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APRESENTAÇÃO
Dando continuidade à obra “Comunicação científica e técnica em medicina” mais 

uma vez focaremos os nossos esforços em apresentar ao nosso leitor produção científica 
de qualidade relacionada as atualidades e novas abordagens aplicadas na medicina. O 
princípio desta obra se fundamentou no fato de que o avanço do conhecimento sempre 
está relacionado com o avanço das tecnologias de pesquisa e novas plataformas de 
bases de dados acadêmicos, deste modo, objetivamos na sequencia desta obra com os 
novos volumes aprofundar o conhecimento nas diversas técnicas de estudo do campo 
médico e da saúde. É fato que a disponibilização destes dados através de uma literatura, 
rigorosamente avaliada, evidencia a importância de uma comunicação sólida com dados 
relevantes na área médica.

O período atual, em que a pesquisa aplicada à saúde recebeu todos os holofotes, 
demonstra o quão valioso é o trabalho dos docentes e acadêmicos aqui publicados. A 
ciência vive um período em que o conhecimentos tradicional aliado às novas possibilidades 
tecnológicas, possibilitam a difusão de novos conceitos, embasando assim a importância 
da titulo dessa obra, haja vista que um determinado dado científico para ser reproduzido 
precisa também ser muito bem embasado metodologicamente. Portanto, esta obra, 
compreende uma comunicação de dados muito bem elaborados e descritos das diversas 
áreas da medicina, com ênfase em conceitos tais como assistência farmacêutica, pediatria, 
farmacotécnica, mama, matriz dérmica, cirurgia, ponto de safena, doença inflamatória 
intestinal, assistência de enfermagem, saúde do homem, doenças cardiovasculares, 
Alzheimer, alterações biopsicossociais, educação sexual, medicamentos, hipertensão, 
arterial, diálise renal, práticas interdisciplinares, tecnologia em saúde, diabetes mellitus, 
cuidado pré-natal, disfunção erétil, hemodinâmica, anatomopatologia, dentre outros 
diversos temas relevantes.

Deste modo a obra “Comunicação científica e técnica em medicina – volume 4” 
pretende dar continuidade à obra já iniciada pela Atena Editora, apresentando ao leitor uma 
teoria bem fundamentada desenvolvida em diversas partes do território nacional de maneira 
concisa e didática. A divulgação científica é fundamental para o desenvolvimento e avanço 
da pesquisa básica em nosso país, por isso parabenizamos a estrutura da Atena Editora 
pela continuidade do trabalho e por oferecer uma plataforma consolidada e confiável para 
estes pesquisadores divulguem seus resultados. 

Mais uma vez desejo à todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Mecanismos moleculares de 
genes e a interação dos hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos (HAPs) têm sido 
relacionados com a carcinogênese mamária. 
O 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é um 

HAPs utilizado para induzir o desenvolvimento 
do câncer de mama em modelos experimentais 
animais. A técnica da Reação em Cadeia 
da Polimerase em Tempo Real precedida 
por transcrição reversa (RT-qPCR) pode ser 
utilizada para avaliar a expressão de genes 
em resposta ao tratamento à determinada 
substância química. Foram utilizados 21 ratos 
Wistar fêmeas divididas em dois grupos: Grupo 
Controle Positivo (com DMBA) e Grupo Controle 
Negativo (sem DMBA). Após noventa dias de 
experimentação foi realizada a eutanásia dos 
animais e remoção cirúrgica das mamas. O RNA 
foi extraído e o cDNA foi obtido para a análise 
genética. Utilizando a técnica da RT-qPCR, 
verificou-se um aumento na expressão de quinze 
genes no Grupo Controle Positivo (tratado com 
DMBA), enquanto dois genes apresentaram 
a expressão diminuída. Dez genes da classe 
dos proto-oncogenes apresentaram aumento 
da expressão gênica, demonstrando uma 
possível relação com o processo carcinogênico. 
E cinco genes supressores de tumor, também 
apresentaram aumento da expressão gênica. O 
estabelecimento da técnica da RT-qPCR permitiu 
a avaliação do potencial carcinogênico do DMBA, 
abrindo a perspectiva da realização de análises 
de outras substâncias, como por exemplo, 
extratos de plantas medicinais.
PALAVRAS - CHAVE: 7,12-dimetilbenzantraceno 
(DMBA), câncer de mama, RT-qPCR. 
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ESTABLISHMENT OF EXPERIMENTAL ANIMAL MODEL TO EVALUATE DMBA-
INDUCED BREAST CARCINOGENESIS USING A RT-QPCR TECHNIQUE

