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RESUMO

Marin DKK. Investigagao funcional do gene ANAPC13 na progressao do
carcinoma de mama. S&o Paulo; 2015. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacéao

Antdnio Prudente].

O cancer de mama é o segundo tipo de tumor maligno mais incidente entre
as mulheres e é responsavel por uma alta taxa de mortalidade no mundo. De
acordo com os tipos histologicos, o carcinoma ductal de mama ¢é o tipo mais
frequente e pode manifestar-se na forma in situ (DCIS) e/ou invasivo (IDC).
O DCIS pode evoluir para o IDC, portanto, algumas lesbes in situ podem
coexistir com células malignas invasivas, sendo neste caso, classificadas
como carcinoma ductal invasivo com presenga do componente in situ (DCIS-
IDC). Um estudo anterior do nosso grupo identificou genes que
apresentaram-se diferencialmente expressos entre as células capturadas de
duas lesdes pré-malignas, do DCIS puro e do componente in situ que
coexistem com a lesdo invasiva (DCIS-IDC), com o intuito de descobrir
genes potencialmente envolvidos nos estagios iniciais da progressdo do
DCIS. Entre os genes que apresentaram-se diferencialmente expressos, o
gene ANAPC13 foi um dos genes candidatos selecionados como gene
envolvido na progressao do carcinoma ductal de mama por apresentar
expressado gradativamente diminuida ao longo do curso da progressédo do
cancer. Nesse trabalho, a fungdo de ANAPC13 foi investigada em ensaios in
vitro através de transfecgcdo permanente para inducido de alta e baixa
expressdo de ANAPC13 nas linhagens de adenocarcinoma de mama MCF-7
e MDA-MB-231, que apresentam diferengas no potencial invasivo. A
diminuicao da expressdo de ANAPC13 levou a um aumento da aquisicdo de
um fendtipo mais invasivo nas células MDA-MB-231, assim como, o
aumento na expressdao de ANAPC13 levou a uma maior adesao nestas
células. Para a linhagem MCF-7, o aumento da expressdo de ANAPC13

levou a maior proliferacdo celular. Em adicao, foram realizados estudos dos



perfis de expressao para identificar genes cuja expressao foi comodulada
pelos diferentes niveis de ANAPC13 nas duas linhagens celulares. Na
linhagem MCF-7, entre os grupos de genes coregulados, foi observado
enriquecimento principalmente de processos relacionados ao ciclo celular,
enquanto que, para a linhagem MDA-MB-231 os genes coregulados estado
principalmente relacionados ao desenvolvimento embrionario e ao
movimento celular, corroborando com os resultados obtidos in vitro. Assim, o
trabalho confirma o envolvimento de ANAPC13 na progress&o do carcinoma
ductal in situ de mama e abre novas possibilidades de estudo dos novos

genes relacionados a este processo.



SUMMARY

Marin DKK. [Functional investigation of ANAPC13 gene in the
progression of carcinoma of the breast]. S&do Paulo, 2015. [Dissertagao de
Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Breast cancer is the second most frequent cancer in women and is
responsible for high mortality rates worldwide. According to histological
subtypes, ductal carcinoma of the breast is the most frequent and and can
manifest as in situ (DCIS) and/or invasive (IDC). DCIS lesions might progress
to IDC; therefore, some in situ lesions can coexist with invasive malignant
cells, and these lesions classified as IDC with coexisting DCIS (DCIS-IDC). A
previous study conducted by our group identified differentially expressed
genes between pure DCIS and in situ component of IDC (DCIS-IDC) using
cells collected by laser capture microdissection, and helped identify genes
possibly involved with the early stages of DCIS progression. Among these
differentially expressed genes, ANAPC13 correlated with the progression of
ductal carcinoma of the breast, by presenting a graduate decrease in
expression through the course of cancer progression. Accordingly, the
ANAPC13 protein function was investigate using in vitro assays that mimic
tumorigenesis and tumor progression by using MCF-7 and MDA-MB-231
adenocarcinoma cell lines that present differences in their invasive and
proliferative potential. We observed that decreased expression of ANAPC13
increased invasiveness for MDA-MB-231 cell line and that increased
ANAPC13 expression in the MCF-7 cell line led to higher cell proliferation
and increased cell adhesion. We conclude that ANAPC13 may play a key
role in both cell proliferation and cell invasion, depending on the cellular
context. In addition, studies conducted to see comodulated genes by
ANAPC13 in MCF-7 cell line are genes related to cell cycle. MDA-MB-231
cell line correlated to genes mainly related to the embryonic development
and cell movement, corroborating with the in vitro results and opening up
new possibilities for studies of new pathways related to this gene.
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1 INTRODUGAO

1.1 CARCINOMA DE MAMA

1.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no
mundo e o mais incidente entre as mulheres, com exce¢ao dos casos de
cancer de pele ndo melanoma. No ano de 2012 foram diagnosticados 1.7
milhdes de casos no mundo (IARC 2014), e no Brasil, foram estimados
57.120 novos casos para o ano de 2015, como observado na Figura 1

(Ministério da Saude 2014).

Pele ndo melanoma NG 33.710

Mama [ 57.120
Célon e reto I 17.530

Colo do utero [l 15.590
Traqueia, brénquio e pulméo i 10.930
Glandula tireoide [Jj 8.050
Estémago [ 7.520
Corpo do utero [ 5.900

Fonte: Modificado de Ministério da Saude (2014)
Figura 1 - Estimativa de novos casos para o biénio de 2014-2015. O tipo de

tumor mais incidente entre as mulheres, exceto os de pele ndo melanoma, € o cancer de

mama, com incidéncia estimada de 57.120 novos casos para 2014-2015.



As taxas de mortalidade por cancer de mama sao elevadas, sendo a
maior causa de mortes relacionadas a cancer em mulheres a nivel global
(ELLIS et al. 2003). No Brasil, foram contabilizadas 13.345 mortes por
cancer de mama, sendo 120 de homens e 13.225 de mulheres (Ministério da
Saude 2014).

Os fatores externos ambientais, genéticos e estilo de vida podem
modular os riscos de desenvolver cancer de mama. Existem diversos fatores
de risco relacionado, sendo que os principais sao idade; sexo; exposi¢ao a
horménios; fatores de risco genéticos e historia familiar de cancer de mama

(American Cancer Society-ACS 2015).

1.1.2 Tipos histolégicos do carcinoma mamario

A mama feminina normal adulta representa uma estrutura
arborescente e ramificada, sendo composta por elementos epiteliais e
estromais. O componente epitelial da mama € organizado em Idbulos e
ductos, como demonstrado na Figura 2. O estroma é composto por
quantidade variavel de tecido adiposo e tecido conectivo fibroso, que
compreende a maior parte do volume da mama no estado nio lactente

(SCHNITT 1995).



lobulo

ducto

Fonte: Modificado de ACS (2015).
Figura 2 - Estrutura anatébmica da mama feminina normal. Na figura estéo

evidenciados um lébulo e um ducto.

Cerca de 20 tipos de cancer de mama ja foram identificados (OMS),
dentre estes, os tipos mais comuns entre as mulheres sdo o carcinoma
lobular (LC) e o carcinoma ductal (DC), sendo que este ultimo corresponde a
80% de todos os tumores de mama (BOMBONATI e SGROI 2011). As
diferencas entre LC e DC envolvem caracteristicas histologicas, biologicas e
clinicas. Os carcinomas do tipo lobular sdo predominantemente positivos
para os receptores hormonais (ER e PR) e normalmente sao mais
homogéneos do que os carcinomas ductais. As lesdes invasivas do tipo
lobular possuem menor indice proliferativo e menor grau patolégico quando
comparadas aos IDC (RAGUNATH et al. 2012).

O carcinoma de mama pode manifestar-se na forma in situ (DCIS ou

LCIS) ou invasiva (IDC ou ILC). O carcinoma in situ € uma lesdo que



compreende células em divisdo anormal, porém delimitada aos ductos ou
I6bulos mamarios, sem extravasamento para o estroma; enquanto que o
carcinoma ductal ou lobular invasivo é caracterizado por células com
caracteristicas  mesenquimais, que apresentam uma profunda
heterogeneidade genética, morfologica e clinica (BOMBONATI e SGROI

2011; ESPINA e LIOTTA 2011).

1.1.3 Classificagao molecular e imunofenotipica de tumores mamarios
invasivos

O carcinoma de mama invasivo, principalmente do tipo ductal, € uma
doenca heterogénea causada por alteragées moleculares que podem ocorrer
em diversos tipos celulares (PEROU et al. 2000; SORLIE et al. 2001;
WEIGELT e REIS FILHO 2009). A heterogeneidade pode dar origem a
manifestacbes clinicas e morfolégicas diferentes e consequentemente,
resultar em diferenca nas respostas terapéuticas. Os avancos no estudo da
biologia molecular da progressao do cancer de mama tem promovido a
descoberta de novos marcadores e de novos alvos terapéuticos, assim como
uma melhor estratificagdo dos pacientes baseado em critérios moleculares,
com intuito de contribuir na melhoria da sobrevida e redu¢do da morbidade e
a mortalidade destas pacientes (BOMBONATI e SGROI 2011).

Atualmente, o carcinoma ductal invasivo pode ser classificado
principalmente de acordo com os critérios estabelecidos para

imunohistoquimica/fluorescéncia (IHQ/FISH) e estratificado com base na



presenca de receptores hormonais (ER e PR) e HER2 (TOSS e
CRISTOFANILLI 2015).

Em adicéo ao trabalho de PEROU et al. (2000), que identificou quatro
subtipos do cancer de mama, a taxonomia molecular proposta por SORLIE
et al. em 2001, identificou cinco subtipos da doenca a partir de dados obtidos
de microarranjos de cDNA, sendo eles: luminal A, luminal B, basal, HER2
(superexpressao) e normal-like.

Estes subtipos moleculares apresentam cursos clinicos diferentes,
assim como diferentes respostas a tratamentos (SORLIE et al. 2001;
BERTUCCI et al. 2005), portanto, a divisdo é importante para que os
diferentes subtipos recebam um tratamento mais especifico de acordo com a
expressao molecular do tumor.

O Consenso Internacional de Especialistas de Saint Gallen, a partir da
classificagdo molecular, propés uma classificacdo baseada em marcadores
de imunohistoquimica comumente usados na rotina (receptores de
estroégeno, progesterona, HER2, Ki-67) acrescida da analise genbmica de
amplificagdo do gene HER2. Dessa forma, os tumores de mama tem sido
categorizados com base na classificagdo imunofenotipica em luminal A/B,
hiperexpressao de HER2 e triplo-negativo (GOLDHRIRSH et al. 2013). Os
subtipos luminal A e luminal B representam tumores de grau intermediario,
caracterizados pela expressao de genes que sdao normalmente expressos
por células ductais normais. O subtipo luminal A apresenta alta expressao de
genes relacionados aos receptores de estrédgeno e progesterona, assim

como baixa expressdo de genes associados a proliferacdo, além de baixa



expressao de HERZ2; enquanto que o subtipo luminal B apresenta baixa
expressao de genes relacionados a ER, superexpressao de HER2 e alta
expressdo de genes relacionados a proliferagao celular. O subtipo HER2
normalmente representa tumores de alto grau e ¢é principalmente
caracterizado pela superexpressao de HERZ2 e baixa expressao de ER e PR.
O subtipo basal engloba tumores de alto grau com expressao de
citoqueratinas, estes tumores normalmente apresentam necrose e infiltrado
linfocitario. Além disso, os tumores do subtipo basal sdo caracterizados pela
baixa expressao de ER, PR e HER 2 (PEROU et al. 2000; BOMBONATI e
SGROI 2011).

O carcinoma ductal in situ (DCIS) pode ser classificado através dos
mesmos subtipos moleculares do carcinoma invasivo por analise de
expressao génica. Entretanto, a classificagdo de Saint Gallen nao € aplicavel
ao DCIS. Atualmente, ndao ha uma classificacdo molecular clinicamente
estabelecida para o DCIS que auxilie na predicao do progndstico (ZHOU et

al. 2013).

1.2 PROGRESSAO DO CARCINOMA DUCTAL DE MAMA

O carcinoma ductal in situ € considerado como uma proliferagao pré-
maligna de células epiteliais neoplasicas, e a progressdo do carcinoma
ductal de mama € caracterizada pelo extravasamento de células que
adquirem um fenotipo invasivo e invadem o tecido adjacente. As alteragdes

genéticas que promovem a aquisigdo do fenodtipo invasivo em células



intraductais (DCIS) ainda n&o sao totalmente conhecidas e tem sido alvo de
estudo de diversos grupos (SCHUETZ et al. 2006; CASTELLANA et al. 2012;
KNUDSEN et al. 2012; LIAO et al. 2012), incluindo o nosso (CASTRO et al.
2008; SENS-ABUAZAR et al. 2012).

Em 1973, foi proposto por WELLINGS e JENSEN que DCIS é um
precursor de IDC. Esta teoria € atualmente suportada baseada em
observacdes a nivel molecular que demonstraram que muitas lesées IDC
possuem semelhangas genéticas com DCIS. Além disso, na maioria dos
casos, no momento do diagnéstico de IDC, sdo encontrados DCIS
adjacentes (COWELL et al. 2013).

O nosso grupo, através de técnicas de microarranjos de cDNA e de
microdissecgao a laser (LCM), realizou uma comparagao entre grupos de
células capturadas de lesbes mamarias que mimetizam a progressao do
carcinoma ductal (células normais, células de DCIS puro, células capturadas
do componente in situ que coexistem com IDC (DCIS-IDC) e células de IDC)
com o objetivo de identificar em qual momento da progressao as células
exibem maior alteragdo em nivel de expressao génica que as tornam aptas a
invadir os tecidos adjacentes. Como resultado, foi observado que as células
intraductais puras e as células do componente in situ que coexistem com
lesdes invasivas (DCIS-IDC) apresentaram diferengcas moleculares
significantes, contradizendo a semelhanga morfolégica entre estes dois
grupos de células. Este resultado sugere que as alteragdes moleculares,

importantes para a aquisi¢cao da capacidade de invasao, ocorrem nas células



epiteliais de lesbes pré-invasivas, antes de alteragbes morfolégicas
(CASTRO et al. 2008).

Em um segundo momento, o grupo, explorando diferengas
moleculares entre populacdes de células presentes em lesdes pré-invasivas
(DCIS puro) e no componente in situ de DCIS-IDC, caracterizou alguns dos
genes que apresentaram alteragdes significativas no nivel de expressao
génica, tanto em nivel de mRNA quanto de proteina, destacando o potencial
destes genes estarem envolvidos com a progressao do tumor (CASTRO et
al. 2008; SENS-ABUAZAR et al. 2012). O gene ANAPC13 (subunidade 13
do Complexo Promotor de Anafase (APC/C)), um dos genes avaliados,
codifica uma proteina com mesmo nome, e apresentou potencial como
biomarcador de predigao de progressao de DCIS puro e de progndstico para
lesdo invasiva (IDC). Além disso, a diminuicdo de expressdao de ANAPC13
também foi associada com maior instabilidade genémica em amostras de
IDC e com pior sobrevida global e sobrevida livre de doenca (SENS-

ABUAZAR et al. 2012).

1.3 COMPLEXO PROMOTOR DE ANAFASE (APC/C)

O Complexo Promotor de Anafase ou Ciclossomo (APC/C) é
composto por 14 subunidades e possui um tamanho de 1.5 MDa. Este
complexo é encontrado no nucleo de células interfasicas e posteriormente
passa para o citoplasma onde se associa com partes dos fusos mitéticos

(PETERS 2006; JIANG et al. 2012).



Para que ocorra a segregacao dos cromossomos, inicialmente deve
haver a separagao das cromatides-irmas. Na metafase, o APC/C inicia este
processo por ubiquitilacdo da SECURINA, uma pequena proteina que
funciona como co-chaperona e como inibidor da protease SEPARASE. Uma
vez ativada, a SEPARASE cliva a SCC1, subunidade da COESINA, um
complexo que mantém as cromatides-irmas unidas, permitindo a separacao
das cromatides-irmas. A desregulacédo do APC/C pode estar associada a
tumorigénese por aumentar a proliferacéo celular ou por causar instabilidade
genética (PETERS 2006, BARFORD 2011; JIANG et al. 2012; SIVAKUMAR
e GORBSKY 2015).

