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RESUMO

Dellamano, M. Identifica¢io de marcadores moleculares para o cincer de mama
por meio da andlise da expressdo gémica. Sdo Paulo; 2004. [Dissertagdo de
Mestrado-Fundacao Antonio Prudente].

O cancer de mama ¢ a neoplasia mais freqiiente que acomete as mulheres do
mundo todo. Embora exista um consideravel progresso no diagndstico precoce e no
tratamento desse tipo de tumor, a mortalidade por essa doenga ainda permanece
relativamente alta. Tumores de mama com aparentemente o mesmo tipo histologico e
estadiamento variam amplamente em sua resposta as terapias disponiveis. A
identificagdo de genes diferencialmente expressos no cancer de mama em relagao ao
tecido normal € de extrema importdncia para o entendimento da biologia do processo
de tumorigénese e na identificagdo de novos potenciais marcadores de diagndstico,
prognostico e no desenvolvimento de alvos terapéuticos. Neste trabalho, a analise do
perfil da expressdo génica por meio de utilizagdo dos dados disponibilizados pelo
banco de SAGE resultou na identificagdo de 175 genes, os quais apresentaram um
aumento da expressdo de pelo menos quatro vezes em relagdo ao tecido normal.
Levando-se em consideragio a fungdo celular, o processo biolégico em que o gene
esta envolvido, a disponibilidade de anticorpos comerciais, e a localizagdo celular,
dezenove genes (ALPPL2, BIRCS, CAD, CELSR2, CTSF, DGCRG6, EFNA4, EI24,
FN3KR3, GATA3, GATA4, HMG20B, PTPRF, QSCN6, SCARB2, STARDIO,
ZC3HDCI, KIAA0I41 e KIF22) foram selecionados para terem sua expressdo
diferencial avaliada por meio de RT-PCR em tempo real em vinte e duas amostras de
tecidos tumorais de mama, em estagio inicial de desenvolvimento da doenga
(menores do que dois centimetros) € em uma mistura de amostras ndo tumorais. A
quantificagdo da expressdo desses genes revelou que onze deles (4LPPL2, CELSR2,
FN3KR3, GATA3, GATA4, HMG20B, PTPRF, QSCN6, SCARB2, STARDIO ¢
ZC3HDCI) apresentaram-se com aumento da expressao de pelo menos duas vezes
em mais de 25% das amostras testadas, em relagdo a mistura de tecidos normais. Os
genes ALPPL2, CELSR2, GATA 3 e HMG20B, apresentaram aumento de expressao

em mais de 50% das amostras analisadas. A correlag@o entre o aumento de expressao



dos genes CELSR2, GATA3, GATA4 e KIAA0I4] e a positividade para a
imunodetec¢do de receptor de estrégeno se mostrou estatisticamente significativa
(com valores de p iguais a: 0,0270; 0,0223; 0,0146 e 0,0325, respectivamente). A
associagdo entre a expressdo do gene CELSR2 e a positividade para a imunodetecgdo
do receptor de progesterona se mostrou estatisticamente significativa (p=0,0278). Os
resultados apresentados no presente estudo demonstraram que a estratégia de escolha
de genes a partir da andlise de banco de dados publicos disponiveis on line foi
adequada, por terem sido validados como apresentando aumento de expressido por
meio de RT-PCR em tempo real mais da metade dos genes selecionados nas amostras
analisadas. Embora os resultados obtidos forne¢am indicios de uma provavel
correla¢do entre o aumento da expressao dos genes e o processo de tumorigénese de
mama, um estudo mais amplo, com um maior nimero de amostras sera necessario

para a confirmagdo dos achados.



SUMMARY

Dellamano, M. [Identification of breast tumor molecular markers by gene
expression analysis]. Sdo Paulo; 2004. [Dissertagdo de Mestrado-Fundagdo Antonio
Prudente].

