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RESUMO

Os biomarcadores, de uma forma geral, sdo utilizados para prever a resposta a um
determinado tratamento, permitindo assim determinar grupos bem definidos de doentes,
que podem ou ndo beneficiar de uma terapia particular. O objectivo primario das novas
drogas anti-neoplasicas é terem como alvo a inibi¢céo directa de marcadores moleculares
especificos expressos em células tumorais, de forma a melhorar as taxas de cura do
cancro e a reduzir a citotoxicidade nas células normais. Recentes avancos na area da
biologia molecular facilitaram a identificacdo de marcadores tumorais, que nao sé
predizem o progndstico e a resposta terapéutica, como podem eles proprios funcionar

também como alvos terapéuticos.

O Trastuzumab, por exemplo, é um anticorpo monoclonal desenhado para tratar um
determinado tipo de cancro da mama, cujas células tumorais sobre-expressam o fator de
crescimento epidérmico humano de tipo 2 (HER2). No entanto, apesar da sua eficacia
inicial, a resisténcia adquirida ao Trastuzumab desenvolve-se na maioria das pacientes
com cancro da mama metastatico, e um grande nimero nem nunca respondem,
demonstrando resisténcia primaria. Recentemente foi sugerido que niveis baixos de
expressdo da fosfatase PTEN podem resultar numa fosforilacdo aumentada da PI3K/AKkt
e consequente sinalizacdo, assim como num bloqueio do efeito anti-proliferativo
mediado pelo Trastuzumab. Alias, tem sido demonstrado que pacientes com tumores
deficientes em PTEN e com sobre-expressdo de HER2 respondem pior a terapia com
Trastuzumab. Em termos clinicos, a descoberta de que a expressdo ou ndo de PTEN
pode determinar a resposta dos tumores aos inibidores tirosina cinase é de extrema
importancia, ndo s6 porque ira permitir uma melhor selecdo das pacientes, como

também tera um efeito direto nos servigos de salde.

Neste trabalho, verificou-se uma associacdo estatisticamente significativa entre a
expressdo proteica do PTEN numa série de carcinomas invasivos de mama com HER2
positivo e as taxas de resposta das pacientes tratadas com Trastuzumab. Demonstrou-se
que a expressdo negativa ou reduzida do PTEN esta significativamente associada a
positividade dos ganglios linfaticos, assim como a progressdo da doenca apds

tratamento.
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Curiosamente verificAmos ainda que alguns casos apresentaram marcacdo nuclear
intensa do PTEN, estando esta associada a expressao normal do PTEN no citoplasma,
assim como a sua auséncia estava associada a metastizagdo ganglionar. Identificou-se
ainda que a delecdo do gene PTEN pode ser responsavel pela perda de expressdo do

PTEN em alguns dos casos analisados.

Com base nestes resultados, podemos concluir que a expressao do PTEN pode
selecionar os doentes que irdo responder ou ndo a terapia com Trastuzumab nos tumores

de mama que sobre-expressam HER2.,

IV



ABSTRACT

Biomarkers are used to predict the treatment response, allowing the selection of well-
defined groups of patients who can benefit or not from a particular therapy. The primary
objective of the new anti-neoplastic drugs is to target and inhibit specific molecular
markers in tumor cells, in order to improve cancer treatment and to reduce cytotoxicity
in normal cells. Recent progress in the area of molecular biology turned easier the
identification of tumor markers that not only predict the prognosis and the therapeutic
response, but can also work themselves as therapeutic targets.

Trastuzumab, for example, is a monoclonal antibody designed to treat a specific type
of breast cancer, which tumor cells over express the human epidermic growth factor
receptor type 2 (HER2). However, despite initial efficacy, the acquired resistance to
Trastuzumab develops in most of the patients with metastatic breast cancer, and some
cases have primary resistance. Recently, it has been suggested that low levels of
expression of the phosphatase PTEN can increase the phosphorylation of PI3K/Akt
pathway and consequent signaling, as well as in a blockade of the anti-proliferative
effect mediated by Trastuzumab. Indeed, it has been demonstrated that patients with
PTEN defective tumors and with HER2 over expression respond worse to the therapy
with Trastuzumab. In clinical terms, the discovery that PTEN expression will be able to
determine tumor response to tyrosine kinase inhibitors is of extreme importance, not
only because it will allow a better selection of patients, but also to an effect in the health

services.

In the present work, we found a statistically significant association between PTEN
expression in a series of invasive breast carcinomas with HER2 over expression and the
rates of response of patients treated with Trastuzumab. We demonstrated that negative
or reduced PTEN expression is associated with lymph node metastasis, as well as with
disease progression after treatment. We still identified that PTEN gene deletion can be
responsible for the loss of PTEN expression in some of the analyzed cases. Curiously,
we also demonstrated that, in some cases, there was PTEN strong nuclear expression,
which was associated to normal PTEN cytoplasmic expression, as well as with negative

lymph node invasion.



Based on these results, we can conclude that PTEN expression can select the breast
cancer patients that will benefit from Trastuzumab treatment in the HER2 over

expressing tumors.
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INTRODUCAO

Anatomia e desenvolvimento normal da mama

Ao contrario da maior parte dos 6rgaos do corpo humano, a mama humana nao
se encontra totalmente desenvolvida aquando do nascimento. O seu desenvolvimento
inicia-se na embridgénese, evoluindo na puberdade, onde ocorre ramifica¢do do sistema
ductal, estando este dependente de elevados niveis de estrogénio. A maturacdo da
glandula maméria s6 € atingida no final da gravidez e lactacdo, tendo a influéncia
hormonal um papel preponderante. Apés esta fase, os l6bulos regridem até uma
estrutura semelhante a da mama antes da gravidez, acabando, na menopausa por se

assemelhar a glandula mamaria no inicio do desenvolvimento.

" ESTROMA INTERLOBULAR

_ INTRALOBULAR . -

Figura 1.A) Representacéo esquematica de uma sec¢do de mama normal, evidenciando as principais
estruturas anatémicas B) Corte histol6gico de um ducto mamario maduro, composto por acinos rodeados
por tecido conjuntivo intralobular. Adaptado de: http:// anatpat. unicamp. br/Dscn5500++. jpg
www.clinimater.com.br/images/anat_mama. jpg (Anatpat-Unicamp 2000).

Na mama normal, os ductos e os l6bulos sdo revestidos por dois tipos de células
de origem epitelial: as células epiteliais/luminais e as células mioepiteliais. As primeiras
encontram-se na camada interna, junto ao lumen dos ductos e l6bulos e sdo
responsaveis pela producdo de leite. As células mioepiteliais estdo em contato com a
membrana basal e tem funcdo estrutural de suporte e manutencdo das estruturas normais
da mama, bem como contratilidade. Alem destas células, tém sido descritos outros tipos

de células, como as células pluripotentes da mama e células progenitoras, que possuem


http://www.clinimater.com.br/images/anat_mama

um programa de diferenciacdo previamente definido, sendo responsaveis pela

regeneracdo da glandula mamaria.

A mama adulta consiste numa rede de ductos com origem no mamilo, que se
ramificam até a formagdo de ductos terminais. Ao conjunto de cada ducto terminal e
seus &cinos, da-se o nome de Unidade Ducto-Lobular Terminal (UDLT), que é
considerada a unidade funcional da mama (Figura 1). O estroma interlobular da
glandula mamaria é essencialmente constituido tecido conjuntivo fibroso denso e tecido
adiposo, enquanto que os lébulos sdo revestidos por um estroma especifico do tecido
mamario, que responde a estimulos hormonais e que se carateriza pela presenca de
linfécitos, designado de estroma intralobular. A maior parte das lesGes hiperplasicas e
neoplasicas da mama tem origem na UDLT, uma vez que € nesta regido que se
observam mais frequentemente as alteracGes histopatologicas caracteristicas destas

lesBes (Kumar et al. 2005).

O crescimento e desenvolvimento normais da mama sdo regulados por uma
interacdo complexa de varios fatores hormonais e de crescimento. Entre estes fatores
encontram-se hormonas e fatores de crescimento segregados pelas préprias células
mamarias e hormonas e fatores de crescimento produzidas por células estromais que
assumem um controlo paracrino das células epiteliais mamarias. Os estrogenios, a
progesterona, os andrégenios, os glucocorticoides, aprolatina, as hormonas tirdideias, e
ainsulina sdo exemplos destes elementos reguladores (Fowble et al. 1994; Haas et al.
1998).

Cancro da mama

O cancro da mama apresenta etiologia multifatorial e envolve elementos da dieta
alimentar, fatores hormonais e da vida reprodutiva, além da histdria familiar, de lesdes

benignas da mama diagnosticadas previamente e da exposicdo a radiacdo ionizante.

Dados epidemioldgicos mostram uma associa¢do clara entre a incidéncia do
cancro da mama nos paises ocidentais e o estilo de vida destes paises, com uma dieta
altamente caldrica, rica em gordura e proteina animal, aliada a falta de exercicio fisico.
Em estudos realizados em paises onde a ingestao de carne € diferente em niveis distintos

da populagdo, um maior risco estava associado & maior ingestdo de carne,



principalmente carne vermelha. Os fatores hormonais, associados & vida reprodutiva ou
ao uso de hormonas exdgenas, tém sido considerados importantes fatores de risco para o
desenvolvimento do cancro da mama, que ocorre mais frequentemente em mulheres
com menarca precoce, nuliparas ou com idade avancada no primeiro parto, infertilidade

e menopausa tardia.

No cancro da mama, 0s sintomas dependem da lesdo estar restrita @ mama ou ter
metastizado para os tecidos adjacentes ou outros 6rgdos, sendo os locais mais frequentes
de metéastase a pele, os ganglios linfaticos, a mama contralateral, 0ssos, pulmdes, figado

e sistema nervoso central.