O APC/C apresenta-se na forma inativa na auséncia dos co-
ativadores, que podem ser a proteina CDC20 ou a CDH1, dependendo do
momento do ciclo celular. As proteinas co-ativadoras promovem ubiquitilagao
aumentando a interagdo do APC/C com as enzimas E2 (CHANG et al. 2014),
e apresentam atividade em diferentes momentos. A proteina CDC20 liga-se
ao APC/C fosforilado no inicio da mitose e conduz a degradacédo dos
substratos da prometafase e metafase, enquanto que, durante a anafase e a
fase G1, a proteina CDC20 é substituida por CDH1, como demonstrado na

Figura 3 (SIVAKUMAR e GORBSKY 2015).
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Fonte: Modificado de SIVAKUMAR e GORBSKY (2015)
Figura 3 - Funcdo do APC/C durante a mitose. Durante a mitose, o APC/C marca
algumas proteinas para degradagdo por ubiquitilagdo. O APC/C unido a CDC20 (APC/C-

CDC20) ubiquitila substratos durante o inicio e o meio da mitose, entéo, a partir da anafase,
a proteina CDC20 ¢é substituida por CDH1 (APC/C-CDH1) até a fase G1. Durante a
prometafase a atividade de APC/C-CDC20 de ubiquitilagao da SECURINA e da CICLINA B1
€ suprimida pelo ponto de checagem do fusos. Na metéafase, o ponto de checagem do fuso
¢é silenciado e a ubiquitilagdo da SECURINA e CICLINA B1 é maximizada novamente. Ao
final da mitose, o APC/C-CDH1 ubiquitila CDC20, Aurora quinase e PLK1 (Polo-like kinase
1). Na transig¢éo para G1, APC/C-CDH1 ¢ inativada.

O APC/C é organizado em trés dominios estruturais nomeados de
‘plataforma’, nucleo catalitico e ‘lampada em arco’, conforme ilustrado na
Figura 4. O dominio ‘plataforma’ constitui uma base que mantém as
subunidades do APC/C unidas. O nucleo catalitico, de forma isolada, ndo é
suficiente para recrutar os substratos eficientemente, porém, juntamente com
a enzima E2, este pode promover uma pequena atividade de ubiquitilagdo. O
subcomplexo de ‘lampada em arco’ consiste em diversas proteinas

estruturais, que correspondem a mais de 80% da massa do APC/C

(PETERS 2006; HERZOG et al. 2009).
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Fonte: Adaptado de PETERS (2006)
Figura 4 - Modelo da estrutura tridimensional do Complexo Promotor de

Anafase (APC/C) humano. Em vermelho estd representado o subcomplexo
denominado ‘plataforma’ na parte inferior, e na parte superior esquerda esta representado o
subcomplexo denominado ‘l@mpada em arco’. A subunidade APC2 (representada em
amarelo, no centro) esta localizada no nucleo catalitico do complexo. A proteina CDH1 esta

representada como um dos co-ativadores do APC/C.

O subcomplexo plataforma € composto pelas proteinas APC1, APC4,
APC5 e APC15. O nucleo catalitico € composto pelas subunidades APC2,
APC11 e APC10 e o subcomplexo lobo TPR engloba as proteinas APCS,
APC6, APC3 e APC7. As proteinas acessoérias sdo importantes para a
estabilizagdo do APC/C, entre elas esta o ANAPC13 que interage com

APC3, APC6 e APCS.

1.3.1 Subunidade 13 do Complexo Promotor de Anafase (ANAPC13)
O ANAPC13 foi identificado inicialmente no Complexo Promotor de
Anafase (APC/C) de leveduras, sendo denominado APC13, produto do gene

SWM1 (UFANO et al. 1999). Esta proteina foi conservada evolutivamente
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como parte do APC/C, sendo necessaria para atividade e a integridade da
ubiquitina ligase (SCHWICKART et al. 2004).

Como citado anteriormente, a proteina ANAPC13 é uma subunidade
do APC/C e possui importancia na estabilidade e na organizagdo da
estrutura do Ciclossomo, estabilizando as proteinas APC3, APC6 e APCS8
(Figura 5), que sao subunidades do APC/C localizadas especificamente no
dominio do subcomplexo ‘lampada em arco’, também chamado de Tetratrico
Peptide Repeat (TPR), a qual serve de suporte estrutural para o
recrutamento dindmico de substrados do APC/C (PASSMORE et al. 2003;
SCHWICKART et al. 2004; THORNTON et al. 2006; BARFORD 2011;

CHANG et al. 2014; YAMAGUCH I et al. 2015).
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Fonte: Adaptado de SIVAKUMAR e GORBSKY (2015)
Figura 5 - Organizagcdo estrutural do Complexo Promotor de Anafase

(APC/C). Em azul estéo representadas as proteinas da ‘lampada em arco’ ou TPR; em
verde estdo representadas as subunidades pertencentes ao subcomplexo denominado
‘plataforma’; em amarelo estdo as proteinas do nucleo catalitico. Em laranja estao
representadas as proteinas co-ativadoras do APC/C: CDC20 ou CDH1. ANAPC13
(APC13/SWM1) esta localizada no centro do APC/C como proteina acessoria importante
para a estabilidade das subunidades APC3, APC6 e APC8. APC é o gene ortdlogo de
ANAPC13.
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O papel de ANAPC13 ainda ndo é bem compreendido e ha pouca
informacédo na literatura, entretanto, o nosso grupo de pesquisa, em um
estudo anterior observou uma diminuicdo da expressdo de ANAPC13 ao
longo da progressdo do carcinoma ductal de mama usando amostras
representativas dos grupos de DCIS puro, componente in situ de DCIS-IDC
e amostras de IDC. Além disso, a diminuicdo da expressao de ANAPC13 foi
associada a maior instabilidade genbébmica em amostras de IDC. Outro
achado importante deste estudo foi que pacientes cujo tumor apresentou
marcagao positiva para ANAPC13 apresentaram maior sobrevida global e
sobrevida livre de doenca (SENS-ABUAZAR et al. 2012). Estes resultados
ressaltam a importadncia de investigar o papel funcional da proteina

ANAPC13 na tumorigénese in vitro.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Investigar em modelos celulares, o impacto do aumento e da
diminuicdo no nivel de expressdo de ANAPC13 nos processos envolvidos na

progressao do carcinoma ductal em mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar a influéncia da superexpressao e do silenciamento de
ANAPC13 em ensaios funcionais que mimetizam o processo de
proliferacao, ciclo celular, viabilidade, migragao, invasao e localizagao
nas linhagens de adenocarcinoma de mama humano MCF-7 e MDA-
MB-231.

2 Avaliar a expressao de genes comodulados por ANAPC13 nas
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Avaliar o papel do ANAPC13 no

crescimento tumoral in vivo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES

Modelos de linhagens celulares sdo amplamente utilizados na
pesquisa do cancer por possuir a vantagem de ser de facil manuseio,
permitir a realizacdo de diversos ensaios, e por serem representativas de
varios tipos tumorais (CHARAFE-JAUFFRET et al. 2009).

Em um trabalho anterior do grupo, foi realizada uma avaliagédo da
expressdo de ANAPC13 a nivel transcricional e proteico através de RT-
gPCR e Western Blot, respectivamente. Foram testadas seis linhagens
celulares de mama com diferentes caracteristicas: MCF-10 (normal nao
tumorigénica), HB4a (normal ndo tumorigénica), C5.2 (célula néo
tumorigénica derivada da linhagem HB4a transfectada para superexpressao
de HER2), MCF-7 (tumoral, luminal B), SKBR-3 (tumoral, superexpresséo de
HER2) e MDA-MB-231 (tumoral, basal). Como resultado, foi observado que
a linhagem MDA-MB-231 apresenta maior expresséao relativa de ANAPC13 a
nivel transcricional, seguida pela linhagem MCF-7 (Figura 6) (SENS-
ABUAZAR 2012).

As linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 s&o adenocarcinomas de mama
derivadas de efusao pleural (ATCC). A linhagem MCF-7 apresenta o perfil
molecular do subtipo luminal B (ER+, PR+, HER2-) e a linhagem MDA-MB-

231 pertence ao subtipo basal (ER-, PR-, HER2 normal), ambas com alto
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indice proliferativo avaliado através de Ki-67 (CHEKHUN et al. 2013). Estas
linhagens possuem alta eficiéncia de transfec¢do, sédo frequentemente

utilizadas em estudos funcionais de cancer de mama in vivo (LACROIX e

LECLERCQ 2004).
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Fonte: SENS-ABUAZAR (2012)
Figura 6 - Expressdao de ANAPC13 avaliada em 6 linhagens celulares de

mama. A: Expressao relativa de mRNA de ANAPC13 avaliada por RT-gPCR. B: Expressao

proteica de ANAPC13 avaliada por Western Blot. Foi avaliado o nivel de expressédo de
mRNA e de proteinas nas linhagens MCF10, HB4a, C5.2, MCF-7, SKBR-3 e MDA-MB-231.

Assim, as amostras utilizadas neste trabalho foram as linhagens
celulares de adenocarcinoma de mama humano MDA-MB-231 (HTB-26)
(ER-, PR-, HER2 normal (basal-like)) e MCF-7 (HTB-22) (ER+, PR+, HER2-
(luminal B)), ambas epiteliais e derivadas de sitios metastaticos, foram

adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD).
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As culturas foram mantidas conforme instrugcbes do fornecedor
(ATCC). A linhagem MCF-7 foi cultivada em meio de cultura DMEM
acrescido de 0,01 mg/mL de insulina humana recombinante e 10% de soro
fetal bovino (SFB). Para a linhagem MDA-MB-231 foi utilizado o meio de
cultura DMEM-F12 com adigdo de 10% de soro fetal bovino. Em ambos
meios de cultura foi acrescentado 1% de solugdo antibidtica
penicilina/estreptomicina (Invitrogen®). As células foram mantidas em estufa

umidificada com 5% de CO, e mantidas a 37°C.

3.2 PREPARAGAO DE DNA PLASMIDIAL

3.2.1 Transformagao bacteriana
Em um trabalho anterior do grupo, foi realizada a construgdo de
sequéncias ‘senso’ e ‘anti-senso’ do gene ANAPC13 utilizando o plasmideo

pcDNA™3.1/myc-HisA (Invitrogen®) (Figura 7) (SENS-ABUAZAR 2012).



Primer Forward EcoRV Xbal Primer Reverse

—) {———

Primer Reverse

—)  —
T e |

Fonte: Modificado de Invitrogen® (2010)

Figura 7 - Construgdes dos plasmideos para ensaios funcionais. A: Sequéncia
‘senso’ do gene ANAPC13 na parte superior da figura. B: Construgdo com a sequéncia ‘anti-
senso’ do gene ANAPC13. Estdo representados respectivamente: sitio promotor T7
presente no plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA (em roxo); MCS (Multiple Cloning Site - Sitio
Multiplo de Clonagem) em azul; sequéncias ‘senso’ e ‘anti-senso’ do gene ANAPC13 em
azul claro; cauda de polihistidina em turquesa; e em seguida o sitio BGH em cinza. Em cada
construgdo estdo indicadas as enzimas de restricdo utilizadas. Para inserir a sequéncia
‘senso’ de ANAPC13 no vetor foram utilizadas as enzimas EcoRV e Xbal e para inserir a

sequéncia ‘anti-senso’ foi utilizada apenas a EcoRV para ambas as extremidades.
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Considerando a quantidade de plasmideos da construgao ‘anti-senso
suficiente para realizar as transfeccbes celulares, foi realizada a
transformacao bacteriana apenas para obtencdo de plasmideos com a
construcao ‘senso’ para as posteriores transfecgoes.

A transformacdo de bactérias E. coli DH10B eletrocompetentes foi
realizada através de eletroporagao, sendo utilizado 10 ng/uL (20 ng no total)
de DNA plasmidial previamente purificado e sequenciado da construcio
‘senso’. Imediatamente apds a eletroporacéo, foram adicionados 1000 uL de
meio de cultura Luria-Bertani (LB) (Triptona 1%, NaCl 1%, extrato de
levedura 0,5%) a aliquota de bactérias transformadas, que em seguida
foram incubadas durante 1 hora a 37°C a 80 rotagdes por minuto (rpm) em
agitador orbital.

Em placas de meio LB sdlido (meio de cultura LB com agar 2%)
contendo 50 pg/mL de Ampicilina, foram semeados 150 pL da transformagao
bacteriana. As placas foram incubadas em estufa a 37°C durante
aproximadamente 16 horas até o aparecimento de coldnias. As colbnias que
cresceram isoladas apdés o periodo de incubacdo foram parcialmente
removidas da placa e inoculadas em placas de 96 pocos contendo 100 pL de

meio LB liquido.

3.2.2 PCR das coldnias selecionadas
As bactérias de colbnias isoladas que cresceram em meio liquido
apos a transformacdo bacteriana descrita no item 3.2.1 foram utilizadas

como DNA molde para a Reagdo em Cadeira da Polimerase (PCR — do
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Inglés Polymerase Chain Reaction) de colbnia para confirmacdo da
presenca do inserto.

A PCR das col6nias foi realizada utilizando-se 1 yL do DNA molde, 0,1
ML da enzima Taq Polymerase (Invitrogen®), 2 mM de cloreto de magnésio
(MgCly), 200 nM de oligonucleotideos iniciadores T7 (Forward) e Bovine
Growth Hormone (BGH) (Reverse) (Quadro 1). A reagao foi iniciada a 94°C
por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 30
segundos e 72°C por 30 segundos, e um passo de extensdo final de 7
minutos a 72°C.

Os produtos da PCR de col6nia foram aplicados em gel de agarose
1% corado com Syber Safe DNA gel stain (Invitrogen®). A partir do resultado
da PCR, foram escolhidos clones de bactérias que apresentaram bandas
unicas e de tamanho esperado (aproximadamente 435 pares de bases (pb))
para a construcdo ‘senso’. Estes clones foram submetidos a extragao
plasmidial seguindo o protocolo do kit Midiprep (QIAGEN®), e em seguida

foram sequenciados.

Quadro 1 - Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores utilizados nas PCRs
de colbnia

TAATACGACTCACTATAGGG
T7 (Forward 5°-3°)

CTCGACTGTGCCTTCTA

BGH (Reverse 3’-5%)

3.2.3 Sequenciamento dos plasmideos
Os plasmideos selecionados apdés o resultado da PCR de colbnia

foram sequenciados através do método de Sanger (eletroforese capilar). A
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reacao foi realizada utilizando-se a enzima BigDye® Terminator v3.1
(Applied Biosystems®) e 200 nM dos oligonucleotideos iniciadores T7
(Forward) e BGH (Reverse) (Quadro 1), em um volume total de 10 pyL. A
reacao foi realizada inicialmente a 95°C por 2 minutos, seguidos de 40 ciclos
de amplificagao de 95°C por 18 segundos e 60°C por 4 minutos. Todos os
fragmentos foram sequenciados nos sentidos forward e reverse no
equipamento ABI3130XL Genetic Analyzer (Life Technologies®).

As sequéncias obtidas foram analisadas com o programa CLC
Genomics Workbench (CLCBio®) e alinhadas utilizando-se como referéncia

a RefSeq NM_015391.3 (variante 1 do gene ANAPC13).

3.3 TRANSFECGAO EM LINHAGENS CELULARES

As linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 foram transfectadas de
forma a se obter trés diferentes condigdes: ANAPC13-UP (alta expresséo),
ANAPC13-DOWN (baixa expressdo) e MOCK (pcDNAS3.1/myc-HisA). As
células selvagens de ambas as linhagens foram utilizadas como controle nos
ensaios.

Em placas de 6 pogos foram adicionadas 2x10° células/poco e as
células foram mantidas a 37°C e 5% de CO, de modo a atingirem
aproximadamente 80% de confluéncia no momento da transfecgdo. Em
seguida, 2,5 pyg de DNA plasmideal/pogo foram diluidos em OptiMEM
(Invitrogen®) e transfectados nas células tumorais por meio de agente

lipofilico (Lipofectamine LTX®, Invitrogen) seguindo o protocolo determinado
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pelo fabricante. Apds 24 horas da transfecgdo, o meio foi renovado com
presenca de 500 pg/mL de Geneticina (G418) para selegcdo das células
transfectadas uma vez que o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA possui o gene
de resisténcia a este antibidtico (Neomycin) conforme ilustrado na Figura 7.
A selecao das células foi realizada durante um periodo minimo de 15 dias,
periodo no qual as células selvagens apresentaram 100% de inviabilidade
celular apds tratamento com G418. As células selecionadas foram mantidas
em cultura na presenca deste antibidtico seletivo para a realizacdo dos

experimentos.

3.4 EXTRAGAO DE RNA

As células transfectadas de ambas as linhagens foram removidas das
garrafas de cultivo com confluéncia de aproximadamente 80%, lavadas com
PBS 1x e centrifugadas. O material decantado resultante da centrifugacéo foi
submetido a extracdo de RNA.

