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RESUMO 

 

 

Bellato HM. Análise de fatores do controle traducional no carcinoma invasivo da 

mama e estruturação de metodologia de translatômica para amostras tumorais 

humanas. São Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Introdução. O câncer de mama possui uma complexidade singular, apresentando 

considerável heterogeneidade. Os tumores desta patologia são classificados em 

subgrupos moleculares para um melhor direcionamento na conduta terapêutica. 

Entretanto, mesmo entre pacientes de um mesmo grupo existe uma ampla gama de 

prognósticos diferentes, o que indica a necessidade de mais estudos que possam 

ampliar nosso conhecimento desta enfermidade. A compreensão de mecanismos 

moleculares associados aos tumores de mama passa pela identificação de perfis de 

expressão gênica, tradicionalmente analizados pelos níveis de mRNAs. No entanto, 

essa abordagem não permite identificar mRNAs alvo do descontrole traducional, o 

que pode alterar o perfil protéico. De fato, alterações em diversas vias de sinalização 

que controlam a maquinaria de tradução foram observadas em tumores mamários. 

Portanto, o estudo do controle traducional permite compreender melhor a biologia da 

doença e identificar padrões de expressão gênica baseados no mRNA 

diferencialmente traduzido, contribuindo para uma melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares associados ao câncer de mama. Objetivo. Padronizar e 

aplicar a identificação de mRNAs diferencialmente traduzidos (translatômica) em 

tumores de mama e estudar o impacto da expressão diferencial de fatores da 

maquinaria de tradução nas características clínico patológicas do câncer de mama. 

Métodos. A separação dos mRNAs diferencialmente traduzidos foi realizada através 

de perfil polissomal desenvolvido neste projeto. Os mRNAs associados aos 

polissomos foram isolados e identificados através de sequenciamento com 

construção de biblioteca single cell (Smart-Seq2). A expressão de fatores de início de 

tradução foi identificada utilizando imuno-histoquímica. Resultados. Foi 

desenvolvido um gradiente não-linear de sacarose para o isolamento de polissomos, 

otimizado para a extração de mRNAs em volume reduzido, permitindo a aplicação 



em pequenas amostras de tecido tumoral. O isolamento e identificação dos mRNAs 

associados a polissomos foi realizada em 306 amostras de tumores de mama. 

Também, reações de imuno-histoquímica foram feitas para determinar a expressão 

dos fatores de tradução eIF4E, eIF4G e IF5A em uma nova casuística de 278 

amostras de todos os grupos moleculares distribuídas em 6 TMAs previamente 

construídos na instituição. No grupo luminal a expressão dos 3 fatores estava 

correlacionada, porém sem correlação significativa com proliferação celular. Nas 

amostras classificadas como triplo-negativas, eIF5A e eIF4E se correlacionam entre 

si e com a expressão de Ki67, no entanto, eIF4G perde sua correlação com os demais 

fatores. Conclusões. A padronização da translatômica e sua aplicação em amostras 

humanas foi realizadas com sucesso. Os resultados da futura identificação dos 

mRNAS diferencialmente traduzidos poderão orientar a descoberta de proteínas com 

expressão diferencial, as quais podem ser importantes mediadoras de processos 

tumorais. Com relação a expressão de fatores de início de tradução, no grupo triplo-

negativo, o aumento da expressão dos fatores eIF4E e eIF5A correlaciona-se com o 

aumento do marcador Ki-67, indicando um possível papel destas proteínas da 

tradução específica e diferencial de um grupo de mRNAs importantes para este 

grupo molecular. 

 

Descritores: Neoplasias da Mama/diagnóstico/genética/patologia. 2. RNA 

Mensageiro. Modificação Traducional de Proteínas. Biomarcadores Tumorais. 

Proliferação Celular/genética. 

  



SUMMARY 

 

 

Bellato HM. [Analysis of translational control factors in invasive breast 

carcinoma and development of a translatomics methodology for human tumor 

samples]. São Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Introduction. Breast cancer has a unique complexity, presenting great clinical 

heterogeneity. Tumors within this pathology are classified into molecular subgroups 

to better address therapeutic management. However, even among patients from the 

same molecyular subgroup there is a wide range of different prognoses, which 

indicates the necessity of further studies to increase our knowledge on this disease. 

The comprehension of the molecular mechanisms associated with breast tumors 

involves the identification of gene expression profiles, traditionally determined by 

mRNA levels. This approach does not allow the identification of mRNAs targets of 

translation control, which has a huge impact on the protein profile. In fact, changes 

in several signaling pathways that control the translation machinery have been 

observed in mammary tumors. Therefore, the study of translational control allows a 

better understanding of breast cancer biology and identifies gene expression patterns 

based on differentially translated mRNA, contributing to clarify molecular 

mechanisms associated with this disease. Goal. To develop and search for 

differentially translated (translatomic) mRNAs in breast tumors and to study the 

impact of differential expression of translation machinery factors on clinical 

pathological features. Methods. The isolation of differentially translated mRNAs 

was performed through the polysomal profiling developed in this project. mRNAs 

associated with polysomes were fractionated and identified by single cell library 

preparation (Smart-Seq2) and RNA-seq. The expression of translational start factors 

was evaluated using immunohistochemistry. Results. A nonlinear sucrose gradient 

was developed from scratch for the isolation of polysomes, optimized for mRNAs 

extraction in reduced volumes, allowing application of this methodology on small 

tissue samples. The fractionation and mRNAs associated with polysomes 

identification was performed on 306 breast cancer samples. Also, 



immunohistochemistry reactions were performed on a new set of 278 breast samples 

from all molecular groups distributed in 6 previously constructed TMAs to 

determine the expression of eIF4E, eIF4G and IF5A translation factors. In the 

luminal group the expression of the 3 factors was correlated, although without any 

significant correlation with cell proliferation. eIF5A and eIF4E correlated with each 

other and with Ki67 expression in triple-negative samples, however, eIF4G lost its 

correlation with the other factors on this group. Conclusions. The development of a 

methodology that allows studying translatomics on human samples was successfully 

performed. The results of future identification of differentially translated mRNAs 

may guide the discovery of proteins with differential expression that might be 

important mediators of tumor processes. Regarding the expression of translational 

factors, on the triple-negative group, the increased expression of the eIF4E and 

eIF5A factors correlated with increased Ki-67 staining, indicating a possible role of 

these specific translational proteins on a group of mRNAs important to induce 

proliferation in the triple-negative breast cancer molecular group. 

 

Key-words: Breast Neoplasms/diagnosis/genetics/pathology. RNA, Messenger. 

Protein Modification, Translational. Biomarkers, Tumor. Cell Proliferation/genetics 

  



PREFÁCIO 

 

 

 O grande objetivo desta tese foi compreender melhor o controle da tradução 

em humanos, assim com o impacto deste evento celular no câncer e, mais 

especificamente, nos tumores da mama. Assim, este projeto começou com três 

objetivos principais que foram desenvolvidos de forma cronológica. O primeiro 

deles teve como foco identificar as melhores condições que permitissem isolar 

mRNA total e polissomal em amostras humanas congeladas, o que incluía 

adaptação do gradiente de sacarose para melhorar o rendimento e construção de 

bibliotecas para sequenciamento com pouco material genético (SmartSeq2). Assim, 

seria possível adquirir uma perspectiva inédita da biologia desta doença. Este 

objetivo já foi publicado (LIANG et al. 2017), no qual o aluno compartilha a 

primeira autoria do artigo e este capítulo encontra-se apresentado em forma de 

artigo científico nesta tese. No segundo objetivo, aplicamos a técnica em tumores 

humanos congelados, algo nunca antes descrito na literatura científica. Para esta 

etapa, que contou com pouco mais de 300 amostras, foi estabelecida uma 

colaboração de fundamental importância com o Dr. Ola Larsson, do Instituto 

Karolinska (Estocolmo – Suécia). Porém, pela ampliação do desenho experimental, 

pela alta complexidade nas análises de bioinformática e o grande volume de 

informações, somente é descrito ao longo do segundo capítulo da tese, o isolamento 

do RNA polissomal e construção de bibliotecas. As análises e futuras validações 

serão realizados em estudos subsequentes pelo grupo da Dra. Glaucia Hajj. 

Por último, o terceiro tópico abordou o controle da tradução em tumores 



mamários analisando a expressão de fatores reguladores específicos. Foi possível 

encontrar associações previamente descritas na literatura, assim como achados 

inéditos e sugestão de um modelo hipotético, o qual propõe o impacto da 

tradução específica na progressão do câncer de mama. Os resultados e discussões 

acerca dos resultados experimentais estão demonstrados no terceiro capítulo. 

Finalmente, todas as referências bibliográficas completas encontram-se 

alinhadas para consulta do leitor ao final da tese. Juntamente, também são 

encontrados, como anexos, a devida aprovação deste projeto pelo Comitê de Ética da 

instituição (Anexo 1), todas as análises estatísticas não contempladas durante o 

terceiro capítulo (Apêndice 1), um capítulo de livro publicado e escrito com a 

participação do aluno (Anexo 2), uma revisão científica publicada fruto da interação 

e sinergia dos conhecimentos entre o aluno e orientadora deste projeto (Anexo 3)  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 O CÂNCER DE MAMA 

 

O Câncer de mama é mundialmente o tipo de câncer mais frequente entre as 

mulheres, sendo muito raro na população masculina (Figura 1). É considerado o 

segundo tipo de tumor mais frequente na população de forma geral e a quinta causa 

de morte por neoplasias (FERLAY et al. 2010; TAO et al. 2014; TAO et al. 2015). 

Para o Brasil, no biênio 2018-2019, são esperados 59.700 novos casos de câncer de 

mama, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil mulheres, o que 

representa mais de 20% da incidência total de tumores na população feminina, de 

acordo com o INCA. 

 

Fonte: BRAY et al. (2018). 

Figura 1 - Incidência dos tumores mas incidentes no sexo feminino ao redor do 

globo, pelo projeto GLOBOCAN 2018. Destaque para o câncer de mama como o mais 

incidente nesta população ao redor do globo.  
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1.1.1 A Doença 

O risco de desenvolvimento da doença aumenta segundo a idade, sendo um 

dos fatores mais importantes. Adicionalmente, a presença de obesidade e o consumo 

crônico de álcool também são considerados fatores de risco importantes para 

incidência desta patologia (MCPHERSON et al. 2000). A incidência pode dobrar a 

cada 10 anos no período pré-menopausa e mulheres entre 80 a 85 anos apresentam 

uma probabilidade 15 vezes superior ao surgimento da doença, quando comparadas 

com mulheres de 30 a 35 anos (VOGEL 2008). O histórico hormonal, como menarca 

precoce (antes dos 12 anos de idade), menopausa tardia (após os 55 anos) e o 

histórico reprodutivo da mulher (nuliparidade ou idade tardia da primeira gestação) 

também representam fatores de risco importantes para o surgimento do câncer de 

mama. Estes efeitos podem ser consequência do maior tempo de exposição aos 

hormônios femininos endógenos, estrógeno e progesterona, os quais são ativadores 

da proliferação de células do tecido mamário (AKRAM et al. 2017). 

A realidade da doença também é agravada pelo fato de aproximadamente 7% 

das mulheres já apresentarem metástase no momento do diagnóstico, mesmo com o 

aperfeiçoamento das técnicas diagnósticas. Esse quadro clínico é tipicamente 

incurável e os esquemas terapêuticos são aplicados com fins paliativos, com 

sobrevida média de 9 meses a 3 anos (CHANG et al. 2003; MARINHO et al. 2008). 

Dentre as mulheres que são diagnosticadas em estádios iniciais da doença, a chance 

do surgimento de metástase pode chegar a 70% em até 5 anos, dependendo da 

condução do tratamento e características do tumor, como presença de processo 

inflamatório e perfil genético associado (JUNG et al. 2012; HAM e MOON 2013). 

A história natural do câncer de mama indica que o curso clínico da doença e 
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sobrevida são extremamente variáveis. Esta variação é determinada por uma série 

complexa de fatores tais como a diferença na velocidade de duplicação tumoral 

(índice mitótico, relacionado com a agressividade tumoral), estadiamento do tumor, 

potencial de metastatização, perfil genético da paciente, presença de mutações em 

genes específicos como BRCA1 e BRCA2, expressão de determinados marcadores 

como o gene MKI67, que expressa a proteína Ki-67 relacionada com proliferação 

celular, presença de inflamação, condição imunológica, hormonal e nutricional e 

outros mecanismos, os quais ainda não são completamente compreendidos. Apesar 

de certos aspectos anatômicos, como tamanho do tumor primário e o acometimento 

dos linfonodos, continuarem a serem fatores importantes na avaliação prognóstica, 

uma série de características histológicas e biológicas como grau nuclear, grau 

histológico e dosagem de receptores hormonais são determinantes para o prognóstico 

da doença (STAFIN et al. 2012). 

 

1.1.2 Classificação da doença 

O câncer de mama não é considerado uma doença única, apresentando alta 

heterogeneidade em níveis patológicos, moleculares e clínicos, o que reflete uma 

progressão diferente em cada paciente (WEIGELT e REIS-FILHO. 2009; 

MUGGERUD et al. 2010; STAFIN et al. 2012). Esta diversidade fenotípica resulta 

nas diferenças observadas em relação ao crescimento tumoral, capacidade de invasão 

e potencial metastático. São consideradas características demográficas da paciente 

(como idade, menopausa, nuliparidade, histórico oncológico na família, etc) 

características do tumor (tamanho da massa tumoral, comprometimento linfonodal, 

tipo histológico determinado pela anatomia patológica) e marcadores biológicos de 
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rotina clínica conforme descrito abaixo (ANDERSON et al. 2014): 

A) Expressão dos receptores hormonais (estrógeno [RE – receptor de 

estrógeno] + progesterona [RP – receptor de progesterona] = receptores 

hormonais [RH]); 

B) Amplificação do número de cópias do gene HER2 (do inglês – Human 

Epidermal growth factor Receptor 2 ou ErbB2) por meio da expressão 

aumentada da proteína HER-2 por determinação Imuno-histoquímica (IHQ) 

ou técnicas de hibridização in situ (Ex.: do inglês FISH – Fluorescent In Situ 

Hybridization); 

C) Expressão do gene MKI67 (do inglês – Marker of proliferation 67), cuja 

proteína Ki-67 está relacionada com proliferação celular; 

D) Presença de alguma mutação no gene TP53 (do inglês – Tumor Protein 53), 

por meio do acúmulo citoplasmático da proteína p53 em reações de imuno-

histoquímica (atualmente o biomarcador p53 não é utilizado de forma 

rotineira, pois o mesmo não é considerado como fator na tomada de decisão 

da conduta terapêutica. Entretanto, a funcionalidade correta da proteína é 

classicamente descrita como fator protetor ao câncer). 

O sistema de estadiamento utilizado para esta patologia é o sistema TNM da 

American Joint Committee on Cancer (AJCC), atualmente na 8ª edição para o câncer 

de mama, com última atualização em 22/11/2017 (HORTOBAGYI et al. (2017). 

O tamanho do tumor (T) apresenta correlação estatística com a sobrevida 

global e risco de recorrência (HORTOBAGYI et al. 2017). Pacientes com tumores 

<1,0 cm têm uma sobrevida geral próxima de 99% comparado com 89% para 

tumores entre 1,0 a 3,0 cm, e 86% para tumores entre 3 a 5 cm (CARTER et al. 
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1989). Já em pacientes com tumores menores do que 1,0 cm, aproximadamente 90% 

das pacientes não apresentam linfonodos comprometidos e têm uma sobrevida livre 

da doença mediana em torno de 10 anos (FITZGIBBONS et al. 2000; NAROD 

2012). 

O parâmetro N diz respeito ao status dos linfonodos axilares e é feito por 

ressecção cirúrgica e posterior análise anatomopatológica, o que permite estabelecer 

o comprometimento metastático nestes órgãos (HORTOBAGYI et al. 2017). Existe 

uma associação entre a quantidade de linfonodos positivos e o aumento da 

mortalidade em pacientes com câncer de mama (SCHIFFMAN et al. 2011). Já a 

metástase à distância é descrita pelo parâmetro M, informando se houve ou não 

migração por via sanguínea ou linfática de células cancerosas provenientes do tumor 

primário para órgãos distantes e não contíguos à mama (HORTOBAGYI et al. 2017). 

A heterogeneidade fenotípica percebida no câncer de mama é observada 

histopatologicamente, pela classificação da doença em grupos significativos que 

podem apresentar caráter não invasivo e invasivo (carcinoma “in situ” e carcinoma 

infiltrante ou invasivo, respectivamente) (ABREU et al. 2002). Atualmente, a WHO 

reconhece a existência de pelo menos 17 tipos histológicos distintos de câncer de 

mama invasivo (WEIGELT e REIS-FILHO. 2009). Padrões estruturais e 

morfológicos são utilizados para a classificação histológica. Dentre os mais 

frequentes apresentam-se: carcinoma ductal invasivo (CDI ou do inglês NST – No 

Special Type) (50-80%), carcinoma lobular invasivo (CLI) (5-15%) e carcinoma 

medular invasivo (CMI) (1-7%) (Böcker 2003). 

Além da classificação histológica, são muito utilizadas as estratificações com 

base no perfil de expressão de genes determinados. Os primeiros sistemas de 
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classificação genética dos tumores de mama foram criados há mais de uma década e 

distinguem a doença, na prática clínica, em quatro grandes grupos com diferentes 

prognósticos e estratégias terapêuticas (FOCKE et al. 2016; MORIGI 2017; 

CURIGLIANO et al. 2017; GNANT et al. 2017) (Figura 2). 

 

 
Fonte: RIVENBARK et al. (2013). 

Figura 2 - Classificação molecular praticada na rotina clínica no diagnóstico do 

câncer de mama invasivo com base na expressão dos biomarcadores RE, RP e 

HER-2. São apresentados exemplos, nos quais a histologia é representada usando coloração com 

hematoxilina e eosina (HE). A expressão de RE, PR e HER-2 é identificada utilizando a técnica de 

imuno-histoquímica. Os tumores de mama são geralmente classificados como positivos ou negativos 

para os biomarcadores em questão, resultando em quatro agrupamentos clínicos principais: 

ER+/PR+/HER-2- (Luminal A), ER+/PR+HER-2+ (Luminal B), ER-/PR-/HER-2+ (HER2) e ER-

/PR-/HER-2- (Triplo Negativo)  
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O primeiro grupo molecular é denominado Luminal A (LA), sendo positivo 

(em, pelo menos, 1% das células marcadas por imuno-histoquímica (IHQ)) para o 

Receptor de Estrógeno (RE) e positivo (em pelo menos 20% das células marcadas 

por IHQ) para o Receptor de Progesterona (RP) (estes dois marcadores podem ser 

agrupados em um só e chamado de Receptores Hormonais (RH)) e negativo para a 

superexpressão do gene HER2 (ANDERSON et al. 2014). Interessantemente, 

pacientes classificadas como Luminal A apresentam expressão para RP maior que 

20%, o que indica menor comprometimento da via ativada pelo estrógeno e 

também maior grau de diferenciação celular (MOHAMMED et al. 2015; REN et al. 

2016). Considerando a biologia tumoral, é descrito que tumores mais diferenciados 

apresentam processos celulares mais comprometidos em funções determinadas e, 

consequentemente, apresentam menores índices proliferativos (PRAT e PEROU 

2009; ALBERTS et al. 2010). Este fato é refletido na expressão de Ki-67 ser menor 

que 20% nestas pacientes, o que corresponde a um menor índice mitótico e, assim, 

um melhor prognóstico esperado. 

A principal forma de tratamento nesse tipo de câncer de mama é a chamada 

terapia endócrina, constituída de fármacos que interferem diretamente nos receptores 

hormonais ou na síntese dos ligantes. Dentre os fármacos de primeira escolha tem-se 

o Tamoxifeno, cujo mecanismo de ação ainda não é considerado claro, porém 

acredita-se que o seu maior papel antiproliferativo nas células neoplásicas advenha 

da sua função antagonista no RE (HAMMOND et al. 2010). Os Inibidores de 

Aromatase também correspondem a uma classe de medicamentos amplamente 

utilizada contra tumores de mama classificados no grupo Luminal A. A enzima 

aromatase também é conhecida como estrógeno-sintetase e é responsável pela síntese 
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de estrógeno nas gônadas, adipócitos e córtex suprarrenal e, muito interessantemente, 

no próprio tumor (OLIN e STPIERRE 2014). Portanto o grupo Luminal A, por suas 

características, possui um crescimento mais lento, é menos agressivo, com menores 

taxas de recidiva e maior sobrevida livre de doença, destacando que este é o grupo 

com maior incidência, com valores em torno de 40% (ANDERSON et al. 2014). 

Já os tumores do tipo Luminal B (LB) são RE positivos, entretanto 

apresentam expressão para RP menor que 20%, ou expressão de Ki-67 superior a 

20% ou aumento no número de cópias do gene HER2. Desta forma, apresentam um 

índice proliferativo maior, pior prognóstico em comparação ao grupo Luminal A e 

menor sobrevida livre de doença, correspondendo a cerca de 20-30% dos tumores 

de mama. Os tumores do grupo Luminal B também respondem bem a terapia 

endócrina e são tratados, como os Luminais A, por 5 anos após a cirurgia 

(ANDERSON et al. 2014). 

O terceiro grupo é caracterizado pela superexpressão do gene HER2 por um 

aumento no número de cópias neste gene. Estes tumores mamários apresentam um 

índice mitótico elevado e um pior prognóstico. A distribuição dos biomarcadores de 

rotina clínica são: negatividade para a expressão dos receptores hormonais e, de uma 

maneira geral, apresentam expressão de Ki-67 superiores a 20% ou aumento da 

expressão proteica de HER2 determinada por IHQ e, também, determinada pelo 

aumento no número de cópias do gene confirmada por FISH, quando necessário. 

Este grupo apresenta uma incidência em torno dos 10-20% Também existem terapias 

dirigidas para este grupo, como anticorpos monoclonais (Ex.: trastuzumabe e 

pertuzumabe) contra o produto do gene HER2, quando este é expresso. (SLAMON et 

al. 2001; ANDERSON et al. 2014). 
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O último grupo é conhecido como Basal-like e compreende uma considerável 

quantidade de tipos tumorais que não se enquadram nos outros 3 grupos anteriores. 

Dentre eles, o subgrupo mais conhecido é o câncer de mama chamado de “triplo-

negativo” (TN), ou seja, RE negativo, RP negativo e HER2 negativo. O grupo é 

enriquecido para tumores Triplo-Negativos devido a classificação majoritariamente 

feita por imunohistoquímica, uma vez que a classificação exata como basal-like deve 

ser feita de forma gênica. Geralmente é diagnosticado em pacientes mais jovens, 

apresentando um alto grau histológico, células com assinatura genética mais 

desdiferenciada, altas taxas de recidiva e metástase após cirurgia, prognóstico ruim e 

inexistência de terapia dirigida, sendo empregada a quimioterapia convencional à 

base de antraciclinas e taxanos (PRAT e PEROU 2009; PAL et al. 2011; 

ANDERSON et al. 2014; BOWER et al. 2017). 

A atual classificação nos grupos moleculares descritos acima é de essencial 

importância. Contudo, essa categorização não é precisa e também não permite a ideal 

individualização terapêutica, uma vez que dentro de um mesmo subtipo molecular 

existem prognósticos desiguais e respostas terapêuticas distintas frente a uma mesma 

abordagem clínica. Este cenário reflete não somente a heterogeneidade tumoral no 

câncer de mama, como também ressalta a grande importância da identificação de 

novos marcadores e modelos de classificações moleculares mais acurados 

(SCHNITT 2010; HIRATA et al. 2014). 

