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RESUMO

Silva APM. Caracterizacao de genes diferencialmente expressos em linhagens
celulares de mama que expressam diferentes niveis de c-erbB2. Sdo Paulo, 2006.

[Dissertacao de Doutorado - Fundacdo Antonio Prudente].

O oncogene c-erbB2 é um receptor de membrana com atividade de tirosina
quinase e pertence a familia de receptores de fatores de crescimento epidermal. A
super-expressao do oncogene c-erbB2 é observada em 25-30% dos tumores de mama
e ¢ também um fator de pior progndstico. Para estudar os mecanismos moleculares
de atuagdo desse oncogene, Harris et al (1999) desenvolveram um modelo de super-
expressdao de c-erbB2 em células epiteliais luminais imortalizadas da mama. Duas
linhagens celulares, HB4a-C3.6 e HB4a-C5.2, expressando diferentes niveis de c-
erbB2, foram derivadas da linhagem imortalizada HB4a.

Com o objetivo de identificar transcritos diferencialmente expressos entre as
linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2, foi utilizada a técnica de MPSS (Massive
Parallel Signature Sequencing). A partir de ambas as linhagens celulares foi gerado
um total de 24.521.236 tags, correspondendo a 24.065 rags distintas e validas.
Depois de estabelecidas as correlacdes entre fags e transcritos humanos conhecidos,
9% das tags nao foram associadas a transcritos conhecidos (tags 6rfas). Entre as rags
orfas, muitas apresentaram expressao diferencial entre as linhagens HB4a and HB4a-
C5.2 e, provavelmente, correspondem a novos transcritos regulados por c-erbB2.
Para caracterizar alguns desses novos transcritos, foi desenvolvida, em nosso
laboratorio, a técnica de GLGI-MPSS (Generation of Longer cDNA fragments for
Gene Identification) e 83 rags 6rfas foram convertidas em fragmentos 3’ de cDNA.
Para 41 das 83 amplificagcdes de GLGI-MPSS, foi possivel obter um fragmento
predominante e de forte intensidade quando analisado em gel de agarose.

Esses 41 fragmentos foram clonados e seqiienciados e as seqiiéncias geradas
foram analisadas através do programa BLAST, para verificar a presenca de
similaridade com transcritos humanos depositados em bancos de dados publicos. A

andlise desses fragmentos permitiu a identificacdo de 10 novos transcritos



possivelmente regulados por c-erbB2, 3 transcritos polimérficos nos quais a presenca
de SNPs gerou tags de MPSS alternativas, 2 formas alternativas de poliadenilacdo de
transcritos ja conhecidos e tags de MPSS artefatuais. A utilizacdo do GLGI-MPSS
nos permitiu ainda identificar 5 transcritos antisense, dos quais 4 foram validados
através de RT-PCR fita especifica.

A expressdo diferencial dos 10 transcritos possivelmente regulados por c-
erbB2 e dos 3 transcritos correspondentes as tags alternativas associadas a SNPs foi
avaliada através de PCR em Tempo Real nas linhagens HB4a e HB4a-C52. Para 5
dos 13 transcritos analisados, foi possivel confirmar a expressao diferencial entre as
duas linhagens. Dos 5 transcritos validados, 4 se mostraram mais expressos na
linhagem HB4a-C5.2. Em seguida, o padrdo de expressao dos 4 transcritos super-
expressos na linhagem HB4a-C5.2 foi analisado por PCR em Tempo Real em
linhagens tumorais e em amostras de tumores de mama que apresentavam ou nao
super-expressdo do oncogene c-erbB2. A super-expressdo dos transcritos
correspondentes as tags 6 e 28 foi observada na maioria das linhagens tumorais com
super-expressao de c-erbB2. Ja nos experimentos que avaliaram a expressdo desses
transcritos em amostras tumorais, foi possivel verificar que a média do nivel de
expressdo desses transcritos em relacdo ao tecido normal de mama era maior no
grupo de tumores c-erbB2 positivos e, para as tags 7 e 28, a diferenca observada
entre os dois grupos foi estatisticamente significativa. Esses resultados confirmam a
expressdo diferencial desses 4 transcritos em tumores c-erbB2 positivos e a
caracterizacdo funcional dos mesmos nos permitird compreender melhor os
mecanismos moleculares de atuacdo do c-erbB2, abrindo novas perspectivas para o

acompanhamento e tratamento de pacientes com cancer de mama.



SUMMARY

Silva APM. Caracterizacao de genes diferencialmente expressos em
linhagens celulares de mama que expressam diferentes niveis de c-erbB2
[Characterization of genes differentially expressed in breast cell lines, expressing
different levels of c-erbB2]. Sdo Paulo; 2006. [Dissertacdo de Doutorado — Fundagado

Antonio Prudente].

The c-erbB2 oncogene is a membrane receptor with tyrosine quinase activity
and belongs to the epidermal growth factor receptor family. C-erbB2 over-expression
is observed in 25-30% of breast tumors and is an adverse prognostic factor. To study
the molecular mechanisms of c-erbB2 over-expression, Harris et al. (1999) developed
a model of c-erbB2 over-expression in conditionally immortalized mammary luminal
epithelial cells. Two new cell lines, HB4a-C3.6 and HB4a-C5.2, expressing different
levels of c-erbB2 were derived from the immortalized cell line HB4a.

In order to identify transcripts differentially expressed between HB4a and
HB4a-C5.2 cell lines, the MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing)
technique was used. A total of 24.521.236 MPSS tags, representing 24.065 unique
reliable tags, was generated from both cell lines. After establishing reliable
correlations between tags and known human transcripts, 9% of the tags could not be
associated with a known transcripts (orphan tags). Among the orphan tags there were
several that showed differential expression between HB4a and HB4a-C5.2 cell lines
and probably represent novel transcripts regulated by c-erbB2. To further characterize
some of these novel transcripts, the GLGI-MPSS (Generation of Longer cDNA
fragments for Gene Identification) technique was developed in our laboratory and 83
orphan tags were converted into 3° cDNA fragments. The amplification of a
dominant band was observed for 41 of 83 GLGI-MPSS amplifications, when
analyzed in agarose gel.

These 41 fragments were cloned and sequenced and the sequences were
analyzed using BLAST to identify similarities with human transcripts submitted to

public databases. The analysis of these fragments allowed the identification of 10



novel transcripts, putatively regulated by c-erB2, 3 polymorphic transcripts in which
the presence of a SNP generated an MPSS alternative tag, 2 alternative
polyadenylation isoforms of known transcripts and artefactual MPSS tags. GLGI-
MPSS also allowed us to identify 5 antisense transcripts from which 4 were further
validated by strand specific RT-PCR.

Differential expression of the 10 transcripts putatively regulated by c-erbB2,
and of the 3 transcripts in which the presence of a SNP generated an MPSS
alternative tag was evaluated by Real Time PCR in the HB4a and HB4a-C5.2 cell
lines. Differential expression between the two cell lines was confirmed for 5 out of
the 13 transcripts analyzed. Four out of the 5 validated transcripts were shown to be
over-expressed in the HB4a-C5.2 cell line. Next, we examined, by Real Time PCR,
the expression pattern of the 4 transcripts over-expressed in the HB4a-C5.2 cell line
in breast tumor cell lines and breast tumor samples, over -expressing or not c-erbB2.
Over-expression of the transcripts corresponding to tags 6 and 28 was observed in the
majority of the breast tumor cell lines over-expressing c-erbB2. On the other hand, in
the experiments carried out using tumor samples, we observed that the average
expression level of these 4 transcripts, in relation to normal breast tissue, was higher
in the c-erbB2 positive group and that the difference observed for tags 7 and 28 was
statistically significant. These results confirm the differential expression of these 4
transcripts in c-erbB2 positive tumors and their functional characterization will allow
us to better understand the molecular mechanisms behind c-erbB2 over-expression
and will eventually open new perspectives in the management and treatment of breast

cancer patients.
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1  INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS E CLINICOS DO CANCER

DE MAMA

O cancer de mama representa nos paises ocidentais uma das principais causas
de morte entre as mulheres. As estatisticas indicam o aumento de sua incidéncia tanto
nos paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento (RADICE e
REDAELLI 2003; JEMAL et al. 2004). Segundo a Organiza¢gdo Mundial da Saide
(OMS), nas décadas de 60 e 70 houve um aumento de 10 vezes nas taxas de
incidéncia, para esse tipo de cancer, nos registros de diversos continentes. Entretanto,
as taxas de mortalidade associadas a esse tipo de neoplasia vém diminuindo
consideravelmente, o que pode ser atribuido, principalmente, ao avango nos métodos
de diagnéstico e de tratamento (DUMITRESCU e COTARLA 2005). No Brasil, o
cancer de mama é o que mais causa mortes entre as mulheres. Estima-se que para o
ano de 2006 sejam diagnosticados, no pais, 48.930 novos casos (Tabela 1) e que

ocorram 9000 6bitos decorrentes da doenca por ano (Ministério da Saide 2006).



Tabela 1 - Dados de incidéncia do cancer de mama no Brasil.

Localizagdo Primaria
Taxa Bruta

Neoplasia: Maligna

Fonte: Modificado de Ministério da Saide (2006)
Legenda: Estimativas para o ano de 2006 das taxas brutas de incidéncia por 100.000 mulheres e do
nimero de casos novos por cancer, em mulheres, segundo localizagdo primdria.

O cancer de mama é uma doenga bastante heterogénea, apresentando uma
grande variabilidade clinica e histopatoldgica. Essa heterogeneidade reflete a sua
complexa etiologia, que sofre a influéncia de fatores exdgenos (o tipo de dieta e o
uso de contraceptivos orais — o que ainda € alvo de muita controvérsia) e de fatores
enddgenos (as taxas hormonais e a predisposicao genética — considerado o fator de
risco mais importante) (BIECHE e LIDEREAU 1995). Outros fatores que levam a
uma maior suscetibilidade a essa doenca incluem a menarca precoce, a menopausa
tardia (além dos 50 anos, em média) e a nuliparidade, ou a primeira gravidez apds os
30 anos de idade. Além desses fatores, o consumo habitual de dlcool também parece
estar associado ao risco aumentado de desenvolvimento de cancer de mama
(SHERMAN e HOSSFELD 1993; RAHMAN e STRATTON 1998).

O diagnéstico precoce dos tumores de mama favorece a eficicia do

tratamento e a possibilidade de cura da doenca, que se mostra superior a 90% quando



o tumor € detectado ainda em estdgios iniciais. Os métodos utilizados para a deteccao
do cancer de mama incluem o auto-exame, o exame clinico-palpatério, a
mamografia, a ultra-sonografia e os exames cito e histopatoldgicos, conferindo uma
acuidade de até 95% para o diagnostico da doenca. Porém, o elevado custo desses
exames torna o diagnostico tardio, além de dificultar o tratamento (VAN POZNAK e
SEIDMAN 2002; SUNPAWERAVONH e SUNPAWERAVONG 2004). No Brasil,
cerca de 70% dos casos de cancer de mama sido diagnosticados tardiamente em
estddios avancados (http://www.hcanc.org.br) e, embora tenham ocorrido alguns
avangos no que diz respeito ao diagnostico precoce da doenga, métodos diagndsticos
mais sensiveis e acessiveis precisam ser desenvolvidos.

A apresentacdo clinica do cancer de mama pode variar desde formas nado
invasivas até outras altamente metastaticas. A maioria dos canceres de mama, mais
de 95%, pertence a classe dos carcinomas, originando-se do epitélio dos 16bulos e
ductos da glandula, mais especificamente das células luminais (Figura 1) (HARRIS

et al. 1999; PAGE et al. 1999).



A Mama (corte)

Tecido
Conectivo

Mamilo

™ Abertura
do Ducto

Fonte: modificado de http://www.cancervic.org.au/cancer1/prevent/breasthealth/dcis.gif

Figura 1 - Representacdo esquemadtica de um corte de mama. Em destaque estdo

representados os 16bulos e ductos da glandula.

O carcinoma invasivo encontra-se frequentemente associado a focos de
carcinoma in situ e a lesdes hiperplasicas, sugerindo que essas lesdes pré-malignas
possam representar lesdes precursoras do cancer. Em estddios mais avancgados, as
células tumorais invadem a membrana basal bem como o tecido adjacente. J4 nas
formas altamente metastaticas, as células tumorais invadem outros tecidos como
ossos, figado, cérebro e pulmdes (Figura 2) (LAKHANI et al. 1999; SHERMAN e

HOSSFELD 1993).



Ducto Normal Carcinoma
ire Situ

Clarcinoma
nvasivo

Fonte: modificado de http://www.breastcancer.org/is_cancer_invasive.html

Figura 2 - Representacio esquemadtica da progressao tumoral. Ducto normal (A); Carcinoma

ductal in situ (B) e Carcinoma ductal invasivo (C).

O carcinoma mamario dissemina-se por via linfética, pela corrente sanguinea
e por extensdo direta. Na disseminacdo por via linfatica, os linfonodos agem como
uma espécie de filtros das células que se desprendem do tumor primdrio. Depois de
atravessar o filtro ganglionar, geralmente, as células tumorais invadem os linfonodos
supraclaviculares e alcangam a circulagdo venosa (SHERMAN e HOSSFELD 1993).

A determinacdo do estadiamento clinico do cancer de mama teve inicio no
século 20, considerando especificamente o tamanho do tumor e a sua localizacdo, o
acometimento de linfonodos regionais e a presenca de metdstases distantes,
culminando no desenvolvimento do sistema de classificacio TNM criado pelo AJCC
(The American Joint Committee on Cancer) e pelo UICC (Union Internationale
Contre le Cancer). Esse sistema baseia-se no tamanho do tumor (T), no
envolvimento de linfonodos (N) e na presenca de metastases distantes (M) (STYBLO
e WOOD 1998).
A principal forma de tratamento para o cancer de mama € a resseccao

cirirgica podendo ou ndo ser seguida de terapia adjuvante (quimioterapia, terapia

hormonal e radioterapia). As formas mais comuns de ressec¢do sdo a cirurgia



conservadora com esvaziamento de linfonodos, ou a mastectomia radical (VAN
POZNAK e SEIDMAN 2002; SHERMAN e HOSSFELD 1993). A resseccdo
cirirgica é curativa em mais de 50% dos casos, os quais apresentam pouca ou
nenhuma doeng¢a micrometastitica. A terapia adjuvante aumenta a expectativa de
vida, provavelmente devido a erradicacdo ou a inibicdo da progressdo da doenca
micrometastatica. A terapia adjuvante deve ser adotada em pacientes com tumores
maiores que 1 cm ou com metdstases nos linfonodos axilares. Entretanto, cerca de
30% das pacientes que nao apresentam acometimento de linfonodos morrem em
decorréncia da doencga. Essas pacientes poderiam beneficiar-se da administragdao de
terapia adjuvante, porém a dificuldade em se identificar tais pacientes permanece um
desafio (DOWSETT 1998). Por outro lado, submeter todas as pacientes a terapia
adjuvante ndo € vidvel, devido a alta toxicidade ocasionada pelo tratamento e
também ao elevado custo (THOMSSEN 2003).

Os fatores prognoésticos tradicionais para o cancer de mama incluem o
acometimento de linfonodos, o tamanho do tumor primério, seu grau histoldgico e
seu subtipo histolégico. Entre os fatores progndsticos tradicionais, a presenca de
metdstases em linfonodos axilares e o tamanho do tumor sdo os dois fatores
progndsticos mais importantes. Assim, a necessidade de se determinar quais
pacientes ndo apresentam comprometimento de linfonodos e possuem um risco
aumentado de recorréncia da doenca tem conduzido diversos estudos a respeito da
identificacdo de marcadores moleculares (STYBLO e WOOD 1998; JARDINES e
BERGER 1998).

A identificacdo de marcadores moleculares tem despertado grande interesse

uma vez que os mesmos podem ser utilizados no diagnéstico precoce da doenca, na



avaliacdo do prognéstico da paciente e também na determinagdo da conduta
terapéutica (DOWSETT 1998; SRIVASTAVA e GOPAL-SRIVASTAVA 2002;
KEEN e DAVIDSON 2003). As caracteristicas neopldsicas e metastaticas adquiridas
pela célula tumoral associam-se a ocorréncia de alteragdes genéticas e epigenéticas
que afetam genes envolvidos nos processos de proliferacao celular, apoptose, reparo
de DNA, angiogénese e adesao celular. Os genes afetados, assim como as altera¢des
genéticas e epigenéticas relacionadas, podem ser utilizados na pratica clinica como
marcadores moleculares da doenga (SRINIVAS et al. 2001 e NEGM et al. 2002).

A utilizacdo de marcadores moleculares no diagnéstico precoce do cancer de
mama ainda € bastante limitada. Porém, esses marcadores moleculares estdo sendo
cada vez mais utilizados na pratica clinica, tanto para avaliar a evolucdo da doenca
quanto a resposta ao tratamento (ESTEVA et al. 2002; ARCIERO et al. 2003;
ESTEVA e HORTOBAGYI 2004). Como exemplo de marcadores moleculares, com
reconhecido valor progndstico em cancer de mama, pode-se mencionar os receptores
de estrégeno e de progesterona, o antigeno de proliferacdo Ki67 e o oncogene c-
erbB2. Os receptores de estrogeno e de progesterona € o oncogene c-erbB2 sdo
utilizados também como marcadores moleculares para avaliar respectivamente a
resposta a terapia hormonal e ao tratamento com o anticorpo monoclonal
Trastuzumab. A utilizacdo na pratica clinica de outros marcadores moleculares de
progndstico, por exemplo, o gene supressor de tumor p53, o receptor de acido
retindico B, o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), entre outros, ainda estd sob investigacdo
(ESTEVA et al. 2002; ARCIERO et al. 2003; KEEN e DAVIDSON 2003; ESTEVA

e HORTOBAGYT 2004).



1.2 ASPECTOS GENETICOS E MOLECULARES DO CANCER DE

MAMA

O estudo das bases moleculares do desenvolvimento de tumores gerou o
conceito de que o cancer € uma doenca causada pelo acimulo progressivo de
alteracdes genéticas (BAYLIN e OHM 2006). Essas alteracdes genéticas afetam
diferentes etapas nas vias que regulam os processos de proliferacao, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. Acredita-se que as células presentes em um tumor sejam
descendentes de uma célula ancestral comum que em algum momento, geralmente
décadas antes do tumor tornar-se palpavel, desencadeou um processo de proliferacao
exacerbada (WEINBERG 1996). Essas células, entdo, devido a maior capacidade de
proliferacdo, sofrem uma expansao clonal transmitindo geneticamente as alteracdes
para as células que dela se originaram (KING 2000).

E importante destacar que o processo de tumorigénese também pode ser
desencadeado por alteragdes epigenéticas (mecanismos que alteram o padrio de
expressdo génica sem alterar a seqiiéncia de DNA). As alteracdes epigenéticas
envolvem tanto ganhos e perdas de metilacio no DNA como modificacdes de
histonas. Embora os mecanismos moleculares que envolvem essas alteragdes estejam
apenas comecando a ser elucidados, sabe-se que a repressao transcricional de genes
supressores de tumor representa um dos principais mecanismos de alteracdo
epigenética. A supressao transcricional pode estar associada a metilacao aberrante do
DNA, em regides denominadas ilhas de CpG que se localizam na regido promotora

dos genes (BAYLIN e OHM 2006). A acetilacado e deacetilacdo de histonas

representam um outro tipo de alteracdo epigenética que é responsavel por modular a
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estrutura da cromatina e regular a expressdo gé€nica nas células eucaridticas
(KOURAKLIS et al. 2006). As histonas acetiltransferases (HATSs) e as histonas
deacetilases (HDACSs) s@o duas classes de enzimas que devem atuar em equilibrio
para que ocorra o controle da acetilagdo de histonas. A presenca de mutacdes ou
alteracdes na expressdo de genes que codificam as histonas acetiltransferases ou
deacetilases tém sido associadas a carcinogénese e progressdao tumoral (MEI et al.
2004; MAI et al. 2005).

Os genes envolvidos na tumorigénese podem ser funcionalmente divididos
em duas classes: os proto-oncogenes € os genes supressores de tumor. Os genes
supressores de tumor, atuam restringindo a proliferacdo celular e, geralmente, as
alteracOes nesses genes estdo associadas a perda de funcdo. Os proto-oncogenes, ao
contrério, geralmente estdo envolvidos na regulacdo positiva da proliferacio celular
e, quando alterados ou amplificados no genoma, passam a ser denominados
oncogenes. As alteragdes em oncogenes estio freqiientemente associadas a um ganho
de funcdo e, por essa razdo, sdo ditas dominantes em relacio a tumorigénese
(MENDELSOHN et al. 1995).

No cancer de mama, a seqiiéncia de eventos genéticos que conduzem a
formagdao de um tumor palpdvel ainda nao estd claramente compreendida (KING
2000). Entretanto, algumas alteracdes comumente encontradas nesses tumores ja
foram descritas. Nesse processo de malignizacdo, ocorre o envolvimento de diversos
proto-oncogenes (c-MYC, c-erbB2, c-erbB1 e ciclina D1) e genes supressores de
tumor (BRCA1, BRCA2, TP53, pl16, E-caderina entre outros) (VOLGELSTEIN e

KINZLE 1998; FOLGUEIRA e BRENTANI 2004).
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Uma classe de oncogenes, ja caracterizada, corresponde aos receptores para
fatores de crescimento presentes na superficie das células. Esses receptores sao
proteinas transmembranicas que possuem um dominio extracelular, ao qual se liga o
fator de crescimento, e um dominio citoplasmatico, que € capaz de desencadear uma
cascata de sinalizacdo intracelular. A superproducdo desses receptores tem sido
identificada em alguns tipos de tumores, entre eles os tumores de mama, resultando
na ativacdo da proliferacdo celular, sem que haja necessidade da ocorréncia de um
estimulo extracelular. Um exemplo cldssico de receptores para fatores de crescimento
que atuam como oncogenes, sao os receptores de membrana com atividade de
tirosina quinase pertencentes a familia de receptores de crescimento epidérmico erbB

(CAMARGO e COSTA 2003).

1.2.1 Receptores Tirosina Quinase e cincer

Os receptores com atividade de tirosina quinase sdo enzimas que atuam como
mediadores primérios no processo de sinalizagao celular, regulando a progressao do
ciclo celular, rearranjo do citoesqueleto, diferenciacdo celular e apoptose.
(CASALINI et al. 2003; ROSKOSKI 2004). A sub-classe I da super-familia de
receptores tirosina quinase é constituida por receptores de fatores de crescimento
epidérmico e compreende quatro membros: EGFR/c-erbB1; c-erbB2; c-erbB3 e c-
erbB4. Todos os membros dessa familia de receptores possuem um dominio de
ligacdo extracelular rico em cisteina, contendo sitios que podem ser glicosilados, um
dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico contendo residuos de tirosina

(XIE et al. 2000; WITTON 2003; HYNES e LANE 2005).
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A porcao extracelular desses receptores € constituida por quatro dominios,
sendo os dominios I e III (também chamados de L1 e L2 e constituidos por
aproximadamente 190 aminodcidos), os envolvidos na ligacdo dos receptores aos
fatores de crescimento. Os dominios II e IV (também chamados de S1 e S2) sdo ricos
em residuos de cisteina, os quais sao mantidos unidos por pontes dissulfeto.
(WITTON 2003; MARMOR et al. 2004; ROSKOSKI 2004; HYNES e LANE 2005).
Quando os receptores erbB estdo no estado inativo, o dominio II, envolvido no
mecanismo de dimeriza¢do entre receptores, torna-se bloqueado por uma interacdo
intramolecular com o dominio IV. Entre os membros da familia de receptores tirosina
quinase, os que estdo freqlientemente associados a diversos tipos de cancer sdo o c-
erbB1l e o c-erbB2. Nos tumores de mama, as alteracdes moleculares encontradas
ocorrem freqiientemente no receptor c-erbB2 e geralmente associam-se a super-

expressdo do mesmo (KRAUS et al. 1987; STERN 2000; HYNES e LANE 2005).

1.2.1.1 O oncogene c-erbB2

Em 1981, um grupo de pesquisadores transfectaram células 3T3 (fibroblastos
de camundongo) utilizando material genético obtido a partir de células de
neuroblastoma de rato e identificaram uma nova seqiiéncia de DNA com potencial
transformante. Este oncogene foi mapeado no cromossomo 17 e foi denominado
“neu” (neuroblastoma). Apés alguns anos, o homdélogo humano do oncogene “neu”
foi clonado a partir de uma biblioteca de cDNA, sendo denominado “HER2”. Em
seguida, a seqiiéncia genOmica desse gene foi clonada e denominada c-erbB2

(PLACIDO et al. 1998; XIE et al. 2000).
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Experimentos realizados em glandula mamaria de camundongos transgénicos
indicaram que a super-expressdao de c-erbB2 induz o cancer de mama metastatico.
Esse modelo animal revelou que a carcinogénese desencadeada pela super-expressao
de c-erbB2 é um processo que envolve multiplas etapas. A tumorigenicidade requer
alteracOes estruturais adicionais no oncogene, mutacdes em outros oncogenes ou
ainda uma excessiva producdo de agonistas de EGF (STERN 2000).

O oncogene c-erbB2 localiza-se no braco longo do cromossomo 17 (17q11.2
—ql2) (Figura 3), sendo composto por 4.530 pares de bases, distribuidos ao longo de
27 exons. Esse oncogene codifica uma glicoproteina transmembranica (receptor) de
185-KDa com atividade tirosina-quinase em sua porcdo carboxi-terminal. Essa
proteina, constituida por 1.255 aminodacidos, apresenta um alto grau de similaridade
com outros membros da familia de receptores tirosina-quinase (c-erbB1, c-erbB3 e c-

erbB4) (ISHII et al. 1987; XIE et al. 2000; RABINDRAN 2005).

Figura 3 - Representacdo esquemadtica do cromossomo 17. Em destaque estd representado o
oncogene c-erbB2, cuja localizagdo citogenética ocorre no braco longo do cromossomo

(17q) entre as bandas cromossdmicas 11.2 e 12.
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A estrutura da porcdo extracelular do receptor c-erbB2 ndo se assemelha a
estrutura dos demais membros de sua familia. Dados cristalograficos sobre a
estrutura do dominio extracelular de c-erbB2, na auséncia de um ligante, revelaram
que sua conformacdo estrutural lembra a forma ativada dos receptores c-erbB1 e c-
erbB3 (Figura 4), sugerindo que esse receptor seja autoativado (ROSKOSKI 2004;

HYNES e LANE 2005).

| Membrana
Forma nao ativa Forma dimerizada

Fonte: Modificado de ROSKOSKI (2004).
Figura 4 - Estrutura de um receptor erbB ativado. Representaciao esquematica das alteracdes

estruturais que ocorrem nos receptores erbB induzidas pela presenga de um ligante.

Para o receptor c-erbB2, a ocorréncia de interacdo entre os dominios Il e IV é
inexistente (Figura 5) (ROSKOSKI 2004; HYNES e LANE 2005). Além disso,
diversos residuos que desempenham importante papel na interagdo dos demais
receptores erbB com os ligantes, sdo substituidos no c-erbB2 por residuos (Met10,
Argl3 e Prol5) que impedem a interacdo do receptor com o ligante. O fato do
receptor c-erbB2 apresentar a regido que contém o sitio de ligacdo para fatores de
crescimento mutada e obstruida, explica a auséncia de um ligante especifico para
esse receptor (ROSKOSKI 2004). O receptor c-erbB2, em sua conformacio nativa,
apresenta o dominio II completamente exposto, indicando sua constante

disponibilidade para formar homodimeros ou formar heterodimeros com outros
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membros ativos de sua familia. Essa estrutura peculiar do c-erbB2, explica a razao
pela qual esse receptor € o parceiro preferencial de outros membros de sua familia.
Por essa razdo, o oncogene c-erbB2 tornou-se um importante alvo terapéutico

(HYNES e LANE 2005).

Fonte: Modificado de HYNES e LANE (2005).

Legenda: (a) dominios I e III estdo envolvidos na liga¢do do peptideo heregulina ao receptor c-erbB3,
(b) fazendo com que o dominio II do receptor se torne exposto para a dimerizacdo com outro receptor
erbB. (c) o receptor c-erbB2 possui uma estrutura nativa que lembra a forma ativada dos receptores c-
erbB1 e c-erbB3.

Figura S - Dominio extracelular dos receptores c-erbB2 e c-erbB3.

Em 1986, BARGMANN et al. identificaram uma mutag¢do pontual, no cédon
664 (V664G), na regido transmembrana do gene neu (gene de rato homoélogo ao c-
erbB2 humano), que foi capaz de aumentar o potencial transformante desse gene.
Camundongos transgénicos portadores do gene neu ativado pela mutacdo, ou que

apresentavam super-expressdo do gene normal, freqiientemente, desenvolvem
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adenocarcinoma de mama (XIE et al. 2000). Embora nenhuma mutacdo ainda tenha
sido identificada no gene humano, andlises de clones de cDNA do gene c-erbB2
permitiram a identificacdo de um polimorfismo no dominio transmembrana, no
cédon 655. Esse polimorfismo codifica uma isoleucina (Ile; ATC) em vez de uma
valina (Val; GTC), o que poderia resultar em um aumento da atividade tirosina
quinase da proteina (XIE et al. 2000; BENUSIGLIO et al. 2005).

Nos tumores de mama humanos, o principal mecanismo de ativacdo do c-
erbB2 € a amplificagdo génica, que é freqlientemente associada a super-expressao da
proteina. Entretanto, vale ressaltar que existem diversos tumores de mama que
apresentam super-expressdo da proteina c-erbB2 mesmo sem a ocorréncia de
amplificacio do gene (KARUNAGARAN et al. 1996; REVILLION et al. 1998).
Amplificacdo do gene c-erbB2 e a concomitante super-expressdo da proteina t€m
sido associadas a progressao tumoral, estando presentes em todos os estdgios dos
carcinomas mamarios incluindo as lesdes metastaticas (LIU et al. 1992;
KARUNAGARAN et al. 1996).

A amplificacdo do gene c-erbB2, ou a super-expressio de seu produto
protéico, ocorre em 25-30% dos carcinomas ductais invasivos de mama e estd
associado a um pior progndstico (STYBLO e WOOD 1998; YAMAUCHI et al.
2001; TIMMS et al. 2002). Essa associagao deve-se ao fato de que a super-expressao
de c-erbB2 € responsdvel por aumentar a proliferacao celular do tumor e favorecer a
formacgao de metéstases e desenvolvimento de quimioresisténcia (STYBLO e WOOD
1998; YAMAUCHI et al. 2001; TIMMS et al. 2002).

Atualmente, acredita-se que o papel desempenhado pelo oncogene c-erbB2

durante a progressdo tumoral ocorra ainda nos estdgios iniciais do processo de
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transformacao, sendo que a super-expressdao do oncogene confere as células tumorais
uma vantagem proliferativa que garante a sobrevivéncia das mesmas durante a
selecao clonal. Essa hipdtese € sustentada pela alta freqiiéncia com que a super-
expressdo de c-erbB2 ocorre nos carcinomas ductais in situ quando comparada aos

carcinomas mais avancados (CASALINI et al. 2004).

1.2.1.2 Ativacao do oncogene c-erbB2

Os membros da familia de receptores tirosina quinase Sao expressos em
tecidos de origem epitelial, mesenquimal e neuronal. Sob condig¢des fisioldgicas, a
ativacdo dos receptores erbB € controlada pela expressao temporal de seus ligantes
(membros da familia de fator de crescimento epidérmico — EGF). Todos os ligantes
especificos dos receptores erbB compartilham um dominio composto por 45-55
aminodcidos e seis residuos de cisteina que interagem covalentemente formando trés
loops (STERN 2000; ROSKOSKI 2004; CASALINI et al. 2004; HYNES e LANE
2005). Essa regiao confere a especificidade de ligacdo aos receptores e permite a
divisdo dos ligantes em trés grupos distintos:

- o primeiro grupo inclui o fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento transformante alfa (TGF-a) e a anfiregulina (AR), que se ligam ao
receptor c-erbB1;

- 0 segundo grupo inclui a betacelulina (BTC), o fator de crescimento
epidérmico ligado a heparina (HB-EGF) e a epiregulina (EPR), que se ligam aos
receptores c-erbB1 e c-erbB4;

- 0 terceiro grupo inclui as neuregulinas (NRG), também conhecidas como

heregulinas, ou fator de diferencia¢do neu, que subdividem-se em dois outros grupos:
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as neuregulinas 1 e 2 se ligam aos receptores c-erbB3 e c-erbB4, e as neuregulinas 3
e 4 se ligam apenas ao receptor c-erbB4 (STERN 2000; OLAYIOYE et al. 2001;
HYNES e LANE 2005).