A extracdo de RNA foi realizada utilizando o RNeasy Mini kit
(QIAGEN®) seguindo as instrugdes do fabricante. Em seguida as amostras
de RNA foram tratadas com DNase (Promega®) e analisadas no Bioanalyzer
2100 (Agilent Technologies®) e no Nanodrop (Thermo Scientific®), sendo
considerados de boa qualidade os RNAs que apresentaram Numero de
Integridade do RNA (RIN - do Inglés RNA Integrity Number) entre 9 e 10, e a

relagado 260/280 de aproximadamente 2.0 de pureza.
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3.5 SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 ug de RNA total de cada
condigdo, utilizando-se 0,5 pg de oligonucleotideo Oligo dT. Para a
transcricdo reversa foi utilizada a enzima Superscript 1l (Invitrogen®),

seguindo as recomendac¢des do fabricante.

3.6 PCR QUANTITATIVO (RT-qPCR)

A PCR em tempo real (RT-gPCR) foi realizada utilizando-se o cDNA
sintetizado a partir do RNA total das células ANAPC13-UP e MOCK das
linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. A reacdo de RT-qPCR foi realizada em
volume final de 20 uL, contendo 10 yL de SYBR Green PCR Master Mix (Life
Technologies®), 200 nM dos oligonucleotideos iniciadores e 50 ng de cDNA.

As condi¢cdes da PCR foram: 95°C por 10 minutos, seguido de 40
ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao final da
amplificacdo a temperatura aumenta gradualmente de 60°C a 95°C por 20
minutos para realizar a curva de dissociagdo. Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para os genes ANAPC13, CDH1 e VIM e os tamanhos
esperados para cada amplificado estdo representados no Quadro 2, assim
como 0s genes normalizadores utilizados: GAPDH, HPRT e ACTB. Os
normalizadores foram analisados no programa GeNorm. Os experimentos
foram realizados em ftriplicata e os graficos foram gerados através do

programa Graphpad Prism versao 6 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA,
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EUA) a partir dos dados obtidos com o programa 7500 v2.0.5 utilizando o
aparelho Applied Biosystems 7900HT Fast Real-Time PCR System (Life
Technologies®).

Cada amplificacao foi checada para a auséncia de produtos de PCR
nao especificos pela analise da Curva de Melting. A expressao do gene foi
avaliada usando o método de C; comparativo. Para a determinagao dos
valores de expressao relativa, foram feitos os seguintes calculos:

ACt = Ct gene alvo (ANAPC13) = CT gene normalizador (GAPDH)

AACt = ACT amostra (ANAPC13-UP) = ACT controle (Mock)

Expressao relativa = 2744¢T
Aos controles (MOCK) foi designado o valor de 1 para o célculo de
expressao relativa das amostras. Assim, a expressao relativa da amostra foi
obtida a partir da comparacao dos niveis de expressao de cada um deles
com o controle. Os valores foram f‘logados’ na base 2 (log2). Foram
realizadas triplicatas por amostra. O desvio maximo considerado permitido

entre as replicatas foi de 0,5 Cx.

Quadro 2 - Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores utilizados na RT-
gPCR e tamanho dos amplificados

Gene Oligonucleotideo iniciador Oligonucleotideo iniciador Tamanho do

forward 5°-3’ reverse 3'-5’ amplificado
ANAPC13 GATTGATGATGCTTGGCG GTAAGGCTAAGTCTGTCC 146 pb
CDH1 CTTGAGCCAGCTGCACAG GTGGGGTCAGTATCAGCC 165 pb
VIM CTCCCTCTGGTTGATAC CAAGGTCATCGTGATGC 106 pb
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGA GGGTCATTGATGGCAAC 102 pb
HPRT CCCACGAAGTGTTGGATATAAGC GGGCATATCCTACAACAAACTTGTC 74 pb
ACTB GCACCCAGCACAATGAAG CTTGCTGATCCACATCTGC 117 pb
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3.7 WESTERN BLOT

Para a extragdo de proteinas totais das linhagens celulares, as células
foram removidas das placas de cultura e lavadas com PBS 1x. As células
decantadas por centrifugacéo foram diluidas em tampao RIPA (Tris-HCI 50
mM pH 8.0, NaCl 150 mM, NP40 1%, deoxicolato de sédio 0,5%, SDS 0,1%
e contendo um coquetel de inibidores de fosfatases (1:100, Sigma-Aldrich,
Gillingham, UK) e coquetel de inibidores de proteases (1:100, Sigma-Aldrich,
Gillingham, UK)). A lise da membrana celular foi realizada através de choque
térmico, alternando a temperatura de -80°C para 37°C por dez vezes
promovendo a liberacdo de proteinas totais das células. A concentragao
proteica foi determinada através do protocolo baseado nas instrugdes do
fabricante do kit Qubit (Life Technologies®). Em seguida, 50 ug de proteinas
foram diluidas em tampao de amostra (Tris-HCI 62 mM pH 8.8, contendo
SDS 0,2% e B-mercaptoetanol) e reduzidas por 5 minutos a 99°C.

As proteinas foram separadas em gel de acrilamida 16% (SDS-PAGE)
em tampao de corrida (Tris 25 mM, Glicina 190 mM e SDS 0,1%, pH 8.3) por
aproximadamente duas horas. Apds a corrida, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de Nitrocelulose (poro 0.2 um) (Amersham
Biosciences®) em tampéo de transferéncia (metanol 20%, Tris base 25 mM
e Glicina 192 mM) durante noventa minutos. A membrana foi corada com
Ponceau S para confirmacgao da transferéncia das proteinas, e em seguida
lavada com acido acético. O bloqueio foi realizado com leite em pd

desnatado diluido em TBS-Tween 1x por 1 hora a temperatura ambiente sob
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agitacao, e lavada apos esse periodo com TBS-Tween 1x. Os anticorpos
primarios utilizados foram: anti-ANAPC13 (policlonal produzido em coelho,
1:500, Life Span Biosciences®), anti-E-CADERINA (monoclonal, produzido
em coelho, 1:1000, Cell Signaling®), anti-VIMENTINA (monoclonal,
produzido em coelho, 1:1000, Cell Signaling®) e anti-GAPDH (monoclonal,
produzido em camundongo, 1:2000, Cell Signaling®). Apds a incubagdo com
os anticorpos, a membrana foi lavada com TBS-Tween e incubada com os
anticorpos secundarios especificos conjugados com peroxidase: anti-lgG de
camundongo (produzido em ovelhas, 1:2000, Amersham Biosciences®); ou
anti-lgG de coelho (produzido em cavalos, 1:2000, Cell Signaling®). Apés as
lavagens com TBS-Tween, as proteinas foram detectadas com o reagente
quimioluminescente Luminata Forte Western HRP Substrate (Millipore®). As
imagens foram capturadas no equipamento UVITEC Alliance 4.7 (UVltec,

Cambridge, UK).

3.8 VIABILIDADE CELULAR (MTT - (3-(4,5-DIMETHYLTHIAZOL-

2-YL)-2,5-DIPHENYLTETRAZOLIUM BROMIDE)

Em placas de 96 pocos foram adicionadas 5x10° células/pogo
diluidas em meio contendo SFB. A viabilidade celular foi avaliada durante
um periodo de 120 horas, sendo que as leituras foram realizadas em 5
tempos diferentes (24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h). Apdés cada periodo de
incubacao, o MTT foi adicionado em todos os pogos (10 uL/poco (5 mg/mL))

e as células foram incubadas por 2 horas a 37°C a 5 % de CO,. Apds este
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periodo, o meio foi removido e foi adicionado 100 pL/poco de isopropanol. A
leitura foi realizada a 570 nm no espectrofotometro SpectraMax. Os ensaios
foram realizados duas vezes, sendo cada uma em quadruplicata. O teste
estatistico realizado foi ANOVA, seguido do Tukey, comparando todas as
condi¢gdes com todas as condigdes e considerando as comparacdes entre
as condigcdes ANAPC13-UP e ANAPC13-DOWN com os controles WT e

MOCK.

3.9 ENSAIO DE CONSUMO DE GLICOSE

Em placas de 96 pocos, foram adicionadas 2x10* células/pogo/100 pL
e incubadas a 37°C com 5% de CO, até que atingissem 100% de
confluéncia. Ao atingir esta confluéncia, o meio de cultura foi renovado e a
leitura dos niveis de glicose no meio de cultura foram realizadas em 5
momentos diferentes: 4 horas, 12 horas, 24 horas, 36 horas e 48 horas. A
mensuracao foi realizada a partir de 5 yL meio de cultura de cada uma das
condi¢cbes em tiras com capilaridade para quantificacdo de glicose (Accu-
Chek®, Roche Diagnostics, Indianapolis, IN) e estimulam uma reagao
enzimatica que é lida no aparelho Accu-Chek Active® (Roche). O ensaio foi
realizado duas vezes, sendo cada um deles em duplicata experimental. As
analises foram realizadas no GraphPad Prism versao 6. O teste estatistico
realizado foi ANOVA, seguido do teste de Tukey, comparando todas as

condigdes com todas as condi¢gdes e considerando as comparagdes entre
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as condigdes ANAPC13-UP e ANAPC13-DOWN com os controles WT e

MOCK.

3.10 ENSAIOS IN VITRO

3.10.1 Ensaio de Proliferagdao em tempo real

Para a realizacdo do ensaio de proliferacdo celular em tempo real, foi
utilizado o protocolo RTCA DP Instrument Short Guide I: Cell Titration
disponibilizado pelo fabricante do equipamento XCelligence (Roche®). O
principio é baseado na deteccdo de impedancia a partir da aderéncia das
células na E-Plate 16 (Roche®) (Figura 8), a qual possui microeletrodos na
parte inferior da placa, e a proliferagéo celular é registrada graficamente no

programa RTCA em tempo real.

Fonte: ACEA Bioscience, Inc (2015)
Figura 8 - Figura ilustrativa de uma placa utilizada para ensaios de

proliferagdo em tempo real (E-Plate 16).
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Na placa E-Plate 16 (Roche®) foram adicionadas 3x10° células/poco
para a MCF-7 e 5x10° células/poco para a linhagem MDA-MB-231, de
acordo com a padronizagao realizada previamente. As mensuragdes foram
configuradas para que fossem realizadas a cada 30 minutos durante
aproximadamente 140 horas. O ensaio foi realizado em quadruplicata
experimental. As andlises foram realizadas no GraphPad Prism verséo 6. O
teste estatistico realizado foi Oneway ANOVA, comparando todas as
condi¢des com todas as condi¢des e considerando as comparacgdes entre as

condicbes ANAPC13-UP e ANAPC13-DOWN com os controles WT e MOCK.

3.10.2 Ensaio de Adeséao

Placas de 24 pocgos foram tratadas com 5 ug/poco de Geltrex®
(Gibco®) em 250 uL de PBS. Apds 4 horas de incubagao a 37°C para que o
Geltrex® pudesse ser adsorvido na placa, o excesso foi removido e a placa
lavada com PBS 1x. Em seguida, foi adicionado 1% de albumina de soro
bovino (do Inglés Bovine Serum Albumin (BSA)) e a placa foi incubada por 1
hora a 37°C. Apos este periodo, os pogos foram lavados, e foram
adicionadas 2x10° células/poco e a placa foi incubada a 37°C com 5% de
CO; por aproximadamente 4 horas para a linhagem MDA-MB-231 e 1 hora e
30 minutos para a linhagem MCF-7. O controle do ensaio foi realizado com a
placa tratada apenas com BSA 1%. Apds o periodo de incubagéo, o meio de
cultura foi removido e as células foram lavadas cuidadosamente com PBS 1x
para remover as células que nao aderiram; em seguida, as células aderidas

foram fixadas com metanol 100% por 15 minutos. Ao final, as células



30

aderidas foram coradas com solugao de 0,2% de Cristal Violeta e 20% de
metanol. A eluigéo foi realizada com SDS 1% e a leitura realizada em placa
de 96 pogos no SpectraMax® a um comprimento de onda de 540 nm. Os
dados foram analisados com o programa GraphPad Prism versdo 6. Os

ensaios foram realizados em triplicata experimental.

3.10.3 Ensaio de Migragao (cicatrizacao de feridas)

As células foram adicionadas em placas de 6 pogos e, ao atingirem a
confluéncia de 100%, com auxilio de uma ponteira de 200 uL foi realizada
uma “ferida” entre as células com o intuito de gerar espaco para as células
migrarem. Em seguida, foi realizada lavagem com PBS 1x para remover as
células que ndo aderiram e as que soltaram da placa. Em seguida, foi
acrescido meio de cultura sem SFB aos pocos. As células foram
fotografadas em diferentes tempos: zero (imediatamente apds o risco), 8, 16,
24 e 32 horas.

As imagens obtidas foram analisadas qualitativamente e a area de
migracgao foi quantificada com auxilio do programa ImageJ, em seguida, foi
realizada a representagao grafica do ensaio de migragao celular com auxilio
do programa GraphPad versao 6. A area do tempo zero foi considerada
como 100% de area possivel para migragao, e 0% foi considerado quando
nao havia area possivel de ser mensurada devido a quantidade de células

presente.
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3.10.4 Ensaio de Migragcao em tempo real

Para a realizagdo do ensaio de migracao celular em tempo real, foi
seguido o protocolo RTCA DP Instrument Short Guide Il: Cell Migration
Assay in CIM-Plate 16 (November 2009) disponibilizado pelo fabricante do
equipamento XCelligence (Roche®).

Na CIM-Plate 16 (Roche®) (Figura 9), foram adicionadas 5x10°
células/poco. As células foram adicionadas sobre a membrana e na camara
inferior foi adicionado meio de cultura contendo SFB (utilizado como agente
quimioatraente). Como controle negativo foi utilizado meio de cultura sem
SFB. Esta placa € composta por duas unidades de placas, separadas por
uma membrana. As células que atravessam os microporos da membrana
aderem no fundo da placa sobre os sensores eletrénicos, levando a um
aumento do sinal de impedancia, que é identificado e colocado graficamente
a cada 30 minutos durante 24 horas no RTCA Software. O ensaio foi
realizado em quadruplicata experimental. As analises foram realizadas no

GraphPad Prism versao 6.
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Fonte: ACEA Bioscience, Inc (2015)
Figura 9 - Figura ilustrativa de uma placa utilizada para ensaios de migragao

em tempo real (CIM-Plate 16).

3.10.5Ensaio de Invasao em Camara de Boyden

Placas Transwell (Corning®) foram tratadas com extrato protéico de
matriz extracelular (Geltrex, Gibco®) (200 pg/mL) diluido em tampéo 0,01 M
Tris pH 8.0 contendo 0,7% NaCl, conforme demonstrado esquematicamente
na Figura 10. A placa foi mantida a temperatura ambiente durante 16 horas
para promover a solidificacdo do Geltrex®. Em seguida, 2x10° células/poco
foram adicionadas sobre a membrana do Transwell contendo extrato
protéico de matriz extracelular; na camara inferior foi adicionado meio
contendo 10% de SFB utilizado como quimioatraente, enquanto que nos
controles negativos foi utilizado meio de cultura sem SFB (controle negativo).
Apds 24 horas, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% durante 30
minutos; apdés o periodo de fixacdo, as células foram coradas com DAPI
(1:500) por 30 minutos. Em seguida, as células que permaneceram na parte
superior da membrana do Transwell foram removidas com o auxilio de

hastes flexiveis com algod&do. As imagens foram adquiridas com o auxilio do
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microscopio Nikon Eclipse TE2000-U. Foram adquiridas 5 imagens de cada
poco para todas as condi¢cdes, evitando sobreposicdo das imagens. O
ensaio foi realizado em ftriplicata experimental. Estas imagens foram
quantificadas com o programa ImageJ e o resultado foi analisado no

programa GraphPad Prism versao 6.

| Células
m. Matrigel + coating buiffer
e =
l Meio de Cultura + SFB
Membrana

Células invasivas

Coloragao de
células invasivas

Fonte: Cell Biolabs, Inc (2015)
Figura 10 - Representacgao ilustrativa do Ensaio de Invasdo em camara de

Boyden. As células sdo semeadas sobre a membrana tratada com extrato protéico de
matriz extracelular. Na camara inferior € adicionado meio de cultura com adi¢ao de SFB,
que é utilizado como quimioatraente. As células invasivas que atravessam a membrana sao
coradas com DAPI (corante de nucleo celular) para serem visualizadas através de

microscopia de fluorescéncia.
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3.11 ENSAIO DE CICLO CELULAR

Em placas de Petri para cultura celular (100x15 mm) foram
adicionadas 10° células/placa em meio de cultura sem SFB. Apds 24 horas,
o meio foi removido e substituido por meio de cultura contendo SFB. A
contagem do tempo de incubacgao iniciou-se a partir deste momento, sendo
determinado os seguintes tempos de incubagdo: 24 horas, 72 horas, 120
horas e 168 horas. Ao final de cada tempo de incubagado as células foram
removidas das placas, lavadas com PBS 1x, centrifugadas por 5 minutos a
2000 rpm, o PBS removido e as células resuspensas em 500 uL de PBS 1x
gelado, seguido de adicdo de 1000 uyL de etanol gelado sob agitagédo
constante. Para avaliagdo das células em fase S, a marcacgao foi realizada
com lodeto de Propidio (Pl - Propidium lodine) (50 pg/mL) em todas as
amostras e posteriormente passadas por citdmetro de fluxo (FACS Calibur,
Becton-Dickinson (BD), San Diego, CA). O ensaio foi realizado em duplicata

experimental. Os resultados foram analisados no programa FlowJo.