 

1.1.3 Tratamento 

O tratamento inclui cirurgia, preferencialmente com a maior conservação do 

órgão (SENKUS et al. 2015 [ESMO Guidelines]), seguida de radioterapia. A terapia 
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com radiação total da mama por si só reduz o risco de qualquer recidiva em 10 anos 

em 15% e o risco de mortalidade em 15 anos relacionada ao câncer de mama em 4% 

(DARBY et al. 2011). A decisão sobre o tratamento adjuvante sistêmico deve basear- 

se na sensibilidade prevista a determinados tipos de tratamento, ao benefício do uso e 

ao risco de recaída do paciente. A decisão final também deve incorporar também o 

perfil de segurança do tratamento, a idade do paciente, status geral de saúde e 

comorbidades (LOHRISCH et al. 2006). 

A terapia endócrina é indicada para todas as pacientes com expressão para RE 

com, no mínimo, 1% de expressão identificado por imuno-histoquímica, 

independentemente do uso concomitante de quimioterapia convencional ou alguma 

outra terapia-alvo (Early Breast Cancer Trialists’ Collaborative Group (EBCTCG) 

2005). 

Nas pacientes classificados como triplo-negativo e HER2 e, também, nos 

tumores luminais HER2 negativos de alto risco, a quimioterapia é recomendada com 

nível de evidência IA. É descrito um maior benefício clínico da quimioterapia nos 

tumores RE negativos. Este fato é correlacionado com o fato da quimioterapia 

citotóxica ser inespecífica e eliminar células com índices proliferativos mais altos, o 

que é mais característico dos tumores de mama triplo-negativos e daqueles que 

apresentam superexpressão de HER2, conforme mencionado acima (BERRY et al. 

2006; CLARKE et al. 2008). Os regimes mais utilizados incluem antraciclinas ou 

taxanos, principalmente em dose densa, embora, raramente, em alguns pacientes o 

esquema denominado CMF (Ciclofosfamida, Metotrexato e 5-Fluoruracil) possa ser 

usado (SENKUS et al. 2015). 
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1.2 TRADUÇÃO DE RNAS MENSAGEIROS 

 

1.2.1 O processo de tradução na célula eucariótica 

O processo de tradução de um RNA mensageiro (mRNA) é altamente 

conservado e pode ser dividido em 4 etapas principais: início, elongação, término e a 

reciclagem dos ribossomos (ALBERTS et al. 2010). O início da tradução de mRNAs 

canônicos é a etapa mais regulada e considerada limitante na síntese proteica, com o 

envolvimento de diversos fatores associados. Em eucariotos, os fatores de início de 

tradução (“eukaryotic initiation factors” – eIFs) regulam o recrutamento e montagem 

de um ribossomo maduro e competente em uma fita de mRNA, concomitantemente 

com o escaneamento desta fita para a identificação da sequência aberta de leitura (do 

inglês ORF – Open Reading Frame), conforme ilustrado na Figura 3 

(HINNEBUSCH e LORSCH 2012). 
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Fonte: BAHT et al. (2015). 

Figura 3 - O início da tradução tem um alto nível de regulação que envolve 

diversos fatores essenciais. O escaneamento do mRNA na busca do AUG (códon de início) 

depende da ligação entre o complexo ternário (eIF2α, β e γ – tRNAi – GTP) e a subunidade 

ribossomal pequena 40S, com a assistência  de  fatores importantes como eIF3 a eIF5, assim 

resultando no complexo de pré-iniciação 43S. Concomitantemente, o mRNA maduro é estabilizado 

pelo complexo eIF4F (eIF4A, eIF4B e eIF4G) se ligando no m7Cap e a PABP se ligando na cauda 

Poli(A). O ancoramento de eIF4F e PABP é fundamental para a correta ligação entre o 43S e a fita de 

mRNA. A formação do complexo de pré-iniciação 48S permite ao varrimento do mRNA para 

identificação do primeiro AUG e também colocar o tRNAiMet no sítio P (peptidil) do ribossomo. eIF5 

induz a hidrólise de uma molécula de GTP, liberando alguns fatores de iniciação, tais como eIF3 e a 

ligação de GTP a eIF5B, o que permite que este último fator recrute a subunidade ribossomal 60S, 

formando o complexo de iniciação 80S completamente pronto para começar o primeiro ciclo de 

elongação.  
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A grande variabilidade nas taxas de tradução pode ocorrer por diversos 

mecanismos associados ao início deste processo, como presença de estruturas 

secundárias na região não traduzida 5’ (do inglês 5’UTR – 5’ Untranslated Region), 

regulação dos fatores de início (eIFs) por vias de sinalização (ex.: o eixo 

PI3K/AKT/mTOR e a via de MAPK quinases) e interferência por micro RNAs 

(miRNAs) (GAO e ROUX 2015). 

O fator eIF4F é constituído por 3 subunidades: eIF4E (ligante do capacete de 

7- metil guanosina -m7Cap- presente no mRNA), eIF4A (fator com atividade de 

helicase, atuando na remoção de estruturas secundárias na região 5’UTR) e eIF4G 

(atua como um esqueleto molecular, tendo domínio de ligação química com as 

demais estruturas) (GINGRAS et al. 1999). As principais funções deste fator, 

portanto, são selecionar RNAs que contenham m7Cap, recrutar a subunidade 

ribossomal menor (40S) e remover obstáculos físicos, permitindo o escaneamento da 

fita do mRNA no objetivo de encontrar o códon de início da tradução (AUG). Além 

disso, particularmente eIF4G possui um papel importante, interagindo fisicamente 

com PABP (do inglês – Poly A Binding Proteins). Estas proteínas ligam-se à cauda  

poli(A) e, ao interagir com eIF4G, circularizam o mRNA em uma estrutura única em 

células eucarióticas durante a tradução. Acredita-se ser interessante, do ponto de 

vista celular, que a tradução ocorra somente nesta conformação, pois, assim, somente 

mRNA íntegros são traduzidos e, ao mesmo tempo, são protegidos de possíveis 

degradações (GEBAUER e HENTZE 2004). 

Interessantemente é possível perceber que alguns fatores atuam na tradução 

de forma global, como eIF4E, o qual se liga no m7Cap de qualquer mRNA. 

Entretanto, outros fatores podem atuar favorecendo a tradução seletiva de um grupo 
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particular de mRNAs. eIF4A tem sua função como helicase estimulada por outros 

dois fatores acessórios: eIF4B e eIF4H. O primeiro é amplamente descrito na 

literatura e atua na maioria dos mRNAs já identificados com estruturas secundárias 

na 5’UTR (OZES et al. 2011; FEOKTISTOVA et al. 2013). Já o segundo, foi 

descrito mais recentemente, e não favorece a tradução dos mesmos transcritos já 

identificados com a atividade de eIF4B, sugerindo que eIF4H possa atuar 

seletivamente em estruturas secundárias específicas e uma população particular de 

mRNAs (PARSYAN et al. 2011). 

Concomitante a circularização do mRNA e ligação do complexo eIF4F, 

ocorre a formação do Complexo de  Pré-Iniciação  43S  (do inglês 43S  PIC  –  Pre 

Initiation Complex 43S). Inicialmente os fatores eIF1 e eIF1A se ligam a um 40S 

(subunidade ribossomal menor) livre. Estes fatores são importantes para estabilizar a 

ligação sequencial com o mRNA. Também, ligam-se ao 40S os fatores eIF5 e eIF3. 

Este último, atua como arcabouço molecular na ligação entre o mRNA-eIF4F e o 

43S PIC (VOIGTS-HOFFMANN et al. 2012). Paralelamente ocorre a formação do 

Complexo Ternário (do inglês TC – Ternary Complex), com a ligação de uma 

molécula de GTP, com o fator eIF2 e o tRNA iniciador (tRNAi
Met) que contém o 

aminoácido metionina. Por fim, o Complexo Ternário liga-se ao 40S com auxílio 

também dos fatores eIF1 e eIF1A, formando, então, o 43S PIC (FEKETE et al. 2005; 

PASSMORE et al. 2007). 

Por último, ocorre o recrutamento do 43S PIC para o mRNA-eIF4F. A 

conexão entre estes dois complexos é estabelecida pela ligação física entre eIF4G e 

eIF3 (HINTON et al. 2007; VILLA et al. 2013). Agora, este novo e único complexo 

é denominado 48S. Uma vez estabilizado, o 48S começa a escanear a fita do mRNA 
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na direção 3’ em busca do códon de início, o AUG (CIGAN et al. 1988). Quando 

este momento ocorre, a molécula de GTP é hidrolisada para GDP pelo fator eIF2, 

estimulado por eIF5, liberando os demais fatores da maquinaria (HINNEBUSCH e 

LORSCH 2012). Isso permite que a subunidade ribossomal maior 60S se ligue, 

finalmente, ao complexo 48S com auxílio do fator eIF6 (o qual protege a subunidade 

ribossomal maior 60S de possíveis ligações inespecíficas), formando então um 

ribossomo competente, agora denominado 80S. Após a formação do 80S e o início 

dos demais ciclos de elongação da tradução, outra fase de início é estruturada, o que 

permite a tradução de um mRNA por mais de um ribossomo ao mesmo tempo, o que 

é chamado de polissomo ou poliribossomo (PISAREV et al. 2007). 

A próxima etapa do processo de tradução é denominado de elongação 

(RODNINA e WINTERMEYER 2009). Assim que o tRNAi
Met estabiliza-se no sítio 

P (peptidil) do ribossomo, a elongação da cadeia polipeptídica é iniciada. O fator de 

elongação eEF1A liga-se a um tRNA aminoacilado correspondente ao segundo 

códon do mRNA na sua forma eEF1A-GTP e, assim, o posiciona no sítio A 

(aminoacil). Este evento leva à hidrólise do GTP e desligamento de eEF1A do 

ribossomo, permitindo a total acomodação do tRNA aminoacilado no sítio A. 

Rapidamente, o sítio catalítico ribossomal PTC (do inglês – Peptidyl Transferase 

Center) leva à formação da ligação peptídica e consequente formação da proteína. 

Em seguida, ocorre a movimentação do tRNA e mRNA para posicionar o próximo 

códon no sítio A com auxílio do principal fator de elongação da tradução, o eEF2. 

Além disso, eEF2 previne o movimento reverso do tRNA e mRNA após esta 

translocação (GAO et al. 2009; CHEN et al. 2012; DEVER e GREEN 2012). 

Um outro fator designado como eIF5A foi inicialmente atribuído como um 
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fator de início de tradução (KEMPER et al. 1976). Entretanto, estudos mostram 

interações físicas entre eIF5A e o fator de elongação eEF2, revelando um possível 

papel na etapa de elongação (GREGIO et al. 2009; SAINI et al. 2009; DIAS et al. 

2012). Além disso, foi descoberto que eIF5A promove a tradução preferencial de 

proteínas com resíduos de poli-prolina, os quais apresentam dificuldade estérica 

durante a tradução (DOERFEL et al. 2013; GUTIERREZ et al. 2013), novamente 

evidenciando que componentes da maquinaria podem atuar preferencialmente na 

tradução de uma subpopulação específica de mRNAs. 

O processo de término da tradução inicia-se com o posicionamento do códon 

de terminação no sítio A do ribossomo. O fator de terminação eRF1 é responsável 

pela alta fidelidade de reconhecimento do códon e hidrólise do peptídeo do tRNA. 

Para a liberação do tRNA, bem como do peptídeo recém sintetizado, ocorre a 

participação do fator eRF3 (STANSFIELD et al. 1995; ZHOURAVLEVA et al. 

1995; ALKALAEVA et al. 2006). Por fim, as subunidades ribossomais são 

recicladas (KAPP e LORSCH 2004). 

Também existe um modelo de tradução de forma independente do m7Cap, 

que é mediado por estruturas únicas denominadas sítios internos para entrada de 

ribossomo (do inglês IRES – Internal Ribosome Entry Site). Este modelo requer um 

grupo reduzido de fatores de início de tradução e corresponde cerca de 5% de todos 

os eventos de tradução em uma célula eucariótica. As IRES têm frequentemente 

estruturas secundárias que promovem uma interação eficiente com a subunidade 

ribossomal 40S e, assim, permitem a iniciação da tradução sem todos os fatores de 

tradução canônicos. Portanto, a tradução independente de m7Cap representa uma 

importante via de tradução em condições de regulação negativa das vias normais 
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dependentes de m7Cap (SPIRIN 2009; JACKSON 2013). 

 

1.2.2 As principais vias de sinalização que controlam a maquinaria de 

tradução 

O controle da tradução tem um impacto fundamental nos níveis de proteína 

encontrados dentro da célula. Diversos fenômenos celulares podem afetar a 

eficiência da tradução, resultando em mais ou menos proteína codificada a partir de 

um mesmo transcrito. O início da tradução é a etapa mais controlada e pode ser 

regulada de forma precisa por vias de sinalização distintas. 

 Por exemplo, a quinase mTOR (do inglês – mammalian Target Of 

Rapamycin) é alvo downstream da via PI3K/AKT/mTOR. Esta via é estimulada por 

diversos ligantes extracelulares, como EGF (do inglês – Epidermal Growth Factor) 

(OJEDA et al. 2011) e insulina (RAFALSKI e BRUNET 2011). Um dos alvos da 

forma ativa de mTOR é a família de proteínas denominada 4E-BPs (SUNAVALA-

OSSABHOY et al. 2004), proteínas que podem, de maneira reversível, impedir a 

ligação do fator eIF4E em eIF4G (na formação do complexo eIF4F), diminuindo os 

níveis globais de tradução dependente do m7Cap. Quando 4E-BPs são fosforiladas 

por mTORC1, elas perdem a capacidade de ligação química em eIF4E, reativando a 

tradução (MARTINEAU et al. 2014). 

Outro alvo direto da quinase mTOR é a proteína S6K1 (SHIMA et al. 1998), 

cuja ativação estimula a síntese proteica por meio da fosforilação de diversas outras 

proteínas (MAGNUSON et al. 2012; BEN-SAHRA et al. 2013). Um dos alvos de 

S6K1 é a proteína PDCD4, um supressor da atividade de helicase do fator eIF4A 

(DORELLO et al. 2006). A fosforilação por S6K1 leva PDCD4 para degradação e, 
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consequentemente, deixa livre o fator de tradução para que o complexo de início 

eIF4F (eIF4E, eIF4G e eIF4A) seja estruturado. 

O eixo RAS/RAF/MEK/ERK também exerce controle no início da tradução. 

RSK é um alvo downstream nesta via de sinalização e esta quinase pode fosforilar 

eIF4B. Este fator se liga em eIF4A, promovendo uma potente atividade de helicase 

deste fator. A atividade de helicase de eIF4A é vital para tradução de mRNAs com 

uma região 5´UTR rica em G/C, uma vez que esta característica confere, de uma 

maneira geral, estruturas secundárias ao mRNA que impedem o acoplamento da 

maquinaria de tradução de maneira eficiente. Proto-oncogenes, como c-myc e ciclina 

D1 somente conseguem ser traduzidos com a ativação de eIF4A. Interessantemente, 

eIF4A também pode ser ativado, de maneira mutuamente exclusiva, por outro fator 

denominado eIF4H. A atividade de eIF4A no desdobramento de estruturas 

secundárias em mRNAs é dependente da interação com seus parceiros físicos eIF4B 

ou eIF4H, novamente evidenciando que o controle traducional pode favorecer a 

expressão de um determinado grupo de mRNAs (SVITKIN et al. 2001; DEGEN et 

al. 2013). 

Finalmente, outro evento envolvido no controle global da tradução é a 

fosforilação da subunidade α do fator eIF2. Este fator é alvo de quatro quinases: a 

proteína PKR, PERK, GCN2 e HRI. Cada uma delas responde, principalmente, a um 

tipo distinto de estresse celular. A quinase GCN2 responde a depleção de 

aminoácidos de cadeia ramificada; PERK é sensível a perturbações no retículo 

endoplasmático; HRI responde à privação do grupamento heme; e PKR é ativado 

pela presença de RNA de cadeia dupla. A fosforilação de eIF2α por estas quinases 

inibe a atividade do fator eIF2B, reduzindo, assim, a formação do complexo ternário 
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(eIF2/GTP/tRNAi
Met). Em geral, a fosforilação de eIF2α representa uma resposta 

destinada a garantir a sobrevivência celular em relação a situações adversas. Uma 

vez que o estresse celular é cessado, a fosforilação eIF2α é revertida, pois quando 

sustentada por longos períodos, leva a apoptose (BAIRD e WEK 2012). As 

principais vias de sinalização envolvidas no controle da tradução estão ilustradas na 

Figura 4. 
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Fonte: BAHT et al. (2015). 

Figura 4 - As principais cascatas de sinalização que regulam a formação do 

complexo eIF4F estão representadas pela via PI3K/mTOR e a via de MAPK 

quinases. Proteínas codificadas por proto-oncogenes frequentemente mutados e genes supressores 

de tumor, nestas vias, estão ilustrados em amarelo e vermelho, respectivamente. À esquerda do 

esquema, estão representados os eventos que levam à fosforilação de eIF2α. Também é mostrada a 

regulação transcricional da maquinaria de tradução pelo proto-oncogene MYC, que ativa a transcrição 

dos fatores eIF4E, eIF4A e eIF4G. O conjunto destas alterações difere entre as células tumorais, 

porém está invariavelmente ligado a um aumento desproporcional na tradução. Componentes da 

maquinaria de tradução que conduzem a uma transformação neoplásica, quando superexpressos, estão 

com sombreamento vermelho. 

 

1.2.3 Descontrole traducional e o impacto no câncer de mama 

Diversas vias de sinalização que regulam a tradução encontram-se 

desreguladas no câncer. Particularmente, nos tumores de mama, PI3K, por exemplo, 

encontra-se mutado em 36% de todos os casos, MAPK em 8%, PTEN em 3% e AKT 

em 2%. Além disso, o gene HER2 está superexpresso por amplificação gênica em 

15% de todos os casos. A superativação de HER2 é capaz de ativar ambas as vias 

(RAS e PI3K), descontrolando os níveis traducionais e promovendo crescimento 

celular acelerado (THE CANCER GENOME ATLAS NETWORK, 2012). 

Além da desregulação das vias bioquímicas, a alteração de expressão de 

alguns fatores de início de tradução também tem grande impacto na patologia do 

câncer de mama. Por exemplo, eIF4E é um fator fundamental descrito para o 

desenvolvimento e progressão do câncer de mama (SORRELLS et al. 1998). A 

superexpressão deste fator está envolvida com autonomia celular para proliferação e 

sobrevivência através da inibição da apoptose de forma indireta (LARSSON et al. 

2007). Além disso, a depleção de eIF4E da célula resulta no comprometimento de 

diversos mecanismos celulares fundamentais ao tumor mamário, como sensibilização 
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celular frente à alguns quimioterápicos como cisplatina, doxorrubicina e docetaxel 

(ZHOU et al. 2011). Também, eIF4E contribui com a tumorigênese, aumentando a 

tradução de mRNAs específicos, como ciclina D1, c-MYC e VEGF, que codificam 

para proteínas-chave no crescimento celular, angiogênese e sobrevivência (NASR et 

al. 2013). De fato, o controle celular existente entre eIF4E e a família de 4E-BPs é 

considerado um ponto de convergência entre vias de sinalização alteradas no câncer 

de mama e, por isso, pode ser considerado como um importante alvo terapêutico. 

Como proto-oncogene e mediador da síntese proteica, eIF4E pode ser considerado 

como um importante ponto de conexão entre tumorigênese e tradução nos tumores de 

mama. 

Interessantemente, os tumores de mama inflamatórios apresentam um fenótipo 

que pode estar relacionado com a superexpressão de eIF4G. A superexpressão deste 

fator é capaz de orquestrar uma preferência em expressar mRNAs que são traduzidos 

de forma independente do m7Cap, resultando em angiogênese e crescimento. De 

acordo com este modelo, eIF4G, quando em excesso, aumenta de forma seletiva a 

tradução mediada por IRES de uma população de mRNAs que promove angiogênese 

e crescimento celular descontrolado (BRAUNSTEIN et al. 2007). Outros fatores de 

tradução também podem estar envolvidos na progressão do câncer de mama, 

entretanto o impacto global ou específico na tradução celular mediada por eles ainda 

não é completamente compreendido. O Quadro 1 mostra um panorama do papel dos 

principais fatores de tradução aberrantemente expressos no câncer de mama. 
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Quadro 1 - Panorama dos principais fatores de tradução no câncer de mama. 
 

Fator de 

tradução 

Função celular Papel no câncer de mama 

eIF1 Auxilia na ligação da subunidade 

ribossomal 40S ao mRNA juntamente 

com eIF1A 

eIF1 está envolvido na identificação do códon de 

início e pouco se sabe sobre envolvimento de eIF1 

no processo tumoral. Entretanto, em pacientes RE 

positivos com doença avançada, houve associação 

significativa com benefício clínico e PFS para 

Altos níveis do mRNA de eIF1 (VAN 

AGTHOVEN et al. 2010) 

eIF2 Unidade do complexo ternário 

(eIF2/GTP/tRNAiMet) 

As quinases PKR e PERK estão envolvidas no 

desenvolvimento proliferação do tecido mamário 

(ZANG et al. 2009) 

eIF2B Atua na formação de novos complexos

ternários 

A expressão reduzida deste fator já foi 

relacionada com redução do crescimento 

celular, formação de colônia e progressão tumoral 

em linhagens isoladas de tumores mamários 

(GALLAGHER et al. 2008) 

eIF3 Arcabouço na formação do complexo 

48S, interação com eIF4G e 

estabilização da subunidade ribossomal 

menor no mRNA 

Altas expressões de eIF3 foram correlacioandas 

com alto grau tumoral, invasão e proliferação 

(GRZMIL et al. 2010) e com angiogênese e 

formação tumoral (CHEN et al. 2007). 

eIF4A Helicase componente do complexo 

eIF4F 

Inibição de eIF4A foi relacionada com efeitos 

antiproliferativos e com redução na incidência de 

metástase pulmonar (CENCIC et al. 2009; NASR 

et al. 2013) 

eIF4E Ligação ao cap do mRNA e parte do 

complexo eIF4F 

Superexpressão de eIF4E está classicamente 

relacionada à proliferação e evasão da apoptose 

em diversos modelos de câncer de mama 

(AVDULOV et al. 2004; LARSSON et al. 2007) 

eIF4G Maior unidade do complexo eIF4F 

responsável pela ligação em eIF4E e 

PABP para circularização do mRNA 

Altas taxas de eIF4G foram associadas com 

câncer de mama inflamatório e com tumores 

Mamários altamente proliferativos 

Fonte: BRAUNSTEIN et al. (2007) 
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Ao descrever-se a maquinaria de tradução em eucariotos, é possível notar a 

vasta quantidade de fatores limitantes e reguladores deste processo. Além disso, é 

possível perceber que a desregulação da síntese proteica está intimamente ligada ao 

processo carcinogênico, uma vez que o tumor necessita de uma quantidade maior 

de proteínas em meio ao descontrole do ciclo celular e índices proliferativos mais 

elevados em relação aos tecidos normais, assim como o aumento do produto de 

proto-oncogenes também está diretamente relacionado ao desenvolvimento 

oncogênico (RUGGERO 2013). 