Os ligantes sdo peptideos produzidos como precurssores transmembrana,
cujos ectodominios sdo processados por protedlise tornando-os fatores de
crescimento soliveis (CASALINI et al. 2004; HYNES e LANE 2005). Esse processo
de clivagem proteolitica, extremamente importante para que haja controle entre a
disponibilidade dos ligantes e a ativacdo do receptor, conta com o envolvimento de
proteases pertencentes a familia de metaloproteinases e metaloproteinases de matrix
(HYNES e LANE 2005). Além da ocorréncia de amplificacdo gé€nica, a presenga
constante de ligantes EGF nos tumores também pode ser responsdvel pela
estimulagdo constitutiva dos receptores erbB.

Os ligantes apresentam preferéncias pelos diferentes tipos de dimeros
formados pelos receptores. Do mesmo modo, cada receptor dimerizado possui um
conjunto diferente de residuos tirosina que, quando fosforilados, atuam como sitios
de ligacdo para proteinas adaptadoras especificas que recrutam combinagdes
diferentes de moléculas de sinalizacio (MONTOYAMA et al. 2002; CASALINI et
al. 2004). A resposta das células a diferentes estimulos depende de quais receptores
sao ativados. Por essa razdo, a regulacao diferencial dos receptores € importante, uma
vez que cada receptor possui propriedades unicas de sinalizacdo (STERN 2000). Na
figura 6, podemos observar a representacdo esquematica dos receptores da familia

erbB e seus ligantes especificos.
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Fonte: Modificado de ROSKOSKI (2004).
Legenda: Os dominios de ligagcdo inativos do receptor erbB2 estdo destacados em vermelho assim
como o dominio quinase inativo do receptor erbB3.

Figura 6 - Representacdo esquemaitica da familia de receptores erbB e seus ligantes

especificos.

Os heterodimeros formados pelo c-erbB2 possuem um potencial de
sinalizacdo extremamente elevado devido a dramética reducao na taxa de dissociacao
do ligante, promovendo a ativac¢do prolongada das vias de sinalizagdo downstream ao
receptor (CASALINI et al. 2004). No entanto, € importante lembrar que quando o
receptor c-erbB2 encontra-se superexpresso, a presenga de um ligante para que a sua
heterodimerizacdo com os outros receptores da sua familia ou sua homodimerizag¢ao
ocorra ndo se faz necessdaria (OLAYIOYE et al. 2001). Isto explica a capacidade
desse receptor em desencadear a ativagdo constante de uma via de transdugdo de sinal

mesmo quando nenhum ligante especifico esta presente (ROSKOSKI 2004).
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A importancia desses receptores durante o desenvolvimento normal pode ser
demonstrada por meio da letalidade embriondria ou perinatal de camundongos
knockout ou portadores de mutacdes. Esses animais apresentaram desenvolvimento
neural e cardiovascular deficientes (c-erbB2, c-erbB3 e c-erbB4), e também
apresentam deficiéncia na formacdo do epitélio, do trato respiratério e
gastrointestinal (c-erbB1) (MARMOR et al. 2004; CASALINI et al. 2004; HYNES e
LANE 2005). Além disso, esses receptores estdo envolvidos no desenvolvimento
normal da glandula mamadria durante a puberdade e a gravidez (STERN 2000;

CASALINI et al. 2004).

1.2.1.3 Vias de sinalizacao celular ativadas pelo oncogene c-erbB2

A homodimerizacdo ou heterodimerizacdo entre 0s receptores tirosina
quinase torna-os ativos, promovendo a estimulacdo de uma rede de sinalizacdo
celular bastante complexa que é capaz de ativar diferentes moléculas de sinalizacdo
downstream ao receptor (MENARD et al. 2004; HYNES e LANE 2005).

As principais vias de sinalizacdo desencadeadas pela ativacdo do receptor c-
erbB2 sdo as vias das proteinas-quinases ativadas por mitdégenos (MAPKSs), da
fosfatidil-inositol 3-quinase (PI3K), e a via da proteina quinase C (PKC) (TIMMS et
al. 2002; ZHOU e HUNG 2003). As diferentes vias mencionadas estdo

esquematizadas na Figura 7.
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Fonte: Modificado de CASALINI et al. (2004).
Legenda: Representacdo esquemdtica das principais vias de sinalizacfo celular desencadeadas pela
ativacdo do receptor c-erbB2.

Figura 7 - Vias de sinalizacdo celular e a ativac¢do do receptor c-erbB2.

A super-expressdo de c-erbB2 induz a ativagdo prolongada da via de
sinalizacdo MAPK, conferindo as células que super-expressam esse receptor um
maior potencial transformante. Isso pode ser explicado pelo fato de que a ativacdo do
receptor c-erbB2 promove a fosforilagdo de residuos tirosina especificos na por¢ao
intracelular do receptor, que atuam como sitios de ligacdo para dominios SH2
presentes em moléculas de sinalizacdo intracelular como, por exemplo, a proteina
citoplasmadtica (adaptadora) Grb2. A proteina Grb2 recruta a proteina SOS que, em
seguida, ativa Ras, pela conversio GDP-GTP. Ras, por sua vez, se liga e ativa Raf
quinase, ocasionando a fosforilagdo de MEK1/2 (MAPKK) e de ERK1/2 (MAPK)
(LIU et al. 1992; REVILLION et al. 1998; ORR et al. 2000; XIE et al. 2000;
YAMAUCHI et al. 2001). Em seguida, ERK fosforila diversas proteinas

citoplasmadticas e de citoesqueleto, incluindo a quinase p70-S6. Além disso, ERK
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também sofre uma rdpida translocag@o para o nicleo, onde promove a fosforilacdo e
conseqiiente ativagdo de diversos fatores de transcricdo, como por exemplo, Elk-1 e
E2F (OLAYIOYE et al. 2001; TIMMS et al. 2002; MARMOR et al. 2004).

A via de sinalizacio PI3K-AKT também é modulada pela ativacdo do
receptor c-erbB2 e parece estar associada com inibicdo de apoptose e com invasao
das células epitelias de mama (TIMMS et al. 2002; CASALINI et al. 2004). Essa via
de sinaliza¢do, basicamente, pode ser estimulada por meio do recrutamento da
subunidade adaptadora p85 de PI3K pelo receptor c-erbB2 ativado. Pela estimulacao
da via PI3K-AKT a proteina mTOR, que atua como um sensor regulando a
disponibilidade de energia e nutrientes para a célula, também pode ser modulada
fazendo com que ocorra um aumento de sintese protéica, por exemplo, do receptor de
quimiocina CXCR4, envolvido na formacao de metastases do tumor de mama para o
pulmao (LI et al. 2004; HYNES e LANE 2005).

Outra via de sinaliza¢do que também pode ser ativada por meio de interagdes
entre fatores extracelulares e receptores tirosina quinase corresponde a via de PKC.
Apoés ser ativada, a proteina de membrana fosfolipase C degrada fosfolipideos de
membrana, produzindo mensageiros intracelulares secundarios (DAG e IP3). Esses
mensageiros secunddrios ativam uma classe de proteinas denominadas PKC (proteina
quinase dependente de Ca+2). Uma vez ativada, PKC pode regular, por meio de
fosforilagdo, diversas proteinas que controlam o desenvolvimento celular
(MARMOR et al. 2004).

Um dos principais processos celulares afetados pela sinalizacao de c-erbB2 é
a progressao do ciclo celular (LANE et al. 2000; TIMMS et al. 2002; MARMOR et

al. 2004). A existéncia de conexao entre a super-expressiao de c-erbB2 e a proteina
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nuclear p21 foi descrita pela primeira vez em 1998, porém o mecanismo por meio do
qual essas proteinas estariam interagindo ndao pdde ser elucidado nessa ocasido.
Evidéncias experimentais posteriores, indicaram que uma possivel explicagdo para
esse fato seria a maior estabilidade de p21 no citoplasma, onde essa proteina atua
como inibidor de apoptose. Esses dados pareceram controversos uma vez que a
localizagdo nuclear de p21 € responsdvel pelo efeito inibitério exercido sobre o
crescimento celular, sendo regulada pelo sinal de localizacdo nuclear presente na
por¢ao carboxi terminal da proteina. Entretanto, trabalhos posteriores revelaram que
a super-expressdo de c-erbB2, em tumores de mama, pode induzir a localizacdo
citoplasmatica de p21 através da ativacdo de AKT. AKT fosforila p21 no residuo de
treonina 145, presente no sinal de localiza¢do nuclear, resultando na permanéncia da
proteina no citoplasma e, conseqiientemente, alterando a atividade inibitéria de
crescimento celular exercida por p21 (ZHOU e HUNG 2003).

Outro importante regulador negativo do ciclo celular que possui expressao
reduzida em tumores de mama que super-expressam c-erbB2 € a proteina nuclear
p27. Essa proteina é responsavel pela parada do ciclo celular em G1 e sua regulagao
ocorre principalmente por ubiquitinacdo. A ativacdo da via MAPK nos tumores de
mama que super-expressam o c-erbB2 resulta em aumentada degradacdo de p27 pelo
proteassoma, ainda no citoplasma conduzindo a perda de atividade inibitéria de
crescimento exercida pela proteina (ZHOU e HUNG 2003).

A super-expressao da ciclina D1 também tem sido encontrada em muitos dos
tumores de mama cuja transformacao maligna ¢ mediada pelo oncogene c-erbB2. Em
um trabalho realizado por YU et al. (2001), utilizando camundongos com deficiéncia

de ciclina D1, os resultados revelaram que esses animais eram resistentes ao
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desenvolvimento de tumores de mama induzidos pelos oncogenes neu e ras. Esses
achados reforcam a ligac@o entre a super-expressdo de c-erbB2, a ativa¢do da via
MAPK e a super-expressdo da ciclina D1 no processo de transformagao das células
epiteliais de mama (TIMMS et al. 2002). A ciclina D1 ativa as quinases dependentes
de ciclina CDK4 e CDKG®6, e assim, promove a progressao do ciclo celular da fase G1
para a fase S. A ativacdo da via de sinalizacdo das MAPKSs induzida por c-erbB2
resulta na super-expressao da ciclina D1 por meio dos fatores de transcricao SP1 e
E2F e também por meio da estabilizagdo da proteina através de sua fosforilagdo por
AKT. Entretanto, a exata contribui¢do de cada uma dessas vias para o aumento da
ciclina D1, assim como 0os mecanismos exatos por meio dos quais o oncogene c-
erbB2 atua sobre a progressio do ciclo celular ainda permanecem pouco
compreendidos (LENFERINK et al. 2001; MARMOR et al. 2004).

Depois de disparadas as vias de sinalizagdo celular, o sinal de ativacdo
recebido pelo receptor comeca a ser atenuado. A atenuagdo do sinal ocorre por meio
da down-regulacdo nos niveis do receptor, presentes na superficie celular, através de
sua endocitose. Os receptores dimerizados sdo internalizados em regides da
membrana plasmadtica, revestidas por clatrina que invaginam formando vesiculas
endociticas. A etapa subseqiiente determina se o receptor serd reciclado de volta a
membrana, ou se sofrerd degradacdo lisossomal. (STERN 2000; MARMOR et al.

2004).

1.2.1.4 Significado clinico do oncogene c-erbB2 no cincer de mama
Diversos estudos tém mostrado a associ¢do entre a super-expressao da

proteina c-erbB2 e o desenvolvimento do cancer de mama. O produto protéico do
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oncogene c-erbB2 encontra-se superexpresso em aproximadamente 25-30% dos
carcinomas invasivos, geralmente devido a amplificacdo do gene (KEEN e
DAVIDSON 2002). Entretanto, o valor prognéstico e preditivo do c-erbB2 ainda
necessita ser melhor investigado, uma vez que existem muitas discrepancias entre os
achados dos diferentes estudos. Essas discrepancias provavelmente estdo
relacionadas a fatores tais como: o nimero de pacientes incluidos em cada estudo, as
caracteristicas do tumor, o método utilizado para avaliar a positividade de c-erbB2 e
até mesmo o estabelecimento de um nivel minimo para a positividade do oncogene.
Apesar disso, algumas associa¢des puderam ser notadas.

- Receptores esterdides: a grande maioria dos estudos clinicos revelaram uma relagcao
inversa entre a positividade de c-erbB2 e a presenca de receptores esterdides. Em
geral, a positividade de c-erbB2 € duas vezes maior nos tumores que sdo receptores
de estrégeno e progesterona negativos do que nos tumores que apresentam
positividade para esses receptores.

- Tipo histolégico do tumor: Entre os carcinomas, a positividade de c-erbB2
apresenta maior incidéncia no tipo ductal em relacdo ao lobular. Nos carcinomas
ductais invasivos, a positividade do oncogene é duas vezes maior nos carcinomas in
situ de alto grau, sub-tipo comedoniano, em relacdo aos carcinomas invasivos. Essa
aparente discrepancia, considerando que a super-expressao desse oncogene contribui
com a maior capacidade de invasdao tumoral, pode ser explicada pelo fato de que o
carcinoma ductal in situ comedoniano pode representar uma lesdo pré-invasiva,
enquanto os que apresentam negatividade do oncogene devem derivar diretamente de

uma hiperplasia atipica (LIU et al. 1992).
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Também foram relatadas associagdes entre positividade de c-erbB2 e tumores
com menor grau de diferenciacdo histolégica, tumores aneupléides e tumores com
alta taxa de proliferacdo celular. Por outro lado, parametros como idade ao
diagnéstico, tamanho do tumor, menopausa, envolvimento linfonodal e associacio a
outros receptores da familia erbB ndo foram claramente associados a positividade de
c-erbB2 (REVILLION et al. 1998).

Evidéncias indicam que, em pacientes linfonodo positivo, a positividade para
c-erbB2 estd associada com a diminuic@o de sobrevida livre de doenca e/ou sobrevida
global em andlise univariada. Esses dados indicam que c-erbB2 é um marcador
bioldgico de uma forma mais agressiva de cancer de mama. No caso de pacientes
linfonodo negativo, a maioria dos estudos realizados nao considerou o c-erbB2 como
um indicador de prognéstico. Uma das possiveis explicagdes para esse achado é que
o poder estatistico necessario para que se possa demonstrar um efeito na sobrevida
deve ser diretamente proporcional ao nimero de eventos (recaidas ou mortes) no
estudo. Uma vez que o risco de recorréncia da doenca em pacientes linfonodo
negativo € pequeno, seriam necessarios muitos casos para que um nimero de eventos
estatisticamente significativo fosse obtido.

Quando o valor prognéstico de c-erbB2 € considerado em relacdo ao
tratamento, o efeito favordvel, tanto da hormonioterapia como da quimioterapia na
sobrevida foi restrito aos pacientes c-erbB2 negativos. Isso sugere que o oncogene c-
erbB2 pode estar envolvido em mecanismos de resisténcia a drogas, ou, a0 menos,

ser considerado um marcador de resisténcia (REVILLION et al. 1998).
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1.2.1.5 O oncogene c-erbB2 como alvo terapéutico

A super-expressao de c-erbB2 caracteriza uma fracdo bastante significativa
dos carcinomas de mama e, por essa razdo, esse oncogene tem sido alvo para o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas. Diferentes linhas de pesquisa
tém sugerido que pacientes com cancer de mama que apresentam super-expressao de
c-erbB2 ndo sdo responsivas aos tratamentos convencionais disponiveis. Assim,
novas abordagens terapéuticas que visam combater as células que super-expressam c-
erbB2 estdo sendo desenvolvidas (REVILLION et al.. 1998; ZHOU e HUNG 2003).
Dois tipos principais de inibidores de c-erbB2 estdo em uso clinico: os anticorpos
humanizados, que agem diretamente sobre o dominio extracelular do c-erbB2: e
moléculas inibidoras de atividade de tirosina quinase, que competem com o ATP no
dominio de ligagao tirosina-quinase do receptor impedindo a fosforilacdo do mesmo
(HORTOBAGYI 2001; HYNES e LANE 2005; RABINDRAN 2005).

A primeira geracdo de anticorpos monoclonais avaliados clinicamente foi
baseada em anticorpos monoclonais murino, cujo alvo é o dominio extracelular do
receptor c-erbB2. A utilizacdo desses anticorpos murino, em linhagens celulares de
tumor de mama humano e também em modelo animal (xenograft), mostrou-se capaz
de inibir o crescimento das células tumorais. Entretanto, o problema da
imunogenicidade e a limitada capacidade desses anticorpos em recrutar mecanismos
efetores do sistema imune levaram ao desenvolvimento de um anticorpo monoclonal
anti-erbB2 humanizado (REVILLION et al. 1998; ADAMS e WEINER 2005). A
versdo humanizada do anticorpo murino (mAB4D5) foi produzida a partir da
insercdo de por¢des do sitio de ligacdo ao antigeno, do anticorpo murino, em um

anticorpo monoclonal humano (IgG1) e recebeu o nome de Trastuzumab (Herceptin;
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Genentech, Inc, South San Francisco, CA) (ARTEAGA 2004; ADAMS e WEINER
2005; BURSTEIN 2005; HORTOBAGYTI 2005).

Desde 1998, o trastuzumab foi aprovado para o tratamento de tumores de
mama metastaticos que super-expressam c-erbB2 (HORTOBAGYI 2001; HYNES e
LANE 2005). O trastuzumab previne parcialmente a formacdo de heterodimeros,
previne a clivagem do dominio extracelular do receptor, promove a parada do ciclo
celular na fase G1 e induz p27, cuja atuagdo reduz o nimero de células na fase S
(Figura 8) (LOHRISCH e PICCART 2001; KUTE et al. 2004). Além disso, ao
contrério dos inibidores tirosina quinase, os anticorpos t€ém a capacidade inerente de
recrutar células efetoras do sistema imune (macréfagos e mondcitos) para o tumor
por meio da ligacdo entre o dominio constante do anticorpo e os receptores

especificos dessas células (HYNES e LANE 2005).

Efeitos extracelulares do Trastuzum ab
-Inibigao da clivagem do dominio extracelular do receptor
c-erbB2;
- Interferéncia naformacao de homo e heterodimeros entre
o receptor c-erbB2 e os dem ais mem bros da familia de
receptores erbB;

- Recrutamento de células efetoras do sistema imune.

Membrana celular

- Inducao de apoptose;
-Dim inuigdo na producao de VEGF;
- Potencializagéo daquimioterapia;

~Modulagéo das vias de sinalizagdo dowstream ao
re ce ptor.

f Am plificacao do gene c-erbB2 nocromossomo 17 | A\

Fonte: Modificado de BURSTEIN (2005).

Legenda: O Trastuzumab é um anticorpo monoclonal humanizado que se liga ao receptor c-erbB2
inibindo o crescimento da célula tumoral por meio de uma variedade de mecanismos intracelulares e

extracelulares.

Figura 8 - Interacdes entre o Trastuzumab e as células tumorais.
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Estudos pré-clinicos demonstraram que o trastuzumab bloqueia apenas as
células tumorais que super-expressam c-erbB2. Assim, esse agente terapéutico €
prescrito apenas para as pacientes com cancer de mama que apresentam elevados
niveis de c-erbB2. Esse anticorpo induz a regressao tumoral em aproximadamente
20-30% dos tumores metastaticos de mama (ARTEAGA 2004; HORTOBAGYI
2005). Embora ainda ndo esteja claro qual a melhor forma de administracdo do
trastuzumab, testes clinicos utilizando a combinagdo desse anticorpo a outros agentes
citotoxicos comumente utilizados no tratamento do cancer de mama metastatico
(vinorelbine, docetaxel, cisplatina e paclitaxel) t€ém revelado resultados satisfatorios
(60-80% de taxa de resposta) com relacdo ao aumento na taxa de sobrevida das
pacientes (TANNER et al. 2004; ADAMS e WEINER 2005; HORTOBAGYT 2005).
Dois testes clinicos de fase IIl fizeram a comparagdo entre quimioterapia como
tratamento de primeira linha e a combinacdo entre a quimioterapia e o Trastuzumab
em pacientes com cancer de mama metastatico com super-expressao de c-erbB2. No
grupo que recebeu tratamento combinado, houve uma melhora significativa no tempo
de progressao da doenca, na taxa de resposta, na duragio da resposta ao tratamento e
aumento na sobrevida em até 29 meses. (HORTOBAGYI 2005). Diversos estudos
mostram que o trastuzumab € bem tolerado apresentando uma baixa incidéncia de
efeitos adversos. Entretanto, testes clinicos revelaram a ocorréncia de disfuncdo
cardiaca, reversivel apds o término do tratamento, em aproximadamente 16% das
pacientes que receberam tratamento combinado trastuzumab-quimioterapia. Esse
efeito cardiotoxico pode ser explicado pelo fato de que o tecido cardiaco normal

expressa uma pequena quantidade da proteina e sua supressdo prolongada afetaria a
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manutencdo do miusculo cardiaco (HYNES e LANE 2005; RABINDRAN 2005;
HORTOBAGYT 2005).

Como mencionado anteriormente, apenas 30% dos tumores metastaticos que
super-expressam c-erbB2 respondem ao tratamento com trastuzumab e teorias como,
por exemplo, a existéncia de vias de sinalizagdo aberrantes downstream ao receptor
podem explicar essa aparente resisténcia tumoral ao trastuzumab. A ativacao
constante da via de sinalizacdo PI3K-AKT pode resultar no desenvolvimento de
resisténcia das células tumorais ao trastuzumab. A principal fun¢do da fosfatase
citoplasmatica PTEN ¢é defosforilar PI3K, inibindo a proteina-quinase AKT, que por
sua vez € responsdvel pela transducdo de sinais de sobrevivéncia e proliferacio
celular e inibicdo de apoptose. Assim, torna-se claro que a perda ou a presenca de
mutacdes em PTEN, favorecem a ativacdo constante de AKT tornando as células
resistentes ao trastuzumab (HYNES e LANE 2005; RABINDRAN 2005). Além
disso, os ligantes dos receptores erbB podem facilitar o desenvolvimento de
resisténcia ao trastuzumab, por meio da ativagdo de heterodimeros alternativos. Essa
hipdtese foi testada experimentalmente, e os resultados revelaram que o trastuzumab
ndo € capaz de bloquear a proliferacdo de células tumorais que t€m ativacdo
autécrina do receptor c-erbB1. Nesse caso, o anticorpo nao é capaz de bloquear a
formacgao de heterodimeros contendo o c-erbB2, ou bloquear a ativacdo das vias de
sinalizagdo downstream ao receptor, pois o trastuzumab se liga ao dominio IV do
receptor, o qual ndo estd envolvido na dimerizacio do mesmo. Por outro lado, o
pertuzumab, outro anticorpo monoclonal cujo alvo € o receptor c-erbB2, se liga ao
dominio II do receptor, o qual € responsdvel pela dimerizacio do mesmo. Esta

caracteristica pode explicar parcialmente porque esse anticorpo, ao contrdrio do
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trastuzumab, é capaz de inibir o crescimento de tumores que expressam baixos niveis
de c-erbB2 (BADACHE e HYNES 2004; HYNES e LANE 2005).

Uma outra classe de agentes capazes de inibir a sinalizacdo celular
desencadeada pela super-expressio do oncogene c-erbB2, representando uma
alternativa terap€utica para o cancer de mama, sdo as moléculas inibidoras de
atividade tirosina quinase. Células tumorais tratadas com esses agentes sofrem
alteracdes em muitas de suas vias intracelulares (PI3K-AKT e MAPK), essenciais
para o desenvolvimento e progressdo tumoral (HORTOBAGYT 2001; HYNES e
LANE 2005; RABINDRAN 2005).

A fosforilagdo dos residuos tirosina dos receptores erbB € uma etapa bastante
critica para que as vias de sinalizagdo reguladas por esses receptores sejam
disparadas, culminando no desencadeando de diversos eventos intracelulares. Os dois
grandes desafios a serem superados com relacdo a identificagdo dos primeiros
inibidores tirosina quinase foram os seguintes: seletividade e toxicidade. Os
receptores erbB compdem uma, entre muitas, familia de receptores com dominio
tirosina quinase extremamente semelhantes o que poderia dificultar a identificacdo de
inibidores especificos para cada um dos receptores. Além disso, esses receptores
apresentam expressao niao somente em diversos tipos de tumores sélidos como
também em muitos tecidos normais, o que poderia representar um problema com
relacdo ao nivel de toxicidade desencadeado pelos inibidores. Entretanto, diversos
testes realizados com preparagdes enzimaticas obtidas a partir de linhagens celulares
com super-expressao de receptores erbB permitiram a identificacdo de uma classe de
inibidores tirosina quinase, anilinoquinazoline especificos para o receptor c-erbB1

(GROSS et al. 2004; WAKELING 2005). A descoberta da classe de inibidores
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anilinoquinazoline, representou a primeira etapa do programa que selecionou o
Gefinitib (Iressa; ZD1839 - AstraZeneca) como candidato a testes clinicos. O
gefinitib € um inibidor tirosina quinase que interage com o dominio intracelular do
receptor c-erbB1, ja aprovado para utilizacdo no tratamento clinico. J4 o inibidor
tirosina quinase Lapatinib (GW572016 - GlaxoSmithKline), especifico para os
receptores c-ertbB1 e c-erbB2, estd em fase III dos testes clinicos para utilizacdo em
pacientes com cancer de mama nao responsivos a Herceptina e quimioterapia
(WAKELING 2005; HYNES e LANE 2005).

O conhecimento dos mecanismos de sinalizacdo que envolvem a super-
expressdo do receptor c-erbB2 tem avangado e permitido importante progresso no
conhecimento da tumorigénese do cancer de mama. Novas abordagens terapéuticas
que atuam sobre as células que super-expressam c-erbB2 tém sido desenvolvidas e os
resultados preliminares, revelam que essas abordagens, em geral, t€m ocasionado a
regressdo dos tumores de mama (RABINDRAN 2005). No entanto, 0s mecanismos
moleculares de atuac@o desse oncogene ainda nao foram completamente elucidados e
o desenvolvimento de novas abordagens que permitam a andlise do perfil de
expressdo génica das células tumorais que super-expressam o oncogene c-erbB2,
cada vez mais, se faz necessario.

Nesse contexto, o presente trabalho, que teve por objetivo identificar genes
diferencialmente expressos em linhagens celulares de mama, que expressam
diferentes niveis do oncogene c-erbB2, poderd contribuir ndo somente para o melhor
entendimento do papel bioldgico desempenhado por esse oncogene no cancer de
mama como também para a identificacdo de novos alvos terapéuticos e/ou

marcadores para diagnostico.
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1.3 MODELO HB4a/ HB4a-C5.2

Para compreender o papel desempenhado pelo oncogene c-erbB2 no
desenvolvimento do cancer de mama € preciso estudar as interacdes entre esse
receptor, os demais membros de sua familia e seus ligantes. Diversos modelos
experimentais, incluindo células nio humanas e nao epiteliais, além de diferentes
linhagens celulares de cancer de mama tém sido utilizadas para investigar o papel da
super-expressao de c-erbB2 no desenvolvimento do cancer de mama (HARRIS et al.
1999).

HARRIS et al. (1999) geraram um painel de células luminais de mama
imortalizadas e transfectadas com o cDNA completo de c-erbB2 humano (derivado
de uma linhagem celular de cancer de mama ja estabelecida — BT474) para estudar o
potencial transformante de c-erbB2 e a sua interacdo com outros receptores de sua
familia. As células imortalizadas utilizadas nesse estudo, denominadas HB4a, foram
obtidas por meio da infeccao de células luminais de mama com o vetor retroviral que
expressa o antigeno T do virus SV40 (“Simian Virus” 40). Duas novas linhagens
celulares, HB4a-C3.6 e HB4a-C5.2, expressando diferentes niveis de c-erbB2 foram
derivadas da linhagem nao transformada HB4a (HARRIS et al. 1999). Apds a
caracterizacdo dessas linhagens utilizando citometria de fluxo e compara¢des com
linhagens celulares de mama que expressam niveis conhecidos de c-erbB2, a
linhagem HB4a-C3.6 foi considerada como apresentando um nivel moderado de
expressao de c-erbB2, enquanto que as células HB4a-C5.2 foram consideradas como
tendo um elevado nivel de expressdo (HARRIS et al. 1999). O modelo de células

luminais desenvolvido por HARRIS et al. (1999) est4 esquematizado na Figura 9.
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Célula imortalizada HB4a

Célula imortalizada HB4a
transfectada com o cDNA de c-erbB2

Linhagem HB4a-C3.6 Linhagem HB4a-C5.2

Legenda: A célula imortalizada HB4a foi transfectada com o cDNA de c-erbB2, gerando duas
linhagens celulares HB4a-C3.6 e HB4a-C5.2. A caracterizacdo dessas linhagens utilizando citometria
de fluxo e comparacdes com linhagens celulares de mama que expressam niveis conhecidos de c-
erbB2 revelaram que a linhagem HB4a-C3.6 apresenta um nivel moderado de expressdo de c-erbB2,
enquanto as células HB4a-C5.2 apresentam um elevado nivel de expressao de c-erbB2.

Figura 9 - Modelo de células luminais desenvolvido por HARRIS et al. (1999).

Os resultados obtidos a partir dos ensaios de transformagdo in vitro,
mostraram que a super-expressdo de c-erbB2 € capaz de ocasionar a transformacgao
das células HB4a, sendo que a extensao deste evento estd correlacionada com o nivel
de expressao desse receptor. A expressao moderada de c-erbB2 ndo levou a nenhuma
alteracdo morfoldgica nas células HB4a-C3.6, enquanto as células HB4a-C5.2, cujo
nivel de expressdo de c-erbB2 é aumentado, apresentaram crescimento empilhado,
indicando a perda de inibi¢do por contato. Observou-se também que a ativacdo
constitutiva do receptor c-erbB2 pode ser desencadeada por um alto nivel de
expressao, independentemente dos ligantes EGF e HRG. Nas células HB4a-C5.2, a
proteina adaptadora Shc encontra-se constitutivamente associada ao c-erbB2 e a
proteina Grb2, o que desencadeia a ativagdo da via de sinalizacio de RAS.

Entretanto, apesar dos efeitos observados in vitro, a super-expressdao do c-erbB2 ndo
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causou tumorigénese in vivo. Esse fato foi observado por meio da inoculagdo de
camundongos atimicos, sugerindo a necessidade da ocorréncia de outros eventos
posteriores até a completa malignizacdo (HARRIS et al. 1999).

Um recente trabalho desenvolvido por MACKAY et al. (2003), utilizando as
linhagens celulares HB4a-C3.6, HB4a-C5.2 e HB4a, teve por objetivo investigar as
alteracdes associadas a super-expressao de c-erbB2. A abordagem do grupo foi
baseada na utilizagdo de um microarray de cDNA constituido por 9.930 clones
representando aproximadamente 6.000 genes distintos. Utilizando o dado
normalizado dos 9.930 clones de cDNA, foi gerada uma lista de genes
diferencialmente expressos, quando as 3 linhagens acima mencionadas foram
comparadas entre si. Esse trabalho possibilitou a identificacdo de um total de 61
genes diferencialmente expressos associados a super-expressao de c-erbB2.

Alguns dos genes que apresentaram expressdo aumentada incluem membros
da familia de proteinas ligadoras de célcio (S100P e S100A4), que foram
previamente associadas a tumorigénese de mama. O gene mais significantemente
super-expresso e que nao havia sido associado a expressao de c-erbB2 foi o LGALSI
(galectina 1 — GBP). As galectinas sao uma familia de proteinas que estdo envolvidas
na modulacdo das intera¢des célula-célula e célula-matriz. Ainda nesse trabalho, a
LGALS3 (galectina 3) apresentou uma expressao reduzida nas linhagens HB4a-C3.6
e HB4a-C5.2 em relagdo a linhagem HB4a, o que estd em concordancia com dados ja
publicados que indicam a existéncia de uma correlag@o entre altos niveis de LGALS1
e baixos niveis de LGALS3 em carcinomas de mama com potencial metastatico. Um
dos genes identificado nesse trabalho, e que apresentou reducgao significativa em seu

nivel de expressao, foi o gene IGFBP3 (maior determinante dos niveis circulantes de
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IGFs, as quais s@o potentes agentes mitogénicos nas células tumorais de mama). A
relevancia clinica de alguns desses genes, HSPB1, LGALS3, FN1, ERBB2, MYC e
IGFBP3, foi demonstrada em nivel de proteina através de imunohistoquimica em um
tissue array composto por 48 carcinomas c-erbB2 positivos e 47 carcinomas c-erbB2
negativos.