ABSTRACT: Molecular  mechanisms of genes and interaction of polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs) have been related to breast carcinogenesis. 7,12-dimethylbenzanthracene 
(DMBA) is a PAH used to induce the development of breast cancer in experimental animal 
models. The Real-Time Polymerase Chain Reaction technique preceded by reverse 
transcription (RT-qPCR) can be used to evaluate gene expression in response to treatment 
with a given chemical substance. Twenty one female Wistar rats were divided into two 
groups: Positive Control Group (with DMBA) and Negative Control Group (without DMBA). 
After ninety days of experimentation the animals were euthanized and their breasts surgically 
removed. RNA was extracted and cDNA was obtained for genetic analysis using the RT-qPCR 
technique. There was an increase in gene expression of fifteen genes in the Positive Control 
Group (treated with DMBA), while two genes presented a decreased expression. Ten genes 
from proto-oncogene class showed increased gene expression, demonstrating a possible 
relationship with the carcinogenic process. And five tumor suppressor genes also showed 
increased gene expression. The establishment of RT-qPCR technique allowed the evaluation 
of the carcinogenic potential of DMBA, opening the perspective of carrying out analyses of 
other substances, such as medicinal plant extracts.
KEYWORDS: 7,12 - dimethylbenzanthracene (DMBA), breast cancer, RT-qPCR.

INTRODUÇÃO
Poluentes químicos, principalmente hidrocarbonetos aromáticos policíclicos (HAP), 

estão presentes no meio ambiente, sendo responsáveis por diferentes tipos de câncer 
em animais e humanos (IARC, 2010). Evidências crescentes demonstram que além da 
predisposição genética, as substâncias carcinogênicas presentes no meio ambiente 
também podem contribuir para o desenvolvimento do câncer (Song et al., 2011). Os 
HAPs são formados pela combustão incompleta de derivados do petróleo, madeira, 
tabaco e outros materiais orgânicos, como carnes defumadas, sendo relacionados ao 
risco do desenvolvimento de vários tipos câncer, inclusive o de mama (IARC, 2010). O 
7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA) é um HAP comumente utilizado em laboratórios 
de pesquisa que estudam o câncer de mama, por ser considerado um potente agente 
carcinogênico (Macejová & Brtko, 2001).

O estudo dos mecanismos moleculares e a participação dos hidrocarbonetos 
aromáticos policíclicos (HAPs) na carcinogênese mamária é de grande relevância dentro 
do contexto atual em termos de saúde da mulher (Song et al., 2011). Para isso, a técnica 
da Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real precedida por transcrição reversa 
(RT-qPCR) pode ser utilizada na análise da expressão gênica, permitindo a distinção de 
sequências específicas dentro de uma mistura complexa de DNA, sendo capaz de avaliar 
a expressão do gene-alvo em resposta ao tratamento com uma determinada substância 
química, podendo assim auxiliar na avaliação do potencial carcinogênico (De Chaisemartin 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6072406/
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& Loriot, 2005; Provenzano & Mocellin, 2007; Ma et al., 2010).
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi utilizar um modelo experimental com 

animais de laboratório submetidos ao tratamento com o DMBA para avaliar a expressão 
de genes relacionados com o processo de carcinogênese mamária, utilizando a técnica 
RT-qPCR para o estabelecimento de um painel genético constituído por diferentes genes 
relacionados com o desenvolvimento do câncer.