Breast cancer is one of the most common malignancies and the main cause of
death among women. Although there have been a considerable progress on early
diagnosis and treatment, the rates of mortality due to breast cancer among women
remain still high. Breast cancer is characterized by an important histoclinical
heterogeneity, which makes difficult the selection of the most appropriate treatment
for each case. The identification of genes differentially expressed in breast cancer has
important implications in understanding the biology of breast tumorigenesis and in
the identification of new potential diagnostic and prognostic markers and in the
development of therapeutic targets. Expression profiling using the public serial
analysis of gene expression (SAGE) database resulted in the identification of 175
genes, which were at least 4 fold overexpressed in breast cancer SAGE libraries when
compared to the normal breast SAGE libraries. Considering the cell function,
biological processes in which the genes are involved, cell localization and the
commercial availability of antibodies, 19 candidate genes (ALPPL2, BIRCS5, CAD,
CELSR2, CTSF, DGCR6, EFNA4, EI24, FN3KR3, GATA3, GATA4, HMG20B,
PTPRF, OSCN6, SCARB2, STARD10, ZC3HDCI, KIAA0141 e KIF22) were selected
to have the differential expression tested by Real Time RT-PCR in 22 breast cancer
samples smaller than two centimeters compared to a pool of normal breast tissues.
Eleven of these genes (ALPPL2, CELSR2, FN3KR3, GATA3, GATA4, HMG20B,
PTPRF, QSCN6, SCARB2, STARDI0 and ZC3HDCI) showed a significant
overexpression of at least 2 fold in more than 25% of the breast tumor samples tested.
The genes ALPPL2, CELSR2, GATA 3 e HMG20B were found overexpressed in more
than 50% of the samples analyzed. The statistical analysis showed a significant
correlation between the overexpression of the genes CELSR2, GATA3, GATA4 and
KIAA0I41 and the estrogen receptor immunodetection (the p values were 0.0270;

0.0223, 0.0146, and 0.0325. respectively). The association between the



overexpression of CELSR2 and the progesterone receptor immunodetection was also
statistically significant (p=0.0278). These preliminary results suggest that data mining
of SAGE database seems to be an appropriate approach to identify differentially
expressed genes in breast tumors. The results also suggest that these genes may be
implicated in breast tumorigenesis, but further studies with larger series are needed to

confirm our findings.
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Anexo 1 Classificagdo clinica (TNM) para o cancer de mama baseada na
extensdo do tumor primario, na auséncia ou presenga e a extensdo de



metdstases em linfonodos regionais e a auséncia ou presenga de
metastase a distancia.

Anexo 2 Classificag@o patoldgica (pTNM) para o cancer de mama baseada na
extensdo do tumor primario, na auséncia ou presenga € a extensdo de
metastases em linfonodos regionais e a auséncia ou presen¢a de
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acordo com o sistema de Elston e Ellis.
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1 INTRODUCAO

1.1  CANCER DE MAMA

O céncer de mama ¢ a neoplasia mais freqiiente e leva ao maior numero de
mortes entre as mulheres do mundo todo. A grande sensibilidade as influéncias
endocrinas predispde este 6rgdo a numerosas condigdes patologicas. Este tipo de
cancer ¢ provavelmente o mais temido devido a sua alta incidéncia entre as mulheres
e sobretudo pelos efeitos psicologicos que afetam a percepgdo de sexualidade e a
propria imagem pessoal, uma vez que, em muitos casos, a forma de tratamento
empregada inclui a remocgdo parcial ou completa da mama.

O cancer de mama representa nos paises ocidentais uma das principais causas
de morte entre as mulheres. Nos EUA para o ano de 2004 foram estimados 215.990
novos casos e 40.110 mortes por este tumor (JEMAL et al. 2004). No Brasil, segundo
indices do Ministério da Saude, ele se encontra entre os dez tumores de maior
incidéncia na popula¢do feminina. Para o ano de 2003, foram estimados 41.610 novos
casos e 9.335 mortes por essa doenga entre as mulheres (www.inca.gov.br).

Os fatores de risco para o desenvolvimento do ciancer de mama podem ser:
genéticos (historia familial), hormonais, nutricionais, geograficos, ambientais e
relacionados a exposi¢do a radiagdo.

Os sintomas relacionados ao cancer de mama incluem a presenga de nodulo
na mama, acompanhado ou ndo de dor local. Podem também surgir altera¢des na pele

que recobre a mama e o aparecimento de nodulos na axila e descarga papilar. Os
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procedimentos basicos para o rastreamento e diagnostico do cancer de mama
compreendem o auto exame das mamas, exame clinico ¢ mamografia. Os
procedimentos auxiliares para o diagnostico sdo: a ultra-sonografia, o exame
citoldgico (pungdo aspirativa com agulha fina e citologia de descarga papilar) e o
exame histopatologico (bidpsia).