Em dois outros trabalhos desenvolvidos por VANT VEER et al (2002) e
VAN DE VIJVER et al (2002), baseados em andlises de microarray, foi possivel
identificar um perfil de expressdo gé€nica associado a um pior progndstico para
pacientes com cancer de mama. Nesses estudos, foram utilizados 70 genes para
classificar 295 pacientes com carcinoma de mama primdrio como tendo uma
assinatura de expressdo génica associada a um pior ou melhor progndstico. Os
resultadosobtidos revelaram que entre os 295 pacientes, 180 possuiam um perfil de
expressdo génica associado a um pior progndstico, apresentando uma sobrevida
global de 54,6% e sobrevida livre de metdstases de 50,6% em 10 anos. Por outro
lado, 115 pacientes apresentaram um perfil de expressdo génica associado a um
melhor progndstico, apresentando uma sobrevida global de 94,5% e sobrevida livre
de metastases de 85,2% em 10 anos.

A exemplo do trabalho realizado por MACKAY et al. (2003), esse trabalho
teve como objetivo isolar e caracterizar transcritos diferencialmente expressos em
linhagens celulares de mama que expressam diferentes niveis de c-erbB2. Para tanto,
o nivel de expressdao dos diferentes transcritos expressos nas linhagens HB4a e
HB4a-C5.2 foi quantificado por meio de uma nova metodologia para andlise da

expressao génica, denominada MPSS.
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14 MPSS E A ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO NAS

LINHAGENS HB4a e HB4a-C5.2

Massively parallel signature sequencing (MPSS) é uma técnica desenvolvida
pela empresa Lynx Therapeutics, € que se baseia nos mesmos principios de SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression), ou seja, na producdo e quantificacdo de tags
proximas a extremidade 3’ dos transcritos. No entanto, ao contrario do SAGE, o
MPSS utiliza a clonagem in vitro de fragmentos de DNA em microbeads e no
seqiienciamento em larga escala dessas particulas sem a necessidade de separacdo
fisica dos fragmentos a serem seqiienciados. A associacdo dessas duas tecnologias
permite a produc¢do de um nimero 100 vezes maior de tags em relacdo a técnica de
SAGE e a avaliac@o da expressao de transcritos pouco abundantes (BRENNER et al.
2000a). Vale destacar, ainda, que o grande volume de dados gerados permite a
realizacdo de andlises estatisticas séOlidas e a caracterizagdo de transcritos
diferencialmente expressos, independentemente do fato de serem ou nao transcritos
conhecidos, e independente do nivel de expressdo desses transcritos ser alto ou baixo
(BRENNER et al. 2000b).

Em um experimento realizado pela Lynx Therapeutics, o padrdao de expressao
das duas linhagens celulares de mama (HB4a e HB4a-C5.2) foi comparado com o
objetivo de estudar as conseqii€éncias moleculares relacionadas a super-expressao de
c-erbB2. Um total de 24.521.236 tags foram geradas a partir de ambas as linhagens
celulares correspondendo a 24.065 tags distintas. As seqiiéncias das fags geraram um
banco de dados experimental (JONGENEEL et al. 2003). Os dados gerados, foram

analizados por dois grupos de bioinformatica (Dr. Sandro de Souza e Dr. Victor
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Jongeneel) com o objetivo de detectar tags diferencialmente expressas e também
estabelecer a correlacdo entre tags e transcritos. Cada grupo de bioinformatica fez a
associagdo tag-transcrito utilizando estratégias de mapeamento distintas.

O grupo do Dr. Victor Jongeneel utilizou a estratégia de gerar uma seqii€éncia
consenso dos transcritos humanos, baseando-se nos alinhamentos entre seqiiéncias
expressas (mMRNAs e ESTs) e a seqiiéncia gendmica. Os sitios de poliadenilacdo
alternativos também foram considerados na montagem das seqiiéncias consenso. As
seqiiéncias consenso de todos os transcritos foram entdo, analisadas quanto a
presenca do sitio de restricio Dpnll. Depois de identificado o sitio da enzima
localizado mais proximo a extremidade 3’ de cada transcrito, uma tag virtual
(constituida por 13 nucleotideos) adjacente ao sitio de restricdo foi extraida. O
conjunto dessas fags virtuais gerou um banco de dados de referéncia. Por fim, os
bancos de dados experimental e de referéncia foram cruzados e, entdo, parte das tags
geradas foi associada a transcritos conhecidos (JONGENEEL et al. 2003).

O grupo do Dr. Sandro de Souza utilizou uma estratégia de mapeamento,
baseando-se em todas as seqiiéncias de mRNAs disponiveis nos bancos de dados
publicos. Cada seqiiéncia de mRNA foi analisada quanto a presenca do sitio de
restricao Dpnll, e, entdo, a tag virtual adjacente ao sitio localizado mais préximo da
extremidade 3’ do transcrito foi extraida. As seqii€ncias das fags virtuais geraram um
banco de dados de referéncia em que também foram armazenadas informacdes a
respeito de cada transcrito a partir do qual a tag foi extraida. Finalmente, as
informacdes contidas nos bancos de dados experimental e de referéncia foram
cruzadas e os transcritos a partir dos quais as rags experimentais de MPSS foram

geradas puderam ser identificados (SILVA et al. 2004b) (Anexo 3).
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Os resultados das andlises realizadas pelos grupos de bioinformatica
indicaram que mais de 90% das tags de MPSS foram associadas a genes conhecidos
e vérios genes diferencialmente expressos foram identificados. Uma fracdo menor
(9%), porém significante, de tags (incluindo vérias diferencialmente expressas entre
as duas linhagens celulares) ndo foi associada a transcritos conhecidos e a origem
delas permanece incerta. Uma parte dessas tags Orfas deve representar novos
transcritos humanos. Entretanto, uma fra¢do ainda ndo calculada dessas tags pode
representar artefatos gerados pela técnica de MPSS. As tags artefatuais podem ser
geradas basicamente por duas razdes: digestdo parcial da enzima de restri¢ao Dpnll,
ou anelamento interno do oligo d(T) no momento da sintese de cDNA.

No entanto, devido ao pequeno tamanho das tags (17 nt), torna-se dificil usar
sua informacdo para uma posterior validacdo experimental e caracterizagao dos
transcritos correspondentes. Para solucionar esse problema, a técnica GLGI
(Generation of longer cDNA fragments from SAGE tags for gene identification),
desenvolvida por CHEN et al (2002a), foi desenvolvida com o objetivo de estender
as tags gerando fragmentos 3’ de cDNA constituidos por algumas centenas de pares
de bases. Devido a similaridade existente entre as metodologias de SAGE e MPSS,
foi possivel utilizar a técnica de GLGI, com algumas modificacdes, para a extensao
de tags geradas por meio de MPSS. As adaptagdes feitas no protocolo original da
técnica de GLGI foram desenvolvidas como parte deste trabalho e em colaboragao
com o grupo do Dr. San Ming Wang, na Universidade de Chicago. O protocolo

adaptado foi nomeado GLGI-MPSS.
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1.5 GLGI

O protocolo do GLGI foi desenvolvido para converter uma seqii€éncia curta de
nucleotideos correspondente a uma fag de SAGE em um fragmento 3" de cDNA com
algumas centenas de pares de bases (CHEN et al. 2000). Por meio dessa conversao e
com base na seqiiéncia do fragmento 3” de cDNA, € possivel caracterizar de forma
mais precisa e especifica o transcrito representado pela rag de SAGE. A técnica de
GLGI também pode ser utilizada com sucesso na caracterizagdo de transcritos
diferencialmente expressos, nos casos em que uma unica tag de SAGE esta associada
a vérios transcritos.

Um trabalho realizado pelo mesmo grupo que desenvolveu a técnica do
GLGI, avaliou o impacto causado pelo tamanho das seqiiéncias das tags de SAGE na
identifica¢do de transcritos. Os resultados desse trabalho revelaram que as rags de
SAGE, em geral, ndo possuem um tamanho adequado para permitir a ocorréncia de
um alinhamento especifico entre a tag e um transcrito. Entretanto, quando essas
seqiiéncias curtas sdo estendidas a um fragmento 3’ de cDNA, através do GLGI, os
alinhamentos entre as fags e os genes a partir dos quais essas tags foram geradas
ocorrem de forma bastante especifica (LEE et al. 2002).

Em um outro estudo, semelhante ao presente trabalho, esse mesmo grupo,
avaliou o perfil de expressio génica em células humanas CDI15+. Para tanto, a
técnica de SAGE foi utilizada, e a informacdo quantitativa a cerca da expressao de
37.519 tags de SAGE foi gerada. Desse total de tags, 34% apresentaram alinhamento
com mais de um transcrito conhecido, e 47% das tags ndo apresentaram nenhum

alinhamento sendo, portanto, consideradas possiveis novos transcritos. A técnica de
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GLGI foi, entdo, utilizada para estender as fags que apresentaram alinhamentos
multiplos e que apresentaram um elevado nimero de cépias, em um fragmento 3~ de
cDNA. A combinacdo das técnicas de SAGE e GLGI permitiu a identificagao de um
conjunto de genes importantes na diferenciacdo mieldide que apresentaram diferentes
niveis de expressdo e também formas alternativas de splicing (LEE et al. 2001).
Esses trabalhos, revelaram o potencial da técnica de GLGI na identificacdo de
transcritos em larga escala.

No protocolo de GLGI, o cDNA ¢ sintetizado utilizando um iniciador oligo
d(T) biotinilado, importante para a recuperagao do fragmento 3’ de cDNA apds a
digestdo do mesmo com a enzima de restricdo utilizada para a producao da tag. Em
seguida, sdo ligados ao fragmento 3" de cDNA adaptadores, que sao importantes para
a amplificacdo por PCR, em larga escala, do fragmento acima mencionado. Por fim,
a extensao do fragmento 3’ de cDNA a partir da fag € realizada utilizando o cDNA
amplificado, o iniciador sense correspondente a tag e um iniciador antisense
incorporado a seqiiéncia do oligo dT utilizado na sintese do cDNA dupla fita (CHEN

et al. 2002a e b).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este projeto teve como objetivo geral, identificar e caracterizar novos
transcritos humanos regulados por c-erbB2 e que apresentassem expressao

diferencial entre as linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Selecionar tags de MPSS diferencialmente expressas entre as linhagens HB4a

e HB4a-C5.2 que ndo foram associadas a nenhum transcrito conhecido (fags

orfas);

. Utilizar a metodologia GLGI para estender as tags orfas diferencialmente
expressas;

. Utilizar a informacao gerada pelo GLGI para validar experimentalmente, por

meio de PCR em Tempo Real, a expressdo diferencial dos novos transcritos
nas linhagens HB4a e HB4a-C5.2;
° Gerar a seqiiéncia completa dos novos transcritos diferencialmente expressos

nas duas linhagens celulares;
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Analisar, por meio de PCR em Tempo Real, a expressdo dos transcritos
diferencialmente expressos em linhagens tumorais e em amostras de tumores

de mama c-erbB2 positivas e c-erbB2 negativas.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES E AMOSTRAS TUMORAIS

A linhagem HB4a foi obtida a partir da imortalizagao de células luminais de
mama com um vetor retroviral que expressa o antigeno T do virus SV40 (STAMPS
et al. 1994). A linhagem HB4a-C5.2 foi gerada por meio da transfeccdo de células
HB4a com o plasmideo PjSE c-erbB2. Esse plasmideo contém toda a regido
codificadora do gene c-erbB2 humano sob o controle da regido promotora de Mouse
Mammary Tumor Virus (HARRIS et al. 1999). Essas linhagens celulares foram
gentilmente cedidas pelo Dr. Michael O’Hare (Instituto Ludwig de Londres) e as
linhagens celulares SKBR3, MCF7, PMC42, MDA-MB-435 foram cedidas pelo Dr.
Robert Whitehead (Vanderbuilt University Medical Center). Todas as linhagens
foram cultivadas até a aquisi¢do de massa suficiente, correspondendo a 3x10° células,
para a obtencdo do RNA. Os meios de cultura utilizados no cultivo de cada linhagem

celular estdo listados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Meios de cultura utilizados no cultivo celular das linhagens celulares de mama
cedidas pelo Dr. Robert Whitehead e pelo Dr. Michael O’Hare.

Linhagem Celular Meio de cultura
RPMI - 10% soro fetal bovino e Spug/ml de
HB4a
insulina e Spg/ml de hidrocortisona
SKBR3 RPMI - 10% soro fetal bovino
MCF7 McCoy’s — 10% soro fetal bovino
RPMI - 15% soro fetal bovino e Spug/ml de
PMC42
insulina
MDA-MB-435 RPMI - 10% soro fetal bovino

As linhagens celulares SKBR7, BT20, MDA-MB-453 e MDA-MB-468, nao
foram cultivadas em nosso laboratdério. O RNA total dessas linhagens foi cedido pelo
Dr. Michael Ohare (Instituto Ludwig de Londres).

Todas as amostras tumorais utilizadas neste estudo foram obtidas junto ao
Banco de Tumores do Hospital A.C.Camargo/Instituto Ludwig de Pesquisas sobre
Cancer e do Hospital do Cancer Alfredo Abrdo. As amostras foram obtidas mediante
consentimento informado dos pacientes e aprovacdo do comité de ética da
Instituicdo. Para a realizacdo deste estudo, foram selecionadas 49 amostras de
carcinomas ductais invasivos de mama. Dentre as 49 amostras tumorais, 27 amostras
apresentaram super-expressdo da proteina c-erbB2. Os dados referentes a
positivividade das amostras para a proteina c-erbB2 foram obtidos por meio de
imunohistoquimica realizada no Departamento de Patologia da Institui¢do e extraidos
diretamente dos prontudrios dos pacientes. Todas as amostras tiveram os niveis de
mRNA de c-erbB2 quantificados por PCR em Tempo Real e foram classificadas
como c-erbB2 negativas quando o nivel de expressao do oncogene foi menor ou igual

a 3 e as amostras foram consideradas c-erbB2 positivas quando o nivel de expressdo
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do oncogene foi maior ou igual a 20 em relagdo a um pool de amostras de mama

normal.

32 EXTRACAO DE RNA TOTAL E CONTROLE DE

CONTAMINACAO COM DNA GENOMICO

A extracdo de RNA foi feita a partir das linhagens celulares e dos tumores
acima descritos foi realizada por meio da técnica de Sedimentacdo em Cloreto de
Césio. As células foram homogeneizadas em 9 ml de solucdo de lise (4M de
isotiocianato de guanidina / 25 mM citrato — pH 7.0 / 0.1M B-mercaptoetanol). O
lisado foi, em seguida, aplicado sobre 4ml de um gradiente de cloreto de césio (5.7M
CsCl e 25mM de NaAc) e centrifugado a 29.000 rpm durante 17 horas a 20°C em
ultracentrifuga Beckman, utilizando o rotor SW40Ti. Ap6s a centrifugagdao, o RNA
formou um precipitado no fundo do tubo, que foi solubilizado em 50 a 200ul de dgua
biodestilada tratada com DEPC (Di-etil pirocarbonato).

A integridade dos RNAs foi visualizada aplicando-se 1pug de RNA total em
gel de agarose 1%. Antes de ser aplicado no gel, o RNA foi desnaturado a 65°C
durante 5 minutos, sendo mantido em condi¢do desnaturante em tampao de amostra
contendo uréia (7M uréia e 30% glicerol). Todos os procedimentos foram realizados
com materiais proprios para uso exclusivo de RNA. A coloracdo do gel foi feita
utilizando brometo de etidio e o mesmo foi visualizado em luz ultravioleta. Foram

considerados integros os RNAs que apresentaram as bandas correspondentes aos
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RNAs ribossomicos 28S e 18S evidentes, sendo a primeira duas vezes mais intensa
que a segunda.

A quantificacio do RNA foi feita pela leitura em espectrofotdmetro com
comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando-se que 1D0260 nm
equivale a 40ug/ml de RNA. A relacdo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi
utilizada como parametro na estimativa do grau de contaminagdo do RNA por
proteinas.

Para se ter a garantia de que o RNA extraido ndo estava contaminado com
DNA gendomico, 100ng de RNA total foi amplificado com iniciadores especificos
para regides intronicas do gene MLH1 (Forward - 5’TGG TGT CTC TAG TTC
TGG3’ e Reverse - 5’CAT TGT TGT AGT AGC TCT GC3’). A amplificacdo de um
fragmento de aproximadamente 250 pares de bases indica a existéncia de
contaminac¢do da amostra de RNA por DNA gendmico.

A PCR para amplificagdo do fragmento gendmico correspondente ao gene
MLHI1 teve 35 ciclos com uma temperatura de desnaturacdo de 94°C por 1 minuto,
uma temperatura de anelamento de 55°C por 1 minuto e uma temperatura de
extensdo de 72°C por 45 segundos. Como controle positivo da rea¢do foram
utilizadas 100ng de DNA de cérebro normal.

Além do teste de hMLH1, também foi realizado o teste de contaminagao,
utilizando iniciadores especificos para os fragmentos em estudo e 100ng de RNA
total tratado. Como controle positivo da reacdo utilizou-se 1ul cDNA da linhagem

HB4a-C5.2.
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3.3 TRATAMENTO DO RNA TOTAL COM DNASE I

O RNA total das linhagens e amostras tumorais foi tratado com DNAse livre
de RNAse (1U/ul, Promega), utilizando 1 unidade da enzima para cada 2,5ug de
RNA total de linhagem celular e 1 unidade da enzima para cada 1,51g de RNA total
de tumor. As reagdes, para tratar S0ug de RNA total, foram realizadas em um volume
final de 300ul contendo 1X tampao da enzima DNasel (GibcoBRL), 4U de inibidor
de Rnase (Invitrogen), ImM de DTT (Gibco), 50ug de RNA total e 33U da enzima
Dnasel (Gibco) e dgua q.s.p. 300ul. As reacdes foram mantidas a 37°C durante 90
minutos. Em seguida, foram adicionados as amostras 1 vez o volume de
fenol/cloroférmio e as mesmas foram centrifugadas a 4°C durante 10 minutos a
12000rpm. Apdés o término da centrifugacdo, o sobrenadante foi recolhido e
transferido para um tubo eppendorf novo. Ao sobrenadante foi adicionado 1 vez o
volume cloroférmio e, entdo, a solu¢do foi homogeneizada com o auxilio do voértex.
Novamente as amostras foram centrifugadas a 4°C durante 10 minutos a 12.000rpm
e, apOs a centrifugacdo, o sobrenade foi transferido para um tubo eppendorf novo.
Com o objetivo de precipitar o RNA tratado, foram adicionados ao sobrenadante 1/10
do volume final de acetato de s6dio 3M pHS5.2 e 3 volumes de etanol 100%. Os
RNAs foram mantidos a -20°C durante toda a noite.

As amostras foram centrifugadas a 4°C durante 15 minutos a 12.000rpm. O
sobrenadante foi retirado com pipeta Pasteur e desprezado. Foram adicionados ao
pellet de RNA 1ml de etanol 70% e, novamente, as amostras foram centrifugadas a

4°C durante 15 minutos a 12000rpm. O sobrenadante foi desprezado por inversao do
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tubo eppendorf e mantido invertido sobre um papel limpo para secar o pellet de
RNA. Depois de seco, o pellet foi solubilizado em 20-30ul de dgua DEPC. A
quantificacdo foi feita pela leitura de uma aliquota da amostra no espectrofotdmetro a

260 e 280 nm conforme descrito anteriormente no item 3.2 dos materiais € métodos.

34 GLGI

3.4.1 Extracao de RNA total e isolamento de mRNA

A extracdo do RNA total foi realizada como descrita anteriormente no item
3.2. Para a purificacdo do mRNA, foi utilizado um sistema de purificagdo magnética
disponibilizado pela Dynal (Dynabeads Oligo (dT),s e Dynal MPC). As particulas
magnéticas acopladas ao oligo d(T) foram inicialmente lavadas em 1ml de 2X
tampao de ligacao (20mM Tris-HCL pH 7.5, 1M Licl, 2mM EDTA). Para tanto, o
tubo contendo as particulas magnéticas foi colocado na MPC (Magnet Particle
Concentrator) e o sobrenadante foi removido. Em seguida, as particulas magnéticas
foram ressuspendidas em 200ul de 2X tampao de ligacdo e misturadas as 180ug de
mRNA, previamente aquecido a 65°C durante 2 minutos a fim de que as estruturas
secunddrias fossem rompidas. Essa mistura foi mantida a temperatura ambiente
durante 5 minutos de forma a permitir a ligagdo do mRNA ao oligo d(T) acoplado as
particulas magnéticas. Em seguida, o tubo foi colocado novamente na MPC durante 1
minuto. O sobrenadante foi removido, e o mRNA imobilizado nas particulas foi
lavado, 3 vezes, com 800ul de tampao de lavagem (10mM Tris-HCI pH8.0, 150mM
LiCl, ImM EDTA). Ap6s a lavagem do mRNA, as particulas foram ressuspendidas

em 15ul de 4gua DEPC e, em seguida, foram aquecidas a 65°C durante 2 minutos. O
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tubo foi colocado na MPC, e o sobrenadante contendo o mRNA foi removido e
transferido para um tubo novo. As particulas foram novamente ressuspendidas em
15ul de 4gua DEPC e, mais uma vez, foram aquecidas a 65°C durante 2 minutos. O
tubo foi colocado na MPC, e o sobrenadante foi recolhido e combinado aos 15ul
recolhidos na etapa anterior. Com o objetivo de avaliar a eficiéncia de purificacdo do
mRNA, foram retirados 2ul de cada amostra, HB4a-C5.2 e HB4a, que foram

analisados em um gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.

3.4.2 Sintese da primeira e segunda fita de cDNA

A sintese da primeira e da segunda fita de cDNA foram realizadas segundo
especificacdes do fornecedor da enzima MMLV RT — Moloney Murine Leukemia
Virus Reverse Transcriptase (Gibco cDNA synthesis kit 18267-013).

Para a sintese da primeira fita de cDNA foi utilizada uma mistura de oligos
dT biotinilados que possuiam em suas extremidades 5° uma seqii€ncia adaptadora
adicional destacada em negrito:
5’biotin-ACT ATC TAG AGC GGC CGC-T16-R onde R=A/G
5’biotin-ACT ATC TAG AGC GGC CGC-T16-C-V onde V=A/G/C

As concentracdes de ambos os oligos foram ajustadas para 0,5ug/ul e os
volumes equivalentes dos dois oligos foram misturados. A primeira fita de cDNA foi
sintetizada utilizando 2ul da mistura de oligos dT biotinilados, 28ul de mRNA, 1X
tampao de obtencdo da primeira fita, 0,5mM dNTPs, 40U de RNasin, 10mM DTT,
500U da enzima MMLV RT e 4gua qg.s.p 50ul. A reacdo de sintese foi mantida a
37°C durante 40 minutos. Apds esse intervalo, a reacdo foi aquecida a 65°C durante

2 minutos. Em seguida, a reacdo foi mantida a 37°C durante 30 minutos, sendo
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adicionados mais 2ul da enzima MMLYV RT. Essa etapa foi repetida duas vezes para
a adicdo da enzima. Para avaliar a qualidade de sintese da primeira fita de cDNA,
foram retirados 2ul da reacdo que foram analisados em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo.

Para a sintese da segunda fita de cDNA, foram adicionados, aos 48ul da
reacdo da primeira fita, 0,25mM de dNTPs , 1X tampao de obtencdo da segunda fita,
100U de E. coli DNA polimerase I (GibcoBRL), 12,5U de E. coli DNA ligase
(GibcoBRL) e agua q.s.p 291ul. A reagdo de sintese foi mantida a 16°C durante 2
horas. Em seguida, foram adicionados 10U de RNaseH (Promega) e a reacdo foi
mantida a 37°C durante 30 minutos. A amostra foi, entdo, tratada com 400ul de
fenol/cloroférmio. A fase aquosa foi recuperada e foi dividida em dois tubos
eppendorfs novos. Em cada um dos tubos, foram adicionados 60ug de glicogénio
(Roche Diagnostics; Indiandpolis, IN), 150ul de 7,5M NH40OAC e Iml de 100%
etanol gelado. A reacdo foi homogeneizada por inversao dos tubos e, em seguida, os
mesmos foram centrifugados a 14.000 rpm (Eppendorf 5417 R — rotor F 45-30-11)
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a centrifugacdo, os precipitados
foram novamente combinados em um mesmo tubo e foram lavados com 1ml de 70%
etanol. Os precipitados secaram a temperatura ambiente e, depois, foram dissolvidos
em 82ul de LoTE (3mM Tris-HCI1 pH 7.5, 0.2mM de EDTA pH 7.5). Para avaliar a
eficiéncia de sintese da segunda fita de cDNA foram retirados 2ul da amostra para

andlise em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.
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3.4.3 Digestao da dupla fita de cDNA

Ap6s a sintese da dupla fita de cDNA, a mesma foi digerida com a enzima de
restricao Dpnll (New England Biolabs). A digestdo da dupla fita foi realizada a partir
de 80ul de amostra (cDNA dupla fita), 1X tampao para a enzima Dpnll, 150U da
enzima Dpnll (Fermentas) e dgua q.s.p 180ul. A amostra foi mantida a 37°C durante
3 horas. Para avaliar a eficiéncia de digestdao do cDNA dupla fita, foi retirada uma
aliquota de 4l da reacdo para andlise em gel de agarose 1% corado com brometo de

etideo.

3.4.4 Recuperacao do fragmento 3’ de cDNA

Apbs a digestdo do cDNA dupla fita, os fragmentos 3’ de cDNA foram
recuperados utilizando um sistema de purificagdo magnética disponibilizado pela
Dynal (Dynal MPC e Dynabeads M-280 Streptavidin). As particulas magnéticas
acopladas a streptavidina foram inicialmente lavadas com 300ul de 2X tampao de
ligacao/lavagem (10mM Tris-HCI pH7.5, ImM EDTA e 2M de NaCl). Para tanto, o
tubo contendo as particulas foi colocado na MPC durante 1 minuto e o sobrenadante
foi removido. As particulas foram ressuspendidas em 180ul de 2X tampao de
ligacao/lavagem. Apos a lavagem das particulas, as mesmas foram misturadas aos
180ul de cDNA digerido com a enzima Dpnll para favorecer a interacdo entre a
streptavidina acoplada a particula magnética e a biotina ligada a extremidade 5’ do
oligo d(T). O tubo contendo o cDNA digerido e as particulas foi mantido em
constante agitacdo, durante 60 minutos a temperatura ambiente. Ao final dos 60
minutos, o tubo foi colocado na MPC durante 1 minuto e o sobrenadante foi

removido. Em seguida, as particulas foram lavadas em 1ml de 1X tampdo de
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ligacao/lavagem (SmM Tris-HCI pH7.5, 0.5mM EDTA e 1M NaCl) por 3 vezes e
com 1Iml de TE (10mM Tris e ImM EDTA). Apés as lavagens das particulas, o tubo
foi colocado na MPC e o sobrenadante foi removido e descartado. O tubo contendo
as particulas ligadas ao fragmento 3’de cDNA foi mantido no gelo até o momento do

uso.

3.4.5 Ligacao dos adaptadores ao fragmento 3’ de cDNA

Para a posterior amplificacio do fragmento 3’ de cDNA foram ligados a
extremidade 5° do fragmento de interesse uma seqiiéncia adaptadora. A importancia
da ligacdo dessa seqii€éncia ao fragmento de cDNA que se deseja amplificar, se deve
ao fato de que existe uma complementaridade, de 20 bases, entre a seqii€éncia desses
adaptadores e a seqiiéncia de um dos iniciadores (SAGE P1) utilizado na reacdo de
amplificacdo do fragmento 3” de cDNA. A seqii€ncia adaptadora foi gerada a partir
do anelamento de dois iniciadores complementares. Para tanto, as concentragdes de
ambos os iniciadores foram ajustadas para 100pmoles/ul através da utilizagdo de
Low TE e 24,84ul do iniciador 1A foi misturado a 25,5ul do iniciador 1B. Para a
reacdo de anelamento dos iniciadores foram adicionados aos 50ul da mistura acima
descrita, 50ul de 10X tampao 2 (New England Biolabs) e 400ul de Low TE pH7,5. A
reacdo foi aquecida a 95°C durante 2 minutos e, em seguida, foi mantida a
temperatura ambiente por aproximadamente 2 horas.

As particulas ligadas ao fragmento 3’ de cDNA (descritas no final da etapa
3.4.4) foram lavadas por 3 vezes com 250ul de 1X tampao da ligase T4. Em seguida,
o tubo contendo as particulas foi colocado durante 1 minuto na MPC e o

sobrenadante foi removido e descartado. Foi adicionado ao tubo contendo as
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particulas 19ul de dgua, 1X tampdo da ligase T4 e 1,4ul da sequéncia adaptadora.
Essa reacdo foi homogeneizada e aquecida a 50°C durante 2 minutos e,
posteriormente, mantida a temperatura ambiente durante 15 minutos. Em seguida
foram adicionados 18U de T4 DNA ligase (GibcoBRL). A reacdo de ligacdo foi
homogeneizada e mantida a 16°C por 24 horas

As seqii€ncias dos iniciadores, utilizadas para a producdo da seqii€ncia
adaptadora, estdo listadas abaixo e, em vermelho, estdo destacadas as bases

complementares entre as duas seqiiéncias.

Primer 1A:
S’TTTGGATTTGCTGGTGCAGTACAACTAGGCTTAATAGGGAGATC3”
Primer 1B:
5’-pTCCCTATTAAGCCTAGTTGTACTGCACCAGCAAATCC[amino-

modificadoC7]-3’

3.4.6 Padronizacao da amplificacao do fragmento 3’ de cDNA

Para a amplificacdo do fragmento 3’ de cDNA ligado a seqiiéncia adaptadora,
foram utilizados dois iniciadores: SAGE P1 (cuja seqiiéncia € complementar a
seqiiéncia adaptadora ligada ao fragmento de cDNA) e SAGE-antisense
(complementar a seqiiéncia adicional do iniciador oligo d(T)). O principal objetivo
dessa padronizacdo é determinar a quantidade ideal de cDNA, e também o nimero de
ciclos a serem utilizados na reagdo de amplificacdo do fragmento 3’ de cDNA em
larga escala. Antes da amplificacdo, as particulas (descritas no item 3.4.5) foram

lavadas por 3 vezes com 500ul de 1X tampao de ligacao/lavagem. Ao final de cada
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lavagem, o tubo contendo as particulas era colocado na MPC e o sobrenadante era
removido e descartado. Apds a tultima lavagem as particulas foram ressuspendidas
em 100ul de Low TE pH7,5 e mantidas no gelo até o momento de uso. As seqiiéncias
dos dois iniciadores utilizados na reacao de amplificacdo estdo listadas abaixo:
SAGE-P1: 5’-GGATTTGCTGGTGCAGTACA-3’

SAGE-antisense: 5’-ACTATCTAGAGCGGCCGCTT-3’

Foram utilizados, na reacao de amplificacdo, 1X tampao da enzima, 2mM de
MgCl,, 0,1mM dNTPs, 100ng do iniciador SAGE-P1, 100ng do iniciador SAGE-
antisense, 2,5U da enzima Taq Platinum (Invitrogen), 1ul do cDNA 3’ ligado ao
adaptador para um volume final de 50ul. A reacdo de padronizacgdo foi realizada sob
as seguintes condi¢des de amplificacdo: 2 minutos de denaturacdo inicial a 95°C,
seguida de 16/18/20, ou 25 ciclos de denaturacdo a 94°C durante 30 segundos,
anelamento dos iniciadores a 55°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante
35 segundos. As reacdes foram mantidas a 72°C durante 7 minutos para a extensao
da moléculas durante o ultimo ciclo. Em cada um dos ciclos mencionados acima,
foram retiradas aliquotas de 5ul da reagdo para que o nimero ideal de ciclos para a
amplificacdo fosse determinado. As amostras foram analisadas em gel de agarose 1%

corado com brometo de etideo.

3.4.7 Amplificacao dos fragmentos 3’de cDNA em larga escala

Ap6s as condicdes utilizadas na reacdo de amplificagdo do fragmento 3’ de
cDNA terem sido padronizadas, a reacdo de amplificacdo foi realizada em larga
escala. Para tanto, foram realizadas 48 reacdes de amplificacdo do fragmento 3’ de

cDNA para cada uma das linhagens utilizadas (HB4a-C5.2 e HB4a). Foram
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utilizados, na reacdo, 1X tampao da enzima, 2mM MgCl,, 10mM dNTPs, 60ng de
SAGE-P1, 60ng de SAGE-antisense, 2,5U da enzima Taq Platinum (Invitrogen),
1,5ul do cDNA 3’ ligado ao adaptador para um volume final de 50ul. A reacdo foi
realizada sob as seguintes condi¢des de amplificagdo: 2 minutos de desnaturacdo
inicial a 95°C seguida de 20 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos,
anelamento dos iniciadores a 55°C durante 30 segundos e extensdo a 72°C durante
35 segundos. As reagdes foram mantidas a 72°C durante 7 minutos. Todo o contetido
das 48 reacdes foi recolhido e dividido em 4 tubos eppendorfs de 1,5ml contendo
aproximadamente 600ul de amostra em cada tubo. Em seguida, foram adicionados
600ul de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico em cada tubo. Os tubos foram agitados
vigorosamente e em seguida foram centrifugados a 14.000 rpm (Eppendorf 5417 R —
rotor F 45-30-11) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Para a preciptacido do
material amplificado, foram adicionados 50ug de glicogénio (Roche Diagnostics;
Indiandpolis, IN), 133ul de 7,5M de NH4OAc e 1ml de 100% etanol em cada tubo.
Os tubos foram mantidos a -80°C durante 30 minutos e, em seguida, foram
centrifugados a 14.000 rpm (Eppendorf 5417 R — rotor F 45-30-11) durante 15
minutos a temperatura ambiente. Por fim, as amostras foram lavadas com 1 ml de
70% etanol. Apds a lavagem, os precipitados secaram a temperatura ambiente e

foram dissolvidos em 400ul de Low TE pH7,5.

