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RESUMO

Pinilla-Fernandez MG. Avaliacdo da expressdo de genes codificadores e nao
codificadores em células epiteliais do carcinoma ductal invasivo de mama de
pacientes com e sem linfonodo acometido. S&o Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-
Fundacéo Antonio Prudente].

O cancer de mama é o mais comum entre as mulheres, representando uma elevada
taxa de mortalidade no mundo. O carcinoma ductal invasivo (CDI) é um grupo
heterogéneo de tumores com diferentes desordens em nivel molecular, ainda assim
foram estabelecidos cinco subgrupos (Luminal A, Luminal B, HER-enriquecido,
Basal e normal-like) os quais apresentam distintos padrdes de expressdao génica com
diferentes implicagcbes em progndstico. Clinicamente, o fator progndstico mais
importante é o acometimento linfonodal, devido a sua influéncia na sobrevida das
pacientes. O maior conhecimento do genoma humano tem permitido identificar
grandes transcritos que ndo codificam proteinas e s@o originados de sequéncias
intrénicas ou intergénicas do genoma (INcCRNAS) e diferencas de expressao desse tipo
de transcrito em tecidos especificos e em alguns tumores tem sido reportada,
sugerindo um papel regulatério importante, portanto, estudos nessa area seriam
promissores para o0 melhor entendimento do cancer. Nesse contexto, 0 presente
estudo tem como objetivo avaliar a expressao de transcritos codificadores e ndo-
codificadores de proteinas nas células epiteliais tumorais de carcinoma ductal
invasivo de mama com ou sem linfonodos acometidos.

A determinacdo da expressdo génica foi avaliada pela hibridizagdo em uma lamina
de microarray customizada com sondas para transcritos codificadores de proteinas e
transcritos longos ndo codificadores. Hibridizamos o RNA amplificado, proveniente
de células epiteliais capturadas a laser, de 103 amostras de carcinoma ductal invasivo
de mama, com e sem linfonodos acometidos, representativas dos subgrupos
moleculares, caracterizados por marcadores imunoistoquimicos. A avaliacdo dos
transcritos codificadores foi usada com dois propdsitos. O primeiro foi a validagéo
do ensaio microarray pela replicagdo do conjunto de genes PAMS50. N0ssos
resultados mostraram um perfil de expressdo muito similar aos achados por Parker et
al. (2009), agrupando as amostras segundo os subtipos moleculares “intrinsecos” e
validando o0s nossos experimentos de microarray. O segundo proposito foi a



identificacdo de perfis moleculares associados com acometimento linfonodal. Para
esse proposito, conseguimos identificar 79 genes candidatos a estarem associados
com comprometimento linfonodal, uma vez que apresentaram diferencas de
expressdo entre as amostras com e sem linfonodos acometidos. Esses candidatos
foram submetidos a uma andlise seriada utilizando o software STEM, o qual permite
uma avaliacdo dindmica da expressdo dos genes em grupos representativos da
invasdo linfonodal de forma progressiva (grupos de amostras de pacientes sem
acometimento linfonodal, amostras de pacientes com 1-3 linfonodos acometidos e
pacientes com 4 ou mais linfonodos acometidos). Essa anéalise é baseada em 10 perfis
de expressao, 5 que aumentam e 5 que diminuem a express@o ao longo da progressédo
do acometimento linfonodal, representado por grupos de amostras caracteristicos de
cada estadio. Desses, 3 perfis apresentaram significancia estatistica, um deles com
expressao diminuida e dois com expressdo aumentada. Para validacdo técnica dos
genes pertencentes a esses perfis, foram selecionados 40 genes para o ensaio RT-
gPCR 29 pertencentes aos perfis que apresentaram significancia estatistica e 11 aos
gue nédo apresentaram. O ensaio de RT-qPCR mostrou que sete genes confirmaram as
diferengas de expressdo entre as amostras LNO e LN>4, quatro com aumento da
expressdao (POU2AF1, ZDHHC20, CX3CL1 e FOXQ1), e genes com diminuigéo da
expressao ao longo do processo de acometimento linfonodal (CDK5R2, NMX1 e
SPTANL1). Desses sete genes, quatro estavam nos perfis do STEM com significancia
estatistica. O conjunto de genes validados foi submetido a uma anélise de interacéo
génica, obtendo uma unica rede, composta por todos sete genes validados, na qual,
interessantemente, predominaram as fun¢des bioldgicas relacionadas ao movimento e
a proliferacdo celular. Adicionalmente, avaliacdo dos transcritos ndo codificadores
foi utilizada para identificar pares de transcritos senso-anti-senso com expressao
invertida, sugestivo de regulacdo transcricional do transcrito codificante pelo nédo-
codificante. Nossa analise identificou 15 pares de transcritos codificadores com seu
respectivo transcrito anti-senso ndo codificante, com expresséo invertida. Dois pares
de transcritos apresentaram correlagdo de Pearson >0.7, as sequéncias nao
codificadores estavam no mesmo locus do gene LCOR e RFWD?2, sugerindo que
esses genes podem estar sendo regulados por esses transcritos anti-sensos. No
entanto, o papel desses genes na carcinogénese de mama e dos anti-sensos na sua
regulacao necessitam de analises adicionais.



SUMMARY

Pinilla-Fernandez MG. [Evaluating the expression of coding and non-coding genes
in epithelial cells of invasive ductal breast cancer in patients with and without
lymph node involved]. Sdo Paulo; 2015. [Tese de Doutorado-Fundacdo Anténio
Prudente].

Breast cancer is the most common cancer among women with high mortality rate
worldwide. Although Invasive ductal carcinoma (IDC) is a heterogeneous group of
tumors with different disorders at the molecular level, it has been established five
subgroups (Luminal A, Luminal B, HER-enriched, basal and normal-like) that have
distinct patterns of gene expression with different implications for prognosis.
Clinically the most important prognostic factor is lymph node involvement due to its
influence on survival of patients. Greater knowledge of the human genome has
allowed to identify large transcripts that do not code for proteins and are sourced
from intronic and intergenic sequences of the genome (InNcCRNASs), analyzes of this
type of transcript has shown expression differences in specific tissues and some
tumors, showing that studies in this field would be promising for a better
understanding of cancer. In this context, this study aims to evaluate the expression of
coding and non-coding transcripts of proteins in tumor epithelial cells of breast
invasive ductal carcinoma with or without lymph nodes metastases. The
determination of gene expression was assessed by hybridization on a customized
microarray platform containing probes for coding and non-coding protein transcripts.
We employed for hybridization the amplified RNA derived from epithelial cells
captured by microdissection laser of 103 samples of invasive ductal breast
carcinoma, with or without affected lymph nodes, representative of molecular
subgroups, characterized by immunohistochemistry markers. The evaluation of
coding transcripts was used for two purposes. The first was the validation of
microarray by the replication of the PAM50 gene set. Our results showed a very
similar expression profile to the findings by Parker et al. (2009), gathering the

samples according to "intrinsic" molecular subtypes and validating our microarray



experiments. The second purpose was to identify moleculares profiles associated
with lymph node involvement. For this purpose, we were able to identify 79
candidate genes to be associated with lymph node involvement, since they showed
differential expression between samples with and without affected lymph nodes.
These candidates were subjected to a serial analysis using STEM software which
allows a dynamic assessment of gene expression in representative lymph node
invasion groups in a progressive manner (patient samples without lymph node
involvement, patient samples with 1-3 affected lymph nodes and patients with four or
more affected lymph nodes). This analysis is based on 10 expression profiles, 5 up-
regulated and 5 down-regulated along the progression of lymph node involvement,
represented by a group of samples with characteristic of each stage. From them, 3
profiles were statistically significant, one with decreased expression and two with
increased expression. For technical validation of genes belonging to these profiles,
40 genes were selected for RT-gPCR assay 29 belonging to the profiles that showed
statistical significance and the 11 that did not. The RT-gPCR assay showed that
seven genes confirmed the expression differences between the LNO and LN>4
samples, four with increased expression (POU2AF1, ZDHHC20, CX3CL1 and
FOXQ1) and three genes with decreased expression during the process of lymph
node involvement (CDK5R2, NMX1 and SPTANL1). From these seven genes, four
were in STEM profiles with statistical significance. The set of validated genes were
subjected to a gene interaction analysis, obtaining a single network, comprising all
validated genes, with enrichment in biological functions related to cell proliferation
and movement. Additionally, evaluation of non-coding transcripts was used to
identify pairs of sense-antisense transcripts with inverted expression, suggestive of
transcriptional regulation of the coding transcript coding by the non-coding. Our
analysis identified 15 pairs of coding transcripts with their respective noncoding
antisense transcript with inverted expression. Two pairs of transcripts showed
Pearson correlation >0.7, non-coding sequences were in the same locus of LCOR and
RFWD2 gene, suggesting that these genes may be regulated by these antisense
transcripts. However, the role of these genes in breast carcinogenesis and in its

antisense regulation requires additional analyzes.
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1 INTRODUCAO

O céancer da mama é o tipo de cancer com maior prevaléncia nas mulheres no
Mundo. Cerca de 1,4 milhdes de casos novos dessa neoplasia foram esperados para o
ano de 2008, correspondendo a 23% de todos os tipos de cancer. Nos Estados
Unidos, cerca de uma em cada oito mulheres (pouco menos de 12%) ira desenvolver
cancer de mama invasivo ao longo de sua vida. Na América do Sul, observa-se uma
taxa de incidéncia de 44,3 por 100.000 habitantes, com taxa de mortalidade de 13,2
por 100.000 habitantes (JEMAL et al. 2011).

Para 2014, as estimativas para o Brasil foram de 57.120 casos novos de
cancer da mama, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres
(Ministério de Saude 2014). Sem considerar os tumores da pele ndo melanoma, o
cancer de mama é o mais frequente nas mulheres das regides Sudeste e Sul (71/100
mil), Centro-Oeste (51/100 mil) e Nordeste (37/100 mil). Na regido Norte, € 0
segundo tumor mais incidente (21/100 mil) (Ministério de Saude 2014).

As taxas de incidéncia do cancer de mama no Brasil revelam que a idade
continua sendo o principal fator de risco, notando um aumento significativo dos 40

anos em diante (Figura 1).
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Fonte: Ministério da Saude (2014)
Figura 1 - Taxas de Incidéncia e Mortalidade por Idade, no Brasil. Pode-se observar um

aumento da taxa de incidéncia e mortalidade a medida que aumenta a idade das mulheres.

Apesar de ser considerado um cancer relativamente de bom prognostico se
diagnosticado e tratado precocemente, as taxas de mortalidade por cancer da mama
continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estadios avangados. A sobrevida média apds cinco anos tem
apresentado um discreto aumento na populagdo de paises desenvolvidos, atualmente
é de 85%, entretanto nos paises em desenvolvimento, como no Brasil, a sobrevida

continua com valores entre 50 e 60% (Ministério de Satde 2014).

1.1 CARCINOMA MAMARIO

O carcinoma mamario € uma doenca complexa e heterogénea. Definido como
o crescimento anormal e descontrolado das células epiteliais no tecido maméario.
Quando a proliferacdo anormal permanece dentro dos ductos e/ou l6bulos €
conhecido como carcinoma in situ (ndo-invasivo), ou seja, as células neoplasicas nao
ultrapassam a membrana basal. Se extrapolam a membrana basal o tumor é

denominado invasivo.



O carcinoma ductal invasivo (CDI) é o cancer de mama mais comumente
observado, ndo tem caracteristicas histologicas especiais e corresponde a,
aproximadamente, 90% dos carcinomas da mama. O CDI surge a partir de células
epiteliais, cuboidais de revestimento ductal, neoplasicas que podem perder a
capacidade de adesdo e iniciar o processo de invasdo, ultrapassando a membrana
basal e a camada de células mioepiteliais (Figura 2) invadindo as estruturas
preexistentes. Podem atingir o estroma, os vasos sanguineos e linfaticos, chegando
inclusive a produzir metastase, primeiro nos linfonodos axilares proximos e depois

podem se espalhar por 6rgaos distantes (FIDLER 2003).
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Figura 2 - Carcinoma ductal mamario. Sio observadas as etapas de invasdo das células do

carcinoma ductal.

O cancer de mama apresenta uma progressdo clinica diferente em cada
paciente, o que reflete nas diferencas observadas em relacdo ao crescimento tumoral,

capacidade de invasdo e potencial metastatico. Os fatores prognésticos sao



parametros possiveis de serem mensurados no momento do diagndstico, que servem
como preditores da sobrevida do paciente. No cancer de mama, séo consideradas as
caracteristicas demograficas, caracteristicas do tumor (comprometimento linfonodal,
tamanho tumoral, tipo histoldgico) e marcadores bioldgicos como o padrdo de
expressao dos receptores hormonais (estrdgeno e progesterona), bem como a
amplificacdo e/ou aumento de expressao da proteina HER-2.

O status linfonodal axilar é o fator prognostico mais importante do CDI da
mama. O estudo do acometimento é feito por resseccdo cirdrgica e posterior analise
anatomopatoldgico do linfonodo, 0 que permite estabelecer o comprometimento
metastatico dos linfonodos axilares (CARTER et al. 1988). Estudos tém descrito que
seis linfonodos sdo o minimo necessario para avaliar adequadamente as metastases
linfonodais (KATZ et al. 2008), mas geralmente sdo avaliados no minimo 10 LNs
(SCHIFFMAN et al. 2011).

O ndmero de linfonodos ressecados é importante, porque tem-se demostrado
que existe uma associagdo entre quantidade de linfonodos positivos e 0 aumento da
mortalidade (SCHIFFMAN et al. 2011). Doentes com >4 linfonodos axilares
positivos tém um progndstico pior em comparagdo com aqueles com 3 linfonodos
positivos (CARTER et al. 1989). No Brasil, é observado que pacientes sem
acometimento linfonodal apresentam uma elevada sobrevida livre de doenga em 10
anos de 99% a 92%, mas desde o acometimento do primeiro linfonodo a taxa de
sobrevida em 10 anos diminui para 82% a 65%, sendo que um maior nimero de
linfonodos acometidos (>4 linfonodos acometidos) a sobrevida cai ainda mais,
chegando a 45%, e em pacientes com metastase a distancia a sobrevida em 10 anos

diminui para 14% (Ministério da Satde 2014).



O tamanho do tumor é um parametro que mostra excelente correlacdo com a
sobrevida global e risco de recorréncia. Quanto maior a lesdo, pior o prognostico,
desde que todas as outras variaveis permanecam comparaveis. Pacientes com
tumores < 1,0 cm tém uma sobrevida geral proxima de 99% comparado com 89%
para tumores entre 1,0 e 3,0 cm, e 86% para tumores entre 3 e 5 cm (CARTER et al.
1988). Em pacientes com tumores menores do que 1,0 cm, observa-se que 10 a 20%
apresentam comprometimento de linfonodos axilares, e em torno ao 90% dos
pacientes sem linfonodos comprometidos tém uma sobrevida livre da doenca em 10
anos (FITZGIBBONS et al. 2000; NAROD 2012).

O Colegio Americano de Patologistas recomenda a medida do tumor em pelo
menos 2 dimensdes, sempre considerando a maior dimensdo do tumor invasor para a
determinacdo do estadio. O tumor é medido na macroscopia e também na
microscopia, se houver discrepancia entre as duas medidas, a medida microscépica
do componente invasor é aquela a ser usada para o estadiamento (FITZGIBBONS et
al. 2000). Nos tumores com componente invasor e in situ, a medida do componente

invasor determinara o estagio tumoral.

1.2 ESTADIAMENTO DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama é classificado e estratificado pelas caracteristicas
histoldgicas e clinicas.

O sistema de estadiamento histolégico mais utilizado para o cAncer de mama
é a classificacdo de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), o qual foi modificado pelo

grupo de Nottingham (ELSTON e ELLIS 1991). O grau de diferenciacdo SBR é



avaliado de acordo com a tendéncia para formar glandulas, a presenca de nucleos
atipicos e o indice mitotico. A soma dos pontos dos trés componentes determina 0s
graus: 1 (bem diferenciado) 2 (moderadamente diferenciado) e 3 (fracamente
diferenciado). Pacientes com tumores bem diferenciados mostram sobrevivéncia
aumentada em relacdo aos tumores fracamente diferenciados.

Clinicamente, os tumores solidos, como no caso do cancer de mama, séo
avaliados em trés parametros que permitem descrever a extensdo anatdmica da
doenca (Ministério da Saude 2011). Esses parametros sdo: extensdo do tumor
primario (T), presenca ou a auséncia de metastase em linfonodos regionais (N) e
presenca ou a auséncia de metastase a distancia (M). A partir das informacdes
obtidas pela classificacdo do tumor nas categorias T, N e M, o tumor de mama é
agrupado em quatro estadios (Quadro 1) (Ministério da Saude 2011). A descricéo

extensa de cada categoria do TNM pode ser vista no “Anexo 2”.



Quadro 1 - Descrigdo do carcinoma ductal de mama em relagdo ao estaddio, TNM e
sobrevida
Estadio TNM Descricao Sobrevida
em 5 anos
0 TisNOMO | Carcinoma in situ. Sem metastase nos linfonodos 99%
regionais, sem metastases a distancia
| T1NOMO | Tumor menor ou igual a 2 centimetros, sem tumor nos 92%
ganglios linfaticos regionais, sem metastases distantes.
TON1MO | Ndo ha evidéncia de tumor primario, metastases nos 82%
T1N1MO | ganglios, sem metastases a distancia.
I T2NO MO | Tumor menor ou igual a 2 centimetros, metastases nos
ganglios, sem metastases distantes.
Tumor é entre 2 e 5 centimetros, nenhum tumor é
linfonodos regionais, sem metastases a distancia
T2N1MO | Tumor é entre 2 e 5 centimetros, metastases nos 65%
T3NO MO | linfonodos, sem metéastases a distancia.
11B . . .
Tumor maior de 5 centimetros, sem linfonodos
comprometidos, sem metastases a distancia.
TON2 MO | Nao ha evidéncia de tumor primario, metastases nos 47%
T1N2 MO | linfonodos ipsilaterais fixos, sem metastases a distancia.
T2 N2 MO | Tumor menor ou igual a 2 centimetros, metastases nos
T3, N1 N2 | linfonodos ipsilaterais fixos, sem metastases distantes.
A MO Tumor é entre 2 e 5 centimetros, metastases nos
linfonodos ipsilaterais fixos, sem metastases a distancia.
Tumor é mais de 5 centimetros, metastases nos
linfonodos ipsilaterais fixos, sem metastases a distancia.
T4 NX MO | Tumor estende a parede toracica, qualquer envolvimento 44%
TX N3 MO | nodal, sem metastases a distancia.
1B Qualquer envolvimento do tumor primario, metastases
para nodulos mamarios internos ipsilaterais, sem
metastases a distancia.
v TX NX M1 | Envolvimento do tumor primario, qualquer envolvimento 14%
nodal, metastases a distancia.

Nomenclatura: T: Tamanho; N: Linfonodos comprometidos; M: Metastases; X: Qualquer.

1.3 MARCADORES MOLECULARES DO CANCER DE MAMA

O cancer de mama é uma doenca de comportamento diverso nas pacientes,

portanto ndo poder ser utilizado um sé método de tratamento a todos 0s pacientes.

Geralmente as pacientes com cancer de mama sdo submetidas a cirurgia para

remover o tumor e alguns dos linfonodos axilares. A cirurgia pode ser radical, total

ou parcial. Com o objetivo de aumentar as chances de cura dos pacientes com a



doenca, tem sido incorporadas terapias adjuvantes como: radioterapia, quimioterapia,
hormonioterapia e tratamentos com anticorpos monoclonais.

O prognostico do cancer de mama depende da extensdo da doenca
(estadiamento). Quando a doenca € diagnosticada no inicio, o tratamento tem maior
potencial curativo. Quando ha evidéncias de metastases (doenca a distancia), o
tratamento tem por objetivos principais prolongar a sobrevida e melhorar a qualidade
de vida.

Varios marcadores moleculares tém sido utilizados na classificacdo de rotina
do carcinoma mamarios. A atividade mitotica, por exemplo, pode ser avaliada por
marcadores de proliferacdo celular, que permitem uma medida mais acurada da
quantidade de células em proliferacdo, assim também a possibilidade de investigacéo
prognostica das neoplasias humanas de maneira simplificada, rapida e pouco
dispendiosa (CHEANG et al. 2009). O Ki67 € um anticorpo monoclonal que
reconhece um antigeno que esta associado ao nucleo celular, sendo expresso em
todas as fases do ciclo celular, exceto em GO. A expressdo antigénica aumenta com a
progressdo do ciclo celular, alcangando um pico nas fases G2 e M. Alguns trabalhos
tém mostrado a superioridade do Ki-67 como marcador de proliferagéo celular, por
néo sofrer tantas influéncias de fatores internos e externos (VERONESE et al. 1993).
Além disso, sua expressdo nuclear num periodo definido do ciclo celular pode
representar uma vantagem em relagdo ao seu emprego como marcador biolégico. Ha
estudos que sugerem um risco aumentado de recorréncia da doenga em pacientes
com niveis elevados de Ki67 (DE AZAMBUJA et al. 2007; CHEANG et al. 2009;

INWALD et al. 2013).



O status dos hormdnios estrogeno e progesterona sdo fatores prognosticos
bem estabelecidos e importantes na escolha do tratamento para cancer de mama. O
estrégeno atua no crescimento e desenvolvimento normal das glandulas mamarias e
também contribui na carcinogénese da mama (HENDERSON et al. 1988). Alem
disso, esse hormonio atua na proliferacdo celular mediada por receptores
intracelulares (ER — do inglés, estrogen receptor), e, quando € ativado, atua como
fator de transcricdo, regulando a expressdao de varios genes. Em geral, tumores ER
negativos estdo associados a uma menor sobrevida quando comparados com ER
positivo, sendo o status de ER utilizado como marcador prognéstico e também na
predicdo de resposta a hormonioterapia, sendo que pacientes ER negativo raramente
respondem a terapia endocrina, reforcando a associacdo entre o nivel de expresséo de
ER e aresposta a terapia (BEZWODA et al. 1991).