O cancro de mama € o tipo mais comum de cancro entre as mulheres nos EUA e
é a segunda principal causa de morte por cancro em mulheres, depois do cancro do
pulméo. Na Uni&o Europeia, o cancro da mama é de longe a forma mais incidente de
cancro em mulheres, com uma estimativa de 429.000 casos diagnosticados (28.9% de
toda a incidéncia de casos em mulheres) (Ferlay et al. 2007). Em Portugal, ha registo de
cerca de 5200 novos casos de cancro da mama anualmente, sendo ainda a principal
causa de morte em mulheres (Ferlay et al. 2007). O risco de desenvolver cancro da
mama €& menor no continente africano e asiatico, incluindo o Japdo, onde a
probabilidade de uma mulher ter cancro da mama antes de atingir os 75 anos de idade é
cerca de 1/3 da observada nos paises ocidentais mais desenvolvidos economicamente
(Tavassoli e Devilee 2003).

Apesar do crescente aumento das taxas de incidéncia, as taxas de mortalidade
tém sofrido um declinio desde a década de 80. O prognostico do cancro da mama €
favoravel quando detetado em estadios precoces e 0s recentes avangos nas técnicas
imagioldgicas de detecdo de lesbes mamarias ndo palpaveis, bem como a utilizacdo de
esquemas quimioterapicos mais eficientes e terapia hormonal adjuvante, contribuiram
para a melhora significativa da sobrevida em mulheres com cancro da mama (Baselga e
Norton 2002; Tavassoli e Devilee 2003).

Lesdes da mama devem ser avaliadas de forma multidisciplinar e, atualmente,
esta avaliacdo pode ser feita através do teste triplo, que inclui exame fisico,exames de
imagem (mamografia e/ou ecografia) e amostra do tecido,seja por puncgao aspirativa por

agulha fina (PAAF) ou por biopsia por agulha grossa (BAG). O rastreio mamogréafico e
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o maior nivel de informacdo da populacéo tém possibilitado o diagnéstico do cancro da
mama em estadios mais precoces, antes de apresentar metéstases para os ganglios
linfaticos regionais e, muitas vezes, em estadios ndo invasivos, 0 que representa maiores

possibilidades de controlo clinico da doenca, com melhoria das curvas de sobrevida.

A maioria dos carcinomas da mama, independentemente do seu padréo
morfoldgico, parece ter uma origem comum nas células epiteliais da unidade ducto
lobular terminal (UDLT). Embora a progressdo bioldgica destas neoplasias ainda nao
esteja completamente esclarecida, no que diz respeito aos carcinomas ductais, grande
parte dos estudos clinico-patoldgicos e moleculares parece apontar para uma progressao
a partir das lesdes intraductias com atipia ou dos carcinomas in situ (Schmitt 1995;
Schmitt e Andrade 1995; Schmitt et al. 1995). Os carcinomas da mama, enguanto
confinados ao interior das estruturas ductais- lobulares sdo denominados carcinomas in
situ ou intradutais. Quando a proliferacdo de células epiteliais ultrapassa a membrana
basal e invade o estroma, passam a ser chamados de carcinomas invasivos. O carcinoma
ductal invasivo (CDI) representa o tipo histologico mais frequente, representandocerca
de 40 a 75% dos casos nas séries de carcinomas de mama publicadas (Tavassoli e
Devilee 2003).

As modalidades tradicionais para o tratamento do cancro da mama incluem
cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapia hormonal e, embora estas modalidades,
isoladas ou em combinacgdes, sejam efetivas na maior parte das doentes, na grande
maioria das vezes as carateristicas clinicas, anatomo-patologicas e a expressao de alguns
marcadores moleculares podem indicar o provavel comportamento bioldgico de uma
neoplasia, e, desta forma, colaborar para um tratamento mais adequado desde o
diagndstico inicial da doenca, ou ainda prever a resposta das diferentes neoplasias aos
agentes terapéuticos existentes. Com base nestes dados, é possivel reconhecer trés tipos
de indicadores de comportamento bioldgico das neoplasias: os fatores de progndstico,
que devem ser capazes de prever o comportamento da neoplasia desde 0 momento do
diagnodstico; os fatores preditivos, capazes de indicar a capacidade de resposta da
neoplasia aos diversos agentes terapéuticos; e os fatores considerados alvos, reais ou

potenciais, para terapia especifica.



O envolvimento dos géanglios linfaticos é o fator de prognostico do cancro da
mama com maior impato, sendo relevante a presenca de metastases, bem como, o
namero de ganglios envolvidos. A presenca de metastases nos ganglios linfaticos esta
associada a uma reducdo da sobrevida aos 10 anos. Estudos com um elevado niumero de
pacientes tém vindo a associar uma pequena reducdo da sobrevida e tempo livre de
doenca a existéncia de micrometastases; no entanto, o seu significado clinico, bem
como ode células tumorais isoladas nos ganglios linfaticos, ainda é controverso (Filho
2006). O tamanho do tumor constitui um outro importante fator de prognéstico
independente sendo que, quanto maior o tamanho do tumor, maior a probabilidade de
surgirem clones com capacidade de metastizacdo e, consequentemente, pior o
progndstico. Tumores maiores que 3 centimetros apresentam taxa de recidiva elevada e

requerem terapia adjuvante (Elston e Ellis 2002).

O grau histologico consiste num sistema de pontuacdo que divide os tumores em
trés graus distintos, tendo em consideracdo a sua arquitetura tubular, pleomorfismo
nuclear e indice mitdtico: Grau | bem diferenciado, Grau Il moderadamente
diferenciado e Grau Il pouco diferenciado. Um grau histologico superior corresponde a
um pior prognostico. Este fator progndstico tem uma correlacdo significativa com a

sobrevida e com o tempo livre da doenca (Elston e Ellis 2002).

Os Receptores de estrogénio (RE) e de progesterona (RP), para além de serem
indicadores da diferenciacdo dos tumores, constituem um importante fator preditivo. Os
tumores hormonais dependentes, positivos para os dois recetores, representam cerca de
80% do total de tumores da mama e estdo associados a uma lenta progressdo, boa
diferenciacdo e melhor progndéstico. Foi demonstrado que casos RE positivos/ RP
positivos respondem melhor ao Tamoxifeno, especialmente em recidivas, enquanto que
casos RE positivos/ RP negativos desenvolvem mais facilmente resisténcia a este anti-
estrogénio (Reis-Filho et al. 2006).

O HER2 € um recetor tirosina—cinase que, devido a uma significante homologia
estrutural, pertence a familia do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR),
constituida por EGFR ( HER1), HER2, HER3 e HER4 (figura 2). Cada um destes
receptores de supreficie é codificado por um gene especifico e constituido por dois

dominios extracelulares especificos e constituido por dois dominios extracelulares



especificos, um dominio transmenbranar, e um dominio intracelular com homologia a

proteinas tirosina-cinases (Citri et al. 2003; Stern 2003).

Dominio extra-
celular: rico em
cisteina

™

Dominio da

actividade tirosina-
cinase

EGFR ErbB2/newHER2 ErbB3 ErbB4

Figura 2. Representacio esquematica da familia dos receptores do EGFR -receptores

tirosina-cinase transmenbranares do tipo I. A superfamilia consiste no EGFR, HER2/ErbB-2,
HER3/ErbB-3 e HER4/ErbB4. Cada receptor contém dois dominios ricos em cisteina (CRD) na por¢éo
extra-celular, uma regido transmenbranar e um dominio intracelular com atividade tirosina-cinase.
Adaptado e traduzido de “New perspectives on anti-HER2/neu therapeutics “ (Zhang et al. 2000).

O HER2 encontra-se sobre- expresso em cerca de 40 a 60% de carcinomas
ductais in situ e em 15 a 30% dos carcinomas invasivos da mama (ductais na maioria),
sendo que em 90% dos casos a sobre-expressdo é causada por amplificacdo genica
(Bankfalvi et al. 2000). Mutacdes pontuais e outras alteracdes cromdssomicas sao raras.
Nos trabalhos iniciais de Lamon e colaboradores (1987), o HER2 foi apontado como
fator de prognostico independente , com a utilizacdo de 189 amostras tumorais e a
técnica de Southern Blot para avaliacdo da amplificacdo do gene HER2 (Slamon et al.
1987). Estudos posteriores mostraram a associacdo quase invaridvel da sobre-
expressdo/amplificacdo do HER2 a outros fatores de prognostico adverso, entre eles o
comprometimento dos ganglios linfaticos, tamanho do tumor, elevado grau histoldgico,
idade avancada e auséncia de expressdo de receptores hormonais, impedindo a sua

classificagdo como fator independente de progndstico. De qualquer forma, o HER2



parece correlacionar-se com o comportamento agressivo da neoplasia e menor tempo de
sobrevida total livre de doenca (Carr et al. 2000; Schnitt 2001).

Além do seu valor como fator progndstico, discute-se o papel do HER2 como
fator preditivo a resposta de determinados agentes quimioterapicos (Piccart et al. 2000;
Schnitt 2001).

O cancro da mama € assim uma doenca heterogénea pois, apesar de o resultado
clinico poder ser previsto devido a determinados indicadores de progndstico classicos,
ha uma percentagem de casos que se comportam de forma inesperada, mesmo se 0S
parametros clinicos e patoldgicos indiquem o contrério (Tavassoli e Devilee 2003). Os
estudos de perfis de expressdo génica, usando a tecnologia de cDNA microarrays,
levaram a uma melhor compreenséo celular e molecular desta doenca, fornecendo os téo
conhecidos “retratos moleculares” dos carcinomas da mama (Sgrlie et al. 2001), que
permitem o reconhecimento de trés grupos principais: 1) um grupo de tumores com
caracteristicas das celulas luminais; 2) um grupo de tumores com fénotipo basal (e/ou

mioepitelial); e 3) um grupo de tumores que sobre-expressam o oncogene HER2.