O tratamento classico para este tipo de cancer inclui a retirada da mama
comprometida e dos linfonodos regionais (génglios linfaticos da axila proximos a
mama afetada). Atualmente, quando possivel, os cirurgides tém realizado apenas a
retirada do quadrante da mama em que esta localizada a lesdo, juntamente com o
esvaziamento da axila do mesmo lado. Assim, além de resultados satisfatorios em
termos de sobrevida para a paciente, a obten¢do de um melhor efeito estético (uma
vez que o orgdo é parcialmente conservado) é alcangado, o qual exerce um
importante papel sobre os efeitos psicoldgicos causados nas pacientes devido ao
procedimento cirirgico. Com a constata¢do da importancia dos resultados estéticos
no tratamento do cancer de mama, cada vez mais novas técnicas de cirurgia pldstica
que permitem a reconstru¢do da mama tém sido desenvolvidas.

Outros tipos de tratamentos como: quimioterapia. radioterapia,
hormonioterapia e imunoterapia podem ser associados ou ndo ao tratamento
cirurgico, dependendo de cada caso da doenga.

A classificagdo pelo sistema TNM (Classification of Malignant Tumors)
desenvolvida e publicada pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) € o
método mais utilizado para a classificagdo de tumores malignos e a descrigdo de sua
extensdo anatdmica. E de extrema importancia o alcance de um consenso no registro

da informagéo precisa da extensdo da doenga para cada localiza¢do anatémica, pois a



descri¢do clinica juntamente com a classifica¢do histopatologica (quando possivel)
pode auxiliar o clinico no planejamento do tratamento, indicar prognostico, ajudar na
avaliacdo dos resultados do tratamento, facilitar a troca de informacdo entre
diferentes centros de tratamento e contribuir para a pesquisa.

O sistema TNM para descrever a extensdo anatdmica da doenga estd baseado
na avaliacdo de trés componentes:

T- a extens@o do tumor primario;

N- a auséncia ou a presenca e a extensdo de metastases em linfondos
regionais;

M-a auséncia ou presenca de metastase a distancia.

A classificagdo clinica designada TNM ou ¢TNM ¢ baseada em evidéncias
anteriores ao tratamento. Estas evidéncias surgem do exame fisico, diagnéstico por
imagem, endoscopia, exploragdo cirtirgica e outros exames relevantes. O Anexo 1|
apresenta o sistema de classificagdo clinica TNM para o cancer de mama (SOBIN e
WITTEKIND 1997). A classificacdo histopatolégica designada pTNM (pods-
cirurgica) ¢ baseada nas evidéncias obtidas do tratamento, suplementada ou
modificada pela evidéncia adicional alcan¢ada por meio da cirurgia e do exame
histopatologico. A avalia¢do histopatologica do tumor primdrio (pT) exige a sua
ressec¢do total ou parcial por meio de bidpsia para avaliar a maior categoria pT. A
avaliacdo histopatologica dos linfonodos regionais (pN) exige a remogdo
representativa de ndédulos para comprovar a auséncia de metastases em linfonodos
regionais (pNO) e suficiente para avaliar a maior categoria pN. No Anexo 2 encontra-

se representada a classificacdo pTNM para os tumores de mama.



Os critérios para estabelecer a graduagdo histologica do cancer de mama
segundo o sistema de classificagdo de Scarff, Bloom e Richardson modificado por
Elston e Ellis estdo descritos no Anexo 3 (SCHMITT 2000). Neste sistema, sdo
utilizados como parametros o grau de formagdo tubular, pleomorfismo nuclear e
indice mitético. De acordo com a intensidade de cada parametro (discreta, moderada
ou elevada) € atribuida uma pontuagdo de 1 a 3. A soma obtida pelos trés parametros
corresponde ao grau da neoplasia da seguinte forma: escore 3-5: grau I; escore 6 ou 7:
grau II; escore 8 ou 9: grau III. O grau histolégico tem como base a combinagdo de
parametros entre a razdo de indice mitdtico, grau nuclear e aparéncia morfologica
celular.