Os estrogenos também induzem a sintese de proteinas especificas, tal como
receptor de progesterona. Portanto, a determinacdo da expressdo do receptor de
progesterona é um outro fator importante na determinacéo do prognostico da doenga
e também na predigdo de resposta a hormonioterapia (PAYNE et al. 2008).

O Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) é uma glicoproteina
transmembrana, receptor de tirosina quinase, presente em pequenos niveis nas
células epiteliais da mama normal. Trinta e cinco a 60 por cento dos canceres de
mama super-expressam o EGFR, o qual parece ter um efeito estimulador sobre o
crescimento de alguns carcinomas de mama. Existe uma relagdo negativa entre o
EGFR e o estado dos receptores hormonais, sendo a super-expressao de EGFR
associada com a auséncia do ER ou do PR e baixa resposta ao tamoxifeno

(STACKER et al. 2002; ECCLES 2011). Sua maior positividade apresenta
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associacdo positiva com pior grau tumoral e indices de proliferacdo aumentados.
Pode ser relacionado a super-expressdo de p53 anormal e de fatores angiogénicos
(ECCLES 2011).

O oncogene HER-2/neu (c-erbB-2), membro da familia do receptor de fator
de crescimento epidérmico, localizado no 17921, codifica uma glicoproteina
transmembrana, p185HER2. A proteina HER-2/neu é expressa em niveis baixos nas
células epiteliais e mioepiteliais do tecido mamario normal, encontrando-se
amplificado em aproximadamente 25% dos casos de cancer de mama. A super-
expressao esta relacionada ao maior grau histologico, aumento da agressividade
tumoral, reducdo da sobrevida e aumento da recorréncia e mortalidade.

Diversos estudos da literatura indicam o c-erbB-2 como fator prognéstico
independente e preditivo na resposta a quimioterapia adjuvante baseada no uso da
adriamicina. Além disso, com a introducdo do anticorpo monoclonal humanizado
Herceptin®, como nova modalidade terapéutica em cancer de mama, o status do c-
erbB-2 tornou-se muito importante na avaliagdo terapéutica global dessa doenca
(PAYNE et al. 2008).

Apesar do emprego de marcadores moleculares na rotina clinica, muitas
pacientes com mesmo diagnostico e progndstico clinico podem apresentar resultados
muito diferentes tanto em termos de resposta ao tratamento como recidiva e
surgimento de metéstase. Isso ocorre porque a classificagdo atual baseada nos
marcadores utilizados é limitada e classifica pacientes com doencas molecularmente
heterogéneas em uma Unica entidade (NAKHLIS e MORROW 2003), levando
pacientes com perfis moleculares distintos a terem a mesma classificacéo por falta de

outros indicadores (SGRLIE et al. 2001; SOTIRIOU et al. 2003).
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Assim, ¢ de muita importancia na pesquisa contra o cancer de mama a
identificacdo de novos marcadores moleculares tumorais que possibilitem o
desenvolvimento de métodos diagndsticos de deteccdo precoce e com capacidade de

prognosticar o desenvolvimento da doenca.

1.4 PERFIL MOLECULAR DO CANCER DA MAMA

Devido a heterogeneidade do cancer de mama, tumores com a mesma
classificacdo clinica e histopatoldgica podem apresentar diferentes evolugdes clinicas
no que diz respeito a recidiva, progressdo e desenvolvimento de metéstases. Os
pesquisadores tém tentado compreender melhor a patologia analisando o componente
molecular do céncer, os genes potencialmente envolvidos no controle do
crescimento, morte e diferenciacdo das células cancerosas, com a intensdo de
identificar um padrédo de expressdo génica (PEROU et al. 2000; MA et al. 2003).

Estudos de analise do perfil de expressdo génica usando microarrays foram
aplicados com sucesso para conseguir classificar em quatro os subtipos moleculares
do céncer de mama. A classificacdo intrinseca do cancer de mama os divide em:
tumores com expressao de genes relacionados as células epiteliais luminais, tumores
com expressdo do receptor do fator de crescimento epidérmico humano-HER-2
(ERBB2), tumores com expressdo génica similar as células do epitélio basal e
aqueles que expressavam um padrdo semelhante ao tecido mamario normal (PEROU
et al. 2000; SORLIE et al. 2001).

O subtipo “Luminal” apresenta expressao dos receptores hormonais,

estrogénio e progesterona, assim também apresenta a expressao da proteina GATA3,
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da proteina 1 unida a X-box, do fator nuclear 3a. do hepatocito e LIV-1 regulada por
estrogénio. O subtipo Luminal pode se subdividir em “A” e “B”.

Luminal A: além de apresentar a expressdo caracteristica dos subtipos
luminais, apresenta elevada expressdo de c-kit, fator de crescimento hepatdcito,
insulin-like growth factor-binding protein-3, ATF-3, e componentes do fator
transcricional AP-1, tais como: c-fos, c-jun, fosB, e jun-D e baixa expressao de genes
relacionados ao crescimento celular como; topoisomerase Il alfa, mitotic kinesin-like
protein-1, PCNA, CDC2, BUB1 e MAD2L1 (S@RLIE et al. 2001; SOTIRIOU et al.
2003).

Luminal B: apresenta moderada expressdo dos genes especificos do subtipo
luminal, incluindo o grupo do receptor de estrogénio, além disso, nesse subgrupo é
observada amplificacdo do HER2 e padrdo de proliferacdo, incluindo genes como:
CCNBL1, MKI7, e MYBL2 (SORLIE et al. 2001; CHEANG et al. 2009).

HER-2: esse grupo se caracteriza por apresentar elevada expressao de varios
genes contidos na regido 17q11 e 17912-g22, incluindo HER2/ERBB2 e GRB7. Além
da elevada expressdo de genes envolvidos na via RAS, tais como: Ras-related
GTPases, RALB, e RAB6A (SORLIE et al. 2003; HU et al. 2006).

Basaloide: caracterizado pela elevada expressdo de citoceratina 5 e 17,
laminina e &cidos graxos unidos a proteina 7 junto com a auséncia ou minima
expressao do receptor de estrogénio e HER2. Além da elevada expressdo de frizzled-
related protein 1 e oncogene KIT, MYC e SFRP1 (regulado pela via de sinalizagédo
Wnt) e baixa expressdo da fibronectina 1 e mucina 1 (S@RLIE et al. 2001;

SOTIRIOU et al. 2003).
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Normal-like: esse grupo se caracteriza por expressar varios genes conhecidos
por serem expressos por tecido adiposo e outros tipos celulares nao epiteliais.

Além da classificacdo intrinseca do cancer de mama, a metodologia
microarray tem sido usada para varios outros propositos, 0s quais incluem a pesquisa
de marcadores de resposta a quimioterapias (FOLGUEIRA et al. 2009), marcadores
de progressdo do carcinoma (CASTRO et al. 2008; MA et al. 2003 2009;
ROZENCHAN et al. 2009). Na clinica, o perfil de expressdo génica tem contribuido
de forma significativa para a avaliacdo progndéstica em relacdo aos fatores preditivos

clinico-patologicos habituais.

1.5 POTENCIAL PROGNOSTICO DOS PERFIS DE EXPRESSAO

Uma das maiores contribui¢cbes dos microarrays na pesquisa do cancer de
mama foi a identificagdo de padrdes de expressdo com potencial preditivo na
evolugéo dos pacientes, identificando diferencas na sobrevida global associado aos
subgrupos moleculares intrinsecos, assim 0s subtipos triplo negativos (basaloide) e
HER-2 foram relacionados a um pior progndstico e o subtipo Luminal a um melhor
prognostico. (SOTIRIOU et al. 2003; THAKKAR e MEHTA 2011).

Estudos tém permitido determinar o perfil genético das neoplasias com mau
progndstico, cuja assinatura incluiu genes reguladores do ciclo celular, invasdo,
metastases, angiogénese e sinais de transdugdo que Se apresentaram
significantemente aumentadas nos subtipos de pior prognéstico (VAN’T VEER et al.

2002).
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Dos estudos moleculares do cancer de mama, tem sido proposto varios
conjuntos de genes que permitiriam classificar e prognosticar a doenca, mas s6 dois
deles estdo disponiveis para uso clinico: o Mammaprint e Oncotype.

Mammaprint (Agendia, Huntington Beach, CA) é um ensaio microarray de
DNA composto por 70 genes. O uso desse conjunto de genes pode ajudar a predizer
0 risco de recidiva e metastases do cancer nos proximos 10 anos (VAN’T VEER et
al. 2002). O teste € indicado para pacientes com cancer de mama com idade inferior a
61 anos, com estagio | ou Il, tumor <5 centimetros e sem comprometimento
linfonodal. Como resultado do teste, as pacientes sdo classificadas em dois grupos de
risco: maior risco de metastase de 10 anos (50% de probabilidade) ou baixo risco
(probabilidade de 10-15%), a fim de determinar a necessidade e conveniéncia de
realizar tratamento com quimioterapia.

Oncotype DX (Genomic Health Inc) é um ensaio RT-PCR, composto por 21
genes, destinado a predizer o risco de apresentar recidiva (PAIK et al. 2006). E
dirigido a pacientes diagnosticadas em estadios | ou Il, positivas para receptor de
estrogénio e sem linfonodos acometidos. Como resultado do teste, para assim poder
aconselhar melhor sobre a conveniéncia de realizar quimioterapia complementaria a
hormonioterapia, as pacientes séo classificadas pelo risco de apresentar recidiva em

trés grupos (alto, intermédio e baixo).
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1.6 EXPRESSAO GENICA ASSOCIADA A PROGRESSAO DO

CANCER

No tecido mamario, uma vez que as células tumorais adquirem a capacidade
de invasdo, o tumor ganha o potencial de disseminacdo aos orgdos distantes. O
modelo classico de progresséo do carcinoma ductal sugere uma progressao continua,
mas ndo obrigatdria, atraves de uma série de etapas. O processo se inicia em um
tecido normal, progredindo para um epitélio plano atipico, seguido por uma
hiperplasia ductal atipica, avancando para um carcinoma ductal in situ e culminando
em um CDI, que pode desencadear em metastases (WELLINGS e JENSEN 1973).

As modificagdes morfologicas estdo acompanhadas por alteracdes
moleculares, genéticas e epigeneticas, observando-se alteracbes do padrdo de
expressao nos diversos estados da progressao do cancer (KREEGER 2010; MICHOR
etal. 2011).

Na fase pré-invasiva do carcinoma ductal, foi mostrado que as células
epiteliais apresentam mudancas de expressdo génica que precedem as manifestacfes
morfologicas, evidenciado que as células epiteliais tumorais do carcinoma ductal in
situ puro sofrem maiores alteracbes no padrdo de expressdo génica que O
componente in situ de uma lesdo invasiva, sendo que o ultimo pouco diverge das
células do componente invasivo (CASTRO et al. 2008). Alguns genes como
ANAPC13, com expressdo diminuida em eventos iniciais do carcinoma ductal
mamario, tém sido sugeridos como um potenciais biomarcadores para invasdo do

carcinoma ductal in situ (SENS-ABUAZAR et al. 2012).
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O microambiente parece desempenhar um papel importante na invasdo das
células tumorais ao tecido adjacente e tem sido estudado por varios grupos (MA et al.
2009; ROZENCHAN et al. 2009; KNUDSEN et al. 2012). Geralmente, o estroma no
cancer apresenta uma abundancia de celulas inflamatorias e fibroblastos ativados,
possivelmente seja o resultado de mudancas epigenéticas na fase pré-cancerosa
(TLSTY 2001). Estudos tém demonstrado que existem diferencas de expresséo entre
as células mioepiteliais do tecido normal em comparagdo as células do carcinoma
ductal in situ. As células mioepiteliais do CDIS expressam diminuic¢éo dos niveis de
laminina, tenascina, trombospondina, citoqueratinas, tropomiosina e receptor da
oxitocina, e elevada expressdo de proteases (catepsinas, MMP-2, e PRSS11),
inibidores de protease (trombospondina 2 SERP- ING1, cystatinC, e TIMP3) e
colagenos (KHAMIS et al. 2012). Por meio dessas interagdes reciprocas que o tumor
pode criar um microambiente favoravel para a proliferacdo, neovasculatura e a
estimulacdo da producdo de proteases capazes de degradar tecidos adjacentes,
aumentando a probabilidade da invaséo do tumor (BERGAMASCHI et al. 2008).

Em mama, uma vez que as células tumorais adquirem a capacidade de
degradar a membrana basal, o tumor invasivo adquire potencial de disseminagdo. O
primeiro local é o dos linfonodos regionais. Esse processo envolve alteracGes
genéticas, desregulacdo de mdaltiplos genes e dos mecanismos regulatorios da
transcrigdo (TALMADGE e FIDLER 2010).

Embora estudos genémicos e transcriptdomicos venham sendo desenvolvidos
para avaliar invasdo linfonodal, é importante salientar que ainda nao é possivel
distinguir uma Unica assinatura caracteristica das pacientes com e sem linfonodos

acometidos, ainda que alguns estudos estejam permitindo identificar genes
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envolvidos no acometimento linfonodal (ABBA et al. 2007; SMEETS et al. 2011,

BISWAS et al. 2014).

1.6.1 Estudo independente dos componentes morfoldgicos do cancer

Os tumores s@o formados por uma mistura complexa e heterogénea de tecidos
compostos por varios tipos celulares. Durante a progressdo da doenca, acontecem
mudangas que alteram a quantidade, morfologia e expressdao génica das células
(SIMPSON et al. 2005; ANDERSON et al. 2006; CREIGHTON et al. 2010). No
CDI de mama, as células epiteliais sdo predominantes, no entanto, estdo presentes
varios outros tipos de células, incluindo células mioepiteliais e células do sistema
imune.

Muitas abordagens tém sido usadas para analisar as populacdes celulares de
forma independente. Uma das metodologias que permite isolar populagdes celulares
especificas é a microdissec¢do por captura laser (LCM), descrita pela primeira vez
em 1996 (EMMERT-BUCK et al. 1996). Atualmente, essa metodologia esta bem
estabelecida como uma ferramenta poderosa para o isolamento de células de
interesse sob controle morfologico por meio de identificagdo microscopica das
células de interesse (ESPINA et al. 2006). Com essa metodologia é possivel obter
RNA integro, mas em baixas quantidades (WANG et al. 2006; BEVILACQUA et al.
2010), que precisa ser amplificado para possibilitar sua utilizagdo em diversas
abordagens moleculares. Varios protocolos de amplificacdo de RNA mensageiro
estdo disponiveis e varios estudos demonstram que esses procedimentos nao
enviesam o perfil de expressdo quando avaliados por microarray (GOMES et al.

2003; WANG et al. 2006), por RT_PCR quantitativo (FELDMAN et al. 2002;
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XIANG et al. 2003; FERREIRA et al. 2010) e por metodologias mais recentes como
sequenciamento de RNA (RNAseq) (FERREIRA et al. 2015). Essa metodologia tem

permitido estudar varios aspectos no contexto do cancer de mama.

1.7 CANCER E NON CODING RNA

Atualmente, os perfis de expressédo do cancer de mama estdo baseados em
assinaturas de expressao que focalizam na andlise de genes que codificam para
proteinas. Nos Ultimos anos, tem sido demonstrado que o genoma humano contém
mais do que somente genes. No projeto ENCODE foi mostrado que 90% do material
genético é transcrito a RNA, do qual 1.2% é traduzido a proteina. O material
genético transcrito, mas nao traduzido, é conhecido como RNA ndo-codificante
(ncRNA, do inglés non coding RNA) (ENCODE et al. 2007).

Esses ncRNAs funcionam diretamente como RNAs estruturais, cataliticos ou
reguladores (HUNG e CHANG 2010; LEE 2012; MATSUI et al. 2013). De acordo
com seus tamanhos, 0s ncRNAs podem ser classificados como: pequenos ncRNAs
(menores a 200pb, por exemplo, MiIRNAS, siRNAs e piRNAs) e longos ncRNAs
(IncRNAs) (maiores a 200pb, por exemplo, lincRNAs, macroRNAs) (YANG et al.
2014).

Muitos loci tém transcri¢do das duas fitas do DNA, uma fita com transcri¢éo
ndo codificante e a outra fita com um transcrito que codifica proteina. Os transcritos
com orientagdo oposta no mesmo locus sdo conhecidos como pares senso-anti-senso

(SAS) (LAPIDOT et al. 2006). A funcdo dos pares de SAS ainda nao foi
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identificada, embora tem se proposto uma atividade regulatdria da expressao génica
(PELECHANO e STEINMETZ 2013).

Foi observado que os INcCRNAs desempenham um papel regulador na biologia
do cancer (GIBB et al. 2011; YANG et al. 2014). Os LncRNAs estdo desregulados
em diferentes tipos de cancer e os niveis de expressdo de certos INCRNAs estéo
associados aos diferentes estadios do cancer (MARUYAMA e SUZUKI 2012;
YANG et al. 2014). Na progressdo do cancer, tem-se identificado correlacdo entre o
grau de diferenciacdo do cancer de prostata e a expressdo do ncRNAs intronicos
(REIS et al. 2004; NAKAYA et al. 2007). Assim, também foram relatadas diferencas
de expressao entre tumor primario e metastases no cancer pancreatico (TAHIRA et

al. 2011) e no cancer de mama (SYRENSEN et al. 2015).
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2 JUSTIFICATIVA

A andlise de expressdo génica tem se mostrado uma excelente ferramenta
para caracterizar varios aspectos de cancer de mama, permitindo uma classificacéo
molecular da doenca e a analise de outros aspectos relacionados a heterogeneidade
da doenca.

Em relacdo a progressdo da doenga, o estudo do acometimento linfonodal
seria de grande interesse tanto para contribuir com a compreensdo da progressdo do
cancer de mama como para identificar biomarcadores potenciais que auxiliassem na
discriminacao de pacientes com maior potencial de progressao

Diversos estudos mostraram que 0s ncRNAs tém um importante papel na
regulacdo da expressdo génica, inclusive em cancer. Além disso, os estudos de
expressao génica feitos anteriormente para caracterizar o cancer de mama foram
realizados empregando-se somente microarranjos de sequéncias de genes
codificadores para proteinas ja conhecidas. Assim, neste estudo, propomos analisar
os padrdes de expressdo génica do CDI utilizando a técnica de microarray de DNA,
uma lamina customizada que contém as sequéncias de genes codificadores para
proteinas ja& conhecidas e também incluindo transcritos ndao-codificadores
intragénicos.

Assim, devido a grande necessidade de serem identificados genes envolvidos
na progressdo do cancer de mama, estudos que avaliem de forma pormenorizada as
etapas importantes da progressdo poderiam contribuir para a compreensdo desse

complexo processo, além de identificar potenciais biomarcadores.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo de transcritos codificadores para proteina e nado

codificadores nas células epiteliais tumorais de carcinoma ductal invasivo de mama

com ou sem linfonodos acometidos.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o perfil de expressdo génica diferencial das células epiteliais
tumorais de carcinoma ductal invasivo de mama em amostras
microdissecadas a laser utilizando uma lamina de array contendo 244.000
elementos codificadores e ndo codificadores.

Avaliar o perfil de expressdo génica em subgrupos tumorais levando em
conta o status do receptor de estrégeno e/ou progesterona, de amplificacdo ou
expressao do oncogene HER-2 e da presenga ou auséncia de acometimento
dos linfonodos.

Validar transcritos representantes de genes codificadores de proteina que
foram diferencialmente expressos entre os subgrupos com e sem linfonodos

acometidos.
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> Buscar pares de transcritos codificadores e ndo codificadores com nivel de
expressao invertida nos diferentes grupos para identificar potenciais pares de

transcritos corregulados.
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O estudo foi realizado em varias etapas sucessivas, desde a selecdo das

células epiteliais neoplasicas do CDI com microdisseccdo a laser, extracdo e

purificacdo do RNA, transcricdo e amplificacdo do material genético, marcacdo com

cianinas para a posterior hibridizacdo na lamina de microarray customizada com 244

sondas de transcritos codificadores e ndo codificadores, varredura da lamina, varias

analises de expressao até, finalmente, a validacdo dos genes selecionados. Pode-se

observar o fluxo do trabalho na “Figura 3”.

EXTRAGAOE
PURIFICAGAO DO RNA

SELECAO AREA DO TUMOR

o0 - —_—|

S i
0 -

VALIDACAO ANALISES VARREDURA

MARCAGAO

HIBRIDIZAGAD

Figura 3 - Representacdo esquematica da metodologia do projeto.
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41 AMOSTRAS DE TECIDO

Foram utilizadas 103 amostras de carcinoma ductal invasivo de mama do
banco de tecidos do A.C.Camargo Cancer Center, Sdo Paulo, coletadas entre 2002 e
2010, com consentimento livre e esclarecido assinado pelas pacientes para coleta e
armazenamento do material no Biobanco/A.C.Camargo Cancer Center. As amostras
foram examinadas pelo médico patologista Dr. Hugo Campos, a fim de certificar a
presenca de tecido tumoral e auséncia de necrose e de infiltrado inflamatorio intenso.
A preparagdo da amostra para a avaliacdo do patologista foi realizada com o auxilio
do pessoal do laborat6rio de macromoléculas.

Todas as amostras incluidas no projeto foram previamente submetidas aos
ensaios imunoistoquimicos de rotina para receptores hormonais (estrégeno e
progesterona) e do receptor C-erbB2-2. Os ensaios para C-erbB2-2 que apresentaram
resultado inconclusivo (2+) foram avaliados pela técnica de FISH (fluorescence in
situ hybridization), no Departamento de Anatomia Patolégica do A.C.Camargo
Cancer Center.