3.4.8 Extensio do fragmento 3’ de cDNA a partir da tag de MPSS
Nessa reagdao foram utilizados os iniciadores sense especificos para as tags
previamente selecionadas, 0 iniciador SAGE-antisense (5°-

ACTATCTAGAGCGGCCGCTT-3’), que € complementar a seqiiéncia do oligo d(T)
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e 1ul de cDNA 3’ amplificado, como descrito no item 3.4.6. Além das 83 fags orfas
selecionadas para serem estendidas, 2 tags associadas a trancritos conhecidos
também foram selecionadas e tiveram suas seqii€ncias estendidas como um controle
para a reacdo de amplificacdio. As seqii€éncias dos iniciadores especificos,
correspondentes tanto as fags associadas quanto as rags Orfas, estdo listadas nas
tabelas 3 e 4 respectivamente. E importante destacar que cada iniciador sense
especifico possui em sua seqii€éncia, além dos nucleotideos que compde cada uma das
tags, 4 nucleotideos (GATC) que correspondem ao sitio de corte da enzima de
restri¢ao Dpnll e 6 nucleotideos (CAGGGA) que correspondem a algumas das bases
da seqiiéncia adaptadora ligada ao fragmento 3’ de cDNA (descrito no item 3.4.5). A
adicao dessas 6 bases que correspondem aos adaptadores € importante para que haja

um aumento na especificidade de anelamento do iniciador sense ao seu transcrito

correspondente.
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Tabela 3 - Tags associadas a transcritos conhecidos. Seqiiéncias dos iniciadores
especificos, correspondentes as fags associadas, nimero de acesso no GenBank e tamanho

esperado do fragmento GLGI-MPSS.

, Tamanho
A . Numero de acesso .
Seqiiéncia da tag Transcrito do
no GenBank
fragmento
CTI | CAGGGA GATC CGA GAA CGC TCT A NM_000900 Mam’(‘ﬁgpgr‘”em 383bp
CT2 CAGGGA GATC TTG CTG GAT GTG A NM_005557 Keratina 16 407bp

Tabela 4 — Seqiiéncias dos iniciadores especificos, correspondentes as fags 6rfas.

RFAS

SEQUENCIA

5’-CAGGGA GATC CTCCAGTTGCTGC -3’

5’-CAGGGA GATC AAGTAATCAAGTA -3’

5’-CAGGGA GATC TTGGTGTTTGCAA -3’

5’-CAGGGA GATC TAAGAGACTCAGA -3’

5’-CAGGGA GATC CGATGCAGGGGAG -3’

5’-CAGGGA GATC TTTCTAGGGATGT -3’

5’-CAGGGA GATC TGTCCACTTCTGG -3’

5’-CAGGGA GATC TAAGAAGAAAATA -3’

0
1

2
3

4
5
6
7
8
9

5’-CAGGGA GATC GTTCTTTCTTTCT -3’

10

5’-CAGGGA GATC ATTGGGAGCTTTT -3’

11

5’-CAGGGA GATC TCGCCAACAGACA -3’

12

5’-CAGGGA GATC TCTCAGTAAACTT -3’

13

5’-CAGGGA GATC CGGGATTCCTCAG -3’

14

5’-CAGGGA GATC GGGGGAGGGTGGG -3’

15

5’-CAGGGA GATC AAAGCTTGAAAAA -3’

16

5’-CAGGGA GATC CTTGTAGTTCCTA -3’

17

5’-CAGGGA GATC TTTTGCTAATTAA -3’

5’-CAGGGA GATC GGCGGCGGGCGGG -3°

19

5’-CAGGGA GATC AAAAACTCAAAAA -3’

20

5’-CAGGGA GATC TTCCAAAACAGAG -3’

21

5’-CAGGGA GATC CAAGTGATGATAC -3’

22

5’-CAGGGA GATC CCACTCTTCTTCC -3’

23

5’-CAGGGA GATC TGTACCAGGTAGG -3’

24

5’-CAGGGA GATC AGTTAAGGAGCTA-3’

25

5’-CAGGGA GATC CAAGGGCACAAGG-3’

26

5’-CAGGGA GATC GCTCGCTCGCTCG-3’

27

5’-CAGGGA GATC CATGAAGTCAGTC-3’

28

5’-CAGGGA GATC ATAGGGACAGCGG-3’

29

5’-CAGGGA GATC ATTGTCAACCAGG-3’

30

5’-CAGGGA GATC ATGAGGGAGCGAG-3’

31

5’-CAGGGA GATC TTCAGCCAGCCAG-3’

32

5’-CAGGGA GATC TAAAAGGCTGGCT-3’

33

5’-CAGGGA GATC AAGGATGCAAGCA-3’

34

5’-CAGGGA GATC AGGAGGAGGAGGA-3’

35

5’-CAGGGA GATC TTTATCAACTGGC-3’

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
[ 18
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I

36

5’-CAGGGA GATC AGAGTTGTAGCCA-3’
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37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

| 5°-CAGGGA GATC TTTTCACAGGGCA-3’
| 5°-CAGGGA GATC TAAAACACTCACT-3’
| 5-CAGGGA GATC TAAATCAAGCTGC-3’
[ 5°-CAGGGA GATC GTGACATACAAAT-3’
[ 5°-CAGGGA GATC AATGGTGGAGAGA-3’
[ 5°-CAGGGA GATC AGATGCTTGAAAG-3’
[ 5-CAGGGA GATC CAGGCACATTTGA-3’
[ 5°-CAGGGA GATC CAGACATGCCTGA-3’
| 5°-CAGGGA GATC TGGTTGTCAGTTG-3’
| 5-CAGGGA GATC CAAAAATTCTTTA-3’
[ 5-CAGGGA GATC TAGTAAAAAGAGA-3’
| 5°-CAGGGA GATC TTGCTACATAGTT-3’
[ 5-CAGGGA GATC CACTGGAACTCCA-3’
| 5-CAGGGA GATC CGTGACAAACAAA-3’
[ 5°-CAGGGA GATC CGGGACTTCAGGT-3’
| 5°-CAGGGA GATC CACATTTGTTAAG-3’
[ 5°-CAGGGA GATC AACGACAAAAAGA-3’
| 5-CAGGGA GATC TAAGTTTCCGGAG-3’
| 5-CAGGGA GATC CTATACTCATCGC-3’
[ 5°-CAGGGA GATC TGGCTTGGGAACA-3’
[ 5°-CAGGGA GATC CTAGAATCGGTGA-3’
58 | 5°-CAGGGA GATC TCTGCGTTTTTTT-3’
59 | 5°-CAGGGA GATC CAAAAGTTCACTT-3’
60 | 5°-CAGGGA GATC TCTGGTTTGAAAG-3’

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

61 5’-CAGGGA GATC TCCTTGAATGAAT-3’
62 5’-CAGGGA GATC TGCCAAGAAAAGC-3’
63 5’-CAGGGA GATC TGGCAAGGTCACC-3’
64 5’-CAGGGA GATC CGACCAGCCAGAA-3’
65 5’-CAGGGA GATC AGAGTTCTGTCAA-3’
66 5’-CAGGGA GATC TGCAGTCTAAGTG-3’
67 5’-CAGGGA GATC AATGCGCCTACTG-3’
68 5’-CAGGGA GATC GGGAAGGCAGATT-3’
69 5’-CAGGGA GATC AGTTCTTGCAGTC-3’

70 5’-CAGGGA GATC TGACAGTGGTCAC-3’
71 5’-CAGGGA GATC TCTGCTCGCTGCG-3’
72 5’-CAGGGA GATC CTCTGGACCATGA-3’
73 5’-CAGGGA GATC AGCGCTCAAAAAA-3’
74 5’-CAGGGA GATC CGTATCGGTTCCC-3’
75 5’-CAGGGA GATC CGCCTGAAGCAGA-3’
76 5’-CAGGGA GATC ATTCTTCAATTAG-3’

77 5’-CAGGGA GATC GCCGTTCTGGACT-3’
78 5’-CAGGGA GATC TTGCCAGCTTGCT-3’

79 5’-CAGGGA GATC ACGCACAGCTCTA-3’
80 5’-CAGGGA GATC TGGCCATTTGTTT-3’

81 5’-CAGGGA GATC ACCAGGGTCAGTT-3’
82 5’-CAGGGA GATC AAAAAAGGCAGAA-3’
83 5’-CAGGGA GATC CTCTGCAGTCCAG-3’

Foram utilizados na reacdo de amplificacdo, 1X tampdo da enzima, 1,2mM de

MgCl,, 0,08mM dNTPs, 50ng de iniciador sense especifico, 50ng de iniciador
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SAGE-antisense, 1,5U da enzima Taq Platinum (Invitrogen), 1ul do cDNA 3’
amplificado para um volume final de 30ul. A reagdo foi realizada sob as seguintes
condi¢des de amplificagdo: 2 minutos de denaturagdo inicial a 94°C, seguida de 30
ciclos de denaturacdo a 94°C durante 30 segundos, anelamento dos iniciadores a
64°C durante 30 segundos e extensdao a 72°C durante 35 segundos. As rea¢des foram
mantidas a 72°C durante 7 minutos para o ultimo ciclo. Foram checados em gel de

agarose 1% corado com brometo de etideo 3ul de cada amostra.

3.4.9 Purificacido do produto obtido na reacao de extensio do fragmento 3’de
cDNA

Foram adicionados a cada amostra 10ug de glicogénio (Roche Diagnostics;
Indiandpolis, IN), 15ul de 7,5M de NH4OAc e 85ul de 100% etanol. Em seguida as
amostras foram mantidas a temperatura ambiente durante 15 minutos e foram
centrifugadas a 4.000 rpm durante 35 minutos (centrifuga SORVALL RCS5C plus;
rotor: SH3000). O sobrenadante foi removido, e cada uma das amostras foi lavada
com 150ul de 70% etanol. As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm durante 15
minutos, o sobrenadante foi removido e cada precipitado, apds secar naturalmente,
foi dissolvido em Sul de dgua deionizada. Apds a purificacdo do produto obtido na
reacdo de extensdao do fragmento 3° de cDNA, o mesmo pode ser clonado e

seqiienciado como descrito a seguir.
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3.5 CLONAGEM E TRANSFORMACAO BACTERIANA

Os fragmentos de cDNA estendidos a partir da tag especifica foram clonados
utilizando o pGEM® - T Easy Vector (Promega) segundo especificacdes do
fornecedor. A reacdo de ligacao foi preparada em um volume final de 10ul, contendo
50ng do vetor pGEM® - T Easy , 1X tampdo da enzima, 5U de T4 DNA ligase e 2ul
do produto purificado a partir da reacdo de GLGI. A ligagcao foi mantida a 4°C por 16
horas. A transformacao bacteriana foi realizada utilizando 2ul da ligacao e 100ul de
bactérias DH10B eletrocompetentes. Apds a ligacdo do produto a bactéria, foi dado o
choque elétrico (resisténcia de 200 ohms, capacitancia de 25 microfaradays e
voltagem de 1.8 Kv em eletroporador Gene Pulser - BioRad*). Apds o choque, as
bactérias foram incubadas durante 1 hora em 1mL de meio LB sem antibidtico (1%
de triptona; 0,5% de extrato de levedura; 1% de NaCl; pH 7,5), a 37°C sob agitacdo
constante (200rpm). Em seguida, as bactérias foram sedimentadas por centrifugagao,
ressuspendidas em 100ml de meio LB e plaqueadas sobre meio LB-dgar contendo
50ug/ml de ampicilina, 20ug/ml de IPTG (isopropiltio-B-D-galactosideo) e 4pg/ml
de X-gal (5-bromo-4-cloro-3indolil-B-D-galactosideo). As placas foram incubadas a
37°C por 18 horas. Para verificar a presenca de inserto e selecionar clones para o
seqiienciamento, foi realizada uma selecao de 8 coldnias de cada placa por meio de
PCR, em que em cada tubo, uma colonia selecionada foi palitada. As reagdes foram
realizadas em um volume final de 20ul contendo 1X tampao da enzima Taq DNA
polimerase (GibcoBRL), 1,5mM MgCl,, 0,2mM dNTPs, 1U Taq DNA polimerase

(GibcoBRL) e 10pmoles de iniciadores especificos para o plasmideo (T7: 5’TAA
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TAC GAC TCA CTA TAG GG3’ e SP6: S’ATT TAG GTG ACA CTA TAG3’). As
condi¢Oes da reagdo foram: desnaturacdo durante 4 minutos a 94°C, seguida de 30
ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 45 segundos anelamento a 55°C durante 45
segundos e extensdo a 72°C durante 1 minuto. Ao final da ciclagem, as moléculas

foram estendidas durante 7 minutos a 72°C.

3.6 SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO

De 300 a 500 ng dos produtos que foram gerados a partir do PCR das
colonias selecionadas foram seqiienciados, utilizando o Kit Big Dye terminator
(Applied Biosystems), seguindo as instru¢des do fornecedor. Os produtos do
seqiienciamento foram submetidos a eletroforese por capilaridade no seqiienciador
automdatico de DNA ABI 3100 (Applied Biosystems- Perkin Elmer). Os iniciadores
utilizados foram T7: 5TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG3’ e SP6: 5’ATT TAG

GTG ACA CTA TAG3’.

3.7 ANALISE DAS SEQUENCIAS DE GLGI-MPSS

Todas as seqiiéncias que ndo apresentaram as 13 bases correspondentes a
seqiiéncia da tag de MPSS (excluindo o sitio Dpnll) foram excluidas das nossas
andlises. As seqiiéncias selecionadas foram analisadas contra o banco de dados
GenBank (NR e dbEST) através da utilizacao do programa BLAST N. A seqiiéncia

gerada a partir de uma tag 6rfa de MPSS foi classificada como novo transcrito se,
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ap6s as andlises, ndo houve nenhum alinhamento entre a seqiiéncia em questdao e
seqiiencias de mRNA ou ESTs. Um fragmento GLGI-MPSS foi considerado como
um transcrito conhecido se houve um alinhamento entre a seqii€ncia analisada e a
seqiiencia de mRNA com mais de 95% de similaridade na mesma orientacdo,
incluindo as 17 bases da seqiiéncia da rag de MPSS. Entretanto, se a seqiiéncia
alinhada apresentou similaridade apenas com ESTs, os fragmentos GLGI-MPSS
foram classificados como derivados a partir de transcritos parcialmente representados
por ESTs. Em ambos os casos, moléculas de cDNA completas e ESTs, esses
trancritos foram considerados como novos trancritos regulados por c-erbB2. Se o
alinhamento observado foi parcial na regido correspondente a seqii€ncia de tag de
MPSS, os fragmentos de GLGI-MPSS foram classificados como inespecificos ou
como tags alternativas derivadas da presenca de SNPs. Fragmentos que apresentaram
uma alta similaridade com transcritos conhecidos, porém na orientagao oposta, foram
classificados como transcritos antisense. Finalmente, fragmentos GLGI-MPSS foram
considerados como formas de poliadenilagdo alternativa, ou como seqiiéncias
artefatuais derivadas de anelamento interno, se elas alinharam com a parte mediana

de moléculas completas de cDNA na orientagao 5°- 3’.
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3.8 ANALISE DO NiVEL DE EXPRESSAO POR PCR EM TEMPO

REAL

3.8.1 Sintese de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada segundo especificagdes do
fornecedor da enzima SuperScript II (Gibco BRL). Uma micrograma de RNA total
livre de DNA gendmico foi misturado a 25ng de oligo (dT)12-18, 0,5mM de dNTP e
o volume foi acertado para 12ul. Esta mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos e
rapidamente resfriada em gelo. Em seguida, a reacdo foi processada em presenca de
1X tampado de obtencdo da primeira fita, 1I0mM de DTT, 10U de Transcriptase
Reversa (SuperScript II, Gibco BRL) e 2U de RNase OUT (Invitrogen). A reagao foi
processada a 42°C durante 60 minutos e inativada por meio do aquecimento a 70°C

durante 15 minutos.

3.8.2 PCR em Tempo Real

A diferenca no nivel de expressdo dos 13 novos transcritos nas linhagens
HB4a e HB4a-C5.2 foi confirmada por meio de PCR em Tempo Real. Nessa reagao,
a fluorescéncia emitida a cada ciclo de amplificacdo é monitorada permitindo, desta
forma, uma quantificacdo precisa do produto amplificado ciclo a ciclo.

A metodologia utilizada para a andlise foi o SYBR® Green (Applied
Biosystems) (MORRISON et al. 1998). Nessa abordagem o SYBR® Green liga-se a
moléculas de fita dupla emitindo fluorescéncia. Uma vez que a cada ciclo da reacdo

novas moléculas sdo formadas, conseqiientemente, o nivel de fluorescéncia emitida
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aumenta ao longo da reagdo. Assim, quanto menor o ciclo em que a fluorescéncia
atinge o limite determinado pelo aparelho, maior € o nivel de expressdao do gene
analisado (MORRISON et al. 1998).

Valores quantitativos foram obtidos, durante a ciclagem, no ponto no qual a
amplifica¢do do produto foi detectada, em vez da quantidade do produto acumulado
ao final de um determinado nimero de ciclos. O parametro Ct (Cycle Treshold) foi
definido como uma fragdo do nimero de ciclos na qual a fluorescéncia emitida
ultrapassou um padrio estabelecido, sendo os dados de quantificacdo analisados pelo
software de andlise do aparelho (MORRISON et al. 1998).

Foram desenhados iniciadores especificos para cada transcrito por meio da
utilizacdo de um software, primer Express 2.0, do equipamento ABI Prism® 7700
Sequence Detection System (Applied Biosystems). As seqii€éncias de cada um dos
iniciadores estdo listadas na Tabela 5. O gene constitutivo utilizado para corrigir
variagdes nas quantidades iniciais de cDNA foi a B-actina (FW 5° GGC ACC CAG
CAC AAT GAA G 3 eREV 5’ CCG ATC CAC ACG GAG TAC TTG 3’). No caso
da amostras tumorais, foram ainda utilizados trés outros genes constitutivos: GAPDH
(FW 5° ACC CAC TCC TCC ACC TTT GA 3’ e REV 5° CTG TTG CTG TAG
CCA AATTCG T 3’); HPRT (FW 5’ GAA CGT CTT GCT CGA GATGTG A 3’ e
REV 5" TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3’) e BCRP (FW 5° CCT TCG ACG

TCA ATA ACA AGG AT 3° e REV 5" CCT GCG ATG GCG TTC AC 3°).



Tabela S - Iniciadores para PCR em Tempo Real.

Categoria

Tags especificas

Seqiiéncia dos iniciadores

Up-regulada

FW -5 CCA CAG TAG CAT CAC CAG AAACCT 3’
REV -5’ CTG AAA GCC TGC CAT TGT TGT 3’

FW - 5" TTA AGG CCA TGA GGG AAC GA 3
REV - 5" GCC CGG TGC GAA TAA TGA 3~

10

FW -5 CAC TGA TCA TTG GGA GCT TTT G 3’
REV -5 GAG GCC ACACATGCTTGG T 3’

13

FW -5 TGC CAA ATA GGC AGA CTG GAA 3’
REV -5" GCT CGT TCT TCT CCC TTG GA 3’

28

FW -5 CTC GGC TCG CGA AACTACA 3’
REV -5 GGG AGC TAC ATA TCA TCC TTG GA3’

39

FW -5’ CTG CCC TGA GTC GCT TTA GG 3’
REV - 5" GCG TGT CAT CCT CAG GAA ATG 3’

44

FW -5 GAC AAC CGG AGG CGA TTG 3’
REV -5" TCT CTG CCT CTC CCG CTA AC 3’

Down-
regulada

16

FW - 5" GGA GAT CTG AAG CAC AAACT 3’
REV - 5" TAC CCT GTG AGA TTG TAT GG 3’

52

FW -5 AGT TCT AAG AAG CCA GCA GT 3’
REV -5’ CTG GGG TTG CAT TTC TCT TT 3’

76

FW -5 AAA TGT CAT CCG GAA TGT GC 3’
REV - 5" TGT TAG CAA GCC CAT TGT TC 3’

81

FW -5 CAC ACA GAA CCC CTC ATC ATC TC 3’
REV -5 CAATCC TTG CCA ACC TGA TGT 3’

60

FW -5 TGA AAC CAG CTG TCT TGC AA 3’
REV -5 GTT TTT GTA GCC CCC ATC CA 3’

63

FW -5 TGC TGC TGG TGT TGG TGA A 3’
REV -5'TCT CGG GTC TGC CCATTCT 3’

68

Legenda: Seqiiéncias dos iniciadores especificos utilizados para avaliar a expressdo diferencial de

cada um dos trancritos nas linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2, por meio de PCR em Tempo Real.

3.8.3 Padronizacio das concentracoes dos iniciadores e da quantidade de

cDNA

As reacdes foram realizadas no aparelho ABI Prism® 7700 Sequence

Detection System (Applied Biosystems) em um volume final de 20pul. Cada reagao

foi realizada em duplicata na presenca de 10ul de SYBR® Green PCR Master Mix

(Applied Biosystems), 100nM a 400nM de cada iniciador e 5ng a 50ng de cada

amostra de cDNA. As reacdes foram realizadas em placa de 96 wells - MicroAmp®

Optical (Applied Biosystems).
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As concentracdes dos iniciadores foram padronizadas considerando dois
fatores: - a utilizacdo, sempre que possivel, das menores concentragdes dos
iniciadores a fim de evitar a formacdo de dimeros; e - a obten¢do dos menores
valores de CT possiveis. No caso das amostras de cDNA, as quantidades utilizadas
foram padronizadas de modo a garantir a obten¢ao dos menores Crs. As condi¢gdes de
amplifica¢do consistiram em 2 minutos a 50°C para a ativagao da enzima AmpErase
(quando presente na reacdao), 10 minutos a 95°C para a ativacdo da AmpliTaq Gold
DNA Polymerase, seguidos de 40 ciclos de denaturacdo a 95°C durante 15 segundos
e 1 minuto a 60°C de anelamento dos iniciadores e extensdo. Ao final da
amplificacdo, adicionou-se uma etapa de 20 minutos de duracdo, na qual a
temperatura aumenta gradualmente de 60°C para 95°C a 0,2°C por segundo com a
continua aquisi¢do da fluorescéncia (MORRISON et al. 1998). Esta ultima etapa de
20 minutos, tem por objetivo submeter os produtos amplificados a andlise da curva
de dissociacdo. Esta andlise por sua vez, serve para confirmar a especificidade da
amplificacdo. A especificidade dos fragmentos amplificados também foi analisada

em gel de agarose 1%.

3.8.4 Analise dos dados de expressao

A expressdo diferencial dos trancritos de interesse (trancritos alvo) foi
determinada pelo método de quantificacdo relativa em relacio a um gene
normalizador. A quantificagdo entre as linhagens HB4a e HB4a-C5.2 foi realizada
utilizando a linhagem HB4a como amostra referéncia. No caso de quantificacdo entre
as amostras de tumores de mama, um pool de 3 amostras de tecido de mama normal

foi utilizado como amostra referéncia. Essas amostras foram obtidas comercialmente
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da Clontech. Foram considerados como diferencialmente expressos trancritos que
apresentaram diferenca de expressdo acima de 3 vezes.

Para o célculo da expressdao diferencial foi utilizando o modelo matematico
proposto por PFAFFL (2001).

R = (E alvo)*“"™"°/(E normalizador)*CTnormalizador

em que E alvo corresponde a eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores especificos
para o trancrito alvo, E normalizador corresponde a eficiéncia de amplificacdo dos
iniciadores especificos para o gene normalizador, ACt alvo corresponde a diferenca
entre o Cr do trancrito alvo obtido para a amostra em andlise e o Ct do trancrito alvo
obtido para a amostra referéncia, ACt normalizador corresponde a diferenca entre o
Cr do gene enddgeno obtido para a amostra em andlise ¢ o Cy do gene enddgeno
obtido para a amostra referéncia.

As eficiéncias de amplificacdo dos iniciadores especificos para os trancritos
alvos e o gene normalizador foram calculadas de acordo com a equacdo: E 10779,
Em que, o slope corresponde a inclinacdo da reta obtida quando se analisa a variagao
do Cr dos trancritos alvo e normalizador em fun¢ao do log de diferentes quantidades
de cDNA. Foram utilizadas 4 diferentes quantidades de cDNA obtidas por meio da
diluicao seriada da amostra de cDNA original, que foi sintetizada a partir de 2ug de
RNA total. As quantidades utilizadas foram 100, 10, 1 e 0,1ng.

Para a andlise dos dados de expressao das amostras tumorais foram utilizados
4 genes normalizadores e para as linhagens celulares foi utilizado apenas 1 gene
normalizador. Os normalizadores utilizados foram a B-actina, GAPDH, HPRT e
BCR. Esses genes foram selecionados com base em dados da literatura

(VANDESOMPELE et al. 2002; KOK et al. 2004; ZHANG et al. 2005; HUGGETT
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et al. 2005). Para tanto, foi utilizada uma ferramenta, disponivel on line

(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), desenvolvida para o Microsoft Excel e

que foi denominada geNorm (VANDESOMPELE et al. 2002). O geNorm determina
quais s@o os genes normalizadores mais estdveis em um conjunto de amostras de
cDNA e calcula um fator de normalizacdao da expressdo gé€nica para cada amostra
com base na média geométrica dos valores obtidos para os diferentes normalizadores.
A estabilidade dos genes normalizadores € determinada partindo do principio de que
dois genes normalizadores ideais possuem razdes de expressdo idénticas em todas as
amostras de cDNA a serem analisadas, independente de quaisquer condi¢des
experimentais ou tipos celulares. O geNorm avalia a razdo de expressao de cada gene
normalizador em relacdo aos demais normalizadores sempre aos pares, 0 que permite
a exclusdo dos genes menos estdveis. A cada normalizador excluido, o programa
automaticamente atribui um novo valor referente a estabilidade dos demais
normalizadores nas amostras de cDNA. Esse processo ocorre diversas vezes até que
permanecam apenas 0S genes cujos niveis de expressdo sejam 0s mais estdveis
determinando, assim, a combina¢do adequada de normalizadores a serem utilizados
nas andlises de PCR em Tempo Real. Preconiza-se a utilizagdo minima de trés genes
normalizadores estdveis para obter-se o fator de normalizagdo confidvel. Para
determinar a necessidade de utilizar mais que trés genes normalizadores na andlise
dos dados de PCR em Tempo Real, é recomendavel fazer a inclusdo seqiiencial de
outros genes normalizadores e avaliar o impacto dessa inclusdo no fator de
normalizacdo. Se a inclusdo do novo normalizador ndo variar o fator de
normaliza¢do, a inclusdo do mesmo nao € necessdaria. Um valor de 0,15 foi

estabelecido como um cut off, acima do qual a inclusdo de um novo normalizador



72

seria adequada para a obtengdo dos fatores de normalizacdo (VANDESOMPELE et

al. 2002).

3.8.5 Analise estatistica dos dados de expressao das amostras tumorais

A andlise estatistica da associagdo entre a super-expressdo de c-erbB2 e a
super-expressao dos novos transcritos, nas amostras tumorais de mama, foi realizada
utilizando o programa computacional GraphPad Prism versio 4.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA). As diferencas entre as médias das amostras c-erbB2
positivas e c-erbB2 negativas foi testada pelo teste-t de Student ndo pareado. Para
todos os testes estabeleceu-se um erro a=5%, ou seja, os resultados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
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3.9 RACE (RAPID AMPLIFICATION OF CDNA ENDS)

Com o objetivo de gerar a seqiiéncia completa dos novos transcritos
diferencialmente expressos entre as linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2,
utilizamos a técnica de RACE. Para tanto, utilizou-se Smart Amplification cDNA Kit
(Clontech® n’: K1811-1). A primeira fita de ¢cDNA foi sintetizada utilizando um
iniciador oligo dT modificado, denominado 5’-RACE CDS primer. Esse iniciador
possui dois nucleotideos degenerados na posicdo 3’terminal, que auxiliam no
posicionamento do iniciador no inicio da cauda poli A. Apds a enzima transcriptase
reversa alcangar o final da molécula de mRNA, sdo adicionados de 3-5 residuos dC
na por¢ao 3’ da primeira fita de cDNA devido a atividade terminal transferase da
enzima. Em seguida o oligonucleotideo SMART II A, cuja porcao terminal apresenta
uma série de residuos dG, se liga a cauda de cDNA rica em residuos dC servindo
como um molde para a Transcriptase Reversa PowerScript. Dessa forma, esse
processo garante a sintese de moléculas de cDNA completas. A sintese da primeira
fita de cDNA foi realizada utilizando 1pug de RNA total livre de DNA gendmico,
1uM de 5°-CDS primer, 1uM de SMART II A oligo, e o volume foi acertado para
Sul. Essa mistura foi aquecida a 70°C durante 2 minutos e resfriada em gelo durante
2 minutos. Em seguida a reacdo foi processada em presenca de 1X tampao de
obtencdo da primeira fita, 2mM de DTT, ImM de dANTP e 100U de Transcriptase
Reversa PowerScript (CLONTECH Laboratories, INC). A reagao foi mantida a 42°C
durante 90 minutos. Em seguida o produto da reacdo de sintese da primeira fita de
cDNA foi diluido em 100ul de tampao Tricina-EDTA e aquecido a 72°C durante 7

minutos.
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Finalmente, a primeira fita de cDNA pode entdo ser utilizada diretamente na
reacdo de 5’RACE, pela utilizacao de iniciadores especificos para a amplificacdo do
transcrito de interesse. A reacdo foi realizada utilizando 2,5ul de cDNA 5°’RACE,
0,2mM de dNTP, 1X Advantage 2 PCR Buffer, 1X Advantage 2 Polimerase Mix
(Clontech), 1X UPM, 0,2uM de cada iniciador externo especifico, para um volume
final de reacdo de 50ul. Todas as reagdes foram realizadas em uma GeneAmp PCR
System 9700 (Applied Biosystems), utilizando as seguintes condi¢des para a
ciclagem: 25 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 68°C e 3 minutos a 72°C.

Para aumetar a especificidade das reagdes a estratégia de Nested-PCR
sugerida pelo fornecedor foi adotada. Os produtos obtidos a partir da primeira reacao
foram utilizados como molde para a segunda reacdo de RACE, agora utilizando o
iniciador NUP e o iniciador interno especifico para o trancrito em questdo. Os
produtos obtidos foram analisados em gel de agarose 1%, purificados utilizando o
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) e clonados utilizando o pGEM®—T Vector
System I (Promega), de acordo com as especificacdes do fabricante. Os clones foram
seqiienciados como descrito acima, o que permitiu a extensdo da seqiiéncia do
transcritos. O transcrito que teve sua seqiiéncia completamente gerada por meio da
estratégia de RACE € correspondente a tag 44. Na tabela 6, estdo representadas as

seqiiéncias dos iniciadores que foram construidos para as reagdes.
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Tabela 6 - Iniciadores para RACE.

| Iniciadores | Seqiiéncia dos iniciadores

| 44-GSP | 5" GAG AGT TTA TTG GCT CAT TCA ACG GAT A 37

| 44-GSPN | 5" CAA CGG ATA AGT CCA GTG GTA AAACTAG 3’
UPM Long — 5° CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG CAA GCA

GTG GTA TCA ACG CAG AGT 3’

(Universal Primer Mix) Short — 5" CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 3’

NUP

(Nested Universal Primer) 5" AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT 3

, . 5’-(T)sN.N-3
5’RACE CDS Primer (N=A.C.GouT:N, = A, GouC)
| SMART II A oligo | 5’ AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GTA CGC GGG 3’

Legenda: Seqiiéncias dos iniciadores especificos (GSP-Gene Specific Primer)e dos iniciadores nested
(GSPN-Gene Specific Primer Nested) utilizados para gerar a seqiiéncia completa do transcrito

correspondente a fag 44. Seqiiéncias dos iniciadores utilizados universalmente nas rea¢des de RACE.