Analisando os fatores-chave na regulação da tradução, foi feita uma extensa 

busca na literatura acerca do envolvimento de alguns fatores com processos tumorais 

em células mamárias. Conforme descrito na introdução desta tese, o fator de início 

de tradução eIF4E é a única proteína da maquinaria com propriedades para interação 

física de ligação com o m7Cap. Esta caraterística conformacional faz com que eIF4E 

seja uma proteína essencial para viabilidade celular, envolvida na tradução global da 

maioria dos mRNAs que são traduzidos de forma dependente de cap e, quando 

depletado da célula eucariótica, reduz os níveis de tradução drasticamente 

(SIDDIQUI e SONENBERG 2015). 

 A superexpressão de eIF4E tem sido correlacionada com altos índices 

proliferativos, em modelos de câncer de mama, ao longo dos anos (PETTERSSON et 

al. 2011; PONS et al. 2011; AVDULOV et al. 2015; FAGAN et al. 2017). Além 

disso, é descrito na literatura que a depleção de 50% da quantidade de eIF4E, em 

modelo de camundongo geneticamente modificado, é considerado como fator 

protetor na formação de tumores, quando na presença de mutações em proto-

oncogenes, como KRAS (TRUITT et al. 2015). Este fato, corrobora a hipótese que, 
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ao considerar- se a alta heterogeneidade dos tumores mamários, inibidores de eIF4E 

seriam fortes candidatos a um tratamento eficiente nas pacientes com esta patologia, 

como ilustrado na Figura 5. 

 

 

Fonte: Adaptado de SIDDIQUI e SONENBERG (2015). 

Figura 5 - Inibição de eIF4E na heterogeneidade do tumor. Um diagrama 

esquemático que ilustra uma versão simplificada da diversidade dentro de um 

tumor de mama hipotético heterogêneo. São apresentadas subpopulações de células que 

expressam HER2 (verde), RE (azul) ou apresentando mutações BRCA1/2 (vermelho). Em contraste, 

todas as células tumorais apresentam elevados índices de eIF4E. Os tumores contendo os alvos 

indicados são tratados na clínica pelos medicamentos correspondentes listados na figura. Foi 

hipotetizado que os inibidores diretos de eIF4E serão alvo de todos os tipos de células tumorais, 

independentemente da sua assinatura genética (classificação molecular)  

 

Já eIF4G é uma proteína essencial para montagem do complexo eIF4F 

(eIF4E, eIF4G e eIF4A) e também para tradução dependente de cap. Entretanto, 

interessantemente, eIF4G também é descrito como um fator fundamental para 
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mRNAs cuja tradução seja mediada por IRES (SOSSIN e DYER 2013; REDONDO 

et al. 2013). Na introdução desta tese, foi mencionado que existe uma população de 

mRNAs traduzidos de forma independente de cap, como MYC, CDK 11, BCL-2, 

VEGF (CORNELIS et al. 2000; SHERRILL et al. 2004). Além disso, eIF4G já foi 

envolvido com câncer de mama em situações de hipóxia, nas quais a 

superexpressão deste fator tem papel fundamental para aumentar a tradução 

preferencial via IRES em mRNAs envolvidos com angiogênese e sobrevivência 

celular (BRAUNSTEIN et al. 2007). Também, a superexpressão de eIF4G e o papel 

em estimular a tradução de mRNAs via IRES, está envolvida na progressão no 

câncer de mama inflamatório. Foi identificado que eIF4G está envolvido no aumento 

da expressão de proteínas, como E-caderina e p120 catenina, que são essenciais para 

formação de êmbolos tumorais nesta patologia, por aumentar a interação célula-

célula, ao invés da interação célula- estroma (SILVERA et al. 2009). Portanto, eIF4G 

tem um papel regulador da tradução geral por meio da formação do complexo eIF4F, 

entretanto, sua função celular em promover a tradução de mRNAs dependentes de 

IRES está relacionada com a formação de tumores e, mais especificamente, em 

processos tumorais em modelos de carcinomas mamários (SILVERA e 

SCHNEIDER 2009; DE LA PARRA et al. 2012; OCHNIK et al. 2016). 

Por último, o fator eIF5A também é uma proteína essencial para viabilidade 

celular, entretanto sua depleção resulta em uma modesta diminuição na síntese 

proteica. Recentemente, este fator tem sido cada vez mais envolvido com a etapa de 

elongação da tradução e, mais especificamente, na elongação de um subgrupo 

específico de mRNAs, sugerindo seu envolvimento na tradução específica, e não 

global. eIF5A tem se demonstrado fundamental na elongação de proteínas que 
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contêm resíduos de poli-prolina (GUTIERREZ et al. 2013; PELECHANO e 

ALEPUZ 2017). Existe uma hipótese que estes mRNAs possam ser transcritos de 

proto-oncogenes, uma vez que este fator tem sido cada vez mais envolvido com 

diversos tipos tumorais (MATHEWS e HERSHEY 2015; BAO et al. 2015; 

FUJIMURA et al. 2015; YANG et al. 2016; NAKANISHI e CLEVELAND 2016) e 

com altos índices proliferativos e marcadores como Ki-67, em patologias como 

carcinoma de ovário (YANG et al. 2009) e de vulva (CRACCHIOLO et al. 2004). 

Curiosamente, durante o breve levantamento bibliográfico apresentado nesta 

introdução, não foi possível identificar na literatura algum estudo que relacionasse a 

expressão conjunta destes fatores, eIF4E, eIF4G e eIF5A, especialmente em câncer 

de mama. Além disso, embora todos já tenham sido correlacionados com processos 

tumorais e em modelos da patologia de interesse desta tese, com exceção de eIF5A, 

também não foram observadas correlações com os subtipos moleculares de câncer de 

mama, assim como com dados clínicos obtidos de pacientes, comportamento 

histopatológico da doença e dados moleculares. 

Desta forma, com todos os indícios apresentados decidiu-se escolher a 

translatômica como ferramenta de estudo para melhor compreender a expressão de 

mRNAs alvos do descontrole traducional no câncer de mama. Também, decidiu-se 

ter foco em fatores específicos como eIF4E, eIF4G e eIF5A, devido a existência de 

indícios na literatura com processos tumorais específicos, assim como a presença de 

uma grande oportunidade científica para a resposta de novas perguntas que ainda não 

haviam sido endereçadas. 
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1.3 TRANSLATÔMICA: ANÁLISE EM LARGA ESCALA POR 

UMA NOVA PERSPECTIVA 

 

1.3.1 A translatômica 

Tendo em vista a grande importância da caracterização molecular do câncer, 

os métodos de rastreamento em larga escala, chamados de “high-throughput”, têm 

sido amplamente utilizados. Para o câncer de mama, consórcios internacionais 

realizaram o sequenciamento de centenas de amostras, criando um catálogo completo 

de mutações somáticas, alterações no número de cópias de genes e níveis de 

expressão gênica da doença. Os estudos reproduziram a separação nos subtipos RE 

positivos e RE negativos e revelaram mutações mais frequentes em certos subtipos 

moleculares. Por exemplo, uma alta taxa de mutação em p53 foi encontrada nos 

subtipos basal-like e HER2 positivos (superior a 70%), entretanto a proteína 

encontrada como mutada em um maior número de amostras classificadas nos grupos 

luminais foi PI3K (50% das amostras). Os estudos também demonstraram que o 

perfil de expressão gênica é muito variável entre o mesmo subtipo, fornecendo uma 

explicação molecular para o fato da resposta variável observada na clínica, com 

prognósticos variáveis e um curso heterogêneo da doença (THE CANCER 

GENOME ATLAS NETWORK, 2012; ELLIS et al. 2012; BANERJI et al. 2012; 

STEPHENS et al. 2012; SHAH et al. 2012; ELLIS e PEROU 2013). 

No entanto, as técnicas de high-throughput mais utilizadas atualmente 

reportam níveis de expressão gênica através da identificação dos níveis globais de 

mRNAs. Entretanto, a expressão do mRNA nem sempre se traduz em proteína e as 

taxas de tradução gerais e específicas podem ser amplamente modificadas. De fato, 
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estudos mostram claramente que existe uma discrepância entre os níveis de mRNAs 

e proteínas (LARSSON e NADON 2008), evidenciando a significativa relevância do 

controle da expressão gênica em nível traducional. 

A velocidade de tradução pode ser alterada através da modulação de quantos 

ribossomos se associam a cada transcrito, ou seja, o número de unidades traduzindo 

cada transcrito num determinado momento. O recrutamento do ribossomo exerce 

assim papel fundamental na regulação da eficiência de tradução (MARTINEZ- 

NUNEZ e SANFORD 2016). É possível estratificar a população de mRNAs com 

base no número de ribossomos ligados (o que é proporcional à taxa de tradução), 

através de uma abordagem bioquímica de preparação de poli(ribo)ssomos 

(MIKULITS et al. 2000). Durante a preparação dos polissomos, amostras de 

interesse são colocadas sobre um gradiente de densidade e ultracentrifugadas, o que 

faz com que os mRNAs que estejam ligados a vários ribossomos sedimentem mais 

rápido. A amostra é recolhida de maneira a isolar diferentes frações, contendo um 

número diferente de ribossomos ligados. Após o fracionamento bioquímico, técnicas 

de sequenciamento de última geração ou “microarrays” podem ser utilizadas para a 

identificação de cada mRNA purificado (LARSSON et al. 2010; LARSSON et al. 

2011). Durante a análise de dados, a estimativa obtida a partir da fração de RNA 

polissomal precisa ser corrigida pelos níveis de transcrição basal. Isto porque a 

abundância de transcritos medida em cada fração será influenciada pelas diferenças 

na abundância do mRNA total. Usando uma amostra de RNA não separada 

bioquimicamente, uma estimativa da população de RNA total pode ser obtida e 

utilizada para corrigir a estimativa obtida a partir do RNA polissomal. Esta medida 

pode ser então usada para comparar diferentes amostras (LARSSON et al. 2013). 
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Nessa abordagem, genes que codificam proteínas integrais de membrana, secretadas, 

residentes no lúmen de organelas intracelulares ou de baixa representatividade não 

são perdidos (STITZIEL et al. 2004; DIEHN et al. 2006). Deste modo, o isolamento 

e detecção de mRNAs polissomais utiliza a sensibilidade das técnicas de genômica 

para, a partir de pouca quantidade de, amostra, obter um perfil de sequências que 

reflita a expressão de proteínas, constituindo o que é atualmente chamado 

translatômica. 

  



30 
 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL 

 

Estudar o impacto do controle traducional em tumores invasivos da mama, 

avaliando, por um lado, o perfil de RNAs diferencialmente traduzidos, e por outro, 

alterações em mecanismos de controle da tradução que possam impactar diversos 

aspectos da tumorigênese. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1 Padronização de metodologia que permita a aplicação da translatômica em 

amostras tumorais mamárias advindas de BioBanco 

 

2 Aplicação da translatômica em amostras de câncer de mama invasivo 

originadas do BioBanco do A.C.Camargo Cancer Center 

 

3 Estudos do impacto da expressão dos fatores de tradução eIF4E, eIF4G e 

eIF5A no curso clínico dos tumores invasivos da mama 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Este capítulo está dividido em três partes principais, alinhadas com os 

objetivos específicos apresentados anteriormente: (1) desenvolvimento de uma nova 

metodologia para a translatômica, (2) aplicação da técnica em amostras do 

BioBanco, (3) análise da expressão de fatores de início de tradução. Vale a pena 

ressaltar que o projeto que abrange estes objetivos possui aprovação no comitê de 

ética em pesquisa (CEP) do A.C.Camargo Cancer Center, sob o número de registro 

1844/13B. Cada capítulo contém a descrição de Material e Métodos utilizados, assim 

como uma explanação acerca dos resultados obtidos com devida interpretação sobre 

os achados deste projeto. 

Por fim, a terceira parte deste capítulo contempla as análises de expressão 

proteica, por metodologia de imunohistoquímica, dos fatores de tradução eIF4E, 

eIF4G e eIF5A. Esta avaliação foi feita em diversos TMAs (do inglês – Tissue 

MicroArray) previamente construídos na instituição, somente com tumores 

de mama invasivos e que contemplassem os principais grupos moleculares (Luminal 

A, Luminal B, HER2 e Triplo-Negativo). As informações obtidas foram 

correlacionadas com os diversos dados clínicos coletadas com levantamento de 

prontuários eletrônicos disponibilizados pela instituição. Este objetivo foi feito em 

colaboração com a aluna de doutorado Mayara Carolinne Silva Botelho (IQ – USP). 
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3.1 PADRONIZAÇÃO DE METODOLOGIA QUE PERMITA A 

APLICAÇÃO DA TRANSLATÔMICA EM AMOSTRAS TUMORAIS 

MAMÁRIAS ADVINDAS DE BIOBANCO 

 

O primeiro capítulo desta seção, correspondente à padronização de uma nova 

metodologia que permitiu aplicar a translatômica em amostras de tecido humano 

congelado e está apresentado em forma de manuscrito já publicado. A metodologia 

clássica do perfil polissomal, com a utilização de um gradiente de sacarose linear, 

leva a separação do RNA em grande volume, tornando-se inconveniente em amostras 

com baixas quantidades de RNA. Por esta razão, foi desenvolvido um gradiente de 

sacarose não linear, o qual concentra os polissomos de interesse em um número 

reduzido de frações coletadas, reduzindo, portanto, o volume utilizado. A nova 

técnica possibilita o isolamento de RNA polissomal com qualidade e quantidade 

suficiente para implementação da técnica Smart-Seq2. Desta forma, torna-se possível 

o sequenciamento de RNA polissomal em amostras tumorais originadas de 

BioBanco. Este capítulo é apresentado na forma de artigo científico já publicado no 

dia 23 de outubro de 2017. O mesmo pode ser acessado de forma online no link: 

https://doi.org/10.1093/nar/gkx940. A publicação encontra-se disponível na revista 

Nucleic Acids Research (NRA – fator de impacto 2017: 10,16) e está na forma de 

manuscrito nesta tese para facilitar a leitura. 
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3.2 APLICAÇÃO DA TRANSLATÔMICA EM AMOSTRAS DE 

CÂNCER DE MAMA INVASIVO ORIGINADAS DO BIOBANCO DO 

A.C.CAMARGO CANCER CENTER 

 

Uma vez que a técnica utilizando um gradiente de sacarose não linear foi bem 

estabelecida, a técnica foi aplicada a uma abrangente casuística com amostras de 

câncer de mama invasivo foi recrutada no BioBanco do A.C.Camargo Cancer 

Center. Os resultados referentes a este objetivo são descritos na segunda parte deste 

capítulo. 

Primeiramente, foram coletados todos os dados clínicos, histopatológicos e 

moleculares de cada amostra selecionada no BioBanco da instituição. Paralelamente, 

todas as amostras foram processadas para a aplicação na técnica de perfil polissomal, 

com subsequente extração de RNA. O RNA extraído foi utilizado para a geração de 

bibliotecas para sequenciamento com a tecnologia Smart-seq2.Esta etapa foi 

realizada pelo aluno durante um período de estágio em pesquisa no exterior 

(Processo BEPE FAPESP nº 2015/11245-0) em colaboração com o grupo de 

pesquisa do Dr. Ola Larsson (Karolinska Institutet). Entretanto, após esta etapa, são 

necessárias diversas análises com técnicas de bioinformática que, em decorrência do 

tamanho de nossa casuística, tornaram-se extensas e complexas. Por este motivo, esta 

fase do projeto está sendo realizada pelo colaborador e os resultados de expressão 

gênica não serão apresentados nesta tese. 
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3.2.1 Materiais e Métodos 

3.2.1.1 Amostra 

Foram incluídos 306 casos, nos quais as pacientes (somente do sexo 

feminino) tenham sido diagnosticados com carcinoma ductal ou lobular da mama 

entre os anos de 2000 a 2014, sem tratamento prévio (neoadjuvância), que possuam 

prontuários eletrônicos disponíveis e cuja amostra esteja presente no BioBanco do 

A.C.Camargo Cancer Center. Além disso, somente foram utilizadas amostras com, 

no mínimo, 90% de representatividade tumoral invasiva analisada pelo patologista 

responsável do BioBanco da instituição (Dr. Antônio Hugo José Froes Marques 

Campos). 

Foram excluídas amostras de pacientes com presença de metástase no 

momento do diagnóstico, casos em que as pacientes possuíam outros tumores 

concomitantes, ou pacientes com idade inferior a 35 anos. 

 

3.2.1.2 Perfil Polissomal (Preparação das amostras, lise e fracionamento do 

mRNA polissomal) 

Metodologia aplicada nos experimentos deste capítulo conforme descrito 

previamente na publicação apresentada no Capítulo 1 desta tese (LIANG et al. 2018). 

 

3.2.2 Resultados e discussão deste objetivo 

Para este objetivo foram selecionadas um total de 306 amostras de carcinoma 

mamário do tipo invasivo entre os anos de 2010 e 2014. Nestas amostras foi 

realizado o fracionamento de polissomos e purificação do mRNA total e polissomal 

conforme descrito na publicação descrita no Capítulo 1 desta tese. Entretanto, a etapa 



48 
 

 

de isolamento de RNA total e polissomal apresentou degradação do material em 

aproximadamente com 35% das amostras. Portanto, neste momento 194 amostras 

encontram-se em fase de análises por bioinformática no laboratório do colaborador 

(Dr. Ola Larsson – Karolinska Institutet) e todas as tabelas descritivas que serão 

comentadas a seguir são relacionadas a esta casuística, ou seja, com n = 194. 

 

3.2.2.1 Panorama demográfico, histopatológico e molecular das amostras 

 Após a seleção dos casos incluídos no estudo, foi realizada a análise dos 

prontuários e construção de uma base de dados demográficos, histopatológicos e 

moleculares. Pelo fato de as análises de bioinformática não terem sido concluídas em 

tempo hábil para serem incorporadas nesta tese, os dados das pacientes aqui estão 

apresentados de forma descritiva. 

Assim, o banco de dados clínicos aqui descrito conta com 194 amostras. A 

média de idade ao diagnóstico foi de 56,4 anos e a mediana de 55,5 anos, o que está 

de acordo com a estimativa para a maior incidência de câncer de mama na população 

brasileira de acordo com o Instituto Nacional do Câncer (INCA). Também, foi 

observado que a média do IMC (Índice de Massa Corpórea) das pacientes foi de 

26,5, sendo que mais de 61,5% das pacientes encontravam-se acima do peso ideal 

(IMC > 24,9). Embora o excesso de gordura corporal já tenha sido correlacionado 

como fator de risco para o câncer de mama, este dado não é bem estabelecido na 

literatura, podendo sofrer alterações dependendo da heterogeneidade populacional de 

cada casuística, hábitos alimentares de cada país, entre outras variáveis 

confundidoras para este tipo de interpretação (MCPHERSON et al. 2000). Estes 

dados são ilustrados na Tabela 1.  
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Tabela 1 - Características demográficas. 
 

Características demográficas 

Variável n (%) 

Sexo Masculino 0 (0,0) 

Feminino 194 (100) 

Média de idade (anos) 56,4 191 (98,4) 

Mediana de idade (anos) 55,5 191 (98,4) 

IMC Abaixo do peso, IMC < 18,5 4 (2,5) 

Peso ideal, IMC > 18,5 e < 24,9 58 (36,0) 

Acima do peso, IMC > 24,9 99 (61,5) 

Média do IMC 26,5 161 (82,9) 

Mediana do IMC 26 161 (82,9) 

 
1 – Índice de Massa Corporal (massa/altura2) 
 

Tendo em vista o tipo histopatológico, do total de 194 amostras tumorais, 161 

(84,3%) foram classificadas como Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) e 30 

(15,7%) como Carcinoma Lobular Invasivo (CLI), o que é condizente com as 

proporções dencontradas na literatura (LAKHANI et al. 2012; ARPS et al. 2013). Já 

a graduação histológica é baseada no método de SBR (Scarff-Blom e Richardson) 

modificado (ELSTON e ELLIS 1991), que se baseia na avaliação da formação 

de túbulos e glândulas, pleomorfismo nuclear e número de mitoses. A classificação 

se dá em graus I a III, que vão de tumores bem diferenciados a pouco diferenciados, 

respectivamente. Neste quesito, a casuística deste objetivo foi distribuída em 13,1% 

para grau histológico I, 48,6% do tipo II e 38,3% do tipo III. Acreditamos que a 

baixa representatividade dos tumores de grau histológico I em nossa casuística se 

deva a um viés, causado pela pouca disponibilidade de material desses tumores para 

envio ao BioBanco, por se tratarem em geral de tumores pequenos. 

O estadiamento clínico foi baseado no sistema TNM (ZANETTI et al 2017). 
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Em nossa casuística aproximadamente 43,8% dos pacientes foram estadiadas como 

T1 e 44,9% como T2 (SMITH et al. 2015), como esperado pelo aumento da detecção 

de tumores em estádios iniciais. Adicionalmente, 52,5% das pacientes não possuíam 

qualquer comprometimento linfonodal e 47,5% das pacientes apresentaram 

classificação N1, N2 ou N3. 

Foi observado que aproximadamente 9,1% das pacientes foram a óbito em 

decorrência do tumor até novembro de 2017. Também, a distribuição das pacientes 

em período pré (44,8%) e pós (55,2%) menopausa encontra-se bastante equilibrada. 

Por último, aproximadamente 22% das pacientes desta casuística não tinham 

engravidado até o momento do diagnóstico. Todas estas informações encontram-se 

na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Características clínico-patológicas. 
 

Clínico-patológicas   
Variável n (%) 
Gravidez Nenhuma 31 (15,9) 

Pelo menos 1 108 (55,7) 
Sem informação 55 (28,4) 
Total 194

Menopausa Pré 82 (42,3) 
Pós 101 (52,0) 
Sem informação 11 (5,7) 
Total 194

Histologia CDI1 161 (82,9) 
CLI2 30 (15,5) 
Sem informação 3 (1,6) 
Total 194

Grau histológico I 24 (12,4) 
II 89 (45,9) 
III 70 (36,1) 
Sem informação 11 (5,6) 
Total 194

Grau nuclear 1 6 (3,1) 
2 51 (26,3) 
3 135 (69,6) 
Sem informação 2 (1,0) 
Total 194

Metástase 
  

Ausente 97 (50,0) 
Linfonodo 75 (38,6) 
Osso 7 (3,6) 
Pulmão 8 (4,1) 
Outros 2 (1,0) 
Sem informação 5 (2,7) 
Total 194

Estadiamento     
T 1 78 (40,2) 

2 80 (41,2) 
3 20 (10,3) 
Sem informação 16 (8,3) 
Total 194

N 0 94 (48,4) 
1 64 (32,9) 
2 21 (10,8) 
Sem informação 15 (7,9) 
Total 194

M 0 194 (100) 
1 0 (0,0) 
Sem informação 0 (0,0) 
Total 194

 
1 – Carcinoma Ductal Invasivo; 2 – Carcinoma Lobular Invasivo. 
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Além de dados clínicos, também foram analisados aspectos moleculares 

utilizados para a classificação e tratamento atuais. A expressão imuno-histoquímica 

dos receptores hormonais no carcinoma ductal e lobular da mama é um marcador 

molecular estabelecido como indicativo de bom prognóstico, com menores índices 

proliferativos e possibilidade de terapia endócrina. (HARRIS et al. 2007; 

HAMMOND et al. 2010). Interessantemente, é descrito na literatura que a expressão 

de RE e RP é inversamente proporcional ao grau de diferenciação celular e por isso 

alta expressão é associada a prognóstico melhor e tumores menos agressivos com 

índice proliferativo reduzido. Por este fato, no 14º Consenso de St. Gallen foi 

estabelecido que tumores luminais com expressão de RP abaixo de 20% podem ser 

considerados Luminal do tipo B. 