MATERIAIS E MÉTODOS
Modelo animal experimental: 
Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Estadual de Maringá (CEUA nº 4816181115), sendo utilizados vinte e um ratos Wistar 
fêmeas com 55 dias de idade que foram obtidos junto ao Biotério Central da Universidade 
Estadual de Maringá. Todos os animais foram acomodados em condições laboratoriais 
padronizadas de temperatura, umidade relativa e ciclo dia-noite com livre acesso à ração 
e água e divididos em dois grupos: Grupo Controle Negativo (sem DMBA) composto por 
nove animais em que foi administrado 1 mL de óleo de milho e Grupo Controle Positivo 
(com DMBA) composto por doze animais que receberam dose única de 65 mg/Kg de DMBA 
diluído em 1 mL de óleo de milho. Durante o período de 90 dias foram observados sinais 
de morbidade ou mortalidade entre os animais que também foram apalpados diariamente 
para avaliar possíveis alterações, lesões ou presença de massas tumorais no tecido 
mamário. Após 90 dias, todos os animais foram anestesiados com Tiopental 40 mg/Kg e 
eutanasiados, conforme descrito no Guia de Boas Práticas para Eutanásia do Conselho 
Federal de Medicina Veterinária (CFMV). O tecido mamário foi dissecado e imediatamente 
seccionado e transferido para tubo de microcentrífuga contendo solução de Trizol Plus RNA 
Purification Kit (Invitrogen, California, EUA). A extração do RNA total foi realizada, conforme 
instruções do fabricante. Para a síntese de cDNA foram utilizadas as enzimas SuperScript 
III Reverse Transcriptase (Invitrogen) e RNase Out (Invitrogen), com o emprego de OligodT 
(Invitrogen) e Random Primers (Invitrogen), também seguindo as instruções do fabricante. 
Os cDNAs sintetizados foram quantificados por espectrofotometria no NanoDrop® (Thermo 
Fischer Scientific, Massachusetts, EUA) e todas as amostras foram diluídas até que 
atingissem a concentração de 25 ng/µL.

Estabelecimento da técnica da Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 
precedida por transcrição reversa (RT-qPCR).

As reações de amplificação foram otimizadas conforme orientações de Nolan et al. 
(2006), sendo realizados testes de gradientes de temperaturas de anelamento (variação 
de 54ºC a 60ºC), utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores (primers) relacionados na 
Tabela 1 (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA) e o kit Platinum SYBR Green Qpcr Super Mix UGG 
(Invitrogen). De acordo com as instruções do fabricante e de Nolan et al., (2006), o volume 
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final da reação de amplificação foi de 10 μL contendo SYBR Green qPCR Super Mix 1X, 
10 pmol de cada oligonucleotídeo iniciador (Forward/Reverse), 25 ng de cDNA e água 
ultrapura. Todas as reações foram realizadas em triplicata e com a adição de controles 
negativos sem material genético (branco), utilizando o equipamento StepOne™ Real-Time 
PCR System (Thermo Fischer Scientific) com   a  seguinte  programação  um  ciclo  de  
ativação   da  enzima  Taq  DNA

Gene Identificação Sequência

RPL10A ribosomal protein L10α F: 5’-GATGAAGAAGGTGCTGTG
R: 5’-ATTGGAGCGTCCTAATACAG

PGK1 phosphoglycerate kinase 1 F: 5’-GGAGATGTCTATGTCAATGATG
R: 5’-TTTAGCTCCTCCCAAGATAG

PTEN phosphatase and tensin homolog F: 5’-CAAAGCAAACAAAGACAAGG
R: 5’-AGTCAGTGGTGTCAGAATATC

MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1 F: 5’-CCATTGATATTTGGTCTGTGG
R: 5’-ATCCAAGAATACCCAGGATG

MYC MYC proto-oncogene F: 5’-CGACTCTGAAGAAGAACAAG
R: 5’-CATAATTGTGCTGGTGAAGTAG

ESR1 estrogen receptor 1 F: 5’-ATATGATCAACTGGGCAAAG
R: 5’-CATTTACCTTGATTCCTGTCC

MAPK3 mitogen-activated protein kinase 3 F: 5’-CAAATCCATTGACATCTGGTC
R: 5’-CAGTATACCTAGAATGTGGTTG

TP53 tumor protein P53 F: 5’-AGGATTCACAGTCGGATATG
R: 5’-GGAGGAAGAAGTTTCCAT

CTNNB1 catenin beta 1 F: 5’-CATCAGGAAGGAGCTAAAATG
R: 5’-AGAATGATGAGCTTGCTTTC

RB1 RB transcriptional corepressor 1 F: 5’-AGCTAAAGGAGAAGTAGTACAG
R: 5’-GGCGAGAGCTTGATAAAATAG

SERPINE serpin family E member 1 F: 5’-CAATCCAACAGAGACAATCC
R: 5’-GGTTGGAAAGATTTACCAGTG