3.10 RT-PCR FITA ESPECIFICA

Para a validacdo experimental dos transcritos antisenses realizamos uma RT-
PCR fita especifica. A orientacdo relativa a transcri¢do foi determinada por meio do
iniciador presente durante a acdo da enzima transcriptase reversa na sintese da
primeira fita de cDNA. Assim, foram realizadas quatro reacdes de RT-PCR para a
validacdo de cada transcrito antisense. Na primeira reacdo, foi utilizado somente o
iniciador complementar ao trancrito sense. Na segunda reacdo, foi utilizado apenas o
iniciador complementar ao transcrito antisense. A terceira reagdo foi realizada na
presenca do iniciador complementar ao transcrito antisense, mas na auséncia de
transcriptase reversa, e a quarta reagdo foi realizada na presenca da enzima
transcriptase reversa, porém na auséncia do iniciador complementar ao trancrito
antisense. A primeira reacdo foi realizada para avaliar a expressdo do transcrito

sense. A segunda reacdo foi realizada para avaliar a expressdo e comprovar a
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existéncia do transcrito antisense. As duas ultimas reacdes foram realizadas com o
objetivo de verificar respectivamente a presenca de contaminacdo com DNA
genOmico e a auséncia de formacgdo de estruturas secunddrias durante a sintese da
primeira fita de cDNA, as quais poderiam servir como iniciadores para a
transcriptase reversa.

As reacdes foram realizadas utilizando 1pug de RNA total livre de DNA
genomico, 0,5mM de dNTPs, 0,9uM de cada iniciador, e o volume foi acertado para
33ul. Essa mistura foi aquecida a 65°C durante 5 minutos e resfriada a 50°C. Em
seguida a reacdo foi processada em presenca de 1X tampao de obtencdo da primeira
fita, 0,01M de DTT, 40U de RNase OUT e 200U de Transcriptase Reversa
(Superscript II, Gibco BRL). A reacdo foi mantida a 50°C durante 60 minutos e
inativada pelo aquecimento a 70°C durante 15 minutos. Na tabela 7, estdo listadas as
seqiiéncias dos iniciadores utilizados tanto na sintese da primeira fita de cDNA

quanto nas reagdes de amplificagao por PCR.

Tabela 7 - Iniciadores Antisense. Seqiiéncias dos iniciadores especificos utilizados para a
validagd@o dos transcritos antisense.

Transritos
correspondentes Seqiiéncias dos iniciadores
as tags:
12 Fw - 5°GAT CTC TCA GTA AACTTCA 3’
Rev - 5’ATT GGA TGA TAATTT CTT GGA A 3’
46 Fw - 5’TCT TTA CTC AGT CAC ACA AC 3’
Rev - 5’TTC AAG TGG AAT TAG TTG GTT 3’
57 Fw - 5°GAT CCT AGA ATC GGT GAC 3’
Rev - 5’CTC TGC AGG AAG ACA CTA 3’
69 Fw - 5°GAT CAG TTC TTG CAG TCC 3’
Rev - 5’GAA TCC GAT ATG GGC AAAC 3’
70 Fw - 5°CTT GAT ACA AAA ATG ATAGC 3’
Rev - 5’TGT ACT ATT TAT GGT GGT GG 3’
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Para verificar a expressao dos transcritos sense e antisense, 2l do cDNA fita
especifica foram amplificados por PCR. As rea¢des foram realizadas em um volume
final de 25 pl contendo 1X tampao da enzima Taq DNA polimerase (GibcoBRL), 0,1
mM dNTPs, 1,4 mM MgCl,, 0,4 uM de cada um dos iniciadores e 1U Tag DNA
polimerase (GibcoBRL). As condicdes das reagdes foram: desnaturagdo durante 4
minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 40 segundos,
anelamento a 58°C durante 40 segundos e extensdao a 72°C durante 1 minuto. Ao
final da ciclagem, as moléculas foram estendidas durante 6 minutos a 72°C. Os
fragmentos obtidos foram analizados em gel de poliacrilamida 8% e corados com

prata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 CULTURA DE CELULAS E EXPRESSAO DIFERENCIAL DE C-

ERBB2 NAS LINHAGENS HB4a E HB4a-C5.2

As linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2 foram cedidas pelo Dr. Michael
O’Hare do Instituto Ludwig de Londres e mantidas em cultura em nosso laboratério
até atingirem confluéncia de 80%. A linhagem celular HB4a, apresentou
caracteristicas morfologicas tipicas de células luminais epiteliais de mama normal.
Essas células mantiveram a arquitetura normal do tecido, uma vez que todas as
células apresentaram tamanhos similares e formato cubdide. Por outro lado, as
células HB4a-C5.2 apresentaram tamanhos irregulares e também um formato mais
alongado. Como relatado anteriormente (HARRIS et al. 1999), as células HB4a-C5.2
mostraram uma tendéncia de crescimento empilhado devido a perda de inibi¢do por
contato.

Para confirmar a expressdo diferencial de c-erbB2 entre as duas linhagens
celulares, o nivel de expressdo do oncogene foi quantificado por meio de PCR em
Tempo Real. O gene constitutivo B-actina foi utilizado como normalizador da rea¢do
e a linhagem HB4a foi utilizada como referéncia. As concentra¢des dos iniciadores
bem como as quantidades de cDNA utilizadas, foram padronizadas como descrito em
Materiais e Métodos e o cdlculo de expressdao diferencial foi realizado segundo o

modelo matemético proposto por PFAFFL (2001). Esse modelo leva em
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consideracdo a eficiéncia de amplificacdo do trancrito alvo e do normalizador. A
eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores utilizados para o gene normalizador -
actina foi de 97%, e de 100% para o oncogene c-erbB2. Com base no resultado
obtido por meio do PCR em Tempo Real, pdde-se verificar que o nivel de expressao
do oncogene c-erbB2 é 145 vezes maior na linhagem HB4a-C5.2 em relacdo a
linhagem celular HB4a, o que demonstra haver concordancia entre oS nossos
resultados e os dados ja descritos na literatura (HARRIS et al. 1999). Os dados
referentes a quantificagdo da expressao do oncogene c-erbB2 nas duas linhagens

celulares estao relacionados na Tabela 8.

Tabela 8 - Dado de expressdo diferencial do oncogene c-erbB2 entre as linhagens celulares
HB4a e HB4a-C5.2.

Cr controle
Transcrito Linhagens Cr amostra endogeno: B- R = (Ealvo)"T"/(Ereferéncia)PCTreferéncia
actina
| HB4a | 23,69+0,09 | 15,08+0,08 | 145
c-erbB2
| HB4a-C5.2 | 17,56+0,02 | 16,15+0,16 |

4.2 ANALISE DAS LINHAGENS HB4a E HB4a-C5.2 ATRAVES DE

MPSS

O experimento realizado pela empresa Lynx Therapeutics teve por objetivo,
ao comparar o padrao de expressdo das duas linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2,
analisar as conseqiiéncias moleculares relacionadas com a super-expressdo do
oncogene c-erbB2. Foram geradas um total de 24.521.236 tags a partir de ambas as
linhagens celulares correspondendo a 24.065 tags distintas (Lynx Therapeutics). Os

dados gerados foram analizados por dois grupos de bioinformadtica (Dr. Sandro de
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Souza e Dr. Victor Jongeneel) com o objetivo de detectar tags diferencialmente
expressas e também estabelecer a correlagc@o entre tags e transcritos.

Por meio dessas andlises, mais de 90% das rags de MPSS foram associadas a
transcritos conhecidos e vdrios transcritos diferencialmente expressos foram
identificados. Entretanto, 9% das fags, que incluiram tags diferencialmente expressas
entre as duas linhagens, ndo foram associadas a transcritos conhecidos, podendo
representar novos transcritos humanos. Essas fags, sem nenhuma associacdo com
transcrito conhecidos foram denominadas tags 6rfas. Esses dados estdo relacionados

na Tabela 9.

Tabela 9 — Categorizacdo das tags de MPSS.

Nimero de
Categoria das Tags Tags associadas Tags orfas
Tags
Sem expressao
21.791 (100%) 20.111 (92%) 1.680 (8%)
diferencial
5 ou mais vezes up-
873 (100%) 644 (74%) 229 (26%)
reguladas
5 ou mais vezes
1.401 (100%) 1.155 (83%) 246 (17%)
down-reguladas
Total 24.065 21.910 (91%) 2.155 (9%)

Legenda: Na tabela estdo representadas as trés categorias em que as fags foram divididas, o nimero
de rags em cada categoria e as informacdes referentes ao numero de fags que foram associadas a
transcritos conhecidos e o nimero de tags que ndo foram associadas a transcritos conhecidos — tags

orfas.

As 2.155 tags orfas, foram divididas em duas categorias: Tags up-reguladas
(sdo tags com freqiiéncia 5 vezes maior na biblioteca HB4a-C5.2 em relagdo a HB4a)

e Tags down-reguladas (sdo tags com freqiiéncia 5 vezes menor na biblioteca HB4a-
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C5.2 em relagdo a HB4a). Foram selecionadas para as nossas andlises, apenas as fags
que apresentaram um nivel de expressao diferencial entre as duas linhagens celulares
maior que 5.

Devido ao pequeno tamanho das tags geradas pelo MPSS (17 nucleotideos),
torna-se dificil utilizar sua informagao para a validagdo experimental das mesmas e
posterior caracterizagdo dos transcritos correspondentes. Essa limitacdo da
metodologia foi solucionada por meio da adaptacdo da técnica de GLGI (Generation
of Longer cDNA fragments from SAGE rags for Gene Identification) para a extensao

de tags de MPSS.

43 PADRONIZACAO DA TECNICA DE GLGI-MPSS

A adaptacdo do protocolo de GLGI, para a extensao de tags de MPSS, foi
realizada na Universidade de Chicago em colaboracdo com o grupo do Dr. San Ming
Wang e sob orientacdo do Dr. Jianjun Chen. Como mencionado anteriormente, o
protocolo de GLGI foi desenvolvido inicialmente para estender tags geradas apartir
de SAGE. Por essa razdo, o protocolo original sofreu algumas modificacdes e o
protocolo adaptado, recebeu o nome de GLGI-MPSS (CAMARGO et al. 2004;
SILVA et al. 2004a e b) (Anexos 1 e 2). As modifica¢des incluiram altera¢des na
seqiiencia do adaptador utilizado para a amplificacdo do fragmento 3’ de cDNA,
aumento no nimero de ciclos da PCR durante a amplificacao do fragmento de GLGI-
MPSS e selecao de 8 coldnias para cada fragmento gerado pelo GLGI a ser
seqiienciado. A alteragdo na seqiiéncia do adaptador foi necessaria, devido ao uso de

uma enzima de restricdo diferente, (Dpnll), da utilizada no protocolo de SAGE para a
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constru¢do da biblioteca de MPSS. O aumento do nimero de ciclos na PCR e de
coldnias a serem seqiiénciadas foi necessario, devido ao baixo nivel de expressao dos
transcritos correspondentes as fags de MPSS. Na Figura 10, pode - se visualizar a
representacdo esquematica do protocolo do GLGI.

RNA total

RNA poly A+ AAAAAAAAAA

AAAAAAAAAA
=@ viotina

| —— U
c¢DNA dupla fita ————..~~

< j Dpnll (GATC)

Digestdo do cDNA ST T T T T T 1137 AAAAAAAAAA
& ¥ s>~ TTTTTTTTTTTT =@ biotina

Recupera ¢do do fragmento 3 > de cDNA —L LT T ;Nx AAAAAAAAAA =@\

streptavidina
Ligacdio do adaptador 1A/1B ———— [ 1T T [ 3™~ ~"AAAAAAAAAA
— 5~~~ TTTTTTTTTTTT=® biotina
Amplifica ¢do do cDNA 3° ——— T T T T ¥ AAAAAAAAAA
P § E— §~~""TTTTTTTTTTIT =9>
— =
Pl —» Antisense

GLGI - Iniciador sense (especifico da tag) e iniciador antisense
Iniciador sense:5’ CAGGGA GATC XXXXXXXXXX3 °

Iniciador antisense :5° ACT ATC TAG AGC GGC CGCTT 3

’ Purifica ¢@o dos produtos obtidos através do GLGI ‘

’ Clonagem e Sequenciamento ‘

Legenda: A partir do RNA total do tecido de interesse obtem-se 0 mRNA utilizado para a sintese da
dupla fita de cDNA. O oilogo d(T) utilizado na sintese da dupla fita de cDNA é marcado com biotina.
Em seguida, a dupla fita de cDNA ¢ digerida com a enzima de restricdo Dpnll. Os fragmentos 3’ de
cDNA resultantes da digestdo sdo, entdo, recuperados por meio de um sistema de particulas
magnéticas acopladas a streptavidina. Apds a recuperacdo dos fragmentos 3’ de cDNA, sdo ligados
aos mesmos adaptadores importantes para a subseqilente amplificacdo dos fragmentos. Apds a
amplificacdo dos fragmentos 3’ de cDNA, ocorre a realizagdo da reacdo de GLGI, purificacdo dos
fragmentos gerados, clonagem e seqiienciamento dos mesmos.

Figura 10 - Representagdo esquematica da técnica de GLGL

O inicio aos experimentos se deu partindo de aproximadamente 180 pg de
RNA total de cada uma das linhagens celulares. Depois de confirmar a integridade
dos RNAs (figura 11A), a etapa seguinte consistiu na purificacdio do mRNA realizada

por meio da utilizacdo de um sistema constituido de particulas magnéticas acopladas
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ao oligo d(T). Apdés a purificacio do mRNA uma aliquota desse material foi
analisada em um gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Com base no gel,
pdde-se observar que, embora houvesse uma pequena contaminac¢do da amostra com
RNA ribossomico (que pode ser visualizada através das bandas 28S e 18S), havia
ocorrido uma recuperacdo de mRNA bastante eficiente (Figura 11B) e suficiente para
prosseguir com o protocolo.

Em seguida foi realizada a sintese da primeira e segunda fitas de cDNA por
meio da utilizagdo de uma mistura de oligos d(T) biotinilados que possuiam na sua
extremidade 5’ uma seqiiéncia adicional adaptadora (complementar a seqiiéncia do
iniciador SAGE-antisense posteriormente utilizado para a amplifi¢ao em larga escala
do fragmento Dpnll 3> do cDNA). Para avaliar a eficiéncia da sintese tanto da
primeira quanto da segunda fita de cDNA, foram retiradas aliquotas de cada uma das
etapas de sintese que foram analisadas em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. Pdde-se observar um rastro que nos indicou que a sintese de ambas as fitas de
cDNA das linhagens celulares haviam sido eficientes (Figura 11C).

Ap6s a dupla fita de cDNA ter sido sintetizada, a mesma foi digerida com a
enzima de restricdo Dpnll cujo sitio de reconhecimento e corte sdo as bases GATC.
Para avaliar a eficiéncia de digestdo, uma aliquota da reacdo foi aplicada, em
conjunto com uma aliquota de cDNA nao digerido , em gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo. De acordo com o esperado, pdde-se verificar que houve uma
diminuicdo no tamanho do fragmento de cDNA dupla fita digerido quando
comparado a amostra ndo digerida (Figura 11D).

Ap6s a digestao, os fragmentos 3° de cDNA foram recuperados por meio da

utilizacdo de um sistema de particulas magnéticas acopladas a streptavidina. A



85

streptavidina interage com a biotina ligada a extremidade 5’ do oligo d(T) utilizado
durante a sintese do cDNA permitindo a purificacdo dos fragmentos (Figura 11E).

Apés a purificagdo dos fragmentos 3’ Dpnll, foi ligada aos mesmos uma
seqiiéncia adaptadora (Figura 11F) complementar a seqiiéncia do iniciador SAGE P1,
utilizado em combinacdo com o iniciador SAGE-antisense na rea¢do de amplificacao
do fragmento 3° de cDNA.

Durante a padronizacdo da técnica, o nimero de ciclos a ser utilizado na
reacdo de amplificacdo em larga escala foi testado. Para tanto, foram retiradas
aliquotas de 5ul em cada um dos seguintes ciclos: 16, 18, 20 e 25. Essas amostras
foram aplicadas em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e com base no
gel, pdde-se concluir que as amostras estavam adequadas para serem utilizadas na
reacdo de amplificacdo em larga escala e que 20 ciclos seriam suficientes para que a

amplificacdo do fragmento desejado ocorresse (Figura 11G).
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HB4a C5.2 HB4a C5.2

28S Dynabeads Oligo (dT)25 28S
188 > 188
RNA total RNA poli A+
~180 ug
c HB4a Cs.2 D
HB4a C5.2

Sintese da 1st cDNA
>

Sintese da ds-cDNA Digesto com DpnII

>

1st 2st 1st  2st
2st Dig 2st Dig

E < F

Recuperacao do
fragme nto 3°cDNA Ligac¢dio do adaptador ao
utilizando Dynabeads M- fragmento de cDNA 3’
280 Streptavidin
G
Padronizacdo da PCR de
amplificacdo dos
fragme ntos 3’cDNA
16 ciclos 18 ciclos 20 ciclos 25 ciclos
[ 11 ] [ [ ]
M123 45612 3456M M 123 456 12 34 56M

Legenda: (A) extracdo de RNA total das linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2 (B) purificagcdo de
RNA poli A+ (C) Sintese da primeira e segunda fita de cDNA das linhagens celulares (D) comparacdo
entre a dupla fita de cDNA sintetizada pré e pds digestdo com a enzima de restricdo Dpnll (E) etapa
de recuperacdo do fragmento 3’ de cDNA gerado a partir da digestdo do cDNA dupla fita (F) ligacdo
dos adaptadores ao fragmento de cDNA a ser amplificado (G) reacdo de padronizacdo da amplificacdo
dos fragmentos 3’ de cDNA. As amostras de cDNA foram utilizadas em duplicatas onde para cada
ciclo os nimeros 1 e 2 representam o cDNA da linhagem HB4a; 3 e 4 representam o cDNA da
linhagem HB4a-C5.2; 5 representa o cDNA utilizado como controle positivo da reacdo e 6 representa
o controle negativo da rea¢do (amostra sem nenhum cDNA).

Figura 11 - Resultados obtidos com o protocolo modificado de GLGI.
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Apoés as condicdes utilizadas na reacdo de amplificagdo do fragmento 3’ de
cDNA terem sido padronizadas, a reacdo de amplificacdo foi realizada em larga
escala. Para tanto, as reacdes foram realizadas em uma placa com capacidade para 96
reacoes. A placa foi dividida ao meio, de modo que foram realizadas 48 reagdes de
amplificacdo do fragmento 3’ de cDNA para cada uma das linhagens utilizadas

(HB4a e HB4a-C5.2).

4.3.1 Tags controles

Para a padronizacdo das reacdes de extensdo das tags de MPSS, foram
utilizadas 2 tags controles, CT1 (NM_000900) e CT2 (NM_005557),
correspondentes a transcritos conhecidos. Essas 2 tags associadas a transcritos
conhecidos representaram os controles, pois os tamanhos dos fragmentos 3° de
cDNA estendidos a partir do GLGI foram calculados, considerando a posi¢cao da tag
de MPSS em relacdo a extremidade 3” do transcrito. Os fragmentos amplificados a
partir de cada uma das fags apresentaram o tamanho esperado e além disso, os
fragmentos obtidos eram bem definidos e tnicos. Pdde-se observar também que a tag
controle CT2, pertencente a categoria de fags com menor expressao na linhagem
celular HB4a-C5.2, apresentou amplificacdo especifica apenas na linhagem HB4a, e
a tag controle CT1, pertencente a categoria de fags com maior expressao na linhagem
celular HB4a-C5.2, foi extendida apenas a partir do cDNA proveniente da mesma
(figura 12). A especificidade dos fragmentos foi confirmada apds a clonagem e o
seqiienciamento dos mesmos. As seqiiéncias de ambos os fragmentos obtidos foram

analisadas por meio da utiliza¢do do programa BLAST.
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Cs5.2 HB4a

CTICT2 M CT1CT2

CT1 o — AAAAAAAAAA
L 1
387 bp
cT2 { } AAAAAAAAAAA
I
407 bp

Legenda: Resultado da extensdo dos fragmentos 3’ de cDNA a partir das fags controles de MPSS
representadas como CT1 e CT2. O padrao de peso molecular utilizado foi o 100 bp (M). O tamanho
molecular dos fragmentos amplificados estdo indicados em pares de bases (pb) a direita da figura, na
representacdo esquemadtica da distdncia entre a fag de cada um dos transcritos controle e a cauda
poliA. O retangulo verde representa a tag do CT1 e o retdngulo rosa representa a fag do CT2.

Figura 12 - Resultados obtidos com o protocolo de GLGI para as tags controles.

4.3.2 Tags orfas

Uma vez que os resultados obtidos na reacdo de extensdo dos fragmentos 3’
de cDNA para as fags controles de MPSS foram positivos, partiu-se para a realizacdo
da extensdo dos fragmentos correspondentes as tags Orfas. Para dar inicio as
amplificacdes através do GLGI-MPSS, foram selecionadas 83 tags orfas sendo que
40 tags pertenciam a categoria up regulada e 43 tags pertenciam a categoria down
regulada.

ApoOs a realizacdo das reagdes de amplificacdo das 83 rags selecionadas,
observou-se que para 42 das 83 reacdes de GLGI-MPSS niao foi possivel visualizar
em gel de agarose, um fragmento de cDNA bem definido, apds 30 ciclos de
amplificacdo (figuras 13 Al;2 ,B1;2 e C1;2). Este fato pode ser explicado devido ao
baixo nivel de expressdo dos transcritos a partir dos quais as tags de MPSS foram
geradas. Dados da literatura mostram que a eficiéncia de amplificacdo do GLGI-

SAGE ¢ proporcional a abundancia das fag. A amplificagdo de fags de SAGE com



um numero acima de 50 cdpias, geralmente, produz um fragmento representado, em
gel de agarose, por uma tunica e intensa banda. Em contrapartida, a amplificacdo de
tags de SAGE com um numero inferior a 50 cpias, em geral, resulta em fragmentos
de menor intensidade podendo haver amplificacdo de bandas adicionais (CHEN et al.
2002a). As tags oOrfas selecionadas apresentam, em média, 12.1 cdpias na biblioteca
HB4a e 13,8 cdpias na biblioteca HB4a-C5.2.

Al

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 19 20 21

11 12 13 14 1516

M 17 18 19 20 21 22 23

24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

M 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47

Bl
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Cl

M 4849 50 5152 53 54 5556575859 60 61626364 65 66 67686970 71 727374 7576 777879 80 81 8283

C2

M 4849 50 5152 5354 5556575859 60 61626364 65 66 67686970 71 727374 7576 77787980 81 8283

Legenda: Nas figuras estdo representadas as reagdes de amplificacdo GLGI realizadas para as tags

o6rfas de MPSS (1-83) em que Al, Bl e C1 correspondem as amplificagdes que utilizaram cDNA da
linhagem HB4a e A2, B2 e C2 correspondem as amplificacdes que utilizaram cDNA da linhagem
HB4a-C5.2. Os fragmentos foram analizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. O
marcador de peso molecular utilizado foi o 100 bp (M).

Figura 13 - Amplificacio GLGI-MPSS.

Em teoria, modificacdes no protocolo GLGI-MPSS, especialmente o aumento
do nimero de ciclos poderiam resolver o problema de amplifica¢do de fags com um
ndmero de cépias inferior a 50. Entretanto, foi relatado que no caso de GLGI-SAGE
a amplificacdo com um elevado nimero de ciclos pode resultar em amplificacdo
inespecifica, devido ao anelamento parcial do iniciador sense com outros transcritos
(CHEN et al. 2002a). Baseando-se nessas informacdes, um total de 10 tags de MPSS,
para as quais ndo havia ocorrido a amplificacio de um fragmento de cDNA bem

definido, foram re-amplificadas utilizando 35 ciclos. Os resultados obtidos a partir
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desse experimento foram similares aos descritos na literatura para as tags de SAGE.
Como pode ser visto na figura 14, fragmentos bem definidos com tamanho acima de
100 pares de bases foram obtidos para 2 das 10 tags testadas (fags 66 e 80). Esses
fragmentos foram, entdo, clonados, seqiienciados, e mostraram-se inespecificos apds
andlise das seqiiéncias por meio do programa BLAST.

Outra possibilidade para explicar a baixa eficiéncia de amplificacao
observada para o GLGI-MPSS ¢ o fato de que, nem sempre, a tag de MPSS possui
uma seqiiéncia adequada para o desenho dos iniciadores e eficiente amplificacao
durante a PCR. Muitos iniciadores sense utilizados na amplificacio GLGI-MPSS
formaram estruturas secunddrias. Entretanto, essa hipdtese provou ser apenas
parcialmente correta uma vez que pdde-se obter fragmentos GLGI-MPSS especificos
para algumas tags que apresentavam formacdo de estruturas secunddrias em seus

iniciadores.

Legenda: Dez rags 6rfas (49, 53, 55, 61, 66, 67, 73, 75, 79 e 81) que ndo produziram bandas bem
definidas na reacdo padrdo de GLGI-MPSS foram re-amplificadas utilizando 35 ciclos. Os fragmentos
foram analisados em gel de agarose 1% e foram corados com brometo de etideo. O padriao de peso
molecular utilizado foi o 100 bp (M).

Figura 14 - Reacdo de GLGI-MPSS utilizando um maior nimero de ciclos para a

amplificacdo dos fragmentos.
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A amplificacdo de um fragmento bem definido foi observada para 41 das 83
(49,4%) reagoes de GLGI-MPSS (figura 13). A distribuicdo de tamanho dos
fragmentos amplificados variou de 29 a 588 pares de bases com uma média de
tamanho de 195 pares de bases. Mais da metade dos fragmentos 3’ de cDNA gerados
apresentaram tamanho acima de 120 pares de bases, o que representa cerca de 10
vezes o tamanho inicial da rag de MPSS. Sendo assim, os dados gerados
proporcionam informagdo adicional para a posterior caracteriza¢cdo dos transcritos
correspondentes.

Os 41 fragmentos obtidos foram clonados e 8 colonias de cada fragmento
foram seqiienciadas e analisadas quanto a similaridade com outros transcritos por
meio do programa BLAST N contra o banco de dados do GenBank (NR e dEST).
Uma alta similaridade com seqii€ncias transcritas foi encontrada para todos os
fragmentos analizados e, na maioria dos casos, as seqiiéncias com as quais 0s
fragmentos apresentaram similaridade, foram submetidas ao GenBank depois da

constru¢do do nosso banco de dados de referéncia de tags de MPSS (Tabela 10).



Tabela 10 - Resultados obtidos por meio do protocolo GLGI-MPSS para as tags 6rfas.

[ Tag [ Segiiéncia [ Tamanho [ Similaridade

[ 3 [ GATC TTGGTGTTTGCAA [ 29 bp [ Inespecifica

[ 5 [ GATC CGATGCAGGGGAG [ 3230p [ Tnespecifica

[ e [ GATC TTTCTAGGGATGT [ 108bp [ SNP

[ 7 [ GATC TGTCCACTTCTGG [ 122 bp [ Novo gene regulado por c-erbB2 (FL)
| 10 I GATC ATTGGGAGCTTTT I 271 bp I Novo gene regulado por c-erbB2 EST
[ 12 1] GATC TCTCAGTAAACTT [ 105 bp [ Antisense

[ 13 [ GATC CGGGATTCCTCAG [ 2010p [ Novo gene regulado por c-erbB2 (FL)
[16 7 GATC CTTGTAGTTCCTA [ 2190p [ Novo gene regulado por c-erbB2 EST
[ 20 GATC TTCCAAAACAGAG [ s88bp [ Anelamento interno

[ 25 GATC CAAGGGCACAAGG [ 269bp [ Inespecifico

[26 GATC GCTCGCTCGCTCG [ 1o1bp [ Inespecifico

[ 27 ] GATC CATGAAGTCAGTC [ 92 bp [ Inespecifico

[ 28 [ GATC ATAGGGACAGCGG [ 173 bp [ Novo gene regulado por c-erbB2 (FL)
[ 31 [ GATC TTCAGCCAGCCAG [ 118 bp [ Inespecifico

[ GATC TTTATCAACTGGC [ 72 bp [ Anelamento interno

[39 7 GATC TAAATCAAGCTGC [ 5090p [ Novo gene regulado por c-erbB2 EST
[40 GATC GTGACATACAAAT [ 1020p [ Anelamento interno

[ a7 GATC CAGACATGCCTGA [ 95 bp [ Novo gene regulado por c-erbB2 EST
[ 20 ] GATC CAAAAATTCTTTA [ 253bp [ Antisense

[ 50 GATC CGTGACAAACAAA [ 127 bp [ Inespecifico

[ 51 [ GATC CGGGACTTCAGGT [ 2110p [ Inespecifico

[ 52 1 GATC CACATTTGTTAAG [ 266 bp [ Novo gene regulado por c-erbB2 EST
[ 54 GATC TAAGTTTCCGGAG [ 168 1bp [ Inespecifico

[ 56 GATC TGGCTTGGGAACA [ 2850p [ Inespecifico

[ 57 ] GATC CTAGAATCGGTGA [ 2800bp [ Antisense

[ 58 GATC TCTGCGTTTTTTT [ 150 bp [ Inespecifico

[ 50 GATC CAAAAGTTCACTT [ 3931p [ Anelamento interno

[ 60 GATC TCTGGTTTGAAAG [ 2000p [ SNP

[ 62 GATC TGCCAAGAAAAGC [ 75 bp [ Poliadenilagdo alternativa

[ 63 GATC TGGCAAGGTCACC [ 344pp [ SNP

[es GATC CGACCAGCCAGAA [ 108D [ Inespecifico

[ es GATC AGAGTTCTGTCAA [ 1100p [ Poliadenilagdo alternativa

[ 68 GATC GGGAAGGCAGATT [ 1570p [ Anelamento interno

[ 60 1] GATC AGTTCTTGCAGTC [ 294bp [ Antisense

[ 70 7] GATC TGACAGTGGTCAC [ 2360p [ Antisense

[ 71 [ GATC TCTGCTCGCTGCG [ 141 bp [ Inespecifico

[ 72 GATC CTCTGGACCATGA [ 92 bp [ Inespecifico

[7a 7 GATC CGTATCGGTTCCC [ 109 bp [ Inespecifico

| 76 I GATC TTCTTCAATTAG I 279 bp I Novo gene regulado por c-erbB2 (FL)
[ 78 [ GATC TTGCCAGCTTGCT [ 91 bp [ Inespecifico

[ 81 [ GATC ACCAGGGTCAGTT [ 121 bp [ Novo gene regulado por c-erbB2 EST
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Legenda: Na tabela, estdo representadas as 41 tags de MPSS e o tamanho do fragmento gerado por

meio do GLGI-MPSS. Os resultados das andlises de similaridade podem ser visualizados em

diferentes cores.
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Para 16 dos 41 fragmentos analisados (39%), observou-se, apds andlise por
meio do BLAST, uma alta similaridade com transcritos ja conhecidos (tabela 9).
Entretanto, esta similaridade foi parcial na regido correspondente ao iniciador sense
(em geral as ultimas 4 a 7 bases do iniciador sense). Esse dado sugere que o iniciador
sense, correspondente a tag de MPSS, anelou inespecificamente ao transcrito
conhecido durante a aplificacio GLGI-MPSS.

Ao contrario de uma PCR convencional, nas reacoes GLGI-MPSS somente o
iniciador sense proporciona especificidade para que a amplificacdo ocorra. Se o nivel
de expressao da molécula alvo for baixo, pode ocorrer o anelamento parcial do
iniciador sense com outras moléculas cujos niveis de expressdao sejam maiores,
podendo resultar em uma amplificacdo ndo especifica. Semelhante especificidade de
amplifica¢do, em torno de 60%, foi relatada para as tags de SAGE com um pequeno
nimero de cépias. Entretanto, a especificidade de amplificacdo sofreu um aumento,
em torno de 85%, para as tags com um maior nimero de cépias (CHEN et al. 2002a).
Dados da literatura sugerem que a especificidade de amplificacio poderia ser
melhorada por meio da selecdo de um grande nimero de coldnias de cada produto de
GLGI. No caso de GLGI-SAGE uma segunda etapa de selecdo de coldnias foi
adotada como sendo uma maneira de gerar cerca de 10 — 15% a mais de fragmentos
3’ de cDNA especificos (CHEN et al. 2002a). Entretanto, resultados semelhantes nao
foram obtidos para o GLGI-MPSS.