Os tumores com um fenotipo luminal estdo associados com um melhor
prognostico e expressam CK8/18, CK19, bem como um conjunto de factores de
transcricdo que incluem o Receptor de Estrogénio (RE), prevendo assim a resposta a
terapias hormonais, como o tamoxifeno e os inibidores de aromatase (Serlie et al.
2001). Os tumores do tipo basal sdo caracteristicamente negativos para RE e HER2 e
expressam marcadores de tipo basal, como CK5, CK14, CK17, P-caderina e EGFR
(Reis-Filho et al. 2006). Os carcinomas da mama do tipo basal sdo relatados como tendo
um comportamento clinico mais agressivo (Katz et al. 2007) e ndo possuem um alvo

terapéutico especifico (Harris et al. 2007).

Os tumores que sobre-expressam HER?2 representam 15 a 30% dos carcinomas
da mama; estes estdo normalmente associados a falta ou a expressdo reduzida de RE,
estando ainda relacionados a um comportamento biol6gico agressivo e com maior
propensdo para metastizar a distancia, sobretudo para o sistema nervoso central
(Stemmler e Heinemann 2008). Apesar dos carcinomas com sobre-expressdao de HER2
serem classificados como um grupo independente, esta classificacdo ndo é baseada na

diferenciagcéo celular como acontece com os outros dois grupos, mas provavelmente



apenas na existéncia de uma terapia especifica para estes tumores: o anticorpo

monoclonal Trastuzumab.

A aprovacdo do Tratuzumab para utilizagdo em doentes com cancro da mama
metastatico, fez com que o proto-oncogene HER2 passasse a desempenhar um papel

central entre os marcadores moleculares estudados no cancro da mama.

HER?2 e Trastuzumab

Recentes avangos no estudo das alteragdes moleculares e genéticas, subjacentes
ao desenvolvimento e progressdao do cancro da mama, iniciaram uma mudanga nos

esquemas terapéuticos, resultantes da identificacdo de alvos moleculares especificos.

Os receptores hormonais foram os pioneiros entre os marcadores bioldgicos na
era da terapia especifica e, atualmente, a terapia hormonal € utilizada em doentes com
cancro da mama, cujas células neoplasicas apresentam expressao imuno-histoquimica
para receptores de estrogénio e/ou progesterona. O Tamoxifeno é o agente terapéutico
de uso mais difundido para estas doentes, ligando-se ao mesmo local de ligacdo do
estradiol, agindo de forma competitiva nos receptores de estrogénio e inibindo o

crescimento celular dependente dos estrogénios (Schiff et al. 2003).

Mais recentemente, 0s receptores tirosina —cinase (RTC) surgem como
potenciais alvos terapéuticos, com o aparecimento de moléculas com funcgéo inibidora
da sua actividade enzimatica e/ou de anticorpos monoclonais. Estes ligam-se ao
dominio extracelular de alguns receptores, agindo por competi¢cdo com o ligando ou por

alteracdo da conformacéo da estrutura do proprio receptor.

O factor de crescimento epidérmico humano do tipo 2 (HER2 ou ErbB-2)
(proto-oncogene localizado no cromossoma 17) esta sobre-expresso em cerca de 15% a
30% dos carcinomas invasivos da mama (Nagata et al. 2004). Os receptores dos factores
de crescimento epidérmicos humanos (ErbB-1, ErbB-2, ErbB-3 e ErbB-4) sdo
receptores transmembranares, com actividade tirosina cinase e homologia parcial que,
em condi¢Ges normais, regulam o crescimento celular, apoptose, adesdo, migragédo e

diferenciacdo, bem como outras respostas celulares. Cada um destes receptores é



constituido por um dominio extracelular de ligacdo, um segmento transmembranar
lipofilico e um dominio intracelular funcional tirosina cinase (presente em todos os
receptores, a excep¢do do ErbB-3). Os dominios tirosina cinase sdo normalmente
activados por homo ou heterodimerizagéo induzida pela acgédo de um ligando.

O receptor ErbB2/HER2 estd intimamente relacionado com a proliferacéo
celular, através da via RAS-MAPK. O HER2 também esta implicado na inibicdo da
apoptose, atraves da via fosfatidilinositol-3-cinase/proteina cinase mitogénica activada
(PI3K/AKT/mTOR).

O HER2 tem a particularidade de ndo possuir um ligando conhecido, razdo pela
qual a sua activacdo depende de um processo de heterodimerizagdo em situagoes
normais e patologicas, podendo também ocorrer por homodimerizagdo em casos de

sobre-expressdo/amplificacdo génica (Figura 3).

Fact‘or de
HER1/HER3/HER4 } e ::':uzgaﬁo /
s %ﬂﬂlﬁﬂ'ﬁﬂlﬁﬂl‘ﬂﬂﬁﬁﬁmﬂ? AT
Actividade Tirsoina-
Transdugdodo cinase
sinal para o i
e e ]
Citoplasma — Niicleo
4
Activacdo Génica

Figura 3. Estrutura esquemética da sinalizacdo mediada pelo receptor membranar HER2. O Her2 é
activados por homo ou heterodimerizacdo induzida pela accdo de um ligando (fator de crescimento)
provocando a ativagdo da cascata de sinaliza¢do da tirosina-cinase e consequentemente a activacdo génica

(sobre-expressdo/amplificacdo). Adaptado e traduzido de: http://www.roche.pt/files/image/her2/fig02.jpg

(Roche Farmacéutica Quimica).
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Atualmente é recomendada a determinacdo do status do HER2 em todos os
carcinomas da mama, uma vez que esta informagdo fornece dados fundamentais, com
importancia progndstica e terapéutica. A expressdo do HER?2 associa-se a uma reducgao
do periodo livre de doenca, bem como a resposta a determinados agentes
quimioterapicos (Slamon et al. 1987). Em 90% dos casos, a sobre-expressdo do
receptorHER2 deve-se a amplificacdo génica (Cotran et al. 2005), podendo esta ser
detectada através de imuno-histoquimica (IHQ), estudando a expressdo da proteina
HER2,0u através de hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH), estudando o nimero
de copias do gene HER2/neu (Park e Davidson 2007) (Figura 4).

HER 2/neu- Amplificagdo

NORMAL AMPLIFICACAO

HER2
mARN

HER2 ADN
n® cépias do gene

transcrigdo ARN
expressdo receptor

Figura 4. Representacdo esquematica da amplificacdo do gene HER2. Nas células normais existem duas
copias do gene HER?2 e, nas células com amplificacdo génica do HER2 ha um ndmero elevado de cdpias
do gene que é expresso pelo receptor na membrana citoplasmatica das células. Adaptado e traduzido de

http://www.medscape.org/viewarticle/421097_4 (Uhlenhopp).

A sobre-expressao do receptor HER2 confere uma resisténcia aumentada a
terapia hormonal, a alguns quimioterapicos, a radiacdo gama, e a algumas citoquinas
(Wolff et al. 2006), indicando assim também uma associacdo com um potencial
metastatico aumentado (Singer et al. 2008). O estudo do receptor HER2 conduziu ao
desenvolvimento, na Gltima década, de terapias dirigidas com elevada efectividade no

tratamento do cancro da mama, sendo um desses exemplos o Trastuzumab, que foi 0
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primeiro farmaco aplicado com sucesso no tratamento deste tipo de tumores (Hall e
Cameron 2009), permitindo um melhor prognostico no tratamento das doentes.

O Trastuzumab (ou Herceptin), um anticorpo monoclonal humanizado
recombinante anti-HER2, foi aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) em
Setembro de 1998, para tratamento do carcinoma da mama metastatico, em associa¢éo
com o paclitaxel. Posteriormente, em 2005, recebeu a aprovacdo como tratamento
adjuvante do carcinoma da mama com sobre-expressdo de HER2, com evidente
beneficio na manutencdo do tratamento durante 1 ano. Numa fase inicial, foram
realizados alguns estudos com o Trastuzumab administrado em concomitancia com
antraciclinas, o que se concluiu ndo ser praticavel, devido ao risco aumentado de

cardiotoxicidade.

Os estudos clinicos realizados na ultima decada tém estabelecido que os
inibidores de tirosina cinases sdo seguros e terapeuticamente activos, fazendo parte do
esquema padrdo para determinados tipos especificos de tumores, como é o caso do
Trastuzumab para os carcinomas da mama com sobre-expressdo de HER2, Erlotinib e
Cetuximab para o cancro do pulmdo e colon com mutacdes do EGFR, Imatinib e
Sunitinib para GISTs e carcinomas do rim metastaticos com mutag6es activadoras do c-
KIT e PDGFRa.