CCND1 cyclin D1 F: 5’-AAAAACAAACCACAAAGACG
R: 5’-AATTTTCCTCAGTTTGGATGG

AR androgen receptor F: 5’-CCTTGTTCCCTTTTCAGATG
R: 5’-GTAAAAGAGGCAGAGAAGAAG

BRCA1 breast cancer 1 F: 5’-ATGCAGAAAATCTTGGAGTG
R: 5’-GTAGGCTCCTTTTGGTTATC

CDH1 cadherin 1 F:5’-CGAGAGAGTTACCCTACATATAC
R: 5’-GGAGCGTTGTCATTAATATCC

ERBB2 erb-b2 receptor tyrosine kinase 2 F: 5’-ATAGTGGTATCTGTGAGCTG
R: 5’-GTAGACAGGTAGTTGTAGGG

ESR2 estrogen receptor 2 F: 5 –GGAAATCTTTGACATGCTCC
R: 5’-GGTACATACTGGAGTTGAGG

FOXA1 forkhead box A1 F: 5’-CAGGAGAGAAAAACCAACAG
R: 5’-CAGATATCTCTGTATGTGTGTG

CDKN2A cyclin dependent kinase inhibitor 2A F: 5’-CGATACAGGTGATGATGATG
R: 5’-GTACTACCAGAGTGTCTAGG
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IGF1 insulin like growth factor 1 F: 5’-GCACCTCCAATAAAGATACAC
R: 5’-TGGGCTTGTTGAAGTAAAAG

HPRT1 hypoxanthine 
phosphoribosyltransferase 1

F: 5’-ACTGGTAAAACAATGCAGAC
R: 5’-CCTGAAGTGCTCATTATAGTC

 Tabela 1: Identificação dos genes e sequências específicas (Forward/Reverse) dos 
oligonucleotídeos iniciadores.

F: Sequência Forward; R: Sequência Reverse

Polimerase Termo-Start a 95°C por 5 minutos e seguido por 40 ciclos de 
amplificação a 95°C por 20 segundos, a 54-60°C por 30 segundos e 72°C por 20 segundos. 
A especificidade da amplificação foi avaliada para cada amostra, de forma que apenas 
o produto de interesse foi amplificado em cada reação, observando-se a formação da 
curva de fusão (melting curve). As orientações do MIQE guidelines descritas por Bustin 
et al. (2009) foram consideradas para o estabelecimento da técnica da RT-qPCR, sendo 
amplificado o cDNA de nove amostras do Grupo Controle Negativo utilizando o par de 
oligonucleotídeos iniciadores do gene HPRT1 (gene endógeno ou normalizador). Após o 
estabelecimento das condições para a reação de amplificação, utilizou-se o cDNA de três 
amostras do Grupo Controle Negativo (sem DMBA) e também três amostras do Grupo 
Controle Positivo (com DMBA), sendo avaliados 20 pares de oligonucleotídeos iniciadores 
para o estudo da expressão gênica e sua relação com a carcinogênese mamária em ratas. 

O par de oligonucleotídeo iniciador do gene endógeno ou normalizador (HPRT1) 
sempre foi utilizado em todas as análises por servir como referência para comparação entre 
todas as amostras analisadas. A análise comparativa foi realizada utilizando o software do 
equipamento StepOne™ Real-Time PCR System que determinou os valores referente ao 
∆CT de cada gene em estudo e de 2-∆∆CT.

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o software estatístico Prism 
8 (Graph Pad Software, California, EUA), aplicando o teste t paramétrico. Os resultados 
foram apresentados na forma de gráficos que possibilitaram a determinação da expressão 
relativa dos genes, tanto do Grupo Controle Negativo (sem DMBA) como também do Grupo 
Controle Positivo (com DMBA) o que possibilitou a análise comparativa entre os grupos

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Neste estudo foram utilizados ratos Wistar fêmeas com idade de 55 dias, pelo fato 

de que nesta idade as glândulas mamárias apresentam baixo grau de diferenciação, sendo 
mais suscetível à indução da carcinogênese mamária pelo DMBA (Russo & Russo, 1996).

Na Figura 1, a amplificação de parte do gene HPRT1 (gene de referência) pode ser 
observada pela formação da curva de fusão, demonstrando que a amplificação ocorreu de 
forma satisfatória, e a linha threshold foi traçada pelo software do equipamento StepOne™ 
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Real-Time PCR System, e faz uma interceptação na curva de fusão que encontra-se na 
fase exponencial de amplificação de todas as amostras analisadas. A partir deste ponto 
de interceptação é possível estabelecer o valor do ciclo threshold (CT) que corresponde 
ao número de ciclos que foram necessários para detectar um sinal fluorescente real, 
correspondendo à amplificação do cDNA das amostras. Valores de CT abaixo de 29 ciclos 
indicam grande quantidade de sequência alvo, enquanto que valores de CT acima de 38 
ciclos podem significar uma quantidade insatisfatória de ácido nucleico para análise (Nolan 
et al., 2006).