Os tipos histolégicos mais comuns do cdncer de mama incluem o carcinoma
ductal in situ (cuja sigla do inglés é DCIS) e o carcinoma ductal invasivo (POLYAK
2002). Pacientes com carcinoma ductal invasivo, na grande maioria dos casos,
exibem alta incidéncia de comprometimento axilar e evolugdo clinica desvaforavel,
quando comparadas as pacientes com tumores menos invasivos. No Anexo 4 estdo
apresentados os tipos histopatoldgicos de carcinomas mamarios (GREENE et al.
2002).

As informagdes hoje disponiveis em relagdo ao cancer de mama sdo ainda
insuficientes para a implementagdo de programas de preven¢do primaria, ou seja, que
evitem o surgimento da doenga. Sendo assim. a maioria dos esforgos ¢ direcionada a
agOes de detec¢ao precoce da doenga, a descoberta de tumores ainda pequenos (em
estagio de desenvolvimento inicial da doeng¢a), nos quais os recursos terapéuticos sio
mais eficazes e possibilitam a utililizagdo de tratamentos menos mutiladores e com

maior probabilidade de controle.



12 MARCADORES PROGNOSTICOS

Entre os fatores progndsticos mais importantes ¢ que podem potencialmente
influenciar a abordagem terapéutica das neoplasias destacam-se: o tamanho tumoral,
a idade, o grau histolégico, o envolvimento de linfonodos axilares e o status de
receptores hormonais.

O tamanho tumoral esté diretamente associado com a sobrevida das pacientes
(quanto mais precoce a detec¢do, maiores as chances de cura e a possibilidade do uso
de tratamentos menos agressivos) (FISHER et al. 1983). A idade ¢ um importante
fator de predi¢do de resposta a quimioterapia ou a terapia hormonal. Estudos tém
sugerido que mulheres com idade inferior a trinta e cinco anos geralmente apresentam
tumores de alto grau e possuem menor razdo de sobrevida (DE LA
ROCHEFORDIERE et al. 1993; NIXON et al. 1994). Diversos estudos tém
demonstrado a importancia do grau tumoral (principalmente em tumores de alto grau)
como fator preditivo de recorréncia tumoral. O grau histolégico esta relacionado com
a invasdo linfovascular, tumores que apresentam invasdo linfatica possuem pior
prognostico, mesmo na auséncia de metastase em linfonodos (SILVESTRINI et al.
1995; TODD et al. 1987). O envolvimento de linfonodos axilares ¢ um dos fatores de
prognostico melhores estabelecidos para o cancer de mama. Tanto o numero de
linfonodos envolvidos quanto o nivel de envolvimento linfonodal sdo preditores de
sobrevida. Pacientes sem o envolvimento dos lifonodos apresentam em sua grande
maioria, um prognostico favoravel (FISHER et al. 1983). O sratus de receptores

hormonais também € um importante fator de prognéstico para pacientes com cancer



de mama, pois estrogenos sdo constatados como fatores importantes na etiologia do
cancer de mama. Eles sdo considerados como potentes agentes mitogénicos para a
glandula mamaria normal e também como fatores de iniciagdo e promog¢ao da
carcinogénese mamaria (SCHMITT 1995; SOMMER e FUQUA 2001). Entretanto, a
auséncia de receptores de estrégeno (ER) no cancer de mama tem sido associada a
um fendtipo mais agressivo e resistente a terapia hormonal. Tem se tornado bem
estabelecido que pacientes com este fenétipo apresentam menor sobrevida livre de
doenga e menor sobrevida global, quando comparadas a pacientes portadoras do
fendtipo positivo para ER (que expressam receptores de estrégeno) (NAGAI et al.
1994). Todos estes fatores tém sido utilizados para classificar os carcinomas de mama
como carcinomas que provavelmente terdo um prognostico favoravel ou como
aqueles que se desenvolverdo de forma desfavoravel. No entanto, € praticamente
impossivel determinar o curso da doenga, inclusive nas pacientes que ndo apresentam
evidéncias de metastases axilares.