No entanto, apesar do Trastuzumab ser um excelente modelo de tratamento
desenhado para um determinado tipo de cancro da mama “alvo”, este estd associado
actualmente com menos de 35% de resposta quando utilizado em monoterapia (Lan et
al. 2005). Estas taxas de resposta estdo directamente dependentes da seleccdo das
pacientes (Braga et al. 2006). Actualmente, os parametros de eleicdo para o tratamento
com Trastuzumab sdo a imuno-histoquimica (IHC) para 0 HER2 com um score de 3+,
e/ou a amplificacdo génica medida por hibridizacdo in situ (ISH). Um score de 2+ por
IHC ou resultados equivocos de IHC requerem sempre confirmacdo do namero de
cépias do gene HER2 por ISH (Milanezi et al. 2008).
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Mecanismo de Accdo do Trastuzumab

Os mecanismos pelos quais o Trastuzumab induz a regressdo dos tumores com
sobre-expressdo de HER2 continuam por esclarecer; no entanto, sdo ja conhecidos
alguns mecanismos que podem justificar a sua acc¢do (Figura 5) (Montemurro et al.
2004):

1) O Trastuzumab diminui a sinalizacdo mediada pelo HER?2 através das cascatas PI3K
e MAPK. A reducdo da sinalizacdo através destas vias induz a expressdo do inibidor da
cinase dependente da ciclina (p27 kipl), que promove a interrupcdo do ciclo celular e a
inducédo de apoptose.

2) O farmaco rapidamente dissocia a tirosina cinase (Src) do HER2, reduzindo a
actividade da primeira,de tal forma que o PTEN (phosphatase and tensin homolog
deleted on chromossome ten) é desfosforilado e translocado para a membrana

plasmatica, provocando a inibicdo das vias subsequentes (AKT e mTOR).

3) A eficacia do Trastuzumab pode também ser altamente dependente da sua capacidade
de induzir uma resposta imunoldgica. Os anticorpos que tém como alvo o HER2
promovem a apoptose em multiplas linhas celulares de carcinoma da mama através da

citotoxicidade que é provocada.

4) O Trastuzumab actua também através da inibicdo da angiogénese, provocando uma
diminuicdo da densidade de microvasos in vivo e reducdo da migracdo endotelial in vitro. Esta
accdo é potenciada pelo sinergismo evidente entre o trastuzumab e alguns quimioterapicos,

Ccomo 0s taxanos.
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Figura 5. Representacdo esquematica do mecanismos de accdo do Trastuzumab. Adaptado e traduzido
de “Proposed mechanisms of action of Herceptin (trastuzumab)” (Nahta e Esteva 2006).

Mecanismos de Resisténcia ao Trastuzumab

Apesar da elevada eficécia inicial do Trastuzumab, tém sido descritos casos de
resisténcia a este farmaco (Milanezi et al. 2008). A resisténcia adquirida ao
Trastuzumab desenvolve-se na maioria das doentes com cancro da mama metastatico, e
um grande ndmero nem nunca responde, demonstrando mesmo resisténcia primaria
(Nahta et al. 2006). Estudos in vitro tém demonstrado que a resisténcia ao Trastuzumab
parece estar associada com a expressdo aumentada da glicoproteina membranar MUC4,
que se liga ao HER?2, inibindo assim a ligacdo do Trastuzumab (Nagy et al. 2005). A
sinalizacdo aumentada do receptor do factor de crescimento insulina-like (IGF-IR)

também reduz o efeito anti-proliferativo mediado pelo Trastuzumab em células de
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cancro da mama com sobre-expresséo de HER2 (Harris et al. 2007). Scaltriti e
colaboradores demonstraram ainda, numa série de pacientes com cancro da mama
avancado positivo para HER2 e tratados com Trastuzumab, que a presenca de p95HER?2
(forma truncada do receptor) estava também associada com resisténcia clinica ao
Trastuzumab, enquanto que tumores com a expressao do receptor completo exibiam

uma taxa de resposta elevada a este tratamento (Scaltriti et al. 2007).

O HER2 esta ainda sujeito a um tipo de regulacdo adicional, mediada por
chaperones moleculares, particularmente a proteina Hsp90. O papel da Hsp90 na
regulacdo do HER2 tem sido atribuido principalmente a estabilizacdo do receptor na
superficie da célula, uma vez que a inibi¢do da fungdo da Hsp90 resulta na degradagédo
do receptor e dos seus efectores, bloqueando o crescimento das células tumorais. Esta
dependéncia do HER2 da presenca de Hsp90 tem sido descrita como mais um

mecanismo alternativo de resisténcia ao Trastuzumab (Citri et al. 2006).

Nagata e colaboradores demonstraram ainda um papel da via PI3K/Akt na
resiténcia ao Trastuzumab, uma vez que sugeriram que niveis baixos da fosfatase PTEN
resultavam numa fosforilacdo aumentada da PI3K/AKkt e consequente sinalizagédo, assim
como num bloqueio do efeito anti-proliferativo mediado pelo Trastuzumab. Alias, tem
sido demonstrado que pacientes com tumores deficientes em PTEN e com sobre-
expressdo de HER2 respondem pior a terapia com Trastuzumab (Nagata et al. 2004).
Mutac6es na subunidade catalitica p110a (PI3KCA) da PI3K ou a amplifica¢ao génica
da regido 3926 podem ainda interferir com as taxas de resposta ao Trastuzumab,
sugerindo que a combinacdo de Trastuzumab com inibidores da via de sinalizacdo da
PI3K pode vir a ser uma estratégia prometedora para reverter o fendmeno de resisténcia

ao Trastuzumab (Pérez-Tenorio et al. 2007).

PTEN e Resposta ao Trastuzumab

Conforme descrito acima, niveis baixos da fosfatase PTEN estdo associados a
resisténcia ao Trastuzumab. Uma das causas para esta diminuicdo do PTEN é a delecao
do gene localizado no cromossoma 10g23 (Jacobs et al. 1999, Montemurro, 2004 #13;
Kokubo et al. 2005; Modi et al. 2005; Razis et al. 2008; Sengupta et al. 2008), por perda
de heterozigotia ou hipermetilagdo do promotor do gene codificante (Depowski et al.
2001; Razis et al. 2008). A perda da proteina PTEN pode ser detectada em cerca de 5%
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a 30% dos casos de cancro da mama (Kokubo et al. 2005; Nagata et al. 2004), e a
delecéo do seu gene codificante leva ao aumento da expresséo e actividade das vias
PI3K e Akt (Abbott et al. 2003, Citri, 2003 #4), que tem por consequéncia a activacao
da proliferagdo celular e supressdo da apoptose, respectivamente (Razis et al. 2008;

Stemmler e Heinemann 2008) (Figura 6).

Papel do PTEN% e Resisténcia
ao Trastuzumab

PTEN Presente PTEN Ausente

o

i pA

- J'-‘

Inibidores mTOR —il"

Supressdo Tumerigénse e Resisténcia
Tumoral ao Trastuzumab

Figura 6. Representacdo esquematica da perda do PTEN e resisténcia ao Trastuzumab. A delecdo do
gene PTEN leva ao aumento da expressdo e actividade das vias de sinalizacéo, activando a proliferacdo
celular e a supressdo da apoptose (tumorigénese). Adaptado e traduzido de: http://www.google.pt/search
resistance trastuzumab,HER2.

Relativamente a préatica clinica, a descoberta de que tumores com ou sem
expressdo de PTEN pode determinar a resposta aos inibidores de tirosina cinase € de
extrema importancia, ndo s6 porque ira permitir uma melhor seleccdo das pacientes,
como também terd um efeito directo nos servicos de salde. A delecdo do PTEN pode
ser estudada através de diversas técnicas, como a Imuno-histoquimica (IHQ) e a

Hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) (Petrocelli e Slingerland 2001).

O PTEN é um gene supressor tumoral localizado no cromossoma 10 (banda
cromossomica 10023.33) (Figura 7). Este gene codifica uma fosfatase com dupla
funcdo, fundamental na inibicdo da migracdo celular, disseminagdo e adesdo focal

celular. Varias neoplasias, incluindo o carcinoma da mama, apresentam mutacfes ao
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nivel deste gene; no entanto, o papel destas alteracbes na carcinogénese, bem como no
progndstico deste tipo de neoplasias, estd ainda por esclarecer (Abbott et al. 2003;
Kokubo et al. 2005; Razis et al. 2008; Verhagen et al. 2006).
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Figura 7. Representacdo esquematica da localizagdo cromossémica do gene PTEN, que se situa no brago
longo do cromossoma 10 (10g23).

Adaptado de: http://ghr.nIm.nih.gov/dynamiclmages/chromomap/PTEN.jpeg. (Medicine 2007).

A perda de funcdo do PTEN pode funcionar como preditivo de resisténcia a terapéutica
com Trastuzumab. Actualmente sabe-se que a reducdo da expressdao do PTEN confere uma
resisténcia tumoral ao Trastuzumab em xenografos (Nagata et al. 2004) . Este facto pode ter um
impacto directo no tratamento de doentes com carcinoma da mama com perda de funcdo do

PTEN. A via PI3K pode ser uma das alternativas para contornar esta resisténcia (Citri et al.
2003).

Numa fase gque se torna fundamental personalizar cada vez mais as terapéuticas dos pacientes o
mais precocemente possivel, é importante determinar quais destes beneficiardo de cada um dos
varios tratamentos disponiveis. Esta determinag&o trara ganhos para as proprias doentes e para
os clinicos, assim como beneficios econémicos.
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OBJETIVOS

O objetivo principal do nosso trabalho foi estudar e validar se a perda de expressao do
PTEN constitui um possivel mecanismo de resisténcia ao Trastuzumab em carcinomas
invasivos da mama com sobre-expressao de HER2,utilizando uma série de tumores da
mama que temos vindo a construir em parceria com o servico de Anatomia Patoldgica

do Hospital de S&o Jodo (HSJ), Porto, Portugal.