No panorama molecular traçado, representado na Tabela 3, é possível 

observar que a maioria das pacientes apresente expressão positiva para os receptores 

hormonais. Por isso, foi observado que em nossa amostra, aproximadamente 71% 

das amostras são do tipo Luminal. A diferenciação entre luminal A e B, atualmente, 

é feita através da avaliação imuno-histoquímica da expressão do marcador Ki67. 

Porém, no período de 2000 a 2014 (correspondente ao período das amostras desta 

casuística) esta determinação nem sempre foi prática da rotina diagnóstica e os 

tumores eram somente classificados como luminais, assim, as amostras também 

foram classificadas desta maneira. Caso seja necessário, após o sequenciamento, a 

expressão do marcador Ki67 pode ser determinada futuramente. Entretanto, 

utilizando o critério de expressão em pelo menos 20% das células com o receptor de 

progesterona, já foi possível classificar 76 amostras como Luminal B. Também é 

possível observar na casuística deste trabalho que há um total de 41 amostras 
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classificadas como triplo-negativas e 11 tumores como HER2 puro, ou seja, sem 

qualquer expressão de receptores hormonais. 

 

Tabela 3 - Expressão dos principais biomarcadores para câncer de mama 
determinados por imuno-histoquímica de rotina. 
 

MOLECULAR 

Variável n (%) 

Receptor estrógeno (RE) Expressa 136 (70,1) 

Não expressa 56 (28,9) 

Sem informação 2 (1,0) 

Total 194 

Receptor progesterona (RP) Expressa 115 (59,3) 

Não expressa 76 (39,2) 

Sem informação 3 (1,5) 

Total 194 

HER2 Não amplificado 133 (68,5) 

Amplificado 29 (14,9) 

Sem informação/ Duvidoso 32 (16,6) 

Total 194 

p53 Negativo 58 (29,9) 

Positivo 103 (53,1) 

Sem informação 33 (17,0) 

Total 194 

Classificação molecular Luminal 52 (26,8) 

Luminal A 11 (5,7) 

Luminal B 76 (39,2) 

HER2 11 (5,7) 

Triplo-Negativo 41 (21,1) 

Sem informação 3 (1,5) 

Total 194 
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Adicionalmente, existe uma alta frequência de amostras com Grau 

Histológico II-III (GH II-III) com expressão imuno-histoquímica positiva para p53. 

Esta distribuição está descrita na Tabela 4. 

 

Tabela 4 - Distribuição das amostras em Grau Histológico (GH) e positividade 
para p53 por imuno-histoquímica. 
 

n (%) p53 negativo p53 positivo total 

GH I 9 (16,4) 9 (9,9) 18 (12,3) 

GH II - III 46 (83,6) 82 (90,1) 128 (87,7) 

total 55 (37,7) 91 (62,3) 146 (100) 

 

 

3.2.2.2 Perfil polissomal com as amostras obtidas do BioBanco do A.C.Camargo 

Cancer Center 

Após a seleção das amostras requeridas ao BioBanco do A.C.Camargo 

Cancer Center, foram feitos os perfis polissomais de acordo com metodologia 

publicada e descrita no primeiro capítulo desta seção. Na Figura 6, está ilustrado um 

perfil polissomal representativo de uma amostra, evidenciando a presença do 

primeiro pico, que corresponde a uma concentração de monossomos e subunidades 

ribossomais (40S, 60S e 80S) e outras partículas celulares leves, e de um segundo 

pico, o qual corresponde ao concentrado de polissomos com >3 ribossomos, ou seja, 

mRNAs de fato que estão sendo preferencialmente traduzidos. Vale a pena ressaltar 

que, a metodologia foi reprodutível independente da classificação histológica, do 

tempo de armazenamento da amostra no BioBanco da instituição e da classificação 

molecular. 
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Figura 6 - Perfil polissomal representativo do grupo de amostras selecionadas. 

Foi utilizado o gradiente denominado “two-step” padronizado e apresentado no primeiro capítulo desta 

seção. O primeiro pico corresponde ao concentrado de partículas pequenas e sem densidade suficiente 

para penetrar nas camadas mais densas de sacarose. Principalmente corresponde aos monossosmos e 

subunidades ribossomais (40S, 60S e 80S). O segundo pico corresponde às partículas mais densas que 

conseguem sedimentar durante o processo de ultracentrifugação, correspondendo, assim, ao 

concentrado de polissomos com >3 ribossomos (mRNAs preferencialmente traduzidos). 

 

São coletadas duas frações (total de 1 ml), sendo uma das frações a que 

contém o ponto mais alto do pico correspondente aos polissomos e a fração seguinte 

(destacado em vermelho na Figura 6) Assim, espera-se evitar a primeira metade do 

pico polissomal, que pode estar enriquecido em polissomos mais leves, com mRNAs 

teoricamente menos comprometidos com a tradução ou que estariam no fim deste 

processo. A partir deste ponto, o isolamento de RNA (citosólico e polissomal), 

construção de bibliotecas segundo a metodologia Smart-seq2 e sequenciamento para 

determinação da expressão gênica em cada amostra foram feitas no laboratório do 

Dr. Ola Larsson (Karolinska Institutet). 
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3.2.2.3 Extração de RNA e construção de bibliotecas segundo a metodologia 

Smart-seq2 

Após a realização do perfil polissomal (fracionamento celular) com as 306 

amostras, o RNA total e polissomal de cada uma foi isolado. O material obtido foi 

quantificado utilizando o kit ®Qubit RNA HS. Em 11,4% das amostras de RNA 

citosólico, a concentração final encontrou-se abaixo do limite inferior de detecção do 

kit. Já nas amostras de RNA polissomal, esta taxa foi de 44,1%. Este cenário é 

esperado, pois considera-se que a preparação polissomal somente fraciona uma parte 

do RNA citosólico da célula. Foram plotados os valores das quantificações de RNA 

total e polissomal obtidos de uma mesma amostra no gráfico abaixo representado 

pela Figura 7. Conforme esperado, foi identificada uma associação entre estas duas 

variáveis (R – 0,79), sugerindo que a amostra inicial (tanto em tamanho quanto em 

qualidade de armazenamento) é determinante para o processo de extração, ou seja, 

amostras tumorais muito diminutas propiciam quantidades muito baixas de 

macromoléculas extraídas. Uma vez que o protocolo de Smart-Seq2 pode ser 

realizado até mesmo com quantidades extremamente baixas de RNA (até 10 pg, o 

que corresponde com RNA citosólico de uma célula eucariótica de mamífero), este 

panorama não foi considerado um problema impeditivo para as próximas etapas. 
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Figura 7 - Gráfico ilustrando a correlação entre as concentrações obtidas de 

RNA citosólico e polissomal de uma mesma paciente. A correlação (R) foi de 0,79, 

sugerindo um grande impacto da amostra inicial utilizada na quantidade de RNA obtida durante a 

extração. 

 

Para avaliar os aspectos qualitativos de material obtido, o equipamento 

Bioanalyzer 2100 foi utilizado com os chips RNA 6000 Pico da empresa Agilent. Em 

cada chip é possível realizar micro eletroforese capilar em gel de agarose específico 

para RNA. O Software do aparelho determina uma variável de qualidade 

denominada RIN (do inglês – RNA Integrity Number), que varia entre 0 e 10, 

considerado o quão 

preciso se determina cada pico no perfil eletroforético, a proporção entre 18S e 28S e 

o background da corrida. De uma maneira ideal, somente amostras com RIN 

superiores a 8 são consideradas de qualidade o suficiente para serem utilizadas para 
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construção de bibliotecas. Entretanto, uma vez que as amostras utilizadas neste 

projeto são advindas de armazenamento em BioBanco e são amostras humanas 

de tecido congelado de longos períodos, certa degradação foi observada. Dessa 

forma, um cut-off com RIN igual ou superior a 5 foi estabelecido para seleção das 

amostras que seriam convertidas em bibliotecas para sequenciamento. A Figura 8 

ilustra o perfil eletroforético de separação de RNA isolado de algumas amostras 

representativas. Interessantemente, pode-se observar que ao se sobrepor os perfis 

originais do RNA polissomal e do RNA citosólico isolado de uma mesma paciente, é 

possível identificar um padrão de degradação muito semelhante entre ambas as 

amostras. Isto sugere que o perfil de degradação está mais associado às 

características intrínsecas da amostra inicial do que em relação a metodologia 

utilizada para fracionamento e isolamento do RNA. Também, é possível observar um 

grande pico, somente nas amostras de RNA total, no começo do cromatograma, 

indicativo do enriquecimento por miRNA, uma vez que a coluna de sílica utilizada 

no protocolo de purificação permite o resgate de até mesmo RNAs muito pequenos 

como os miRNA. 
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Figura 8 - Dois perfis representativos advindos de amostras de RNA total e polissomal, ilustrando os picos principais dos 

componentes majoritários de rRNA amplamente utilizados na avaliação qualitativa em extrações de RNA: 18S e 28S. Além disso, 

também é mostrado a sobreposição de cromatogramas de RNA total e polissomal advindos de uma mesma paciente, revelando o pico correspondente a miRNAs e 

revelando o perfil de degradação observado para cada amostra (RNA Citosólico – curva vermelha; RNA polissomal – curva azul). 
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Em uma perspectiva qualitativa, amostras de RNA polissomal apresentam 

RINs mais altos em relação à amostra de RNA total advindas de uma mesma 

paciente. Isso se deve ao fato da maquinaria de tradução somente acessar mRNAs 

íntegros e, assim, durante o fracionamento pela técnica de perfil polissomal grande 

parte de mRNAs degradados é eliminada. Entretanto, é possível observar uma 

correlação entre a qualidade (RIN) do RNA total e polissomal isolados de uma 

mesma amostra (R = 0,83), sugerindo novamente que o estado inicial da amostra 

adquirida do BioBanco da instituição tem grande impacto nos resultados 

experimentais obtidos. Nenhuma relação foi encontrada entre o RIN alcançado e a 

classificação molecular (Luminal A, Luminal B, HER ou Triplo Negativo) da 

amostra. Tais considerações são ilustradas na Figura 9. Vale a pena mencionar que 

foi explorada a relação entre o tempo de armazenamento da amostra e a qualidade 

das macromoléculas extraídas. Não foi encontrada nenhuma correlação, ou seja, a 

metodologia é aplicável mesmo em amostras com intervalo maior de armazenamento 

no BioBanco da instituição (Lupinacci FCS, dados ainda não publicados). 
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Figura 9 - Relação qualitativa do RNA (RIN) com a fração de origem (total ou 

polissomal) e subtipo molecular e análise da relação qualitativa entre RNA total 

e polissomal de uma mesma amostra. No primeiro gráfico é mostrado a associação entre o 

RIN obtido por amostra de RNA isolada e a classificação molecular de cada paciente. Além disso, no 

gráfico da esquerda, é possível observar a associação entre o RIN do RNA polissomal e do RNA total 

advindos de uma mesma paciente, ou seja, sugerindo uma forte associação entre estas duas variáveis e 

revelando o impacto das características da amostra de tecido inicial nos resultados experimentais 

obtidos. 

 

Em resumo, 388 amostras (194 pacientes, ou seja, 194 amostras de RNA 

citosólico + 194 amostras de RNA polissomal) com RIN igual ou superior a 5 foram 

obtidas após isolamento do RNA de todas as amostras, as quais foram integralmente 

convertidas em bibliotecas para sequenciamento. Amostras com RIN inferior a 5 

foram consideradas degradadas e sem qualidade suficiente para síntese de bibliotecas 

representativas. Também, até mesmo as amostras com concentrações indetectáveis 

pelo sistema Qubit de quantificação foram utilizadas para construção de bibliotecas. 

É importante mencionar que na casuística existiam 42 amostras de tecido 

normal pareado, que foram fracionadas e tiveram RNA citosólico e polissomal 

extraídos. Estes tecidos normais eram caracterizados por tecido adjacente (borda) ao 

tumor. Entretanto, inesperadamente, somente 4 amostras normais não se encontraram 

completamente degradadas e, por este motivo, não foram utilizadas na próxima etapa 
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do projeto. Não foram encontradas justificativas que pudessem sugerir a possível 

razão pela qual somente as amostras advindas de tecido normal (adjacente do tumor) 

foram quase 100% degradadas. Foi considerado que no tecido mamário, 

normalmente o tecido adjacente é tecido adiposo, caracterizado por ser menos 

celular, o que pode ter contribuído para esse achado. 

 

3.2.2.4 Síntese de bibliotecas por meio da metodologia Smart-seq2 

A técnica SmartSeq2 foi desenvolvida por PICELLI et al. (2014a) e permite o 

sequenciamento de alguns picogramas de RNA, tendo sido especialmente importante 

para a adaptação da técnica de translatômica para a utilização em amostras de 

pequeno tamanho. 

A transcrição reversa (TR) é dedicada a converter todo RNA utilizado como 

material de partida para cDNA usando oligo-dT. Com esta estratégia é possível 

converter somente mRNAs para cDNA, diminuindo a contaminação com outro tipo 

de material genético. A reação de TR usa a enzima Moloney murine leukemia (M-

MLV), que adiciona 3 citosinas (C) na porção 3´da nova fita de cDNA. Esta 

propriedade é levada em consideração para desenhar um primer (“locked nucleic 

acid (LNA)- template swtich oligo” - TSO) que contém em sua estrutura 2 

riboguanosinas (RNA- rGs) na segunda e terceira posição e uma guanosina 

modificada quimicamente na primeira posição (PICELLI e colaboradores 2014), 

promovendo a ligação de forma estável nas 3 citosinas adicionadas durante a RT. 

Assim, após a conversão dos transcritos para cDNA é adicionado o LNA-TSO para 

permitir a pré-amplificação do material. Após a transcrição reversa ser finalizada, 

uma PCR convencional é feita para uma segunda rodada de amplificação do cDNA 
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obtido. Quando concluídas as duas reações, perfis eletroforéticos são gerados e 

revelam um enriquecimento grande na região entre 1000-2000 pb, o que corresponde 

à média de tamanho da maioria dos mRNAs presentes numa célula humana. 

Depois da síntese e amplificação do cDNA, é necessário clivar o material 

obtido em fragmentos menores para permitir o sequenciamento. Então, é realizada 

uma reação de fragmentação, desenvolvida para que permita uma segunda 

amplificação do material fragmentado. Para isso se utiliza a transposase Tn5 que é 

capaz de clivar o DNA de forma aleatória, gerando fragmentos de 300 pb e ao 

mesmo tempo incorporar elementos transponíveis de sequência conhecida. Quando 

finalizada a reação de fragmentação, uma segunda PCR é realizada, amplificando 

todo material obtido. Os primers usados nesta PCR hibridizam nos elementos 

adicionados pela Tn5 em cada fragmento e também possuem em suas estruturas 

sequências únicas chamadas de índexes, as quais permitem o rastreio dos fragmentos 

e associação com uma amostra inicial específica. 

 A primeira etapa desta metodologia é sintetizar cDNA a partir do RNA 

isolado previamente. A transcrição reversa foi feita com todas as 388 amostras 

selecionadas para esta etapa com sucesso. Todas as reações foram feitas com 2 ng de 

RNA como quantidade de partida. Em amostras com concentrações indetectáveis, 2 

µL da amostra de RNA foram utilizados, uma vez que este é o volume máximo de 

amostra que pode ser utilizado nesta reação, de acordo com a metodologia 

padronizada por PICELLI et al. (2014). Após a reação de transcrição reversa, uma 

reação de PCR é feita para amplificar o material obtido (cDNA) e o número de ciclos 

é baseado na quantidade, em massa, de material utilizado no início, uma vez que 

quanto menos material disponível maior a necessidade de se aumentar a quantidade 
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em ciclos desta reação de PCR. Entretanto, como é sabido que a eficiência em toda 

reação de PCR é inversamente proporcional ao tamanho do molde, é recomendado 

manter o número de ciclos no menor valor possível, evitando assim, qualquer viés 

causado pelo excesso da amplificação, ou seja, um excesso no número de ciclos 

poderia amplificar preferencialmente uma subpopulação de transcritos maiores. 

Portanto, 16 ciclos foram usados em todas as reações de PCR feitas após a 

transcrição reversa. A concentração média obtida com a maioria das amostras foi em 

torno de 10 ng/µL, o que é suficiente para a segunda etapa do protocolo, pois 

somente 4 ng de cDNA são necessários.  

Após esta primeira etapa e a quantificação de cada amostra, uma análise 

qualitativa foi feita. Para isso, corridas do material em eletroforese capilar utilizando 

chips de alta sensibilidade para DNA foram aplicados no equipamento BioAnalyzer. 

No cromatograma, é possível observar uma região enriquecida entre 1000 – 2000 pb, 

revelando amplificação do cDNA obtido. Este tamanho corresponde com a faixa de 

tamanho médio da maioria dos mRNAs de uma célula eucariótica humana. Além 

disso, os perfis eletroforético obtidos de amostras de RNA total e polissomal de uma 

mesma paciente foram sobrepostos nesta etapa. Com isso, foi possível observar o 

mesmo padrão no cDNA sintetizado com ambas as amostras advindas de uma 

mesma paciente, sugerindo que a reação de amplificação estabelecida não apresentou 

distinção entre o RNA citosólico e o RNA polissomal. Este evento evidencia que os 

16 ciclos utilizados não causaram viés de amplificação em decorrência da qualidade 

do material, pois o RIN associado ao RNA polissomal tende a ser maior em relação 

ao escore obtido no RNA citosólico. Perfis representativos desta etapa do protocolo, 

juntamente com as observações discutidas estão ilustrados na Figura 10. 
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Figura 10 - Cromatogramas do cDNA obtido após reação de transcrição reversa seguida de PCR pré-amplificatória. É possível 
observar uma região enriquecida de fragmentos em torno de 1000-2000pb nos cromatogramas apresentados. Além disso, é possível perceber que o perfil do cDNA 
obtido segue o mesmo padrão entre RNAs citosólicos e polissomais advindos de uma mesma paciente, sugerindo que o número de ciclos estabelecidos não está 
sendo suficiente para uma possível amplificação preferencial (RNA Citosólico – curva vermelha; RNA polissomal – curva azul). 
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A próxima etapa desta metodologia é a fragmentação do cDNA sintetizado. 

Conforme descrito anteriormente, para isto uma transposase mutada e hiperativa, 

denominada Tn5, é utilizada juntamente com fragmentos de DNA específicos. Esta 

enzima foi sintetizada por Picelli e colaboradores (2014), trabalho no qual os 

pesquisadores realizam mutações sítio-dirigidas na transposase denominada Tn5 para 

melhorar o processo de construção de bibliotecas à base de fragmentações (PICELLI 

et al. 2014b). Os fragmentos inseridos por esta enzima são considerados para síntese 

dos oligonucleotídeo utilizados na próxima reação de PCR. Após a fragmentação do 

material, é possível observar uma região enriquecida entre 200-300 pb, pois a enzima 

cliva o cDNA de forma randômica a cada 250 pb aproximadamente. Esta 

propriedade permite a utilização da Tn5 sem que ocorra a formação preferencial de 

alguns fragmentos por algum possível reconhecimento majoritário de algum sítio. A 

qualificação da eficiência desta reação também é avaliada em eletroforese capilar e 

perfis representativos estão ilustrados na Figura 11. 
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Figura 11 - Perfis representativos de preparações de bibliotecas finais, porém 

ainda sem a inserção dos indexes. A região enriquecida em torno de 200 – 300 bp ilustra uma 

boa qualidade de biblioteca com a maioria do cDNA em fragmentos pequenos para serem 

sequenciados de forma eficiente. 
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Após a reação de fragmentação do cDNA, uma última reação de PCR é feita 

com primers específicos para cada amostra. Cada amostra recebe, de forma aleatória, 

um par de oligonucleotídeos contendo um conjunto de indexes. Cada 

oligonucleotídeo contém uma sequência capaz de anelar no fragmento inserido pela 

Tn5, seguido da sequência denominada index e, por fim, uma sequência padrão para 

que os fragmentos hibridizem na plataforma do aparelho de sequenciamento. Estas 

estruturas contidas nos oligonucleotídeo, denominadas de indexes, são ferramentas 

utilizadas para que, com técnicas de bioinformática, seja possível determinar qual 

sequência corresponde a qual amostra. Este ponto é importante uma vez que é 

possível sequenciar até 96 amostras por plataforma do sequenciador. Esta 

combinação pode ocorrer, pois existem 12 primers forward e 8 primers do tipo 

reverse, resultando em 96 combinações possíveis. As amostras foram sequenciadas 

por uma facility dentro da Infraestrutura Nacional para Genômica (Estocolmo – 

Suécia), localizada em conjunto com o Karolinska Institutet. 

A molaridade de cada amostra foi calculada levando em consideração o 

tamanho médio dos fragmentos obtidos e a concentração final de cada biblioteca. 

Assim, todas as amostras foram diluídas para uma concentração final de 10 nM e 

misturadas em conjuntos de, no máximo, 96 amostras. Após esta etapa, todo o 

conteúdo foi sequenciado em plataformas da empresa Illumina. 

Importante ressaltar que o artigo científico apresentado no capítulo 1 desta 

tese apresenta, na Figura 6 do artigo, resultados preliminares com algumas amostras 

desta casuística de 194 amostras. Estes resultados mostram o controle de qualidade, 

ilustrando a qualidade da biblioteca sintetizada e, também, demonstram a cobertura 

gênica comparando o RNA citosólico e polissomal.   
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 Portanto, até este ponto foi possível demonstrar que, de forma inédita, 

conseguiu-se aplicar o conceito de translatômica em amostras tumorais humanas 

advindas de BioBanco. Uma nova metodologia de perfil polissomal foi desenvolvida, 

assim como todas as adaptações do protocolo Smart-seq2 para este projeto, que, 

inicialmente, foi desenvolvido para construção de bibliotecas de células únicas. 

Finalmente, foi possível o sequenciamento, então, do RNA citosólico e polissomal de 

194 pacientes com carcinoma mamário invasivo e que foram tratadas no 

A.C.Camargo Cancer Center. Entretanto, os dados de expressão gênica resultados 

deste objetivo serão divulgados por meio de publicação científica futuramente. Tais 

análises tornaram-se extremamente complexas e extensas devido ao alto número de 

amostras contempladas neste projeto e, por esta razão, não se encontram 

apresentados nesta tese. 

 

3.2.2.5 Análise das taxas de tradução determinadas por perfil polissomal com 

informações anatomopatológicas das pacientes desta casuística 

Paralelamente à construção das bibliotecas (isolamento do RNA e síntese de 

material para sequenciamento), a taxa de tradução das amostras foi determinada. 

Conforme ilustrado na Figura 6, todas as amostras foram fracionadas pela técnica de 

perfil polissomal do tipo two-step (LIANG et al. 2018). Com a realização da técnica 

nas amostras oriundas do Biobanco do AC Camargo Cancer Center, é obtido um 

cromotagroma, no qual é possível observar a presença de dois picos. O primeiro 

deles corresponde a um acúmulo de monossomos, ou seja, representa a identificação 

do ribossomo maduro estruturado (80S) e uma fita de mRNA. Esta estrutura celular 

corresponde aos mRNAs que não estão sendo mais traduzidos ou estão em fase de 
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término de tradução, ou seja, com baixa expressão proteica. Já o segundo pico 

corresponde aos polissomos (fitas de mRNAs com mais de um ribossomo ancorado). 