Atualmente, com a evolugdo dos meétodos diagnosticos para o cancer de
mama, a maioria dos tumores estdo sendo diagnosticados em um estagio precoce de
desenvolvimento da doenga. Técnicas recentes de diagnostico por imagem permitem
a detecgdo de 75% de todas as pacientes que possuem pequenos carcinomas invasivos
sem envolvimento de linfonodos axilares (COLPAERT et al. 2001). Entretanto, as
taxas de mortalidade em estagios avangados da doen¢a nido apresentaram redugdo
significativa, em conseqiiéncia da falta de terapias efetivas. Aproximadamente 25%
dessas pacientes provavelmente irdo morrer em conseqiiéncia da doen¢a (PORTER et

al. 2003a).



A maioria dos esforgos relacionados ao controle deste tipo de cancer esta
dirigida as agOes de detecgdo precoce, anterior ao comprometimento dos linfonodos
axilares, o que permite, nesta fase inicial, o uso de tratamentos menos agressivos e
com maior probabilidade de controle da doenga. Mesmo assim, nas pacientes com
linfonodos negativos, a recaida tumoral é de aproximadamente 30% em cinco anos de
acompanhamento (EARLY BREAST CANCER TRIALISTS' COLLABORATIVE
GROUP 1992).

Pacientes com cancer de mama em um mesmo estagio da doenc¢a possuem
diferentes respostas aos tratamentos, bem como uma diferente evolugdo clinica. O
tratamento por meio de quimioterapia e hormonioterapia reduz o risco de metastases
a distdncia em aproximadamente um terco, entretanto, uma parcela de cerca de 70 a
80% das pacientes que receberam este tratamento provavelmente sobreviveriam sem
a administracdo destes (VAN'T VEER et al. 2002).

Como as terapéuticas adjuvantes (por exemplo, quimioterapia e
hormonioteraria) apresentam intensos efeitos colaterais indesejaveis, seria importante
a utilizagdo de marcadores moleculares que pudessem diferenciar as pacientes com
bom progndstico e que ndo necessitam de tratamentos complementares, daquelas com
maiores probabilidades de desenvolver recorréncias e/ou metastases e que necessitam
de terapias adjuvantes.

Nos ultimos anos, inumeros grupos de pesquisa tém se empenhado
intensamente na busca por marcadores moleculares para o cancer de mama. Virios
marcadores tém sido estudados, dentre eles o oncogene c-erbB2 e o gene supressor de
tumor p53. Separadamente a expressdo de cada um destes genes, c-erbB2 e p33,

parece ndo apresentar valor progndstico. Entretanto, varios estudos tém demonstrado



que a presenga concomitante de alteragdes das duas proteinas esta fortemente
correlacionada com um progndstico ndo favoravel e presenca de recorréncia
(TAKIKAWA et al. 1994; BARBATI et al. 1997). O estudo de RUDOLPH et al.
(2001) demonstrou a associagio entre a detec¢do simultanea da expressdo de c-erbB2
e p33 por imuno-histoquimica e o aumento da proliferagdo celular no tumor e a

evolugdo prognostica desfavoravel.

1.3 ASPECTOS MOLECULARES

A progressdo de um tecido normal para o cancer é acompanhada por uma
série de alteragdes genéticas. Alteragdes na seqiiéncia de genes, nos niveis de
expressao e na estrutura de proteinas podem ser usadas como marcadores moleculares
para a detecgdo precoce do cancer, antes de manifestagdo clinica, permitindo dessa
forma o monitoramento da progressio da doenga ou a escolha da terapia e
determinagdo de progndstico (SIDRANSKY 2002).

A tumorigénese de mama ¢ um processo de multiplos passos, iniciando-se
com uma hiperplasia sem atipia, progredindo para lesdo "in situ", depois para
carcinomas invasivos e culminando em doenga metastatica (BECKMANN et al.
1997). A progressao do tumor ¢ dirigida por alteragdes genéticas somaticas. que se
refletem em alteragdes fenotipicas. bem como, em alteragdes nos perfis da expressao
génica (POLYAK 2001).