3.12 IMUNOFLUORESCENCIA

Laminulas de 15 mm de didmetro foram tratadas com o polimero
Poly-L-lisina (1:1000), incubadas a temperatura ambiente por 40 minutos,
lavadas e em seguida foram adicionadas 10* células/poco. Apds 24 horas,
com as células ja aderidas as laminulas, o meio de cultura foi removido, as

células foram lavadas com PBS 1x e fixadas em 4% de paraformaldeido pH
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7.4. Para reducao do background, foi adicionado Glicina 0.1 M as laminulas
e em seguida, as células foram permeabilizadas com 0,5% Triton X100.
Durante 30 minutos, as células foram bloqueadas com BSA 1%, e em
seguida, foram incubadas com o anticorpo primario (ANAPC13 (1:500) —
policlonal produzido em coelho, Life Span Biosciences®) durante 16 horas a
4°C. Apos este periodo, as laminulas foram lavadas e incubadas com o
anticorpo secundario IgG de coelho (1:1000) (produzido em cabra, IRDye
Odyssey) por 1 hora. O nucleo das células foi corado com 4'6'-diamidino-2-
fenilindol (DAPI). As imagens foram capturadas com o microscéopio Olympus
BX61 (Olympus, Japan) e as imagens foram processadas com auxilio da
médica Dra. Mariana Petaccia do Departamento de Anatomia Patolégica do

AC Camargo Cancer Center.

3.13 MICROARRANJOS DE cDNA

Neste estudo, a técnica de microarranjos de cDNA foi realizada para
as amostras da linhagem MDA-MB-231. As amostras da linhagem MCF-7
foram escaneadas em um trabalho anterior do grupo, entretanto foram
reanalisadas seguindo os mesmos parametros utilizados para a linhagem
MDA-MB-231. As amostras da linhagem MDA-MB-231 utilizadas
compreendem todas as condicbes de expressdo de ANAPC13 utilizadas
neste estudo (alta, moderada e baixa expressao).

Para a analise comparativa dos perfis de expressao génica entre

diferentes niveis de expressdo de ANAPC13 foi utilizada a plataforma de
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cDNA microarray SurePrint G3 Human Gene Expression G4851A 8X60K
(Agilent®). Esta plataforma contém 60.000 oligos de 60 bases de
comprimento, que cobrem todo o transcriptoma humano.

Os cRNAs fluorescentes foram obtidos pela amplificacédo linear dos
RNAs mensageiros presentes em uma aliquota de 200 ng de RNA total com
o Two-color Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent®), seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. Todas as condigdes foram co-
hibridizadas com a referéncia comum Universal Human Reference RNA
(Agilent®), de modo a permitir a realizagdo de comparagdes horizontais.

Os oligoarrays foram hibridizados com os alvos fluorescentes durante
17 horas a 65°C em forno de hibridizacdo, utilizando o tampdo de
hibridizagdo Hi-RPM (Agilent®). Apos a hibridizagdo, as laminas foram
lavadas para eliminacdo de alvos ndo especificos e de sinal de fundo,
segundo recomendagdes do fabricante.

Os arrays foram entdo digitalizados com o emprego do Scanner
Agilent Bundle (Agilent®). Os dados de intensidade de cada spot,
digitalizado no scanner, foram extraidos e pré-processados utilizando o
programa Agilent Feature Extraction versdo 10.0 (Agilent®). Nesta etapa,
foram extraidos os valores de intensidade de cada spot e dos controles de
qualidade das hibridagbes. O programa Genespring Agilent versao 11.0
(Agilent®) foi utilizado para realizagdo da normalizagéo da intensidade do
sinal, removendo as sondas com sinal muito alto ou muito baixo (threshold
=5), calculando a razdo amosta/referéncia, realizando a transformacéao

logaritmica da razdo e normalizando os valores em relagéo ao percentil 75
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da distribuicdo. Para ambas as linhagens, os genes que apresentaram
diferenca de expressao entre a amostra selvagem (WT) e a MOCK foram
consideradas possiveis artefatos, portanto, foram filtradas da analise.

O perfil de expressdo dos genes entre as diferentes condi¢cdes de
ANAPC13 foi avaliado através do programa Short Time-Series Expression
Miner (STEM). No presente estudo, foram criadas 3 condi¢gbes em relagéo a
expressdo de ANAPC13: alta expressao (ANAPC13-UP), expressao
constitutiva (MOCK) ou baixa expressao (ANAPC13-DOWN). Os perfis de
expressao génica sdo sempre criados considerando a condig&o inicial como
referéncia, sendo assim, a condicdo seguinte podera apresentar
manutencido, aumento ou diminuicdo da expressdao em relagdo a condigao
inicial, sendo que, neste estudo a amostra ANAPC13-UP foi considerada
como condic¢ao inicial, com intuito de representar a diminuicdo da expresséao
observada durante a progressao do tumor de mama. Desta forma, os perfis
de expressao génica que apresentaram relagdo direta ou inversa aos
diferentes niveis de expressdao do gene ANAPC13 foram considerados
comodulados.

Inicialmente este programa cria perfis de expressdo aleatorios
considerando o numero de condi¢ées. Apos a geragao dos perfis de
expressao simulados, o programa utiliza os dados de expressao dos
microarranjos (dados empiricos) para atribuir cada gene a um determinado
perfil simulado, usando o coeficiente de correlacdo como medida de
semelhanga. O numero de genes do microarranjo atribuido a cada perfil é

calculado e em seguida comparado ao numero esperado de genes
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atribuidos aos perfis ao acaso. O teste de significaAncia para cada perfil é
realizado comparando-se 0 numero de genes observado para cada perfil
com o numero médio de genes esperado obtido através de diversas
simulagdes por permutagdes randdmicas. Para esta analise, dentre os perfis
de expressdo génica criados para as 3 condigcbes de expressdo de
ANAPC13, foram considerados apenas os perfis estatisticamente
significativos dentre os 10 perfis de cada condi¢do que apresentam padrbes
de comodulagcdo em relagdo a expressdao do gene ANAPC13, podendo ser
uma relagado direta ou inversa. Por fim, o programa permite inferir a
significancia biolégica dos genes atribuidos aos perfis significativos usando
analise de enriquecimento de categorias funcionais do Gene Ontology (GO).
Apenas as categorias funcionais relacionadas a Processos Biolégicos foram
consideradas.

Foi realizada uma analise utilizando o Ingenuity Pathway Analysis
(IPA) para identificar redes de interagdes relacionadas ao conjunto de genes
dos perfis considerados significantes obtidos com a analise do STEM. Foram
escolhidas as redes com escore maior ou igual a 25 que apresentaram

funcao bioldgica relevante com relagéo ao nosso estudo.

3.14 ENSAIO DE TUMORIGENESE IN VIVO

Para o ensaio de tumorigénese in vivo, foram utilizados camundongos
Balb/c nude fémeas, com idade de 4-8 semanas. Foram inoculadas

subcutaneamente 10° células/100 pL de solugdo Geltrex:PBS (1:1) no flanco
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esquerdo de cada camundongo, exceto nos controles, nos quais foi injetado
apenas Geltrex® diluido em PBS.

Os tumores foram mensurados semanalmente com o auxilio de um
paquimetro (INSIZE, 1112 Series). Apds o periodo de acompanhamento de
crescimento dos tumores, os animais foram sacrificados e os tumores foram
removidos e pesados para que fosse possivel comparar as diferentes
condigdes, além disso, os tumores removidos tiveram uma parte congelada
para a realizacdo de extracdo de moléculas de RNA e outra parte foi
parafinizada para a avaliagao em laminas de H&E e imunohistoquimica. Os
tumores do grupo de animais injetados subcutaneamente com as células das
linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 foram acompanhados por 14 semanas.

O volume dos tumores foi calculado pela férmula a seguir:

Volume = (diametro menor)? x diametro maior/2

Este projeto foi aprovado para a utilizagdo de animais pela Comissao

de Etica no Uso de Animais (CEUA) da instituicdo AC Camargo Cancer

Center, sob o numero de 059/13.



40

4 RESULTADOS

41 PREPARAGAO PLASMIDIAL

Os plasmideos pcDNA3.1/myc-HisA com a constru¢ao ‘senso’, para
superexpressar ANAPC13, foram purificados, a expressdo de ANAPC13 foi
confirmada através de PCR de colbnia e os plasmideos foram sequenciados,
conforme descrito no item 3.2 de Material e Métodos. A quantidade de
plasmideos da construgdao ‘anti-senso’ foi considerada suficiente para
realizar as transfecgdes celulares, portanto, este procedimento foi realizado
apenas para os plasmideos ‘senso’.

Entre as colbnias bacterianas que cresceram em LB agar, foram
escolhidas 34 colbnias que cresceram de forma isolada.

A partir destas, foram escolhidas 4 colénias baseando-se no resultado
da PCR de col6nia, sendo que a escolha foi aleatéria entre as colénias que
apresentaram banda unica e de tamanho esperado (435 pb). Conforme
apresentado na Figura 11, foram escolhidas as colénias nhomeadas 2B, 2H,
4H e 5E. O plasmideo pcDNAS3.1/myc-HisA foi utilizado como controle
negativo sem inserto (banda de 237 pb) e o plasmideo da construgéo
‘senso’, que ja havia sido purificado e sequenciado anteriormente, foi

utilizado como controle positivo.
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Figura 11 - PCR das colbnias isoladas contendo os plasmideos com a

construgc&o ‘senso’. As coldnias nomeadas 1H, 4C, 4D e 4E n&o apresentaram bandas,
porém, as demais colbnias da construcdo ‘senso’ apresentaram bandas uUnicas e de
tamanho esperado (aproximadamente 435 pb), e dentre estas, as colénias 2B, 2H, 4H e 5E
foram escolhidas aleatoriamente. Controle negativo: controle da reagdo, sem amostra;
pcDNAS3.1/myc-HisA: plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA vazio utilizado como controle por ndo
conter inserto; construcdo SENSO: plasmideo da construgdo ‘senso’ utilizado como controle

positivo por ter sido previamente purificado e sequenciado.

Os plasmideos das colbnias escolhidas foram purificados (MiniPrep) e
sequenciados pelo método de Sanger. Os resultados obtidos a partir do
sequenciamento comprovaram a presencga do inserto correspondente ao
gene ANAPC13, conforme apresentado na Figura 12, mostrando o

plasmideo da colonia 2B como exemplo. Além disso, foi confirmado que a
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insercdao do gene ANAPC13 esta in frame. Todos os quatro plasmideos

escolhidos foram sequenciados e apresentaram o mesmo resultado.
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Figura 12 - Sequéncia de ANAPC13 da construgcdo ‘senso’ no plasmideo

pcDNA3.1/myc-HisA sequenciado pelo método de Sanger. Estéo representados

na figura: CMV: Promotor; T7 primer: sequéncia presente no plasmideo a qual foi ligado o
primer forward; ANAPC13: sequéncia de ANAPC13 inserida no plasmideo; BGH: sequéncia
presente no plasmideo a qual foi ligada o primer reverse. As letras ‘M’ em verde indicam os
locais aonde encontra-se os aminoacidos ‘Metionina’ (Start Codon), portanto, mostrando
que ANAPC13 esta in frame. Esta figura foi gerada com a analise do resultado utilizando o

programa CLC Genomics Workbench®.

4.2 SUPEREXPRESSAO E SILENCIAMENTO DE ANAPC13

Para realizar a transfecgdo através de lipossomos (Lipofectamine
LTX®), o volume de Lipofectamine LTX® foi padronizado de acordo com as
instrugdes do fabricante, sendo testados os seguintes volumes/pogo: 5 L,
7,5 pL, 10 pyL e 12 pL. Nesta padronizagao foi determinado o volume que

apresentou menor toxicidade celular e melhor eficacia na transfecg¢ao. Para
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a linhagem MCF-7, foi estabelecido o volume de 12uL (Figura 13) e para a
linhagem MDA-MB-231 foi determinado o volume de 7,5 uL (Figura 14).

Para estudar o papel de ANAPC13 na progressao do céancer de
mama, utilizamos as linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 como
modelo para estudos funcionais in vitro. Desta forma, os plasmideos
contendo as sequéncias ‘senso’ e ‘anti-senso’ de ANAPC13 foram
transfectados para elevar e diminuir a expressdo deste gene,
respectivamente. O plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA sem inserto foi
transfectado nas células de ambas as linhagens e utilizado como controle
(MOCK). As células selvagens de ambas as linhagens, neste trabalho,
denominadas WT (do Inglés Wild-Type), também foram utilizadas como
controle. No Quadro 3 estdo descritas as denominagdes das condigdes

utilizadas neste trabalho.
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Figura 13 - Teste de concentragdo otima de Lipofectamine LTX® na

7,9 ul

10 ulL

12 uL

linhagem MCF-7. Foram testados quatro volumes diferentes de Lipofectamine LTX® na
padronizagdo da transfecgdo: 5 pL, 7,5 pL, 10 yL e 12 pyL.O volume de 12 uL apresentou
melhor eficacia com menor toxicidade celular. A imagem foi adquirida em um aumento de
40x.
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Figura 14 - Teste de concentracdo de Lipofectamine LTX® na linhagem

MDA-MB-231. Foram testados quatro volumes diferentes de Lipofectamine LTX® na

padronizagao da transfecgao: 5 uL, 7,5 uL, 10 uL e 12 yL. O volume de 7,5 pL apresentou

melhor eficacia na transfecgdo com menor toxicidade celular. A imagem foi adquirida em um

aumento de 40x.

Quadro 3 — Denominagao das condi¢des utilizadas para MCF-7 e MDA-MB-

231

Células Condigao Construcgao Denominagao
Controle Selvagem - WT
Controle Plasmideo

) pcDNAS3.1/myc-HisA
MCF-7 e Vazio (expressao ) MOCK
sem inserto
MDA-MB-231 moderada/basal)
Expressao alta Senso ANAPC13-UP
Expressao baixa Antisenso ANAPC13-DOWN
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4.3 VALIDAGAO DA TRANSFECGAO DAS LINHAGENS MCF-7 E

MDA-MB-231

Com o propésito de avaliar a eficacia da transfecgdo das células da
condicdo ANAPC13-UP, foi realizada a reacdao de PCR quantitativo em
tempo real. Na linhagem MCF-7 foi observado um aumento de 3,2 vezes da
expressao transcricional deste gene nas células com alta expressao de
ANAPC13 (ANAPC13-UP) comparadas com as células MOCK (expressao
basal), enquanto que para a linhagem MDA-MB-231, houve um aumento de
1,9 vezes da expressao transcricional de ANAPC13-UP quando comparado
com MOCK, conforme demonstrado na Figura 15a, confirmando que houve
um aumento da expressdo de ANAPC13 em ambas as linhagens celulares
quando comparadas ao controle.