Um polissomo representa um mRNA altamente traduzido, o que pode ser 

interpretado como aquela população de mRNAs mais importantes para o fenótipo 

celular num determinado momento.  

Esta ilustração gráfica permite uma quantificação da área sob a curva. Com a 

utilização de um software específico (ImageJ - https://imagej.nih.gov), é possível 

determinar matematicamente, por meio da criação de polígonos, a área que 

representa os monossomos (baixa taxa de tradução – nesta tese representada pelo 

termo “mono”) e a área que representa os polissomos (alta taxa de tradução – nesta 

tese representada pelo termo “poly”). Desta forma, foram quantificados todos os 

perfis seguindo esta metodologia, ressaltando que o mesmo intervalo foi sempre 

considerado para quantificar o pico mono e o pico poly em todos os perfis. 

Finalmente, a taxa de tradução global das amostras foi estimada pela razão 

poly/mono. Determinando-se a razão é possível analisar todas as amostras, 

independentemente de fatores como tamanho da amostra de tecido inicial e 

quantidade de material de partida para realização do perfil polissomal. Além disso, 

analisando-se a razão temos que quanto maior o dividendo, ou seja, maior a área dos 

monossomos em relação aos polissomos, menor a razão obtida, indicando menor 

taxa de tradução global. Ao mesmo tempo, quanto maior a área dos polissomos em 

relação aos monossomos, tem-se uma razão maior, o que indica uma maior atividade 

de tradução nas células tumorais que compunham a amostra.  

Após determinada a taxa de tradução para todas as amostras (nesta tese 

representada pelo termo “poly/mono”), explorou-se a relação entre tradução e 
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proliferação celular via índice mitótico, o que está ilustrado na Figura 12. Foi 

possível observar que ao plotar-se num gráfico xy a taxa de tradução vs. o índice 

mitótico de todas as pacientes, duas populações podiam ser isoladas (painel A). A 

melhor separação ocorria quando se analisava a razão entre índice mitótico/taxa de 

tradução com um cut-off de 8, ou seja, existe um conjunto de pacientes que apresenta 

aumento de tradução com um leve aumento no índice mitótico (representado em 

vermelho na Figura 12) e um outro conjunto de pacientes que apresenta um 

pequeno aumento na taxa de tradução com expressiva ampliação na contagem de 

mitoses (representado em azul). Considerando-se as equações das retas de tendência 

destes dois grupos, conforme ilustrado no painel A e assumindo uma taxa hipotética 

de tradução de 1 para ambos, tem-se um índice mitótico de 25 para a população azul 

e 3,7 para a população vermelha (aproximadamente 6,7 vezes maior). Este mesmo 

padrão é observado ao analisar-se os grupos moleculares luminal A, luminal B e 

triplo negativo, representados pelos painéis B, C e D, respectivamente. Importante 

ressaltar que, pelo pequeno número de amostras classificadas como HER2, este 

grupo foi excluído das análises.   
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Figura 12 - Análise da taxa de tradução vs. índice mitótico. É possível observar o 

isolamento de duas populações ao analisar-se a taxa de tradução vs. índice mitótico em gráficos xy. A 

população em azul apresenta elevadas contagens de mitose com pequenos aumentos na taxa de 

tradução, ao passo que a população vermelha apresenta grande aumentos na taxa de tradução com 

índices mitóticos menores. O painel A apresenta uma análise com todas as pacientes, e os painéis B, 

C e D apresentam a mesma análise com os grupos moleculares luminal A, luminal B e triplo negativo 

respectivamente. 

 

Este achado permite algumas inferências acerca do processo de tradução na 

célula tumoral. A tradução é um mecanismo altamente onerado do ponto de vista 

energético para a célula e, por isso, apresenta diversos pontos de regulação, os quais 

são dirigidos por fatores de tradução (eIFs). Conforme apresentado na introdução 

desta tese, a tradução global contempla a leitura de mRNAs importantes para todos 

os processos celulares. Entretanto, existem momentos em que algumas populações 

específicas de mRNAs engajados em processos celulares direcionados, são mais 

traduzidas que outras, fenômeno chamado de tradução específica. Um exemplo neste 

cenário é o fator de tradução eIF4E, que quando superexpresso promove uma maior 

A B
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taxa de tradução de mRNAs envolvidos com proliferação celular (LARSSON et al. 

2007). 

Assim, aplicando-se os conceitos de tradução global e tradução específica nas 

análises apresentadas na Figura 12 podemos hipotetizar que na população em 

vermelho (com razão baixa entre índice mitótico/tradução) a tradução esteja 

distribuída de forma global entre todos os processos celulares básicos, assim, quando 

aumenta a proliferação existe um aumento proporcional nas taxas de tradução global. 

Estes tumores possivelmente apresentam uma distribuição da efetividade da 

maquinaria de tradução entre os mRNAs de forma a não privilegiar algum grupo 

específico, como por exemplo uma excesso na tradução de mRNAs evolvidos com 

proliferação e crescimento celular.  

Já na população em azul (alta razão entre índice mitótico/tradução), as células 

apresentam-se altamente engajadas com a proliferação celular, sem uma igual 

correspondência de aumento de tradução. Podemos hipotetizar para esta população, 

que haveria um descontrole traducional, com direcionamento da tradução para 

mRNAs associados a proliferação celular, um indicativo de tumores de pior 

prognóstico.  

Por este motivo foi analisada a curva de sobrevida livre de progressão e 

sobrevida global de acordo com a razão indice mitótico/taxa traducional. A Figura 

13 ilustra as curvas de Kaplan-Meier com a sobrevida livre de progressão. O painel 

A desta figura mostra que a população vermelha apresenta um prognóstico melhor 

em relação a população azul. Assim, contribuindo com a hipótese proposta, a 

população que apresenta razões índice mitótico/tradução menores, de fato possui um 

melhor prognóstico. Além disso, era importante analisar se o inverso também era 
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verdadeiro, ou seja, se taxas de tradução maiores estariam relacionados com um 

melhor prognóstico. Esta informação sugere que a tradução global (não 

comprometida com algum processo celular como proliferação) estaria associada com 

um melhor prognóstico. Interessantemente, o painel B da Figura 13 mostra que, 

utilizando-se uma linha de corte de 1,4 para esta variável, é possível observar que as 

pacientes com taxas de tradução menores apresentam prognósticos piores nas curvas 

de sobrevida livre de progressão. 

Estes resultados permitem, até o momento, a sugestão que o perfil da 

maquinaria de tradução na célula pode ser um indicativo de prognóstico. Tumores 

que apresentam altas taxas de tradução sem um aumento direcionado de processos 

celulares como proliferação, teriam um comportamento menos alterado ao nível 

traducional, sendo compatível com um melhor prognóstico determinado pela 

sobrevida livre de progressão. Ao mesmo tempo, tumores mais próximos da tradução 

específica de populações de mRNAs, teriam um maior descontrole celular, o que 

estaria associado a um possível pior prognóstico.  
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Figura 13 – Curvas de sobrevida livre de progressão analisando o impacto da 

taxa de tradução. Painel A: Análise de sobrevida livre de progressão levando-se em consideração 

as populações vermelha (razão entre índice mitótico/tradução menor que 8) e azul (razão entre índice 

mitótico/tradução maior que 8), ilustrando que a tendência da tradução estar relacionada a proliferação 

celular reflete um pior prognóstico. Painel B: Análise de sobrevida livre de progressão agora 

considerando apenas a taxa de tradução do tumor, mostrando que taxas maiores de tradução (azul), 

quando analisadas separadamente, também refletem em um melhor prognóstico.  

 

As curvas de sobrevida livre de progressão consistem no tempo decorrido 

entre o início do tratamento e a progressão de doença ou morte por quaisquer causas. 

Entretanto, a sobrevida global é historicamente considerada também um desfecho 

A 
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terapêutico de grande importância, sendo analisado como evento de interesse a morte 

por quaisquer causas. Além disso, agrega maior robustez a hipótese aqui proposta, se 

os mesmos achados fossem também confirmados na análise de sobrevida global.  

Assim, a Figura 14 mostra as curvas de sobrevida global, levando-se em 

consideração a razão índice mitótico/tradução (painel A) ou somente a taxa de 

tradução (painel B). Foi observado que tumores que apresentam a tradução mais 

comprometida com a proliferação celular apresentam pior prognóstico, conforme 

ilustrado no painel A, assim como tumores que apresentam taxas de tradução 

menores, exemplificado pelo painel B da Figura 14.  
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Figura 14 - Curvas de sobrevida global analisando o impacto da taxa de 

tradução. Painel A: Análise de sobrevida global levando-se em consideração as populações 

vermelha (razão entre índice mitótico/tradução menor que 8) e azul (razão entre índice 

mitótico/tradução maior que 8), ilustrando que a tendência da tradução estar relacionada a proliferação 

celular reflete um pior prognóstico. Painel B: Análise de sobrevida global agora considerando apenas 

a taxa de tradução do tumor, mostrando que taxas maiores de tradução (azul), quando analisadas 

separadamente, também refletem em um melhor prognóstico. 

 

Uma vez identificada uma relação entre prognóstico, proliferação celular e 

tradução, o próximo passo foi analisar estas variáveis pela perspectiva molecular do 

câncer de mama, ou seja, nos grupos luminal A, luminal B e triplo negativo. 

A 
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Inicialmente, foi analisado o índice mitótico entre estes 3 grupos moleculares. Era 

previsto, conforme observado na prática clínica desta patologia, que tumores 

classificados como luminal A tivessem índices mitóticos mais baixos, seguidos pelo 

tumores do tipo luminal B e triplo negativo. De fato, estas observações foram 

detectadas nesta casuística, conforme ilustrado no painel A da Figura 15.  

Do ponto de vista da tradução, pelo observado até agora, tumores com menor 

taxa de tradução apresentam maiores índices proliferativos e piores prognósticos, o 

que é compatível com as características dos tumores mamários classificados como 

triplo negativos. Assim, foi analisada a taxa de tradução nos grupos mencionados 

acima. Interessantemente, as pacientes classificadas como luminal A apresentam 

taxas de tradução maiores que as pacientes do grupo luminal B e ainda maiores 

quando comparadas às triplo negativas. Estas observações estão ilustradas no painel 

B da Figura 15.  

Desta maneira, a hipótese proposta torna-se ainda mais interessante. O grupo 

luminal A, classicamente descrito com melhor prognóstico (melhor sobrevida livre 

de progressão e melhor sobrevida global) em comparação aos demais, é o grupo que 

apresenta menos índice mitótico e maior taxa de tradução. Paralelamente, o grupo 

triplo negativo apresenta pior porgnóstico na literatura desta patologia e, nos 

resultados aqui apresentados, também apresenta maiores índices mitóticos e menores 

taxas de tradução. Finalmente, o painel C da Figura 15, ilustra a razão entre índice 

mitótico/tradução, sumarizando o fato dos tumores luminais A apresentarem uma 

menor razão, seguido dos tumores luminais B e triplo negativos.  
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Figura 15 - Análise da relação entre índice mitótico e tradução por grupo 

molecular do câncer de mama. Os gráficos foram construpidos levando-se em consideração 

um intervalo de confiança de 95% e os testes estatísticos assim como o nível de significância estão 

descritos abaixo de cada gráfico. Painel A: Relação do índice mitótico por subgrupo molecular da 

doença. Painel B: Relação da taxa de tradução (poly/mono) nos diferentes grupos moleculares. Painel 

C: Razão entre índice mitótico/tradução nos grupos luminal A, luminal B, HER2 e triplo negativo, 

respectivamente. 

 

Uma análise adicional foi feita para corroborar a hipótese proposta até o 

momento. A taxa de tradução (poly/mono) foi relacionada com biomarcadores 

importantes (RE – receptor de estrógeno; RP – receptor de progesterona; p53). O 

foco foi verificar se a relação já observada que tumores do tipo triplo negativo 

apresentam taxas de tradução mais baixas, também era identificada ao analisar-se a 
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taxa de tradução com os biomarcadores mencionados. Assim, conforme ilustrado na 

Figura 16, é possível observar que RE negativo, RP negativo e p53 mutado 

apresentam uma relação estatisticamente significante com taxas de tradução mais 

baixas.  Este resultado era esperando, considerando que tumores classificados como 

triplo negativos não apresentam expressão dos receptores hormonais e apresentam 

maior incidência de mutações no gene p53 em relação aos tumores luminais. 

 

 
Figura 16 – Análise da relação entre os biomarcadores RE, RP e p53 com a taxa 

de tradução. O gráfico mostra a relação da taxa de tradução (poly/mono) com os biomarcadores 

RE, RP e p53. O teste estatístico, assim como os níveis de significância estão descritos abaixo do 

gráfico. 
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Por último, foi analisada uma variável clínica importante com a taxa de 

tradução: necrose. É observado na clínica que tumores mais proliferativos e maiores 

tendem a apresentar maior incidência de necrose. Este resultado também foi 

observado nesta casuística, conforme apresentado no painel A da Figura 17. 

Interessantemente, ao analisar a taxa de tradução (poly/mono), foi identificado que a 

ausência de necrose está relacionada com uma maior taxa de tradução e a presença 

desta variável com uma menor atividade traducional (painel B; Figura 17).  

A relação entre tradução e necrose poderia ser explicada por duas hipóteses. 

Por um lado tumores que apresentaram maiores taxas de tradução são os 

correlacionados com menor proliferação e que justamente possuem menor incidência 

de necrose. Por outro lado, a necrose reconhecidamente causa estresse celular, o que 

poderia contribuir diretamente para uma redução na taxa de tradução. Por último, o 

painel C da Figura 17 mostra a razão índice mitótico/tradução, evidenciando que 

maiores índices proliferativos e menos taxas de tradução apresentam maior 

incidência de necrose.  
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Figura 17 – Análise da relação entre necrose com a taxa de tradução. Os gráficos 

foram construpidos levando-se em consideração um intervalo de confiança de 95% e os testes 

estatísticos assim como o nível de significância estão descritos abaixo de cada gráfico. Painel A: 

Relação do índice mitótico e incidência de necrose. Painel B: Relação da taxa de tradução 

(poly/mono) com incidência de necrose. Painel C: Razão entre índice mitótico/tradução e 

ausência/presença de necrose, respectivamente. 

 

Assim, nossos resultados sugerem nas pacientes cujo tumor apresenta taxas 

de tradução menores e índices proliferativos maiores, existe uma tendência de pior 

prognóstico. Além disso, taxas de tradução maiores são um indicativo de melhor 

prognóstico. Considerando nossa hipótese de que uma tradução específica poderia 

ser um marcador de pior prognóstico no câncer de mama, analisamos a expressão 

protéica de 3 fatores de início de tradução, cuja alteração poderia contribuir para o 

fenótipo observado até o momento. Estes resultados são apresentados no capítulo a 

seguir.  
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3.3 ESTUDO DO IMPACTO DA EXPRESSÃO DOS FATORES DE 

TRADUÇÃO eIF4E, eIF4G E eIF5A NO CURSO CLÍNICO DOS 

TUMORES INVASIVOS DA MAMA 

 

Finalmente, este último capítulo discute a expressão proteica, identificada por 

IHQ, dos fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A em TMAs somente com 

amostras de carcinoma mamário invasivo. Os mesmos apresentam fortes indícios 

científicos com a hipótese de tradução específica. Conforme será mostrado nesta 

seção, tais fatores estão diretamente envolvidos com processos carcinogênicos e já 

foram relacionados, por outros autores, com o carcinoma mamário. Estas proteínas 

regulam a maquinaria de tradução de formas únicas: eIF4E regula a tradução geral 

dependente de cap, eIF4G é um fator crucial para os mRNAs traduzidos de forma 

dependente de IRES e eIF5A tem sido amplamente envolvido na elongação da 

tradução específica de um subgrupo de mRNAs. Estas características serão 

discutidas detalhadamente ao longo do texto e foram os principais motivos da 

escolha destes fatores para o desenvolvimento desta etapa do projeto. 

 

3.3.1 Materiais e Método 

3.3.1.1 Casuística 

Para este objetivo foram selecionados 6 TMAs previamente construídos na 

instituição por outros pesquisadores e já utilizados em outros projetos de pesquisa no 

A.C.Camargo Cancer Center. Após a exclusão de todos os spots dos TMAs que não 

possuíam representatividade tumoral, ou que não pudessem ser quantificados (por 

perda tecidual durante a técnica de IHQ) e exclusão dos casos que não possuíam 
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dados clínicos disponíveis ou levantados, um total de 278 amostras de carcinoma 

mamário invasivo, sem tratamento neoadjuvante e somente do sexo feminino 

restaram para as análises e conclusões. A distribuição por subtipo molecular foi de: 

124 amostras do tipo Luminal A (44,6%), 91 amostras do tipo Luminal B (32,7%), 

22 amostras do tipo HER2 (7,9%) e 41 amostras do tipo Triplo-Negativo (14,8%). 

Vale a pena destacar que foram excluídos todos os casos tratados com quimioterapia 

neoadjuvante, uma vez que esta pode modificar o padrão de expressão global. A 

distribuição dos TMAs utilizados foi a seguinte: 

a. TMA 41 – apenas amostras de carcinoma mamário invasivo, 

majoritariamente composto por casos classificados como ductal invasivo e 

somente tumores classificados como Triplo-Negativos; 

b. TMA 42 e 43 – amostras de carcinoma mamário invasivo, majoritariamente 

composto por casos classificados como ductal invasivo e tumores 

classificados como Luminais (Luminal A, Luminal B HER2 negativo e 

Luminal B HER2 positivo); 

c. TMA 45 e 46 – amostras de carcinoma mamário invasivo, majoritariamente 

composto por casos classificados como ductal invasivo e tumores mistos 

classificados como Luminais (Luminal A, Luminal B HER2 negativo e 

Luminal B HER2 positivo), Triplo-Negativos e HER2 amplificados; 

d. TMA HER2 – amostras de carcinoma mamário invasivo, majoritariamente 

composto por casos classificados como ductal invasivo e tumores somente 

com amplificação do gene HER2. 

 

 



85 

 

3.3.1.2 Reação de imuno-histoquímica (As principais características desta 

metodologia estão resumidas na Tabela 5) 

As lâminas foram armazendas em geladeira até o momento da reação com a 

finalidade de preservar a estabilidade físico-química das macromoléculas do 

material. Todas passaram pela série de xilol 100% por 3 vezes, imergindo os cortes 

completamente por 10 minutos em cada cuba. Este processo é suficiente para retirar 

o conteúdo de parafina presente na lâmina. Para hidratar o material, todas as lâminas 

passaram pela séria de etanol (EtOH) absoluto por 4 vezes, imergindo por 1 minuto 

em cada cuba. Todas foram lavadas em água corrente por 5 minutos e mantidas em 

água até o momento da recuperação antigênica. Após este processo, cada lâmina foi 

ambientada com tampão PBS 1X (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 

mM KH2PO4, H2O q.s.p.) pH=7,2 por 2 vezes de 5 minutos. A recuperação 

antigênica foi feita com tampão a base de citrato de sódio (Na3C6H5O7), preparado 

no momento do uso, na concentração de 10 mM, pH=6,0. Particularmente, para cada 

anticorpo utilizado neste capítulo, foi aplicada uma metodologia física para 

recuperação antigênica, conforme descrito: eIF4E (Santa Cruz Biotechnology® sc-

9976) – foi feito em banho-maria a 96°C por 40 minutos; eIF4G (Santa Cruz 

Biotechnology® sc-133155) – foi aplicado micro-ondas por dois períodos de 5 

minutos, na potência máxima, com 5 minutos de intervalo; eIF5A (Santa Cruz 

Biotechnology® sc-390202) – foi feito em banho-maria a 96°C por 40 minutos. 

Para a segunda etapa da metodologia, as lâminas foram resfriadas à 

temperatura ambiente e lavadas com água deionizada 2 vezes por 5 minutos, 

seguindo de uma ambientação com solução PBS 1X pH=7,2 por 5 minutos. A 

atividade de peroxidase endógena foi bloqueada utilizando solução de H2O2 
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(peróxido de hidrogênio) 10V, lavando cada lâmina 4 vezes por 5 minutos. Já as 

reações inespecíficas foram bloqueadas com solução de Protein Block (abcam® - 

ab64226) por 5 minutos, em temperatura ambiente, dentro de câmara úmida). Os 

anticorpos primários foram aplicados por um período de 12 a 16 horas (overnight) a 

4°C diluído em Tris-HCl (50 mM) pH 7,5 + 1% BSA, na seguinte titulação: eIF4E – 

1:100; eIF4G – 1:25; eIF5A – 1:100. 

A revelação foi feita com o sistema Kit Dako® (Liquid DAB + Substrate 

Chromogen System – K3468). Cada lâmina foi lavada com solução PBS 1X pH=7,2 

por 5 minutos e aplicadas com o reagente HRP link (Dako® - K4068) 1 vez por 30 

minutos em temperatura ambiente dentro de câmara úmida. Após este processo, o 

material foi lavado com solução PBS 1X pH=7,2 por 5 minutos e foi aplicado o 

reagente HRP enzyme (Dako® - K4068) 1 vez por 30 minutos. Finalmente, cada 

lâmina foi lavada com solução PBS 1X pH=7,2 por 5 minutos e aplicadas com o 

reagente DAB na proporção de 1:50, conforme recomendações do fabricante para 

revelação. A reação foi parada com H2O deionizada e todas as lâminas foram coradas 

com hematoxilina por 1 minuto. Para análise em microscópio do resultado, as 

lâminas foram montadas utilizando meio de montagem aquoso (Dako® - S3025) 

seguindo recomendações do fabricante. 
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Tabela 5 - Sumário com as principais características e condições aplicadas nas 
reações de imunohistoquímica realizadas neste capítulo. 
 

Anticorpo Clone 
Recuperação 

antigênica 

Bloqueio 

proteico 

Tempo de 

incubação 

Título do 

anticorpo 
Fabricante 

eIF4E Monoclonal (P-2), 

coelho (sc-9976) 

Tampão 

Citrato 10 

mM pH 6,0 

abcam 

Protein Block 

ON** 4°C  1:100 Santa Cruz 

Biotechnology

eIF4G Monoclonal (A-

10), camundongo 

(sc-133155) 

Tampão 

Citrato 10 

mM pH 6,0 

abcam 

Protein Block 

ON** 4°C  1:25 Santa Cruz 

Biotechnology

eIF5A Monoclonal (H-8), 

camundongo (sc-

390202) 

Tampão 

Citrato 10 

mM pH 6,0 

abcam 

Protein Block 

ON** 4°C  1:100 Santa Cruz 

Biotechnology

 
**ON = overnight 
 

3.3.1.3 Quantificação das reações de imuno-histoquímica e determinação do 

HSCORE 

As lâminas foram digitalizadas no aparelho ScanScope XT (Aperio). A 

intensidade de marcação de cada anticorpo foi avaliada na célula total através do 

software ImageScope (Aperio), que verifica intensidade e porcentagem de pixels 

marcados. A partir destes dados, o HSCORE foi calculado de acordo com a fórmula: 

HSCORE = Σ(i × Pi), onde Pi = porcentagem de pixels positivos, com variação de 

0% a 100% e intensidade de marcação do pixel i= 0, 1, 2 ou 3. Desta forma, a 

variação do HSCORE é de 0 a 300. A utilização do ScanScope XT (Aperio) 

considera a validação deste equipamento realizada por (ALVARENGA et al. 2017). 