Figura 1: Amplificação de parte do gene HPRT1 de nove amostras do Grupo Controle Negativo 
(sem DMBA) pela técnica da RT-qPCR, para o estabelecimento das condições de amplificação, 

principalmente em relação à quantidade de sequências alvo e componentes da reação de 
amplificação.

Na Tabela 2 estão apresentados os valores da média dos CTs das nove amostras 
analisadas, sendo demonstrado que a quantidade de sequência alvo foi suficiente para 
a análise (Provenzano & Mocellin, 2007) e a expressão do gene HPRT1 foi homogênea 
entre as amostras analisadas. Todos oligonucleotídeos iniciadores relacionados na Tabela 
1 foram submetidos às reações de amplificação, e verificou-se que os oligonucleotídeos 
correspondentes aos genes FOXA1, CDKN2A e IGF1 não foram responsivos, ou seja, não 
ocorreu a amplificação da sequência alvo em nenhuma das condições pré-estabelecidas 
(gradiente de temperatura de anelamento e quantidade de reagentes e de cDNA contendo 
a sequência alvo). 
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Animal CT médio Desvio padrão
1 27,791 ±0,243
2 27,946 ±0,035
3 27,641 ±0,395
4 27,242 ±0,331
5 27,887 ±0,135
6 27,832 ±0,133
7 27,496 ±0,307
8 27,240 ±0,015
9 27,189 ±0,159

Tabela 2: Valores de CT médio e desvio-padrão dos valores de CT provenientes da 
amplificação de parte do gene HPRT1 de nove animais do Grupo Controle Negativo utilizando 

a técnica da RT-qPCR. 

Os oligonucleotídeos iniciadores correspondentes aos genes AR, BRCA1, CDH1 
e ERBB2 apresentaram melhor eficiência na reprodutibilidade dos resultados com a 
temperatura de anelamento em 58ºC, e os demais genes (RPL10A, RB1, MAPK1, ESR1, 
TP53, PTEN, SERPINE, CTNNB1, MYC, PGK1, CCND1, MAPK3, ESR2) com a temperatura 
de anelamento em 60ºC. O software do equipamento StepOne™ Real-Time PCR System 
realizou a análise comparativa dos valores de CT dos genes analisados com os valores 
obtidos com o gene HPRT1, tornando possível a determinação dos valores de ∆CT de cada 
gene em estudo, e também de valores de 2-∆∆CT que estão apresentados na Tabela 3. 

Os valores de 2-∆∆CT foram analisados pelo software estatístico Prism8 e pela 
aplicação do teste t paramétrico foi possível a comparação da expressão gênica relativa de 
entre o Grupo Controle Positivo (com DMBA) com o Grupo Controle Negativo (sem DMBA), 
conforme observado nas Figuras 2 e 3, além da determinação do significado estatístico. 

Na Tabela 3 e Figura 2A é possível observar que os genes RPL10A e RB1 
apresentaram diferenças estatisticamente significantes quanto a expressão gênica relativa 
que foi maior no Grupo Controle Positivo quando comparado com o Grupo Controle Negativo. 
Este aumento na expressão do gene RPL10A pode estar relacionado ao fato deste gene 
codificar uma proteína pertencente à subunidade 60S dos ribossomos de eucariotos que 
pode ter a atividade aumentada devido ao processo de carcinogênese (Kumar et al., 2010). 
O gene RB1 é considerado um gene supressor de tumor, sendo responsável por codificar a 
proteína RB1 que modula a atividade de fatores de transcrição da família E2F relacionados 
com a progressão do ciclo celular e com a apoptose mediada pela proteína p53 (Bremmer 
et al., 2010). No entanto, quando ocorre o evento de carcinogênese, há um aumento na 
multiplicação celular, sendo possível que também ocorra aumento na expressão do gene 
RB1, visando o controle do ciclo celular.
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Gene Média dos valores de 2-∆∆CT do 
Grupo Controle Negativo