Para atingir este objetivo propomos:

e Estudar a expressaio do PTEN por Imuno-histoquimica numa série de

carcinomas da mama com sobre-expressdo de HER2.

e Correlacionar a expressdo do PTEN com as taxas de resposta dos pacientes
tratados com Trastuzumabno no servico de Oncologia do HSJ, isoladamente ou

em combinagdo com outras terapias;

e Estudar se a delecdo do gene PTEN pode ser uma das alteracbes moleculares
responsaveis pela perda do PTEN e correlacionar com a expressdo proteica nesta

série de carcinomas de mama.
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MATERIAL E METODOS

Série de amostras tumorais

Foi estudada uma série de 51 doentes com carcinoma invasivos da mama, em
material fixado em formol e incluido em parafina, disponibilizado a partir dos arquivos
do Servico de Anatomia Patolégica do HSJ, entre os anos de 1998 e 2008.A maioria
destes casos, 80.4% (41/51), foram histol6gicamente classificados apenas como
carcinoma ductal invasivo (CDI), existindo 5.9% (3/51) com um componente mucinoso,
11.7% (6/51) com um componente micropapilar, e 2% (1/51) com um componente
apécrino. Quanto as dimensfes dos tumores primarios, 31.9%(15/47) tinham tumores
com menos que dois centimetros, 40.4% (19/47) entre os dois e 0s cinco centimetros, e
27.7% (13/47) maiores que cinco centimetros. Relativamente ao grau histoldgico, 66%
(33/50) destes tumores foram classificados como grau 11, 32% (16/50) como grau I, e
somente um caso (2%; 1/50) foi de grau I. Uma outra informacdo que nos permite
antever a agressividade destes tumores, e até mesmo predizer o tratamento destas
doentes, € a existéncia ou ndo de ganglios invadidos ou metastizados. Assim, em cerca
de 67.3% (33/49) dos casos existiam ganglios com metastases, e 0s restantes 32.7%
(16/49) foram negativos. A série foi ainda avaliada, recorrendo a técnica de imuno-
histoquimica, para a expressdo de um painel de biomarcadores para a mama,
nomeadamente Receptores de Estrogénio (RE), Receptores de Progesterona (RP) e o
proto-oncogene HER2. Cerca de 43.1% (22/51) dos casos foram RE negativos e 55.3%
(26/47) foram RP negativos. Todos os casos estudados foram seleccionados por serem

positivos para a expressdo do HER2 (Tabela 1).

A determinacdo da expressdo do proto-oncogene HER2 foi feita em primeira linha
com recurso a técnica de imuno-histoquimica, tendo sido classificados como positivos
os casos 3+ (Figura 8A). Nos casos classificados como 2+, recorreu-se a técnica de
hibridizacéo in situ por fluorescéncia (FISH), para a determinacdo do nimero de cdpias
do gene (Figura 8B). Apenas 0s casos classificados como 3+ por imuno-histoquimica ou

amplificados por ISH sdo seleccionados para terapia com Trastuzumab (Figura 9).
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Tabela 1. Resumo da série de amostras tumorais.

‘ Nede casos Percentagem
Tipo Histoldgico
CDI 41 80.4
Mucinoso 3 5.9
Micropapilar 6 11.7
Apécrino 1 2.0
Tamanho do Tumor
<2cm 15 31.9
>2cm e <5cm 19 40.4
>5cm 13 27.7
Grau Histolégico
I 1 2.0
II 16 32.0
111 33 66.0
Ganglios Linfaticos
Negativo 16 32.7
Positivo 33 67.3
RE
Negativo 22 43.1
Positivo 29 56.9
RP
Negativo 26 55.3
Positivo 21 44.7
HER2
Negativo 0 0.0
Positivo 51 100.0
Progressao
Nao 26 52.0
Sim 24 48.0
Resultado/Tratamento
Sem progressao 28 54.9
Resposta Completa 3 5.9
Resposta Parcial 3 5.9
Doenca Estavel 3 5.9
Progressao 14 27.4
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Figura 8. A) Expressdo Imuno-histoquimica do receptor de superficie HER2 (3+) numa amostra de

carcinoma invasivo da mama, em material previamente fixado em formol e incluido em parafina. B)
Amplificacdo do gene HER2 pela técnica de Hibridizagdo in situ com Fluorescéncia (FISH) exemplo de

um caso amplificado carcinoma invasivo da mama, em material fixado em formol e incluido em parafina.

Tumor
Imunohistoquimica
HQ Equivoca HQ
0/1+ IHQ 2+ 3+
Negativo FISH Positivo
Negativo Positivo

A 4

Positivo

Figura 9. Algoritmo para classificacdo da expressdo do HER2. S&o elegiveis para tratamento, as doentes
com tumores cuja graduacdo Imuno-histoquimica é (3+) ou amplificados pelo FISH. As IHQ 2+ exige
sempre uma avaliacio por método complementar (FISH), enquanto os casos IHQ 0 e 1+, sdo

considerados negativos.
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As maiorias das doentes foram tratadas com Trastuzumab em terapia adjuvante
ou pos-cirurgia, ou em quimioterapia primaria ou neoadjuvante. Uma percentagem
grande destas doentes, 58.8% (30/51), teve como tratamento primério a cirurgia, na sua
maioria mastectomia com ressecao axilar dos nodulos linfaticos, sendo que em 41.2%
(21/51) das doentes foi realizada quimioterapia primaria antes da cirurgia.
Relativamente a informacdo sobre as taxas de resposta das pacientes tratadas com
Trastuzumab pelo Departamento de Oncologia do HSJ, isoladamente ou em
combinagdo com outras terapias, conseguimos 0s registos de que 52% (26/50) das
doentes ndo progrediram durante o tratamento adjuvante; no entanto, 48% (24/50) das
doentes progrediram, ndo respondendo de forma eficaz ao tratamento. Alias,
actualmente, mais de metade das doentes 54.9% (28/51) estdo livres de doenca, sem
registo de progressdo. Existe, no entanto, um grupo de pacientes com resposta completa
(5.9%, 3/51), com resposta parcial (5.9%, 3/51) ou com doenca estavel (5.9%, 3/51) ao
Trastuzumab, apo0s progressdo. Desta serie, 27.4% (14/51) tiveram progressao da
doenca. Até a data, sabemos que 72.6% (37/51) destas mulheres encontram-se vivas, e

27.4% (14/51) ja faleceram devido a doenga metastética.

Avaliacdo da expressdo do PTEN por imuno-histoguimica

Neste trabalho foi efetuada a optimizacdo/padronizacdo da técnica de imuno-
histoquimica (IHQ) para o anticorpo PTEN (Phosphatase and tensin homologue deleted
on chromossome ten, clone 138 G6, Rabbit mAb da Cell Sigaling Tecnology). Como
controlo positivo, utilizou-se um tecido especifico de acordo com a brochura do préprio
anticorpo (caso de tumor da préstata com tecido normal adjacente). Nos 51 casos de
carcinoma de mama da série ja estudada, foi efetuado o protocolo de IHQ para a
determinacdo do PTEN (Anexo I).

Resumidamente, utilizou-se a técnica automatizada de IHQ com o equipamento
BenchMark ™ XT Staining System-Ventana Medical Systeminc. (Tucson, Arizona
85755 USA), utilizando o sistema de detecgdo ultra View™ Universal DAB
™Detection KIT. Foram efectuados cortes histologicos de 3 um de espessura a partir

dos blocos de parafina, e colocados em laminas Super Frost Plus, secos “overnigth”
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(12h) na estufa a 37°C. Este sistema automatico permite uma completa automatizacdo
da técnica de IHQ a partir do momento em que a lamina é introduzida no equipamento,
sendo previamente colocada uma etiqueta no canto fosco da lamina onde consta o
protocolo e a identificagdo do caso. Assim, o protocolo é efetuado dentro do
equipamento na sua totalidade, iniciando-se pela recuperacdo antigénica a 95° C com
Cell Conditionig Solution (CC1) em trés ciclos de 8, 30 e 60 minutos, respectivamente.
Para a inibicdo da peroxidase enddgena, utiliza-se uma solucdo comercial de perdxido
de hidrogénio a 3% (UV Inibitor) que vem incluido no Kit de deteccdo, cuja incubacdo
é de 4 minutos. O Anticorpo primario PTEN foi diluido a 1/50 numa solugdo comercial
especifica (Diluente Lab Vision Corporation TA-125-UD), e a incubagdo foi feita
durante duas horas a uma temperatura de 37°C. O sistema de detecdo HRP utilizado
teve um tempo de incubacdo de 8 minutos, e € composto por um cocktail de
imunoglobulinas (goat anti-mouse 1gG e IgM e goat anti-rabbit), sendo um sistema
multi-link que permite a ligacdo de qualquer tipo de anticorpo, sendo ele monoclonal ou
policlonal. Este sistema de detecdo é formado por uma estrutura de pequenas e
numerosas estruturas sintéticas, denominados multimetros, possuindo estes uma enorme
capacidade de amplificar os sinais especificos que se estabelecem entre o antigénio e o
anticorpo. Estes multimetros possuem, nas suas extremidades, moléculas de peroxidase
que permitem reagir no final da reacdo, por oxidacdo, com o cromogénio DAB e dando
cor a reacdo. O DAB Chromogen, composto por 0.2% 3,3’ diaminobenzidina
tetrahidroclorido, tem o tempo de incubacdo de 8 minutos. No Kit de detecdo esta
incluido um intensificador de sinal, UV Copper, que contém sulfato de cobre, atribuindo
uma cor mais escura e mais intensa a marcacdo detetada; nesta solucéo, as laminas
permanecem 4 minutos. O contraste nuclear é feito com Hematoxilina 1l (Hematoxilina

de Mayer) durante 12 minutos.

