91 0,1538 4,42
G7 Timp2 31,54 31,14 33| 30,94 27,41 27,5 0,3763 -2,99
G08 Timp3 33,76 37,4 0 0 36,1 38,48 0,2981 1434,27
G09 Tnf 32,74 32,44 34,62 | 38,17 33,21 33,75 0,1369 5,34
G10 Vegfa 31,01 38,25 0 0 38,9 37 0,2545 26493,18
G11 Vegfb 27,16 27,12 28,42 | 25,45 25,88 26,71 0,7894 -1,20
G12 Vegfc 33,09 32,65 0] 37,29 0 39,17 0,0448 7,94
HO1 Rplp1 20,47 21,01 2349| 22,18 21,61 21,91 0,1834 3,84
HO2 Hprt 26,2 26,43 28,15| 25,16 24,18 24,43 0,5906 -1,56
H3 Rpl13a 21,25 21,64 24,08 | 21,47 20,74 21,25 0,3813 1,48
HO04 Ldha 22,93 23,88 25,04 | 21,35 20,73 21,26 0,2631 -2,20
HO5 Actb 23,7 25,61 26,43| 23,6 23,01 23,36 0,9821 -1,01
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ANEXO G: Analise dos fatores angiogénicos expressos nas ratas do Grupo
Tamoxifeno versus DMBA.

T Diferenca
Tamoxifeno DMBA TEST positivg ou
Coluna Simbolo negativa
Reacgio | Reacdo | Reagdo | Reagdo | Reagdo | Reagio Tamoxifeno
19 29 39 19 29 39 P /DMBA

AO01 Angpt2 0 0 0 0 0 0 0,0006 10,31
A02 Akt1 27,72 21,17 21,22 22,24 19,97 19,88 |0,7612 1,62
A3 Angpt1 33,99 37,00 39,08 0 35,01 36,13 | 0,030 13,3
A04 Anpep 27,64 29,14 27,93 25,25 24,76 24,71 |0,9634 1,3
A05 Bai1_predicted 29,42 31,06 28,95 26,37 26,12 26,2 0,8283 -1,16
A06 Ccl2 27,94 29,46 27,05 24,48 23,91 24,23 |0,5826 -1,49
A7 Cdh5 predicted 29,17 29,04 28,68 20,39 24,91 25,26 | 0,3004 -4,22
A08 Col18a1 28,53 30,19 27,88 24,13 24,19 24,63 | 0,2967 -2,27
A09 Col4a3 28,14 28,83 27,14 24 23,56 23,92 |0,3134 -1,79
A10 Ctgf 28,27 29,84 27,4 24 .54 24,16 24,47 |0,4886 -1,68
A11 Cxcl1 28,21 22,49 27,46 23,59 22,63 23,62 |0,7168 1,51
A12 Cxcl2 28,05 29,04 27,66 20,85 24,41 24,86 |0,3896 -2,85
BO1 Cxcl9 27,38 28,84 27,12 25,11 24,33 25,14 |0,6148 1,36
B02 Ecgf1 29,72 29,83 28,11 25,83 24,57 25,15 |0,4268 -1,59
B3 Edg1 27,96 29,32 27,5 24 .45 23,83 24,08 |0,3990 -1,71
B0O4 Efna1 0 0 0 32,71 0 33,22 | 0,0966 4,3
BO5 Efna2 27,7 28,31 26,19 24 .44 23,93 24,37 |0,6535 1,34
B0O6 Efnab5 27,69 29,33 27,49 24,79 24,28 2455 |0,7754 -1,20
B7 Egf 29,2 30,36 28,41 24,37 24,44 25,05 |0,1998 -2,53
B08 Eng 29,71 31,05 29,17 25,32 24.8 25,6 0,1791 -2,58
B09 Epas1 28,19 29,94 28,06 26,82 24,39 25,01 |0,9690 1,3
B10 Ereg 27,87 29,34 27,41 24,59 24,69 25,38 |0,9615 1,3
B11 F2 28,39 29,37 28,12 24,27 24,31 25,11 10,3915 -1,62
B12 Fgf1 0 0 38,28 31,3 31,94 32,36 |0,6739 1,18
Co1 Fgf16 28,65 29,57 28,09 25,45 24,92 25,21 |0,7781 -1,16
C02 Fgf2 28,75 29,89 29,01 27,17 26,95 27,54 |0,1023 2,58
C3 Fgf6 27,92 29,04 27,45 24,65 23,83 24,4 |0,5560 -1,39
Cco4 Fgfr3 0 0 39,14 35,7 32,98 31,12 |0,2726 2,64
CO05 Figf 0 36,84 37,74 33,64 30,95 31,47 |0,6193 1,31
C06 Fit1 32,45 31,42 30,38 32,88 30,65 28,38 |0,1392 6,01
C7 Fn1 0 31,51 34,78 30,96 26,01 2599 |0,1884 -6,70
C08 Fzd5 27,01 27,38 25,98 21,37 24,61 25,17 |0,8514 1,23
C09 Hgf 0 0 36,53 39,31 33,51 34,04 |0,0027 5,86
C10 Hif1a 0 0 38,7 38,39 37 36,87 |0,0006 10,31
C11 Id1 28,56 30,01 27,54 23,92 24.24 24,66 |0,3587 -2,09
C12 I1d3 26,97 27,41 26,3 25,17 23,4 24,3 0,3501 1,70
DO1 Ifnal 27,01 28,13 26,37 23,49 22,46 23,08 |0,3697 -1,73
D02 Ifnb1 28,09 29,39 28,3 25,15 24,18 24,8 |0,5898 -1,34
D3 Ifng 28,78 26,27 27,06 30,93 26,3 25,1 0,1320 10,20
D04 Igf1 28,02 29,92 27,75 24,72 23,96 24,3 0,4169 -1,83
D05 I11b 28,14 29,42 27,48 24 .57 23,95 24,46 |0,4780 -1,57
D06 116 28,51 29,16 27,83 25,77 24,95 25,72 |0,6185 1,27
D7 Itga5 28,38 29,51 27,78 25,05 24,75 25,42 |0,8900 -1,08
D08 Itgav_predicted 27,71 27,85 25,64 13,82 24,31 24,63 |0,5053 -6,87
D09 Itgb3 0 0 39,73 0 37,98 36,37 | 0,0006 10,31