Média dos valores de 2-∆∆CT 
do Grupo Controle Positivo

RPL10A* 0,012 0,034
RB1* 623,053 1.622,778

MAPK1 24,035 13,561
ESR1 116,275 26,773

BRCA1 40,987 1.431,595
TP53 108,921 256,602
PTEN 8,119 21,825

SERPINE 1.145,725 1.281,495
CTNNB1 10,310 159,117

MYC 95,496 147,550
PGK1 0,621 3,556

CCND1 961,104 1.384,772
AR 434,509 1.335,835

MAPK3 24,417 115.349
CDH1 150,842 1.931,782

ERBB2 6.982,162 108.853,669
ESR2 6.760,909 1.233.045,97

Tabela 3: Valores de 2-∆∆CT obtido a partir da comparação entre o Grupo Controle Negativo (sem 
DMBA) e o Grupo Controle Positivo (com DMBA).

* resultado com significância estatística.

A Tabela 3 e Figura 2B mostram que a expressão relativa dos genes MAPK1 e 
ESR1 foi menor no Grupo Controle Positivo quando comparado como o Grupo Controle 
Negativo. Muitos componentes ativos da via MAPK podem ter funções pró-tumorigênicas e 
antitumorigênicas (Kamiyama et al., 2015). No câncer de mama, o Receptor Estrogênico 1 
ou α (REα) pode sofrer fosforilação induzida por quinases como MAPK e Akt, desregulando 
as funções biológicas deste receptor (Campbell et al., 2001). 

Especificamente neste trabalho, verificou-se que a expressão gênica de MAPK1 
e ESR1 de ambos os genes estava diminuída no Grupo Controle Positivo em relação ao 
Negativo, sugerindo uma possível relação entre estes dois genes. Além disso, o gene ESR1 
é responsável por codificar proteínas do receptor de estrogênio 1 ou α (REα) que atua no 
desenvolvimento da glândula mamária, regulando a morfogênese ductal na puberdade e 
a alveologênese durante a gravidez e lactação (Lee et al., 2012). A expressão diminuída 
do gene ESR1 no Grupo Controle Positivo pode estar relacionado com o aumento da 
expressão dos genes BRCA1 e TP53 também observado neste grupo, a exemplo do que 
foi descrito por Caldon (2014).
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Figura 2: Representação gráfica da expressão relativa dos genes a partir de uma análise comparativa 
entre o Grupo Controle Negativo sem DMBA (untreated) e o Grupo Controle Positivo com DMBA 

(treated). A- Expressão relativa aumentada no grupo controle positivo em relação ao grupo controle 
negativo dos genes RPL10A e RB1 com diferença estatística significativa. B- Expressão relativa 

diminuída no grupo controle positivo em relação ao grupo controle negativo dos genes MAPK1 e ESR1. 
C- Expressão relativa aumentada no grupo controle positivo em relação ao grupo controle negativo dos 

genes supressores de tumor: PTEN, BRCA1, SERPINE e TP53

Na Tabela 3 e Figura 2C, observa-se que o Grupo Controle Positivo (com DMBA) 
apresentou um aumento na expressão dos genes supressores de tumores (PTEN, BRCA1, 
SERPINE e TP53). Provavelmente, este aumento na expressão está relacionado com a 
molécula do DMBA que tem potencial carcinogênico, e pode causar danos no material 
genético que por sua vez ativa as vias supressoras tumorais. O aumento na expressão dos 
genes BRCA1, p53, PTEN, SERPINE; RB1 está relacionado com a regulação dos pontos 
de verificação do ciclo celular, inibindo a proliferação e progressão tumoral, além de induzir 
a apoptose como resposta aos eventos de estresse celular devido à hipóxia ou lesão na 
molécula do DNA (Khalkhali-Ellis et al., 2004; Liu et al. 2007; Guo et al., 2015; Peng et al., 
2016).

Na Tabela 3 e Figura 3, observa-se que a expressão relativa dos proto-oncogenes 
ERBB2, MYC, CDH1, ESR2, CCND1, PGK1, CTNNB1, AR e MAPK3 também foi maior no 
Grupo Controle Positivo (com DMBA) em relação ao Grupo Controle Negativo (sem DMBA).
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Figura 3: Representação gráfica do aumento da expressão relativa dos proto-oncogenes 
ERBB2, MYC, CDH1, ESR2, CCND1, PGK1, CTNNB1, AR e MAPK3 a partir de uma análise 

comparativa entre o grupo controle negativo sem DMBA (untreated) e o grupo controle positivo 
com DMBA (treated).