A expressao proteica de ANAPC13 foi avaliada através da técnica de
Western Blot. Na Figura 15b estao representados os resultados da linhagem
MCF-7, que apresentou niveis esperados desta proteina, sendo que as
células selvagens (WT) e MOCK apresentaram niveis basais de expressao
da proteina ANAPC13, as células ANAPC13-UP apresentaram expressao
elevada desta proteina em relagdo aos controles (WT e MOCK) e as células
ANAPC13-DOWN apresentaram diminuicdo da expressdo em relacdo aos
controles e as células ANAPC13-UP. Na linhagem MDA-MB-231 o aumento
da expressao de ANAPC13 foi menos pronunciado do que se observou na
linhagem MCF-7, em concordancia com os resultados da expressao

transcricional.
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Figura 15 - Expressdo de mRNA e proteina de ANAPC13 através de RT-

gPCR e Western Blot nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. (A) RT-gPCR para
avaliar os niveis de expressdo de mRNA de ANAPC13 (ANAPC13-UP e MOCK) das
linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231 transfectadas. (B) Western Blot realizado para
avaliar o nivel de expressao proteica de ANAPC13 nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231.
WT: células MCF-7 e MDA-MB-231; MOCK: células transfectadas com o plasmideo
(pcDNA3.1/myc-HisA) sem inserto; ANAPC13-UP: células com alta expressdao de
ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressdao de ANAPC13. O gene e a
proteina GAPDH foram utilizados como referéncia constitutiva para ambos os ensaios (RT-
gPCR e Western Blot). O tamanho do amplificado de ANAPC13 é de 146 pb e do GAPDH é
de 102 pb. O peso molecular da proteina ANAPC13 & de aproximadamente 19 kDa e do
GAPDH é de aproximadamente 37 kDa.
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44 ENSAIOS IN VITRO COM A LINHAGEM MCF-7

A linhagem MCF-7 (ER+, PR+, HER2- (luminal B) foi selecionada com
base em um estudo anterior do grupo que avaliou a expressdo de mRNA e
de proteina de ANAPC13 e esta linhagem apresentou alta expressdo em
ambos 0s niveis, proteico e transcricional, como demonstrado na Figura 6 do
item 1.4 da Introducdo. Para avaliar a funcdo de ANAPC13 em processos
que mimetizam a progressao do tumor, foram realizados ensaios in vitro com
as diferentes condicbes de expressdao de ANAPC13: baixa expressio
(ANAPC13-DOWN), expressao constitutiva ou basal (MOCK) e alta

expressdo (ANAPC13-UP).

4.41 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT - (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide)

A viabilidade celular foi avaliada por ensaio colorimétrico baseado na
reducdo de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) por células metabolicamente ativas, avaliado em parte pela agéo
de enzimas mitocondriais, no qual a quantidade do produto da clivagem
(cristais de formazan) € diretamente proporcional ao numero de células
vivas.

As células com baixa expressdo de ANAPC13 (ANAPC13-DOWN)
apresentaram menor viabilidade celular na linhagem MCF-7 quando

comparada com as demais condi¢gdes de expressdo de ANAPC13 (WT,
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MOCK e ANAPC13-UP). Esta diferenca passou a ser significante a partir de

96 horas de incubagao, conforme apresentado na Figura 16.

0.8+ 4 H FEH e=wr
H H F4 === mockK
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Figura 16 - Efeito de diferentes niveis de expressdao de ANAPC13 na
viabilidade das células da linhagem MCF-7 avaliada através do ensaio de

MTT. WT: células MCF-7 selvagens; MOCK: células MCF-7 transfectadas com o

plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA sem inserto; ANAPC13-UP: células com alta expresséo de
ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressdao de ANAPC13. O ensaio foi

realizado em quadruplicata experimental.

4.4.2 Ensaio de Proliferagao Celular

A proliferagcado celular foi avaliada em relacdo a diferentes niveis de
expressao de ANAPC13 com auxilio do equipamento XCelligence (Roche®),
que monitora a proliferagao celular em tempo real como descrito no item
3.10.1 de Material e Métodos.

Conforme apresentado na Figura 17, as células da linhagem MCF-7
com alta expressdao de ANAPC13 (ANAPC13-UP) proliferaram mais do que
as demais condigbes; esta diferenca pode ser observada principalmente

apo6s 68 horas de incubacgdo. As células com baixa expressdao de ANAPC13
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(ANAPC13-DOWN) apresentaram baixos niveis de proliferacdo do inicio ao
final do experimento. As células controle, ou seja, as células que expressam
niveis basais de ANAPC13 (WT e MOCK) apresentaram perfil de
proliferacdo semelhante entre si e comparativamente intermediaria entre as

células com menor e maior expressao do gene ANAPC13.

=
o
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*p<0,0001
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TT MOCK
—— ANAPC13-UP
—— ANAPC13-DOWN

indice Celular

Tempo (haras)

Figura 17 - Avaliagdo da expressdao de ANAPC13 na proliferacdo das

células MCF-7 através do equipamento XCelligence (Roche®). As células
foram adicionadas a E-Plate 16 (Roche®) e avaliadas em tempo real durante
aproximadamente 130 horas. WT: células MCF-7 selvagens (preto); MOCK: células
transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA sem inserto (turquesa); ANAPC13-UP:
células com alta expressdo de ANAPC13 (verde); ANAPC13-DOWN: células com baixa
expressdao de ANAPC13 (vermelho); DMEM: controle sem células, apenas meio de cultura
(roxo). As células com alta expressdo de ANAPC13 (ANAPC13-UP) apresentaram maiores
niveis proliferativos comparando com as demais condi¢cdes. O ensaio foi realizado em

quadruplicata experimental.
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4.4.3 Ensaio de Consumo de Glicose

O consumo de (glicose esta diretamente relacionado ao gasto
energético de glicose pelas células. Uma vez que ocorre um aumento da
proliferagcdo celular hda um maior consumo de glicose para manter a
demanda de energia exigida.

O ensaio de consumo de glicose foi realizado para avaliar se as
células com diferentes niveis de expressdo de ANAPC13 apresentam
diferengca no consumo de glicose contida no meio de cultura celular. Foi
observado que as células com baixa expressdo da proteina ANAPC13
(ANAPC13-DOWN) apresentaram menor consumo de glicose do meio de
cultura quando comparada com os controles (WT e MOCK), assim como
quando comparada as células com a alta expressao da proteina ANAPC13

(ANAPC13-UP), conforme apresentado na Figura 18.
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Figura 18 - Efeito da superexpressdo e do silenciamento da proteina

ANAPC13 no consumo de glicose. O ensaio teve duragdo de 48 horas e nos tempos

de 4, 12, 24, 36 e 48 horas a glicose contida no meio de cultura foi quantificada. WT: células
MCF-7 selvagens; MOCK: células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA
vazio; ANAPC13-UP: células com alta expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células

com baixa expressao de ANAPC13. O ensaio foi realizado em duplicata experimental.

444 Ensaio de Adesao

A capacidade de ades&o a matriz extracelular (MEC) foi avaliada nas
diferentes condigdes de expressdo de ANAPC13 na linhagem nao invasiva
MCF-7 em ensaio de mimetiza este processo através da mensuracédo de
células que aderiram ao extrato de proteinas de matriz extracelular.

Como demonstrado na Figura 19, ndo foi observada diferenca
significante na adeséao celular quando foram comparadas todas as condi¢des

de expressdao de ANAPC13 entre si.
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Figura 19 - Efeito de diferentes niveis de expressao da proteina ANAPC13
na adesao celular na linhagem MCF-7. WT: células MCF-7 selvagens; MOCK:
células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA vazio; ANAPC13-UP: células
com alta expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressao de
ANAPC13. No eixo X estdo representadas as diferentes condicoes de expressdo de
ANAPC13. No eixo Y estado representados os valores de absorbancia lidos em 540 nm de

comprimento de onda. Ndo houve significancia estatistica. O ensaio foi realizado em

triplicata experimental.

4.4.5 Ensaio de Migragao (cicatrizagao de feridas)

A migragéao celular, ou seja, o movimento de células de uma area para
outra, geralmente em resposta a sinais quimicos, mostra relagdo com um
papel importante na capacidade metastatica das células. O ensaio
bidimensional de migracao por cicatrizagdo de feridas foi realizado com a
linhagem MCF-7 para avaliar se possiveis alteracbes nos niveis de
expressdo de ANAPC13 poderiam influenciar na capacidade de migragao
celular. Entretanto, esta linhagem celular apresenta baixa habilidade
migratéria nas condicdes experimentais utilizadas. Neste ensaio foi
observado que, independente dos niveis de ANAPC13, ndo houve diferenca
na migragao celular durante um periodo de 32 horas, conforme demonstrado

nas Figuras 20a e 20b.
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Figura 20 - A alta e a baixa expressdao de ANAPC13 nao exercem efeito na
capacidade de migragao celular em MCF-7. WT: células MCF-7 selvagens; MOCK:
células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA vazio; ANAPC13-UP: células
com alta expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressido de
ANAPC13. O ensaio foi realizado durante 32 horas e as imagens foram adquiridas em
quatro momentos diferentes. Nao houve diferengca de migragéo celular entre as condigdes.
A) Imagens adquiridas em cada um dos tempos (T=0h, 12h, 24h e 32h) para cada condicao
da linhagem MCF-7. B) Demonstragdo grafica da migragdo celular. As imagens foram
analisadas com o programa ImageJ e o grafico foi realizado com auxilio do programa

GraphPad Prism. A porcentagem representa o fechamento da ferida em cada tempo.
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4.4.6 Ensaio de Ciclo Celular

A avaliacdo do ciclo celular foi realizada por citometria de fluxo
através de marcacao de DNA com lodeto de Propidio que permite distinguir
a distribuigdo das células entre as principais fases do ciclo celular (G1 x S x
G2/M). Nao foi observada diferengca entre as diferentes condicbes de
expressdo de ANAPC13, como observado na Figura 21, entretanto para

todas as condicdes, a maioria das células apresentou-se em fase G0/G1.

MCF-7 WT
Fases 24h 72h 120h 168h
G0/G1 62,09% | 71,28% | 64,33% | 74,53%
S 22,03% | 16,41% | 13,69% | 12,13%
G2/M 12,36% | 10,92% | 20,79% | 12,57%
MCF-7 MOCK
G0/G1 60,15% | 57,9% | 63,17% | 68,04%
S 18,74% | 14,23% | 13,72% | 12,72%

G2/M 19,66% | 26,41% | 21,73% | 17,77%
MCF-7 ANAPC13-UP
G0/G1 50,56% | 57,3% | 63,46% | 69,12%

S 21,2% | 14,72% | 15,96% | 13,65%
G2/M 25,66% | 26,69% | 18,92% | 16,01%
MCF-7 ANAPC13-DOWN
G0/G1 61,59% | 59,62% | 63,53% | 75,18%

S 17,47% | 15,66% | 15,43% | 9,82%
G2/M 19,32% | 23,31% | 19,95% | 13,69%

Figura 21 — Porcentagem da distribuigdo das fases do ciclo celular na

linhagem MCF-7. As células foram sincronizadas antes da realizagdo do ensaio em
todos os tempos avaliados. A maioria das células de todas as condicbes encontra-se em
G0/G1. Nao houve diferenga significativa entre as condigbes. As porcentagens
representadas sdo as médias da duplicata experimental. O ensaio foi realizado em duplicata

experimental.
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4.5 IMUNOFLUORESCENCIA DA LINHAGEM MCF-7

A técnica de imunofluorescéncia permite a avaliacido de proteinas
especificas possibilitando visualizar a distribuicdo e abundancia de
proteinas nas células. Portanto, esta técnica foi utilizada para identificar
a localizagao celular de ANAPC13 nas células MCF-7 com as diferentes
condicdes de expressao desta proteina.

Conforme demonstrado na Figura 22, a proteina ANAPC13 é
encontrada tanto no nucleo quanto no citoplasma, contudo, a expressao
nuclear de ANAPC13 é mais evidenciada nesta linhagem celular quando

comparada a expressao citoplasmatica.
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DAPI ANAPC13 MERGE

MCF-7

Mock

ANAPC13-up

ANAPC13-down

Figura 22 - Localizagéo celular da proteina ANAPC13 na linhagem MCF-7.
MCF-7: células MCF-7 selvagens; MOCK: células transfectadas com o plasmideo
pcDNAS3.1/myc-HisA vazio; ANAPC13-UP: células com alta expressdao de ANAPC13;
ANAPC13-DOWN: células com baixa expressdo de ANAPC13. O DAPI foi utilizado para
corar o nucleo. O anticorpo secundario marcado com GFP foi utilizado para marcar a
proteina ANAPC13. As imagens do nucleo das células e com a marcagdo de ANAPC13

foram sobrepostas (MERGE). Imagens adquiridas em aumento de 100x.
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4.6 ENSAIOS DE TUMORIGENESE IN VIVO DA LINHAGEM MCF-

7

Apos avaliacado da fungao da proteina ANAPC13 em ensaios in vitro,
a fungao desta proteina foi avaliada em relagdo ao crescimento tumoral em
camundongos Balb/C nudes nas diferentes condigcbes de expressao de
ANAPC13 na linhagem celular MCF-7.

O crescimento tumoral das diferentes condicbes de expressao foi
avaliado durante 14 semanas. Durante as primeiras semanas ocorreu um
aumento do volume tumoral seguido por um decréscimo no crescimento
tumoral, o que provavelmente se deve ao periodo de absorgao do extrato de
proteinas da matriz extracelular (Geltrex®) nos animais. A partir da oitava
semana, o crescimento tumoral foi bastante variavel para todas as

condigdes, conforme observado na Figura 23.



59

Tumorigénese in vivo - MCF-7
160
140
120
10

B0

&0
20 o — e —

s YT WOHCE
AMNAPCLI-UP AMNAPCLI-DOWN

Figura 23 - Crescimento tumoral in vivo das diferentes condigbes de

expressdo de ANAPC13 na linhagem MCF-7. Camundongos Balb/C nude

injetados subcutaneamente com as células WT (MCF-7), MOCK (plasmideo vazio),
ANAPC13-UP (células com alta expressdo de ANAPC13), ANAPC13-DOWN (células com
baixa expressao de ANAPC13). Foram utilizados 3 animais em cada grupo. O crescimento

tumoral foi acompanhado durante 14 semanas.

Apos 14 semanas de acompanhamento do crescimento das lesdes,
estas foram removidas e avaliadas pela patologista Dra. Cynthia Osorio. Foi
observado que apenas um dos animais da condicdo ANAPC13-UP
apresentou desenvolvimento de tumor. Os animais MOCK3, DOWN2 e
DOWN3 nao apresentaram tumor e nem desenvolvimento de nenhuma
lesdo foi observada, contudo, os demais animais apresentaram
comprometimento de linfonodo com glandula anexa, conforme apresentado

no Quadro 4.
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Quadro 4 — Formagao de tumor nos animais do grupo MCF-7 avaliadas pelo
meétodo de coloracdo de H&E.

MCF-7-WT 0/3
MCF-7-MOCK 0/3
MCF-7-ANAPC13-UP 1/3
MCF-7-ANAPC13-DOWN 0/3

4.7 ENSAIOS IN VITRO COM A LINHAGEM MDA-MB-231

A linhagem MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2 normal (basal-like)) foi
selecionada com base em um estudo anterior do grupo que avaliou a
expressdo de mRNA e de proteina de ANAPC13 e esta linhagem apresentou
alta expressdo de mRNA, conforme apresentado na Figura 6 (item 1.4 da
Introdugéo), que seria ideal para os ensaios de silenciamento deste gene, o
qual simularia a diminuicao de expressdo de ANAPC13 que ocorre durante a
progressdo do cancer de mama (SENS-ABUAZAR 2012). Para avaliar a
funcdo de ANAPC13 em processos que mimetizam a progressdo tumoral,
foram realizados ensaios in vitro com as diferentes condi¢gdes de expressao
de ANAPC13: baixa expressao de ANAPC13 (ANAPC13-DOWN), expressao
constitutiva ou basal (MOCK) e alta expressdao de ANAPC13 (ANAPC13-

UP).

4.7.1 Ensaio de Viabilidade Celular (MTT - (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide)

Conforme apresentado na Figura 25, a linhagem MDA-MB-231 com
diferentes niveis de expressao de ANAPC13 (WT, MOCK, ANAPC13-UP e

ANAPC13-DOWN) foi avaliada quanto a viabilidade celular através do
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ensaio colorimétrico MTT durante 168 horas, sendo que as leituras
ocorreram em sete momentos diferentes: 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96
horas, 120 horas, 144 horas e 168 horas.

Apds 48 horas de incubacéo, foi observada uma diferenca estatistica
nas comparagoes realizadas entre as diferentes condicdes, entretanto,
devido a grande variabilidade do experimento essas diferencas

estatisticamente significantes nao foram consideradas.