Todas as amostras de IDC incluidas neste estudo estavam livres de qualquer
tipo de tratamento neoadjuvante antes da cirurgia (RT e/ou QT). No “Anexo 3” pode
ser encontrado o instrumento de coleta dos dados clinicos e anatomopatoldgicos

retirados dos registros do A.C.Camargo Cancer Center.
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4.1.1 Classificacdo das amostras

As amostras foram divididas, baseadas na expressdo IHQ dos receptores
hormonais (receptor de estrogeno (ER) e progesterona (PR), do C-erbB2-2 (ou HER-
2) e Ki-67, além disso foram considerados, quando existiam, os dados de FISH
dirigida ao gene erbB2-2. Os grupos foram denominados Luminal A, Luminal B,
Luminal B’, HER-2, Triplo negativo (PEROU et al. 2000; SOTIRIOU et al. 2003;

CHEANG et al. 2009), como é mostrado na “Tabela 1”.

Tabela 1 - Classificagdo baseada em marcadores imunoistoquimicos.

ER PR C-erbB2-2 Ki-67

Luminal A + + - <15%
Luminal B + +/- + -

Luminal B’ + +/- - >15%
HER-2 - - + +/-
Triplo Negativo - - - +/-

Simultaneamente, as amostras foram classificadas segundo o
comprometimento linfonodal, baseado no procedimento clinico (LESTER et al.
2009), sendo categorizadas em trés diferentes grupos:

Ln0: sem evidéncias histologicas ou nem IHQ de metastases nos linfonodos;
Ln1-3: metéstases em 1-3 linfonodos axilares;

Ln>4: metastases em 4 ou mais linfonodos axilares.
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4.2 MICRODISSECCAO A LASER DAS CELULAS EPITELIAIS DE

CDI

Com a intensdo de estudar exclusivamente o componente epitelial do CDI,
utilizamos a metodologia de microdisseccdo a laser com o equipamento Pixcell Il
LCM (Arcturus Engineering, Mountain View, CA, USA), o qual pertence ao
Departamento de Anatomia Patologica do A.C. Camargo Cancer Center.

Esse sistema consiste basicamente de um microscopio invertido, ao qual é
acoplada uma fonte de raio laser infravermelho de baixa poténcia e uma camera
ligada a um monitor e um computador (ESPINA et al. 2006). A lamina com o corte
histologico, previamente corado, é fixada ao chariot por um mecanismo de succao a
vacuo. O feixe de raio laser incide sobre uma base de captura, ou CapSure HS™
Arcturus®, revestido por um filme termoplastico. O CapSure HS fica posicionado
entre o feixe de laser e o corte histologico. Com o disparo do feixe de laser, o filme
termopléstico expande e a célula escolhida adere. Quando o pulso cessa, o filme
retrai levando consigo a célula aderida a superficie do CapSure (Figura 4). Dessa
forma, repete-se a operacdo quantas vezes forem necessarias. A quantidade de
células necessarias varia de acordo com o tipo de tecido e com o estudo que sera

realizado.
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Fonte: Modificado de ESPINA et al. (2006).
Figura 4 - Representacéo esquematica do procedimento microdisseccéo a laser.

Cada amostra foi cortada utilizando um criostato graduado para obter cortes
de 10um; esses cortes foram depositados em uma lamina carregada
eletrostaticamente e armazenados em freezer -80°C até o momento da
microdisseccdo. As amostras foram mantidas congeladas com ajuda de gelo seco e
descongeladas 30 segundos antes da coloragdo para inicio do processo de
microdisseccdo; em seguida, foram coradas uma a uma com Hematoxilina (protocolo
em extenso no “Anexo 4”) e imediatamente microdissecadas a laser, capturando
exclusivamente as células epiteliais neoplasicas (ver “Figura 5”) num CapSure HS™
Arcturus®, usando feixe de laser com diametro de 7,5um e um tempo de captura

méximo de 10 minutos.
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Figura 5 - Representacdo de uma amostra microdissecada a laser. As fotografias representam
uma tipica microdisseccdo a laser de células epiteliais, nas quais é possivel observar a captura das
células desejadas. A) Tecido antes da microdisseccdo; B) Tecido apds a microdissec¢do; C) CapSure
com as células capturadas.

43 EXTRACAO E AMPLIFICACAO DO RNA DAS CELULAS

MICRODISSECADAS A LASER

Imediatamente apds a captura das células epiteliais no CapSure HS™
utilizando o kit Pico Pure RNA isolation™ Arcturus®, o RNA total foi extraido
segundo o protocolo do fabricante.

Foi acoplado o anel de extragdo ao CapSure e adicionado o extraction Buffer
(XB), incubando a 42°C, extraindo o RNA, o qual foi imediatamente congelado e
mantido em gelo seco por um tempo maximo de 2 horas. O RNA foi purificado
segundo o protocolo do fabricante, tratado com DNase | para remocdo do DNA
gendmico contaminante e eluido em 15uL de Elution Buffer. Uma aliquota de 1,5uL
foi separada para avaliacdo da qualidade do RNA extraido e o restante (13,5uL) foi
concentrado até 4,15uL. mediante o uso de uma centrifuga a vacuo (Centrivap

Labconco). O protocolo esta descrito em detalhes no “Anexo 5”.
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4.3.1 Avaliacao da Qualidade e Integridade do RNA Total

A qualidade do RNA total foi analisada utilizando o equipamento
Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies), o qual realiza uma eletroforese capilar de
alta tensdo. O software do equipamento calcula a proporcdo entre as bandas
ribossomais 18S e 28S para amostras eucarioticas. E construido um eletroferograma
e calculado um numero de integridade do RNA (RIN-RNA Integrity Number) que
varia de 0 a 10. Um exemplo da qualidade do RNA total, extraido das amostras
microdissecadas a laser, esta representado na “Figura 6”. Devido a baixa quantidade
de RNA obtido de células capturas mediante microdisseccéo a laser, foi utilizado o
RNA 6000 Pico LabChip Kit, que permite uso de amostras com quantidade
extremamente pequenas de RNA (de 200pg a 5ng). O protocolo pode ser visualizado

no “Anexo 6”.

MIC 313 [ |

IFU]
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- 1000 — —

500 — —
200 —

60 I
40 ‘

20 ‘ ‘ |

I T 1 I [ T 20— — — — — — — — — —

25 200 1000 4000 [nt] MIC223 MIC263 MIC302 MIC304 MIC305 MIC309 MIC313 Controle

RIN 8 78 6.9 15 72 8.1 8.1 9.5

Figura 6 - Perfil analitico de RNA total por eletroforese Capilar (Bioanalyser 2100,

Agilent Technologies). O painel apresenta o eletroferograma obtido a partir de 1pl de RNA total,
tratado com DNasa, ndo quantificado. A: Grafico do eletroferograma mostrando a fluorescéncia em
relagdo ao tamanho dos nucleotideos, observasse 3 picos, o primeiro em 25nt € o marcador, o0 pico em
1800nt corresponde a subunidade 18S e no 4000nt a subunidade 28S do ribossomo. B: Gel do
eletroferograma das amostras, mostrando as subunidades 18S e 28S como bandas de eletroforeses, e

as sombras o0 ““semear” os picos de degradacdo do RNA.
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4.3.2 Amplificacdo do RNA com cauda de poli A (RNA poliA)

Para este trabalho, nds adaptamos o protocolo de amplificacdo de RNA poliA
utilizado pelo grupo e descrito em CASTRO et al. (2008) com a finalidade de
possibilitar a utilizacdo de RNA amplificado a partir de amostras microdissecadas a
laser para hibridizagdo na plataforma Agilent. A amplificacdo e marcagdo com
fluoroforos foi realizada utilizando o kit de amplificacdo Quick-Amp Labeling kit
(Agilent Technologies) com algumas modificacdes (Figura 7) descritas a seguir.

A partir de 7-12ng de RNA total em um volume de 4,15uL, foram
adicionados 0,6uL de iniciador Oligo-dT ligado ao promotor de T7 e 1uL de RNA
“Spike”, sendo Spike A para RNA das amostras teste marcadas com Cy3 e Spike B
para 0 RNA referéncia marcado com Cy5. O RNA Spike é um RNA proveniente da
transcricdo de uma unica sequéncia de 55-mer de adenovirus humano tipo 6, gene
E1A, regidol3S, que funcionam como controle da amplificacdo e marcacao, uma vez
que o oligoarranjo construido pela Agilent possui sondas especificas para esses
RNA:s.

Os tubos foram incubados a 65°C por 10 min. para desnaturar 0 RNA,
seguido por um rapido esfriamento em gelo por 10 min.; em seguida, foram
adicionados 4,25uL de master mix para transcrigdo reversa, CONA (2uL de 5X First
Strand Buffer previamente aquecido por 5 min. a 80°C 1uL 0,1M DTT, 0,5uL 10mM
dNTP mix, 0,5uL MMLV-RT, 0,25uL RNase OUT) incubando no termociclador por
2 horas a 40°C; posteriormente, foram adicionados 30uL do tamp&o de transcrigcéo
Transcription master mix (4,85uL H,O DEPC 10uL 4X transcription buffer, 3ulL
0,1M DTT, 8uL 25mM NTP mix (Promega), 3,2uL PEG previamente aquecido a

40°C por 1min, 0,25uL Rnase OUT, 0,3uL Pyrophosphatase inorganic, 0,4uL T7



31

RNA polimerase) incubando por 3 horas a 40°C para sinteses do RNA complementar
(cCRNA) que permitisse o segundo ciclo de amplificagdo. Assim, o cRNA foi
purificado empregando-se 0 RNeasy mini kit (Qiagen), seguindo o protocolo do
fabricante. O protocolo de purificagédo de RNA pode ser visualizado no “Anexo 7”.

O cRNA gerado durante o primeiro ciclo de amplificacdo (cCRNA1) foi
concentrado na centrifuga a vacuo a 6,7ul e foi empregado no segundo ciclo de
amplificacdo. O segundo ciclo de amplificagéo foi feito segundo protocolo otimizado
em nosso grupo de pesquisa (CASTRO et al. 2008). A primeira fita de cDNA foi
feita mediante adigcdo de 2ug de iniciador Random Hexameros (dN6) e incubagéo a
70°C por 10 min., com rapido esfriamento em gelo por 10 min; em seguida, foram
adicionados 12,3ul de master mix para transcri¢ao reversa cDNA (4ul ImProm 11 5X
buffer, 4,8ul MgCI2 25mM 2ul dNTPs 10mM, 0,5ul Rnase OUT 1pl ImProm-II
transcriptase reversa), incubando 2 horas a 42°C. Logo apo6s foi feita a sintese da
segunda fita de cDNA, adicionando 80pl de master mix (64,4ul H20-DEPC 10pl
Advantage PCR buffer, 0,7ul iniciador Oligo -dT (Agilent) 2ul dNTPs 10mM, 0,72ul
RNAse H (2U/ul Gibco BRLCat# 18021-071) 2ul Advantage Polymerase (Clontech
Cat# 8417-1). O cDNA foi purificado por fenol cloroférmio, 0 20% do cDNA obtido
foi guardado a -20°C para validacdo das amostras, o0 80% do cDNA obtido foi
utilizado segundo ciclo de amplificacdo. O segundo ciclo de amplificagdo utiliza a
enzima T7 RNA polimerase, que simultaneamente amplifica o material alvo, gerando
0 cRNA e incorpora 0 CTP marcado com cianina 3 (Cy3) ou cianina 5 (Cy5)
(protocolo em extenso no “Anexo 8”). As amostras testes foram marcadas com Cy3 e
0 RNA referéncia foi marcado com Cy5 para serem utilizados na hibridizacao

competitiva.
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O rendimento esperado da etapa de amplificacdo do protocolo disponibilizado
pela Agilent é da ordem de 100 vezes quando comparado a concentracdo de RNA
total inicial, no entanto, com a incorporacdo da etapa adicional de amplificacdo o
rendimento chega a ordem de 1000 vezes.

Seguindo as recomendacdes do kit de amplificacdo Quick-Amp Labeling kit
(Agilent Technologies), foram consideradas amostras aptas para a hibridagcdo aqueles
que tiveram uma massa de RNA amplificado >0.9ug e uma atividade especifica das
Cy3 ou Cy5 >8.0pmol/ug de cRNA amplificado. Um esquema explicando o processo

esta apresentado na “Figura 7”.
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e cCRNAs.
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4.3.3 Hibridacao em plataforma de microarray

Neste estudo foi utilizada a hibridacdo competitiva. Nesse caso, as
hibridacbes sdo realizadas utilizando uma amostra referéncia, comum a todas as
hibridacbes, marcada com um corante fluorescente distinto da amostra teste, que se
refere as amostras de interesse do estudo. As amostras teste e referéncia séo
misturadas e hibridadas em uma mesma lamina. Como a hibridacéo € competitiva, 0s
valores de fluorescéncia obtidos revelam niveis relativos de expressdo de cada
transcrito na amostra comparada com a amostra referéncia. Dessa forma, o uso da
amostra referéncia possibilita comparacbes de experimentos independentes
(NOVORADOVSKAYA et al. 2004).

A hibridacdo dos microarrays foi realizada com 3ug de cRNA da amostra
teste marcada com Cy3 e mesma quantidade do RNA referéncia marcados com Cy5,
por um periodo minimo de 18 horas e m&ximo 22 horas , a 65°C em forno rotatério a
10 RPM, utilizando o tampao de hibridacdo Hi-RPM fornecido pela Agilent. Apds a
hibridacédo, as laminas foram lavadas utilizando tampdes fornecidos pelo fabricante
(Agilent, USA) para eliminacéo de alvos ndo especificos e eliminacdo de background.
Nesse processo, as laminas sao retiradas do suporte e lavadas por 1 min. em tampao
de lavagem #1 a temperatura ambiente, seguido pelo tamp&o #2 por 1 min a 37°C. A
seguir, as ldaminas passaram pelo processo de secagem que consiste em lavagens em

acetonitrila por 10s e na solucéo de estabilizagéo por 30s.
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4.3.4 Descricdo do microarray utilizado

A fim de identificar RNAs intrénicos ndo-codificadores (nCRNAs) e RNAs
codificadores de proteina expressos em tecido tumoral ou normal humano, foram
utilizados microarrays contendo 244 mil sondas de oligonucleotideos 60-mer, em um
desenho essencialmente semelhante ao do combined intron-exon oligoarray 44k
(NAKAYA et al. 2007), desenvolvido pelo grupo do Dr. Sergio Verjovski Almeida e
do Dr. Eduardo Reis - Laboratorio de expressdo Génica de Eucariotos — Instituto de
Quimica da Universidade de S&o Paulo (MOREIRA 2010).

A lamina 244K contém 44.074 sondas para um ou mais éxons de genes
codificadores de proteinas humanas conhecidas [(sondas idénticas as da lamina
comercial Whole Human Genome Oligo Microarray 44K (Agilent Technologies)]
(Figura 8, sonda 5). Além disso, a lamina 244K possui sondas para todos 0s RNAs
ndo-codificadores identificados em 75% de todos os genes humanos conhecidos
(NAKAYA et al. 2007). Especificamente, a lamina 244K possui 158.270 sondas para
as fitas senso (Figura 8, sonda 4) e anti-senso (Figura 8, sonda 3) de todos os
transcritos totalmente intrénicos ndo-codificadores (TINS) humanos conhecidos (para
0s quais existem duas ou mais ESTs no GenBank) (LOURO et al. 2007). Possui
ainda 28.878 sondas para transcritos parcialmente intronicos néo-codificadores
(PINs) conhecidos (com duas ou mais ESTs), tanto na fita anti-senso (Figura 8,
sonda 1) quanto na fita senso correspondentes aos éxons dos genes codificadores
(Figura 8, sonda 2), nos quais 0 ncRNA anti-senso PIN se sobrepde (LOURO et al.
2007). Completando o total de 244 mil sondas, estdo também presentes nessa

plataforma dezenas de sondas de controles positivos e negativos recomendados pela
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Agilent, incluindo sondas complementares a um Spike RNA que é adicionado a

amostra de RNA para controle positivo da marcacéo e hibridacao.
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Fonte: NAKAYA et al. (2007).

Figura 8 - Desenho do microarranjo de oligonucleotideos intron-éxon. Sonda 60-mer

customizada pela empresa Agilent. Sonda 1: Sonda para transcritos parcialmente intrénicos antisenso

Sonda 2: Sonda representando cada éxon que se sobrepde, na fita oposta, a cada transcrito

parcialmente intrénico. Sondas 3 e 4 pares de sonda reverso complementares para cada uma das duas

possiveis fitas dos transcritos totalmente intrdnicos. Sonda 5: Sonda para um éxon de um gene

conhecido, codificador de proteinas.

4.3.5 Captura de sinal e pré-analise das laminas de microarray

Os arrays foram digitalizados com o emprego do Scanner Agilent Bundle

modelo B (Agilent, USA), o qual dispée de 2 lasers com comprimento de ondas

diferentes, que estimulam especificamente o Cy3 ou 0 Cy5 (Quadro 2).

Quadro 2 - Caracteristicas especificas de cada fluoréforo utilizado.

Fluoréforo Excitacao (nm) Emissédo (nm) Coloracao
Cy3 550 570 Verde
Cy5 649 670 Vermelho

Quando as moléculas sdo excitadas, emitem um sinal proporcional ao nimero

de moléculas hibridadas, que é captado pelo scanner. A quantificacdo desse sinal

ocorre devido a conversdo do comprimento de onda, emitido pelos fluoréforos
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excitados, em energia elétrica, produzindo um sinal mensuravel o que é convertido

em uma imagem (Figura 8).

Figura 9 - Lamina 244K hibridada com RNA da amostra (Cy3 verde) teste e RNA

referéncia (Cy5 vermelho). A hibridagdo de ambos RNA em um mesmo spot geram a cor
amarela, os spots nas esquinas da lamina contem sondas dirigidas aos spikes, cuja hibridizagdo é um

controle positivo.

Os dados de intensidade de todos os spots digitalizados no scanner foram
extraidos e pré-processados utilizando o programa Agilent Feature Extraction (v
10.7.1). Esse Software permite extrair os valores de intensidade de cada spot,
obtendo os valores de fluorescéncia correspondente a expressao de cada transcrito na
amostra-teste e na amostra-referéncia.

Além disso, o Software FE possui fatores de correcdo especificos para as
laminas da Agilent, como o fator de corre¢édo do “Efeito Domo”, produzido pela
bolha de hibridizacédo, caracteristico do método de hibridacdo da Agilent. Durante a
hibridacdo da lamina, é deixada uma pequena bolha de ar na cdmara que percorre a
borda da lamina durante a hibridacdo, enquanto a ldmina é girada no hibridizador
giratorio. Dessa forma, a periferia da lamina passa por momentos sem solucdo

(presenca da bolha), entretanto o centro da ldmina estad sempre em contato com a
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solucdo; consequentemente, os spots localizados no centro da lamina apresentam
intensidade maior do que os localizados na periferia denominado de “Efeito Domo”.
O software FE também corrige as diferencas de sensibilidade de detecgéo dos
dois fluordforos (Cy3 é detectado pelo scanner com sensibilidade maior que Cy5,
quando ambos estdo em baixas intensidades). Foi feita também a subtracdo do

background local (valor de intensidade ao redor de cada spot).

4.4  ANALISE DOS RESULTADOS DE CDNA MICROARRAY

Os microarrays foram analisados com o software genespring GX 12.1
(Agilent Technologies). Inicialmente, foram importados os dados de Control Type,
Probe Name, Signal e Feature, obtidos com programa Agilent Feature Extraction (v
10.7.1). Os dados foram normalizados por transformacdo log e transformacdo de
baseline.

Uma vez normalizados, os dados foram filtrados com a intensdo de eliminar
0s spots com sinal baixo de background ou com saturacdo da hibridacéo.
Consideramos saturacdo da hibridagédo os spots com emisséo de sinal maior ou igual
a 63.000 (sendo 65.550 = 16 BIT). Nesse caso, 0 excesso de material hibridado gera
um sinal muito intenso que supera a capacidade do detector de medir a intensidade
proporcional de fluorescéncia, invalidando a quantificacao.

Foi realizado o controle de qualidade dos dados por Analise dos
Componentes Principais (PCA). Essa analise permite comparar o perfil de expressao
das amostras; assim amostras com a mesma condicdo experimental devem estar

agrupadas. Desvios dessa presuncdo podem ser devido a amostras de ma qualidade
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no conjunto de amostras ou uma variacao bioldgica verdadeira dentro das populagdes
de estudo.

Em seguida, os dados foram filtrados para ficar s6 com sondas com evidéncia
de expressdo nas amostras analisadas. As sondas foram divididas em codificadores e
ndo codificadores e foram realizadas analises de expressdo procurando genes
diferencialmente expressdo nos subgrupos receptor hormonal e linfonodos
acometidos. Foram considerados transcritos diferencialmente expressos aqueles que
apresentaram Fold Change (FC) >1.8 e p-valor <0.01.

Posteriormente, na andlise para avaliar o perfil de expressdo génica em
subgrupos com e sem acometimento linfonodal, o perfil de expressdo dos genes
avaliados foi verificado por meio do programa Short Time-series Expression Miner
(STEM). Esse € um programa que permite agrupar, comparar e visualizar dados de
expressao génica serial, de experimentos de microarray.

No software STEM, todos os perfis de expressdo devem comecar em zero e
ter, no minimo, um intervalo de tempo. O resultado da analise permite evidenciar o
comportamento dos perfis: estavel, aumentar ou diminuir na andlise serial, utilizando
as diferencas de expressdo dos genes entre os intervalos de tempo (ERNST e BAR-
JOSEPH 2006). Em nossa anélise, o valor definido como pardmetro para identificar
perfil de expressdo dos genes a serem avaliados pelo STEM foi fold-change >|1,8|.
Em seguida, os valores de expressdo génica (log2) dos ensaios seriais para cada gene
foram normalizados, de modo que LnO corresponde ao tempo O (Ln 0 = 0), e Ln 1-3
¢ Ln >4 sdo normalizados em concordancia. Dependendo do nimero de intervalos
inseridos ao programa e o numero de perfis possiveis gerados, cada gene é atribuido

a um perfil de expressdo baseados no seu comportamento nos intervalos e no
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coeficiente de correlacdo em relacdo ao perfil padrdo do programa. O numero de
genes atribuido para cada perfil é entdo calculado. Além disso, 0 niUmero esperado de
genes por acaso a ser atribuido a um perfil € calculado permutando aleatoriamente a
valores nos intervalos originais, renormaliza os valores de expressdo e, em seguida,
atribui genes nos perfis correspondentes (ERNST e BAR-JOSEPH 2006). O valor de
significancia estatistica € calculado em relacdo ao numero de genes atribuido a cada
perfil contra o nimero esperado por acaso, indicando se o perfil apresenta maior ou

menor quantidade de genes do esperado por acaso.