Dez dos 41 fragmentos de GLGI-MPSS foram confirmados como sendo
extensdoes 3’ especificas, devido a presenca da cauda poli (dA), do sinal de
poliadenilacdo e a auséncia de sitios de restricdo Dpn II dentro das seqii€éncias

amplificadas (tabela 10).
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Quatro desses dez fragmentos 3’ de cDNA, apds andlise com o programa
BLAST, alinharam com seqiiéncias transcritas de trancritos conhecidos e seis
fragmentos alinharam com seqiiéncias de ESTs derivadas principalmente de
bibliotecas de cDNA normalizadas ou subtraidas, confirmando o baixo nivel de
expressdo desses transcritos. Todas as seqii€éncias transcritas correspondentes a
trancritos conhecidos, bem como as seqiiéncias das ESTs, foram submetidas ao
GenBank, apds a construgao do banco de dados utilizado como referéncia. Esse fato,
explica porque as tags de MPSS correspondentes a cada um desses 10 fragmentos
foram originalmente classificadas como tags 6rfas. Tais transcritos apesar de ja terem
sido completa ou parcialmente seqiienciados e disponibilizados em bancos de dados
publicos, representam novos transcritos possivelmente regulados por c-erbB2 e,
portanto, foram selecionados para validacdo da expressdo diferencial por meio de
PCR em Tempo Real.

A andlise dos 15 outros fragmentos gerados pelo GLGI-MPSS provou ser util
na identificacdo de provaveis transcritos antisense, na identificacdo de rags
alternativas geradas a partir de transcritos polimoérficos, na identificacdo de formas
alternativas de poliadenilacdo de transcritos ja conhecidos, além de possibilitar a
deteccao de tags de MPSS artefatuais provenientes do anelamento interno do oligo
dT durante a construcdo da biblioteca de MPSS. Primeiramente, 5 dos 41 fragmentos
de GLGI-MPSS apresentaram alinhamento com seqii€ncias de transcritos conhecidos
depositadas no GenBank, com um nivel de similaridade superior a 95%, mas na
orientagdo oposta (3’- 5°). Todos os 5 fragmentos apresentaram cauda poli A e 3
deles apresentaram sinal de poliadenila¢do, sugerindo que essas seqiiéncias sejam

derivadas de transcritos antisense localizados na fita oposta da seqii€ncia conhecida.
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A existéncia desses transcritos antisense foi confirmada por meio de RT-PCR fita
especifica e serd descrita em detalhes no item 4.7. Na figura 15, pode-se visualisar
um exemplo de alinhamento de um fragmento de GLGI-MPSS correspondente a um

transcrito antisense € a seqii€ncia do transcrito sense ja conhecido.

A.
gi|34222132|ref|NM_030755.3| Homo sapiens thioredoxin domain containing (TXNDC),
Length = 2473
Score = 137 bits (69), Expect = le-29
Identities = 83/90 (92%)
Strand = Plus / Minus
Query: 87 gatctctcagtaaacttcagtttgaaacaacnnnnnnntactgtttactaaaacataaaa 146
FEEEEEEEr et e el FEETEEEEErEr el
Sbjct: 1703 gatctctcagtaaacttcagtttgaaacaacaaaaaaatactgtttactaaaacataaaa 1644
Query: 147 aatgtttccaagaaattatcatccaatttg 176
FEEEErrrrrerr et e el
Sbjct: 1643 aatgtttccaagaaattatcatccaatttg 1614
B.
5 @ — Transcrito sense 3
AAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAA -:|
3’ — 5’

Transcrito antisense

Legenda: (A) Resultado do BLAST N contra o banco de dados do GenBank entre a seqiiéncia do
transcrito antisense correspondente a fag 12 (Query) e a seqiiéncia do transcrito sense (Sbjct) cujo
nimero de acesso no GenBank é BC036460. (B) Representagdo esquemadtica do alinhamento entre o
transcrito sense ja conhecido e o transcrito antisense representado pela tag 12 (onde o retdngulo verde
representa o sitio da enzima de restri¢@o e o retangulo azul representa a seqiiéncia da fag).

Figura 15 - Alinhamento entre o transcrito antisense correspondente a fag 12 e a seqiiéncia

de mRNA do transcrito sense.

Para 3 dos 41 fragmentos de GLGI-MPSS, o alinhamento com um transcrito
humano conhecido foi quase perfeito na regido do iniciador sense, exceto pela
substituicdo de uma unica base localizada no sitio de restricdo Dpn II. Apds
detalhadas andlises dessas 3 seqii€ncias, pdde-se concluir que as tags 6rfas de MPSS

foram derivadas de transcritos polimérficos conhecidos, nos quais a presenca de um

mRNA
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SNP na linhagem celular HB4a criou um sitio de restricdo Dpn Il localizado a 3" da
tag original de MPSS, e nao representado nas seqii€ncias de cDNA utilizadas na
associacdo tag-transcrito (tabela 10). A presenca desses SNPs nos transcritos
expressos na linhagem celular HB4a, gera, entdo, uma tag de MPSS alternativa, que
inicialmente foi considerada uma tag 6rfa. Por exemplo, o fragmento de GLGI-
MPSS derivado da rag 6rfa de MPSS GATCTCTGGTTTGAAAG alinhou com o
trancrito NASP (NM_002482) do nucleotideo 3.040 ao 3.323. O alinhamento
observado foi quase perfeito exceto por uma tnica substitui¢do de base (G/T), a qual
cria um novo sitio Dpn Il dowstream ao sitio 3’ original presente na seqii€ncia
depositada no GenBank. Essa substituicdo de base no trancrito NASP ja foi descrita
no banco de dados de SNPs do NCBI — versdo 108 (SNPid RS1053941), e a presenca
desse SNP na linhagem celular HB4a foi confirmada por meio da amplificagdao e

digestdao com Dpn Il do DNA gendmico (Figura 16).

M Tag 60 M Tag 60
600 bp
—
_—— 350 bp
600 bp —
—_
233 b
350 bp m—— P
100 bp = _ 117 bp
100 bp | W e

Legenda: (A) Amplificacio GLGI-MPSS da tag alternativa de MPSS associada ao SNP
correspondente a seqiiéncia de mRNA NM_002482 a partir de cDNA da linhagem HB4a. (B)
Tipagem do SNP por meio da amplificacdo do DNA genémico seguida de digestdo com a enzima de
restricdo Dnpll. A regido gendmica flanqueando o SNP correspondente a fag 60 foi amplificada
utilizando iniciadores especificos e DNA gendmico da linhagem celular HB4a. Os fragmentos foram
analisados em gel de agarose 1% e foram corados com brometo de etideo. O padrio de peso molecular
utilizado foi o 100bp (M).

Figura 16 - Validacdo experimental do transcrito polimérfico correspondente a tag 60.



98

Na Figura 17, pode-se visualizar o alinhamento ocorrido entre a seqiiéncia do
transcrito correspondente a tag 60 e a seqiiéncia do transcrito polimoérfico ja

conhecido.

’ gil27262627lrefINM_02482.2 Homo sapiens nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding)
(NASP), transcript variant 2, mRNA
Length = 3323
Score = 353 bits (178), Expect = 2e-94
Identities = 181/182 (99%)
Strand = Plus / Plus

Query: 64 ctctggtttgaaagtagccaaggggactgatggtggacactccagatgtggttggaagca 123
PEEEErrrrrr et et e e et e e e e e e
Sbjct: 3040 ctctggtttgaaagtagccaaggggactgatggtggacactccagatgtggttggaagca 3099

Query: 124 tatgtggggaggctggctggttgagttttgttattttctgtatagaaaggctgagatata 183
Frererrererrerrrrrrerrrrer e e e e e e e
Sbjct: 3100 tatgtggggaggctggctggttgagttttgttattttctgtatagaaaggttgagatata 3159

Query: 184 tcaacacttggaattgttacccatctgcagaattgacttctcaaataaagatgctaaaaa 243
PEEEErrrrrr et et et e et et e e e e e e
Sbjct: 3160 tcaacacttggaattgttacccatctgcagaattgacttctcaaataaagatgctaaaaa 3219

Query: 244 tc 245

Sbjct: 3220 tc 3221
B.
5 — 3
SNP

Tag original j l
[ I [ I AAAAAAAAAAAAAAAA

I—» Tag alternativa associada ao SNP

Legenda: (A) Resultado do BLAST N contra o banco de dados do GenBank entre a sequéncia do
transcrito correspondente a fag 60 (Query) e a seqiiéncia do transcrito polimérfico NASP (Sbjct), cujo
nidmero de acesso ¢ NM_002482. (B) Representacdo esquemadtica do alinhamento entre o fragmento
gerado pelo GLGI-MPSS e o transcrito polimdrfico em que: os retdngulo verde e azul representam,
respectivamente, o sitio de restricdo e a seqiiéncia da fag original encontrada no cDNA do transcrito
NASP (2862-2865) e os retangulos verde e rosa representam, respectivamente, fag alternativa que foi
originada devido ao polimorfismo na linhagem HB4a.

Figura 17 - Alinhamento entre o transcrito correspondente a tag 60 e a seqiiéncia de mRNA

do transcrito polimérfico NASP.



99

Esses resultados mostram que o GLGI-MPSS pode ser utilizado na
identificacdo de tags alternativas de MPSS derivadas a partir de transcritos
polimérficos e deram origem a um estudo paralelo em que o impacto dos SNPs na
geracdo de trags alternativas de SAGE e MPSS foi avaliado (SILVA et al. 2004b)
(Anexo 2). As tags alternativas associadas a SNPs foram identificadas por meio da
constru¢do de um banco de dados de referéncia, no qual as andlises das seqii€ncias de
mRNA disponibilizadas pelo UniGene foram combinadas com as informagdes
contidas no banco de dados de SNPs disponibilizado pelo NCBI. O resultado das
andlises permitiu a identificacdo de 2.020 rags alternativas associadas a SNPs (1100
tags alternativas de SAGE associadas a SNPs e 920 rags alternativas de MPSS
associadas a SNPs). Além disso, os resultados indicaram que, até o momento, 8,6%
de todos os transcritos humanos apresentam ao menos uma fag alternativa associada
aum SNP. O banco de dados de tags alternativas associadas a SNPs foi integrado ao
Sage Genie e pode ser consultado no  endereco  eletrOnico

http://cgap.nci.nih.gov/SAGE. Esses transcritos, também podem ser regulados por c-

erbB2 e, portanto, foram selecionados para validagao da expressao diferencial por
meio de PCR em Tempo Real.

Por fim, 7 dos 41 fragmentos de GLGI-MPSS alinharam na regido mediana
de transcritos conhecidos na orientacdo 5°-3’. Cinco dessas extensdes de GLGI-
MPSS sdo provavelmente derivadas do anelamento interno do oligo dT durante a
sintese de cDNA e, entdo, essas tags 6rfas de MPSS podem ser classificadas como
artefatuais (Tabela 10). Por exemplo, a seqiiéncia parcial do fragmento de GLGI-
MPSS derivado da tag 6rfa GATCCAAAAGTTCACTT alinhou com o transcrito

MBP4 (BC034463) do nucleotideo 373 ao 744. A seqiiéncia completa do transcrito
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MBP4 apresenta sitios Dpn Il adicionais nos nucleotideos 962, 977, 1363, 1528 e
1898 e segmentos poli A do nucleotideo 751 a 762 e de 948 a 961 os quais podem ter
servido como sitios para o anelamento interno do oligo d(T) (Figura 18). Entretanto,
para 2 desses 7 fragmentos de GLGI-MPSS, nao foi possivel identificar a ocorréncia
de anelamento interno e eles foram entdo, classificados como sendo derivados de
formas de poliadenilacdo alternativa ainda ndo caracterizadas (Figura 19). Por serem
consideradas tags artefatuais ou correspondentes a formas de poliadenilacdo
alternativa ainda nao caracterizadas, os transcritos correspondentes a essas 7 fags nao
foram analisados por PCR em Tempo Real para confirmar a expressido diferencial
entre as linhagens HB4a e HB4a-C5.2. Os resultados obtidos a partir das andlises dos
41 fragmentos gerados pelo GLGI-MPSS, estao esquematizados de forma resumida

na Figura 20.
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A.

gi|21675112|gb|BC034463.1| Homo sapiens methyl-CpG binding domain protein 4, mRNA (cDNA clone

IMAGE:5178680)

Length = 2002 Score = 601 bits (303), Expect = e-169

Identities = 354/372 (95%), Gaps = 2/372 (0%)

Strand = Plus / Plus

Query: 64 agatccaaaagtncacttgctatttatcttcacaaagatggagagacttctcttaageca 123
FEEEEErrrrer e e et e e e e e e e e e e

Sbjct: 373 agatccaaaagttcacttgctaattatcttcacaaaaatggagagacttctcttaagcca 432

Query: 124 gaagattttgattttactgtactttctaaaaggggtatcaagtcaagatataaagactgc 183
FEETEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjct: 433 gaagattttgattttactgtactttctaaaaggggtatcaagtcaagatataaagactgc 492

Query: 184 agcatggcagccctgacatcccatctacaaaaccaaagtaacaattcaaactggaacctc 243
FEETEEEEEr e et e e e e e e e e e e e e e e e e et

Sbjct: 493 agcatggcagccctgacatcccatctacaaaaccaaagtaacaattcaaactggaacctce 552

Query: 244 aggacccgaagcangtgcaaaaaggatgtgtttatgccgeccaagtagtagttcagagttg 303
FEEEEEEErr ettt e e e e e e e e e e e e e e el

Sbjct: 553 aggacccgaagcaagtgcaaaaaggatgtgtttatgccgccaagtagtagttcagagttg 612

Query: 304 caggagagcagaggactctccaaccttacttccactcattngctttngaaagaagatgag 363
FEEEEErrrrerr e e rrrr e e e ettt e e

Sbjct: 613 caggagagcagaggactctctaactttacttccactcatttgcttttgaaagaagatgag 672

Query: 364 ggtgtngatgatgtt-acttcagaaaggttagaang-ccaanngnaaggtgactattttg 421
FEEEE Trrrrrr e e e e et e e b b e e e

Sbjct: 673 ggtgttgatgatgttaacttcagaaaggttagaaagcccaaaggaaaggtgactattttg 732

Query: 422 gaangnatccca 433
LT T

Sbjct: 733 aaaggaatccca 744

B. T iginal

5 —» ag origina j 3
(I AAAAAAAA— I———AAAAAAAAAAAAAAAA
|—>Taga|1efatua|

Legenda: (A) Resultado do BLAST N contra o banco de dados do GenBank entre a sequéncia do
transcrito correspondente a fag 59 (Query) e a seqiiéncia do transcrito conhecido (Sbjct), cujo nimero
de acesso é BC034463. (B) Representacdo esquemdtica do alinhamento entre o fragmento gerado pelo
GLGI-MPSS e o transcrito conhecido: os retingulos verde e azul representam, respectivamente, o sitio
de restricdo e a seqiiéncia da tag 59 (artefatual) e em verde escuro estdo representados os segmentos
poli A, os quais podem ter servido como sitios para o anelamento interno do oligo d(T) durante a
sintese de cDNA. Os retangulos verde e rosa representam, respectivamente, o sitio de restricdo e a
seqiiéncia da tag original.

Figura 18 - Alinhamento entre o transcrito correspondente a tag 12 e a seqiiéncia de mRNA

do transcrito conhecido.
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A.
gi|6330128|dbj|AB032983.1| Homo sapiens mRNA for KIAAll57 protein, partial cds
Length = 5791
Score = 182 bits (92), Expect = 2e-43
Identities = 95/96 (98%)
Strand = Plus / Plus
Query: 57 gatcagagttctgtcagggagcagcagttctgctctcecccatcatctttgtgcaaggeece 116
FEEEErrrrrrr et e ettt r e et et e e
Sbjct: 2392 gatcagagttctgtcaaggagcagcagttctgctctccccatcatcetttgtgcaaggece 2451
Query: 117 ctcggggggcactttaataaaagaatttgaaatggg 152
FEEEEETEErr et e et r et el
Sbjct: 2452 ctcggggggcactttaataaaagaatttgaaatggg 2487
B.
5 > 3

] [ ] [ I AAAAAAAAAAAAAAAA

Legenda: (A) Resultado do BLAST N contra o banco de dados do GenBank entre a sequéncia do
transcrito correspondente a fag 65 (Query) e a seqiiéncia do transcrito conhecido (Sbjct), cujo nimero
de acesso ¢ AB032983. (B) Representagdo esquemdtica do alinhamento entre o fragmento gerado pelo
GLGI-MPSS e o transcrito conhecido: os retingulos verde e azul representam, respectivamente, o sitio
de restricdo e a seqiiéncia da fag 65. Os retangulos verde e rosa representam, respectivamente, o sitio
de restricdo e a seqiiéncia da fag original. Também pode-se observar, na figura, a existéncia de outros
sitios de restricdo ao longo da seqiiéncia do transcrito porém, ndo ha nenhum segmento de poli A em
que possa ter ocorrido anelamento interno do oligo d(T) durante a sintese de cDNA. Por essa razdo,
acredita-se que o fragmento gerado pelo GLGI-MPSS seja derivado de poliadenilacdo alternativa.

Figura 19 - Alinhamento entre o transcrito correspondente a fag 65 e a seqiiéncia de mRNA

do transcrito conhecido.
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geraram fragmentos 3’ geraram fragmentos 3'
de cDNA definidos e de cDNA be definidos —
que foram clonados e 42 tags (50,6%)
seqlenciados — 41 tags
(49,4%)
2 fragmentos 5 fragmentos 5 fragmentos 16 fragmentos 10 fragmentos 3 fragmentos
que representam que representam que inespecificos 3 especificos que
formas transcritos representam (39%) representando representam
alternativas de antisense anelamento novos SNPs (7,3%)
poliadenilagao (12,2%) interno do oligo transcritos
(4,9%) d(T) (12,2%) regulados por
c-erbB2
(24,4%)

Legenda: Em rosa e em azul estdo representados, respectivamente, os 10 fragmentos 3’ especificos

que representam novos transcritos regulados por c-erbB2 e os 3 fragmentos que representam SNPs.

Esses fragmentos terdo o padrdo de expressdo nas linhagens HB4a e HB4a-C5.2 avaliado através de

PCR em Tempo Real.

Figura 20 - Representacdo esquemadtica dos resultados obtidos a partir da amplificacio

GLGI para as 83 rags 6rfas de MPSS.
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44 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO DOS FRAGMENTOS 3’
ESPECIFICOS E DOS TRANSCRITOS CORRESPONDENTES AS
TAGS ALTERNATIVAS ASSOCIADAS A SNPS ATRAVES DE PCR
EM TEMPO REAL NAS LINHAGENS CELULARES HB4a E HB4a-

C5.2

A técnica de PCR em Tempo Real foi utilizada para validar a expressao
diferencial entre as linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2 dos transcritos
correspondentes as tags 6rfas de MPSS que foram estendidas por meio de GLGI-
MPSS. Foram selecionados para validacio um total de 13 transcritos que
correspondiam aos 10 fragmentos de GLGI-MPSS confirmados como sendo
extensdes 3’ especificas (tags 7, 10, 13, 16, 28, 39, 44, 52, 76 e 81) e aos 3
fragmentos de GLGI-MPSS derivados de tags alternativas de MPSS associadas a
SNPs (tags 6, 60 e 63).

Os iniciadores utilizados nos experimentos de PCR em Tempo Real foram
desenhados com o auxilio do programa Primer Express (Applied Biosystems) e as
reacoes foram realizadas no aparelho 7300 Real Time PCR System (Applied
Biosystems). Para avaliar a expressdo diferencial dos trancritos selecionados, foi
utilizado o sistema de SyberGreen e o método de quantificacdo relativa, adotando,
como amostra de referéncia, o cDNA da linhagem HB4a e, como gene normalizador,
a B-actina. Para a padronizacdo das reagdes foram variadas as concentragdes dos

iniciadores (100nM, 200nM, 300nM e 400nM) e as quantidades de cDNA (5ng e
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50ng). A especificidade das reacdes foi avaliada por meio da curva de dissociacdo do
fragmento amplificado seguida de eletroforese em gel de agarose.
As concentracdes adequadas de cada um dos iniciadores e a quantidade de

cDNA para cada transcrito estao listadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Concentragdo dos iniciadores e quantidade de cDNA utilizadas nas reagdes de
PCR em Tempo Real.

Transcritos Concentracao dos Quantidade de
representados pelas tags iniciadores cDNA

7 400nM 5ng

10 400nM S5ng
13 400nM 50ng
16 400nM 50ng
28 300nM 50ng

39 200nM Sng

44 400nM 5ng

52 300nM 50ng

76 300nM 5ng

81 300nM Sng
SNP6 100nM 50ng
SNP60 100nM 50ng
SNP63 100nM 5ng

B-actina 200nM 5 e 50ng

Depois de ajustadas as concentragdes dos iniciadores e a quantidade de cDNA
a serem utilizadas, foi determinada a eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores,
utilizando, para tanto, a equagdo E = 10779 (PEAFFL 2001), em que o slope

corresponde a inclinacdo da reta obtida quando se analisa a variacdo do Ct em funcao
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do log de diferentes quantidades de cDNA. As quantidades de cDNA utilizadas para
o cdlculo de eficiéncia foram 100, 10, 1 e 0,1ng de cDNA da linhagem celular HB4a-
C5.2. Na figura 21, pode-se visualisar o grafico referente a curva de dissociacdo
gerada para o fragmento correspondente ao oncogene c-erbB2, o gel de agarose
realizado para analisar a especificidade do fragmento amplificado e também o grafico

gerado para o célculo da efici€ncia de amplificacdo.

A.

4.0E02

) A
¢ \
3.0E02 / Y
/ \
2.0E02 4 \
g \

1.0E02

0.0E+00 T
70 80 90

Eficiéncia - c-erbB2 y =-3,157x + 19,671
R? =0,9949

25

20 4

Média CT

-1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 15 2 25

Log daconcentragao

Legenda: (A) A especificidade da reacdo de amplificacdo apds a etapa de padronizacdo foi avaliada
por meio do perfil da curva de dissociacdo do fragmento amplificado, realizada apds a corrida pelo
aparelho de PCR em Tempo Real e por meio de eletroforese em gel de agarose 2%; (B) A eficiéncia
da reac@o de amplificac@o foi calculada utilizando dilui¢des seriadas do cDNA como molde. Apds a
reacdo foi construida uma reta na qual o valor de CT foi analisado em fun¢do do log da diluicdo. A
inclinag@o da reta foi entdo utilizada para calcular a eficiéncia de amplificacdo segundo a férmula: E =

10779 "em que o slope corresponde a inclinacdo da reta.

Figura 21 - Padronizacdo da reacdo de amplificacio por PCR em Tempo Real para o

oncogene c-erbB2.
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As eficiéncias obtidas para cada um dos transcritos avaliados e para os genes

normalizadores estdo listadas na Tabela 12.

Tabela 12 - Eficiéncia de amplificacdo dos iniciadores utilizados nas reacdes de PCR em
Tempo Real.

Transcritos Eficiécia Transcritos Eficiécia
7 100% 76 100%
10 97% 81 99%
13 83% 6 83%
16 100% 60 100%
28 100% 63 100%
39 96% c-erbB2 100%
44 100% B-actina 97%
52 100% GAPDH 91%
BCR 82% HPRT 97%

Legenda: As eficiéncias tanto dos transcritos de interesse como dos genes constitutivos foram obtidas

por meio da utilizacdo da equagdo: E 10¢store)-

Como se pode observar na Tabela 12, para alguns transcritos, a eficiéncia de

amplificacdo foi inferior a 100%, ndo permitindo a utilizacdo da equacdo 24T

para
calcular a expressao relativa dos diferentes transcritos (LIVAK e SCHMITTGEN
2001). Por essa razdo, o modelo matematico proposto por PFAFFL (2001) foi
utilizado para calcular a expressdo relativa dos diferentes transcritos nas linhagens
HB4a e HB4a-C5.2. Esse modelo leva em consideracao a eficiéncia de amplificacdo
dos iniciadores no cdlculo da expressdo relativa, permitindo a quantificacio relativa

da expressdo quando as eficiéncias de amplificacao dos iniciadores sdo diferentes

entre si.
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Os dados da expressao relativa dos diferentes transcritos determinados por
PCR em Tempo Real estdo relacionados na Tabela 13.

Tabela 13 - Dados de expressao relativa dos novos transcritos determinadas por PCR
em Tempo Real e a freqii€éncia com que cada tag foi encontrada nas bibliotecas HB4a e
HB4a-C5.2 de acordo com o MPSS.

Transcritos Dados de MPSS Cr
R . Cr controle .
correspondentes |Razio HB4a-C5.2/HB4a|Linhagens ., R = (Ealwo)p cTalve /(Enormalizador)p CTre feréncia
N amostra | endigeno
as tags: .
B-actina
7 7.8 HB4a 29,03+0,18 | 19,89+0,43 119
HB4a-C5.2 [ 27,05£0,21 | 21,52+0,5
10 65 HB4a 33,1940,18 | 19,89+0,43 24
HB4a-C5.2 | 33,51+0,07 | 21,52+0,5
3 10,5 HB4a 30,1340,34 | 15,08+0,08 27
HB4a-C5.2 | 29,69+40,37 | 16,15+0,16
16 5 HB4a 25,740,064 | 15,08+0,08 4
HB4a-C5.2 | 28,8540,15 | 16,15+0,16
28 9 HB4a 30,2240,22 | 15,08+0,08 206
HB4a-C5.2| 26,9+0,05 | 16,15+0,16
39 3 HB4a 33,7+0,24 | 19,89+0,43 23
HB4a-C5.2 | 34,09+£0,07 | 21,52+0,5
“ 21 HB4a 29,76+0,23 | 19,89+0,43 3
HB4a-C5.2 | 28,35+0,14 | 21,52+0,5
5 % HB4a 28,04+0,47| 15,08+0,08 1,9
HB4a-C5.2 | 28,1540,12 | 16,15+0,16
% 134 HB4a 26,19+0,07 | 19,89+0,43 15
HB4a-C5.2 | 27,1620,14 | 21,52+0,5
81 13 HB4a 33,1540,04 | 19,89+0,43 27
HB4a-C5.2 | 33,29+0,00| 21,52+0,5
6 53 HB4a 31,34+0,2 | 15,08+0,08 54
HB4a-C5.2 | 29,65+0,04 | 16,15+0,16
60 9 HB4a 22,07+0,05 | 15,08+0,08 3
HB4a-C5.2 | 21,43+0,05 | 16,15+0,16
63 6 HB4a 19,79+0,03 | 19,89+0,43 1
HB4a-C5.2 | 18,06+0,02 | 21,52+0,5

Legenda: A quantificagdo relativa da expressdo dos diferentes transcritos nas linhagens HB4a e

HB4a-C5.2 foi obtida através da utilizacdo do modelo matematico proposto por PFAFFL (2001).

Com base nos dados obtidos, pode-se verificar que dos 13 transcritos
avaliados por PCR em Tempo Real, 4 (transcritos correspondentes as tags 7, 28, 44 e
6) apresentaram uma maior expressdo na linhagem HB4a-C5.2 em relagdo a

linhagem HB4a e podem ser considerados como novos transcritos putativamente
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regulados por c-erbB2. Foram considerados diferencialmente expressos apenas os
transcritos que apresentaram um nivel de expressao superior a 3. Niveis de expressao
abaixo desse cut off ndo foram considerados significativos. Os resultados gerados
estdo em concordancia com os dados inicialmente inferidos pelo MPSS. De acordo
com o experimento de MPSS, esses 4 transcritos foram categorizados como sendo
superexpressos na linhagem HB4a-C5.2 em relagdo a HB4a.

O transcrito correspondente a fag 16 também se mostrou diferencialmente
expresso entre as duas linhagens, porém um maior nivel de expressao foi detectado
na linhagem HB4a em relacdo a linhagem HB4a-C5.2. Esse resultado também
confirmou o dado inicial de MPSS, no qual a fag correspondente a esse transcrito foi
encontrada com uma freqii€éncia 5 vezes maior na linhagem HB4a em relacdo a

linhagem HB4a-C5.2 (Tabela 9).

4.4.1 Validacao da expressao diferencial dos transcritos regulados por c-erbB2
em diferentes linhagens tumorais de mama por meio de PCR em Tempo Real

As andlises de expressdo diferencial, por meio de PCR em Tempo Real,
foram realizadas apenas para os transcritos que apresentaram Super-expressao na
linhagem HB4a-C5.2.

O nivel de expressao dos 4 novos transcritos, putativamente regulados por c-
erbB2, foi também analisado em 9 linhagens tumorais de mama que apresentavam ou
nao super-expressdo do oncogene c-erbB2. Para tanto, foram selecionadas 6
linhagens celulares de carcinoma de mama (BT20; MCF7; MDA-MB-468; MDA-
MB-453; SKBR3 e ZR75.30), que, segundo dados da literatura, apresentavam ou nao

super-expressao do oncogene c-erbB2 (KRAUS et al. 1987; SAVINAINEN et al.
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2002; RHODES et al. 2004; KAURANIEMI et al. 2004; LACROIX e LECLERCQ
2004). Para essas linhagens, dados relacionados com a super-expressdo da proteina c-
erbB2 e da amplifica¢do do gene, obtidos por meio de imunohistoquimica e dot blot,
respectivamente, estavam disponiveis (Tabela 14) (KRAUS et al. 1987). As
linhagens MDA-MB-435, PMC42 e SKBR7 foram selecionadas por estarem
disponiveis em nosso laboratério. Entretanto, nenhuma informagdo a respeito dos
niveis de expressio do mRNA, da proteina e da amplificagdo do gene c-erbB2

estavam disponiveis.

Tabela 14 - Dados de expressdo e amplificacio do oncogene c-erbB2 em linhagens
celulares tumorais de mama.

Linh ul Nivel de expressao do mRNA de Numero de cépias do
inhagen celular
c-erbB2 gene c-erbB2
‘ MCF7 | 1 ‘ 1
‘ SKBR3 | 128 ‘ 4-8
‘ MDA-MB-453 | 64 ‘ 2
‘ ZR75.30 | 4 ‘ <1
‘ BT20 | 1 ‘ 1
‘ MDA-MB-468 | 1 ‘

Fonte: Modificado de KRAUS et al. (1987).
Legenda: Na tabela estdo relacionados os resultados referentes a super-expressdo do mRNA de c-

erbB2 e também dados de amplificacdo do gene c-erbB2.

Apoés esse levantamento, os niveis de expressdo do oncogene c-erbB2 nessas
diferentes linhagens foi avaliado no laboratério por PCR em Tempo Real (Tabela
15). Com base nos resultados obtidos, as linhagens foram classificadas em duas
categorias: com baixo nivel de expressdo de c-erbB2 (MDA-MB-435; PMC42;

BT20; SKBR7; MCF7 e MDA-MB-468 ) e com alto nivel de expressao de c-erbB2
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(MDA-MB-453; SKBR3 e ZR75.30). E interessante notar que a super-expressio do
oncogene c-erbB2 pode ocorrer mesmo na auséncia de amplificagdo gé€nica e que os
niveis de expressdo do mRNA, nem sempre, se correlacionam com os niveis de
expressdo da proteina, sugerindo que diferentes mecanismos moleculares podem
resultar na super-expressao de c-erbB2 em células tumorais de mama (KRAUS et al.
1987). Os resultados obtidos nos experimentos estdao de acordo com outros trabalhos
descritos na literatura, que também avaliaram o nivel de expressdo do oncogene c-
erbB2 utilizando algumas das linhagens acima mencionadas (LACROIX e
LECLERQ 2004; KAURANIEMI et al. 2004; RHODES et al. 2004). Os
experimentos de PCR em Tempo Real foram realizados como descritos
anteriormente. A linhagem utilizada como referéncia nesses experimentos foi a
HB4a, e o gene normalizador utilizado foi a B-actina. Os dados de expressdo
diferencial foram obtidos por meio do modelo matematico proposto por PFAFFL

(2001) (Tabela 15).
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Tabela 15 - PCR em Tempo Real para avaliar o nivel de expressao diferencial do oncogene
c-erbB2 e dos 4 novos transcritos em linhagens tumorais de mama.