Diversos tipos de alteragdes genéticas ja foram descritas em tumores,
incluindo mutagdes pontuais (substituicdes, delegdes e inser¢des) e cromossomicas

(duplicagoes, translocagdes, insercdes e delegdes). Cerca de 5-10% dos casos de



cancer de mama e ovario podem ser associados a mutagdes na linhagem germinativa.
Em 1990 foi identificado o gene BRCA ., mutagdes neste gene sio responsaveis por
aproximadamente metade de todos os casos familiares de cancer de mama e ovario
(HALL et al. 1990). Em 1995, WOOSTER et al. identificaram um gene no
cromossomo 13 com seis mutagdes diferentes em familias com cancer de mama e o
denominaram como BRCA2. Acredita-se que estes dois genes (BRCAI e BRCA2) se
comportam como genes supressores de tumores classicos, em que a perda de uma
copia predispde o portador ao desenvolvimento de cancer (PARK e VOLGESTEIN
2003). Mais de 200 mutagdes distintas em BRCA/ e BRCA2 ja foram descritas e
grande parte destas mutagdes resultam em proteinas truncadas, mas uma propor¢ao
significativa corresponde a mutagdes do tipo missense, que alteram um Unico
aminoacido e ndo resultam em proteina truncada (EELES 2000).

Recentemente, mecanismos epigenéticos de inativagdo génica, principalmente
a metilagdo de promotores génicos, tém sido apontados como importantes na
inativagdo de genes com caracteristicas de supressdo tumoral (JONES e BAYLIN
2002). Fatores epigenéticos sdo aqueles que alteram o fendtipo sem alterar o
genotipo, ou seja, ndo representam alteracdo na seqiiéncia dos nucleotideos no DNA,
mas tém conseqiiéncia no fendtipo e sdo herddveis durante a divisdo celular
(FEINBERG 2001). A metilagdo ¢ um mecanismo importante para o
desenvolvimento de mamiferos (JONES e TAKAI 2001). A metilagdo ocorre
principalmente em promotores de genes que participam da supressdo tumoral: genes
envolvidos no sistema de reparo de DNA, no ciclo e morte celulares e genes que
bloqueiam metastases, como os envolvidos em adesdo celular. Recentemente um

grupo de pesquisadores avaliou, de forma simultinea, a metilagdo em 39 genes
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distintos em amostras de soro de pacientes com cancer de mama. Como resultado, foi
verificado que a metilagao na regido promotora dos genes RASSFI/A e APC pode ser
utilizada como um forte indicador de pior progndstico (MULLER et al. 2003).

Durante o processo de progressdo neoplasica, o perfil de expressdo génica
pode fornecer informagdes para a compreensdo do desenvolvimento tumoral. Além
disso, genes com aumento do nivel de expressdo no tecido neoplasico em relag@o ao
tecido normal também podem ser utilizados como marcadores para diagnéstico ou
prognoéstico e podem ainda fornecer informagdes para o desenvolvimento de novas
terapias contra o cancer. O receptor c-erbB2 foi o primeiro oncogene identificado
como alvo para a terapia para o cdncer de mama, com o desenvolvimento do
anticorpo  monoclonal humanizado anti-c-erbB2 Herceptin® (Trastuzumab)
(BASELGA et al. 1996; SLAMON et al. 2001).

A classificagdo molecular dos tumores pela analise dos perfis de expressdo
génica é uma nova maneira de investigagdo e diagnostico possivel em virtude dos
recentes avangos tecnologicos e cientificos. Em 2000 foi disponibilizado o conjunto
de informagdes referentes as seqiiéncias dos cromossomos humanos (LANDER et al.
2001; VENTER et al. 2001) e o Banco dbEST do GenBank conta atualmente com
mais de cinco milhdes de seqiiéncias expressas nos mais diferentes tecidos humanos
(www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST). Novas tecnologias como SAGE (Serial Analysis of
Gene Expression - VELCULESCU et al. 1995) e microarrays de cDNA (SCHENA et
al. 1998) tém sido aplicadas a analise da expressdo de milhares de genes em um unico
experimento, permitindo a identificagdo de genes importantes na tumorigénese. E de

extrema importancia o conhecimento de genes envolvidos no crescimento €
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progressdo tumorais que possam representar possiveis alvos para o desenvolvimento
de novas modalidades terapéuticas.