45 VALIDACAO DOS TRANSCRITOS IDENTIFICADOS COMO

DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

Para a validacdo dos dados de cDNA microarray provenientes da comparacao
pacientes com e sem linfonodos acometidos, realizamos um ensaio de RT-PCR
quantitativa com sistema de deteccdo Sybr Green, no ensaio PCR array® de Qiagen,
que consiste numa placa com primers desenhados e imobilizados pelo fabricante.

Para o ensaio PCRarray foi customizada uma placa de 384 pocos (8
amostras/placa), foram escolhidos 40 genes para validacdo, 5 genes normalizadores
internos e 3 genes controles sugeridos pelo ensaio (ver “Figura 10”). Para a escolha
dos genes alvos avaliados por RT-PCR, foram privilegiados os genes nos perfis com
diferencas estatisticamente significativas no Analises STEM, com tendéncia ao
aumento ou diminuicdo da expressdo nos primeiros sinais de acometimento
linfonodal, com disponibilidade de partidores comerciais na plataforma PCRarray

(Qiagen) e a funcdo bioldgica dos genes.
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A B C D E F G H | ] K L M N 0 P
1| RGLY | FGFR3 | PPT2 | ZNF530 | VILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD  [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDKBRZ | ADRATB | ADRAZA
2 | IGFIR | B3GNTS | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RA3SF4 | ADAME | DMD |CDC42EP4| GALNT3 | JAKMIP1 | WMNX1 | MAPGD1 | EGR2 | DGKH | CX3CL1
3 |ZDHHC20|{ THBS2 | POPN | FOXQ1 | COLBAT | HOXBG | ZNFG31 | EDN2 | 1BS/RNA | B2W BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC
4 | RGLI | FGFRI | PPTZ | ZNF580 | WILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDK5RZ | ADRATB | ADRAZA
5 IGFR | B3GNTS | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RASSF4 | ADAME | DMD |CDCA2EP4| GALNT3 | JAKMIP1| MNX1 | MAPED1 | EGR2Z | DGKH | €X3CL1
6 |ZDHHC20|{ THBS2 | POPN | FOKQ1 | COLBAT | HOXBG | ZNF681 | EDN2 | 18SRNA | B2W BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC
7| RGLY | FGFR3 | PPT2 | ZNF530 | VILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDK5RZ | ADRATB | ADRAZA
8 | IGFIR | B3GNT3 | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RASSF4 | ADAMS | DMD |CDC42EP4| GALNT3 | JAKMIP1 | MNX1 | MAPGD1 | EGR2 | DGKH | CX3aCL1
§ |ZDHHC20|{ THBS2 | POPN | FOXQ1 | COLBAT | HOXBG | ZNF681 | EDN2 | 18S/RNA | B2W BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC
10| RGLI | FGFRI | PPTZ | ZNF580 | WILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDK5RZ | ADRATB | ADRAZA
11 IGFIR | B3GNT3 | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RASSF4 | ADAME | DMD |CDC42EP4| GALNT3 | JAKMIPT| MNKT | MAPED1 | EGR2 | DGKH | CX3CL1
12 | ZDHHC20| THBS2 | PDPMN | FOXQ1 | COLBAT | HOXBE | ZNFG6B1 | EDN2 | 18SrRNA | B2M BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC
13| RGLI | FGFRI | PPTZ | ZNF580 | WILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDKGRZ | ADRATB | ADRAZA
14| IGFIR | BI3GNT3 | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RASSF4 | ADAME | DMD |CDC42EP4| GALNT3 | JAKMIPT| MNKT | MAPED1 | EGR2 | DGKH | CX3CL1
15 ZDHHC20| THBS2 | PDPN | FOXQ1 | COLBAT | HOXBE | ZNFGE1 | EDN2 | 18SrRNA | B2M BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC
16| RGLI | FGFRI | PPTZ | ZNF580 | WILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDKGRZ | ADRATB | ADRAZA
17| IGFIR | B3GNTS | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RASSF4 | ADAME | DMD |CDC42EP4| GALNT3 | JAKMIP1 | MNX1 | MAPED1 | EGR2Z | DGKH | CX3CL1
18 ZDHHC20| THBS2 | PDPN | FOXQ1 | COLBAT | HOXBE | ZNFGE1 | EDN2 | 18SrRNA | B2M BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC
19| RGLI | FGFRI | PPTZ | ZNF580 | WILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDKGRZ | ADRATB | ADRAZA
20| IGFIR | B3GNTS | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RASSF4 | ADAME | DMD |CDC42EP4| GALNT3 | JAKMIP1 | MNX1 | MAPED1 | EGRZ | DGKH | CX3CL1
21 ZDHHC20| THBS2 | PDPN | FOXQ1 | COLBAT | HOXBG | ZNFG81 | EDN2 | 18SRNA | B2M BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC
22| RGLI | FGFRI | PPTZ | ZNF580 | WILL SNCB | SPTANT | PHYHD1 | ACSF2 H1FD [HLA-DOA1|CCDCBBC| TBLYX | CDKGRZ | ADRATB | ADRAZA
23| IGFR | B3GNT5 | TUBB3 |POU2AF1| IKZF2 | RASSF4 | ADAM3 | DMD |CDC42EP4| GALNT3 | JAKMIP1 | MNX1 | MAPED1 | EGRZ | DGKH | CX3CL1
24 ZDHHC20| THBS2 | PDPN | FOXQ1 | COLBAT | HOXBG | ZNFG81 | EDN2 | 18SRNA | B2M BCR GUSB | RPLPO | HGDC RTC PPC

Figura 10 - Esquematizacdo da localizagdo dos genes na placa PCRarray
Customizada. Sdo representados os genes alvos do estudo em branco, os genes enddgenos
“normalizadores” em azul e os controles sugeridos pelo ensaio em rosa.

Os ensaios foram realizados utilizando 5ng de RNA amplificado (RNAa) em

dois rounds, que foram convertidos em cDNA, conforme descrito anteriormente

(ABUAZAR 2012) e utilizando o protocolo do fabricante, no equipamento Applied

Biosystems 7900HT Real-Time PCR System (Life Technologies®).
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46 AMOSTRAS PARA VALIDACAO POR RT-PCR

QUANTITATIVO

Com o objetivo de realizar a validacdo do experimento microarray utilizando
as mesmas amostras, foi reservado durante o processo de amplificacdo 1/5 do cDNA
primeiro round para ser novamente amplificado, mas sem a marcacdo necessaria no
microarray. Na segunda amplificagdo, o cRNA foi quantificado usando o
equipamento Nanodrop 1000, posteriormente foi convertido a cDNA, estimando uma
conversdao 1:1, considerando a quantidade de cDNA necessario para 0s ensaios de
PCR (5ng) e a quantidade de genes no estudo (55 genes). Foram consideradas aptas
para estudo todas as amostras com cRNA > 600ng.

Finalmente, para selecionar as amostras participantes da validacdo, foi
comprovada a integridade do material amplificado realizando a detec¢do do gene
enddgeno (GAPDH) por RT-gPCR (SYBR) e consideramos aptas para analises as

amostras com ciclo de amplificacéo inferior a 30.

4.7  ANALISES DOS ENSAIOS RT-PCR QUANTITATIVA

Os resultados dos ensaios RT-PCR quantitativa foram analisados com o valor
de expressdo relativa, baseado na comparagdo entre o nivel de expressdo do gene
alvo versus um gene controle, também chamado de gene referéncia, interno ou

normalizador do inglés housekeeping.
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Expresséo relativa: 2—ct (genes alvos)/ 2—ct (housekeeping)

O proposito de usar genes housekeeping € corrigir a variagdo ndo especifica,
como a diferenca em quantidade e qualidade do RNA utilizado que pode afetar a
eficiéncia da transcricao reversa e PCR (EISENBERG e LEVANON 2013), mas nem
todos os genes podem servir como normalizadores. Para poder escolher os genes com
maior estabilidade, utilizamos software geNorm, que, basicamente, realiza duas
analises: a estabilidade dos genes e a conveniéncia de usar mais de um gene como
normalizador.

Apos calcular a expressdo relativa de cada amostra por gene, foram
calculadas as diferencas de expressdo entre os grupos ou Fold Change (FC). Foi
comparada a média do valor expressdo relativa normalizada dos grupos, e
consideramos como diferencialmente expressos aqueles genes com FC>|1.5| e p-
valor <0.05.

Nas analises do ensaio PCR-array foi adicionada uma etapa prévia ao calculo
da expressdo relativa, que consistiu em observar a expressdo do controle interno
HGDC (do inglés Human Genomic DNA Control). Foi considerada aceitavel a
aparicdo depois do ciclo 35 ou antes do ciclo 35 com Tm diferente a 75°C para
considerar desprezavel o nivel de contaminacdo com DNA genémico (QIAGEN

2014).
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4.8 ANALISE BIOLOGICA

Os conjuntos de genes identificados com diferencas de expressédo entre 0s
grupos foram submetidos a uma analise de interpretacdo biologica, com a intensdo de
conhecer as fungdes bioldgicas e vias de sinaliza¢do nas quais participam o0s genes.

Utilizamos o software Ingenuity Pathway Analysis® (IPA), que permite
analisar dados de expressdo provenientes de ensaios de microarrays, SNP,
transcriptbmica, protedmica e metabolémica, que gerem listas de genes ou proteinas,
permitindo avaliar o enriquecimento de funcGes bioldgicas ou vias de sinalizagdo e
redes causais que integram relacdo de causa-efeito relatados anteriormente na
literatura.

Neste estudo foi realizado um core analysis, utilizando parametros padréo e
os dados de gen symbol, Fold change e p-valor do conjunto de genes identificados

com diferengas de expressao.
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5 RESULTADOS

5.1 DADOS CLINICOS E PATOLOGICOS DOS PACIENTES

ANALISADOS NO ESTUDO

As 103 pacientes que fizeram parte do estudo sdo uma representacdo ampla
do carcinoma ductal invasivo de mama, considerando: idade, grau histologico (SBR),
grau nuclear, indice mitotico, TNM, linfonodos acometidos/retirados e expressao
proteica por dados da imunoistoquimica dos receptores hormonais (ER e PR),
CerbB2, Ck5, Ki-67, EGFR e p53 (informagédo resumida na “Quadro 3” e completa no
“Anexo 97). E importante ressaltar que nenhuma paciente recebeu tratamento
neoadjuvante (radioterapia, quimioterapia ou hormonioterapia) prévio a ressec¢do

cirurgica da amostra tumoral analisada neste estudo.



Quadro 3 - Dados clinicos e anatomopatoldgicos.
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. Grau
Nomenclatura meonqdos Classificacao Histoldgico TNM I.dad(,a d.o
Acometidos Diagnostico
(SBR)
MIC 010T Ln>4 Luminal B 1 T4N2MO 55
MIC 021T LnO Triplo negativo 3 T1NOMO 43
MIC 038T Ln1-3 Luminal A 1 T2N1MO 67
MIC 040T Ln1-3 Luminal A 3 T4bN1MO 78
MIC 044T Ln0O Luminal A 2 T3NOMO 55
MIC 046T Ln >4 HER2 + 3 T2N3MO 57
MIC 049T Ln0O Luminal B 2 T2N2MO 51
MIC 055T LnO Luminal B' 2 TINIMO 58
MIC 057T Ln1-3 Luminal A 2 TINIMO 51
MIC 063T Ln1-3 Luminal A 2 T4bN1MO 79
MIC 064T Ln1-3 Luminal B' 2 T2NOMO 46
MIC 069T Ln>4 Luminal A 2 T2N3MO 58
MIC 073T Ln>4 Luminal A 2 T2N2MO 72
MIC 081T Ln>4 Luminal B 1 TIN2MO 56
MIC 085T Ln>4 Luminal A 2 TIN2MO 64
MIC 090T LnO Triplo negativo 3 T1NOMO 48
MIC 120T Ln>4 Luminal A 3 T2N3MO 41
MIC 137T Ln1-3 Triplo negativo 3 T1N1MO 44
MIC 141T Ln1-3 Triplo negativo 3 T2NOMO 60
MIC 143T LnO HER2 + 3 TINOMO 75
MIC 144T Ln>4 Triplo negativo 3 T2N3MO0 62
MIC 145T LnO HER2 + 3 T2NOMO 78
MIC 146T Ln >4 Triplo negativo 18
MIC 147T Ln >4 HER2 + 2 T2N2MO 40
MIC 148T LnO HER2 + 3 TINOMO 48
MIC 149T Ln1-3 HER2 + 2 T4bN1MO 32
MIC 173T Ln1-3 Triplo negativo 2 T1NOMO 38
MIC 175T Ln1-3 Triplo negativo 3 T2N1M1 41
MIC 176T Ln0O Luminal B 2 T1NOMO 50
MIC 177T Ln1-3 Triplo negativo 3 T2N1MO 43
MIC 179T Ln1-3 Triplo negativo 3 T2N1MO 44
MIC 180T Ln1-3 Triplo negativo 3 T2N1MO 64
MIC 183T Ln1-3 Triplo negativo 3 T1N1MO 40
MIC 184T LnO Triplo negativo 3 T2NOMO 41
MIC 185T Ln1-3 Triplo negativo 3 T2N1MO 52
MIC 186T Ln>4 Luminal A 2 T4bN2MO 24
MIC 187T Ln0 Luminal A 3 T2NOMO 60
MIC 188T Ln1-3 HER2 + 3 T2N1micMO0 48
MIC 189T Ln >4 Triplo negativo 3 T2N2MO 53
MIC 190T Ln>4 Luminal B' 3 T3N2MO 30
MIC 191T Ln>4 Triplo negativo 2 T2N3MO0 48
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. Grau
Nomenclatura meonqdos Classificacao Histoldgico TNM I.dad(,a d.o
Acometidos Diagnostico
(SBR)
MIC 192T LnO Luminal B' 2 TINIMO 60
MIC 194T Ln1-3 Triplo negativo 2 T2N1MO 69
MIC 195T LnO Luminal B 1 TINOMO 56
MIC 197T LnO Luminal A 1 T2NOMO 83
MIC 199T LnO Triplo negativo 2 T2NOMO 41
MIC 201T Ln1-3 Triplo negativo 3 T3N1MO 40
MIC 202T LnO Luminal B 3 T2NOMO 38
MIC 204T LnO Luminal A 3 TINOMO 72
MIC 207T LnO Luminal A 1 T1bN1MO 66
MIC 208T Ln1-3 HER2 + 3 T4N2MO 85
MIC 209T LnO Luminal B' 3 T2NOMO 42
MIC 211T LnO Luminal B 3 T2NOMO 42
MIC 212T Ln>4 Luminal B' 3 T2N3MO0 56
MIC 213T LnO Luminal B' 1 T2N1MO 47
MIC 216T Ln>4 Luminal B' 2 TIN2MO 58
MIC 217T Ln>4 Luminal B' 2 T2N2MO 39
MIC 218T LnO Triplo negativo 3 T2NOMO 71
MIC 220T Ln>4 Luminal A 2 TIN3MO 80
MIC 221T Ln>4 Luminal B' 3 T4bNOMO 41
MIC 223T Ln1-3 HER2 + 1 T2N1MO 58
MIC 224T LnO Triplo negativo 3 T2NOMO 47
MIC 225T LnO Luminal B 2 TINOMO 61
MIC 226T LnO Luminal B' 3 T2NOMO 29
MIC 228T Ln>4 Triplo negativo 3 T2N2MO 64
MIC 229T Ln1-3 HER2 + 3 TINIMO 52
MIC 230T LnO Triplo negativo 3 T2NOMO 48
MIC 231T LnO Luminal A 3 T2N1MO 58
MIC 233T Ln>4 Luminal A 2 TIN2MO 49
MIC 234T LnO Triplo negativo 3 T2NOMO 56
MIC 235T Ln>4 Luminal B 3 T2N2MO 39
MIC 236T Ln1-3 HER2 + T2N1MO 69
MIC 237T Ln>4 Luminal B' 2 T2N3MO 71
MIC 240T LnO Luminal A 2 TINOMO 71
MIC 261T LnO HER2 + 3 TINOMO 72
MIC 263T Ln1-3 Luminal B 2 T2N1MO 45
MIC 264T LnO Luminal B 2 TINOMO 55
MIC 265T LnO Luminal B 2 TINOMO 45
MIC 279T Ln1-3 Luminal B' 3 T2N1micMO 58
MIC 283T LnO Luminal B' 3 TINOMO 71
MIC 284T LnO Luminal A 2 TINOMO 60
MIC 286T LnO Luminal B' 3 T2NOMO 63
MIC 287T LnO Luminal B' 2 TINOMO 54
MIC 290T Ln1-3 Luminal B 3 TIN1IMO 40
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. Grau
Nomenclatura meonqdos Classificacao Histoldgico TNM I.dad(,e d.o
Acometidos Diagnostico
(SBR)
MIC 291T Ln>4 HER2 + 3 T2N2MO 66
MIC 292T Ln0O HER2 + 3 T3N1IMO 40
MIC 294T Ln1-3 Luminal B' 2 T2N1IMX 75
MIC 295T Ln1-3 Luminal B' 3 T1N1micMO0 74
MIC 296T Ln0O Luminal B' 3 T2NOMO 69
MIC 298T Ln1-3 Luminal B' 2 TIN2MO 47
MIC 300T Ln0O Luminal A 2 TINOMO 47
MIC 301T Ln1-3 Luminal B' 1 T2N1IMO 47
MIC 302T Ln0O Luminal A 2 TINOMO 54
MIC 303T LnO Luminal B' 2 T2NOMO 88
MIC 304T Ln0 Luminal A 2 T2NOMO 64
MIC 305T Ln0O Luminal B' 2 TINOMO 60
MIC 307T Ln1-3 Luminal B' 2 TINIMO 42
MIC 308T Ln0O Luminal A 2 T2NOMO 55
MIC 309T LnO Luminal A 1 T2NOMO 39
MIC 312T Ln0O Luminal A 3 TINOMO 39
MIC 313T Ln0O Luminal B' 2 T1N1micMO 58
MIC 314T LnO Luminal B' 2 TINOMO 64
MIC 315T Ln>4 Luminal B 3 T3N3MO 44

A idade média apresentada pelo grupo de pacientes no momento do
diagnostico foi de 54,3 anos, com idade minima de 18 e maxima de 88 anos. Ao
observar as idades médias por categorias, constatamos que os subgrupos HR-HER-2-
e HR+ HER-2 apresentam as menores idades, enquanto nos subgrupos HR+HER-2-

e HR-HER-2 apresentam idade mais avancada (Tabela 2).

Tabela 2 - Idade por subtipos.

Média de idade N° de pacientes Desvio padréo
HR- HER-2- 48.4 24 125
<] HR- HER-2+ 57.0 14 15.7
% HR+ HER-2- 58.1 51 14.1

HR+ HER-2+ 48.4 14 7.4
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As pacientes foram classificadas segundo os critérios definidos nos materiais
e métodos (ver “Quadro 1), nos subgrupos relacionados aos receptores hormonais
denominados: Luminal A, Luminal B, Luminal B’, HER 2 e Triplo negativo. Assim,
também foram considerados os dados de comprometimento linfonodal, obtendo uma
populacdo homogénea com numero de pacientes representativos de cada subgrupo
(Tabela 3). Trés amostras luminais ndo puderam ser classificadas como luminal A ou
B’, uma vez que ndo havia material disponivel do bloco parafinado necessario para

fazer IHQ do marcador Ki67.

Tabela 3 - Subtipos de cancer de mama invasivo segundo status linfonodal.

Classificacao Subtipos Linfonodo-s Nao Linfonodos Acometidos -
Acometidos 1-3LN >4 LN

HR-/HER- Triplo Neg. 8 11 5 24
HR-/HER+ HER-2 5 6 3 14
HR+/HER+ Luminal B 8 2 4 14
Luminal A 14 4 5 23
HR+/HER- Luminal B' 12 7 6 25
Indeterminado 1 0 2 3

Total 48 30 25 103
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5.2 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Neste trabalho foram selecionadas unicamente as células epiteliais dos CDI,
usando a metodologia LCM, com uma média de 1750 feixes (tiros) de laser por
amostra, num tempo maximo de 10 minutos. Apos esse procedimento, 0 RNA total
foi extraido e avaliado quanto a sua pureza e integridade. Os valores RIN (RNA
integrity Number) das amostras estdo disponiveis na “Tabela 3”.

Depois da avaliagdo da integridade do RNA, todas as amostras foram
submetidas a um ciclo de amplificagdo do RNA, através de uma adaptacdo do
método de amplificacdo de RNA mensageiro (MRNA) usado anteriormente pelo
grupo (CASTRO et al. 2008; FERREIRA et al. 2010). Cada amostra foi amplificada
e marcada com Cy3-CTP e foi adicionado a reagdo de amplificagdo um controle
positivo de RNA (“spike A”). Ao mesmo tempo, foi amplificado e marcado com
Cy5-CTP um RNA referéncia (pool de RNA de vaérias culturas celulares) e
adicionado o controle positivo de RNA (“spike B”). A qualidade do RNA total inicial
e do RNA final obtido, assim como a incorporagdo das cianinas em todas, estdo

descritas na “Tabela 4”.
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Tabela 4 - Quantidade de cRNA amplificado e incorporacgéo de fluoroforos.