continua
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ANEXO G: Analise dos fatores angiogénicos expressos nas ratas do Grupo
Tamoxifeno versus DMBA.

conclusao
T Dif(.ar_enga
Tamoxifeno DMBA TEST posmv.a ou
Coluna Simbolo negativa
Reacdo | Reacdo | Reacdo | Reacdo | Reacdo | Reacao Tamoxifeno
19 29 39 1§ 29 39 P /DMBA
D10 Jag1 28,3 29,64 27,46 24,39 23,79 24,34 | 0,3599 -1,90
D11 Kdr 0 34,59 34,48 29,01 25,68 26,51 |0,0082 -19,12
D12 Lama5 27,52 29,09 27,41 24,46 23,96 24,84 | 0,8067 -1,16
EO1 Lect1 28,41 29,01 27,83 25,7 24,24 24,44 |0,4849 -1,38
EO2 Lep 0 0 37 36,98 34,61 34,71 |0,0005 8,82
E3 Mapk14 38,2 0 0 0 39,3 33,98 | 0,039 8,15
EO4 Mdk 27,39 28,85 27,16 24,35 23,88 24,25 |0,7523 -1,21
EO05 Mmp19 predicted 25,3 26,26 25,02 24,33 23,34 24,04 | 0,0587 3,56
E06 Mmp2 0 0 35,28 0 38,96 31,24 |0,1874 4,33
E7 Mmp3 26,73 27,86 26,37 20,85 23,1 23,17 10,3453 -2,37
EO8 Mmp9 27,66 28,76 27,52 22,76 24,35 24,63 |0,5179 -1,62
EO09 Npr1 27,97 30,13 28,05 24,43 24,35 24,83 | 0,4650 -1,76
E10 Nrp1 0 0 0 0 37,68 0 0,0006 10,31
E11 Nrp2 28,83 29,83 28,66 24,24 24,06 2414 | 0,727 -3,02
E12 Pdgfa 29,2 30,93 28,38 25,39 25,02 25,33 10,4325 -1,85
FO1 Pdgfb 28,91 29,6 27,76 25,68 25,38 25,38 |0,9137 1,06
F02 Pecam 28,72 29,84 28,51 25,08 24,38 24,69 |0,2455 -1,92
F3 Pgf 0 38,72 37,48 35,25 34,19 34,43 |0,0006 7,50
F04 Plau 0 0 0 36,35 0 0 0,0006 10,31
FO5 Plg 27,19 28,35 26,89 24,51 24,13 24,36 |0,7734 1,17
FO6 Ptgs1 28,45 29,63 27,72 24,86 24,48 24,99 | 0,6096 -1,37
F7 Serpinb5 27,29 28,13 26,82 23,26 24,01 24,38 |0,8474 -1,12
FO8 Serpinf1 0 36,58 0 33,57 34,23 32,95 |0,0296 3,86
F09 Sphk1 28,2 28,88 27,51 23,92 23,89 2414 |0,2776 -1,80
F10 Tbx4_predicted 29,11 30,3 27,71 27,98 24,73 25,3 0,874 1,26
F11 Tek 0 0 38,52 35,02 0 0 0,0006 10,31
F12 Tgfa 29,94 30,81 28,96 25,81 25,28 25,65 |0,2877 -1,94
G01 Tgfb1 27,94 25,71 27,54 26,06 25,53 25,88 | 0,0066 4,37
G02 Tgfb2 34,59 32,64 31,76 32,47 31,27 32,34 |0,0447 5,27
G3 Tgfb3 29,89 29,78 28,86 27,79 24 1 24,46 | 0,5752 -1,62
G04 Tgfbr1 28,1 28,99 27,4 25,6 24,49 25,05 |0,7492 1,19
G05 Thbs4 27,58 29,38 27,72 24,53 24,18 2445 |0,6126 -1,39
G06 Timp1 32 34,79 37,85 31 29,34 29,91 |0,7040 -1,39
G7 Timp2 33,11 33,34 31,96 30,94 27,41 27,5 0,5314 -1,77
G08 Timp3 0 0 0 0 36,1 38,48 |0,0006 10,31
G09 Tnf 0 32,85 30,41 38,17 33,21 33,75 | 0,300 24,25
G10 Vegfa 0 0 0 0 38,9 37 0,0006 10,31
G111 Vegfb 28,41 29,71 28,12 25,45 25,88 26,71 |0,5137 1,55
G12 Vegfc 0 0 0 37,29 0 39,17 |0,0006 10,31
HO1 Rplp1 24,22 26,23 25,33 22,18 21,61 21,91 | 0,9940 1,00
HO2 Hprt 27,13 27,72 26,31 25,16 24,18 24,43 |0,2474 1,87
H3 Rpl13a 24.8 25,98 24,77 21,47 20,74 21,25 |0,3838 -1,58
HO04 Ldha 36,25 26,28 24,62 21,35 20,73 21,26 | 0,2528 -17,79
HO5 Actb 27,3 2411 26,94 23,6 23,01 23,36 |0,3838 1,58
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Anexo H: Avaliagao morfoldgica e histopatolégica do Grupo 2 — Tamoxifeno