0.8- H H I_*l 0 WT

|:| 3 MOCK
0.6- Bl ANAPC13-UP
B ANAPC13-DOWN
= |
% 0.4
0.2-
0.0- :

24 48 T2 %% 120 144 168
Incubacao (horas)

Figura 24 - Efeito de diferentes niveis de expressdo de ANAPC13 na
viabilidade das células MDA-MB-231. WT: células MDA-MB-231; MOCK: células

transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA vazio; ANAPC13-UP: células com alta
expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressao de ANAPC13. O
ensaio foi realizado durante 96 horas. As mensuragdes foram realizadas em 24 horas, 48
horas, 72 horas e 96 horas em comprimento de onda de 260 nm. No eixo X estdo
representados os tempos de incubagdo e as barras representam as médias das
absorbancias lidas em cada tempo, com desvio padrdo. No eixo Y esta representada a

escala de absorbancia. O ensaio foi realizado em quadruplicata experimental.
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4.7.2 Ensaio de Proliferagao Celular

A avaliacdo da proliferacédo celular foi realizada para verificar o papel
de ANAPC13 na linhagem MDA-MB-231. Conforme apresentado na Figura
26, durante as 136 horas de incubagao, nao houve diferenca na proliferacao

de MDA-MB-231 entre as condicdes com diferentes niveis de expressao de

ANAPC13.
- WT
3 - MOCK
= ANAPC13-UP
5 21 = == ANAPC13-DOWN
E
@O
Q14
3]
5
'E 0 T T 1
50 100 150
1. Tempo (horas)

Figura 25 - Efeito de diferentes niveis de expressdo de ANAPC13 na

proliferagédo celular na linhagem MDA-MB-231. WT (linha preta): células MDA-MB-

231; MOCK (linha cinza): células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-His-A
vazio; ANAPC13-UP (linha verde): células com alta expressdo de ANAPC13; ANAPC13-
DOWN (linha vermelha): células com baixa expressdo de ANAPC13. No grafico estédo
representadas as médias de cada condicdo. O ensaio foi realizado em quadruplicata

experimental.

4.7.3 Ensaio de Consumo de Glicose

O ensaio de consumo de glicose foi realizado na linhagem MDA-MB-
231 para avaliar se as células com diferentes niveis de expressao de
ANAPC13 apresentam diferenga no consumo de glicose. Nao foi observada
diferenca estatistica entre as condi¢cbes analisadas, conforme apresentado

na Figura 27.
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Figura 26 - Consumo de glicose pelas células da linhagem MDA-MB-231

com diferentes niveis de expressdao de ANAPC13. MDA-MB-231 WT: células
MDA-MB-231; MDA-MB-231 MOCK: células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-
HisA vazio; MDA-MB-231 ANAPC13-UP: células com alta expressao de ANAPC13; MDA-

MB-231 ANAPC13-DOWN: células com baixa expressdo de ANAPC13. O ensaio foi
realizado em duplicata experimental.

4.7.4 Ensaio de Adeséao Celular

Na linhagem invasiva MDA-MB-231, foi observado que as células com
alta expressao da proteina ANAPC13 (ANAPC13-UP) apresentaram maior
capacidade de adesao das células as proteinas de matriz extracelular
aproximadamente 3 vezes maior quando comparada as demais condi¢des

(WT, MOCK e ANAPC13-DOWN), como demonstrado no grafico da Figura
28.
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Figura 27 - Efeito de diferentes niveis de expressado da proteina ANAPC13

na adesao celular na linhagem MDA-MB-231. WT: células MDA-MB-231; MOCK:

células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA sem inserto; ANAPC13-UP:
células com alta expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressao

de ANAPC13. No eixo X estao representadas as diferentes condicdes de expressao de

ANAPC13. No eixo Y estao representados os valores de absorbancia lidos em 540 nm de

comprimento de onda. **p<0,001. O ensaio foi realizado em triplicata experimental.

4.7.5 Ensaio de Migragao Celular (cicatrizagao de feridas)

As células da linhagem MDA-MB-231 com baixa expressdo de
ANAPC13 (ANAPC13-DOWN), apresentaram maior potencial de migracéo
quando comparada as células com alta expressdo de ANAPC13 (ANAPC13-
UP), assim como quando comparada as ceélulas controle (WT e MOCK), de
forma tempo dependente, ou seja, durante as primeiras 24 horas de
incubac&o nao foi possivel observar diferenga significante entre as diferentes
condigcbes de expressao de ANAPC13, entretanto, apdés 32 horas de
experimento, as células ANAPC13-DOWN fecharam a area de migragao

(Figura 29a e b).
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Figura 248 - A baixa expressdo de ANAPC13 aumenta a capacidade de
migragao celular em MDA-MB-231. WT: células MDA-MB-231 selvagens; MOCK:

células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA vazio; ANAPC13-UP: células
com alta expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressao de
ANAPC13. O ensaio foi realizado durante 32 horas e as imagens foram adquiridas em
quatro momentos diferentes. A) Imagens adquiridas em cada um dos tempos (T=0h, 12h,
24h e 32h) para cada condi¢do da linhagem MDA-MB-231. B) Demonstracdo grafica da
migracao celular. As imagens foram analisadas com o programa ImageJ e o grafico foi
realizado com auxilio do programa GraphPad Prism. A éarea total de migragdo foi
considerada como 100% e 0% representa a area coberta por células com capacidade
migratoria.
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4.7.6 Ensaio de Migragdao em tempo real

A migracao celular foi avaliada em tempo real, sendo um método
bastante preciso e sensivel, de forma a confirmar o resultado obtido pelo
método de ‘cicatrizacao de feridas’.

Conforme observado no resultado de migragédo por ‘cicatrizacéo de
feridas’, as células ANAPC13-DOWN apresentaram maior migragao quando
comparadas aos controles (WT e Mock) e com as células que possuem alta
expressdo da proteina ANAPC13 (ANAPC13-UP) e esse efeito foi
confirmado através do ensaio de migracdo em tempo real. A migragao
celular foi avaliada durante 24 horas, e a diferenca entre ANAPC13-DOWN e
as demais condicbes passou a ser evidenciada a partir de 12 horas de

migragao, conforme demonstrado na Figura 30.
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Figura 2529 - Efeito de diferentes niveis de expressdo de ANAPC13 na

migragdo por atracdo de quimioatraente. WT: células MDA-MB-231 selvagens;
MOCK: células MDA-MB-231 transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA sem
inserto; ANAPC13-UP: células com alta expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células
com baixa expressao de ANAPC13. No eixo X esta representado o tempo em horas. No
eixo Y esta representado o indice celular de acordo com a migrag¢ao. *p<0,0001. O ensaio

foi realizado em quadruplicata experimental.
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4.7.7 Ensaio de Invasao Celular

O ensaio de invasao de matriz extracelular foi realizado para medir a
capacidade de células com diferentes niveis de expressdo de ANAPC13 de
invadir a membrana basal. Neste experimento, foi observado que as células
da linhagem MDA-MB-231 com baixa expressdo de ANAPC13 (ANAPC13-
DOWN) apresentaram maior capacidade de invasdo quando comparadas
com as células com expressao basal de ANAPC13 (WT e MOCK), e com as
células com a alta expressdao de ANAPC13 (ANAPC13-UP), conforme

apresentado nas imagens da Figura 31.

MDA-MB-231 WT MDA-MB-Z231 MOCK MDA-MB-231 MDJ’L-MBS"I
ANAPCA13.UP AMNAPC13-D0OWMN

SEM SFE

8 com SFB

Figura 30 - Efeito de diferentes niveis de expressdo de ANAPC13 no

potencial de invasdo celular. MDA-MB-231 WT: células da linhagem MDA-MB-231
selvagens; MDA-MB-231 MOCK: células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-
HisA sem inserto; MDA-MB-231 ANAPC13-UP: células com alta expressao de ANAPC13;
MDA-MB-231 ANAPC13-DOWN: células com baixa expressao de ANAPC13. As imagens
adquiridas apds 24h de ensaio. Cada ponto representa uma célula marcada com DAPI que
foi capaz de invadir a membrana tratada com proteinas da matriz extracelular. O ensaio foi
realizado com SFB utilizado como agente quimioatraente, portanto nao foi adicionado SFB

no controle.
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4.8 AVALIACAO DE MARCADORES DE TRANSICAO
EPITELIO-MESENQUIMA

A Transigao Epitélio-Mesénquima (EMT) esta relacionada ao processo
em que as células perdem a adesao célula-célula e adquirem propriedades
mesenquimais, como a capacidade de migragdo e invasdo. Desta forma,
investigamos se o0 processo poderia estar relacionado com o aumento de
invasao e migragao celular observado nas células MDA-MB-231 com baixa
expressao de ANAPC13. Assim, o gene CDH1, que codifica a proteina E-
CADERINA, foi utilizado como marcador epitelial e o gene VIM, que codifica
a proteina VIMENTINA, foi utilizado como marcador mesenquimal para
avaliar a relagéo da expressdo de ANAPC13 na linhagem MDA-MB-231 e os
marcadores da TEM.

A Transicdo Epitélio-Mesénquima foi avaliada através de RT-qPCR,
como apresentado na Figura 32, e foi observado que nas amostras com
baixa expressdo de ANAPC13 (ANAPC13-DOWN) o gene CDH1 esta
menos expresso quando comparado as demais condi¢cdes de expressado do
gene ANAPC13 (MOCK e ANAPC13-UP). Em relacédo ao gene VIM, as
amostras ANAPC13-DOWN apresentaram expressdo aumentada quando
comparada as amostras MOCK e ANAPC13-UP.

Na Figura 32b, estdo apresentadas as expressdes proteicas dos
marcadores E-CADERINA e VIMENTINA, mostrando que o resultado foi
concordante com o observado na expressdao de mMRNA. As amostras
ANAPC13-DOWN apresentaram expressao diminuida de E-CADERINA e
aumentada de VIMENTINA, enquanto que nas demais amostras (WT, MOCK

e ANAPC13-UP) a expressao destes marcadores foi semelhante.
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Figura 31 - Expressdo de marcadores envolvidos na Transi¢do Epitélio-
Mesénquima (EMT) através de RT-gPCR (mRNA) e Western Blot
(proteinas). (A) Expresséo relativa de CDH1 e VIM nas condigdes MOCK, ANAPC13-UP

e ANAPC13-DOWN avaliada através de RT-qPCR. (B) Expressao proteica de E-CADERINA
e VIMENTINA nas condigbes MDA-MB-231 WT (células selvagens), MDA-MB-231 MOCK
(células transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA vazio), MDA-MB-231
ANAPC13-UP (células com alta expressdo de ANAPC13) e MDA-MB-231 ANAPC13-DOWN
(células com baixa expressdo de ANAPC13). Os tamanhos esperados para as proteinas

ANAPC13: 19 kDa, E-CADERINA: 120 kDa, VIMENTINA: 57 kDa e GAPDH: 37 kDa.

GAPDH foi utilizada como proteina constitutiva de referéncia.
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49 IMUNOFLUORESCENCIA DA LINHAGEM MDA-MB-231

A técnica de imunofluorescéncia foi utilizada para identificar a
localizagéo celular de ANAPC13 nas células MDA-MB-231 em diferentes
condicdes de expressao desta proteina.

Conforme demonstrado na Figura 33, a proteina ANAPC13 é
encontrada principalmente no citoplasma e a expressdo nuclear é

minima, ou praticamente nula na linhagem MDA-MB-231.

DAPI ANAPC13 MERGE

MDA-MB-231

Mock

ANAPCA13-up

ANAPC13-down

Figura 262 - Localizagao celular da proteina ANAPC13 na linhagem MDA-
MB-231. MDA-MB-231: células selvagens da linhagem MDA-MB-231; MOCK: células
transfectadas com o plasmideo pcDNA3.1/myc-HisA vazio; ANAPC13-UP: células com alta
expressdo de ANAPC13; ANAPC13-DOWN: células com baixa expressao de ANAPC13. O
DAPI foi utilizado para corar o nucleo. O anticorpo secundario marcado com GFP foi
utilizado para marcar a proteina ANAPC13. As imagens do nucleo das células e com a
marcac¢ao de ANAPC13 foram sobrepostas (MERGE).
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4.10 ENSAIOS DE TUMORIGENESE IN VIVO DA LINHAGEM

MDA-MB-231

Apos avaliacado da fungao da proteina ANAPC13 em ensaios in vitro,
a fungao desta proteina foi avaliada em relagdo ao crescimento tumoral em
camundongos Balb/C nudes nas diferentes condigcbes de expressao de
ANAPC13.

O crescimento tumoral das diferentes condi¢des de expressao de
ANAPC13 da linhagem celular MDA-MB-231 foi avaliado durante 14
semanas, conforme descrito em 3.14 de Material e Métodos. Conforme
observado na Figura 34, a partir da sétima semana foi observado um
crescimento inicial dos tumores, entretanto, o crescimento foi bastante
variavel para todas as condicbes e nao houve diferenga significante no
volume tumoral entre as condigdes analisadas.

Apds o crescimento dos tumores, que foi acompanhado
durante 14 semanas, os tumores foram removidos e avaliados pela
patologista Dra. Cynthia Osorio. Foi observado que 5 dos 12 animais do
grupo da linhagem MDA-MB-231 apresentaram desenvolvimento de tumor,
conforme demonstrado no Quadro 5. Os animais MOCK2, UP2 e DOWN2
nao apresentaram tumor e nem desenvolvimento de nenhuma lesao
observada. Os animais WT1, WT3, UP1, UP3 e DOWN1 apresentaram

comprometimento linfonodal.
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Figura 273 - Crescimento tumoral in vivo das diferentes condi¢cdes de
expressdo de ANAPC13 na linhagem MDA-MB-231. Camundongos Balb/C nude

injetados subcutaneamente com as células WT (MDA-MB-231), MOCK (plasmideo vazio),
ANAPC13-UP (células com alta expressdo de ANAPC13), ANAPC13-DOWN (células com
baixa expressdo de ANAPC13). Foram utilizados 3 animais em cada grupo. O crescimento

tumoral foi acompanhado durante 14 semanas.

Quadro 5 - Lesbes desenvolvidas nos animais do grupo MDA-MB-231
avaliadas pelo método de coloragao de H&E.

MDA-MB-231-WT 0/3
MDA-MB-231-MOCK 2/3
MDA-MB-231-UP 2/3
MDA-MB-231-DOWN 1/3
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411 ANALISE DOS GENES COMODULADOS COM OS
DIFERENTES NIiVEIS DE ANAPC13 NOS DOIS MODELOS DE

LINHAGENS MCF-7 E MDA-MB-231

4.11.1 Genes comodulados com os niveis de ANAPC13 na linhagem
MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2 normal (basal-like))

Para identificar genes comodulados por ANAPC13, foi realizada a
técnica de microarranjos de cDNA a partir do RNA total das células da
linhagem MDA-MB-231 com diferentes niveis de expressdao de ANAPC13
(alta, moderada e baixa expressao), e em seguida foi realizada uma analise
no programa STEM para identificar perfis de genes relacionados diretamente
ou inversamente a expressdao de ANAPC13 considerando os trés pontos
seriados como alta (ANAPC13-UP), moderada (MOCK) e baixa (ANAPC13-
DOWN) expressdo de ANAPC13. Para esta analise foram considerados
somente 10 perfis de expressao simulados representativos de genes que
diminuem ou aumentam na expressao da avaliacido seriada.

Com a utilizagdo do programa STEM, para as amostras da linhagem
MDA-MB-231 foi possivel identificar os perfis ‘7’ e ‘8", que apresentaram
correlagdo com os niveis de expressdo de ANAPC13, englobando 90 e 83
genes, respectivamente, conforme demonstrado na Figura 36. O perfil 7
apresenta genes diretamente relacionados a ANAPC13, e o perfil 8
apresenta genes inversamente relacionados (a lista completa de genes

encontra-se nos Anexos 2 e 3, respectivamente).
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Figura 284 - Perfis de expresséo identificados pelo programa STEM gerados

para células da linhagem MDA-MB-231 antes do estimulo a migragao. A)
Estao representados 10 perfis identificados que apresentaram correlagdo com ANAPC13.
Os perfis 7 e 8 foram escolhidos por apresentar correlagdo com ANAPC13 e significancia
estatistica. B) Perfil 7, mostrando a representagao grafica dos 90 genes que apresentaram
estar comodulados por ANAPC13. Valor de p=4.10'6 C) Perfil 8, mostrando a representagao
grafica dos 83 genes que apresentaram estar comodulados por ANAPC13. Valor de
p=2.10'5. Da esquerda para a direita estd representada a expressdo decrescente de
ANAPC13 (ANAPC13-UP; MOCK e ANAPC13-DOWN) com a expressao proteica avaliada

por Western Blot.
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A partir dos perfis ‘7’ e ‘8’ obtidos como significantes na analise do
STEM, foi realizada uma analise através do Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
(QIAGEN®) para verificar quais as redes e vias estdo relacionadas aos
genes que apresentaram relagao direta ou inversa com a expressao do gene
ANAPC13. Na Figura 37a e b estdao representadas as principais redes
obtidas. A analise funcional de redes e vias dos genes mapeados revelou
funcbes associadas a desenvolvimento embrionario, desenvolvimento

celular, movimento celular e cancer.
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Figura 295 - Analise de redes e vias realizada através dos perfis de genes
diretamente ou inversamente relacionados a ANAPC13. A) Rede de genes
relacionados a desenvolvimento embrionario e cancer na linhagem MDA-MB-231. B) Rede
de genes relacionados a movimento celular, desenvolvimento embrionario e morfologia. A
analise foi realizada utilizado o programa Ingenuity Pathway Analysis (QIAGEN®). Os genes
apresentados em verde estdo downregulados, portanto, apresentam relagdo direta com o
gene ANAPC13. Os genes em vermelho estdo upregulados, portanto, apresentam relagao
inversa com o gene ANAPC13.
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4.11.2Genes comodulados com os niveis de ANAPC13 na linhagem
MCF-7 (ER+, PR-, HER- (luminal B))

A técnica de microarranjos de cDNA foi realizada em um trabalho
anterior do grupo (SENS-ABUAZAR 2012), entretanto, os resultados obtidos
foram realizados seguindo as mesmas etapas da analise da linhagem MDA-
MB-231.