Atividade especifica

Nomenclatura RIN Massa RNA amplificado (pmol dye/igRNA)

T 7 A e |
MIC 021T 8.4 6.58 4.07

I

MIC 040T 5.7 10.83 5.67 ‘

MIC 046T 5.2 20.95 26.92 ‘

T

MIC 055T N/D 3.48 431 ‘

I

MIC 063T 5 8.24 4.14 ‘

I

MIC 069T N/A 9.87 5.05 ‘

I

MIC 081T N/A 2.78 5.75 ‘

MIC 090T 6 13.23 481 ‘

T

MIC 137T N/A 6.63 4.07 ‘

T

MIC 143T 7.2 19.03 11.24 ‘

I

MIC 145T 5.2 2.9 8.28 ‘

"

MIC 147T N/A 11.6 5 ‘

I

MIC 149T 6.1 5.51 6.8 ‘

I

MIC 175T 9,2 9,34 3,94 ‘

I

MIC 179T 54 5.48 12.26 ‘

I

MIC 183T 8,1 4,93 7,55 ‘

I

MIC 185T 6,7 3,75 3,68 ‘
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Atividade especifica

Nomenclatura RIN Massa RNA amplificado (pmol dye/ugRNA)

MIC 187T 7.4 15,84 571

I

MIC 189T 6,2 4,52 1,86 ‘

I

MIC 191T 6,3 6.9 4.96 ‘

I

MIC 194T 7,3 3.17 10.97 ‘

I .

MIC 197T 6 2,75 5,23 ‘

I

MIC 201T 7,8 6,9 7,73 ‘

.

MIC 204T 6,9 3.64 4.68 ‘

I

MIC 208T 53 11,62 8,68 ‘

I

MIC 211T 6,1 6,59 7,37 ‘

I

MIC 213T 7,3 20.4 7.29 ‘

I

MIC 217T 7,3 10.34 4.35 ‘

I

MIC 220T 5,6 6,19 8,54 ‘

MIC 223T 8 17.55 13.28 ‘

I

MIC 225T 6,8 7,26 5,12 ‘

I

MIC 228T 5 6,23 8,99 ‘

N

MIC 230T 8,2 4.82 ‘

I

MIC 233T 7 12.6 3.72 ‘

T

MIC 235T 58 8,02 6,66 ‘

MIC 237T 6,5 6,65 9,03
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Atividade especifica

Nomenclatura RIN Massa RNA amplificado (pmol dye/ugRNA)

- micaor k496 1105
MIC 261 6.9 3.65 7.72

N
MIC 264 5.2 4.57 11.16 ‘
I
MIC 279T 4.8 6.95 11.9 ‘
I
MIC 284T 5.8 5.03 9.89 ‘
I
MIC 287T 7.3 7.75 9.37 ‘
L
MIC 291T 6.2 12.27 10.86 ‘
T
MIC 294T 6.3 13.02 10.42 ‘
T
MIC 296T 6.5 11.03 10.22 ‘
L
MIC 300T 7.3 10.31 8.55 ‘
I
MIC 302T 6.9 13.43 11.7 ‘
MIC 304T 7.5 15.83 12.89 ‘
I
MIC 307T 6.8 7.39 5.92 ‘
MIC 309T 8.1 11.37 11.56 ‘
I
MIC 313T 8.1 18.5 13.98 ‘
I
MIC 315T 6.3 9.72 8.4 ‘

Os ensaios de microarray foram analisados mediante o software GeneSpring
GX 12.1 (Agilent Technologies), seguindo as recomendagfes do programa. Como
primeira abordagem foi realizada uma andlise dos componentes principais (PCA),

que evidenciou que a amostra (MIC143) apresentava uma distribuicdo diferente
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(separada) das outras amostras e foi observado, também, que tinha um padréo de
expressao aberrante no controle negativo, portanto foi eliminada das analises.

Além disso, o grafico de distribuicdo do PCA revelou a presenca de dois
grupos, que foram relacionados ao lote do kit de amplificacdo utilizado (Figura 11A).
Para eliminar as possiveis diferencas de expressdo entre os grupos amplificados com
kit de lotes diferentes, foi realizado, de forma independente em cada grupo, um filtro
por expressdo, escolhendo as sondas com base nos valores de intensidade de sinal
entre 20-100% em todas as amostras. Com esses parametros foi obtido um grupo
com 69.766 sondas em comum (Figura 11B). Posteriormente, foi realizado o filtro
por flag, selecionando as sondas que tivessem sido detectadas em, pelo menos, 65%
das amostras, sendo que 26.130 sondas apresentaram tal caracteristica. A seguir, foi
analisado se ainda existiam sondas com diferencas de expressdo entre 0s grupos
amplificados com kit de lotes diferentes. Para isso, foi realizado um teste T (ndo
pareado, com correcdo Bomferroni) e foram identificadas 2.915 sondas
diferentemente expressas entre 0s grupos, as quais foram retiradas da analise com a
finalidade de diminuir vieses nas analises posteriores. Finalmente, foi obtido um
grupo Unico composto por 23.215 sondas (Figura 11C), as quais correspondem a
11.312 transcritos codificadores e 11.903 transcritos ndo codificadores (2.610 anti-

Sensos).
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Y-Axis Y-Axis Y-Axis

Figura 11 - Distribuicdo das amostras por Principal Componente de Analises,

durante os diferentes filtros. A) representa a distribuigfo das amostras pela expresséo de todas as

sondas, B) representa a distribuicdo das amostras pela expressdo das sondas apés o filtro de
intensidade, C) representa a distribuigdo das amostras pela expressdo das sondas apds a retirada das
sondas com diferencas de expressdo entre os grupos. As cores azul e vermelho representam as

amostras amplificadas com os diferentes lotes de kit.

5.2.1 Perfil de Expressdo Génica dos Transcritos Codificadores

Para a identificacdo dos subtipos moleculares de cancer de mama comumente
conhecidos como Luminal A, Luminal B, HER-2 enriquecido e basal like, nos
utilizamos o conjunto de genes descrito por PARKER et al. (2009). Conhecido como
PAMS50, esse set de genes tem alta concordancia na classificagdo com a grande
quantidade de genes definidos previamente para subtipagem (PEROU et al. 2000;
SORLIE et al. 2003; HU et al. 2006; PARKER et al. 2009), e recentemente tem sido
comumente empregado com sucesso (ELLIS et al. 2011; CHIA et al. 2012).

Dos 50 genes que compdem o PAM 50, o array 244K contém sondas para 48
deles, com numero de sondas variaveis por gene (total 70 sondas). No entanto, nem
todas as sondas apresentaram sinal detectavel em todas as amostras. Assim, 0 n0Sso
set de genes foi reduzido a 40 genes (53 sondas), ndo podendo analisar 0s genes

BAG1, CDC20, CDC6, TYMS, MMP11, BLVRA, CDCA1, PTTG1, FGFR4 e UBE2C.
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Em seguida, as amostras e os genes foram submetidos a clusterizacao
hierarquica seguindo a recomendacdo de PARKER et al. (2009) (correlagcdo de
Pearson). O cluster gerado esta formado por 3 grupos facilmente reconheciveis (ver
“Figura 12"), comparaveis com os subgrupos anteriormente relatados (PEROU et al.
2000).

O primeiro grupo estd composto por 55 amostras, as quais, baseadas na
caracterizacdo imunoistoquimica, mostram-se 100% positivas para 0s receptores de
estrogeno e progesterona, 0 que permite caracterizar as amostras como o subgrupo
“Luminal”. Dentro do conjunto de 55 amostras estdo presentes 46 amostras (85,2%)
positivas para 0s receptores de estrégeno e progesterona e negativos para HER-2 e 8
amostras (14,8%) positivas para receptores de estrogeno, progesterona e HER-2. O
segundo grupo foi associado ao subgrupo “HER-2” esta formado por 22 amostras 13
(59%) delas foram positivos HER-2 e negativos para receptores de estrogeno e
progesterona; outras 5 amostras (22,72%), foram positivas para HER-2, receptores de
estrdgeno e progesterona, assim também neste grupo foram incluidas 4 amostras sem
positividade para HER-2, duas delas foram positivas para receptores de estrogeno e
progesterona e as outras duas foram negativas para os trés marcadores. O Gltimo
grupo foi associado ao subgrupo “Triplo negativo” esta formado por 19 amostras 18
(94,7%) delas sdo negativas para os trés marcadores e uma amostra € positiva para
HER-2 e negativa para os receptores de estrogeno e progesterona.

Ao comparar os grupos originados com a classificagdo pela IHQ podemos
evidenciar que grupo Basal ou triplo negativo foi 0 mais conservado, apresentando
somente uma amostra que foi caracterizada pelos marcadores imunoistoquimicos

como superexpressdo de HER-2. Dentro do grupo HER-2 enriquecido foram
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agrupadas as amostras previamente caracterizada como; Luminal B (HER-2) e 2
amostras caracterizadas como Triplo Negativo (amostras 228T e 179T).

Em relacdo a auséncia de separagédo entre as amostras dos grupos Luminais A
e B, acreditamos que possivelmente deve-se ao uso incompleto do painel PAM 50,
faltando a informacéo do nivel de expressao de 10 genes mencionados anteriormente,
sendo que 3/10 genes sdo cruciais para poder diferenciar os subgrupos luminais
(PRAT et al. 2012). Assim, de forma resumida, esta analise agrupou corretamente
87% das amostras luminais, 82% das amostras HER-2 e 81,8% das amostras triplo
negativo, portanto confiaveis para proceder com a avaliacdo do perfil de expressédo
das pacientes com carcinoma ductal invasivo com e sem linfonodos acometidos e
com a identificacdo dos pares de transcritos codificadores e ndo codificadores com

nivel de expressao invertida
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Figura 12 - Identificacdo dos subtipos “intrinsecos” moleculares no cancer de mama. Mediante Cluster hierarquico com correlagio de Pearson.
Cluster formado por 99 amostras de carcinoma ductal invasivo de mama e 40 genes dos que compdem o perfil de analise molecular PAMS50. Identificam-se trés
agrupamentos que podem ser correlacionadas ao subgrupo Basal (azul), HER-2 enriquecido (laranja) e Luminal (Cinza). Na &rea inferior do cluster estdo

representadas as amostras previamente classificadas por IHQ denominadas: Luminal A @, Luminal '@, Luminal BO, HER-2 enriquecido. e Triplo negativo
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5.3 AVALIACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA EM
CELULAS EPITELIAIS DE CARCINOMA DUCTAL INVASIVO DE

PACIENTES COM E SEM LINFONODOS ACOMETIDOS

Para identificar genes diferentemente expressos entre amostras com
acometimento linfonodal ao diagnéstico, comparamos 0s grupos de amostras sem
linfonodos acometidos (Ln0) com as amostras com 4 ou mais linfonodos acometidos
(Ln>4). A comparagdo foi realizada mediante um teste T (ndo pareado) e foram
selecionados os genes com FC maior que 1.8 entre os grupos, resultando 79 genes,
dos quais 36 estdo mais expressos no grupo de amostras sem linfonodo acometido e
43 estdo mais expressos no grupo de amostras com linfonodos acometidos. Na
tentativa de avaliar se 0 padrdo de expressdo baseado nestes genes seria capaz de
descriminar as amostras quanto ao status linfonodal utilizamos clusterizacéo
hierarquica baseada no nivel de expressdo destes 79 genes considerados
diferentemente expressos (Figura 13). Nao foi observado padrdo de expressdo
associado com o status linfonodal das amostras do estudo. Pela observacdo das
caracteristicas de cada amostra, pode-se observar que o padrao de expressdo baseado
nestes 79 genes foi influenciado principalmente pela expressé@o de receptor hormonal.
Assim, uma vez gque a expressdo dos receptores hormonais influencia grandemente o
padrdo de expressdo, nosso proximo passo foi investigar o componente linfonodal
dentro de cada grupo em separado — amostras ER e/ou PR positivas e amostras ER e
PR negativas. Dessa forma, foi novamente realizada uma clusterizagdo hierarquica, e
mesmo nos grupos em separado ndo foi possivel observar padrdo de expressdo

associado com o status linfonodal (Anexo 10).



60

Em seguida, na tentativa de caracterizar melhor o perfil de expressdo dos 79
genes diferencialmente expressos em relacdo ao status de acometimento linfonodal,
foi avaliado o comportamento de expressao destes genes nos trés grupos segundo a
caracteristica de acometimento linfonodal (sem linfonodo acometido (Ln0) 1-3
Linfonodos acometidos (Lnl1-3) ¢ >4 Linfonodos acometidos (Ln>4)). Para isso
utilizamos o software Short Time-series Expression Miner (STEM) (ver materiais e
métodos, pag. 33). Foram avaliados 10 perfis de expressdo que apresentam tendéncia
ao aumento ou diminuicdo de expressdo de acordo com 0 maior numero de
linfonodos acometidos (FIGURA 14). Destes trés deles (perfis 2 12 e 13)
apresentaram significancia indicando que o nimero de genes do perfil difere daquele
esperado por chance, e consequentemente a modulacéo de expressdo de acordo com

o perfil pode ter um papel importante no processo de acometimento linfonodal.
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Figura 13 - Cluster Hierdrquico das amostras Carcinoma Ductal Invasivo Com e sem linfonodos acometidos. Utilizando a métrica de
correlacdo de Pearson. Cluster formado por 102 amostras de carcinoma ductal invasivo de mama e os 79 genes identificados como diferencialmente expressos. Nao
é possivel observar padrdo de expressao associado com o status linfonodal das amostras do estudo. Na area inferior do cluster esta representado o status linfonodal
das amostras, denominados: N&o acometido Il 1-3 Linfonodos acometidos | e >4 Linfonodos acometidos * . Tambem séo representados os subgrupos Luminal A

@, Luminal B’@, Luminal BO, HER-2 enriquecidoOe Triplo negativo...
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Genes que diminuem sua expressdo em células epiteliais de pacientes com linfonodos acometidos

Perfis ] 2 3 4 T
STEM ~ L
S—— \ -\-\--\_\"'\-\.._\_\H =, .,
Genes LOCI00170935 ZNF580 MCRMADDOEE GAMT HIGD2A
ABCCE PPT2 CDESR2 ADRAZA CHDH
RGL3 VILL CCDCEBC SMAG X1
TNNT1 SNCB TELLX CI1ORF113
ABCALTPR SPTAN1 ADRAILE IGF1R
C160RF45 PHYHD1 TLEG
FGFR3 LOCR53391 RAlI2
LOC730183 DHRS2
ACSF2
H1FD
HLA-DOAL
Genes gue aumentam sua expressdo em células epiteliais de pacientes com linfonodos acometidos
Perfis 11 =1
STEM ¥ 2 v Lz//f j_?.-/ ﬁ’
Genes ABCCS B3GNTS IKZF2 MAPEDL IThM2A
B3GNTS TUEE3 RASSF4 EGR2 SPNS2
CFH POL2AFL ADAME DGKH TMER105
ENAH oMb C¥3CLL
FEM1 CDCA2EP4 ZDHHC20
HGF JAKMIPL THES2
MENL2 GALNT3 POPN
MFAPS MMNX1 FOXO1
MUCLL COLEAL
NEXN HOXBE
NR2F1 ZNFEEL
OsR2 EDN2
PCSKS
RECK
TMENM35

Figura 14 - Distribuicdo dos 79 genes diferentemente expressos entre 0s grupos com
e sem linfonodos acometidos nos 10 perfis de expressdo génica gerados com

software STEM. Na esquerda superior esta apresentado o nimero identificador do perfil; na parte
central o comportamento de expressdo do perfil em relacdo aos 3 grupos (esquerdo LNO, no centro
LN1-3 e na direita LN>4). Os perfis coloridos representam aqueles com significancia estatistica.
Perfis com a mesma cor, significa que tem correlacdo entre eles (com base em coeficientes de
correlagdo >0.7).
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54 VALIDACAO DA EXPRESSAO GENICA EM AMOSTRAS
PROVENIENTES DE PACIENTES EM TRES ESTADOS DE

INVASAO LINFONODAL DIFERENTES, POR RT-QPCR

Com a intencdo de confirmar as diferengas de expressdo encontradas nas
analises de microarray, selecionamos 40 genes para avaliar sua expressdo por RT-
gPCR, neste ensaio foram usadas as mesmas amostras que no microarray (ver
materiais e métodos, p. 27), selecionando amostras representativas de cada grupo de
pacientes (sem linfonodo acometido, com 1-3 linfonodos acometidos e >3 linfonodos
acometidos. Os genes selecionados para validagdo, foram aqueles que apresentaram
mudanca de expressdo nos primeiros estadios da invasdo do tumor, ou seja entre as
amostras sem linfonodos acometidos e com 1-3 linfonodos acometidos, incluindo os
genes presentes nos perfis, com significAncia estatistica, da analises com o software
STEM, escolhendo assim os seguintes genes: ACSF2, ADAMS8, ADRA1B, ADRA2A,
B3GNT5, CCDC88C, CDC42EP4, CDK5R2, COL8A1, CX3CL1, DGKH, DMD, EDN2,
EGR2, FGFR3, FOXQ1l, GALNT3, H1F0, HLA-DQA1l, HOXB6, IGFIR, IKZF2,
JAKMIP1, MAP6D1, MNX1, PDPN, PHYHD1, POU2AF1, PPT2, RASSF4, RGL3,

SNCB, SPTAN1, TBL1X, THBS2, TUBB3, VILL, ZDHHC20, ZNF580 e ZNF681.
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5.4.1 Avaliacdo por RT-gPCR

Em todas as amostras foi avaliado um gene controle de DNA gendmico
(HGDC do inglés Human Genomic DNA Control do ensaio Qiagen PCR array) foi
observado que algumas amostras apresentaram amplificacdo antes do ciclo 35 do
gene nas amostras controle de DNA genbmico, sugestivo de contaminacao
genbmica. No entanto, todas as amostras com esta caracteristica tiveram Tm (do
inglés — melting Temperature) inespecifica para amplificacdo do fragmento
gendmico correspondente a este gene (analise recomendada pelo fabricante nestes
casos), sendo, portanto, a amplificacdo observada ndo correspondente ao DNA
genbmico. Sendo assim, consideramos as amostras avaliaveis (Dados de cada
amostra disponivel no Anexo 11).

Cada um dos 40 genes escolhidos para validacao foi analisado segundo a sua
curva de dissociacdo especifica, obtendo 30 genes com dados confiaveis para a
avaliacdo de expressdo diferencial. Assim, a expressdo relativa dos 30 genes
selecionados foi calculada como é descrito no materiais € métodos (Pag. 28),
utilizando trés genes como normalizadores (18SrRNA, B2M, RPLPO).

Foi avaliada a expressdo diferencial entre 0s grupos mais extremos, 0 grupo
sem linfonodo acometido (Ln0) e o grupo com >4 Linfonodos acometidos (Ln>4).
Foi mostrado que quatro genes tiveram diferencas de expressdo (FC) concordantes
com os dados observados no ensaio microarray, todos com aumento da expressdo
nas amostras com acometimento linfonodal (POU2AF1, ZDHHC20, CX3CL1 e

FOXQ1) (Figura 15).
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Figura 15 - Genes com diferencas de expressdo em amostras de pacientes sem

linfonodos acometidos e com mais de 3 linfonodos acometidos. Nos Gréaficos é possivel

observar os dados de expressdo relativa do ensaio real time (superior) e microarray (inferior). As
diferengas de expressao estdo representadas pelos valores de Fold change, simbolo * representa os

dados estaticamente significantes.

Com a intencdo de avaliar o comportamento da expressdo génica ao longo da
progressdo do acometimento linfonodal, foram avaliados todos o0s grupos de
amostras representativas dos diferentes niveis de acometimento linfonodal. Foram
identificadas diferencas de expressdo concordantes com os dados de microarray, na
primeira etapa do acometimento linfonodal, entre o grupo sem (Ln0O) e o grupo com
poucos linfonodos acometidos (Ln1-3) para os genes POU2AF1, FOXQ1 e SPTAN1
(Figura 16), e também para os genes ZDHHC20, MNX1 e CDK5R2 que apresentam
diferencas de expressdo em etapas mais tardias do acometimento linfonodal, entre

Ln1-3 e Ln>4 (Figura 17).
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Figura 16 - Genes validados com diferencas de expressao na primeira etapa de

invasdo linfonodal. Nos Gréficos é possivel observar os dados de expressdo relativa do ensaio real

time (superior) e microarray (inferior).
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Figura 17 - Genes validados com diferencas de expressdo em etapas tardias de

invasdo linfonodal. Nos Graficos é possivel observar os dados de expresséo relativa do ensaio real

time (superior) e microarray (inferior).

5.5 REDES DE INTERACAO MOLECULAR E VIAS BIOLOGICAS

E INTEGRANDO ESSAS REDES

Com a intencdo de conhecer melhor o conjunto de 7 genes validados das
diferentes comparacdes e identificar possiveis relagdes entre eles, foi realizada uma
analise de geracdo de redes e de vias, com uso do software Ingenuity Pathway
Analysis (IPA). Esse software tem um algoritmo que inclui tanto a funcao bioldgica

conhecida dos genes como dados recentemente publicados na literatura.
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A analise gerou uma Unica rede composta por 20 genes que permite conectar
0s 7 genes validados juntamente com outros 13 genes necessarios, formando uma

rede enriquecida em processos de movimento e proliferacdo celular (Figura 18).

S AR

7/ Cytokine/Growth Factor ~ <C} Peptidase (") Otner

{é’; Enzyme =-'!j":| Phosphatase — Relationship
L lon Channel [>7) Transcription Regulator == Relationship
\:J’ Transporter \ij Transmembrane Receptor

Figura 18 - Rede de interacdo molecular dos genes validados. A rede é representa as
possiveis interacBes entre 0s genes. Os genes estdo representados com sua fungdo bioldgica e
interconectados por linhas (que mostra a relacdo bioldgica entre genes). As cores presentes nos genes
representam as diferencas de expressdo validadas na comparagao LN>4/LNO, a cor vermelha indica os
genes com aumento da expressao € a cor verde com expressao diminuida em relacdo as pacientes com
maior quantidade de linfonodos acometidos, as moléculas em branco sdo genes que o software inclui,
por estar biologicamente ligados aos nossos genes validados.
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O software mostrou que os genes que formaram a rede estdo associados a
processos de desenvolvimento e movimento celular. Uma anélise mais acurada
permitiu observar que os genes validados estdo associados, principalmente, a

processos de movimento e proliferacdo celular (ver “Quadro 4”).