Transcrito Transcrito Transcrito Transcrito
c-erbB2 representado pela repr do pela repr do pela repr do pela
tag 7 tag 28 tag 44 tag 6 C; controle
Linhagens endégeno:
B-actina
Nivel de expressdo Nivel de expressdo Nivel de expressdo Nivel de expressdo Nivel de expressido
(C; amostra) (C amostra) (C amostra) (C amostra) (C amostra)
HB4a 1 1 1 1 1 1
28,7+0,1 29,6+0,1 31,4+0,1 31,2+0,03 31,2+0,1 18,8+0,0
4 48,7 0,9 24,4 34,6
MDA-MB-435 (26,4+0,03) (23,740,02) (31,3+0,3) (26,3£0,1) (25+0,1) (18,50.1)
9,7 96 96 36,4 17
PMC42 ’ ’ 19,5+
¢ (26,10,06) (23,70,02) (25,5+0,03) (26,7+0,06) (27,30,06) (19,5£0,06)
11,4 0,4 28,1 13,1 4,6
BT20 4720,1) (30,3:031) (26,1£0,01) (27£0.06) (28,120,03) (18.3:0.02)
14,5 62,2 142,9 1244 18,5
SKBR7 (26,7+0,03) (25,5£0,1) (26,1+0,2) (26,1£0,05) (28,5£0,1) (20,700
15 0,8 170,2 9,9 32,1
MCF7 (24,3£0,1) (29,5+0,4) (23,5+0,04) (27,420,1) (24,9+0,1) (18,3£0,06)
26,9 03 142 132,5 103,7
MDA-MB-468 (26,2+0,02) (33,6+0,2) (26,5+0,09) (26,4+0,02) (26,1+0,04) (21,120,03)
2793 14,2 1375,6 16,3 112,5
MDA-MB-453 (23.903) (29.1:0,02) (24,3£0,04) (30,5:0,06) (27,2:0,02) (22.2£0.03
1405 0 216,2 14 164,5
SKBS (20,820,1) - (25,6£0,02) (32,740,3) (2520,04) (20.820,01)
1930,8 0,2 554,5 91,5 131,7
ZR75.30 (24,3£0,1) (35,6+0,2) (26,1+0,03) (28,5+0,5) (27,5+0,07) (22.720,07)

Legenda: A quantificacdio relativa da expressdo diferencial do oncogene c-erbB2 e dos novos
transcritos foi obtida por meio da utilizagdo do modelo matemético proposto por PFAFFL (2001). A
linhagem HB4a foi utilizada como amostra de referéncia e a B-actina foi utilizada como gene
normalizador. Em azul, estdo representados os valores de Crs e desvio padrio obtidos para o c-erbB2
e para cada um dos novos transcritos na linhagem HB4a. Em preto, estdo representados os valores de
Crs e desvio padrido obtidos para o c-erbB2 e para cada um dos novos transcritos nas diferentes
linhagens tumorais de mama. Em violeta, estdo listados os valores que representam o nivel de
expressdo diferencial da linhagem HB4a, do oncogene c-erbB2 e de cada um dos novos transcritos nas

diferentes linhagens tumorais de mama.

O padrao de expressao dos transcritos correspondentes as tags 7 e 44 parecem
ndo estar diretamente relacionados com o padrio de expressao do oncogene c-erbB2,

uma vez que os niveis de expressdo mais elevados desses dois transcritos foram
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detectados respectivamente, nas linhagens PMC42 e MDA-MB-468 que apresentam
um baixo nivel de expressdo de c-erbB2. Para o transcrito correspondente a tag 7 a
auséncia de correlagdo com a super-expressao de c-erbB2 parece mais evidente, uma
vez que esse transcrito apresenta pouca ou nenhuma expressao, respectivamente, nas
linhagens celulares ZR75.30 e SKBR3 que apresentam os maiores niveis de
expressao de c-erbB2.

Para os transcritos correspondentes as fags 28 e 6 foi possivel observar uma
correlacdo com a super-expressio de c-erbB2 para a maioria das linhagens
analisadas. Os niveis de expressdo mais elevados de ambos os transcritos foram
observados nas linhagens que apresentam niveis elevados de c-erbB2 (MDA-MB-
468; MDA-MB-453; SKBR3 e ZR75.30). Além disso, também foi possivel observar
que o menor nivel de expressdao do transcrito correspondente a fag 28 foi detectado
na linhagem MDA-MB-435, a qual também apresentou o menor nivel de expressao
de c-erbB2.

Embora nao tenha sido possivel estabelecer uma correlacdo perfeita entre a
super-expressao de c-erbB2 e a super-expressao dos 4 novos transcritos em algumas
das linhagens tumorais utilizadas, os resultados sugerem uma relacdo funcional entre

0S NOVOS transcritos e o oncogene c-erbB2.

4.4.2 Quantificacao da expressao dos transcritos diferencialmente expressos
nas linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2 por meio de PCR em Tempo Real em
amostras tumorais de mama

Para dar inicio aos experimentos de quantificacdo dos novos transcritos

diferencialmente expressos por meio de PCR em Tempo Real, foram selecionadas 49
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amostras de carcinomas ductais invasivos de mama. Dentre as 49 amostras tumorais,
27 amostras apresentaram super-expressdo da proteina c-erbB2 e 22 amostras nao
apresentaram super-expressao da proteina c-erbB2. Inicialmente, as amostras foram
classificadas com base nos dados de imunohistoquimica disponibilizados pelo
Departamento de Anatomia Patolégica do Hospital AC Camargo e do Hospital do
Cancer Alfredo Abrdo. Apos a selecao baseada na imunohistoquimica, o nivel de
expressdo de c-erbB2 nessas amostras foi quantificado por PCR em Tempo Real.
Nessas andlises, foi utilizado um pool de 3 amostras de mama normal como
referéncia. No entanto, verificou-se que nao havia uma correlacdo perfeita entre os
dados de imunohistoquimica e a quantificacdo dos niveis de c-erbB2 por PCR em
Tempo Real. A exemplo do que havia sido observado para as linhagens, a existéncia
de discrepancias entre a expressdo da proteina, a expressio do mRNA e a
amplificacio do oncogene c-erbB2 ja foi relatada em diversos estudos
(MHHALOVA et al. 2003). Uma possivel explicacdo para a discrepancia encontrada
nos dados de expressido da proteina c-erbB2 e super-expressio do mRNA do
oncogene seria a subjetividade das andlises de imunohistoquimica. As amostras nao
foram analisadas em um tnico momento, sendo possivel que a detec¢ao de c-erbB2
tenha sido feita utilizando diferentes anticorpos e as amostras analisadas por
diferentes patologistas. Dados da literatura (LEBEAU et al. 2001) relatam alguns
estudos que avaliaram e correlacionaram a expressao da proteina c-erbB2, por meio
de imunohistoquimica, em amostras tumorais e a presenca de amplificacdo génica,
por meio de FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) nas mesmas amostras. Esses
estudos indicaram que apenas amostras classificadas pela imunohistoquimica como

3+ podem seguramente ser consideradas positivas quanto a super-expressao da
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proteina c-erbB2 por amplificacdo génica. O mesmo nao ocorre com as amostras 2+,
que podem ou nado apresentar amplificacdo génica. Em um outro estudo que também
avaliou o nivel de expressdo da proteina c-erbB2, por meio de imunohistoquimica,
foi mostrado que sdo gerados resultados falso negativos em 28% dos casos
detectados como sendo positivos (por FISH), e isso pode ser explicado, por exemplo,
pela destruicdo do epitopo HER2. Por outro lado, a imunohistoquimica também gera
resultados falso positivos, em 12% dos casos (ELLIS et al. 2005).

O nivel de expressdao do oncogene c-erbB2 utilizado para classificar uma
amostra como c-erbB2 positiva, varia de forma considerdvel de um trabalho para
outro. Em um trabalho realizado por MHHALOVA et al. (2003), 39 amostras de
carcinoma ductal invasivo tiveram seus niveis de mRNA de c-erbB2 avaliados por
meio de PCR em Tempo Real. Esse experimento de quantificacao relativa utilizou o
gene GAPDH como normalizador, € como amostra referéncia foi utilizado o RNA
total purificado a partir de uma linhagem celular que expressa, de forma constitutiva,
o oncogene c-erbB2. Essa amostra referéncia € parte do kit LightCycler-HER2/neu
RNA Quantification (Roche Diagnodtics GmbH). Entre as 39 amostras analisadas,
14 amostras que ndo apresentavam amplificacdo do oncogene c-erbB2 e nem
significativa expressdo da proteina foram utilizadas para estabelecer o nivel do
mRNA de c-erbB2, a partir do qual a expressao do oncogene deve ser considerada
aumentada. Os valores atribuidos aos niveis de mRNA considerados ndo
significativos foram >0 e < 19. A amostra utilizada como controle negativo das
reacoes (sem amplificacdo do gene e sem expressao da proteina) apresentou um nivel

de expressao do mRNA de c-erbB2 correspondente a 10.9. J4 para os casos em que a
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amplificacdo do oncogene foi detectada e a expressdo da proteina mostrou-se
acentuada (3+), os niveis de mRNA variaram em torno de 84,5.

Considerando a grande variabilidade existente na literatura com relacdo aos
niveis de expressao do mRNA de c-erbB2 e baseando -se no trabalho realizado por
MHHALOVA et al. (2003), no presente trabalho, foram consideradas como amostras
c-erbB2 negativas, as amostras que apresentaram um nivel de expressao de c-erbB2
até 3 vezes maior do que o pool de amostras normais. Da mesma forma, foram
consideradas amostras c-erbB2 positivas, as amostras que apresentaram um nivel de
expressao pelo menos 20 vezes maior do que o pool de amostras normais utilizadas
como referéncia.

Ao contrdrio das andlises com linhagens celulares, a utilizacio de amostras
tumorais requer cuidados adicionais relacionados, principalmente, com a qualidade
da amostra e com a selecdo dos genes normalizadores. A qualidade dos RNAs
extraidos a partir das amostras tumorais foi analisada em gel de agarose como
descrito anteriormente para as linhagens celulares. As amostras nas quais as bandas
de 28S e 18S nao estavam representadas nas proporcdes esperadas foram descartadas.
No entanto, a andlise em gel de agarose ndo permite avaliar a presenca de inibidores
que podem influir na sintese de cDNA e na reacdo de PCR em Tempo Real. A
presenca desses inibidores interfere diretamente na eficiéncia de amplificacdo da
reacdo. Dessa forma, € possivel inferir a presencga de inibidores em uma dada amostra
determinando a eficiéncia de amplificagdo com iniciadores ja padronizados e de
eficiéncia conhecida.

Com o objetivo de avaliar a qualidade das amostras, foi utilizado o aparelho

Rotor-gene3000 Real Time Thermal Cycler (Corbett Research), que € capaz de
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avaliar a eficiéncia de amplificacio em amostras individualmente por meio de um
software chamado Rotor-Gene Real-Time Analysis Software 6.0 (Build 27). O
resultado desse experimento indicou que a eficiéncia de amplificacdo do gene [-
actina ndo variou significativamente entre as amostras, indicando a auséncia de
substancias inibidoras e confirmando a boa qualidade do RNA.

A escolha de um normalizador adequado € outro fator de grande importancia
e influéncia nos experimentos de PCR em Tempo Real. No método de quantificacao
relativa, a padronizacdo dos experimentos requer a utilizagio de um gene
normalizador cuja expressdo nao seja varidvel nas diferentes amostras analisadas
(PFAFFL 2004). Entretanto, sabe-se que o nivel de expressao de grande parte dos
genes utilizados como normalizadores pode variar consideravelmente entre diferentes
individuos, diferentes tipos celulares, diferentes estdgios de desenvolvimento, em
resposta a tratamentos experimentais, ou até mesmo como resultado do crescimento
neoplésico. Outro fator importante na escolha do gene normalizador € o seu nivel de
expressdo. Um normalizador torna-se adequado quando seu nivel de expressdo é
comparavel ao nivel de expressao do transcrito alvo (KOK et al. 2005). Assim, um
normalizador universal ainda ndo foi identificado e, portanto, a forma mais adequada
e mais confidvel de normalizacdo é a utilizacdo de uma combinacdo de genes
normalizadores cujo nivel de expressdo seja pouco varidvel e compativel com o nivel
de expressao do transcrito alvo (MORSE et al. 2005).

Com base em dados da literatura (VANDESOMPELE et al. 2002), foram
selecionados alguns dos genes mais comumente utilizados como normalizadores em
experimentos de PCR em Tempo Real: B-actina, GAPDH, HPRT e BCR. A

utilizacdo conjunta dos 4 genes normalizadores foi possivel através de uma
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ferramenta, disponivel on line, desenvolvida para o Microsoft Excel e que foi
denominada geNorm (VANDESOMPELE et al. 2002). O geNorm permitiu
determinar os genes normalizadores mais estaveis no conjunto de amostras e calculou
um fator de normalizacdo da expressao gé€nica para cada amostra, com base na média
geométrica dos valores obtidos para os diferentes normalizadores. A expressao
diferencial de cada transcrito nas amostras tumorais foi calculada a partir desse fator
de normalizagdo. As andlises do geNorm indicaram que o gene da B-actina foi o que
apresentou maior variabilidade de expressao nas amostras tumorais sendo, portanto,
excluido das anélises posteriores.

Assim, foram selecionadas entre as 49 amostras tumorais, 12 amostras c-
erbB2 negativas e 11 amostras c-erbB2 positivas. Os niveis de expressao dos 4 novos
transcritos foram analisados por meio de PCR em Tempo nas 23 amostras
selecionadas. Na tabela 16 estio relacionadas as 23 amostras selecionadas, bem como

os niveis de expressao do oncogene c-erbB2, e, também, dos 4 novos transcritos.
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Tabela 16 - Dados referentes a expressao diferencial dos novos transcritos e do oncogene c-

erbB2 obtidos por meio de PCR em Tempo Real, em amostras de carcinomas de mama.

Tanscrito Tanscrito Tanscrito Tans crito
Oncoge ne c-erbB2 correspondente a tag7 correspondente a tag 28 correspondente a tag 44 correspondente a tag6
12 2,7 0,3 5,1 1,7 75
17 0,5 0,5 0,2 0,3 1,4
21 2,1 0,2 1,8 0,5 25
51 0,3 0,1 2,2 0,5 1,6
52 0,3 0,2 1,1 0,5 1,0
54 29 0,3 2,5 0,5 2,8
55 09 0,2 3,3 1,9 6,3
63 3,0 0,9 6,0 0,8 8,5
121 1,2 0,6 1,4 0,3 2,8
24T 0,9 0,2 2,1 0,1 1,3
38T 1,2 0,4 2,3 0,2 2,0
50T 0,7 0,2 3,8 0,4 3,5
MEDIA 14 0,3 2,6 0,6 3,4
1" 22,0 0,3 3,2 0,8 6,7
38 42,0 3,0 12,0 2,0 72
45 20,9 0,4 2,4 0,7 1,6
47 48,9 0,2 1,2 0,3 2,3
57 235,9 3,0 12,0 1,1 6,1
58 60,0 1,0 7,5 1,2 44
59 47,8 0,6 3,9 0,5 49
60 98,0 1,3 14,1 0,8 6,1
66 134,1 0,6 4,2 1,8 7,9
67 122,6 1,9 10,1 54 11,3
69 31,1 0,3 1,8 1,0 25
MEDIA 785 1,2 6,6 1,4 55

Legenda: As amostras tumorais foram selecionadas com base nos niveis do oncogene c-erbB2. Em

vermelho, estdo representadas as amostras c-erbB2 negativas e, em azul, estdo representadas as

amostras c-erbB2 positivas. Em destaque, estdo relacionados os niveis médios de expressdo do

oncogene c-erbB2 bem como dos 4 novos transcritos, para o grupo de amostras negativas e para o

grupo de amostras positivas.

Com base nos dados de expressdo apresentados na tabela 16, pode-se

observar que ndo hd uma clara correlacdo entre a super-expressao de c-erbB2 e a

expressdo aumentada dos novos transcritos, quando as amostras sao analisadas

individualmente. Nem todas as amostras c-erbB2 positivas apresentam expressao

aumentada dos novos transcritos e a mesma pode ser observada em algumas amostras

c-erbB2 negativas. Por exemplo, para os transcritos correspondentes as fags 7 e 44,
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foi possivel observar que, na amostra 57, que apresentou o maior nivel de expressao
de c-erbB2 (235.9), ambos os transcritos apresentam menores niveis de expressao,
3.0 e 1.1, respectivamente. Um outro exemplo sdo os transcritos correspondentes as
tags 28 e 6. Os niveis de expressdo de ambos os transcritos foram relativamente
elevados, 6.0 e 8.5, respectivamente, na amostra 63, cujo nivel de expressdo do
oncogene c-erbB2 ndo foi considerado significativo (3.0). No entanto, quando se
avalia o nivel médio de expressdo dos diferentes transcritos nas amostras c-erbB2
positivas e c-erbB2 negativas, é possivel notar que existe uma diferenga, em alguns
casos estatisticamente significativa, entre os dois grupos.

Como se pode observar na Tabela 16, o nivel médio de expressdo do
transcrito correspondente a tag 7 foi 4 vezes maior (1,2) no grupo de amostras c-
erbB2 positivas em relacdo ao grupo de amostras c-erbB2 negativas (0,3) sendo esta
diferenca de expressdo estatisticamente significativa (p=0,017). Para o transcrito
correspondente a rag 28, a diferenca de expressao entre as amostras c-erbB2 positivas
e c-erbB2 negativas também se mostrou estatisticamente significativa (p=0,013). O
nivel médio de expressdo desse transcrito, foi 2,5 vezes maior no grupo de amostras
c-erbB2 positivas (6,6) em relacdo ao grupo de amostras c-erbB2 negativas (2,6). No
caso dos transcritos correspondentes as tags 44 e 6, também foi possivel observar
uma correlac@o positiva entre o nivel médio de expressdo de ambos os transcritos e a
super-expressao de c-erbB2. O transcrito correspondente a fag 44 apresentou um
nivel médio de expressdao 2,3 vezes maior no grupo de amostras c-erbB2 positivas
(1,4) em relacdo ao grupo de amostras c-erbB2 negativas (0,6). J4 o transcrito
correspondente a tag 6 apresentou um nivel médio de expressdo 1,6 vezes maior no

grupo das amostras c-erbB2 positivas (5,5) em relacdo ao grupo das amostras c-
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erbB2 negativas (3,4). Entretanto, a diferenca de expressao entre as amostras c-erbB2
positivas e c-erbB2 negativas ndo foi estatisticamente significativa para nenhum dos
dois transcritos (p=0,094 e p=0,075 respectivamente).

Os resultados das andlises de expressao diferencial dos novos transcritos nas
amostras tumorais de mama c-erbB2 positivas e c-erbB2 negativas foram

representados sob a forma de graficos e podem ser visualizados na Figura 22.

Transcrito correspondente a tag 7 Transcrito correspondente a tag 28
3= -- 151
A
AA
3 2 S 10+ N
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i VY L re
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Legenda: A expressdo relativa foi obtida por PCR em Tempo Real. Nessas andlises utilizamos um

pool de 3 amostras de mama normal como referéncia e os genes normalizadores utilizados foram:
BCR, HPRT e GAPDH.

Figura 22 - Representacdo gréfica das andlises de expressdo diferencial dos transcritos

correspondentes as tags 7, 28, 44 e 6 em amostras tumorais de mama c-erbB2 negativas e c-

erbB2 positivas.

A auséncia de uma correlacdo individual entre a super-expressdao do oncogene

c-erbB2 e a expressao aumentada dos novos transcritos no grupo de amostras pode
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ser explicada em um primeiro momento, pela heterogeneidade de cada amostra. Os
tecidos tumorais, ao contrario das linhagens celulares, sdo constituidos por diversos
tipos celulares o que, muitas vezes, mascara a avaliagdo do padrdo de expressdo de
transcritos especificos nas amostras tumorais (SINGER et al. 2003). Embora o
presente trabalho ndo tenha encontrado uma correlacdo perfeita entre a super-
expressdo do oncogene c-erbB2 e os 4 novos transcritos, em todas as amostras
analisadas, os resultados sugerem a existéncia de uma associag@o entre o oncogene c-

erbB2 e, principalmente, os transcritos representados pelas tags 7 e 28.

4.5 CARACTERIZACAO DOS NOVOS TRANSCRITOS
REGULADOS POR C-ERBB2 E VALIDADOS POR PCR EM TEMPO

REAL

Entre os quatro transcritos que apresentaram expressao diferencial entre as
linhagens celulares HB4a e HB4a-C5.2, os transcritos correspondentes as tags 7, 28 e
6 apresentaram similaridade com seqii€ncias de transcritos ja conhecidos e o
transcrito representado pela rag 44 apresentou similaridade apenas com ESTSs.

O transcrito correspondente a tag 7 (AK123675) estd localizado no
cromossomo 1g21.1 e possui 3.834 pares de bases. A seqiiéncia completa desse
transcrito apresenta uma evidente estrutura de splicing quando alinhada com a
seqiiéncia gendmica, sendo formada por 7 éxons. As seqii€éncias correspondentes a
esse transcrito foram agrupadas no UniGene cluster Hs.515748 e correspondem ao

transcrito humano ortélogo do gene Lix1 de camundongo. Esse transcrito apresenta
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uma fase aberta de leitura composta por 337 aminodcidos. O gene Lix1 (Limb
Expression 1), que representa um dos membros de uma familia génica, foi isolado em
um trabalho realizado para identificar transcritos expressos transiente e localmente
durante o desenvolvimento das asas de aves. Em seguida, o transcrito ortélogo de
camundongo foi isolado por meio de RT-PCR e as andlises das seqii€éncias quanto a
similaridade com outros transcritos por meio do programa BLAST N revelaram a
existéncia do gene Lix1 também em droséfila e em humano. Em nivel protéico o
transcrito Lix1 de ave apresenta 83% de identidade com os ort6logos de camundongo
e humano, e 51% de identidade com o ortdlogo de drosoéfila (SWINDELL et al.
2001). Em camundongo, o gene Lix1 apresenta expressao bastante acentuada durante
o desenvolvimento do coértex cerebral e compactacdo da substancia nigra
(MOELLER et al. 2002). Entretanto, em humanos, ainda ndo had nenhuma descricdo a
respeito da func¢do desempenhada por esse transcrito, nem sobre seu padrdo de
expressdo. A fungdo desse novo transcrito em humanos deve ser melhor investigada,
uma vez que seu elevado nivel de expressdo estd associado a super-expressao do
oncogene c-erbB2 em amostras tumorais de mama. Além disso, em aves, drosoéfila e
camundongo, a expressao desse gene estd associada a processos fundamentais de
desenvolvimento.

O transcrito correspondente a tag 28 (AK093427), localiza-se no
cromossomo 11p15.5, e possui 1.867 pares de bases. A seqii€ncia completa desse
transcrito também apresenta evidente estrutura de splicing, sendo formada por 10
éxons. As seqii€éncias que correspondem a esse transcrito foram agrupadas no
UniGene cluster Hs.501624 correspondendo ao transcrito SIGIRR (Single

Immunoglobulin IL-1R-related). O transcrito apresenta uma fase aberta de leitura,
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composta por 411 aminodcidos, que codifica uma proteina transmembrana
pertencente a superfamilia de receptores de interleucina 1. Todos os membros dessa
superfamilia possuem um dominio intracelular TIR (Toll-IL-1R) e um dominio
extracelular. Com base nesse dominio extracelular, os membros dessa superfamilia
podem ser divididos em dois sub grupos: os receptores que possuem dominios
imunoglobulina, e os receptores que possuem um dominio rico em leucina. O sub
grupo de receptores com dominio imunoglobulina inclui o transcrito SIGIRR
(WALD et al. 2003; QIN et al. 2005). Entretanto, o transcrito SIGIRR representa um
unico sub grupo dentro dessa superfamilia de receptores devido ao fato de seu
dominio extracelular ser formado por apenas um dominio imunoglobulina e devido a
substituicdo de dois aminodcidos no dominio TIR que sdo essenciais para a
sinalizagao (WALD et al. 2003). Além disso, a localizagao cromossdmica dos demais
membros da familia de receptores de interleucina 1, ocorre em um cluster mapeado
no cromossomo 2q12-13. Entretanto, vale destacar, que a regido cromossomica em
que o SIGIRR foi mapeado também abriga outros genes envolvidos na sindrome de
Beckwith-Wiedemann, caracterizada pela ocorréncia de diversas anormalidades
durante a infancia incluindo uma alta incidéncia de tumores (THOMASSEN et al.
1999).

Embora o SIGIRR tenha um dominio imunoglobulina, o mesmo ndo € capaz
de ligar interleucina 1, ou potencializar a sinalizacdo dependente de interleucina 1.
Em um estudo realizado por WALD et al. (2003), a funcdo desempenhada pelo
SIGIRR na via de sinalizacdo de interleucina 1 foi avaliada por meio da super-
expressdo desse transcrito nas células Jurkat e HepG2. Os resultados desse estudo

revelaram que a super-expressdo desse transcrito reduziu a ativacdo de NF-xB
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mediada pela interleucina 1 e interleucina 18. Em contraste, a super-expressao de
SIGIRR nao teve nenhum efeito na ativacdo de STAT1 mediada por interferon-y
(INF- v ) nas células Jurkat. Esses resultados indicaram que o SIGIRR pode atuar
como um regulador negativo da via de sinalizacdo de interleucina 1 e interleucina 18
(WALD et al. 2003).

O papel desempenhado pelo SIGIRR, no mecanismo de resposta imune, foi
avaliado por meio da geracdo de um camundongo em que o transcrito em questao foi
alterado  por  recombinacdo  homodloga.  Esses  animais  receberam,
intraperitonealmente, uma injecdo de TLR4, um ativador de LPS, e apresentaram
uma resposta inflamatéria exacerbada quando comparada a reag¢do inflamatdria
apresentada pelos animais selvagens. Enquanto 70% dos animais selvagens
sobreviveram, apenas 10% dos animais portadores de alteracdes no gene SIGIRR
sobreviveram.

Experimentos de co-imunoprecipitacdo, realizados utilizando células 293,
revelaram que o SIGIRR ¢é capaz de formar homodimeros e também interagir com
outros membros da superfamilia de receptores de interleucina, indicando o possivel
mecanismo de acdo desse transcrito na via de sinalizacdo mediada pela interleucina
1. Os resultados obtidos a partir desses experimentos mostraram que o SIGIRR foi
capaz de interagir com o TLR4, TLRS, TLR9 e também com o préprio receptor de
interleucina 1 (WALD et al. 2003; QIN et al. 2005). Além disso, em células 293,
apoés tratamento com interleucina 1, foi possivel observar a ocorréncia de interacdo
entre 0 SIGIRR endo6geno e as proteinas adaptadoras IRAK e TRAF-6, sabidamente

envolvidas na via de sinalizacao mediada por interleucina 1 (WALD et al. 2003).
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Com base em diversos estudos, postulou-se um modelo que explica a ativagdo
da via de sinalizacdo mediada pela interleucina 1. Apds o receptor de interleucina 1
ser estimulado, ocorre o recrutamento da proteina adaptadora MyD88, seguida de
duas quinases, IRAK e TRAF®6, favorecendo a formacdo de um complexo protéico.
Em seguida, esse complexo € ativado e entdo as moléculas de sinalizagdo que
estavam acopladas ao mesmo, sdo liberadas e passam a interagir e ativar outros
componentes da via de sinalizacdo downstream ao receptor de interleucina 1,
culminando com a ativacdo do fator de transcrigdo NFKB. O SIGIRR possivelmente
regula negativamente essa via de sinalizacdo interferindo nos processos de
recrutamento e ativacdo dos componentes IRAK ou TRAF6. De forma alternativa, o
SIGIRR também poderia atenuar a dissociagdo entre as moléculas de sinalizacdo
ativadas e o receptor de interleucina 1, inibindo a ocorréncia de sinalizacdo
downstream ao receptor (WALD et al 2003; Qin et al 2005).

Dados da literatura relatam que diversos tumores sdlidos secretam
interleucinas, que atuam como quimioatraentes para linfocitos que desempenham
importante papel no processo de resposta inflamatéria associada a malignidade. As
interleucinas 1-a por exemplo, induzem diversas enzimas proteoliticas em
fibroblastos presentes no estroma celular, sugerindo que as mesmas desempenhem
uma funcdo no processo de degradacdo da matrix extracelular e invasdo tumoral
(SINGER et al. 2003). Em um estudo que avaliou a expressao das interleucinas 1-o e
1-B em um painel de 9 linhagens celulares de mama (MCF-7, T47D, ZR75-1,
SKBR3, BT474, BT20, BT549, HS578T e MDA-MB-231), os resultados revelaram
que a expressao dessas interleucinas estd associada a um fendétipo mais maligno e

também com a negatividade para o receptor de estrégeno a. As linhagens BT20,
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BT549, HS578T e MDA-MB-231, fenotipicamente mais malignas, foram as que
apresentaram expressao dessas interleucinas (SINGER et al. 2003).

Em um outro estudo, que avaliou a expressao da interleucina 1-  em
amostras de carcinomas invasivos de mama e em amostras de carcinomas in situ, 0s
resultados revelaram a presenga de expressdo dessa interleucina em
aproximadamente 90% dos carcinomas invasivos. Além disso, nas amostras dos
carcinomas invasivos, a positividade para o oncogene c-erbB2 foi avaliada por meio
de imunohistoquimica, revelando que 14% dos tumores eram positivos para esse
oncogene. Nesses tumores, o nivel de expressao de interleucina 1- B foi mais elevado
em relacdo aos tumores c-erbB2 negativos, embora a diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa (JIN et al. 1997).

Com base nos resultados dos trabalhos, acima mencionados, € possivel
associar a expressdo das interleucinas aos tumores mais agressivos € com pior
progndstico. Nesse contexto, a super-expressdo do SIGIRR nas amostras de
carcinoma ductal invasivo que super-expressam c-erbB2, utilizadas nesse estudo, em
um primeiro momento, parece um dado discrepante. Considerando a atividade
inibitéria desse transcrito, o esperado seria que o mesmo fosse down-regulado nas
amostras tumorais c-erbB2 positivas. Entretanto, uma possivel explicagdo para o
resultado obtido, refere-se ao mecanismo de escape do sistema imune. A super-
expressdao do SIGIRR, pode representar um mecanismo desenvolvido pelas células
tumorais para tentar conter a resposta inflamatéria exacerbada, possivelmente
desencadeada pela interleucina 1, e assim limitar a resposta imune do hospedeiro.
Essa hipétese pode ser sustentada, com base nos achados de um estudo, que foi

realizado para avaliar os efeitos causados pela super-expressdo do antagonista
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endégeno de interleucina 1 em camundongos infectados pela bactéria Listeria
monocytogenes. Os resultados desse estudo revelaram que o antagonista de
interleucina 1, in vivo, tém a fun¢do de limitar a resposta inflamatoéria e a resposta
imune inata durante a infeccdo. A super-expressao do antagonista de interleucina 1,
reduz a atividade bioldgica da interleucina 1, conseqiientemente reduz a sinaliza¢ao
mediada por essa citocina, levando a uma redugdo da resposta imune (IRIKURA et
al. 1999). Assim, elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na intera¢ao desse
novo transcrito com a super-expressao do oncogene c-erbB2 torna-se essencial para
que o potencial terapéutico desse transcrito possa ser avaliado.

O transcrito correspondente a rag 6 (BX640636), localiza-se no cromossomo
8q21.3, e possui 2.334 pares de bases. A seqiiéncia completa desse transcrito também
apresenta evidente estrutura de splicing, sendo formado por 4 éxons. As seqiiéncias
que correspondem a esse gene foram agrupadas no UniGene cluster Hs.145386. O
transcrito apresenta uma fase aberta de leitura composta por 112 aminodcidos, que
codificam uma proteina hipotética sem dominios protéicos caracteristicos.

O transcrito correspondente a tag 44, representada pela EST BE385820, teve
sua seqiiéncia completa gerada por meio da técnica de RACE. O kit utilizado
favorece a sintese de moléculas de cDNA completas. Com o objetivo de aumentar a
eficiéncia de amplificacdo da reacdo, a estratégia de PCR Nested foi adotada. O
fragmento obtido foi analisado em gel de poliacrilamida 8% e pdde-se observar a
presenca de uma banda tunica de forte intensidade, de aproximadamente 700 bp, para
o transcrito correspondente a tag 44. O fragmento obtido pode ser visualizado na

Figura 23.
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700bp

(g =

100bp

Legenda: Fragmento obtido utilizando os iniciadores especificos nested para o transcrito
correspondente a tag 44. O fragmento foi analizado em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo. O marcador utilizado foi o 100bp.

Figura 23 - Geragdo da seqii€éncia completa do transcrito representado pela tag 44 através

da técnica de RACE.

Em seguida, o fragmento obtido para o transcrito foi purificado a partir de um
gel de agarose 1%. Esse fragmento foi clonado e 12 coldnias foram seqiienciadas nos
dois sentidos.

Para garantir que a seqiiéncia completa do transcrito havia sido gerada, uma
segunda reacdo de RACE foi realizada, utilizando novos iniciadores que foram
baseados na seqii€ncia anteriormente obtida. A reacdo ocorreu como descrita
anteriormente e o fragmento obtido foi clonado e 12 colonias foram seqiienciadas nos
dois sentidos. O resultado do seqiienciamento revelou que a seqiiéncia completa ja
havia sido gerada, uma vez que nao foi possivel estender mais o fragmento obtido.
Uma outra forma de determinar se a seqii€éncia completa do transcrito foi gerada seria
por meio da técnica de Northern blot. Entretanto, essa estratégia nido foi adotada

devido ao baixo nivel de expressao do transcrito.
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A seqiiéncia completa do transcrito correspondente a tag 44 foi obtida
reunindo o fragmento gerado por RACE ao fragmento gerado por MPSS-GLGI. Na
figura 24 a seqiiéncia completa do transcrito, que € composta por 662 pares de bases
distribuidos ao longo de 3 éxons, pode ser visualizada. Esse transcrito se localiza no
cromossomo 12ql4. A andlise da seqii€ncia desse transcrito revelou a auséncia de

uma fase aberta de leitura, podendo tratar-se de um RNA nao codificante.