A partir dos dados obtidos com o programa STEM, foi possivel
identificar os perfis ‘0’, ‘3’, ‘4’ e ‘11’ como significantemente associados com
os respectivos comportamentos de diminuicdo e aumento de expressao por
analise seriada (p<0,001). Conforme demonstrado na Figura 38, estes perfis
englobam 84, 92, 159 e 136 genes, respectivamente.

Ao determinar os perfis de expressao, os perfis que apresentaram
comportamento semelhante ao de ANAPC13 foram avaliados com base no
Gene Ontology (GO). A partir destes resultados, foi observado um
enriquecimento de processos biolégicos relacionados ao ciclo celular como:
mitose, organizagdao do fuso mitético, regulagdo do ciclo celular, fase M,
transdugcdo de sinal intracelular, divisdo nuclear, segregacdo de
cromossomo, regulagao da organizagdo dos microtubulos, reparo de DNA,

ponto de checagem do fuso, entre outros.
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Figura 36 - Perfis de expresséao identificados pelo programa STEM gerados

para células da linhagem MCF-7. A) Est&o representados os perfis que apresentaram
comodulagédo por ANAPC13. Os perfis 0, 3, 4 e 11 foram selecionados por apresentarem
correlagdo com ANAPC13 e significancia estatistica. Os quadros em verde apresentaram
significancia com valor de p<0,001. B) Perfil 0, com a representacao grafica dos 84 genes
que apresentaram estar comodulados por ANAPC13, valor de p=1.1O'14 C) Perfil 3, com a
representacao grafica dos 92 genes que apresentaram estar comodulados por ANAPC13,
valor de p=2.10'7. D) Perfil 4, com a representagéo grafica dos 159 genes que apresentaram
estar comodulados por ANAPC13, valor de p=9.10" E) Perfil 11, com a representagéo
grafica dos 136 genes que apresentaram estar comodulados por ANAPC13, valor de
p=3.10'4' Nas figuras B, C, D e E, a expressao de ANAPC13 é representada da forma
decrescente (ANAPC13-UP; MOCK e ANAPC13-DOWN) com a expressao proteica avaliada

por Western Blot, da esqueda para a direita.
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A partir dos perfis considerados significantes obtidos com o programa
STEM, foi realizada uma analise através do Ingenuity Pathway Analysis (IPA)
(QIAGEN®), também para a linhagem MCF-7, para verificar em quais redes
e vias estdo envolvidos os genes que foram encontrados relacionados ao
gene ANAPC13 diretamente ou inversamente. Na Figura 39a, b e c estdo
representadas as principais redes que foram obtidas. A analise funcional
destas redes e vias dos genes mapeados revelou fungdes principalmente

associadas ao ciclo celular, replicacao, recombinacgao e reparo do DNA.
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Figura 37 - Analise de redes e vias realizada através dos perfis de genes

diretamente ou inversamente relacionados a ANAPC13. Nas figuras A, B e C
estdo representadas as redes de genes relacionados ao ciclo celular, replicagéo,
recombinagdo e reparo de DNA. A analise foi realizada utilizado o programa Ingenuity
Pathway Analysis (QIAGEN®). Os genes apresentados em verde estdo downregulados,
portanto, apresentam relagéo direta com o gene ANAPC13. Os genes em vermelho estéo

upregulados, portanto, apresentam relagao inversa com o gene ANAPC13.
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5 DISCUSSAO

O carcinoma ductal de mama engloba um grupo heterogéneo de
tumores e pode apresentar-se como carcinoma ductal in situ (DCIS) ou
carcinoma ductal invasivo (IDC). A progressado do DCIS para IDC ainda nao
€ completamente elucidada (MA et al. 2003; CARRARO et al. 2014; KIM et
al. 2015). Em um trabalho prévio do nosso grupo de pesquisa, foi observado
que alteragbes moleculares ocorrem em lesdes pré-invasivas que possuem
morfologia semelhante a de células puramente intraductais, evidenciando
que alteragdes moleculares ocorrem antes de mudancas morfolégicas
durante a progressao do carcinoma ductal de mama. Neste mesmo trabalho,
foram identificados genes diferencialmente expressos entre as células
isoladas de DCIS e o componente in situ da lesdo invasiva (DCIS-IDC).
Dentre estes genes, o ANAPC13 foi validado e apresentou correlagao com a
progressao do carcinoma ductal de mama, mostrando diminuicdo gradual de
expressao durante o curso da progressao dos tumores (CASTRO et al.
2008, SENS-ABUAZAR et al. 2012).

A progressdao do cancer esta relacionada a capacidade de células
tumorais invadirem o tecido adjacente, podendo alcancar a circulagao
sanguinea e metastatizar para tecidos distantes. Uma vez que a diminui¢ao
da proteina ANAPC13 apresentou relagdo com a progressao do carcinoma
ductal de mama, as habilidades de adesao, migragao e de invasao celular

foram investigadas comparando diferentes niveis de expressao desta
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proteina nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. Inicialmente, a capacidade
de adesao as proteinas extraidas da matriz extracelular (MEC) foi testada
em ambas as linhagens, e revelou que as células com alta expressao desta
proteina apresentam maior adesdo ao Geltrex® (composta por laminina,
colageno |V, heparan-sulfato e entactina) em comparagcdo as demais
condigdes (WT, MOCK e ANAPC13-DOWN) na linhagem MDA-MB-231,
portanto, sugere que uma maior expressdao de ANAPC13 pode estar
relacionada a maior adesao a proteinas da matriz extracelular. Em um
segundo momento, foram investigadas as habilidades de migragdo e de
invasao celular, e foi observado que as células com baixa expressao de
ANAPC13 (ANAPC13-DOWN) apresentaram maior capacidade tanto de
migragdo quanto de invasdo quando comparadas as células das demais
condigdes (WT, MOCK, ANAPC13-UP) na linhagem MDA-MB-231,
sugerindo que a auséncia ou diminuigdo na expressdo desta proteina
apresenta relacdo com a aquisicado de um fenoétipo mais invasivo de células
tumorais. Para a linhagem MCF-7, ndo foram observadas diferengas em
relacdo a capacidade de adesdo, migracdo e invasdo, comparando as
condigoes.

Em estudos recentes, a alteracdo em moléculas envolvidas na
transicao epitélio-mesénquima foi fortemente relacionada ao processo
metastatico por conferir malignidade a células tumorais aumentando a
motilidade, invasividade e resisténcia a apoptose (CHENG et al. 2007;
HARTWELL et al. 2006; HUBER et al. 2005; MANI et al. 2007; PEINADO et

al. 2007). Neste contexto, ao observar que a diminuicdo da proteina
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ANAPC13 na linhagem MDA-MB-231 confere maior capacidade invasiva, foi
investigada a relagdo desta proteina com a transi¢cao epitélio-mesénquima,
verificando a expressao da proteina E-CADERINA, utilizada como marcador
epitelial, e a proteina VIMENTINA como marcador mesenquimal. Como
resultado, foi observado que as células com a expressdo diminuida de
ANAPC13 (ANAPC13-DOWN) apresentaram baixa expressdo de CDH1 (E-
CADERINA) e alta expressao de VIM (VIMENTINA) quando comparada aos
controles e a ANAPC13-UP. Estes resultados foram concordantes ao
comparar o nivel de expressdo de mRNA e de proteina.

As moléculas de adesao celular sdo essenciais para a regulagédo da
interacdo célula-célula, migragdo e sinalizagdo, sendo de extrema
importancia em processos fisiolégicos normais (NOLLET et al. 2000). As
caderinas sdo moléculas de adesdo que compreendem uma familia de
glicoproteinas transmembrana calcio-dependentes que mantém a estrutura
do tecido em condicbes normais. Em células tumorais, a diminuicdo da
expressao da E-CADERINA pode estar relacionada a perda de interagdes
célula-célula e consequente possibilidade de migrar, invadir e entdo
metastatizar para tecidos distantes onde podem iniciar um tumor secundario
(HALE et al. 2012). A transicao epitélio-mesénquima resulta da aquisigao do
fendtipo de células-tronco (MANI et al. 2008), portanto, além da perda de
marcadores epiteliais, as células adquirem fendétipo mesenquimal.

A VIMENTINA é um dos marcadores mesenquimais relacionados a
transicao epitélio-mesénquima que é encontrada em células de diversos

tipos de tecido. Esta proteina € uma das moléculas responsaveis pela
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manutencido da arquitetura do citoesqueleto, intermediacdo da organizagao
da polaridade dos microtubulos e indugdo a malignidade de células
cancerosas. O aumento de expressao de VIMENTINA esta associado a um
pior prognostico e pior sobrevida em diversos tipos de cancer, inclusive de
mama (LIU et al. 2015).

Analises genbmicas de linhagens celulares de adenocarcinoma de
mama mostraram subgrupos de células com aumento de expressao de
genes relacionados a marcadores da TEM e alto potencial invasivo, que séao
as células do subtipo basal, sendo que estas células possuem um perfil
genético mesenquimal. Em contraste, as células com subtipo luminal
possuem baixa capacidade invasiva, baixa expressdao de marcadores da
TEM e possuem um perfil genético epitelial (BLICK et al. 2008). As células
MDA-MB-231, apresentam o gene CDH1 (E-CADERINA) downregulado,
enquanto que a VIM (VIMENTINA) aparece upregulada (NAGARAJA et al.
2006; LIU et al. 2015), estando de acordo com o fenétipo altamente invasivo
desta linhagem. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a
expressao diminuida de ANAPC13 pode contribuir para a transicao epitélio-
mesénquima, aumentando a capacidade invasiva das células, entretanto,
estudos adicionais incluindo outros marcadores precisam ser realizados para
elucidar melhor estes mecanismos.

As células da linhagem celular MCF-7 possuem alta expresséo de E-
CADERINA e sao consideradas VIMENTINA-negativas (ROSS e PEROU
2001; NAGARAJA et al. 2006; LIU et al. 2015). Neste trabalho, foi observado

que a alteragao causada unicamente na expressao da proteina ANAPC13
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sugere que nao foi suficiente para mudar o comportamento destas células
em relagao a migragao.

A proliferagao celular depende estritamente da atividade do Complexo
Promotor de Anafase/Ciclossomo (APC/C), o qual esta envolvido com o
controle do ciclo celular (PETERS 2006; BARFORD 2011). Uma vez que a
proteina ANAPC13 é uma das subunidades do APC/C, a capacidade de
proliferagdo celular e diferengas no ciclo celular foram investigadas em
células com diferentes niveis de expressdo desta proteina. Na linhagem
MCF-7, as células com alta expressao de ANAPC13 (ANAPC13-UP)
apresentaram maior indice proliferativo quando comparadas aos controles,
assim como as células da condicado ANAPC13-DOWN apresentaram menor
proliferacdo celular em relacdo aos controles, indicando que as células com
alta expressdo de ANAPC13 podem aumentar a capacidade proliferativa e a
diminuicdo na expressao de ANAPC13 pode estar relacionada a menor
proliferacédo celular. Em relagao ao ciclo celular, ndo foi observada diferenca
entre as condigdes.

O metabolismo, e principalmente o consumo de glicose, sdo chaves
quantitativas relacionadas a proliferagao celular e manutencédo das células
cancerosas. Para sustentar a proliferagao celular crénica e descontrolada,
caracteristica de células tumorais, as taxas de reagdao metabdlica e a
demanda por glicose apresentam-se extremamente aumentadas nestas
células (HASSANEIN et al. 2011). Uma das caracteristicas das células
altamente proliferativas € a reprogramacdo do metabolismo de glicose,

passando a produzir energia a partir da glicolise, ou seja, ocorre a chamada
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“glicolise aerdbica”, conhecida como efeito Warburg, mostrando que o
cancer pode levar a uma deficiéncia do metabolismo mitocondrial. As células
que nao sofrem alteragdes nas taxas metabdlicas nido sobrevivem ao
microambiente tumoral, resultando em uma selecdo de células com o
fendtipo metabdlico transformado (GATENBY e GILLIES 2004; TENNANT et
al. 2009; HANAHAN e WEINBERG 2011). Neste sentido, investigamos o
metabolismo celular e o consumo de glicose das células com diferentes
niveis de expressao de ANAPC13. Como resultado, foi observado que as
células da linhagem MCF-7 com baixa expressdo de ANAPC13 (ANAPC13-
DOWN) apresentaram menor taxa de metabolismo mitocondrial, assim como
menor consumo de glicose em relagdo as demais condigbes, mostrando que
as células que obtiveram menor indice proliferativo, também apresentaram
menor viabilidade e menor alteracdo metabdlica. As células da linhagem
MDA-MB-231 nao apresentaram diferenga significativa nas taxas de
metabolismo e consumo de glicose, assim como na proliferagéo celular,
indicando que a alteracido no nivel de expressao de ANAPC13 néo interfere
nestas caracteristicas para esta linhagem. Entretanto, uma comparagéao
entre as duas linhagens, mostra que a linhagem MDA-MB-231 apresenta
menor consumo de glicose quando comparada a MCF-7, o que faz sentido,
pois tem menor proliferacao do que a MCF-7.

Em um trabalho anterior do grupo, a localizagao celular da proteina
ANAPC13 foi investigada através de imunohistoquimica, avaliando amostras
de pacientes com lesbes puramente intraductais comparando com o

componente in situ de lesdes invasivas. Este estudo ndo observou diferenca
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no numero de amostras puramente intraductais (DCIS puro) quando avaliou-
se positividade nuclear de ANAPC13. As diferencas na positividade de
ANAPC13 entre os dois tipos de lesdes foi verificada somente na
positividade citoplasmatica em que, a proteina ANAPC13 encontrava-se
mais frequentemente positiva em amostras de DCIS pura (SENS-ABUAZAR
et al. 2012). No presente trabalho, a localizagao celular de ANAPC13 foi
avaliada com a técnica imunofluorescéncia realizada para ambas as
linhagens celulares e obtivemos que a linhagem MCF-7, menos invasiva,
apresenta localizacdo de ANAPC13 tanto nuclear quanto citoplasmatica,
entretanto, a localizagdo principal esta no nucleo. Na linhagem MDA-MB-
231, a localizacdo foi estritamente citoplasmatica, sugerindo que a
localizacdo de ANAPC13 possui diferentes papéis de acordo com sua
localizacdo celular, sendo que, a presengca no nucleo confere fungao
relacionada com a proliferagdo celular e a presencga no citoplasma possui
influéncia na adesao, migracao e invasao celular. Contudo, outros estudos
devem ser realizados para melhor compreensao deste fenémeno.