Quadro 4 - Disfuncdo ou Processos Celulares Associado aos Genes Validados. Sio
mostrados o0s genes validados em negrito e as setas indicam a expressdo aumentada ou diminuida em
relacdo ao acometimento linfonodal.

Disfuncao ou Processo
Genes
celular

Proliferacdo celular JCDK5R2, TCX3CL1, TFOXQ1, TMNX1, TPOU2AF1, LSPTANL.

Quantidade de células TcxscLl, TMNX1, TPOU2AFL.

APP, BAGALT1, CAPN1, |CDK5R2, CTNNA1, CTNNB1,
Movimento celular TCX3CL1, TFOXQ1, Ighg2b, IGK, KCNN4, TMNX1, TPOU2AF1,
POU3F2, POU3F3.

Migragc&o celular JLCDK5R2, TCX3CL1, TFOXQ1, TMNX1, TPOU2AF1.

Movimento de linfécitos | TCX3CL1, TPOU2AF1.

Morfologia celular
JCDK5R2, TMNX1, TPOU2AF1.
anormal

Logo nos focalizamos nas interconexGes que apresentavam 0S genes
validados, mediante a contagem de tridngulos de ligacdo entre os genes (Ingenuity
Pathway Analysis 2005; BASE et al. 2014). Obtendo que 4 dos 7 genes validados
apresentaram interconexdo com pelo menos outras 2 moléculas, com formacéo de
triangulo entre eles. Os genes que mostraram maior interconexdo foram POU2AF1,
SPTAN1, CDK5R2 e CX3CL1, no Quadro 5 mostra-se 0s genes com 0s quais estdo
interconectados (no Anexo 12 estdo disponiveis as imagens que esclarecem as

interages).
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Quadro 5 - Nodos de interconexdes incluidos genes validados.

Genes
Validados
CX3CL1 UBC-KCNN4 1
— POU3F3-APP )
CAPN1-APP
POU2F2-KCNN4
POU2F2-CD79B
SRR CD79B-lghg2b 5
Ighg2b-APP
APP-SUB1
APP-CTNNAL1
PTOV1-UBC
TANC1-UBC
TSSC-UBC
TSSC-APP
SPTAN1 UBC-CLTA 9
UBC-CAPN1
UBC-SLC9A2
UBC-FANCF

CLTA-COPS5

Moléculas interconectadas NP° de tridngulos por interconexdes

Das anélises de interacGes foi evidenciado que trés moléculas (APP, KCNN4

e UBC) interagem diretamente com pelo menos 2 dos genes validados.
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5.6 IDENTIFICACAO DE PARES DE TRANSCRITOS
CODIFICADORES E NAO CODIFICADORES COM NIVEL DE

EXPRESSAO INVERTIDA

Para a identificacdo dos pares de transcritos Senso Antisenso (SAS) foi
realizado uma primeira anélise pelo Dr. Yuri Moreira mediante uso do software R.
Foram separadas as sondas codificantes das sondas ndo codificantes anti-senso e feita
uma analise para identificacdo dos transcritos diferencialmente expressos em cada
grupo de sondas, separadamente (FDR do SAM de 10%). Em seguida, foi realizada
uma comparagdo dos transcritos diferencialmente expressos com o objetivo de
identificar transcritos antisenso e genes codificadores do mesmo locus. Foram
encontrados 7 pares de transcritos senso antisenso, dois com correlacdo negativa
(LCOR e RFWD?2) e cinco com correlacdo positiva (PAX8, TRPS1, TFF1, SCL39A6
e MGC29506).

Posteriormente em uma segunda andlise utilizando o programa GeneSpring
GX12.1 foi realizado um teste T (ndo pareado, com 1000 permutagdes, com corre¢do
Benjamini Hochberg FDR) nas amostras com receptor hormonal negativo e positivo
tanto nos transcritos codificantes como nos ndo codificantes, de forma independente,
com o objetivo de identificar transcritos diferencialmente expressos em cada grupo
de sondas. Em seguida, foi realizada uma comparacdo dos transcritos
diferencialmente expressos tanto no subgrupo receptor hormonal positivo e receptor
hormonal negativo com o objetivo de identificar transcritos antisenso e genes

codificadores do mesmo locus.
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Foram identificados 53 pares de transcritos Senso-Anti-senso (SAS) com
regulacdo inversa. Posteriormente foi realizado teste estatistico de correlacdo de
Pearson e selecionados aqueles pares SAS com correlacdo absoluta maior que 0,5,
originando 15 pares SAS, dos quais 2 ja tinham sido identificados em analises

anteriores (Tabela 5).

Tabela 5 - Correlacdo da expressdo de genes e transcritos ndo codificadores no
mesmo locus.

Gene Symbol Sonda Gene Sonda Transcrito No Correlacdo Pearson*
codificante

LCOR A 23 P429670 CUST_1932_P1418160934 -0,74
RFWD2 A 23 P396194 CUST_62911 PI1418160934 -0,73
AP3B1 A 23 P136635 CUST _32172_P1418160934 -0,69
PDXDC1 A 23 P147845 CUST _17876_P1418160934 -0,67
LRIG1 A_23 P109636 CUST_61569 P1418160934 -0,65
POGZ A_23 P500734 CUST_10208_P1418160939 -0,60
CLEC16A A_32_P194246 CUST_17861_P1418160934 -0,59
PDCD6 A_23 P218997 CUST_32018_P1418160934 -0,58
Cllorf58 A_23 P47559 CUST_2256_P1418160934 -0,57
SAFB A 23 P208446 CUST_62911 P1418160934 -0,57
IDE A 24 P928038 CUST _39350_P1418160934 -0,57
AHCYL1 A 23 P368126 CUST_4401_P1418160939 -0,56
C3orf63 A_24 P371303 CUST_31330_P1418160934 -0,53
GALNT7 A_23 P144384 CUST_3363_P1418160939 -0,51
C18orfl A_23 P207939 CUST_42595_P1418160934 -0,51

*p<0,01
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Os dados de expresséo tanto do gene como do transcrito ndo codificadores no
mesmo locus, foram representados num grafico de disperséo, identificando (com
cores) as caracteristicas moleculares e de invasdo linfonodal nas amostras,
permitindo observar a distribuicdo das amostras caracterizadas nos transcritos
codificadores e ndo codificadores dos genes anteriormente mencionados (ver Figura
19). Foi interessante perceber que tanto no locus do gene LCOR como do gene
RFWD2, as amostras sem expressdo do receptor hormonal (verde) mostravam uma
tendéncia a maior expressdo do transcrito N&do Codificante e de modo inverso as
amostras com expressao de receptor hormonal (azul) tiveram maior expressao do
transcrito Codificante. Em relacdo a invasdo linfonodal ndo foi observada qualquer

associacdo desta caracteristica com a expressao dos transcritos.
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Figura 19 - Graficos de dispersdo dos transcritos codificadores para proteina (Eixo
Y) e nédo codificadores (Eixo X) identificando os subgrupos moleculares e a invaséo

linfonodal. E possivel observar a correlagdo entre os transcritos codificante para proteina e ndo
codificante, localizados no mesmo locus dos genes LCOR e RFWD2, na Figura A) foram
representados os subtipos moleculares; receptores hormonais (HR) (¢ ), HER-2 (m) e Triplo Negativo
(») mostrando que aparentemente existe uma maior expressdo dos genes codificadores nas amostras
que apresentam receptores hormonais (¢) e da sonda antisenso nas amostras receptor hormonal
negativo (¢). Na Figura B) foi representada a caracteristica de invasdo linfonodal, da seguinte forma
sem linfonodos acometidos (LN_0 ) de 1 a 3 linfonodos acometidos (LN_1 a 3 A) e maior que 3
linfonodos acometidos (LN_>4 A).
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6 DISCUSSAO

O carcinoma ductal de mama consiste em um conjunto heterogéneo de
tumores que apresenta diferentes alteracfes moleculares. As células tumorais podem
adquirir caracteristicas invasivas, como perda da adesdo celular, aumento das
capacidades migratorias e, finalmente, ultrapassagem da membrana basal. No cancer
de mama, os fenotipos invasivos podem originar metastases, atingindo em primeira
instancia os ganglios linfaticos e, em seguida, os 6rgédos distantes. As mulheres que
apresentam acometimento linfonodal tém pior prognéstico quando comparadas as
mulheres com tumor restrito a mama, observando-se menor sobrevida livre de
doenca e aumento da taxa de mortalidade, sendo que a busca de alteragcdes génicas
potencialmente envolvidas no processo progressdo tumoral sdo de grande interesse
da comunidade cientifica envolvidas em estudos do cancer de mama. Neste estudo
foi utilizada a ferramenta de cDNA microarray com a intencdo de avaliar transcritos
codificadores e ndo codificadores expressos em celulas epiteliais de amostras
tumorais de pacientes com cancer de mama primario, livres de tratamentos, para
identificacdo de diferencas na expressdo génica que podem revelar informacGes
moleculares importantes que auxiliem na compreensdo deste processo.

A clusterizacgéo utilizando o perfil de expressdo génica do conjunto de genes
PAM 50 (PARKER et al. 2009) permitiu agrupar as amostras em trés grandes
grupos: luminais, HER-2 e triplo negativo, observando-se um grande nivel de
concordancia na classificacdo imunoistoquimica inicial e o perfil de expressao

génica. Especificamente foram agrupadas corretamente 87% das amostras luminais,
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92,8% das amostras HER-2 e 81,8% das amostras triplo negativo. Resultados
similares de concordancia da classificacdo imunoistoquimica inicial e o perfil de
expressao génica foram descritos no trabalho de GUIU et al. (2012), sendo
observado por ele concordéancia de 73%-100% nos subtipos Luminais, 41%-69%
das amostras HER-2 e 80% das amostras triplo negativo, portanto a expressdo génica
no conjunto geral é confidvel para avaliar qualquer caracteristica das pacientes com
carcinoma ductal invasivo de mama.

Foram identificados 79 genes com diferencas de expressao entre as amostras
dos pacientes sem acometimento linfonodal e com mais de 3 linfonodos acometidos,
sendo que a clusterizacdo hierarquica baseada no padrdo de expressdo desses genes
ndo foi capaz de discriminar amostras dos 3 grupos representativos da progressao do
acometimento linfonodal (LNO, LN1-3 e LN>3). No entanto, esse padrdo se mostrou
associado aos subgrupos de tumores, principalmente no que se refere aos receptores
hormonais, sendo que o subgrupo de tumores TN foi totalmente descriminado dos
demais. Esse resultado, utilizando todos os subtipos moleculares, é diferente aos de
outros estudos (ABBA et al. 2007; SMEETS et al. 2011), por meio dos quais foi
possivel observar agrupamento por acometimento linfonodal utilizando somente
amostras do subtipo Luminal A (HR+ e HER2-). No entanto, observamos que um
dos genes identificados no trabalho de ABBA et al. (2007), o gene SPTANL1, foi
também identificado e validado em nosso estudo, apresentando expressdo diminuida
em relacdo as pacientes com linfonodo acometido.

No nosso estudo, foram escolhidos 40 genes para validagdo por RT-gPCR
com sistema SYBR green, utilizando cRNA 2° round de amplificacdo, e 10 dos 40

genes selecionados ndo puderam ser avaliados por apresentar amplificacéo
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inespecifica. Dentre os 30 restantes, sete genes (CDK5R2, CX3CL1, FOXQ1, MNX1,
POU2AF1, SPTAN1 e ZDHHC20) apresentaram expressdo concordante com 0s
dados de cDNA microarray.

POU2AF1 (POU class 2 associating factor 1), um gene que mostrou
expressao aumentada em amostras com maior numero de linfonodos acometidos, esta
localizado no brago longo do cromossomo 11, numa regido também chamada
“supressora de tumor” (BACA-LOPEZ et al. 2012). Esse gene codifica uma proteina
membro da familia POU, que tem capacidade de inibir a progresséo do ciclo celular e
modular a sobrevivéncia das células. A sigla POU é derivada dos trés fatores de
transcricdo que compdem a familia: fatores de transcricdo especificos da pituitaria de
Pit-1, as proteinas com fator de transcricdo em octamero Oct-1 e Oct-2 (com
sequéncia ATGCAAAT) e fator de transcricdo neural Unc-86 de Caenorhabditis
elegans (PHILLIPS e LUISI 2000). POU2AF1 é também conhecido como OBF-1
(OCT-binding factor 1) e codifica um coativador transcricional, que estimula a
transcricdo por meio da interagdo com as regides promotoras dos genes, Oct-1 ou
Oct-2 (SAEZ et al. 2002; ZHAO et al. 2008). Na medula 6ssea, 0 OBF-1 promove a
sobrevivéncia de células B de transi¢do e a transcrigdo de um subconjunto de genes
Ig (BORDON et al. 2008), sendo importante para a resposta a antigenos mediada por
células B e a formagdo de centros germinais (SCHUBART et al. 1996). Foi
observado expressdo diferencial de POU2AF1 em células de pacientes com leucemia
linfocitica cronica em comparagdo com a expressao em células B normais (AUER et
al. 2005). Tem sido detectado amplificacdo e super-expresséo de POU2AF1 em
células de mieloma multiplo, com reminiscéncia do crescimento celular (ZHAO et al.

2008). Foi mostrado que AGR2 reprime a resposta imune humoral de POU2AF1,
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postulando-se como um mecanismo de metastases do adenocarcinoma de pulméo
(HUANG et al. 2014). Nao ha dados na literatura sobre o papel dessa proteina em
cancer de mama.

CDK5R2 (cyclin-dependent kinase 5, regulatory subunit 2 (p39)) codifica
para um ativador neuronal especifico da ciclina 5 dependente de quinases (CDKD5)
(MURAVENKO et al. 2000). Nossos dados se mostraram menos expressos no grupo
de amostras com mais de 3 linfonodos acometidos. Ciclina & uma familia de
serina/treonina quinases, CMGC (ciclina dependente de quinase, MAP quinase,
glicogénio quinase sintase, quinases semelhantes a CDK) e desempenha um papel
crucial na regulacdo da progressao celular, controlando varios eventos em diferentes
fases do ciclo celular (MALUMBRES e BARBACID 2005). A CDK5R2 apresenta
similaridade limitada as ciclinas, sugerindo se tratar de familias de proteinas distintas
das proteinas cinases dependentes de ciclinas. Ndo ha dados na literatura sobre o
papel dessa proteina em cancer de mama.

CX3CL1 (chemokine (C-X3-C motif) ligand) é uma citosina membro da
familia de quimosinas CX3C. Sintetiza uma proteina localizada na membrana celular
qgue quando clivada da origem a forma solivel de CX3CL1, atuando como um
potente quimioatraente de células T e mondcitos, enquanto que a citosina ligada a
membrana promove uma forte adesdo de leucdcitos a células endoteliais ativadas
(DETERRE 2014). Ambas func¢bes de quimiotaxia e adesdo sdo mediadas pelo
receptor CX3CR1 acoplado a proteina G, presente em células CD8p, células T,
células NK, células dendriticas e mondcitos (IMAI et al. 1997). CX3CL1
desempenha um papel crucial em diferentes tipos de cancer. Estudos anteriores em

modelos animais mostraram efeitos antitumorais provocadas pelo sistema
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imunologico (DEVAPATLA et al. 2012). Em linha com a sua funcdo
quimioatraente, a expressdo de CX3CL1 no cancer de mama tem sido correlacionada
com o aumento da densidade de linfdcitos infiltrantes no tumor (PARK et al. 2012;
TSANG et al. 2013). Nossos resultados mostraram expressao aumentada de CX3CL1
em amostras com maior namero de linfonodos acometidos, sendo que os dados de
expressao proteica observados por outros grupos sdao controversos. Por exemplo,
TSANG et al. (2013), em concordancia com nossos dados, reportaram maior
expressao imunoistoquimica em tumores com linfonodos acometidos enquanto
PARK et al. (2012), em discordancia com nossos dados, mostraram maior expressao
imunoistoquimica em tumores sem linfonodos acometidos. Os dados controversos
podem ser, em parte, pela heterogeneidade do cancer de mama e os diferentes
subgrupos que foram analisados nos diferentes estudos.

FOXQ1 (forkhead box Q1) codifica a proteina FOXQ1, que é membro da
superfamilia forkhead box (Fox) envolvida no crescimento, diferenciacdo celular e
embriogénese (CHRISTENSEN et al. 2014). Essa proteina tem um dominio
conservado FOX e um dominio extra FOX. O dominio FOX esta envolvido na
ligacdo de DNA, enquanto que as regides extra FOX estdo envolvidas na interagao
com os componentes de ativacdo e repressao da transcricdo e complexos de reparo do
DNA (KATOH et al. 2013). No nosso estudo, foi observado um aumento da
expressdo de FOXQ1 entre amostras sem linfonodos acometidos contra os dois
grupos de linfonodos acometidos (1 a 3 e maior que 3). Varios estudos tém associado
a expressdo de FOXQL1 em céancer, especialmente com a transicdo epitélio-
mesenquima (FEUERBORN et al. 2011; QIAO et al. 2011; ZHANG et al. 2011;

ABBA et al. 2013; SEHRAWAT et al. 2013), processo que esta intimamente



79

associado com propriedades pré-metastaticas, incluindo o aumento da motilidade e
invasdo (DRASIN et al. 2011). Foi observado aumento da expressdo de FOXQ1 em
metastases de cancer de mama (QIAO et al. 2011; ROSS et al. 2015), juntamente
com aumento da migracdo e invasao celular (ZHANG et al. 2011). Assim, também
foi observado que no carcinoma colorretal existe aumento da expressdo e correlagao
com a atividade da via Wnt em tumores primarios (CHRISTENSEN et al. 2013). Em
mama, a expressao desse genes foi associada a menor sobrevida, carcinoma de alto
grau e imunofenotipo basal (QIAO et al. 2011).

SPTANL1 (spectrin, alpha, non-erythrocytic 1) Spectrins € uma familia de
proteinas do citoesqueleto filamentosos, as quais funcionam como proteinas
estabilizadoras da membrana plasmatica e organelas intracelulares. A proteina
codificada tem sido envolvida na adesdo e migracdo celular, comunicacéo
intercelular, regulacdo do ciclo celular e reparacdo do DNA (SRIDHARAN et al.
2006; URSITTI et al. 2007; METRAL et al. 2009). A desregulacdo de SPTANL1 afeta
seriamente o comportamento celular e promove a progressdéo do tumor. Foi
demonstrado aumento da expresséo de SPTAN1 em tumores de pulméo
(SORMUNEN et al. 1994), célon (YOUNES et al. 1989) e pele (TUOMINEN et al.
1996), sendo associado com agressividade local e comportamento metastatico em
carcinomas de tecidos moles (CUNHA et al. 2010). Além disso, SPTANL1 foi
vinculado a progressdo do tumor de ovério (L’ESPERANCE et al. 2006). Nossos
resultados mostraram expressdo diminuida de SPTAN1 em amostras com 1 a 3 de
linfonodos acometidos, sendo, de certa forma, concordantes com o estudo de ABBA

et al. (2007), por meio do qual se comparou a expressao usando a metodologia
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SAGE das amostras de pacientes (HR+, HER-) com linfonodos acometidos versus
sem acometimento linfonodal.

O gene MNX1 (motor neuron and pancreas homeobox 1) esté localizado no
cromossomo 7036.3 e pertence a familia de genes homeobox EHG, que inclui
também EN1, EN2, GBX1 e GBX2. MNX1 € um gene de 12.801 pb, composto por 3
éxons e codifica para um fator de transcri¢do. Mutagdes no gene originam a sindrome
Currarino, uma malformacdo congénita autossdbmica dominante, também conhecida
como sindrome hereditario agenesia sacral (HSA; do inglés Hereditary Sacral
Agenesis) (WILKENS et al. 2011). No nosso estudo, esse gene se mostrou menos
expresso no grupo de amostras com mais de 3 linfonodos acometidos quando
comparado com o grupo de amostras com 1 a 3 linfonodos acometidos. N&o ha dados
na literatura sobre o papel dessa proteina em cancer de mama.

Por ultimo, ZDHHC20 (zinc finger, DHHC-type containing 20) é uma
palmitoyl acyltransferase localizada no braco longo do cromossomo 13 (13g12.11) e
se mostrou mais expresso nas amostras, com mais de 3 linfonodos acometidos
guando comparadas com amostras dos dois outros grupos. Foi demonstrado que as
proteinas palmitoiladas desempenham um importante papel na proliferacdo e nas vias
de sinalizacdo de sobrevivéncia das células cancerosas (DRAPER e SMITH 2010;
KORYCKA et al. 2012). Além disso, foi observado que a supressdo de ZDHHC20
em linhagem de céncer de mama (MDA-MB231) aumenta a sobrevida celular,
sugerindo que palmitoilagdo da proteina DHHC20 regula aspectos importantes da
progressdo do cancer da mama (RUNKLE et al. 2014). Foi observado que a
expressdo de ZDHHC20 estd aumentada em varios tipos tumorais humanos,

incluindo ovario, mama e prostata ( DRAPER e SMITH 2010).
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Os sete candidatos foram submetidos a uma analise bioldgica conjunta,
utilizando o software Ingenuity Pathway Analysis (IPA), por meio da qual a
informacdo dos genes diferencialmente expressos sdo cruzados com conjuntos de
genes que estdo associadas a uma fungé@o bioldgica ou via particular com base nas
relagbes de causa-efeito relatados na literatura (KRAMER et al. 2014).
Interessantemente, a analise permitiu obter uma Unica rede de interacdo génica que
incorpora todos os genes validados. A rede estd associada, principalmente, a
processos de movimento e proliferacdo celular, que esta em concordancia com o
processo implicado ao longo do acometimento linfonodal. Portanto, a avaliagdo das
redes de interacdo génica permitiu incluir os genes identificados neste estudo em vias
classicamente associadas ao fenémeno de progressdo do céncer de mama,
aumentando a credibilidade de que identificamos genes com grande potencial de
estarem envolvidos nesse processo.