ACGCGGGGGACGCACGGTGTTCTGGGAGGAGTTACGGAGGCAGGGTTGTGGTTGCTGGCTGTTACCAGGACAACCGGAGGCGATT
GACCGTTATCTGCGGTTTGGAGCCGTTAGCGGGAGAGGCAGAGATATTCAGAGGTCTTTTAGGATGCGCTAAAGGGTCGTGAGGG
CTCTCTTAAAATTTTCTTCACAAGCGGCTATCCAGTCGTGCCCCGCGGCCCTGCTGCTGGCCCCGGGGATCTGAGTCGTACCCTC
TTGTTTTTCTCTGAGTCAGTCTTAAGGTGAAATGAAGTGTGGCCCAGTGGCTCCTCACTGTCGCTTCTCTAGTTTTCTGCCTCCT
TTTAGAAAATTGAATTGAAAAGACAGGATGAAGTGGACACAGCATGTGAAGACAATTCTGTTCAAGAAGTTTGGCTGTCAAGGAA
ACAGAGAATGTGCTAAAGAACATACAGACACAGAGCAGACAGGCCACCTTTGCAACCACATGGAGGTTTGTCTGATATTGAAGCT
AAGGAAGCTAAGCTGGAAGACAGAGAGACCAAGTCCTGATGACATTGTTTGAACCCAGAGATCCAGACATGCCTGAAAACTAGTT
TTACCACTGGACTTATCCGTTGAATGAGCCAATAAACTCTCTTTTATACTTAAAAAAAAAAAAAAAA

N

Legenda: A seqiiéncia completa do transcrito correspondente a tag 44 foi gerada a partir da
montagem entre as seqiiéncias geradas por RACE e as seqiiéncias obtidas por meio de MPSS-GLGI.
Em vermelho, estd representado o sitio da enzima Dpnll e, em azul, a seqiiéncia da rag de MPSS.

Figura 24 - Seqiiéncia consenso do transcrito correspondente a tag 44.

Durante muito tempo, os RNAs foram considerados moléculas acessodrias
envolvidas apenas nos processos de transcri¢do e traducdo. Entretanto, nas ultimas
décadas, diversas evidéncias tém mostrado que as moléculas de RNA sio bastante
versdteis e desempenham outras fun¢des nas células eucaridticas. Essa versatilidade
se deve, principalmente, as propriedades quimicas do RNA, as quais possibilitam a
formagdo de estruturas tercidrias capazes de desempenhar funcdes até entdo
conferidas apenas as proteinas (SZYMANSKI et al. 2003).

O término do seqiienciamento do genoma humano revelou a existéncia de
uma pequena fragdo de seqiiéncias codificadoras. Estima-se que mais de 98% da
fracdo transcrita do genoma dos eucariotos, seja constituido por moléculas de RNA

que ndo codificam proteinas. As moléculas de RNA ndo codificantes t€ém sido
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envolvidas em diferentes mecanismos moleculares e celulares que ocorrem nas
células eucaridticas tais como inativagao do cromossomo X, manuten¢do da estrutura
da cromatina, imprinting gendmico, etc. Alteracdes nos niveis de expressdo dos
RNAs ndo codificantes tém sido detectadas em doencas complexas como o cancer. O
transcrito nao codificante BC200 (200 pares de bases), por exemplo, localiza-se no
brago curto do cromossomo 2 e sua super-expressao estd associada, entre outros tipos
de cancer, ao carcinoma invasivo de mama. Esse transcrito apresenta expressao
restrita ao tecido tumoral e, por essa razao, tem sido considerado um novo marcador
molecular para identificar tumores com pior progndstico (SZYMANSKI et al. 2003;
COSTA 2005). Com base nessas informagdes, pode-se perceber que os RNAs nao
codificantes estdo emergindo como uma classe de transcritos funcionais nos
organismos eucariotos. Cada vez mais, esses transcritos estdo sendo associados a
processsos moleculares e celulares que ocorrem em eucariotos, € seus mecanismos de
desregulacdo (delecdo, super-expressdo ou down-regulacdo) precisam ser
esclarecidos. Por essa razdo, a identificacdo e a caracterizacdo de novos transcritos
nao codificantes representam um grande avanco no sentido de compreender o papel
desempenhado por essas moléculas de RNA, ndo apenas nos processos fisioldgicos
normais, como também em processos complexos que ocorrem em doengas como o

cancer.
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4.6 CARACTERIZACAO DE TRANSCRITOS ANTISENSE

REGULADOS POR C-ERBB2

Dentre os 41 fragmentos 3° de cDNA obtidos por meio da técnica de MPSS-
GLGI, 5 fragmentos representaram provaveis transcritos antisense. Cada uma das
seqiiéncias geradas, a partir dos fragmentos acima mencionados, foi analisada por
meio do programa BLAST, e apresentou alinhamento com seqiiéncias de transcritos
conhecidos depositadas no GenBank, com alto nivel de similaridade, porém na
orientagdo oposta (3’ - 5°). Para quatro dos cinco fragmentos, houve identificacao de
cauda poli A e um deles apresentou sinal de poliadenilagdo, sugerindo que essas
seqiiéncias eram derivadas de transcritos antisense localizados na fita oposta da
seqiiéncia conhecida (Tabela 17). A figura 25 mostra os alinhamentos obtidos para os
transcritos antisense.

Segundo os dados iniciais de MPSS, os transcritos correspondentes as tags 12
e 46 apresentam maior nivel de expressdo na linhagem HB4a-C5.2 em relagao a
linhagem HB4a enquanto os transcritos correspondentes as tags 57, 69 e 70
apresentam maior nivel de expressdo na linhagem HB4a em relagdo a linhagem

HB4a-C5.2.
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N

Tabela 17 - Caracterizagdo dos transcritos antisenses quanto
poliadenilacdo e cauda de poli A.

presenca de sinal de

Transcritos Sinal de poliadenilacdo Cauda de Poli A
12 Nao Sim
46 Nao Sim
57 Sim Sim
69 Nao Nao
70 Nao Sim

A - Fragmento de GLGI-MPSS - tag 12

GATCTCTCAGTAAACTTCAGTTTGAAACAACAAAAAAATACTGTTTACTAAAACATAAAAAATGTTTCCAAGAAATTATCATCCA
ATTTGAAAAAAAAAAAAAAA

B - BLAST NR
gi134222132|ref|NM_030755.3| Homo sapiens thioredoxin domain containing (TXNDC), mRNA
Length = 2473

Score = 137 bits (69), Expect = le-29
Identities = 83/90 (92%)
Strand = Plus / Minus

Query: 87 gatctctcagtaaacttcagtttgaaacaacnnnnnnntactgtttactaaaacataaaa 146

Sbjct: 1703 gatctctcagtaaacttcagtttgaaacaacaaaaaaatactgtttactaaaacataaaa 1644

Query: 147 aatgtttccaagaaattatcatccaatttg 176

FEETEEEEET T Err et
Sbjct: 1643 aatgtttccaagaaattatcatccaatttg 1614

A - Fragmento de GLGI-MPSS - tag 46
GATCCAAAAATTCTTTACTCAGTCACACAACAAATGAGGTAATATTTGTATGTAAGT TTCACCTTTTGTCATTTTTTTCTCTTTT
GGAAAAATGAAAGAAAAAAGTGTATATGCTTTCCTTCTCCCTGGAAATATGCACAAGGGATGGGGTAAAACAGTATTGAAGACCT
CATGGCTTTCTTTGCAATTTAAAACATTTGCAAATGAATAACCAACTAATTCCACTTGAAAAGATAAAACAAAAAAAARAAAG

B - gi|40317625|ref|NM_003246.2| Homo sapiens thrombospondin 1 (THBS1), mRNA
Length = 5820

Score = 426 bits (215), Expect = e-116

Identities = 232/240 (96%)

Strand = Plus / Minus
Query: 29 gatccaaaaattctttactcagtcacacaacaaatgaggtaatatttgtatgtaagtttc 88
Sbjct: 5250 gatccaaaaattctttactcagtcacacaacaaatgaggtaatatttgtatgtaagtttce 5191
Query: 89 accttttgtcannnnnnnctcttttggaaaaatgaaagaaaaaagtgtatatgctttcct 148
Sbict: 5190 ACCELTgLeatcEttrtotettitosaraaataaaagassssagtatatatactiteet 5131
Query: 149 tctccctggaaatatgcacaagggatggggtaaaacagtattgaagacctcatggetttce 208
Sbjct: 5130 tctccctggaaatatgcacaagggatggggtaaaacagtattgaagacctcatggettte 5071
Query: 209 tttgcaatttaaaacatttgcaaatgaataaccaactaattccacttgaaaagataaaac 268

FEETEErrrrr e e e e et et e et et
Sbjct: 5070 tttgcaatttaaaacatttgcaaatggataaccaactaattccacttgaaaagataaaac 5011
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A - Fragmento de GLGI-MPSS - tag 57
GATCCTAGAATCGGTGACAACCTGGTCTTTGCCTTATTCTCAGCAAATTCCAAGCTACTGATATCTTTGAGACGAGCCTTGTATT
TATTCATTTGTTCCACAACAATCAGTTCCACACAAGTGGTAGTCTTACTGATGTCCTGTACACTTTGTAGTGGGTCAGTGGTGTC
AGGGCAGCGGAGAATGCAGGGCGCARACACAATGGCCARAGCATTAGCAGACATTCGATTAGTGTCTTCCTGCAGAGCAATCCTA
AGAATTAAAACAAAAAAAAAAAAAA

B - gil5902011|ref|NM_006901.1| Homo sapiens myosin IXA (MYO9A), mRNA
Length = 8473

Score = 482 bits (243), Expect = e-133
Identities = 246/247 (99%)
Strand = Plus / Minus

Query: 84 gaatcggtgacaacctggtctttgceccttattctcagcaaattccaagctactgatatctt 143

FEEEE rrrrrrrrrrr e et r et et e e e
Sbjct: 7068 gaatcagtgacaacctggtctttgccttattctcagcaaattccaagctactgatatcectt 7009

Query: 144 tgagacgagccttgtatttattcatttgttccacaacaatcagttccacacaagtggtag 203
Sbjct: 7008 tgagacgagccttgtatttattcatttgttccacaacaatcagttccacacaagtggtag 6949
Query: 204 tcttactgatgtcctgtacactttgtagtgggtcagtggtgtcagggcagcggagaatge 263
Sbjct: 6948 tcttactgatgtcctgtacactttgtagtgggtcagtggtgtcagggcagcggagaatge 6889
Query: 264 agggcgcaaacacaatggccaaagcattagcagacattcgattagtgtcttcctgcagag 323
Sbjct: 6888 agggcgcaaacacaatggccaaagcattagcagacattcgattagtgtcttcecctgcagag 6829

Query: 324 caatcct 330
I
Sbjct: 6828 caatcct 6822

A - Fragmento de GLGI-MPSS - tag 69
GATCAGTTCTTGCAGTCCTGGCGGCATGAACTCCTTCAATTTCTCAGGCACAGTGATGCCCTTCTCTGTCTGGTAGTTCTCCAGG
ATGGCGCAGATGGTACGGGTAGTGGCGCACATGGTAGCATTGAGCATATGGACAAACTCCACCTTGTCCATCATCTTCTTGGTTT
GCCCATATCGGATTCGAAGCGGCCGCTCTAGATAGTAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGAAGCATGCGACGTCGGE
CCCAATTCGCCCTATAGTGAGCCGTNATAAANNNNNNNN

B - gi|16306547|ref|NM_006513.2|Homo sapiens seryl-tRNA synthetase (SARS),mRNA Length
= 1942

Score = 377 bits (190), Expect = e-101
Identities = 190/190 (100%)
Strand = Plus / Minus

Query: 80 gatcagttcttgcagtcctggcggcatgaactccttcaatttctcaggcacagtgatgee 139

FEETEEEEErr et e et r et e et e b e et
Sbjct: 1479 gatcagttcttgcagtcctggcggcatgaactccttcaatttctcaggcacagtgatgee 1420

Query: 140 ggtagttctccaggatggcgcagatggtacgggtagtggcgcacatggt 199
\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H\\\\\\\\\H
Sbjct: 1419 cttctctgtctggtagttctccaggatggcgcagatggtacgggtagtggcgecacatggt 1360

Query: 200 agcattgagcatatggacaaactccaccttgtccatcatcttcttggtttgeccatatecg 259

FEETEEEErrr et e et r ettt e e e et
Sbjct: 1359 agcattgagcatatggacaaactccaccttgtccatcatcttcttggtttgcecccatatcg 1300

Query: 260 gattcgaagc 269
FETTTEET
Sbjct: 1299 gattcgaagc 1290
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A - Fragmento de GLGI-MPSS - tag 70
GATCTGACAGTGGTCACATCCTGTGCAAAAAACTTGATACAAAAATGATAGCACATGGTATCTGAGCTGCTTACATTACAAGAAA
ARGGARATACAGTAGCTGARATATGGCACTCCTGGGAATCAACTTCTAAACCAAATAGAATGCCTTTGAAATGATTAAATTTATT
TGTGTATTAGTAAGAAAGCCCCACCACCATAAATAGTACAATATTTAAAAAAAAAAAAAARAAAAA

B - gi|7656909 |ref |NM_014382.1| Homo sapiens ATPase, Ca++ transporting, type 2C,
member 1 (ATP2C1),
mRNA

Length = 3637

Score = 428 bits (216), Expect = e-117

Identities = 216/216 (100%)

Strand = Plus / Minus
Query: 80 gatctgacagtggtcacatcctgtgcaaaaaacttgatacaaaaatgatagcacatggta 139
Sbijct: 3567 gatctgacagtggtcacatcctgtgcaaaaaacttgatacaaaaatgatagcacatggta 3508

Query: 140 tctgagctgcttacattacaagaaaaaggaaatacagtagctgaaatatggcactcctgg 199

Sbjct: 3507 tctgagctgcttacattacaagaaaaaggaaatacagtagctgaaatatggcactcctgg 3448

atgattaaatttatttgtgtattag 259
FEETTEEEETrrr el
atgattaaatttatttgtgtattag 3388

Query: 200 gaatcaacttctaaacca
\\\\\\\\\\\\\\\\

o+ —
Q —Q
Q—a
aQa—a
o —
o+ —
o+ —
Q —Q
0 — 0
0 — 0

\
Sbjct: 3447 ga

Query: 260 taagaaagccccaccaccataaatagtacaatattt 295
FEETTEEEEEr et ettt
Sbijct: 3387 taagaaagccccaccaccataaatagtacaatattt 3352

Legenda: Em (A) estdo, representadas as seqiiéncias dos 5 fragmentos gerados por MPSS-GLGI. Em
vermelho, estd representado o sitio da enzima Dpnll e, em azul, a seqiiéncia da tag de MPSS. Em (B),
estdo representados os alinhamentos obtidos por meio da andlise da seqiiéncia de cada transcrito por
meio da utilizagdo do programa BLAST.

Figura 25 - Andlise dos fragmentos gerados por MPSS-GLGI que correspondem a

transcritos antisense.

Com o objetivo de comprovar a existéncia dos transcritos antisense, 0S
mesmos foram validados experimentalmente. Para tanto foi utilizada a técnica de
RT-PCR fita especifica. Essa metodologia baseou-se na utilizacdo apenas do
iniciador complementar ao transcrito que se quer estudar durante a sintese da
primeira fita de cDNA.

Foram realizadas quatro reagcdes de sintese de cDNA fita especifica para a
validacdo de cada um dos transcritos antisense. Na primeira reacdo, foi utilizado

apenas o iniciador complementar ao transcrito sense. Na segunda reagdo, foi utilizado



136

apenas o iniciador complementar ao transcrito antisense. A terceira reagdo ocorreu
em presenga apenas do iniciador complementar ao transcrito antisense, porém na
auséncia da transcriptase reversa. A quarta reagdo, ao contrario da terceira, ocorreu
na auséncia do iniciador complementar ao transcrito antisense, porém na presenca da
enzima transcriptase reversa. A primeira reacdo realizada, representou o controle
positivo, e nos permitiu avaliar a expressdo do transcrito sense e as duas ultimas
reacOes descritas foram realizadas como controles negativos do experimento, de
modo a garantir a auséncia de contaminacdo gendmica e a auséncia de formacao de
estruturas secunddrias durante a sintese de cDNA. O gene GAPDH foi utilizado
como controle da PCR fita especifica, pois esse gene ndo apresenta um gene
antisense.

Em seguida, foi realizada uma PCR e, de acordo com o esperado, na primeira
reacdo, foi possivel visualizar a amplificacdo do transcrito sense. Na segunda reagao,
que ocorreu na presenga apenas do iniciador complementar ao transcrito antisense,
foi possivel visualizar a amplificagao de um fragmento, confirmando a existéncia do
antisense. Na terceira reacdo, que ocorreu na auséncia da transcriptase reversa,
nenhum fragmento foi amplificado, garantindo a auséncia de contaminagdo
genOmica. Finalmente, a quarta reacdo que ocorreu na presenca da transcriptase
reversa, também nao apresentou amplificagdo de nenhum fragmento. Esse resultado
confirmou a auséncia de formacdo de estruturas secunddrias durante a sintese de
cDNA, as quais poderiam servir como iniciadores para a transcriptase reversa. Apos
a realizacdo da RT-PCR fita especifica, foi possivel confirmar a existéncia de quatro

entre os cinco transcritos antisense. Apenas o transcrito correspondente a tag 57 nao



137

foi validado, uma vez que o tamanho do fragmento obtido ndo correspondeu ao

tamanho esperado. Os dados descritos acima podem ser visualizados na Figura 26.

Antisense 12

—_— p

M1 2 3 4no

Antisense 57

300 b
P —> 247 bp
200 bp

M1 2 3 4no

Antisense 46
200 bp
M 1 2 3 4 no

Antisense 69

ro0vr _
200 bp —+ 185bp

M 1 2 3 4no
Antisense 70 GAPDH
300 bp 300 bp
M 123 4 no M1 2 3 4 no

Legenda: Validacido experimental dos transcritos antisense ¢ GAPDH. (1) presenca de transcriptase
reversa e iniciador complementar ao transcrito sense; (2) presenca de transcriptase reversa e iniciador
complementar ao transcrito antisense; (3) auséncia de transcriptase reversa e presenga de iniciador
complementar ao transcrito antisense; (4) presenca de transcriptase reversa e auséncia de iniciador
complementar ao transcrito antisense. Em vermelho, estdo representados os tamanhos esperados para
os fragmentos amplificados. Os fragmentos foram analisados em gel de agarose 1% e foram corados
com brometo de etideo. O padrdo de peso molecular utilizado é o 100bp.

Figura 26 - RT-PCR fita especifica.

Entre os quatro transcritos antisense que tiveram sua existéncia confirmada,
os transcritos correspondentes as fags 12 e 46, ambos superexpressos na linhagem
celular HB4a-C5.2 em relacdo a linhagem HB4a, apresentaram similaridade com dois
transcritos sense envolvidos com expressdo génica, transducdo de sinal e proliferagao

celular.
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O transcrito correspondente a tag 12 apresentou similaridade com o transcrito
sense que contém um dominio tireodoxina (TXNDC — NM_030755). Esse transcrito,
que representa um dos membros de uma familia gé€nica que contém dominio
tireodoxina, estd localizado no cromossomo 14q22.1 e possui 2.473 pares de bases. A
seqiiéncia completa desse transcrito apresenta uma evidente estrutura de splicing
quando alinhada com a seqiiéncia gendmica, sendo formada por 8 éxons. As
seqiiéncias correspondentes a esse transcrito foram agrupadas no UniGene cluster
Hs.125221. O transcrito TXNDC apresenta uma fase aberta de leitura composta por
280 aminoécidos que codifica uma proteina transmembrana. A proteina tireodoxina
foi identificada originalmente em Escherichia coli e estd evoluciondriamente
conservada desde procariotos até os eucariotos superiores. Essa proteina estd
envolvida em diversos processos celulares incluindo expressao génica, transdugao de
sinais e proliferacdo. Além disso, a tireodoxina também modula a atividade de
ligacdo de fatores de transcricdo, tais como NFKB e proteina de ativacdo 1, ao DNA
(MATSUO et al. 2001).

O transcrito correspondente a fag 46, apresentou similaridade com o transcrito
sense trombospondina 1 que localiza-se no cromossomo 15q15 e possui 5.819 pares
de bases. A seqiiéncia completa desse transcrito também apresenta evidente estrutura
de splicing, sendo formada por 22 éxons. As seqii€éncias que correspondem a esse
transcrito foram agrupadas no UniGene cluster Hs.164226. A trombospondina 1 é
uma glicoproteina secretada que estd associada a matrix extracelular e possui
diversas fungdes bioldgicas, incluindo uma potente atividade angiogé€nica. Essa
proteina € sintetizada e secretada ndo apenas pelas plaquetas como também pelas

células endoteliais, fibroblastos, células musculares lisas e pneumdcitos. Em 2001,



139

Rodriguez-Manzaneque e colaboradores, realizaram um estudo para avaliar a
participacdo do inibidor endégeno de trombospondina 1 na progressao tumoral. Para
tanto, foi gerado um camundongo com auséncia do gene da trombospondina ou com
super-expressdo desse gene na glandula mamadria. Os resultados desse estudo
revelaram que a auséncia da trombospondina, resulta em aumentada associacdo do
fator de crescimento endotelial vascular com seu receptor e com altos niveis de
matrix metaloproteinase 9 ativa (molécula que favorece tanto angiogénese como
invasdo tumoral). Por outro lado, a super-expressdo de trombospondina mostrou
retardar o desenvolvimento do tumor. Estudos clinicos revelaram que a expressao de
trombospondina estd inversamente correlacionada com a progressio maligna em
cancer de mama, melanoma e carcinoma de pulmao. Esses achados dao suporte a
hipétese de que a hipdtese de que a trombospondina inibe o crescimento tumoral por
meio de mecanismos anti-angiogénicos. (RODRIGUEZ-MANANEQUE et al. 2001).

Dados da literatura baseados em estudos experimentais atribuem algumas
provaveis funcdes aos trancritos antisense. Esses trancritos podem, basicamente,
contribuir para a regulacdo da expressdao gé€nica por meio de trés principais
mecanismos: (1) degradacao de um RNA alvo, pela formagao de fragmentos de RNA
dupla fita que servirdo de substrato para a degradacdo do mRNA homdlogo; (2)
regulacdo do mecanismo de splicing do pré mRNA; ou, ainda, (3) pela alteracdo do
controle do mecanismo de traducao (LEHNER et al. 2002; SHENDURE e CHURCH
2002, LAVORGNA et al. 2004). Devido aos mecanismos acima citados, por meio
dos quais os trancritos antisense podem regular a expressao génica, torna-se possivel
associar alteracbes no mecanismo de transcricdo desses trancritos € O

desenvolvimento de doencas. Até o momento existem poucos trabalhos que
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comprovam a associa¢do entre transcritos antisense e cancer. Entretanto, os dados
gerados por SHENDURE e CHURCH (2002) sugerem que trancritos antisense que
apresentam niveis de expressdo elevados em tecidos tumorais podem desempenhar
um importante papel com relagdo a supressao do potencial gene supressor de tumor
sense. Em um outro trabalho, uma plataforma de cDNA microarray foi enriquecida
para trancritos antisense intrOnicos com o objetivo de avaliar o papel biologico
desses trancritos em cancer de prostata. Os resultados desse trabalho revelaram que
uma grande fracdo dos transcritos antisense intronicos foram correlacionados com o
grau de diferenciagdo dos tumores de prdstata quando comparados aos transcritos
oriundos de regides gendmicas ainda ndo anotadas ou transcritos provenientes de

éxons de transcritos conhecidos (REIS et al. 2004).
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5  CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar transcritos
diferencialmente expressos entre as linhagens celulares de mama HB4a e HB4a-C5.2,
que expressam diferentes niveis do oncogene c-erbB2. Para tanto foi utilizada uma
nova metodologia para andlise global da expressdao génica denominada MPSS
(Massively Parallel Signature Sequencing). O MPSS € uma técnica bastante robusta
que além de gerar um grande volume de dados, favorece a realizagdo de andlises
estatisticas, a caracterizacdo de transcritos diferencialmente expressos e a
identificacdo de transcritos pouco abundantes e geralmente ainda ndo caracterizados.
Por essas razdes, essa metodologia vem sendo cada vez mais utilizada ndo apenas
para a identificacdo de novos transcritos humanos como também de outros
organismos, contribuindo para a caracterizagao de novos genomas.

Uma limitacdo do MPSS refere-se ao pequeno tamanho das fags geradas, e
em nosso trabalho, essa limita¢ao foi solucionada por meio da adaptagcdo da técnica
GLGI (Generation of Longer cDNA fragments from SAGE tags for Gene
Identification) para a extensdo de tags de MPSS. A técnica GLGI foi desenvolvida
recentemente (2002), com o objetivo de estender as tags de SAGE a fragmentos 3’ de
cDNA. O GLGI representa uma abordagem extremamente util para que as
informacdes geradas por SAGE ou MPSS, possam ser utilizadas na validacdo
experimental e caracterizagdo de novos transcritos. A metodologia do GLGI-MPSS,
adaptada nesse trabalho, pode ser utilizada para qualquer organismo, sendo de

especial importancia para aqueles que possuem um nimero reduzido de sequéncias
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transcritas caracterizadas e depositadas em banco de dados publicos e
consequentemente um nuimero significativo de tags 6rfas nas andlises de MPSS.

A combinacdo entre as técnicas de MPSS e GLGI, utilizadas neste trabalho,
nos permitiu identificar 10 extensdes 3’ especificas, 5 transcritos antisense, 3
transcritos polimoérficos, nos quais a presenca de SNPs gerou tags de MPSS
alternativas, 2 formas de poliadenilacao alternativa e fags de MPSS artefatuais.

A expressdao diferencial das 10 extensdes 3’ especificas e dos 3 transcritos
correspondentes a rags geradas por SNPs, foi avaliada por meio de PCR em Tempo
Real e dentre os 13 transcritos analisados, 5 transcritos apresentaram expressao
diferencial entre as linhagens, sendo 4 transcritos super-expressos na linhagem
HB4a-C5.2 em relacdo a HB4a. Esses resultados foram confirmados, por meio de
PCR em Tempo Real, em amostras tumorais c-erbB2 positivas e negativas, sugerindo
a existéncia de uma correlacdo entre a super-expressao do oncogene c-erbB2 e a
expressao aumentada dos novos transcritos.

A super-expressdo do oncogene c-erbB2 ocorre em aproximadamente 30%
dos carcinomas de mama e estd associada a um pior progndstico. No entanto, os
mecanismos moleculares de atuacdo desse oncogene no cancer de mama
permanecem pouco compreendidos. Além disso, diversas pesquisas t€ém demonstrado
que apenas parte das pacientes com cancer de mama, que apresentam super-
expressdo de c-erbB2, respondem aos tratamentos convencionais disponiveis. Por
essa razdo a identificagdo de transcritos regulados por c-erbB2 bem como o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas t€m atraido a atengdo de diversos
grupos de pesquisa. Os transcritos identificados no presente trabalho, podem

representar novos marcadores moleculares para o diagndstico ou prognéstico do
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cancer de mama ou ainda podem estar envolvidos em mecanismos de resisténcia a
drogas, podendo tornarem-se alvos terapéuticos.

Um grande obstaculo para o sucesso do tratamento do cancer, € a resisténcia
intrinseca ou adquirida pelos tumores aos agentes citotoxicos utilizados no
tratamento. Atualmente existem dois tipos principais de inibidores de c-erbB2 em
uso clinico: os anticorpos humanizados como por exemplo a Herceptina, que agem
diretamente sobre o dominio extracelular do c-erbB2, e as moléculas inibidoras de
atividade tirosina quinase. Sabe-se que apenas a super-expressdao do oncogene c-
erbB2 ndo ¢ suficiente para induzir resisténcia a drogas em células de mama normal,
sugerindo que a alteracdo na quimiosensibilidade das células depende nao apenas do
nivel de expressdao de c-erbB2, como também da interacdo desse oncogene com
outros transcritos presentes na célula tumoral.

Nesse contexto, um dos novos transcritos identificado, neste trabalho, merece
atencao especial. Trata-se do SIGIRR, uma proteina transmembrana que pertence a
super-familia de receptores de interleucina 1 e que regula negativamente a via de
sinalizagdo mediada por essa citocina. Neste trabalho, a super-expressao do SIGIRR
foi associada a super-expressdo do oncogene c-erbB2 e pode representar um
mecanismo de escape do sistema imune uma vez que a super-expressdo de um
antagonista da interleucina 1, reduz a atividade bioldgica da interleucina 1,
conseqiientemente reduz a sinalizagdo mediada por essa citocina, levando a uma
reducdo da resposta imune. A exemplo de outros receptores transmembrana, a
proteina codificada por esse transcrito pode representar um novo alvo terapéutico,

podendo dar origem, por exemplo, ao desenvolvimento de um novo anticorpo.
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Uma vez que nao foi observada a ocorréncia de uma correlagcdo perfeita entre
a super-expressao de c-erbB2 e a expressdo aumentada dos 4 novos transcritos, a
realizacdo de estudos funcionais se mostra muito importante para que o papel
desempenhado por esses trasncritos, durante o desenvolvimento do tumor de mama,
possa ser elucidado. Nesse sentido, dar-se-4 continuidade a esse estudo, em um
primeiro momento confirmando o envolvimento desses novos transcritos nas vias de
sinalizagdo associadas ao oncogene c-erbB2. Para tanto, avaliar-se-4& o impacto
causado pelo uso de inibidores de c-erbB2, anticorpo monoclonal Herceptina, e
inibidores de vias clédssicas de sinalizacdo reguladas por esse oncogene (PI3K,
MAPK e PKC) no nivel de expressdo dos novos transcritos diferencialmente
regulados por c-erbB2.

Posteriormente, serd analisada a ocorréncia de alteracdes fenotipicas
relacionadas ao processo de formagdo tumoral, na linhagem celular de mama HB4a
transfectada com os novos transcritos diferencialmente regulados por c-erbB2. O
fendtipo resultante serd analisado experimentalmente in vitro, por meio de ensaios
funcionais que determinardo a capacidade desses transcritos quanto a promover
proliferacdo, migracdao e morte celular. Além disso, serdo realizados ensaios in vivo,
para verificar a capacidade tumorigénica da linhagem HB4a transfectada com os
novos transcritos diferencialmente regulados por c-erbB2, utilizando camundongos
atimicos que serdo injetados com células que super-expressam os transcritos de

interesse.
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CONCLUSOES

A partir da padronizacao da técnica de GLGI-MPSS foi possivel estender 83
tags o6rfas de MPSS e para 41 dessas tags selecionadas, pdde-se obter um
fragmento bem definido;

As seqiiéncias desses 41 fragmentos foram analisadas e nos permitiram
identificar 10 extensdes 3~ especificas, 5 transcritos antisense, 3 tags de
MPSS alternativas que correspondem a transcritos polimoérficos, 2 formas de
poliadenilacdo alternativa e 5 rags de MPSS artefatuais;

As andlises das 10 extensdes 3’ especificas e das 3 tags correspondentes a
SNPs, por meio de PCR em Tempo Real, indicaram que 5 transcritos sio
diferencialmente expressos entre as linhagens HB4a e HB4a-C5.2, sendo 4
transcritos mais expressos na linhagem HB4a-C5.2;

As andlises realizadas, por meio de PCR em Tempo Real, para avaliar o nivel
de expressdo dos 4 transcritos em amostras tumorais de mama c-erbB2
positivas e negativas revelaram uma a associ¢io entre a super-expressao do
oncogene c-erbB2 e a expressao aumentada dos novos transcritos. Porém, a
diferenca no nivel de expressdo dos novos transcritos nas amostras tumorais
foi estatisticamente significativa apenas para 2 transcritos.

A seqiiéncia completa de um dos transcritos, com expressao aumentada na
linhagem HB4a-C5.2, foi gerada por meio da técnica de RACE, porém esse
transcrito nao apresentou nenhuma fase aberta de leitura sugerindo tratar-se

de um RNA nio codificante;
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Dentre os 5 transcritos antisense identificados por meio do MPSS-GLGI, foi
possivel confirmar a existéncia de 4 transcritos por meio de RT-PCR fita
especifica, sendo 2 transcritos mais expressos na linhagem HB4a-C5.2 em

relagc@o a linhagem HB4a.
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