Laténcia N° Diametro Tipo Grau o/ Wi
REE (dias) tumores (cm) histolégico nuclear DHIERY Yo ldy
1 30 1 54x5 carcinorna 3 70%  75%

ductal
carcinoma o o
2 70 1 3x3 ductal 2 40% 75%
4x4
3 50 3 22x1,0  c@rchoma 3 40%  75%
ductal
0,5x0,5
carcinoma o o
4 50 1 2x1 ductal 2 40% 75%
5 40 1 2x1,5 carcinoma 2 0%  50%
ductal
6 42 1 15x1,5  carcinoma 2 10% 50%
ductal
carcinoma o o
7 40 1 1,5x 1 ductal 2 10% 50%
8 - - - - - 10% 50%
9 - - - - - 10% 50%
10 - - - - - 10% 50%
11 - - - - - 10% 30%
12 - - - - - 30% 30%
13 - - - - - 10% 30%
14 - - - - - 10% 30%
15 - - - - - 10% 30%
16 - - - - - 30% 30%
17 - - - - - 30% 30%
18 - - - - - 30% 30%
19 - - - - - 10% 30%
20 - - - - - 30% 30%
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Anexo I: Avaliagdo morfolégica e histopatolégica do Grupo 3 — Raloxifeno

Laténcia N° Diametro Tipo Grau o/ Wi
R (dias) tumores (cm) histolégico nuclear o S e
1 10% 30%
2 10% 30%
3 10% 50%
4 60 1 15x1 AP 2 30% 50%

5 - - - - - 30% 30%
6 - - - - - 30% 30%
7 - - - - - 30% 30%
8 - - - - - 30% 30%
9 - - - - - 10% 50%

10 - - - - - 10% 30%
11 - - - - - 10% 30%
12 - - - - - 30% 30%
13 - - - - - 30% 50%
14 - - - - - 30% 30%
15 - - - - - 30% 30%
16 - - - - - 30% 30%
17 46 1 2,5x2,5 Cagzigt‘;rl“a 2 30% 50%
18 60 2 12 x 19 caronoma ? 30:/0 50%
5x1,3 2 10%
19 - - - - - 10% 30%

20 - - - - - 30% 30%
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Anexo J: Meédia dos pesos das ratas nos Grupos DMBA, Tamoxifeno e

Raloxifeno.
Média DP IC
Grupo 1 — DMBA 141g 12g 129g a 153¢g
Grupo 2 - Tamoxifeno 148¢g 139 135g a 1619
Grupo 3 - Raloxifeno 148¢g 12g 136g a 160g

p<0,05
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