Como foram utilizados TMAs em lâminas independentes para abrigar todos 

os casos disponíveis, realizamos uma normalização adicional para contemplar 

possíveis diferenças entre as lâminas que poderiam ser geradas durante o 

procedimento experimental. Para esta normalização, foi realizada uma média dos 
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HSCOREs de todos os spots das duas lâminas e o HSCORE de cada ponto foi 

dividido pela média: 

HSCOREnormalizado = HSCORE /x (HSCORE) 

Os resultados foram analisados através do software Graphpad ou SPSS para 

Windows (versão 15.0) e os níveis quantitativos de expressão das proteínas foram 

correlacionados com diferentes parâmetros, como grupo molecular, expressão de 

receptores hormonais e amplificação de HER2, permitindo gerar conclusões a 

respeito da participação dos fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A na evolução 

da doença. 

 

3.3.1.4 Análise Estatística 

 Para as análises estatísticas foi usado o programa R versão 3.3.0 para 

maximização do ponto de corte, proposta por LAUSEN e SCHUMACHER (1992) e 

determinação das curvas de sobrevida. Consideramos a estatística de long-rank 

maximizada selecionada para pontos de corte entre 5 % e 95% de quantificação de 

medida contínua (delta T). Esta etapa é fundamental para determinar, mediante a 

distribuição dos valores em um determinado grupo, o ponto que categoriza a 

distribuição em baixa expressão e alta expressão. Assim, é possível determinar o 

impacto da expressão dos fatores eIF4E, eIF4G e eIF5A na sobrevida global e 

câncer-específica das pacientes analisadas. O programa IBM SPSS versão 23 foi 

empregado para os demais testes estatísticos. Em todos os casos adotamos um nível 

de significância para p de 5%. Na Figura 18 e Figura 19 pode-se notar os gráficos 

(respectivamente para as análises de Sobrevida Livre de Doença (SLD) e Sobrevida 

Câncer-Específica (SCE) que a metodologia de maximização do ponto de corte, 
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comparando todos os valores possíveis de separação (eixo X) e a diferença entre 

os grupos gerados (eixo Y). Os demais testes estatísticos utilizados ao longo do 

capítulo são indicados nas tabelas ilustrativas. 

 
 

 
Figura 18 - Demonstração gráfica da determinação dos pontos de corte para 

distribuir as pacientes analisadas em grupos de baixa expressão e alta expressão 

(SLD). Os valores estão baseados no HScore identificado para cada fator de tradução, sendo que 

para eIF4E o ponto de corte foi de 140; para eIF4G o ponto de corte foi de 126 e para eIF5A o ponto 

de corte foi de 159. Estes pontos determinam grupos de baixa ou alta expressão para tais marcadores. 

Esta informação foi determinante para analise de sobrevida livre doença das pacientes. 
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Figura 19 - Demonstração gráfica da determinação dos pontos de corte para 

distribuir as pacientes analisadas em grupos de baixa expressão e alta expressão 

(SCE). Os valores estão baseados no HScore identificado para cada fator de tradução, sendo que para 

eIF4E o ponto de corte foi de 156; para eIF4G o ponto de corte foi de 151 e para eIF5A o ponto de 

corte foi de 144. Estes pontos determinam grupos de baixa ou alta expressão para tais marcadores. 

Esta informação foi determinante para analise de sobrevida câncer específica das pacientes. 
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3.3.2 Resultados e discussão deste objetivo 

3.3.2.1 Descrição da casuística utilizada neste capítulo e ilustração da 

morfologia tecidual marcada por imuno-histoquímica identificando os fatores 

de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A 

O foco deste capítulo foi avaliar o impacto da expressão diferencial de fatores 

de tradução, previamente selecionados, na biologia do carcinoma mamário do tipo 

invasivo, porém sob a ótica dos grupos moleculares clinicamente definidos para estas 

pacientes. As análises descritivas e estatísticas a seguir estão ilustradas e discutidas 

com este enfoque. Assim, a Tabela 6, descreve a distribuição das principais 

variáveis clínicas coletadas nos 4 grupos moleculares (Luminal A, Luminal B, HER2 

e Triplo-Negativo). 

Já na Tabela 7, estão organizadas as informações histopatológicas. Conforme 

esperado para esta patologia, alguns padrões foram observados, como a maioria das 

pacientes luminais apresentam tumores classificados como T1. Além disso, estas 

mesmas pacientes apresentam tumores mais diferenciados, o que é refletido na 

classificação do grau histológico em I e II, em sua maioria. Porém, nos tumores 

HER2 e triplo-negativos, formas mais agressivas e com células mais 

desdiferenciadas, a maioria é classificada com grau histológico III. Um maior 

crescimento da massa tumoral também pode ser relacionado com uma maior 

presença de necrose, o que também foi constatado ao se verificar que 77% dos 

tumores Luminais A não apresentavam necrose no tumor ressecado, comparados aos 

44% dos tumores Triplo-Negativos que não apresentam necrose. Portanto, a 

casuística contemplada nos TMAs utilizados neste objetivo do projeto representam 

adequadamente os grupos moleculares do câncer de mama, revelando tendências e 
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comportamento clínicos das pacientes conforme o amplamente descrito na literatura 

para esta patologia. 

 

Tabela 6 - Distribuição das variáveis clínicas (histórico de câncer de mama ou 
de qualquer outro tumor na família, menopausa, estadiamento clínico, 
recorrência e óbito) nos 4 grupos moleculares utilizados na rotina clínica do 
câncer de mama. 
 

Variável 

n (%)  

Luminal A 

( = 124) 

[44,6%] 

Luminal B   

(n = 91) 

[32,7%] 

HER2 

(n = 22) 

[7,9%] 

Triplo-

Negativo 

(n = 41) 

[14,8%] 

Total 

(n = 278) 

[100%] 

Histórico de 

câncer de mama 

na família 

presente 49 (39,5) 46 (50,5) 13 (59,1) 18 (43,9) 126 (45,3) 

ausente 55 (44,3) 33 (36,2) 7 (31,8) 17 (41,4) 112 (40,3) 

sem informação 20 (16,2) 12 (13,3) 2 (9,1) 6 (14,7) 40 (14,4) 

Histórico de 

câncer na família 

presente 34 (27,4) 32 (35,2) 7 (31,8) 14 (34,1) 87 (31,3) 

ausente 68 (54,8) 44 (48,3) 13 (59,1) 21 (51,2) 146 (52,5) 

sem informação 22 (17,8) 15 (16,5) 2 (9,1) 6 (14,7) 45 (16,2) 

Menopausa 

pré 39 (31,4) 26 (28,6) 11 (50,0) 16 (39,0) 92 (33,1) 

pós 68 (54,8) 52 (57,1) 11 (50,0) 16 (39,0) 147 (52,9) 

sem informação 17 (13,8) 13 (14,3) 0 (0,0) 9 (22,0) 39 (14,0) 

Estadiamento 

clínico 

1 48 (38,7) 29 (31,9) 1 (4,5) 11 (26,8) 89 (32,0) 

2 41 (33,1) 27 (29,7) 8 (36,3) 18 (43,9) 94 (33,8) 

3 12 (9,7) 16 (17,6) 12 (54,5) 5 (12,2) 45 (16,2) 

4 6 (4,8) 11 (12,1) 0 (0,0) 1 (2,4) 18 (6,5) 

sem informação 17 (13,7) 8 (8,7) 1 (4,7) 6 (14,7) 32 (11,5) 

Recorrência 

não ocorreu 111 (89,5) 77 (84,6) 14 (63,6) 32 (78,0) 234 (84,2) 

ocorreu 13 (10,5) 14 (15,4) 8 (36,4) 9 (22,0) 44 (15,8) 

sem informação 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Óbito 

viva 113 (91,1) 84 (92,3) 17 (77,3) 35 (85,4) 249 (89,6) 

morta 11 (8,9) 7 (7,7) 5 (22,7) 6 (14,6) 29 (10,4) 

sem informação 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 
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Tabela 7 - Distribuição das variáveis histopatológicas (TNM, tipo histológico, 
grau histológico e nuclear, presença de necrose e/ou inflamação e invasão 
endotelial, linfática ou perineural) nos 4 grupos moleculares utilizados na rotina 
clínica do câncer de mama. 
 

Variável 
n (%) 

  
Luminal A 
(n = 124) 
[44,6%] 

Luminal B 
(n = 91) 
[32,7%] 

HER2 
(n = 22) 
[7,9%] 

Triplo-
Negativo 
(n = 41) 
[14,8%] 

Total 
(n = 278) 
[100%] 

T 

T1 73 (58,9) 33 (36,3) 3 (13,6) 18 (43,9) 127 (45,7) 
T2 34 (27,4) 39 (42,8) 9 (40,9) 18 (43,9) 100 (36,0) 
T3 6 (4,8) 10 (11,0) 8 (36,4) 2 (4,9) 26 (9,3) 

sem informação 11 (8,9) 9 (9,9) 2 (9,1) 3 (7,3) 25 (9,0) 

N 
negativo 70 (56,4) 45 (49,4) 7 (31,8) 26 (63,4) 148 (53,2) 
positivo 43 (34,7) 37 (40,6) 13 (59,1) 11 (26,8) 104 (37,4) 

sem informação 11 (8,9) 9 (10,0) 2 (9,1) 4 (9,8) 26 (9,4) 

M 
negativo 109 (87,9) 73 (80,2) 20 (90,9) 37 (90,2) 239 (85,9) 
positivo 4 (3,2) 11 (12,1) 0 (0,0) 1 (2,4) 16 (5,7) 

sem informação 11 (8,9) 7 (7,7) 2 (9,1) 3 (7,4) 23 (8,4) 

Tipo 
histológico 

CDI1 104 (83,9) 81 (89,0) 22 (100,0) 36 (87,8) 243 (87,4) 
CLI2 16 (12,9) 5 (5,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 21 (7,6) 

outros 4 (3,2) 5 (5,5) 0 (0,0) 5 (12,2) 14 (5,0) 
sem informação 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 

Grau 
histológico 

I 34 (27,4) 17 (18,7) 1 (4,5) 1 (2,4) 53 (19,1) 
II 67 (54,0) 50 (54,9) 5 (22,7) 9 (21,9) 131 (47,1) 
III 21 (16,9) 23 (25,3) 16 (72,7) 30 (73,2) 90 (32,4) 

sem informação 2 (1,7) 1 (1,1) 0 (0,0) 1 (2,5) 4 (1,4) 

Grau nuclear 

1 9 (7,2) 6 (6,6) 0 (0,0) 0 (0,0) 15 (5,4) 
2 51 (41,1) 27 (29,7) 2 (9,1) 3 (7,3) 83 (29,8) 
3 62 (50,0) 58 (63,7) 20 (90,9) 37 (90,2) 177 (63,6) 

sem informação 2 (1,7) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (2,5) 3 (1,2) 

Necrose 
ausente 111 (89,5) 73 (80,2) 15 (68,2) 17 (41,5) 216 (77,7) 
presente 10 (8,1) 17 (18,7) 6 (27,3) 21 (51,2) 54 (19,4) 

sem informação 3 (2,4) 1 (1,1) 1 (4,5) 3 (7,3) 8 (2,9) 

Inflamação 
ausente 93 (75,0) 55 (60,4) 12 (54,5) 6 (14,6) 166 (59,7) 
presente 28 (22,6) 35 (38,5) 10 (45,5) 33 (80,5) 106 (38,1) 

sem informação 3 (2,4) 1 (1,1) 0 (0,0) 2 (4,9) 6 (2,2) 

Invasão 
endotelial 

ausente 119 (95,9) 85 (93,4) 21 (95,5) 37 (90,2) 262 (94,2) 
presente 2 (1,6) 5 (5,5) 1 (4,5) 3 (7,3) 11 (3,9) 

sem informação 3 (2,5) 1 (1,1) 0 (0,0) 1 (2,5) 5 (1,9) 

Invasão 
linfática 

ausente 95 (76,6) 74 (81,3) 12 (54,5) 31 (75,6) 212 (76,2) 
presente 26 (20,9) 16 (17,6) 10 (45,5) 9 (21,9) 61 (21,9) 

sem informação 3 (2,5) 1 (1,1) 0 (0,0) 1 (2,5) 5 (1,9) 

Invasão 
perineural 

ausente 100 (80,6) 85 (93,4) 21 (95,5) 37 (90,2) 243 (87,4) 

presente 21 (16,9) 5 (5,5) 1 (4,5) 3 (7,3) 30 (10,8) 

sem informação 3 (2,5) 1 (1,1) 0 (0,0) 1 (2,5) 5 (1,8) 

 
1 – Carcinoma Ductal Invasivo; 2 – Carcinoma Lobular Invasivo 
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As reações de imuno-histoquímica aqui apresentadas foram feitas em 

colaboração com a aluna de doutorado Mayara Carolinne Silva Botelho (IQ – USP). 

As reações foram inicialmente padronizadas em cortes inteiros de carcinoma 

mamário invasivo para, então, as reações finais serem realizadas nos TMAs, 

conforme descrito na seção de Material e Métodos deste capítulo. Exemplos 

representativos estão ilustrados para os fatores eIF4E, eIF4G e eIF5A nas Figuras 

20, 21 e 22, respectivamente. É interessante observar que a marcação destas 

proteínas é exclusivamente citoplasmática, o que é esperado pela biologia da 

maquinaria de tradução. Não é descrito na literatura qualquer processo traducional de 

algum mRNA que ocorra no núcleo ou a localização de componentes da maquinaria 

ancorados a membrana citoplasmática. Além disso, os fatores testados neste objetivo, 

são componentes essenciais para qualquer célula eucariótica, ou seja, não existe 

tecido humano que não expresse estes fatores de tradução (eIF4E, eIF4G e eIF5A). 

Por esta razão, é comparada a expressão diferencial entre as amostras tumorais 

utilizadas, com foco na classificação molecular da doença. 
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Figura 20 - Painel ilustrativo, representando um spot de cada subtipo molecular e a marcação com eIF4E. Ilustração, também em campo 

de maior aumento, permitindo a visualização da morfologia do tecido e marcação predominantemente no tumor e exclusivamente citoplasmática.  
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Figura 21 - Painel ilustrativo, representando um spot de cada subtipo molecular e a marcação com eIF4G. Ilustração, também em 

campo de maior aumento, permitindo a visualização da morfologia do tecido e marcação predominantemente no tumor e exclusivamente citoplasmática.
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Figura 22 - Painel ilustrativo, representando um spot de cada subtipo molecular e a marcação com eIF5A. Ilustração, também em 

campo de maior aumento, permitindo a visualização da morfologia do tecido e marcação predominantemente no tumor e exclusivamente citoplasmática. 
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Posteriormente, as principais variáveis quantitativas foram distribuídas por 

subgrupo molecular, com o objetivo de verificar, estatisticamente, alguma diferença 

relevante. Assim, idade ao diagnóstico, tamanho do tumor (cm) no momento da 

cirurgia, índice mitótico, expressão dos receptores hormonais, amplificação do gene 

HER2, expressão do biomarcador para proliferação celular Ki67 e a expressão dos 

fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A determinada por imuno-histoquímica. 

Interessantemente, todas estas variáveis, de acordo com o teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis para amostras independentes, demonstraram apresentar uma 

distribuição diferente em pelo menos um dos grupos moleculares, com exceção da 

idade ao diagnóstico que, embora não tenha apresentado significância estatística, foi 

possível observar uma tendência dos tumores luminais serem diagnosticados em 

idades mais elevadas. Desta forma, nosso principal resultado foi identificar que, de 

fato, existe uma expressão diferencial dos fatores de tradução testados em, pelo 

menos, um dos grupos moleculares do câncer de mama. Estas observações estão 

ilustradas na Tabela 8. 
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Tabela 8 - Distribuição das principais variáveis quantitativas entre os 4 grupos 
moleculares utilizados na rotina clínica do câncer de mama. 
 

Variável 
Grupo 

Molecular 
n Mínimo Média Mediana Máximo 

Desvio 

Padrão 
p 

Idade Luminal A 124 37,0 55,6 54,0 88,0 11,6 NE1 

Luminal B 91 29,0 54,1 54,0 78,0 10,9 

HER2 22 27,0 49,9 47,0 80,0 14,5 

Triplo Negativo  41 36,0 51,1 49,0 82,0 11,3 

Total 278 27,0 54,0 53,0 88,0 11,7  

Tamanho do 

tumor (cm) 

Luminal A 118 0,4 2,0 1,5 16,0 1,9 < 0,05 

Luminal B 80 0,1 2,3 2,0 7,0 1,5 

HER2 20 0,3 2,7 2,5 8,0 2,0 

Triplo Negativo  37 0,4 2,5 2,1 7,0 1,6 

Total 255 0,1 2,2 1,7 16,0 1,8  

Índice mitótico  Luminal A 121 0,0 5,7 4,0 36,0 6,1 < 0,05 

Luminal B 89 0,0 9,6 6,0 57,0 10,4 

HER2 22 1,0 14,3 13,0 50,0 11,9 

Triplo Negativo  39 1,0 23,0 20,0 85,0 17,9 

Total 271 0,0 10,2 6,0 85,0 11,9  

Ki67 (IHQ) Luminal A 109 0,0 4,5 1,0 15,0 4,7 < 0,05 

Luminal B 67 0,0 25,2 20,0 75,0 20,5 

HER2 19 1,0 21,7 15,0 80,0 21,5 

Triplo Negativo  33 0,0 34,2 30,0 95,0 27,1 

Total 228 0,0 16,3 10,0 95,0 20,3  

eIF4E 

(HSCORE) 

Luminal A 102 119,3 159,0 158,1 217,3 21,0 < 0,05 

Luminal B 79 117,8 171,1 167,9 221,3 26,9 

HER2 19 131,3 159,5 152,5 193,2 18,6 

Triplo Negativo  31 122,1 172,2 172,2 206,7 19,8 

Total 231 117,8 164,9 162,0 221,3 23,6  

eIF4G 

(HSCORE) 

Luminal A 96 123,9 156,9 155,4 207,7 17,4 < 0,05 

Luminal B 64 112,7 166,7 164,3 207,4 23,6 

HER2 19 133,4 161,1 162,5 190,8 17,2 

Triplo Negativo  36 72,9 147,4 143,9 210,9 33,6 

Total 215 72,9 158,6 156,5 210,9 23,5  

eIF5A 

(HSCORE) 

Luminal A 107 109,9 147,0 143,2 200,4 17,8 < 0,05 

Luminal B 67 121,4 162,4 158,1 224,3 22,4 

HER2 21 118,3 152,6 156,8 191,1 16,9 

Triplo Negativo  33 129,3 160,1 155,2 225,5 22,8 

Total 228 109,9 154,0 150,4 225,5 21,0   

 
1 – Não estatístico 
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Uma abordagem estatística, em relação às variáveis qualitativas, também foi 

feita. Porém, não se encontrou nenhum resultado relevante a ser discutido e 

apresentado neste capítulo. O leitor, caso tenha interesse em uma visão geral destes 

resultados, poderá encontrar as tabelas e descrições reunidos no Apêndice 1 desta 

tese. 

 
3.3.2.2 Análise da expressão proteica diferencial dos fatores de tradução eIF4E, 

eIF4G e eIF5A nos subgrupos moleculares do carcinoma mamário 

Uma vez identificada a expressão diferencial dos componentes da maquinaria 

de tradução aqui estudados, a próxima etapa foi avaliar a correlação dos fatores com 

biomarcadores importantes para a biologia do câncer de mama: RE, RP e HER2. 

Para esta finalidade, foi determinado inicialmente o coeficiente rô de Spearman (R) 

em todas as amostras, sem distinção por subgrupo molecular. Esta correlação inicial 

ilustrou resultados interessantes descritos a seguir. Os resultados mostrados abaixo 

foram estatisticamente significativos e o leitor pode encontrar uma visão global desta 

análise na Tabela 9. 

O fator eIF4E se correlacionou positiva e fortemente com o fator eIF4G (R = 

0,61) e com o fator eIF5A (R = 0,69), o que está destacado em amarelo na Tabela 9. 

A expressão eIF5A também se correlacionou de forma positiva e forte com eIF4G (R 

= 0,53), destacado em verde na mesma tabela. Este resultado indica que o aumento 

da expressão de eIF4E é acompanhado de forma positiva com um aumento 

concomitante na expressão de eIF4G e também eIF5A. Este resultado sugere que, 

por estes fatores serem cruciais para a tradução de populações importantes de 

mRNAs, é coerente que todos aumentem de forma proporcional, uma vez que a 

maquinaria de tradução está atuando de forma mais acelerada nas células tumorais 
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em relação as células normais.  

 

Tabela 9 - Correlação entre a expressão dos fatores eIF4E, eIF4G e eIF5A com 
os principais biomarcadores no câncer de mama (análise estatística calculada por 
meio do coeficiente rô de Spearman). 
 

rô de Spearman eIF4E eIF4G eIF5A 

eIF4E 
Coeficiente de Correlação 1 ,610** ,686** 

n 231 190 195 

eIF4G 
Coeficiente de Correlação ,610** 1 ,529** 

n 190 215 197 

eIF5A 
Coeficiente de Correlação ,686** ,529** 1 

n 195 197 228 

RE 
Coeficiente de Correlação -0,009 ,150* -0,062 

n 230 215 228 

RP 
Coeficiente de Correlação -,140* 0,07 -,151* 

n 230 214 227 

HER2 
Coeficiente de Correlação -0,036 0,123 0,083 

n 230 215 228 

 
* - a correlação é significativa no nível 0,05 (bilateral); ** - a correlação é significativa no nível 

0,01 (bilateral). 

 

Posteriormente,  as mesmas correlações foram analisadas de forma específica 

por subgrupo molecular. Nas pacientes classificadas como Luminal A, o fator de 

tradução eIF4E se correlacionou de forma positiva e forte com os marcadores eIF4G 

e eIF5A (R = 0,76 e R = 0,72, respectivamente), destacado em turquesa na Tabela 

10. O mesmo é observado com eIF5A, que também se correlacionou com eIF4E e 

eIF4G (R = 0,72 e R = 0,70, respectivamente), destacado em turquesa na mesma 

tabela. É interessante observar que os índices de correlação para este subgrupo 

molecular são mais altos que os observados quando a população total é avaliada. 

Estes resultados sugerem que, principalmente em tumores mamários mais 

diferenciados e de melhor prognóstico, como os luminais A, com alta expressão de 
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receptores hormonais, existe uma correlação geral entre os fatores de tradução, ou 

seja, a expressão de eIF4E, eIF4G e eIF5A está modulada de forma proporcional e 

conjunta.  

Nos tumores classificados como Luminal B, também existe uma associação 

positiva entre os fatores de tradução. Este subgrupo molecular é composto com 

tumores menos diferenciados, com redução na expressão de RP e/ou com índices 

proliferativos mais elevados, o que resulta em piores prognósticos. eIF4E também se 

correlacionou de forma positiva e forte com os marcadores eIF4G e eIF5A (R = 0,74 

e R = 0,68, respectivamente), destacado em rosa na Tabela 10. O mesmo é 

observado com eIF5A, que se correlacionou com eIF4E e eIF4G (R = 0,68 e R = 

0,63, respectivamente), destacado em rosa na mesma tabela. É interessante destacar 

que neste grupo, as correlações são as mesmas encontradas no grupo luminal A, 

entretanto o nível de correlação é levemente mais baixo. 