O gene ERBB2 está super-expresso em aproximadamente um terço dos cânceres 
de mama invasivos, sendo responsável por codificar o receptor de membrana tirosina 
quinase ERBB2 (HER2) presente em vários carcinomas, no entanto, em tecidos adultos 
normais a sua expressão é baixa ou ausente (Treekitkarnmongkol & Suthiphongchai, 
2010). No presente estudo, acredita-se que o carcinógeno DMBA acarretou em mutações 
no gene ERBB2 e consequentemente um aumento na expressão gênica, a exemplo do que 
foi relatado por Ma et al. (2018) onde demonstraram que o DMBA tem efeito sinérgico na 
ativação do gene ERBB2 e consequente na tumorogênese, pelo fato de aumentar os níveis 
de mRNA de MYC e CCND1 nas glândulas mamárias pré-malignas. 

O aumento da expressão gênica relativa destes dois genes também foi observado 
na Tabela 3 e Figura 3, reforçando a ideia de que o aumento da quantidade das proteínas 
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ciclina D1 (produto de codificação do gene CCND1) e c-Myc realmente têm um papel crucial 
na carcinogênese causada pelo DMBA (Currier et al., 2005; Ma et al., 2018). Kok et al. 
(2002) estabeleceram uma relação entre a entrada da β-catenina no núcleo celular com a 
transcrição dos genes MYC e CCND1, esta situação também é condizente com o aumento 
na expressão relativa dos genes CCNTB1 (responsável por codificar a β-catenina), MYC 
e CCND1 (ciclina D1) que são responsáveis pela proliferação celular, principalmente em 
situações de carcinogênese.

Há ainda alguns estudos que relatam uma mudança na expressão de E-caderina 
(proteína codificada pelo gene CDH1) que pode estar relacionado com a perda de adesão 
celular, contribuindo para a proliferação de células e inibição da apoptose (von Zeidler et 
al., 2014). O gene fosfoglicerato quinase 1 (PGK1) é um gene glicolítico, cuja proteína pode 
atuar como cofator da polimerase alfa que está envolvida na síntese de DNA, e portanto 
relacionada com o processo de carcinogênese em curso (Altenberg & Greulich, 2004).

O gene ESR2 que codifica o Receptor de Estrogênio 2 ou β (REβ) possui expressão 
permanente nas células da glândula mamária, mas neste caso em particular foi observado 
um aumento na expressão relativa do gene ESR2. Portanto, é bem provável que a 
codificação dos receptores estrogênicos esteja aumentada e a ligação do estrogênio venha 
a ativar os fatores de crescimento que por sua vez aumentam os níveis de atividade da 
MAPK (Santen et al., 2002). Com a ativação do receptor ERBB2 (HER2) diversas vias de 
sinalização, incluindo a via MAPK também são ativadas podendo auxiliar na explicação 
do aumento da expressão relativa do gene MAPK3 que transfere sinais mitogênicos dos 
fatores de crescimento para o núcleo (Iqbal & Iqbal, 2014; Schadendorf et al., 2015). O 
receptor androgênico (RA) está presente no epitélio da glândula mamária normal e em 
aproximadamente 70 a 90% dos cânceres de mama invasivos, o papel da RA no câncer 
de mama ainda não está claro, mas parece depender de eventos celulares, uma vez que 
quando ocorre o bloqueio da conversão de andrógenos em estrógenos houve proteção 
contra a progressão do câncer de mama em pacientes (Hu et al., 2011).

CONCLUSÕES
O estudo realizado demonstrou que o DMBA foi capaz de induzir alterações na 

expressão da maioria dos genes analisados que estão relacionados com o processo de 
carcinogênese mamária. Muitos genes que apresentaram aumento da expressão gênica 
são da classe dos proto-oncogenes e alguns são supressores de tumor, demonstrando uma 
possível relação com o desenvolvimento de um processo carcinogênico, mas indicando 
também a ativação de um sistema de defesa celular. Deste modo, o estabelecimento da 
técnica da RT-qPCR permitiu a avaliação do potencial carcinogênico do DMBA, abrindo a 
perspectiva para que sejam realizadas análises de outras substâncias, como por exemplo, 
extratos de plantas medicinais.
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