A técnica de SAGE permite a analise simultanea e quantitativa de um grande
nimero de transcritos, ou seja, a técnica mostra ndo somente quais genes estdo sendo
expressos no tecido, mas também o nivel de expressdao dos mesmos (VELCULESCU
et al. 1995). Essa técnica foi desenhada para fornecer um perfil quantitativo da
expressdo génica celular, uma vez que permite uma rapida e detalhada analise da
expressdo de milhares de transcritos.

A técnica de SAGE identifica uma etiqueta (fag) em cada um dos transcritos
que € correspondente a uma seqiiéncia de nucleotideos de tamanho definido,
proveniente da por¢do codificadora dos genes e proxima ao sitio de restri¢do de uma
endonuclease. Os dados produzidos por meio desta técnica apresentam-se como uma
lista de tags. O nivel de expressao de cada transcrito esta diretamente ligado ao
numero de tags identificadas para cada gene. Atualmente, ha um grande volume de
dados gerados a partir de bibliotecas de SAGE disponivel em bancos de dados
publicos e que podem ser analisados através de ferramentas on line
(www.ncbi.nlm.nig.gov/SAGE). No inicio deste trabalho, em agosto de 2002, neste
banco de dados encontravam-se depositadas cento e sessenta e quatro bibliotecas de
SAGE. dentre elas, vinte e duas eram de tecido mamario, sendo que sete
correspondiam a glandula mamaria normal (seis de tecidos e uma de linhagem
celular) e quinze a glandula mamaria tumoral (sete de tecidos e oito de linhagens
celulares). Selecionar os dados relevantes e usad-los no planejamento de um
determinado experimento para identificacdo de genes com expressdo diferencial em

tecidos normais e tumorais ¢ um desafio. Estudos confirmatorios sdo longos e
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dispendiosos e este problema tende a se agravar com as tecnologias de determinagéo
de expressdo génica em larga escala. A confirmagdo da expressdo diferencial ¢
importante antes de se dar inicio a estudos de fung¢do génica ou antes de se investigar
um gene superexpresso como candidato a marcador tumoral ou alvo terapéutico
(LOGING et al. 2000).

A identifica¢do de genes diferencialmente expressos através da pesquisa em
bancos de dados pode abreviar o tempo e esforgos relacionados a experimentos de
microarray realizados com o mesmo fim, por exemplo. Uma vez identificados os
genes, eles podem ser validados diretamente por métodos como RT-PCR em tempo
real, que podem ser realizados com pequenas quantidades de RNA e em muitas
amostras simultaneamente. Isso se torna extremamente importante pelo fato de os
tumores de mama atualmente serem diagnosticados na sua maioria em estagio inicial,
de pequeno tamanho, havendo pequena quantidade de tecido disponivel para analises.

A RT-PCR em tempo real avalia o acimulo do produto na fase logaritmica da
reacdo de amplificacdo e esta diretamente relacionado a quantidade de molde
existente no inicio da reagdo, sendo atualmente considerado um método bastante
preciso e reprodutivel para a quantificacdo da expressdo génica. A observagio
continua da fluorescéncia emitida pelo DNA amplificado permite uma quantificagao
rapida e precisa do nimero de cdpias de um transcrito especifico presente em uma
dada amostra de RNA (MORRISON et al. 1998). Desta forma, pode-se identificar
genes diferencialmente expressos em dois tecidos e, em se tratando de tecido tumoral
e normal, estes genes podem vir a ser utilizados como potenciais marcadores

moleculares.
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Diversos estudos tém sido realizados na tentaviva de se compreender o perfil
da expressdo génica no processo de tumorigénese de mama e novos genes candidatos
a marcadores moleculares tém sido identificados (PEROU et al. 2000; SORLIE et al.
2001; VAN’T VEER et al. 2002; PORTER et al. 2003a).