O protocolo termina neste passo, e as laminas sdo retiradas do equipamento.
Fora do aparelho é efectuada a lavagem, a desidratacdo das laminas numa bateria
crescente de alcoois, e finalmente sdo montadas com meio de montagem (Micron CTM
6 Thermo Scientific) que permite ndo somente a observacdo microscopica, mas também
preservacdo e arquivo definitivo das laminas. A coloracdo das laminas foi avaliada
microscopicamente (microscopio Optico Zeiss Axios Kop 2) com a colaboracdo de um

patologista e uma bidloga, de forma independente.
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Avaliacdo da delecdo do gene PTEN por FISH

Neste trabalho foi efetuada a optimizacdo e padronizacdo da técnica de hibridizacdo
in situ (FISH) em tecidos fixados em formol e incluidos em parafina, utilizando o LSI
PTEN/CEP10 Dual probe mix (Vysis® LSI®). Assim, seleccionaram-se da série dos 51
casos, de acordo com a classificacdo estabelecida da expressdo da proteina PTEN por
IHQ, os que foram classificados como negativos (5 casos) e reduzidos (4 casos) e ainda

alguns casos normais (2 casos).

Para efetuarmos a técnica de hibridizacdo in situ por Fluorescéncia (FISH)
utilizaram-se cortes de parafina a 4 um, colocados em laminas adesivadas Super Frost
Plus, e secos “overnight” (12h) na estufa a 37°C. A técnica manual de FISH foi
padronizada com 0 mesmo controlo positivo utilizado para a optimizacdo do PTEN para
IHQ (caso de tumor da prostata com tecido normal adjacente). Assim, ap0s a
desparafinizacdo automatica das laminas (Micron HMS740 ThermoScientific), estas
foram sujeitas a uma recuperacéo antigénica em banho-maria, com uma solugdo tampéo
citrato de sddio salino 1X SSC (UltraPure™ 20X SSC, Invitrogen) a uma temperatura
de 98°C durante 15 minutos. Este passo é fundamental na tentativa de expor e hidratar
as células, pois todos estes tecidos foram previamente sujeitos a uma fixacdo com
formol a 10% tamponado durante varias horas, o que provoca nos tecidos a formacéo de
ligacGes covalentes muito fortes, que impedem a acessibilidade aos receptores ou
epitopos tecidulares. Efetuou-se uma digestdo enzimatica com a enzima Proteinase K da
Qiagen, variando entre 0s 5 e 0s 20 minutos, dependendo do tipo de tecido (biopsia ou
peca cirdrgica), permitindo a melhor permeabilizacdo das células para que a sonda tenha
possibilidade de chegar ao nucleo das mesmas. As sondas de dupla coloracdo para o
DNA foram co-desnaturadas a 80°C durante 5 minutos e posteriormente submetidas a
hibridacdo a 37°C durante 16/18 horas numa placa de aquecimento especifica,
Hibridyzer. Apds o passo de hibridacdo, as laminas sdo submetidas a uma lavagem com
0 tampdo adstringente, 2X SSC, a uma temperatura entre 0s 72°-74°C em banho-maria,
com a finalidade retirar todo o material que ndo sofreu hibridacdo, evitando assim que

este reaja e provoque ruido de fundo e artefatos de fluorescéncia.

Para que seja possivel visualizar morfologicamente todo o tecido, e detetar melhor os

sinais vermelhos e verdes nos nucleos das células, fez-se um contraste nuclear com o
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meio de montagem DAPI (Vectashield-mounting médium with DAPI-H-1200). Este
contraste fornece uma cor azul as células, contrastando com os sinais de hibridacdo

vermelhos e verdes nos ndcleos.

As laminas, ap6s introducdo do meio de montagem, tém que permanecer cerca de 15
a 20 minutos em repouso, para que o meio de montagem se integre nas células, e
permanecerem as escuras para evitar que a fluorescéncia decaia com a luz, podendo ser
observadas de imediato ao microscopio de fluorescéncia. Se essa observagdo
microscépica nao se proceder durante as primeiras duas horas que se seguem ao final do
término da técnica, estas tém que ser congeladas a -20°C, permitindo assim que a

fluorescéncia se mantenha estavel.

As laminas foram observadas com a colaboracdo de uma bidloga experiente, do
servico de Genetica do IPO do Porto. A sonda de coloracdo dupla utilizada deteta o
centrémero do cromossoma 10, dando uma fluorescéncia verde, e a porcédo do gene do

PTEN com um fluorocromo vermelho.

Nos casos considerados sem delecdo (normais) foram observados dois sinais
vermelhos e dois sinais verdes por nucleo. Nos casos com delecdo, foi observado um

sinal vermelho e dois sinais verdes por nicleo em mais de 20% das células.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita pelo software IBM SPSS Statistics19.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). As caracteristicas clinico-patolégicas e imuno-histoquimicas foram
comparadas com a expressdo de PTEN utilizando tabelas de contingéncia e os testes do
qui-quadrado (x®) ou o Fisher Exact Test. Em todas as anélises, uma associacdo foi

considerada estatisticamente significativa quando p <0.05.
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RESULTADOS

Expressdo imuno-histoguimicado PTEN numa série de carcinomas da mama

Os tumores onde a expressdo do PTEN foi avaliada por IHQ foram analisados

microscopicamente por dois avaliadores independentes e pela autora do trabalho.

De acordo com o que ja foi descrito em trabalhos anteriores, elaborados por outros
elementos do nosso grupo de investigacdo da nossa instituicdo (Carvalho 2010), a
classificacdo da expresséao citoplasmatica do PTEN foi considerada normal, reduzida ou
ausente (negativa), tendo como termo de comparacdo (controlo interno) o padrédo da
coloracgdo/intensidade de marcacdo das celulas endoteliais/pericitos dos vasos do

estroma adjacente.

Dos 51 carcinomas da mama avaliados, 64.7% (33/51) foram considerados normais
para a expressdo do PTEN, o que corresponde a existéncia de uma coloragdo no
citoplasma das células tumorais, idéntica a coloracdo existente nos vasos do tecido
adjacente (Figura 9A). Em 19.6% (10/51) dos casos, a expressdo era reduzida, ou seja,
apresentavam uma intensidade de coloracdo mais ténue em relacdo a marcacdo vascular
(Figura 9B). Em 15.7% (8/51) dos casos havia negatividade para a expressdo do PTEN
nas células tumorais (Figura 9C). Uma vez que reducdo ou perda do PTEN esta
relacionada com a resisténcia ao Trastuzumab, decidimos comparar, neste trabalho, os
casos negativos juntamente com 0s casos reduzidos para 0 PTEN versus 0s casos com
PTEN normal, e a resposta terapéutica. Assim, para as 51 pacientes avaliadas, 35.6%
(18/51) dos casos eram negativos ou reduzidos (Tabela 2). Curiosamente 31% (16/51)

dos casos apresentaram também uma coloracdo nuclear para o PTEN (Figura 9D).
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Tabela 2.Resultados da avaliagdo da expressao proteica do PTEN por IHQ.

‘ PTEN IHQ Casos (%)
Normal 33 (64.7) 33(64.7)
Reduzido 10 (19.6)

18(35.3)
Negativo 8 (15.7)

Figura 10.A. Expressdo normal do PTEN por IHQ em células de carcinoma da mama(100X); B)
Expressao reduzida do PTEN por IHQ em células de carcinoma da mama (200X); C) Expressdo negativa
do PTEN por IHQ em células de carcinoma da mama (200X); D) Expressdo normal citoplasmatica e
expressao nuclear do PTEN por IHQ em células de carcinoma da mama (200X).



Associacdo entre expressao de PTEN, parametros clinico-patoldgicos, e resposta

terapéutica ao Trastuzumab

Os resultados das associacOes que efetuamos entre a expressdo de PTEN por IHQ e
alguns parametros clinico-patoldgicos da série de casos de cancro da mama analisados,
estdo resumidos na Tabela 3. Esta analise mostra que a expressdo imuno-histoquimica
do PTEN ndo estava relacionada com o tamanho do tumor, tipo histolégico e grau
histolégico. Embora a maior parte das pacientes apresentasse metastases ganglionares
no momento do diagndstico, devido ao facto de se tratarem de tumores agressivos,
encontrdmos uma correlacdo significativa entre a auséncia ou reducdo de expressdo do
PTEN e presenca de metastases axilares (p=0.06). Nao houve correlacdo entre
expressdo de PTEN e receptores hormonais, embora a maior parte dos tumores PTEN

negativos tenham sido geralmente receptores hormonais negativos.

Quanto a resposta ao tratamento com Trastuzumab, verificou-se uma associacdo
entre as doentes que ndo progrediram e a expressdao normal do PTEN (p=0.02 e
p=0.045).

Estudamos ainda a correlacéo entre os resultados obtidos da marcacéo citoplasmatica
por IHQ do PTEN e a marcacdo nuclear encontrada. VerificAmos que os casos PTEN
negativos e reduzidos sdo, na sua maioria, também negativos para a marcacao
nuclear(88.9%; 16/18), sendo que apenas 11.1% (2/18) tiveram marcacdo nuclear
intensa (p=0.021) (Tabela 4).