Já os tumores classificados como HER2 apresentam um padrão diferente 

entre os fatores de tradução aqui estudados. Neste grupo, igualmente aos tumores 

luminais, nenhum dos fatores de tradução se correlacionou com proliferação celular 

via Ki67 ou índice mitótico. Além disso, destacado em amarelo na Tabela 10, o fator 

eIF4E se correlaciona com eIF4G (R = 0,80) e o fator eIF4G se correlaciona com 

eIF5A (R = 0,52), igualmente os tumores luminais. Entretanto, particularmente neste 

grupo, a correlação entre os fatores eIF4E e eIF5A não é mais identificada. Além 

disso, entre todos os grupos observados, os tumores classificados como HER2 são os 

que apresentam a correlação positiva mais forte entre eIF4E e eIF4G.  

Estas observações neste grupo podem ser explicadas pela biologia do tumor e 

impacto da amplificação no número de cópias do gene HER2. As vias de sinalização 
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que se tornam majoritariamente super ativas com o aumento dos receptores HER2 na 

membrana celular são: PI3K -> AKT -> mTOR (sobrevivência celular) e RAS -> 

RAF -> MEK -> ERK (proliferação celular). Estas vias de sinalização culminam no 

aumento da transcrição de genes alvo. Assim, é possível inferir que o excesso de 

mRNAs neste grupo gerados pela amplificação de HER2 apresentem tradução 

dependente de cap, ou seja, dependente da formação do complexo de tradução 

eIF4F, que é composto por eIF4E e eIF4G, justificando a correlaçao positiva tão 

forte neste grupo. Além disso, o fator eIF5A é classicamente envolvido na literatura 

com a tradução de mRNAs específicos (facilitador na tradução de resídus de poli 

prolina). Assim, neste grupo, a correlação entre eIF5A e eIF4G poderia ser um 

indício da existência de uma população de mRNAs traduzidos via IRES, ou seja, de 

forma independente de cap, uma vez que esta modalidade de tradução requer eIF4G, 

porém não é dependente de eIF4E.   

Surpreendentemente, ao analisar-se as correlações dos fatores nas amostras 

classificadas como Triplo Negativo, o fator de tradução eIF4G perdeu todas as 

correlações com os demais componentes da maquinaria de tradução, assim como não 

se relacionou com nenhum biomarcador utilizado na rotina clínica. Já o fator eIF4E 

se relaciona com eIF5A (R = 0,48), o que está destacado em vermelho na Tabela 

10. Este panorama sugere uma possível hipótese de que os fatores eIF4E e eIF5A 

têm alguma função singular nos tumores mais desdiferenciados, que já não 

expressam receptores hormonais e estão relacionados com pior prognóstico, como o 

subgrupo triplo negativo.  

É interessante observar que eIF4E, eIF4G e eIF5A se correlacionaram de 

forma positiva somente nos tumores luminais. Já os tumores que superexpressam 
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HER2 não mantém o padrão luminal, uma vez que eIF4E e eIF5A não se relacionam 

mais. Porém, no grupo triplo negativo somente os fatores eIF4E e eIF5A se 

correlacionam. Portanto, estes resultados sugerem uma hipótese na qual, a tradução 

se comporta de forma diferente entre os grupos moleculares no câncer de mama. 

Além disso, nos tumores luminais, estes fatores atuam de forma global na maquinaria 

de tradução, ao passo que em amostras menos diferenciadas citologicamente, eIF4E 

e eIF5A podem estar atuando em conjunto na tradução diferencial de uma população 

de mRNAs, os quais podem contribuir com algum evento celular específico. Todas 

as associações mencionadas, categorizadas por subgrupo molecular, estão ilustradas 

na Tabela 10. 
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Tabela 10 - Correlação entre a expressão dos fatores eIF4E, eIF4G e eIF5A com 
os principais biomarcadores no câncer de mama (análise estatística calculada por 
meio do coeficiente rô de Spearman) categorizados por subgrupo molecular. 
 

Subgrupo 
molecular 

rô de Spearman eIF4E eIF4G eIF5A RE RP HER2 Ki67 
Índice 

mitótico

Luminal 
A 

eIF4E  
Coeficiente de 

correlação 
  ,759** ,725** 0,151 0,147 -0,142 -0,025 0,048 

n 85 92 102 101 102 89 101 

eIF4G  
Coeficiente de 

correlação 
   ,707** ,266** ,267** -0,033 -0,091 0,015 

n  91 96 95 96 86 95 

eIF5A  
Coeficiente de 

correlação 
    0,006 0,115 -0,132 -0,002 -0,008 

n   107 106 107 97 105 

Luminal 
B 

eIF4E  
Coeficiente de 

correlação 
  ,736** ,681** 0,016 -0,133 -0,002 -0,203 -0,032 

n 60 58 78 79 78 59 77 

eIF4G  
Coeficiente de 

correlação 
  ,628** -0,168 0,004 0,069 -0,013 0,155 

n 57 64 64 64 55 63 

eIF5A  
Coeficiente de 

correlação 
   0,062 0,119 0,117 0,017 0,05 

n   67 67 67 58 66 

HER2 

eIF4E  
Coeficiente de 

correlação 
  ,806** 0,251     -0,132 0,157 0,201 

n 16 19 19 19 19 16 19 

eIF4G  
Coeficiente de 

correlação  
  ,525*     0,105 0,148 0,182 

n 18 19 19 19 17 19 

eIF5A  
Coeficiente de 

correlação 
        0,421 -0,031 0,174 

n   21 21 21 18 21 

Triplo-
Negativo 

eIF4E  
Coeficiente de 

correlação 
  0,128 ,480*     0,074 ,531** ,540** 

n 29 26 31 31 31 27 31 

eIF4G  
Coeficiente de 

correlação 
   -0,155     0,163 -0,174 0,207 

n  31 36 36 36 29 36 

eIF5A  
Coeficiente de 

correlação 
        -0,08 ,681** 0,305 

  n     33 33 33 27 32 

 
* - a correlação é significativa no nível 0,05 (bilateral); ** - a correlação é significativa no nível 0,01 

(bilateral). 
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3.3.2.3 Análise da correlação entre os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A 

na proliferação celular no câncer de mama 

Baseando-se na hipótese sugerida acima, os fatores de tradução estudados 

estariam relacionados com o grau de diferenciação celular em algum nível e, 

consequentemente, com as taxas proliferativas do tumor. É interessante obervar que 

a relação entre eIF4E, eIF4G e eIF5A e marcadores de proliferação celular como 

Ki67 e índice mitótico, muda dependendo do tipo molecular nos tumores mamários. 

Estes resultados foram apresentados somente Tabela 10 acima, porém, devido ao 

grau de importância destes achados para o projeto, decidiu-se, para melhor 

compreenssão do leitor, prover uma análise separada em maior profundidade. 

Considerando-se todas as amostras envolvidas neste objetivo (n=278), o 

único fator que se correlacionou com o biomarcador para proliferação celular Ki67 

foi o fator eIF5A (R = 0,24), destacado na Tabela 11. É uma correlação fraca, 

entretanto, este fator de tradução tem sido amplamente relacionado com proliferação 

e progressão celular (CRACCHIOLO et al. 2004; YANG et al. 2009).  

 

Tabela 11 - Análise da correlação entre os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e 
eIF5A com a expressão do biomarcador para proliferação celular Ki67. 
 

Variável rô de Spearman Ki67 eIF4E eIF4G eIF5A 

Ki67 
Coeficiente de Correlação 1 0,127 0,023 ,238** 

n 228 191 187 200 

 
** - a correlação é significativa no nível 0,01 (bilateral). 

 

Concomitantemente, é interessante que estas análises sejam realizadas 

também com o Índice Mitótico. Existe uma tendência, mesmo que fraca, dos fatores 

eIF4E e eIF5A se relacionarem com IM. Entretanto, o fator eIF4G não apresentou 
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nenhuma tendência de correlação com os dois marcadores de proliferação aqui 

apresentados: Ki67 e IM. Este achado pode sugerir que a expressão deste fator não 

tem uma relevância celular para tradução específica de mRNAs relacionados à 

proliferação celular. As correlações entre os fatores de tradução e IM estão re-

apresentadas na Tabela 12. 

 

Tabela 12 - Análise da correlação entre os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e 
eIF5A com a determinação do índice mitótico. 
 

Variável rô de Spearman Índice mitótico eIF4E eIF4G eIF5A 

Índice mitótico  

Coeficiente de 
Correlação 

1 ,151* 0,064 ,163* 

N 271 228 213 224 

 
* - a correlação é significativa no nível 0,05 (bilateral); 
 

Uma vez identificada uma possível correlação fraca e ainda genérica entre os 

fatores de tradução eIF4E e eIF5A com os marcadores para proliferação celular 

(Ki67 e IM), é fundamental que esta análise seja categorizada, agora, nos subgrupos 

moleculares da doença. Primeiramente, foi revelado que os fatores eIF4E e eIF5A 

somente se correlacionavam com os marcadores de proliferação celular (Ki67) nos 

tumores classificados como triplo negativos. Ao categorizar-se os resultados nos 

grupos moleculares, eIF4E revelou uma correlação positiva e moderada com Ki67 

somente nos tumores triplo negativos (R = 0,53), o que está destacado em amarelo 

na Tabela 13. Concomitante, o fator eIF5A que antes apresentava uma correlação 

positiva e fraca com Ki67 (R = 0,24 – Tabela 11), agora passa a ter uma 

correlação positiva e muito mais forte (R = 0,68 – destacado em amarelo na Tabela 

13), também somente nos tumores triplo negativos. Este resultado, reforça a hipótese 

que o aumento da expressão destes fatores pode estar relacionada com a tradução de 
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um grupo de mRNAs mais envolvidos com tumores não luminais, menos 

diferenciados, com índices proliferativos maiores e, consequentemente, com tumores 

mamários de pior prognóstico. Além disso, é importante destacar que o fator eIF4G 

não se correlaciona com Ki67 em nenhum grupo molecular. 

Interessantemente, os três fatores têm expressão correlacionada em conjunto 

no grupo luminal, ou seja, eIF4E correlaciona-se com eIF4G e eIF5A e, também, 

eIF4G correlaciona-se com eIF5A, porém sem correlação com marcadores de 

proliferação celular, como Ki67 e índice mitótico. Esta observação coloca eIF4E, 

eIF4G e eIF5A num cenário de tradução global, ou seja, sem algum impacto 

específico na tradução diferencial que pudesse resultar no aumento da proliferação 

celular, reforçando que o aumento do processo traducional estaria contribuindo para 

o aumento do fenótipo proteico de todos os eventos celulares de forma geral, sem 

predileção para alguma via específica. Além disso, este resultado sugere, conforme 

mencionado acima, que o início do processo tumorigênico satura a maquinaria de 

tradução, uma vez que o tumor necessita de um quantitativo proteico superior que 

uma célula normal para diversos processos celulares. Por esta razão, estes fatores-

chave na tradução têm sua quantidade celular aumentada de forma conjunta. Porém, 

nos tumores não luminais (triplo negativos), somente os fatores eIF4E e eIF5A se 

correlacionam de forma positiva, sugerindo que estes dois últimos fatores podem 

estar relacionados com proliferação celular e pior prognóstico. Estas correlações 

estão apresentadas na Tabela 13. 

Relembrando os resultados apresentados no capítulo 2, foi identificada uma 

relação entre taxas traducionais maiores e melhores prognósticos. Além disso, 

tumores luminais apresentam taxas de tradução superiores aos tumores não luminais 
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e índices mitóticos mais baixos. Ou seja, é possível traçar um paralelo com os 

resultados apresentandos acima. Aqui, é ilustrado que os fatores eIF4E, eIF4G e 

eIF5A correlacionam-se entre si nos tumores luminais e nenhum deles se 

correlaciona com variáveis que traduzem proliferação celular (Ki67 ou índice 

mitótico). Portanto, esta observação corrobora que em tumores luminais, com células 

mais diferenciadas, a tradução celular aumenta de forma conjunta e global não dando 

preferência a tradução de populações de mRNAs associados a algum evento celular 

específico, como proliferação. Esta hipótese tem como fundamento o exposto até o 

momento acerca das correlações já descritas entre eIF4E e proliferação celular, assim 

como os indícios recentes que eIF5A atua de forma preferencial, favorecendo a 

tradução específica de uma subpopulação de mRNAs. 

 

Tabela 13 - Análise da correlação entre os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e 
eIF5A com a expressão do biomarcador para proliferação celular Ki67, agora 
categorizada por subgrupo molecular da doença. 
 

Subgrupo 
molecular 

rô de Spearman 
 

Ki67 eIF4E eIF4G eIF5A 

Luminal A 
Ki67 

Coeficiente de 
correlação 

1 -0,025 -0,091 -0,002 

  n 109 89 86 97 

Luminal B 
Ki67 

Coeficiente de 
correlação 

1 -0,203 -0,013 0,017 

n 67 59 55 58 

HER2 
Ki67 

Coeficiente de 
correlação 

1 0,157 0,148 -0,031 

  n 19 16 17 18 

Triplo Negativo 
Ki67 

Coeficiente de 
correlação 

1 ,531** -0,174 ,681** 

  n 33 27 29 27 

 
* - a correlação é significativa no nível 0,05 (bilateral); ** - a correlação é significativa no nível 0,01 

(bilateral). 
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Finalmente, foram feitas correlações entre os fatores de tradução de eIF4E, 

eIF4G e eIF5A com o Índice Mitótico. De forma congruente com a hipótese 

proposta, o fator eIF4E apresentou uma correlação positiva com IM somente no 

grupo classificado como triplo negativo (R=0,54), destacado em verde na Tabela 14. 

Este resultado é interessante, pois ecoa com a correlação deste fator com o 

biomarcador Ki67 também no mesmo subgrupo molecular. Estes resultados 

sinônimos entre os marcados Ki67 e IM reforçam que eIF4E, juntamente com eIF5A, 

possui um papel mais importante na proliferação celular de carcinomas mamários do 

tipo triplo negativo. Com estas observações é possível sugerir uma associação entre 

um aumento de expressão positiva e concomitante de eIF5A e eIF4E, sem estar em 

associação com eIF4G, com um pior prognóstico, por serem relevantes na tradução 

de grupos de mRNAs associados a um aumento na proliferação celular e tumores de 

menor grau de diferenciação. Estas informações foram organizadas na Tabela 14. 

 

Tabela 14 - Análise da correlação entre os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e 
eIF5A com a determinação do índice mitótico, agora categorizada por subgrupo 
molecular da doença. 
 

Subgrupo 
molecular  

rô de Spearman   
Índice 

mitótico 
eIF4E eIF4G eIF5A 

Luminal A 
Índice mitótico 

Coeficiente de 
correlação 

1 0,048 0,015 -0,008 

n 121 101 95 105 

Luminal B 
Índice mitótico 

Coeficiente de 
correlação 

1 -0,032 0,155 0,05 

n 89 77 63 66 

HER2 
Índice mitótico 

Coeficiente de 
correlação 

1 0,201 0,182 0,174 

n 22 19 19 21 

Triplo 
Negativo 

Índice mitótico 
Coeficiente de 

correlação 
1 ,540** 0,207 0,305 

  n 39 31 36 32 

 
* - a correlação é significativa no nível 0,05 (bilateral); ** - a correlação é significativa no nível 0,01 
(bilateral).  
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Novamente, é fundamental mencionar os resultados apresentados no final do 

capítulo 2 desta tese. Ao passo que os tumores luminais apresentaram taxas de 

tradução maiores e índices proliferativos menores, os tumores classificados como 

triplo negativos se comportavam diferente. Estes tumores apresentam taxas de 

tradução menores, entretanto índices proliferativos muito mais altos, sugerindo que a 

tradução poderia estar envolvida favorecendo este processo celular especificamente.  

Também, os resultados sumarizados nas Tabelas 13 e 14 mostram, em uma 

nova casuística, que os tumores triplo negativos foram os únicos que apresentaram 

uma conexão entre tradução e proliferação celular. As taxas de tradução menores, 

associadas a índices proliferativos maiores e pior prognóstico, podem ser reflexo da 

atuação específica e conjunta de alguns componentes chave da maquinaria de 

tradução com algum fenômeno celular. Assim, estes tumores foram os únicos que 

apresentaram uma correlação singular entre eIF4E e eIF5A com proliferação celular 

(via Ki67 e índice mitótico), sugerindo que atuação destes fatores de forma sinérgica 

e não global, pode ser responsável por direcionar a tradução do global para o 

específico. 

Portanto, é possível a proposição de uma hipótese mais robusta e elaborada 

com os resultados apresentados neste e no capítulo anterior, considerando que foram 

obtidos em populações diferentes. Foi observado que razões maiores entre índice 

mitótico/taxa de tradução e taxas de tradução mais baixas são relacionados com pior 

prognóstico e ambas variáveis também são características reveladas nos tumores 

classificados como triplo negativos. Paralelamente, somente este mesmo grupo 

apresenta uma correlação única entre eIF5A e eIF4E (sem relação com eIF4G) com 

índices proliferativos. Esta informação sugere um possível papel destes fatores na 
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tradução específica de mRNAs associados a proliferação celular em tumores triplo 

negativos.  

 

3.3.2.4 Análise da relação entre os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A no 

grau de diferenciação celular e incidência de necrose no câncer de mama 

Seguindo a hipótese proposta, foi analisada a correlação das expressões dos 

fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A com as variáveis Grau Histológico e 

Necrose nos tumores de mama aqui estudados. O grau histológico, conforme descrito 

anteriormente, baseia-se na somatória dos escores de três fatores histológicos: a 

formação de túbulos e glândulas (maioria do tumor (> 75%); quantidade moderada 

(10-75%); pouca ou nenhuma (< 10%), o pleomorfismo nuclear (células pequenas, 

regulares e uniformes; variação moderada do tamanho do núcleo e marcada variação 

com a presença de nucléolos proeminentes) e a contagem mitótica em 10 campos de 

grande aumento (essa, dependente da área de campo microscópico). Um sistema de 

escore numérico de 1 a 3 é utilizado para cada fator independentemente. A somatória 

dos três valores atribuídos para cada fator varia de 3 a 9, correspondendo finalmente 

ao grau histológico, assim designado: 3-5 pontos (grau 1, bem diferenciado); 6-7 

pontos (grau 2, moderadamente diferenciado) e 8-9 pontos (grau 3, pouco 

diferenciado). Portanto, é possível, também, relacionar esta variável com o grau de 

diferenciação celular e, consequentemente, agressividade do tumor. 

A Tabela 15 ilustra com clareza uma associação positiva e estatisticamente 

significante entre um aumento na expressão dos fatores eIF4E e eIF5A com graus 

histológicos maiores. É possível observar que o aumento na expressão de eIF4E está 

em linha com o aumento do valor atribuído ao grau histológico das pacientes 
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(p<0,05), assim como com o fator eIF5A (p<0,01). Estes resultados contribuem com 

a hipótese em construção até este momento, pois mais um resultado indica que o 

aumento conjunto da expressão destes fatores, quando não correlacionados com 

eIF4G, está relacionado com um menor grau de diferenciação celular. Portanto, altas 

expressões destes fatores (eIF4E e eIF5A) poderiam estar associadas com pior 

prognóstico e um crescimento tumoral mais acelerado, como foi visto que nos 

tumores Triplo-Negativos existe uma associação com o marcador Ki67. 

Interessantemente, o fator eIF4G não atingiu alguma diferença com significância 

estatística na comparação entre os diferentes graus histológicos (1, 2 ou 3), o que vai 

de encontro aos resultados obtidos anteriormente, que excluem uma possível 

associação deste fator com o grau de diferenciação celular e uma assinatura genética 

de pior prognóstico com presença de taxas proliferativas superiores. 

 

Tabela 15 - Análise dos diferentes grupos da variável Grau Histológico (1, 2 ou 
3) com a expressão dos fatores eIF4E, eIF4G e eIF5A. É possível observar que existe 
uma diferença significativa nos fatores eIF4E e eIF5A com um intervalo de confiança de 95%. 

 

  
Grau 

histológico 
n Mínimo Média Mediana Máximo 

Desvio 
Padrão 

Teste 
estatístico 

p 

eIF4E 

1 46 120,29 160,9 154,35 216,4 26,76 

Teste não 
paramétrico 

para amostras 
independentes: 

Kruskal-
Wallis 

< 0,05 2 107 119,34 163,38 160,37 221,33 22,63 

3 77 117,84 168,86 168,07 217,32 21,93 

Total 230 117,84 164,72 161,96 221,33 23,38 

eIF4G 

1 35 128,89 158,6 154,75 207,37 19,31 

0,17 2 106 112,74 156,77 153,39 206,43 19,83 

3 74 72,91 161,21 165,73 210,89 29,4 

Total 215 72,91 158,6 156,46 210,89 23,48 

eIF5A 

1 40 109,88 149,19 144,56 194,74 19,41 

< 0,01 2 113 118,08 151,57 149,27 212,03 19,99 

3 73 121,33 160,59 158,07 225,5 22,26 

Total 226 109,88 154,06 150,64 225,5 21,07   
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Já a variável Necrose Tumoral, pode ser relacionada com um crescimento do 

câncer em ritmo acelerado, correlacionando-se com índices proliferativos maiores e, 

particularmente no câncer de mama, mais incidente em pacientes classificadas como 

triplo-negativos. Esta correlação ocorre justamente por este subgrupo molecular 

apresentar índices mitóticos mais altos e tumores, de uma maneira geral, maiores, em 

tamanho (cm), ao diagnóstico. Estas informações são descritas na literatura (PAL et 

al 2011) e, também, foram identificadas neste trabalho, como foi observado na 

Tabela 7. Por estes motivos, é interessante avaliar a correlação das expressões 

proteicas dos fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A com a presença ou ausência 

de necrose no tumor. O panorama identificado nestas análises corrobora a hipótese 

elaborada com este trabalho, ou seja, espera-se que um aumento na expressão dos 

fatores eIF4E e eIF5A esteja relacionada com uma maior incidência na presença de 

necrose tumoral, uma vez que estes fatores foram correlacionados, até agora, com 

índices proliferativos mais altos (índice mitótico e Ki67) e com graus de 

diferenciação celular menores (maior expressão no subgrupo triplo-negativo e 

relação com aumento no grau histológico). 

Os resultados advindos desta análise corroboram de forma positiva a hipótese 

proposta. Como esperado pelo panorama identificado até o momento, o aumento da 

expressão do fator eIF4E está associado com uma maior incidência de necrose 

identificada no tumor (p<0,05), assim como o fator eIF5A (p < 0,05), entretanto não 

com o fator eIF4G (Tabela 16). Estes achados ecoam não somente com a hipótese 

construída neste capítulo, como também com o cenário clínico esperado, o que torna 

a conjectura proposta mais sólida. Até o momento ambos foram relacionados com 

tumores não luminais (principalmente o subgrupo molecular triplo negativo), com 
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maiores taxas de proliferação (conforme associação com Ki67 e IM) e com grau de 

diferenciação celular (sugerido pela variável grau histológico). 

 

Tabela 16 - Análise dos diferentes grupos da variável Necrose Tumoral (ausente 
ou presente) com a expressão dos fatores eIF4E, eIF4G e eIF5A. É possível observar 
que existe uma diferença significativa nos fatores eIF4E e eIF5A com um intervalo de confiança de 
95%. 