Os resultados deste estudo sugerem que a investigacdo das diferencas
moleculares entre células epiteliais de carcinoma ductal invasivo de pacientes com e
sem linfonodos acometidos pode resultar na identificagdo de novos genes envolvidos
na progressdo da invasdo. Uma analise mais detalhada desse grupo de genes pode
trazer informagdes importantes a respeito da biologia da progresséo do CDI.

Em relacdo a analise dos transcritos codificadores e ndo codificadores no
mesmo locus, foram identificado 15 pares de transcritos senso e anti-senso (SAS)
com correlacdo inversa, devido a distribuicdo da expresséo dos transcritos em relacdo
aos receptores hormonais acreditamos que 0s transcritos mais interessantes sao 0s

localizados no locus dos genes LCOR e RFWD2.



82

O gene LCOR (co-repressor ligando dependente) é um coregulador
transcricional com capacidade de ligar-se diretamente aos receptores nucleares (NR),
através do motivo LxxLL (FERNANDES et al. 2003) reprimindo a transativagédo por
horménio via recrutamento de histonas desacetilases (HDACS) e proteinas de ligagédo
C terminal (PALIJAN et al. 2009a). Dentre dos receptores nucleares tipo I, encontra-
se 0s receptores de progesterona, estrogéno e andrégeno que na presenca do
horménio recruta LCOR e modula a expressdo génica. Foi observado, em linhagem
celular de cancer de mama deficientes de LCOR, aumento da transcrigdo do gene
progesterona (PALIJAN et al. 2009b), assim como em cancer de prostata no qual foi
observado que a repressao da expressdo do receptor de andrégeno por LCOR leva a
diminuicdo do crescimento do tumor (ASIM et al. 2011). Nossos resultados
mostraram expressao invertida de transcritos codificante e ndo codificante no locus
do Gene LCOR, sendo que ndo ha dados na literatura sobre a expressao de transcrito
ndo codificadores desse gene. Curiosamente nossos resultados mostraram uma
aparente maior representatividade de amostras RH positivas nas amostras com maior
expressdo do gene e de TN nas amostras com menor expressdo de LCOR.

O gene RFWD2 (também conhecido como COP1) codifica uma ubiquitina
ligase E3, membro da familia de proteinas COP-DET-FUS. Participa do processo
ubiquitinacdo e subsequente degradacdo de proteinas alvo no proteossomo. A funcéo
bioldgica conhecida até o0 momento indica que o gene esta diretamente envolvido na
ubiquitinacdo e degradacdo da oncoproteina c-Jun e a proteina supressora de tumor
p53, suprimindo assim a transcri¢do e apoptose dependente de p53 (DORNAN et al.
2004b). O papel de RFWD2 em cancer ainda néo foi completamente estudado, néo

obstante, tem sido observado diferencas de expressdo em varios tipos de cancer. Em
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cancer gastrico os dados sd@o controversos Li et al. (2012) relataram aumento da
expressao de RFWD2 no tumor e SAWADA et al. (2013) observaram diminui¢éo da
expressao. Foi sugerido que a diferenca nos dados de expressdo esta influenciada
pelo status de mutacéo da proteina supressora de tumor p53. Em cancer de mama os
dados também estdo pouco claros, o0s quais reportaram que 80% dos
adenocarcinomas de mama (sem especificar o subtipo) tém expressdo aumentada de
RFWD2 (DORNAN et al. 2004a). Em um estudo posterior com amostras TN
OUYANG et al. (2015) reportaram diminuicdo da expressdo em relagdo a mama
normal. Nossos resultados mostraram expressdo invertida de transcritos codificante e
ndo codificante no locus do Gene RFWD2, sendo que ndo ha dados na literatura
sobre a expressdo de transcrito ndo codificadores deste gene. Nossos dados de
expressao génica, de forma semelhante ao observado para o gene LCOR, mostram
uma tendéncia de menor expressdao de RFWD2 com amostras negativas para RH
concordando com os dados de OUYANG et al. (2015) que reportaram expressdo
diminuida do gene nesse grupo de tumores de mama.

Estudos mais detalhados dos transcritos senso e anti-senso sdo necessarios
para entender melhor o potencial processo de regulacdo da transcricdo de genes pelos

ncRNA longos.
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CONCLUSAO

Foi avaliado o perfil de expressdo génica de células epiteliais em uma
plataforma de transcritos codificadores e ndo codificadores de proteinas em
uma coorte de amostras representativas dos diferentes subtipos de tumores de
mama e com diferentes niveis de acometimento linfonodal gerando resultados
robustos de expressao.

Foi identificado um conjunto de 79 genes cujo padrdo de expressdo ndo foi
capaz de descriminar as amostras das células epiteliais dos tumores em
relacdo ao acometimento linfonodal nodal das pacientes, mas que mostrou
uma tendéncia de associagdo com o0s subtipos de céncer de mama,
principalmente em relacdo a expressao dos receptores hormonais.

Sete genes foram validados por RT-gPCR - CDK5R2, CX3CL1, FOXQL1,
MNX1, POU2AF1, SPTAN1 e ZDHHC20, que participam de uma via génica
associada com processos de invasdo e metastase, demonstrando grande
potencial de realmente estarem associados ao processo de acometimento
linfonodal, que é uma das etapas mais ameacadoras do cancer de mama.

Foi identificado dois pares de transcritos codificadores, LCOR e RFWD?2, e
ndo codificadores de proteinas (INCRNA), que podem estar intimamente
relacionados e desempenhar um papel relevante na regulacdo da expressédo

génica associada a tumorigénese.
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Anexo 1 - Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Fundagéo
Antoénio Prudente-CEP

Hospital

Comité de Etica em
A.C.Camargo Pésquisa - CEP

Centro de Tratamento, Ensino e Pesquisa em Cancer

S#o Paulo, 14 de Julho de 2011.

A
Dra. Silvia Regina Rogatto

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1174/08 -B
“Determinaciio dos perfis de expressio do cincer de mama e proéstata utilizando genes
codificadores ¢ nfo codificadores de proteinas”.

Os membros do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Fundagio
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua tultima reunido de
28/06/2011, tomaram conhecimento e aprovaram a solicitagdo de dispensa da apreciagdo
do estudo intitulado “Avaliacio da expressio de genes codificadores e nio codificadores
em células epiteliais capturadas do carcinoma ductal invasivo de mama de pacientes com
e sem linfonodo acometido”, em razio deste estudo estar inserido em projeto supracitado,
previamente aprovado por este comité.

Atenciosamente,

— —

Dr. Alexandre S4 de Andrade :
(\2“ Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

111

Fundacio Anfonio Prudente — CNPJ/MF N. 60.961.968/0001-06
Rua Prof. Antdnio Prudente, 211 — Liberdade — Séo Paulo, SP - 01509-900
Telefone: (11} 2189-5000
www.accamargo.org.br



Anexo 2 - Classificagcéo Clinica Tumores de Mama

Os tumores de mama sdo classificados clinicamente pelo tamanho do tumor
(T), acometimento linfonodal (N) e metéstases a distancia (M), a continuagdo séo
descritas cada caracteristica segundo as possibilidades clinicas

X O tumor ndo pode ser avaliado.
10 N&o ha evidéncia do tumor primario.
Tis Carcinoma in situ e Paget — Doenca de Paget

do mamilo sem tumor de mama.
Tumaor com 2 cm ou menos em sua maior

dimensio. T1a = com mais de 0,1 cm até 0.5
T om em sua maior dimensao. T1b — com mais
de 0,5 cm até 1 cm em sua maior dimensaao.

T T1c - com mais de 1 cm, porém ndo mais de 2
cm em sua maior dimensao.

Tumor com mais de 2 cm até 5 cm em sua

Exame fisico ou

diagndstico por T2
imagem (inclusive a maior dimensao.
mamografia) E Tumor com mais de 5 cm em sua maior
dimensao.

Tumor de qualquer tamanho com extensao
direta a parede toracica ou a pele, somente
como descritos em T4a e T4b. Tda — Extensao
T4 a parede toracica. Tdb — edema (inclusive
aspecto em casca de laranja) ou ulceragao da
pele da mama ou nddulos cutaneos satélites
confinades a mesma mama. Tdc — Ambos
(Tda e Tdc). Tdd — Carcinoma inflamatdrio.




N
Exame fisico ou
diagnostico por
imagem {indusive a
mamografiz)

MX

0s Iinfonodos regionais nao podem ser
avaliados.

Ml

Ausdnda de metdstase em lnfonodos
regionais.

M1

Matistase em linfonodo{s) axilar(es),
hiomolztarad{zis), mdwelieis).

M2

Meatastase em linfonodofs) axilar(es)
homolateralis) fiwos) ou metastase
dinicamente aparente em linfonodols)
mamanos) interno{s) homolateral(is), na
ausénda de evidenda clinica de metistase
em linfonodofs) axilar{es). N2a — metistase
em linfonodo(s) axilar{es) fixos uns aos outros
OU 3 outras estruturas. N2b — metastase
clinicamente aparente em linfonodols)
mamanos) internofs), na ausénda de
evidéncia dinica de metastase em linfonodos)
avilar{es).

M3

Meatastase em linfonodols) infrad avicularias)
homolztaralais) com ou sem emvolvimento

de linfonodo(s) axilar{es); ou dinicaments
aparente em linfonodo(s) mamarios) internols)
homolzterziis), na presanca de evidénda
dinicz de metastase em linfonodo(s) xilan(es);
ou metastase em linfonodols) homolztarakis)
com ou sem envobimenio de linfonodols)
axilar{es) ou mamariofs) intarno(s). N3a —
Matastase em linfonodols) infrad avicular(as).
N3b — Metastzze em linfonodo(s) mamanios)
interno(s) e axlar{es). N3c — Metastase em
linfonodo(s) supraclaviculaies).

M
Exame fisico ou
diagnastico por
imagem ({indusive a
mamografia)

A presenca de metastase a distanda ndo pode
ser avaliada.

M0

fdnda de metistase 3 distanda.

M1

Metastase a distanda.




Anexo 3 - Formulario de Coleta de Dados

Os dados foram coletados em formulario que contém 41 questdes fechadas e
uma coluna resumo para inserir o cédigo da resposta. Posteriormente cada questdo

foi tabulado numa planhilla excel, para o analises.

MIC
Informacdo pessoal
Nome:
Idade ao diagnostico: RGH:
Informacdo clinica
N® Perguntas Resumo

1. Primeiro evento

(1) DCIS (2) IDC (3) lesdo benigna (99) ignorada  (4) outros. Quais:

2. | Mama primeiro evento:
(1) Direita (2) Esguerda (3) bilateral (98)ignorado

3. | Bidpsia (0] Mo (1) SIM (2) fora do Hospital ($9)ignorado

AP da bidpsia:

5 Data da bidpsiat.. i,

6. Revisdo de laminas (0) NAC (1) SIM [99) ignorado
7, Data da revisdo:...... Y Y S

g | AP da revisdoh. .

9. | Tipo histeldgico da bidpsia ou na revisdo da lamina

ler evento MD..(1) Intraductal (Ca in situ) (2) lobular in sitw (3)Ductal invasivo (4)Ductal invasivo
com companente intraductal predominante (5) lobular invasive  (6) mucinosa (coldide) (7)
medular (8} papilifero (3) tubular (10) adenocistico (11)secretor (juvenil} {12) apocrino [13)
metaplasica (95) Ignorado.

| 10. | Grau Histologico (SBR)

(O} Insitu (1)1 (2} 11 (3} 11 (38) N3o se aplica (99)Ignorado

11. | Grau Nuclear

(1) Grau 1(2) Grau 2 (3) Grau 3 (88) N3do se aplica {99) Ignorado

12. | indice MItSHIC0. e {99) ignorado

"13. | Infiltrado Inflamatério

(0)ndo (1) Leve (2) Moderado ou discreta (3) Intenso (9) Sim (SE) (99)gnorado




14. | Positividade Marcadores IHQ
ER: {0y Nido (1) Sim score........_. % (99) 1gnorado
PR {0y Nido (1) Sim score........_. % (99) 1gnorado
HER2 {0y N&o (1) Sim score........_. (99) 1gnorado
P53 {0y N0 (1) Sim score......._. % (99) 1gnorado
CKTS (0] N3o (1) 5im SCOre.mmn. % [55) ignorado
Kig7 (0] N3o (1) 5im SCOre.mmn. % [55) ignorado
EGFR (0) N3o (1) Sim SCore..n. % (35) ignorado
15. | Cirurgia...[0) NAD (1) 5IM
16. | Tipe de cirurgia
{1} mastectomia simples (2) mastectomia radical medificada (3) Ressecgdo segmentar
{4) quadrandectomia (88) M3o se aplica (59)ignorado
17. | Mama da cirurgia
{1} direita (2] esquerda (3) bilateral (38) ndo se aplica (55) ignorado
18. | Data da cirurgia........ R Y S
19. | AP da cirurgia.. ..o
20. | Tipe histologicos cirurgia
{1} Intraductal {Ca in situ) {2) lobular in situ (3) Ductal invasive (4) DI com compenente intraductal
predominante (5] lobular invasivo  (6) mucinoso (coldide) (7) Medular (3) papilifero (3) tubular [10)
adenccistico (11) secrator (juvenil) {12) Apderino (13) Metapldsico (53) Ignorado
21. | Grau Histologico [SBR)
(O} Insitu (1)1 {2} 10 (3} 10 (83) Ndo se aplica (99)Ignorade
22. | Grau Nuclear
(1) Grau 1(2) Grau 2 {3) Grau 3 (88) Ndo se aplica (99) Ignorado
23, | indice MItatico...ommeriemeen {99) ignorado
24, | Infiltrado Inflamatéric
{0)ndo (1) Leve (2) Moderado ou discreto (3) Intenso (9) Sun (SE) (99)Ignorado
25, | Tovernians 1 P Mo
26. | Linfonodos ressecados.. (DJNAD (1) SIM [99)ignerade
27. | Nudmero de linfonodos positivos.......e..




28. | Presenca de Micrometastases.. [0)NAO (1) SIM (38)ignarado
29, | Presenca de tumor residuzl  {0) Ndo (1) SIM (9%)ignorado
30. | Positividade Marcadores IHQ
ER: {0y Nio (1) Sim scote..on..... %% (99) 1gnorado
PR {0y Nio (1) Sim score........... % (99) 1gnorado
HER2 {0y N0 (1) Sim score (99) ignorado
P53 {0y Nio (1) Sim score % (99) 1gnorado
CKTS (0] Ndo (1) Sim score..... % (55} ignorado
Kig7 (D) N30 (1) Sim SCore.. ... % (55) ignorado
EGFR (0) N3o (1) Sim sCoreiummman. % (55 ignorado
31. | Tratamento MD_1
(1)Hormoenioterapia (2) Radioterapia (3) Quimicterapia
32. | Data de inicio ao tratament ... J T Formnn
33. | Segundo evento .
Presenca de segundo evento  (0)NAO (1) SIM (99)gnorado
34. | Mama segundao evento:
(1) Direita (2) Esquerda (3} bilateral (88) nio se aplica (99)ignorado.
35. | Data do segundo evento:
36. | Tipo de segundo eventa..
(1) DCIS local (2) IDC {3} metdstase & distdncia (4) lesdo benigna (88) ndo se aplica (99) ignorado
37.| AP do segundo evento
38. | Evolucdo
Obito.......... (0UNAO (1) SIM (88) nio se aplica (99)ignorado
39. | Causa de 6bito (1) céncer (2) outra causa (99) ignorado (88) ndo se aplica
40, | Data do dhito:

41,

Data da ultima consulta;




Anexo 4 - Protocolo de Coloragdo de Tecido Congelado

Arcturus® HistoGene™
1. Retirar as laminas a ser microdissecadas e manter em gelo seco.
2. Descongelar uma lamina, por poucos segundos. Em seguida tratar com o0s
seguintes reagentes fornecidos pelo Kit:
3. ETOH 75%, 30sec.
Staining / Hematoxilina — Histogene Part # 12241-05, 30 sec. Drenar o

&

excesso.
H20, retirar 0 excesso.
H20, 30 sec.

ETOH 75%, 30 segundos
ETOH 95%, 30 segundos
ETOH 100% 2 minutos
10. Xilol 5 minutos

© 0o N oo O

11. Deixar secar por 1 minuto.



Anexo 5 - Extracéo e Purificagdo do RNA

Arcturus® PicoPure® RNA lIsolation Kit, Life™

Extracdo do RNA

1. Acoplar anel de extracdo ao CAP e adicionar 14l do Extraction Buffer (XB)

2. Cobrir com tubo de 0,5ml (Applied Biosystems, cat# N801-611), devidamente

rotulado.
3. Incubar a 42°C por 30 min.
4. Spina 800 X g por 2 min.
e Manter congelado a -80°C. Processar o RNA o mais breve possivel.

Purificacdo do RNA

1. Adicione 250ul de buffer CB a coluna e incubar por 5min a temperatura
ambiente.

2. Centrifugar a 16.000 X g por 1 minuto.

3. Adicionar 14pl ETOH 70% misturar com a pipeta e transferir para coluna (28ul
aprox.).

4. Centrifugar a 100 X g por 2 minutos.

5. Centrifugar a 16.000 X g por 30 segundos.

6. Adicionar 100ul do tampéo de lavagem (W1) e centrifugar a 8.000 X g por 1
minuto.

Tratamento com DNase: Misturar 2,5ul de DNase Qiagen (cat# 79254) e 17,5 ul do

tampéo de diluicdo de DNase. Adicionar a coluna 20l da mistura a coluna e incubar

a temperatura ambiente por 15 minutos.

7. Adicionar 40ul do tampdo W1.

8. Centrifugar a 8.000 X g por 1 minuto.

9. Adicionar 100ul do tampéo de lavagem (W2).

10. Centrifugar a 8.000 X g por 1 minuto.

11. Adicionar 100pl do tampéo W2.

12. Centrifugar a 16.000 X g por 2 minutos.

13. Centrifugar novamente 16.000 X g por 1 minuto.

14. Trocar de tubo por o de 0,5ml.



15.
16.
17.
18.
19.
20.

Adicionar 15ul do Elution Buffer.

Incubar a Temperatura ambiente por 1 minuto.

Centrifugar a 1.000 X g por 1 minuto.

Centrifugar a 16.000 X g por 1 minuto.

Retirar aliquota de 1,5ul para analisar no Bioanalyser/Picochip e congelar a80C.
Concentrar o restante em speed-vac para volume de 4,15ul.



Anexo 6 - Protocolo RNA 6000

Bioanalyzer® Agilent Technology™

Preparacao do gel (reagentes estocados na geladeira)

1. Colocar 550iL de RNA 6000 Pico Gel (matriz) num tubo e dar um spin rapido.

2. Centrifugar a 1.500 g por 10 minutos a temperatura ambiente.

3. Fazer aliquotas de 32,5IL do gel colocando em tubos livres de Rnase com

capacidade para 0,5 mL. Os tubos estdo incluidos no kit.

Preparacao do mix gel-corante

1. Deixar o reagente RNA 6000 Pico (corante) e o Gel a temperatura ambiente
durante 30 minutos.

2. Dar um vortex no corante durante 10 seg e em seguida dar um spin para depois
adicionar 0,5iL do corante numa aliquota de 32,5iL do gel j& preparado.

3. Vortexar bem a solu¢do. Dar um spin no tubo a 13.000 x g durante 10 min a

temperatura ambiente.

Transferéncia do mix gel-corante

1. Colocar um chip novo de RNA na Estacdo de preparacdo do Chip (certificar se a
localizacdo do chip esta na posicgéo C)

2. Pipetar 9iL de mix Gel-corante no po¢o G (Cuidado para ndo formar bolhas).

3. Fechar a estacgéo. (a seringa fica posicionada soubre o poco G)

4. Apertar a seringa até o primero estadio, o que permite o Gel seja espalhado por
todo o chip.

5. Aguardar exatamente 30 seg e entdo liberar a trava (a seringa debe volta
totalmente).

6. Pipetar mais 9iL de mix Gel-corante nos pocos G.

7. Descartar o restante do mix Gel-corante.



Transferéncia da solugdo condicionante e marcador

1. Pipetar 9iL do reagente condicionante no pogo / CS.

2. Pipetar 5iL do reagente marcador em todos os 11 pogos de amostra e no poco do
ladder.

Transferéncia da amostra padréao (ladder) e das amostras

1. Pipetar 1iL de amostra padrdo (Ladder) no pogo marcado.

2. Pipetar liL de amostra em cada um dos 11 pocos de amostra. Pipetar 1iL de
marcador em cada poc¢o de amostra ndo utilizada.

3. Agitar o Chip, no vortex especial, durante 1 min a 2000 rpm.

4. Analisar o chip no Bioanalisador Agilent 2100. Usando Plataforma RNA total
Pico Chip.

Lavagem da estacao

1. Adicionar ~300uL de agua Sigma, ao Chip transparente, observar que a agua se
espalhe em todos 0s pocos

2. Colocar na estagéo do Bioanaliser por 1 min, permitiendo que 0s sensores entrem
em contatos com a agua.

3. Deixar a tampa aberta do equipamento, para secar 0S Sensores.



Anexo 7 - Protocolo Purificagdo RNA

Eal N

© 0 N o

11.
12.
13.
14.
15.

16.