Ndo foram encontradas associacOes estatisticamente significativas entre PTEN
nuclear e a maior parte dos parametros clinico-patologicos avaliados, nem com a
resposta terapéutica ao Trastuzumab. No entanto, verificamos que existia uma
associacgdo significativa entre a auséncia de expressao nuclear do PTEN e a presenca de
ganglios metastizados (p=0.04). Assim constatamos que quando existe metastizacdo
ganglionar, cerca de 76.5% (26/34) dos casos tém uma expressdo nuclear negativa para

0 PTEN. Esta correlacdo esta resumida na Tabela 5.
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Tabela 3. Correlacéo entre a expressdo de PTEN com os dados clinicopatoldgicos.
PTEN [Negativo + Reduzido] PTEN [Normal]

N=18 INERK]

Tipo Histoldgico

CDlI 14 (77.8) 27 (81.9) 0.727
Non-CDI 4 (22.2) 6 (18.1)
Tamanho do Tumor
<2cm 3(16.7) 12 (41.4) 0.209
>2cm e <5cm 9 (50.0) 10 (34.5)
>5¢cm 6 (33.3) 7(24.1)
Grau Histologico
Grau | 0 (0.0) 1(3.1) 0.303
Grau ll 8 (44.4) 8 (25.0)
Grau lll 10 (55.6) 23 (71.9)
Ganglio Linfaticos
Negativo 3(16.7) 13 (41.9) 0.060
Positivo 15 (83.3) 18 (58.1)
RE
Negativo 10 (55.6) 12 (36.4) 0.186
Positivo 6 (37.5) 21 (63.3)
RP
Negativo 10 (62.5) 16 (51.6) 0.477
Positivo 6 (37.5) 15 (48.4)
Progressao
Sim 12 (70.6) 12 (36.4) 0.020
Nao 5 (29.4) 21 (63.6)
Estado Actual
Vivas 13 (72.2) 24 (72.7) 0.608
Mortas 5 (27.8) 9 (27.3)
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Tabela 4. Correlagdo entreas expressdes de PTENcitoplasmatico e PTEN nuclear.

PTEN [Negativo + Reduzido] PTEN [Normal]

N=18 N=33

PTEN Nuclear
Negativo 16 (88.9) 19 (57.6) 0.021
Positivo 2 (11.1) 14 (42.2)

Tabela 5. Correlacdo entre a expressdo de PTEN nuclear e a presenca de ganglios linfaticos metastizados.

PTEN [Nuclear Negativo] PTEN [Nuclear Positivo]

N=34 N=15

Ganglios Linfaticos
Negativo 8 (23.5) 8 (53.3) 0.040
Positivo 26 (76.5) 7 (46.7)

Associacdo entre expressdo de PTEN e a delecdo do gene PTEN

Os casos que foram previamente selecionados para serem avaliados por FISH para a
delecdo do PTEN foram analisados num microscopio de fluorescéncia ZEISS, com
sistema de analise e captura de imagem da Cytovision, onde se verificou a existéncia de
delecdo do PTEN com a colaboracdo de uma bidloga experiente. Nos casos
considerados sem delecdo (normais), foram observados dois sinais vermelhos e dois
sinais verdes por nucleo. Nos casos com delecdo, foi observado um sinal vermelho e
dois sinais verdes por nicleo em mais de 20% das células (Yoshimoto et al. 2007)
(Figura 10). Dos 11 casos que conseguimos obter leitura para o FISH, a maior parte
foram considerados normais [82% (9/11) ]e 18% (2/11) tiveram delecdo para o0 PTEN.

Os resultados obtidos desta avaliacdo estdo resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6. Correlagdo entre a expressdo Imuno-histoquimica de PTEN e a avaliagdo de PTEN por FISH.
PTEN [Negativo+ Reduzido] (%0) PTEN Normal (%)

PTEN (FISH)
Delecédo (n=2) 22.2 (2/9) 0.0 (0/2) 0.461
Normal (n=9) 77.8 (719) 100.0 (2/2)

Figura 11. A) Auséncia de delecdo do PTEN (sinais vermelhos) demonstrada por FISH em células de
carcinoma da mama (60X). B) Delecdo do PTEN detectada por FISH em células de carcinoma da mama
(100X).
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DISCUSSAO

A perda da actividade do PTEN pelas células tumorais foi sugerida como um
importante mecanismo de resisténcia a acgdo do Trastuzumab no tratamento das doentes
com cancro da mama. Nagata e colaboradores demonstraram, in vitro, que células com
deficiéncia de PTEN sofrem menor inibicdo da proliferacéo celular quando tratadas com
Trastuzumab, uma vez que nao existe a fosfatase que permite a reducdo na fosforilacao
do AKT (Nahta et al. 2004). O tratamento destas células com inibidores do PI3K foi
capaz de reverter a resisténcia ao Trastuzumab. Neste mesmo estudo, a analise tecidual
de 47 pacientes portadoras de cancro de mama metastatico, revelou que a perda da
expressdo do PTEN estava associada a menores taxas de resposta ao tratamento com
Trastuzumab + Taxano. Estes resultados sugerem que a perda do PTEN pode servir
como factor preditivo de resisténcia ao Trastuzumab e que a utilizacdo de drogas que
inibem o PI3K pode servir como alternativa terapéutica em pacientes com baixa

concentracdo do PTEN.

Com base nestes estudos in vitro, o objectivo principal do nosso trabalho foi estudar
e validar se a perda de expressdo do PTEN em carcinomas invasivos da mama com
sobre-expressdo de HERZ2, se relacionava com resisténcia ao Trastuzumab, utilizando
uma série de 51 tumores da mama do servico de Anatomia Patologica do HSJ, Porto,
Portugal. Todas estas doentes foram diagnosticadas com tumores que tinham
amplificacdo do HER2 e, como tal, tinham indicagdo para serem tratadas com
Trastuzumab num esquema neo-adjuvante (quimioterapia primaria ou pré-cirurgia) ou
adjuvante (pds-cirurgia), em mono ou em combinacdo com outras terapias. VerificAmos
que a maioria dos casos foram considerados normais para a expressao do PTEN, com
uma coloracdo no citoplasma das células tumorais idéntica a coloracdo existente nos
vasos do tecido adjacente. No entanto, verificAmos expressdo reduzida ou mesmo
negativa em cerca de 35% dos casos, que se associou de forma significativa com a
resisténcia ao tratamento com o Trastuzumab. De facto, verificou-se que a maioria das
doentes que ndo progrediram tinham tumores com expressdo normal do PTEN,
enquanto que aquelas que recidivaram e progrediram apds tratamento apresentavam

maioritariamente tumores com expressao reduzida de PTEN ou com perda de expressao.
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Apesar de ndo se ter encontrado correlagdo com a maioria dos parametros clinico-
patoldgicos avaliados, verificou-se uma associacdo entre a perda ou reducdo da
expressdo de PTEN e a existéncia de ganglios metastizados.

Os resultados obtidos nesta série permitem-nos assim avancar que a expressao do
PTEN é um pardmetro que serd importante avaliar clinicamente nos tumores com
sobrexpresséo e/ou amplificagcdo do oncogene HER2, uma vez que parece seleccionar e

discriminar as doentes que beneficiardo da terapia com Trastuzumab.

Outros mecanismos de resisténcia ao Trastuzumab tém vindo a ser decritos, que
necessitam também de validacdo em séries retrospectivas de tumores de doentes com
cancro da mama HER2. O IGF-IR (receptor do “insulin-likegrowth factor-1"), por
exemplo, € um receptor tirosina-quinase transmembranar associado a proliferagédo
celular e a capacidade de metastatizagdo celular, cujo aumento na expressao esta
relacionado com a diminui¢do na actividade antiproliferativa do Trastuzumab. Estudos
in vitro demonstraram que células neoplasicas da mama com sobre-expressao de IGF-IR
sdo resistentes ao Trastuzumab na presenca do IGF-I (Lu et al. 2001). Nahta e
colaboradores observaram, usando outro modelo experimental, que a presenca de
heterodimeros IGF-IR/HER2, em células resistentes ao Trastuzumab, induz a

fosforilacdo do HER-2, 0 que ndo se observou em células sensiveis (Nahta et al. 2005).

O ligando IGF tinha capacidade de activar, de forma mais rapida, as vias de
sinalizacdo intracelular do PI3K e MAPK em células resistentes. A reducdo da
expressdo do p27 foi tambem associada a incapacidade do Trastuzumab em bloquear o
ciclo celular. O tratamento com inibidores da sinalizacdo do IGF-IR ou indutores do
p27 foram capazes de restaurar a sensibilidade ao Trastuzumab (Nahta et al. 2004).
Estes dados sugerem que reducdo da actividade do p27 estad associada a resisténcia ao
Trastuzumab, possivelmente mediada pela heterodimerizacdo do IGF-IR com o0 HER2.
O IGF-IR pode ser visto entdo como importante alvo terapéutico em pacientes

resistentes ao Trastuzumab.

Um outro mecanismo potencial de resisténcia associado a tratamentos com
anticorpos é o desenvolvimento de mecanismos que interfiram na ligacdo do agente
terapéutico com seu alvo proteico. A expressdo da glicoproteina membranar MUC4 —

mucina capaz de mascarar proteinas transmembranares — esta elevada em clones de
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celulas resistentes ao Trastuzumab, e 0 seu nivel associa-se inversamente com a
capacidade de ligacdo do Trastuzumab a estas células, como descrito por Nagy e
colaboradores. Em células de adenocarcinoma de mama, a sobre-expressdo do MUC4
levou ao bloqueio da ligacdo do HER2 com o anticorpo especifico (Nagy et al. 2005).

A inibicdo do reconhecimento de células neoplasicas pelo sistema imunitario,
supressdo da apoptose, inducdo da proliferacdo celular e metastatizacdo s&o outros
mecanismos sugeridos para a accdo do MUC4 em células tumorais. Vale a pena reforcar
o facto de que at¢ o momento o Unico mecanismo de resisténcia demonstrado
clinicamente foi a expressdo da forma truncada do HER2 (p95HER?2) (Scaltriti et al.
2007). Os resultados do presente trabalho vém demonstrar que a auséncia de
demonstracdo do PTEN por imuno-histoquimica também é um mecanismo de

resisténcia que pode ser demonstrado numa serie clinica e ndo experimental.