 

  Necrose n Mínimo Média Mediana Máximo 
Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 
p 

eIF4E 

Ausente 181 117,84 162,94 158,86 221,33 23,8 

Teste para 

amostras 

independentes: 

teste-t para 

igualdade de 

médias 

< 0,05
Presente 46 122,08 171,95 170,65 212,29 22,32 

Total 227 117,84 164,77 161,81 221,33 23,74   

eIF4G 

Ausente 164 107,2 157,74 155,27 207,65 20 
0,33 

Presente 46 72,91 162,53 166,27 210,89 31,46 

Total 210 72,91 158,79 156,33 210,89 23 

eIF5A 

Ausente 176 109,88 151,84 149,49 212,03 20,21 
< 0,05

Presente 47 128,12 159,73 158,07 225,5 21,69 

Total 223 109,88 153,51 150,17 225,5 20,73   

 

Portanto, os resultados encontrados até agora permitem sugerir que o aumento 

da expressão dos fatores eIF4E e eIF5A de forma concomitante e desvinculada 

de eIF4G está associado com uma possível assinatura de pior prognóstico, 

principalmente para os tumores não luminais, particularmente os classificados como 

triplo negativos. Além disso, estes fatores podem ser testados na clínica para uma 

possível relevância no diagnóstico, determinação do prognóstico da paciente e como 

alvos drogáveis para futuras novas moléculas, como resultado da medicina 

translacional e foco na terapia personalizada em grupos ainda tratados com 

quimioterapia citotóxica. 
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3.3.2.5 Análise da sobrevida (livre de doença e câncer-específica) levando-se em 

consideração a baixa e alta expressão dos fatores eIF4E, eIF4G e eIF5A 

Uma vez identificada uma relação coerente entre as expressões dos fatores de 

tradução aqui estudados e diversos parâmetros clínicos e moleculares, os quais 

predizem o comportamento clínico do câncer de mama, foi avaliado o impacto da 

expressão diferencial de eIF4E, eIF4G e eIF5A na sobrevida livre de doença (SLD) 

e câncer-específica (SCE) das pacientes. Conforme apresentado e  discutido  neste 

capítulo, os fatores eIF4E e eIF5A foram correlacionados com fatores de pior 

prognóstico para a doença, como menor grau de diferenciação celular, subtipos 

moleculares mais agressivos (triplo-negativo) e com índices proliferativos maiores. 

Assim, espera-se observar que pacientes com maior expressão destes fatores 

apresentem uma diferença negativa na sobrevida observada. 

Para isto, conforme descrito na metodologia estatística deste capítulo, foram 

determinados pontos de corte para a expressão (determinada por IHQ) dos fatores de 

tradução estudados, os quais permitem a categorização das pacientes em alta ou 

baixa expressão para cada um destes marcadores. Vale a pena ressaltar que os 

modelos e algoritmos estatísticos utilizados nesta determinação foram aplicados pelo 

Dr. Vinicius Fernando Calsavara, do Núcleo de Epidemiologia e Estatística da 

instituição. Assim, foi possível a determinação do ponto de corte, considerando as 

expressões de cada proteína em valores numéricos que são traduzidos pelo HScore, o 

qual foi calculado conforme mencionado na metodologia deste capítulo. 

Após a realização do teste de maximização dos pontos de corte para todos os 

fatores de tradução com relação a recorrência, foram realizadas as curvas de 

sobrevida livre de doença utilizando o método de Kaplan-Meier. Para o fator eIF4E 
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foi determinado um ponto de corte no valor de 140, ou seja, amostras tumorais que 

apresentassem expressões deste fator acima de 140 foram consideradas como 

pacientes de alta expressão e abaixo de 140 de baixa expressão. O mesmo foi feito 

para o fator eIF4G, com o valor de corte de 126 e para o fator eIF5A com o valor de 

corte de 159,5. 

A Figura 23 ilustra as curvas de SLD determinadas para os fatores eIF4E, 

eIF4G e eIF5A. Foi somente observada alguma diferença estatisticamente 

significante na curva relacionada a expressão diferencial do fator eIF4E (p<0,05). 

Este resultado sugere que pacientes que apresentam uma expressão aumentada do 

fator eIF4E no tumor primário, apresentam uma maior probabilidade de recidiva da 

doença em comparação às pacientes do grupo de baixa expressão para este fator. Este 

fator está classicamente envolvido com proliferação celular, com resultados descritos 

na literatura, conforme apresentados na introdução desta tese, assim como os 

resultados identificados neste trabalho. Portanto, é possível inferir que exista uma 

correlação entre um aumento da expressão deste fator com uma maior possibilidade 

de recidiva da doença. Já os marcadores eIF4G e eIF5A não apresentaram resultados 

significantes em relação a recidiva da patologia. 

Também foi feita a realização do teste de maximização dos pontos de corte 

para todos os fatores de tradução com relação ao óbito, foram realizadas as curvas de 

sobrevida câncer-específica utilizando o método de Kaplan-Mayer. Para o fator 

eIF4E foi determinado um ponto de corte no valor de 156, ou seja, amostras tumorais 

que apresentassem expressões deste fator acima de 156 foram consideradas como 

pacientes de alta expressão e abaixo de 156 de baixa expressão. O mesmo foi feito 

para o fator eIF4G, com o valor de corte de 151 e para o fator eIF5A com o valor de 
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corte de 144. 

Interessantemente, ao se analisar a SCE, conforme esperado, eIF4E e eIF5A 

atuam como fatores de pior prognóstico, o que pode ser observado com curvas de 

sobrevida piores e com relevância estatística, o que pode ser observado na Figura 

24. Estes fatores foram relacionados com diversos aspectos clínicos de pior 

prognóstico, como índices proliferativos maiores (Ki67 e IM), graus histológicos 

maiores, redução na expressão de RP, maior presença de necrose e uma correlação 

positiva em subtipos moleculares mais agressivos, como o triplo negativo. Desta 

forma, faz sentido biológico identificar que estes fatores também atuem como 

marcadores de pior prognóstico para o câncer de mama, o que é revelado com as 

curvas de SCE. Também, o fator eIF4G não apresenta relevância estatística nesta 

análise. 
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Figura 23 - Curvas de sobrevida livre de doença (SLD) para os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A. (eIF4E: ponto de corte de 

140 (p = 0,05); eIF4G: ponto de corte de 126 (p = 0,17); eIF5A: ponto de corte de 159,5 (p = 0,07).  
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Figura 24 - Curvas de sobrevida câncer específica (SCE) para os fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A. (eIF4E: ponto de corte de 

156 (p = 0,01); eIF4G: ponto de corte de 151 (p = 0,09); eIF5A: ponto de corte de 144 (p = 0,02). 
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Portanto, levando-se em consideração todos os resultados apresentados neste 

capítulo, é possível estabelecer uma hipótese robusta acerca do reflexo da expressão 

diferencial dos fatores de tradução eIF4E, eIF4G e eIF5A no câncer de mama. Os 

três fatores apresentam uma correlação positiva e significativa em tumores mamários 

mais diferenciados e de bom prognóstico (Luminais), indicando que existe um 

aumento nos componentes gerais da maquinaria de tradução, pois a célula tumoral 

necessita de uma maior aporte proteico a fim de suprir os resultados de acúmulo de 

mutações e descontrole de processos celulares vitais, como o ciclo celular. 

Entretanto, a medida que observamos o comportamento destes fatores, foi possível 

identificar que somente eIF4E e eIF5A estão relacionados com graus de 

diferenciação menores e maiores índices proliferativos. Este resultado também é 

corroborado pelo fato de eIF4G perder a correlação com os demais fatores no 

subgrupo molecular triplo-negativo, o que não ocorre nos tumores luminais. 

Finalmente, tumores com alta expressão para eIF4E e eIF5A estão, de fato, 

relacionados com um pior prognóstico, o que é traduzido nas curvas de sobrevida 

câncer-específica. Portanto, é de grande importância para uma melhor compreensão 

da biologia tumoral, a determinação das populações de mRNAs preferencialmente 

traduzidas no aumento da expressão proteica destes componentes da máquina de 

tradução no câncer de mama. Além disso, é importante destacar que novos estudos 

podem reforçar a possibilidade de eIF4E e eIF5A serem alvos possivelmente 

interessantes para futuras terapias-alvo, principalmente para o subgrupo molecular 

triplo-negativo, o qual é ainda é tratado majoritariamente por esquemas 

quimioterápicos citotóxicos muito agressivos. 
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4 CONCLUSÕES 

 

 

Este trabalho teve como foco ampliar a relevância do controle traducional na 

melhor compreensão da biologia tumoral no câncer de mama.  

Este aspecto foi abordado inicialmente com o desenvolvimento de uma 

metodologia experimental que permitisse a aplicação da translatômica, por meio da 

adaptação de um novo gradiente para aperfeiçoamento da técnica de perfil 

polissomal, em amostras de tecido humano. Uma vez estabelecido este novo 

protocolo, o mesmo pode ser aplicado em um conjunto de tecidos de carcinomas 

mamários congelados, os quais foram fornecidos pelo BioBanco do A.C. Camargo 

Cancer Center.  

Como pode ser observado no primeiro capítulo da seção 3 (Resultados e 

Discussão), o qual foi apresentado na forma de manuscrito já publicado (LIANG et 

al. 2017), um novo gradiente foi determinado para utilização em técnicas de perfil 

polissomal. O desenvolvimento de um gradiente não-linear permite que o 

fracionamento gravitacional acumule os polissomos mais pesados em um número 

menor de frações a serem coletadas. Este ponto é fundamental para que, 

metodologicamente, a extração de mRNAs associados a polissomos (RNA 

polissomal) seja otimizada. Tal modificação é crucial para análises de translatômica 

em amostras de tecido humano congelados, pois, de uma forma geral, são amostras 

muito pequenas e que fornecem uma quantidade reduzida de macromoléculas. 

Também, foram comparados os resultados de expressão gênica em gradientes 

lineares e não-lineares, sem a identificação de alterações significativas. Portanto, 
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conclui-se com este primeiro capítulo que o gradiente não-linear desenvolvido é de 

grande relevância, pois permite a futura aplicação da translatômica em outras 

patologias e amostras de tecido humano congelado e armazenado em biobancos. 

Além disso, após fracionamento celular por meio de perfil polissomal, as 

amostras puderam ser transformadas em bibliotecas para determinação de novos 

padrões de expressão gênica, os quais encontram-se em análise no laboratório do 

colaborador, Dr. Ola Larsson (Karolinska Institutet – Estocolmo), para futuras 

publicações. Finalmente, o controle da maquinaria de tradução em tumores mamários 

foi abordado com a análise da expressão proteica de componentes-chave neste 

processo. Assim, esta tese amplia os horizontes para estudos de translatômica em 

tecidos congelados provenientes de biobancos, fornece, de forma inédita, a 

possibilidade da aplicação da translatômica em tecidos humanos de carcinoma 

mamário e analisa o impacto da expressão diferencial de fatores de tradução 

importantes na progressão e no prognóstico do câncer de mama. 

Já o segundo capítulo ilustra a aplicação do perfil polissomal descrito acima 

em amostras do BioBanco desta instituição, com isolamento do RNA citosólico e 

polissomal e construção de bibliotecas. Esta etapa é de grande importância, porque 

contemplou a adaptação de uma metodologia denominada Smart-seq2, a qual foi 

inicialmente construída para sequenciamento de RNA advindo de células 

eucarióticas únicas, para o material isolado após o perfil polissomal. Entretanto, 

devido a alta complexidade na análise dos dados obtidos após o sequenciamento, os 

resultados de expressão gênica determinados por uma abordagem translatômica não 

são mostrados nesta tese, pois ainda se encontram em desenvolvimento no 

laboratório do colaborador. Desta forma, é possível observar a descrição 
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metodológica que permite o isolamento e sequenciamento do RNA polissomal desde 

a retirada do BioBanco até a biblioteca final pronta para que possa ser sequenciada. 

Além disso, neste capítulo foi analisada a relação quantitativa da tradução nas 

células que compunham as amostra de tecido tumorais utilizadas com proliferação 

celular e prognóstico. Foi possível observar que tumores mais diferenciados, 

apresentam taxas de tradução maiores, melhor prognóstico e menor índice 

proliferativo. Ao mesmo tempo, tumores menos diferenciados, apresentam índices 

mitóticos maiores e taxas de tradução menores, sugerindo um maior 

comprometimento da maquinaria de tradução com proliferação celular. Assim, estes 

dados colocam a tradução específica como fator importante de pior prognóstico e 

tumores mamários mais proliferativos.  

Por último, o terceiro capítulo desta seção descreve a escolha de três fatores 

de tradução fundamentais para a maquinaria deste processo: eIF4E, eIF4G e eIF5A. 

Foi possível observar que todos os fatores aumentam a expressão de forma conjunta 

em tumores luminais, que apresentam crescimento celular mais lento em comparação 

com outros grupos moleculares, como o triplo-negativo. Além disso, nenhum destes 

componentes da maquinaria de tradução de relaciona com proliferação celular (IM 

ou Ki67) no grupo luminal. Entretanto, os fatores eIF4E e eIF5A parecem atuar em 

conjunto em tumores mamários mais agressivos, como foi o caso das amostras 

classificadas como triplo-negativas, nas quais eIF4G perdeu a correlação com os 

outros fatores estudados. eIF4E e eIF5A apresentaram correlações positivas com 

Ki67, IM, presença de necrose, grau histológico e uma correlação negativa com o 

RP. Além disso, ao classificar as amostras em grupos luminais e não-luminais, 

eIF4G aumenta nos grupos luminais e eIF4E e IF5A apresentam uma tendência de 
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aumento da expressão em grupos não-luminais. Finalmente, estes dois últimos 

fatores foram associados com um pior prognóstico ao analisar-se as curvas de 

sobrevida câncer-específica.  

eIF4E é descrito na literatura como um proto-oncogene e que uma expressão 

aumenta deste fator está relacionada com processos tumorigênicos, inclusive no 

câncer de mama, porém foi a primeira vez que ele foi envolvido mais diretamente 

com tumores mamários menos diferenciados e de prior prognóstico. eIF5A também é 

envolvido com proliferação celular, entretanto este não existe evidência na literatura 

que correlaciona este fator com o câncer de mama, e este trabalho identificou uma 

relação deste fator como marcador de pior prognóstico e uma expressão aumentada 

também em tumores menos diferenciados. Este fato também abre espaço para 

possibilidade de novos estudos que correlacionem eIF4E e eIF5A como possíveis 

candidatos para terapias-alvo no câncer de mama triplo-negativo, o qual ainda é 

majoritariamente tratado com esquemas quimioterápicos inespecíficos e altamente 

citotóxicos. 
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Anexo 2 - Capítulo intitulado “Comparative Effectiveness of HER2 in cancer: a 

pathology overview from diagnosis to treatment” 

 

 

Capítulo intitulado “Comparative Effectiveness of HER2 in cancer: A 

pathology overview from diagnosis to treatment”, publicado no livro: Comparative 

Effectiveness Research (CER): New Methods, Challenges and Health Implications, 

em 2016. Esta publicação foi fruto da colaboração do aluno com a Dra. Beatriz Melo 

Maia e o Dr. Rafael Malagoli Rocha. 

 
 

  



Apêndice 1 - Este anexo contempla as demais análises estatísticas feitas e não 

mostradas no capítulo 3 da seção 3 desta tese. Aqui estão organizadas as análises das 

demais variáveis clínicas com a expressão dos fatores estudados: eIF4E, eIF4G e 

eIF5A 

 

Tabela de Avaliação estatística da relação entre os fatores de tradução estudados 

(eIF4E, eIF4G e eIF5A) com variáveis clínicas (TNM, grau nuclear, inflamação, 

invasão vascular, invasão linfática, invasão perineural e recorrência). 

 

 

Estadiamento  

T 
n Mínimo Média Mediana Máximo 

Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 
p 

eIF4E 1 102 119,34 162,12 159,62 217,32 24,17 Teste não 

paramétrico 

para amostras 

indepentes: 

Kruskal-

Wallis 

0,25 

 2 87 117,84 166,79 163,87 221,33 22,44 

 3 23 131,30 161,17 156,37 199,35 22,37 

 Total 212 117,84 163,93 161,88 221,33 23,30  

eIF4G 1 96 72,91 154,90 154,28 207,65 23,79 0,35 

 2 78 86,52 160,64 161,38 210,89 25,14 

 3 20 134,55 159,48 157,62 190,75 16,70 

 Total 194 72,91 157,68 155,45 210,89 23,79  

eIF5A 1 105 109,88 150,93 148,30 209,60 20,84 0,09 

 2 87 121,33 156,29 153,09 225,50 19,28 

 3 17 126,25 155,97 156,85 212,03 22,89 

 Total 209 109,88 153,57 150,48 225,50 20,45  

          

 

Estadiamento 

N 
n Mínimo Média Mediana Máximo 

Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 
p 

eIF4E ausente 124 117,84 162,87 160,08 217,32 23,23 Teste para 

amostras 

independentes: 

teste-t para 

igualdade de 

médias 

0,43 

 presente 88 119,34 165,43 163,65 221,33 23,45 

 Total 212 117,84 163,93 161,88 221,33 23,30  

eIF4G ausente 117 72,91 153,79 153,07 210,89 24,59 0,01 

 presente 77 123,89 163,59 162,54 209,62 21,33 

 Total 194 72,91 157,68 155,45 210,89 23,79  

eIF5A ausente 124 109,88 152,73 150,19 225,50 20,50 0,47 

 presente 85 118,08 154,81 150,79 209,60 20,43 

 Total 209 109,88 153,57 150,48 225,50 20,45  

          
 
  



 
 Estdiamento  

M 

n Mínimo Média Mediana Máximo Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 

p 

eIF4E ausente 203 117,84 163,79 160,95 221,33 23,44 Teste não 

paramétrico 

para amostras 

indepentes: 

Teste U de 

Mann-

Whitney 

0,17 

 presente 12 129,34 172,95 173,19 216,40 23,82 

 Total 215 117,84 164,30 161,95 221,33 23,50  

eIF4G ausente 186 72,91 157,71 155,59 210,89 24,05 0,47 

 presente 10 132,56 162,53 163,57 188,22 19,66 

 Total 196 72,91 157,96 155,59 210,89 23,83  

eIF5A ausente 198 109,88 153,49 150,37 225,50 20,52 0,48 

 presente 13 123,79 155,77 156,04 199,53 18,48 

 Total 211 109,88 153,63 150,79 225,50 20,36  

          

 
Grau nuclear n Mínimo Média Mediana Máximo 

Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 
p 

eIF4E 1 13 121,26 159,77 154,54 207,09 27,88 Teste não 

paramétrico 

para amostras 

indepentes: 

Kruskal-

Wallis 

0,31 

 2 71 120,29 163,42 157,94 221,33 25,76 

 3 147 117,84 166,13 164,91 217,32 22,11 

 Total 231 117,84 164,94 161,97 221,33 23,58  

eIF4G 1 9 142,07 161,55 153,82 207,37 19,74 0,6 

 2 63 125,96 157,21 154,59 206,43 19,48 

 3 143 72,91 159,02 160,36 210,89 25,33 

 Total 215 72,91 158,60 156,46 210,89 23,48  

eIF5A 1 10 121,25 150,12 149,18 185,25 17,67 0,12 

 2 66 109,88 150,57 146,78 209,60 20,47 

 3 151 118,26 155,82 154,13 225,50 21,36 

 Total 227 109,88 154,04 150,48 225,50 21,03  

          

 
Inflamação n Mínimo Média Mediana Máximo 

Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 
p 

eIF4E ausente  141 119,34 164,37 159,44 221,33 23,98 Teste para 

amostras 

independentes: 

teste-t para 

igualdade de 

médias 

0,84 

 presente  87 117,84 165,00 166,17 217,32 22,83 

 Total 228 117,84 164,61 161,88 221,33 23,50  

eIF4G ausente  126 123,73 160,59 156,68 209,62 20,30 0,14 

 presente  86 72,91 155,76 155,44 210,89 25,66 

 Total 212 72,91 158,63 156,33 210,89 22,70  

eIF5A ausente  134 109,88 153,33 150,11 224,33 21,76 0,79 

 presente  90 118,26 154,06 150,37 225,50 19,03 

 Total 224 109,88 153,62 150,22 225,50 20,67  

          
  



 
 Invasão 

vascular 

n Mínimo Média Mediana Máximo Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 

p 

eIF4E ausente  220 117,84 164,75 161,88 221,33 23,29 Teste não 

paramétrico 

para amostras 

indepentes: 

Teste U de 

Mann-

Whitney 

0,76 

 presente  9 122,08 162,45 163,87 212,29 27,73 

 Total 229 117,84 164,66 161,95 221,33 23,42  

eIF4G ausente  206 72,91 158,18 155,90 210,89 23,70 0,22 

 presente  8 148,51 167,06 165,99 198,89 16,15 

 Total 214 72,91 158,51 156,33 210,89 23,50  

eIF5A ausente  217 109,88 153,59 150,17 225,50 20,72 0,26 

 presente  9 129,32 162,83 159,15 224,33 27,52 

 Total 226 109,88 153,96 150,37 225,50 21,03  

          
 Invasão 

linfática 

n Mínimo Média Mediana Máximo Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 

p 

eIF4E ausente  176 117,84 164,99 161,16 221,33 23,67 Teste para 

amostras 

independentes: 

teste-t para 

igualdade de 

médias 

0,69 

 presente  53 122,08 163,55 163,80 212,43 22,74 

 Total 229 117,84 164,66 161,95 221,33 23,42  

eIF4G ausente  167 72,91 158,26 155,61 210,89 24,20 0,75 

 presente  47 123,73 159,39 159,93 204,04 21,02 

 Total 214 72,91 158,51 156,33 210,89 23,50  

eIF5A ausente  180 109,88 154,42 150,93 225,50 20,83 0,53 

 presente  46 118,26 152,15 149,73 224,33 21,97 

 Total 226 109,88 153,96 150,37 225,50 21,03  

          
 Invasão 

perineural 

n Mínimo Média Mediana Máximo Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 

p 

eIF4E ausente  202 117,84 165,16 161,88 221,33 23,66 Teste não 

paramétrico 

para amostras 

indepentes: 

Teste U de 

Mann-

Whitney 

0,59 

 presente  27 119,34 160,92 163,43 194,34 21,58 

 Total 229 117,84 164,66 161,95 221,33 23,42  

eIF4G ausente  192 72,91 158,45 155,45 210,89 24,16 0,78 

 presente  22 123,89 159,02 159,52 192,83 17,08 

 Total 214 72,91 158,51 156,33 210,89 23,50  

eIF5A ausente  204 109,88 154,42 151,45 225,50 21,04 0,23 

 presente  22 118,36 149,71 145,99 194,46 20,94 

 Total 226 109,88 153,96 150,37 225,50 21,03  

          
 
  



 
 Recorrencia n Mínimo Média Mediana Máximo Desvio 

Padrão 

Teste 

estatístico 

p 

eIF4E Não ocorreu 194 117,84 164,53 160,66 221,33 24,24 Teste para 

amostras 

independentes: 

teste-t para 

igualdade de 

médias 

0,48 

 Ocorreu  37 120,14 167,11 163,80 216,40 19,91 

 Total 231 117,84 164,94 161,97 221,33 23,58  

eIF4G Não ocorreu 185 78,74 158,71 156,19 210,89 23,05 0,87 

 Ocorreu  30 72,91 157,89 158,35 203,78 26,40 

 Total 215 72,91 158,60 156,46 210,89 23,48  

eIF5A Não ocorreu 195 109,88 153,54 150,05 225,50 21,13 0,46 

 Ocorreu  33 121,41 156,41 156,04 195,17 20,51 

 Total 228 109,88 153,96 150,37 225,50 21,02  
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