Para avaliar a capacidade de tumorigénese in vivo, utilizamos o
modelo de xenoenxerto em camundongos Balb/C nude (imunosuprimidos)
com injecdo heterotopica subcutdnea. Dentre os diversos modelos
disponiveis para pesquisa de carcinomas de mama, os nudes sdo 0s mais
utilizados devido a auséncia de um timo funcional e de células T ativas (KIM
et al. 2004). Neste modelo, foi comparada a capacidade tumorigénica de
camundongos nude injetados com as células das diferentes condi¢coes de

expressdo de ANAPC13 (baixa, moderada e alta expressao), tanto para a
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linhagem MCF-7 quanto para a linhagem MDA-MB-231. Nossos resultados
apresentaram grande variabilidade entre as condigdes para ambas as
linhagens celulares durante o crescimento tumoral no periodo
acompanhado, e essa variabilidade também foi observada quanto aos
parametros de peso e volume tumoral. Entretanto, as células humanas de
carcinoma mamario estao entre as mais dificeis de apresentar tumorigénese
em ensaios animais, sendo que na literatura é reportada uma taxa de
aproximadamente 7-20% de sucesso de transplante de células diretamente
em camundongos nude (MEHTA et al. 1993). Apds andlise histoldgica nos
grupos que receberam a linhagem MCF-7, foi observada a formacgao de
apenas um tumor dentre os 15 animais deste grupo, enquanto que na
linhagem MDA-MB-231 houve uma maior capacidade tumorigénica das
células, 5 dos 15 animais apresentaram formacado de tumor. Entretanto, os
resultados obtidos n&do foram conclusivos devido a grande variabilidade
obtida entre as condi¢cdes e entre os grupos. O numero de animais foi
bastante limitado para realizacdo deste estudo, portanto, devido as
limitacoes, este modelo nao foi considerado adequado.

As diferengas encontradas nos resultados para as duas linhagens
utilizadas neste trabalho podem estar relacionadas as diferentes
capacidades invasivas das duas linhagens, além disso, as caracteristicas
moleculares, sendo uma do subtipo luminal e outra do subtipo basal. Além
disso, NAGARAJA et al. (2006) encontraram aproximadamente 400 genes
que aparecem diferencialmente expressos entre estas linhagens, sendo que

foi observada uma significante upregulacéo de cinco transcritos relacionados
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a proliferacao celular na MCF-7 em relagado a MDA-MB-231, e ao silenciar
estes genes na MCF-7, as células passaram a ter comportamento mais
parecido com o da MDA-MB-231, o que pode explicar as principais
diferencas observadas nos experimentos. Um dos genes que apresentou
upregulacdo na MCF-7 e downregulacdo na MDA-MB-231 é a AURKB
(NAGARAJA et al. 2006), que da origem a quinase mitética AURORA B, que
assim como outras quinases mitdticas, € um alvo do Complexo Promotor de
Anafase (APC/C) (PETERS 2006; FLOYD et al. 2013; SIVAKUMAR e
GORBSKY 2015). A proteina AURORA B possui um importante papel na
adesao das cromatides-irmas aos polos dos fusos mitéticos (MUSACCHIO e
SALMON 2007), e a auséncia desta proteina pode levar a uma aneuploidia,
que é uma das caracteristicas comuns de carcinomas de mama avancgados
(SATYA-PRAKASH et al. 1981; HEGY!I et al. 2012). Na linhagem MCF-7,
nossos resultados demonstraram que o gene AURKB aparece comodulado
pela expressdo de ANAPC13, apresentando relagcao direta. Contudo, a
AURORA B esta frequentemente aumentada em carcinomas de mama, mas
apresenta relagdo exclusivamente dependente de proliferacdo celular
(HEGYI et al. 2012).

Para identificar genes envolvidos em processos bioldgicos
coregulados pela expressao de ANAPC13, foi realizada uma avaliagdo da
expressao génica das linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, e foi encontrado
que, para a linhagem MCF-7, os genes que apresentam coregulagdo por
ANAPC13 estao principalmente relacionados ao ciclo celular, como mitose,

organizacgao do fuso mitético, regulagéo do ciclo celular, fase M, transdugao



92

de sinal intracelular, divisdo nuclear, replicacdo e reparo de DNA,
segregacao de cromossomo, entre outros. Além disso, foi observado que ao
diminuir a expressdao de ANAPC13, ha uma upregulacdo de genes
relacionados a regulagdo da apoptose, consistente com os resultados
obtidos de proliferacao e de viabilidade celular. Para a linhagem MDA-MB-
231, foi observado um enriquecimento de vias principalmente relacionadas
ao desenvolvimento embrionario, movimento celular e sinalizacao celular, o
que também foi consistente com os dados obtidos nos ensaios in vitro € na
expressao de marcadores da transicao epitélio-mesénquima, que mostra
que as células mais invasivas adquirem caracteristicas de células
desdiferenciadas, portanto, relacionadas ao desenvolvimento embrionario.
Portanto, os resultados encontrados para ambas as linhagens corroboram
com o0s nossos achados observados in vitro, mostrando dados robustos e

concordantes a nivel molecular e funcional.
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CONCLUSOES

O aumento na expressao de ANAPC13 na linhagem MCF-7 esta
associado a um maior indice de proliferacao celular e na linhagem
MDA-MB-231 esta associado a maior capacidade de adesdo as
proteinas de matriz extracelular.

As células com baixa expressdo de ANAPC13 na linhagem MCF-7
possuem menor capacidade proliferativa, assim como estado
relacionadas a uma menor taxa de metabolismo e consumo de
glicose.

A proteina ANAPC13 esta localizada principalmente no nucleo nas
células da linhagem MCF-7, enquanto que nas células da linhagem
MDA-MB-231, a proteina ANAPC13 esta localizada principalmente no
citoplasma.

Na linhagem MDA-MB-231, a reducdo da expressao de ANAPC13
mostrou estar relacionada a maior habilidade invasiva e maior
capacidade de migragao das células.

A reducao da expressao de ANAPC13, que levou ao comportamento
mais invasivo das células MDA-MB-231 esta relacionado de alguma
forma com as proteinas chaves da transicdo epitélio-mesénquima
(EMT).

Os perfis de expressao génica obtidos para a linhagem MCF-7 que

apresentaram coregulagcdo pela expressdo de ANAPC13 estao
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relacionados principalmente ao ciclo celular, corroborando com
nossos resultados observados in vitro.

As redes de interagado génica obtidos para a linhagem MDA-MB-231
através dos genes que apresentaram coregulagado pela expressao de
ANAPC13 estao relacionados principalmente a movimento celular e

desenvolvimento embrionario.
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Anexo 2 — Genes do perfil 7 da linhagem MDA-MB-231

Genes diretamente comodulados por ANAPC13 na linhagem MDA-MB-231

TRIM7
MFAP1
IL18
KLF5
DHX15
TFRC
CAPZA2
ACBD3
ZNF184
SUCLG2
RNF111
SDCBP2
SLC39A10
MAN2A1L
FAM221A
SLC7A11
MYC
ATP5A1
TOP2A
CTSC
E2F5
ZBTB33
RPS15AP10
TMEM116
SLC4A7
TACC1
ITGAG
CCT4
SP4
BCKDHB
PLS3
DNASE2
PI4K2B
SNX7
FIGN
FEZ2
PAQR3
TNPO1
TFB2M
SLC35B3
BDP1
ETF1
USPL1
YIPF4
LNX2
INTU

PTPN18
FAM84B
CAMKMT
PIKFYVE
PIKFYVE
CCDC25
ECT2
PTGER4
CDC42EP4
THAP9-AS1
PDGFC
AXL
FBXL16
PARDGB
NME7
RNF19A
COG3
EPRS
CEPT1
MBOAT2
RNF20
RAPGEF6
CLMN
EGFEM1P
FAM3C
DDIAS
PINLYP
CREBZF
ADPRM
SCAI
ARLG6IP6
RBM7
ACVR1
DFNAS5
TUBE1
RSL24D1
ZFP1
PRDM8
SFT2D1
MRPS30
CSNK1AILL
TMIOSF2
CCDC80
MS4A7
MS4A4A




Anexo 3 — Genes do perfil 8 da linhagem MDA-MB-231

Genes inversamente comodulados por ANAPC13 na linhagem MDA-MB-231

SMC1A
AGR2
GNG13
SPTLC3
ZC3H12A
Coorfa7
TNFSF10
IL6

ASB2
HLA-DRB1
IGSF9

Cc2

IL1B
RGAG4
CDA
TFF1
FAM174B
STX2
TMEM189
SCNN1A
FBLIM1
HTRA1
TNS2
PLOD1
DPYSL3
TLN1
TSPAN15
ANAPC13
SNORA28
PIM2

C3
ARHGEF10L
SLC34A3
MUC1
ABCD1
CSRP2BP
PSD4
TBX1
HMGB3P1
STRN3

MFI12
CXXC5
IFFO2
RPGR
MAN1A2
BATF
TPBGL
SNX8
TMEM217
VWAL
TMEMO95
SNRNP35
MYOS5A
MOCS3
VASN
SH3PXD2B
FKRP
PCDHGB4
CLSTN1
UCP3
FMNL3
PPFIA4
PPP1R16B
SRGAP2B
HLA-DQB1
PCDHB10
FBXO2
ZMYND11
OTOS
KLHDC9
PRSS22
FER1L4
RMRP
PLEKHN1
TNS4
PPP1R14A
SLC43A2
TMEM200C
LMAN1L
RIN3




Anexo 4 — Genes dos perfis 0, 3 e 4 da linhagem MCF-7

Genes diretamente comodulados por ANAPC13 na linhagem MCF-7

KIAA0101
APH1A
CCNA2
CENPQ
MND1
JADE1
BRCA1
CTSsz
CEP55
RAD54L
HIST1H4A
LINC00482
CENPI
ESCO2
ACYP1
TIMELESS
KIF18A
MT1F
DIAPH3
TGM2
HIST1H1D
RFC4
BIRC5
DTYMK
CDC7
CDCA5
ATAD2
INCENP
FANCC
HIST1H4L
RAD54B
RAD51
GPR68
NEBL-AS1
LINC00634
ZC3H7B
NLN
CYBRD1
LOXL3
FOXM1
Cb5orf34
CEP83
MAD2L1
MTG1
THAP9
CATSPER3
ZNF331
LINC00669
OTOA
LIMK1
TMEM27

SUV39H2
PHF19
KIF15
H19
MT1L
TCF19
FAMG4A
E2F7
CDC25C
RMI2
TRIP13
TNFAIPS
SUV39H1
DOK1
ART4
STON1
BUB1
RDM1
ZEB1-AS1
ESPL1
OSR2
EHD2
HOXA7
MRPL15
LINC00618
POLE2
FAM132A
NME7
MELK
C14orf80
C160rf59
POC1A
RECQL4
MT1B
MIS18A
LINC00152
ARHGAP11A
ZNF833P
MT1HL1
HIST1H1B
TACC3
FCGRT
NKAPL
PBK
FANCD2
PYROXD2
CMSS1
SMYD2
HIST1H2AL
GPR124
TH




GGH
CENPA
SIVA1
EFHD1
PKMYT1
KLF8
NPM3
PCK2
FANCB
GCSH
CA12
PKN3
PFN4
C19orf40
PRIM2
PSRC1
SKA3
HMMR
PCOLCE2
GPR19
FAM161A
CCDC114
FOXRED1
CDCA8
PLK4
MTBP
PIF1
ZNF530
MIS18BP1
HJURP
CBLN3
PROCA1
OIP5
FAM72A
CEP97
EME1
SPIN4
SKA1
TUBBP5
NDC80
LINC01160
DLGAP5
FBLN1
CKS2
TTK
METTLS8
SETD9
AUH
TK1
PCBD2
STIL
KIF14
CKS1B
CENPK
PRTFDC1
KIF20B
MTFR2
MPP6

UBE2QL1
CPAMDS8
LOC100128398
PRR11
LOC101930611
ABLIM3
CLSTN2
DICER1-AS1
SHISA2
DANCR
DNAJB4
MYBL2
PKP2
BMP7
EDN1
CDKNS3
ITPK1
CHN1
LINCO1116
ZNF695
DIO2
CTNNAL1
F12

AVP
NLRP3
TXNRD2
FAM13B
TYMS
FBX0O17
TTC30B
MYC
HMGB2
TOP2A
RADIL
STMN1
NT5E
TIGD3
PDESA
AURKB
CDCA2
KIF23
CISH
IQGAP3
CCDC153
ZGRF1
C120rf76
NPTX1
EFCAB11
SYNDIG1
SYNDIG1
THNSL1
TEX30
CEP78
TRAIP
DMRTA1
C12orf4
U2AF1L4
IGFLR1




MPHOSPHG6
DUT
ZNF239
SPATA33
C200rf195
CDKN1C
OSTF1
AGTPBP1
TRIP6
KIAA1958
MAGOH
FANCE
CDCA4
KDM4D
RACGAP1
PLACS
LGALS13
FAM86JP
CKAP2L
CENPW
NUF2
ADGRL2
GSG2
JMJD1C-AS1
STXBP5L
ZNF285
WIPF1
MMP9

C5

SFR1
HMCN1
TMEM136
PCNA
SPC24
ATP6V1G2
FUZ
PRIM1
COL9A3
TMEM107
KNTC1
CCDC34
TMEM187
UNC13D
TP53I13
SNRPA
POLD1
NRGN
NTN1
SSC5D
TMEM116
TMEMG65
ACRBP
DNAH11
CTF1
FAM216A
EID2B
NUPR1L
MXD3

MAN1B1-AS1
MFAP2
ZWINT
MYO19
ITGB3BP
CENPM
CDC45
TFPI
CBX5
RIBC2
KLHL7
NCCRP1
S100A10
EXO1
DSCC1
DOCK4
TUBB
TUBB2A
TTC32
RASGRP1
EFS
FABP5
FABP5P1
OXTR
KIF22
DTL
HIRIP3
TMEM105
CHEK1
DDIAS
TMCO6
HEG1
DSN1
CHTF18
WDR34
FANCI
NUDT1
QPCTL
LMCD1
BLM
NRM
FAM65C
LY6D
GMNN
NDC1
LINCO01144
SMYD2
HIST1H2AL
ADGRA2
TH
UBE2QL1
CPAMDS
PRR11
ABLIM3
CLSTN2
DICER1-AS1
SHISA2
DANCR




IMMP2L
MCM2
MCM7
MYO1F
ZNF850
XK

RFX3
MED30
RBM26-AS1
DNAAF3
HIST1H3B
RBP7
APOC1
LIG1
LRIG1
MUTYH
DKK1
FAM228B
CENPU
CHAF1A
SMC2
TMEM130
ORC1
SLC25A15
NPNT
ORC3
NUDT6
LINC00173
C5orf58
ZNF568
RTKN

DNAJB4
WISP2
CDCAT7L
FBXL5
ANKRD36B
RPA3
SNHG1
BRIP1
MRPL36
SGPP2
SUPT3H
SIGLEC15
HAUSS
RNASEH2A
NUDT7
CENPH
FANCG
CDT1

MAPKAPK5-AS1

PLEKHG4
MYBL1
SH3GL1P2
MCM5
FBF1

PC
PODXL
AREG




Anexo 5 — Genes do perfil 11 da linhagem MCF-7

Genes inversamente comodulados por ANAPC13 na linhagem MCF-7

NPC2
FAAH2
INHBA
BCL3
IL18
DHCR24
ARHGAP26
AMOT
TNFSF10
TMEM63C
TNFSF9
NFKBIE
PDIA3
RELB
FUCA1
HLA-DRB1
NELL2
GSTA4
P4HA2
ICAM1
EHD3
VTCN1
ALCAM
RHOV
CAMP
CHAMP1
QSOX1
CEACAM1
HSP90B1
IGFBP3
PARPS
MFSD1
IL6ST
LARP6
SPTSSA
GJB2
HLA-DRB4
TSPAN3
CACNALC
FAM169A
MVP
MBLAC1
LYST
ZNF503-AS2
VLDLR
SMPD3
RNF145
ASPHD2
AZGP1
CD63
CMTM8

AES
RCAN1
ABCA12
S100A9
TBX10
SLC12A7
NREP
ELL2
GALNT7
GALNT15
PFKFB2
DUSP6
STEAP2
MCF2L-AS1
SLC39A6
NUCB2
FAMB83E
PDIAS
BIRC3
HLA-DQB2
CSGALNACT1
RDH10
DLGAP1-AS2
BMF
PPM1H
CEACAMG6
RRAGD
MAN2A2
CXADR
MFSD2A
GM2A
KIAA1841
GOLGA8J
HLA-DQB1
RGCC
IGF2R
CFB
CCL17
LCN2
CKAP4
THSDA4
ADRB1
MDK
SLC41A1
FAM3C
SDF2L1
PSTPIP2
CREB3L2
FRMD6-AS1
WFDC21P
SLC46A3




OSTM1
SLC45A3
HLA-DRB5
RBPMS2
NANP
QPCT
CPNE4
C12orf49
RNF43
C4B

C4A
FGD6
SERTAD?2
FAM13A
TNFAIP3
FAM189A1
PPFIA4
SPINKS8

RASSF5
NKX3-1
PPAP2A
SEPT3
NUAK2
SLC12A2
CPD
HOMER2
CCDC136
SLC30A3
ULBP2
ZNF469
C10o0rf10
SEC24D