Neste trabalho verificamos ainda que bastantes casos apresentavam ainda marcacao
intensa de PTEN a nivel nuclear, que se associou significativamente com a expressdo
citoplasmatica normal e com um melhor prognoéstico. Foi demonstrado por Chung e
Eng, previamente, que a localizacdo nuclear do PTEN coincide com as fases GO/G1 do
ciclo celular. Estes autores demonstraram que o PTEN no citoplasma inibe a
fosforilacdo do Akt e activa o p27, enquanto o PTEN nuclear inibe a ciclina D1 e a
fosforilacdo da MAPK (Chung e Eng 2005). Adicionalmente, demonstraram que
enquanto o PTEN nuclear é requerido para fazer paragem do ciclo celular, o PTEN
citoplasmatico é requerido para induzir apoptose (Chung et al. 2006). Assim, parece-nos
que a expressdo nuclear-citoplasmatica regula de forma diferencial o ciclo celular e a
apoptose e, desta forma, evidencia que o importe nuclear do PTEN tem um papel

fundamental na carcinogénese.

Um dos objectivos deste trabalho foi também padronizar a técnica manual de
hibridizacéo in situ com fluorescéncia (FISH) para detectar delecdo do gene PTEN, com
0 intuito de introduzir esta técnica na rotina do laboratério de Anatomia Patoldgica da
Unidade de Diagndsticos do IPATIMUP, e com o objectivo de relacionar com a
expressdo imuno-histoquimica da proteina PTEN. Foi possivel padronizar um protocolo
que contornou a maioria dos problemas de artefatos de fixagdo/processamento que

normalmente torna critica o resultado final da técnica. Esta técnica de FISH para
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avaliacdo de delecGes de genes é extremamente delicada e requer detalhes técnicos
minuciosos, muito particularmente no que diz respeito & variacdo das temperaturas ao
longo da técnica (digestdo enzimatica, desnaturacdo, hibridacdo e lavagens pos
hibridacdo), para que o seja possivel obter excelente qualidade de hibridacdo, excelente
definicdo morfoldgica das células malignas, com marcacdo de tal forma especifica que
nos permita um diagndstico fidedigno e sem hesitacdes. Esta conjugacdo de detalhes na
maioria das vezes tem que ser feito caso a caso, para que seja possivel determinar os
tempos/temperaturas a adoptar para cada um, minimizando as repeticbes e

consequentemente gastos laboratoriais.

Dos 19 casos selecionados para FISH foi possivel obter resultados satisfatdrios em
11 deles. Os oito casos onde ndo foi possivel avaliar o resultado, deveu-se a
hiperdigestdo dos nucleos. Em dois casos negativos/reduzidos para o PTEN foi possivel
detectar delecdo do gene PTEN, demonstrando que este € um dos mecanismos que
explica a perda de expressao. Alias, ja foi demonstrado previamente que mutagdes do
gene PTEN, LOH e hipermetilagdo do promotor sdo 0s mecanismos que podem explicar
a perda de expressdo, e consequentemente de funcdo, do PTEN (Dourdin et al. 2008;
Goel et al. 2004; Kurose et al. 2000). Vitolo e colaboradores demonstraram que a
delecdo do gene PTEN promove a sinalizacdo tumorigénica, resisténcia a apoptose, e
resposta alterada a agentes quimioterapicos em células epiteliais da mama (Vitolo et al.
2009).

Assim, foi possivel validar que a expressdo de PTEN em carcinomas da mama com
sobre-expressdo de HER2 é um mecanismo de resisténcia ao tratamento com
Trastuzumab. Com base neste resultado, € possivel pensar que, futuramente, as drogas
que inibem a via PI3K/Akt podem vir a ter um papel relevante no tratamento das
doentes com tumores que sobre expressam HER2 e que tém perda ou expressdo
reduzida de PTEN.
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CONCLUSOES




CONCLUSOES

1) A perda ou expresséo reduzida do PTEN, em casos de carcinoma da mama com
sobre-expressdo de HER2, relaciona-se com a progressao da doenca apds tratamento
com Trastuzumab. Assim, a técnica de imuno-histoquimica permite classificar os

casos em normais, reduzidos e negativos, e predizer a taxa de resposta ao tratamento.
2) Foi possivel efectuar a técnica de Hibridizacdo in situ com Fluorescéncia para

estudar a delecdo do gene PTEN, e verificAmos que alguns casos negativos/reduzidos

podem ser explicados por delecéo.
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ANEXOS

Anexo 1: Protocolo da técnica IHO- PTEN em sistema automatico

Utilizam-se cortes de 2-3um em laminas adesivadas (super frost plus), apos
secagem na estufa a 60°C durante 30 minutos ou durante a noite na estufa a 37°C.

A — Procedimento fora do equipamento:

1 - Fazer o registo dos casos no sistema informatico do BenchMark XT
Software, imprimir uma etiqueta com o codigo de barras correspondente
para cada lamina (n° do exame e protocolo associado) e colar na zona
esmerilada Ventana BenchMark USER GUIDE).

2- Colocar as laminas na porta das laminas, com o codigo de barras
voltado para o interior do mesmo, que se encontra na parte superior do
aparelho, numa gaveta por baixo dos dispensadores dos reagentes;
fechar a gaveta, colocando-a assim na posi¢éo correcta.

3- Colocar os respectivos reagentes nos dispensadores, com o cddigo de
barras voltado para fora, no suporte apropriado, e encaixados nos
respectivos pins metalicos.

4- Clicar “RUN”, responder as perguntas elaboradas pelo computador,
indicar o nimero de laminas introduzidas no aparelho, se necessario
programar hora para o inicio ou término do programa e, clicar
“START RUN”

B — Resumo do procedimento automatico executado dentro do equipamento:

1- Varias passagens em EZPrep, a diferentes temperaturas (75°C —
80°C), para desparafinizacao das laminas;

2- Incubacdo por dois ciclos em Reagent Buffer (RB) a 90°C, de 12 e
8minutos respectivamente, para recuperacao antigénica;
Vérias passagens por Tampéo RB;

3- Incubagdo com anticorpo UV INHIBTOR 4 minutos

Vaérias passagens porTampdo RB
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4- Digestdo enzimatica: PROTEASE 3 (4 minutos a 37°C); somente para

alguns anticorpos de acordo com o protocolo do aparelho.

Varias passagens por TampdoRB;
5- Incubacdo com o respectivo Anticorpo Primario

Vérias passagens por Tampéao RB;
6- Incubacdo OPTION durante 8 minutos;
Vérias passagens por Tampdo RB;
7- Incubar com o anticorpo UV HRP UNIVERSAL MULT durante

8minutos;

Vaérias passagens por Tampdo RB,;
8- Incubacéo em durante UV DAB+ UV DAB H202 8 minutos

Vérias passagen por Tampao RB

9- Incubacdo UV COOPER durante 4 minutos
Vérias passagen por Tampdo RB;

10- Contraste Nuclear com Hematoxilina 11 durante 4 minutos;
Passagem por Tampéo RB;

11- Pds-contraste com BLUING REAGENT durante 4 minutos;

Passagem por Tampéo RB;

12- Retirar as laminas do aparelho e proceder as lavagens;

Passagem das laminas por uma solucao de agua corrente e detergente das
maos para retirar o 6leo de protec¢cdo LCS (Liquid Coverslip) e fazer
varias passagens por agua corrente para remover o detergente;

13- Desidratacdo com alcool a 95%, 100%, 100% e montagem das

laminas.
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Anexo 2: Protocolo FISH — PTEN

e 1°Dia
1- Cortes histolégicos 3/4 micras e secagem 56-60°C durante 1h
2- Desparafinizacdo (reagentes limpos) e Hidratagéo.
3- Recuperacdo Antigénica:
e No Banho- Maria a 98°C em 1XSSC durante 15min.
Pré- aquecer a solucdo durante 5 min e depois introduzir as
laminas.
Lavagem em agua Bidestilada 3 min.
4- Digestdo Enzimatica:

e Secar as laminas coloca-las no Hibridyzer a 37°C.
Colocar 100pul da solugéo de Proteinase K durante :

— Cortes histologicos - 20 min
- Biopsias - 10/15min
— Citologias - 8/10min
e Colocar uma lamela grande sobre os tecidos

e Preparacdo da solugéo de Proteinase K — QIAGEN- (PK):

3 uldaPK para 100ml 2XSSC

5- Retirar a lamela (deslizando sobre a lamina) e lavar 2XSSC durante 5 min

6- Colocar as laminas no Hibridyser e deixa-las secar completamente.

7- Aplicar a 10 pl da sonda ALK, colocar uma lamela de acordo com as
dimensdes do tecido e lutear com cola ou parafilm.

e Programa 9 do hibridyzer (16-18H)
e Preparacdo da sonda: 10 pl para cada ldamina

- 7 ul Tampéo
- 2 ul H20 Autoclavada
- 1 pl de sonda
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e 2°Dia

9- Colocar uma cuvete com 2XSSC no banho — maria a 72°C (dentro da
cuvete) (+/- 80°C o banho).

10- Retirar a cola & volta da lamela e colocar as laminas, sem retirar a lamela,
dentro de uma cuvete com 2XSSC & temperatura ambiente. Deixar ficar
até a lamela sair por completo.

11- Colocar as laminas na cuvete a 72°C durante 2min.

12- Retirar do banho-maria e deixar secar completamente no escuro.

13- Colocar uma gota de meio de montagem DAPI (Vectashield — Mounting
Medium with DAPi - H- 1200) em cada lamina e montar com lamela
GRANDE, sempre tendo a preocupacéo de resguardar da LUZ.

14- Deixar ficar no escuro durante 10/20min antes de observar ao microscopio
de Fluorescéncia.
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