RNeasy® Mini Kit, Qiagen™
Ajustar o volumem da amostra a 100pul, com agua livre de RNase.
Adicionar 350l de tampéo de lisis RLT, e misturar.
Adicionar 250l de Etanol 100% e misturar com a pipeta.
Transferir a amostra (700pul) a coluna RNeasy Mini spin ajustada a um tudo de
coleta (2ml).
Centrifugar por 2 min a 100 x g. Seguido por uma segunda centrifugacéo por
30 sa 8000 x g.
Retirar o tubo de coleta e trocar por um novo.
Adicionar 500l de tampéo de lavagem RPE a coluna RNeasy Mini spin.
Centrifugar por 30 s a 8000 x g.
Retirar o tubo de coleta e trocar por um novo.
Adicionar 500ul de tampao de lavagem RPE a coluna RNeasy Mini spin.
Centrifugar por 30 s a 8000 x g.
Retirar o tubo de coleta e trocar por um novo.
Centrifugar por 1 min a 8000 x g.
Retirar o tubo de coleta e trocar por um tubo de micro centrifuga (1,5ml).
Adicionar, diretamente na membrana da coluna, 60ul a 80ul de H,O livre de
RNase. Centrifugar por 1min a 8000 x g.
Manter em gelo



Anexo 8 - Amplificagcdo do mRNA Microdissecado
Quick Amp Labeling kit ® GE™ e CASTRO et al. 2008

Preparo dos RNAs Spikes — Agilent cat# 5188-5279.

Os RNAs Spikes A e B fornecidos pela Agilent devem ser retirados do freezer -80°C
e descongelados em gelo. Vortexar e spin breve.

Diluir seguindo a tabela abaixo. Manter os tubos sempre em gelo, vortexar a cada
passo durante 10 sec e spin breve. A diluicdo na etapa 1 pode ser armazenada a -80°C

por até 2 meses e a diluicdo na etapa 2 por 2 semanas.

Etapa # Diluicéo Volume RNA Volume de tampéo de dilui¢do
1 1/20 1 19
2 1/40 4 156
3 1/4 10 30
4 1/10 10 90
5 1/10 10 90

*Diluigdo na etapa 1 e 2 sdo feitas em tamp&o, nas etapas 3,4 e 5 podem ser em agua.

Sintese do cDNA, primeira e segunda fita. (Quick Amp Labeling kit ® GE™)

Misturar: 4,15ul do RNA total com 1ul do RNA SPIKE diluicdo etapa #5 e 0,6yl
iniciador oligo-dT T7.

Incubar a 65°C por 10 minutos e resfriar rapidamente em gelo por 10 min. Preparar o

master mix cDNA.

Reagentes 1 reacdo (ul)
5X buffer * 2
0,1MDTT 1
10 mM dNTP mix 0,5
MMLV-RT 0,5
RNase Out 0,25
TOTAL 4,25

*Importante - Aquecer 5X buffer @ 80°C/ 4 min.

Adicionar 4,25ul de mix e incubar a 40°C por 2hs, seguido de 65°C por 15minutos e
resfriar em gelo.

Esta reagdo pode ser armazenada a -80°C.



1° CICLO DE AMPLIFICACAO.

TRANSCRICAO IN VITRO
Preparar o mix de transcricao:

(Quick Amp Labeling kit ® GE™)

Reagentes 1 reacdo (ul)
H,0 4,85
4X Transcription buffer 10
0,1MDTT 3
*NTP mix / 25mM 8
**PEG 3,2
RNAse Out 0,25
Pyrophosphatase inorganic 0,3
T7 RNA pol 0,4
TOTAL 30

*NTPs (U,A,C,G) 25mM “in house” . Nao usar o NTP mix que do kit!!!!
**Esquentar a 40°C por 5 min.

Adicionar ao cDNA, derivado do procedimento anterior, 30ul de mix por tubo e

incubar a 40°C por 3hs, no termociclador, em seguida resfriar em gelo.
Purificacdo do RNA RNeasy® Mini kit, Qiagen™ (Ver Anexo 6)

e Adicionando uma etapa de lavagem com ETOH 80%, depois das duas lavagens

com tampéo RPE.

e Recuperar o RNA por eluicdo com 80ul de agua livre de RNase. Recomendado

reeluir a coluna usando o primeiro eluato.

e Armazenar o cRNA imediatamente a -80°C.

SINTESE do cDNA

Primeira Fita do cDNA

1.
2.

centrifugagdo breve.

(CASTRO et al. 2008)

Reduzir o volume do cRNA para 6,7l através de centrifuga com vacuo.

Adicionar 1pl de iniciador Random Hexameros (2ug/pl). Misturar bem e

Incubar a 70°C por 10 min - resfriar imediatamente em gelo por 10 min.

Preparar o master mix da sintese da Primeira fita de cDNA:



Reagentes 1 reacao (ul)
5X buffer 4
MgCI2 48
10 mM dNTP mix 2
RNAsIn 0,5
Improm Il 1
Total 12.3

5. Distribuir 12,3ul por tubo.

6. Incubar, em termociclador, a 42°C por 2hs.

Segunda Fita do cDNA

Preparar o master mix da sintese da Segunda fita de cDNA

Reagentes 1 reacdo (ul)
H20 DEPC 64,6
Advantage PCR buffer 10
Oligo dT do kit Agilent 0,7

10 mM dNTP mix 2
RNAse H (2U/ul Gibco BRL Cat# 18021-071) 0,7
Advantage Polymerease (Clontech Cat# 8417-1) 2
Total 80

Adicionar a primeira fita do cDNA, derivado do procedimento anterior, 80ul de mix
por tubo e incubar no termociclador, nas seguintes temperaturas

37°C por 5min para digerir o mRNA,

94°C por 4min para denaturar

65°C por 6min para elinemento especifico do iniciador

75°C por 30min para a extensao.

Deter a reacdo com 5ul da solugdo 1M NaOH/2mM EDTA.

Incubar a 65°C por 10min para inativar a enzima.



Purificacdo do cDNA dupla fita.

Adicionar ao produto da reacédo

1.
2
3.
4

. Transpassar a fase acuosa (superior) a outro tubo que tem 100ul de

o

100ul fenol pH 8.0/cloroférmio/alcool isoamilico 25:24:1 (guardado 8°C)
Homaogeinizar por inversao por 20 s.

Centrifugar a 16.000 X g por 5 min. a temperatura ambiente.

cloroférmio/alcool isoamilico 24:1

Homogeinizar, por inversdo, por 20 segundos.

Centrifugar a 16.000 X g por 5 min. a temperatura ambiente.
Recuperar a fase aquosa e manter no gelo.

Precipitacdo do cDNA

1.

© N o g &~ w DN

Adicionar a fase aquosa:

1,5ul de acrilamida (5mg/ml, Ambion, cat # 9520)

0,5 veces do volumem recuperado de NH,AC 7,5 M (aprox. 75ul)
2,5 veces do volumem de ETOH 100% gelado (aprox. 375 ul)
Misturar gentilmente no vortex

Manter 1hr a -80°C ou toda a noite a -20°C

Centrifugar a 20.000 X g por 30 min a 4°C.

Lavar o pellet com 1,5ml de ETOH 75%

Centrifugar a 20.000 X g por 10 min a 4°C

Remover o sobrenadante e secar totalmente ao ar.

Ressuspender pellet em 15 ul H,O depc. Incubar a 37°C por 20min



2° CICLO DE AMPLIFICACAO

Transcri¢do in vitro/ marcagao

1. Preparar 0 mix de transcricdo:

Reagentes 1 reagéo (ul)
H20 7,65
4X Transcription buffer 10
0,AMDTT

NTP mix / kit Agilent 4
PEG 50% 3,2
RNAse Out 0,25
Pyrophosphatase 0,3
T7 RNA pol 0,4
* CIANINAS 1,2
Total 30

2.Distribuir 28,8ul da mix por tubo.

3.Adicionar 1,2ul do flouroforo (CY3-UTP (spike A) ou CY5-UTP (Spike B)) por
reacdo.Misturar com pipeta e incubar, no termociclador, a 40°C por 3hs, resfriar
rapidamente em gelo.

4 Purificar o RNA, usando o kit RNeasy mini kit da Qiagem (Anexo 6).

5.Eluir a coluna com 60 ul de &gua DEPC. Recomendo reeluir a coluna usando o
primeiro eluato.

6.Quantificar o cRNA amplificado e a concentracéo dos fluorocromos incorporados
utilizando NanoDrop ND-1000 UV-VIS Spectrofotometro.

7.Determine a atividade especifica da sonda sintetizada. Use a concentragdo do
CcRNA (ng/iL) e cyanine 3 or cyanine 5 (pmol/iL) para determiner a atividade especifica:

(Conc do Cy3 ou Cy5) / (Conc do cRNA) * 1000 = pmol Cy3 /ig cRNA
8.Armazenar o cRNA imediatamente @ -80°C.
9.Retirar a quantidade a ser fragmentada / hibridizada e armazenar o restante para

hibridizagdes futuras.



Anexo 9 - Dados Clinicos e Anatomopatolégicos

ID Idade Grau Grau indice TNM LN ER Score PR  Score HER-2  Score Ki67 Score p53 EGFR CK5
SBR Nuclear mitotico Ac/Ress

MIC 010T 55 1 1 2 T4bN2MO 7/36 i 90 - 0 + 3 N/D N/D i N/D N/D
MIC 021T 43 3 2 25 T1cNOMO 0/20 - 0 - 0 - 1 N/D N/D N/D N/D N/D
MIC 038T 67 1 2 8 T2N1MO 1/19 + 95 + 100 - 0 + 5 - N/D N/D
MIC 040T 78 3 3 10 T4bN1MO 2/16 + 95 + 95 1 <20 N/D N/D
MIC 044T 55 2 2 3 T3NOMO 0/17 + 100 + 30 - 1 + <5 - N/D N/D
MIC 046T 57 3 3 18 T2N3MO 17/31 - 0 - 0 + 3 N/D N/D + N/D N/D
MIC 049T 51 2 3 4 T2N2MO 0/5 i 90 + 60 + 3 N/D N/D i N/D N/D
MIC 055T 58 2 2 9 T1cN1MO 0/17 + 100 + N/D - 1 + 40 - N/D N/D
MIC 057T 51 2 2 10 TIN1MO 1/14 + 40 + 60 = 1 + 10 N/D N/D N/D
MIC 063T 79 2 3 3 T4bN1MO 3/15 + 100 + 100 - 1 + 60 - N/D N/D
MIC 064T 46 2 3 3 T2NOIMO 1/11 + 100 + 100 - 0 + 30 N/D N/D N/D
MIC 069T 58 2 2 1 T2N3Mx 10/29 + 70 + 40 - 0 + 10 - N/D N/D
MIC 073T 72 2 2 9 T2N2MO 7/17 + 100 + 100 = 1 + 20 - N/D N/D
MIC 081T 56 1 2 3 T1IN2MO 8/25 + 90 + 15 + 3 N/D N/D N/D N/D N/D
MIC 085T 64 2 3 3 T1cN2MO 5/17 + 80 + 80 - 0 + 10 N/D N/D N/D
MIC 090T 48 3 3 23 T1cNOMO 0/0 - 0 - 0 - 0 N/D N/D N/D N/D N/D
MIC 120T 41 3 3 2 T2N3MO 17/19 + 30 + 50 - 1 + 40 N/D N/D
MIC 137T 44 3 3 50 T1cN1MO 1/23 - 0 - 0 - 1 N/D N/D - N/D
MIC 141T 60 3 3 76 T2NOMO 3/26 - 0 - 0 - 0 N/D N/D + N/D
MIC 143T 75 3 3 3.7 T1cNOMO 0/17 - 0 - 0 - 2 N/D N/D + N/D
MIC 144T 62 3 3 27 T2N3MO 34/46 - 0 - 0 = 1 N/D N/D + N/D -
MIC 145T 78 3 3 12 T2NOMO 0/32 - 0 - 0 + 2/[FISH+ N/D N/D - N/D N/D
MIC 146T 18 3 3 50 17/40 - 0 - 0 - 1 N/D N/D + N/D +
MIC 147T 40 2 3 4 T2N2MO 4/10 - 0 - 0 + 3 N/D N/D + N/D N/D
MIC 148T 48 3 3 15 T1cNOMO 0/3 - 0 - 0 + 3 N/D N/D + N/D N/D




Cont/ Anexo 9

ID Idade  Grau SBR Grau Nuclear  indice TNM LN Ac/Ress ER Score PR Score HER-2 Score Ki67 Score p53 EGFR CK5
mitético
MIC 149T 32 2 3 3 T4bN1MO 2/21 - 0 - 0 + 3 N/D N/D + N/D N/D

3 3 22 T2N1M1 2/14 - 0 - 0 - 0 N/D N/D
23 3 TINMO 02 + 3 + 2+ 3 ND ND

3 16 T2N1IMX 2/23 - 0 - 0 0 1 N/D N/D
- 0 - 0o - 0o ND ND

- 0 - 0 - 0 N/D N/D

MIC 175T

MIC 177T

MIC 180T 10 T2N1MO 1/23

MIC 184T 34 T2NOMO

-_-\----_
18 T4bN2MO 7/28 +
= -\----_
MIC 188T 3 3 23 T2N1micMO 1/2

MIC 186T

MIC 190T

T3N2 30/36

MIC 192T T1bN1MO 0/23 +

- -\----—
11 T1bNOMO

-_-\----—
1 T2NOMO 0/19 -

= -\----—

MIC 202T 3 3 17 T2NOMO 0/27 +

MIC 207T 1 2 3 T1bN1MO 0/18 + 80 + 70 - 0 + 10 N/D

MIC 195T

MIC 199T

+



Cont/ Anexo 9

ID Idade  Grau SBR Grau Nuclear  indice TNM LN Ac/Ress ER Score PR Score HER-2 Score Ki67 Score p53 EGFR CK5
mitético
MIC 209T 42 3 3 13 T2NOMO 0/21 + 70 + 10 - 0 + 50 N/D N/D N/D
-_-\----_
MIC 212T 56 T2N3 - N/D
-_-\----_
MIC 216T 58 T1cN2MX 6/23 + + N/D
-_-\----—

3 26 T2NOMO 0/28 - + N/D +

MIC 218T 71 3

3 24 T4bNOMO 5/41 + 10 + 70 - 0 + 50 - N/D

3
- -\----—
30 T2NOMO N/D +

14 T2NOMO 0/23 +

21 TINIMX 1/15 - + 2[FISH+

+

MIC 221T 41

47

MIC 224T

MIC 226T 29

MIC 229T 52

58 25 T2N1MO 0/23

MIC 231T

MIC 234T T2NOMO 0/36

- 0 - 0 - 1 + 80
-5+ %+ 2FISHY ND O ND
- 0 - 0 + 3 - 1
-\----—
T1cNOMO 0/25 +

T2N1MO 2/15 +

3/18

T2N1MO

MIC 236T

MIC 240T

MIC 263T

=
s
3
e
N/D
I
s
I



Cont/ Anexo 9

MIC 265T 45 2 3 6 T1cNOMO 1/0 + 80 - 5 + 2/FISH+
3 8 28 TaNImeMO Y1+ 95+ 65 -

MIC 283T 71 3 3 10 TINOMO 0/1 + 90 + 40 - 1 + 30 +
-_-\----—

MIC 286T 63 + - N/D
-_-\----_

MIC 290T 40 20 T1cN1MO 2/20 + - - +
-_-\----_

MIC 292T 40 0/16

17 T1cN1micMO 3/1

MIC 295T 74

MIC 298T 47

T1lc N2 MO 213

MIC 301T 47 T2N1MO 3/25 +

MIC 303T 88 T2NoMx +

MIC 305T 60

T1cNOMO

MIC 308T 55 T2NOMO - - N/D

3 T1cNOMO

MIC 312T 39

MIC 314T 64 2

3 3 T1cNOMO 0/2

Legenda: Ac: Acometido ; LN: Linfonodo ; N/D: N&o determinado ; Ress:Ressecados



Anexo 10 - Clusterizacdo hierdrquica de amostras baseadas nos 79 genes
diferenciamente expressos entre os grupos com diferencas no status linfonodal

Dois diferentes graficos foram gerados com a intencdo de avaliar separadamente 0s
grupos de amostras luminais (ER e/ou PR positivo) e ndo luminais (ER e PR

negativos)
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Cluster Hierarquico de amostras de Carcinoma Ductal Invasivo ndo Luminais
(ER e PR negativos) baseado em um grupo de 79 genes diferencialmente
expressos em amostras com e sem linfonodos acometidos. Cluster utilizando a métrica
de correlacdo de Pearson, formado por 36 amostras de carcinoma ductal invasivo de mama negativos
para os receptores hormonais ER e PR. Na éarea inferior do cluster estd representado o status
linfonodal das amostras, denominados: Ndo acometido m 1-3 Linfonodos acometidos e >4
Linfonodos acometidos * .
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Cluster Hierarquico de amostras de Carcinoma Ductal Invasivo Luminais (ER
e/ou PR positivos) baseado em um grupo de 79 genes diferencialmente expressos
em amostras com e sem linfonodos acometidos. Cluster utilizando a métrica de correlacio
de Pearson, formado por 66 amostras de carcinoma ductal invasivo positivas para receptores
hormonais. Na area inferior do cluster estd representado o status linfonodal das amostras,
denominados: Ndo acometido m 1-3 Linfonodos acometidos = e >4 Linfonodos acometidos * .



Anexo 11 - Avaliacdo de presenca de DNA gendmico nas amostras

representativas de acometimento linfonodal

Previa avaliacdo da expressao diferencial entre os sub- grupos com e sem
acometimento linfonodal, as amostras foram avaliadas enquanto a presenca de DNA
genbmico residual, para isso foi incluido o gene HGDC dentro da placa de RT-qPCR
(Qiagen), e foi considerado aceitavel, segundo as indicacbes do fabricante,
amplificacdo a partir do ciclo 35 ou a amplificacdo antes do ciclo 35 com

temperatura de melting (tm) #79°C, os dados de cada uma das amostras estéo

disponiveis na tabela a seguir.

Amostras Classificacéo Linfonodos Ct Tm
MIC 143T HR-HER+ LnO 37.0 77.6
MIC 145T HR-HER+ LnO 34.1 72.2
MIC 049T HR+HER+ LnO 32.8 71.1
MIC 304T HR+HER- LnO 32.1 78.3
MIC 292T HR-HER+ LnO 32.6 78.2
MIC 199b HR-HER- LnO 32.9 80.4
MIC 055 HR+HER- LnO 32.7 71
MIC 296 T HR+HER- LnO 32.7 75.2
MIC 149T HR-HER+ Ln1-3 32.9 71.8
MIC 064T HR+HER- Ln1-3 31.3 72.3
MIC 180T HR-HER- Ln1-3 32.7 72.2
MIC 294T HR+HER- Ln1-3 33.7 72
MIC 301T HR+HER- Ln1-3 29.5 77.3
MIC 298T HR+HER- Ln1-3 28.0 77.8
MIC 263 HR+HER+ Ln1-3 30.2 71.7
MIC 236T HR-HER+ Ln1-3 30.6 78.5
MIC 201 HR-HER- Ln1-3 36.0 71.6
MIC 175T HR-HER- Ln1-3 335 72.1
MIC 177T-A HR-HER- Ln1-3 334 72
MIC 290 HR+HER+ Ln1-3 32.3 78.1
MIC 038T HR+HER- Ln1-3 34.8 77.5
MIC 040 HR+HER- Ln1-3 34.2 79.7




Amostras Classificacéo Linfonodos Ct Tm
MIC 183 HR-HER- Ln1-3 34.2 71.1
MIC 056 HR+HER- Ln1-3 36.4 714
MIC 120T HR+HER- Ln>4 32.7 72.2
MIC 046T HR-HER+ Ln>4 33.6 72.7
MIC 146T HR-HER- Ln>4 32.6 7.7
MIC 073T HR+HER- Ln>4 33.0 71.9
MIC 144T HR-HER- Ln>4 33.8 71.9
MIC 085T HR+HER- Ln>4 32.2 71.8
MIC 315 HR+HER+ Ln>4 36.0 71.6
MIC 186T HR+HER- Ln>4 32.6 71.5
MIC 189T HR-HER- Ln>4 34.4 72.3
MIC 147T HR-HER+ Ln>4 334 71.9
MIC 221T-A HR+HER- Ln>4 40.0 84.2
MIC 212 HR+HER- Ln>4 33.9 78.5
MIC 220 HR+HER- Ln>4 36.1 71.6
MIC 235T HR+HER+ Ln>4 28.3 7.7
MIC 190T HR+HER- Ln>4 36.3 71.3
MIC 228T HR-HER- Ln>4 335 71.3




Anexo 12 - Interconexdes de triangulo entre as moléculas e os genes validados na

rede de interacdo molecular

A rede de interacdo molecular gerada no software IPA foi analisada segundo
0 numero de interacfes entre as moléculas, considerando interessante aquelas nas
que participam 3 moléculas. Nas imagens a continuagdo se destacam as interaces
em triangulo que incluem algum dos genes validados no estudo.
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Na Imagem estdo representadas as 10 interacdes em triangulo nas que participa o
gene SPTANL.

SPTAN1-CAPN1-UBC SPTAN1- PTOV1-UBC
SPTAN1-CLTA-UBC SPTAN1- TSSC-UBC
SPTAN1-FANCF-UBC SPTAN1- TANC1-UBC
SPTAN1-SLC9A2-UBC SPTAN1-COPS5-CLTA
SPTAN1-CAMSAP1-UBC SPTAN1-APP-TSSC
POU2AF1-CD79B-POU2F2 POU2AF1- Ighg2b-CD79B
POU2AF1- POU2F2-KCNN4 POU2AF1-APP-SUB1
POU2AF1-CTNNA1-APP POU2AF1-APP-Ighg2b




PAPPA2

Na Imagem estdo representadas as 6 interacdes em triangulo nas que participa o gene
POU2AFL.
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MNX1
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Na Imagem esté representada a Unica interagdo em triangulo na que participa o gene
CX3CL1 (CX3CL1-RCNN4-UBC).



PAPPA2
-

Na Imagem estdo representadas as 2 intera¢fes em triangulo nas que participa o gene
CDK5R2
| CDK5R2-POU3F3-APP | CDK5R2-APP-CAPN1 |
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