PORTER et al. (2003b), desenvolveram um estudo com o objetivo de
identificar genes que possam ser utilizados como marcadores moleculares para a
classificagdo de carcinomas ductais in situ (DCIS) em mama, dentro de grupos
biolégica e clinicamente distintos. Para isso os autores compararam de forma
quantitativa os transcritos presentes em células epiteliais de tecido mamario, trés tipos
distintos de DCIS e cancer invasivo e metastatico de mama, utilizando a técnica de
SAGE. Como resultado foram identificados diversos genes que poderdo ser
potencialmente utilizados para o diagnéstico molecular diferencial dos DCIS e
tumores invasivos de mama. Os autores demonstraram que mudangas mais
dramaticas no conjunto de genes ftranscritos em um determinado tecido
(transcriptoma) ocorrem na transicdo do tecido normal para DCIS, ao passo que
nenhuma caracteristica molecular marcante foi encontrada entre os tumores in sifu ou
DCIS e os tumores invasivos.

JIANG et al. (2002) desenvolveram um estudo com o propésito de identificar
genes especificos do tumor de mama para serem utilizados como alvo para
imunoterapia. Para isto, os autores utilizaram bibliotecas de subtragdo de cDNA e
microarrays. Como resultado, foram identificados quatro genes (B709P, hair-specific
type II keratin, B726P e gaba receptor subunit) que tém sua expressio aumentada em
tumores primarios e metastaticos de mama. Como os autores enfatizaram, a

identificacdo de genes com aumento ou diminui¢do da expressio em tumores de



14

mama pode auxiliar no melhor entendimento do processo de tumorigénese e fornecer
marcadores adicionais para o tratamento e diagnoéstico da doenga.

Como a identificagdo de genes adicionais com alteracdo da expressdao no
cancer de mama é de extrema importancia para a determinagdo prognodstica e para a
escolha do tratamento mais adequado para cada caso, o presente trabalho buscou
identificar genes com expressdo diferencial neste tipo de tumor por meio da analise
dos dados de expressdo génica disponiveis em Banco de Dados de SAGE e validar a
expressdo génica diferencial dos genes selecionados por meio de RT-PCR em tempo

real.
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OBJETIVOS

Identificar genes com expressao diferencial em tumores de mama por meio da
analise dos dados de expressdo génica de tecidos normais e tumorais de mama
disponiveis no Banco de Dados de SAGE mantido pelo Instituto Nacional do
Cancer dos Estados Unidos e disponibilizado no sitio http://cgap.nci.nih.gov.
Selecionar dentre os genes identificados no passo anterior candidatos a
marcadores moleculares para o cancer de mama para terem a expressdo
diferencial validada em um conjunto de tumores iniciais de mama.

Confirmar a expressdo génica diferencial dos genes candidatos selecionados
no passo anterior por meio de RT-PCR em tempo real em um conjunto de
amostras de tumores iniciais de mama (com até dois centimetros em sua maior

dimenséao).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA E OBTENCAO DAS AMOSTRAS DE TECIDOS

Para obtengdo das amostras utilizadas para validagdo dos genes candidatos foi
realizado um levantamento de dados no Servi¢o de Arquivo Médico e Estatistico
(SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo por meio de analise dos prontuérios de
aproximadamente 200 pacientes do sexo feminino, atendidas neste hospital no
periodo de 1999 a 2002, com tumores de mama menores do que dois centimetros e
que possuiam amostras disponiveis no banco de tumores.

A utilizagdo das amostras foi autorizada pela Comissao de Etica em Pesquisa
do Hospital do Cancer A.C. Camargo (Processo n°434/02) e o termo de
consentimento pods-informado foi devidamente assinado por todas as pacientes
(Anexo 5 e 6, respectivamente).

As amostras foram colhidas a fresco durante o ato cirirgico e submetidas a
exame intra-operatério pelo método de congelamento para a selecdo de dreas
tumorais representativas e livres de necrose ou calcificagdes. As amostras foram
submetidas a congelamento rapido em nitrogénio liquido e armazenadas a —70° C no
Banco de Tumores do Hospital do Céancer A.C. Camargo/Instituto Ludwig de
Pesquisa sobre o Céncer.

Os blocos foram cortados e as laminas revisadas pelo Dr. Fernando Augusto
Soares. Dr. Anténio Hugo Campos e Dra. Simone Treiger Sredni do Departamento de

Anatomia Patologica do Hospital do Cancer A.C. Camargo, sendo que a ultima
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selecionou as dreas mais representativas de tecido tumoral a serem utilizadas para
posterior extracdo de RNA. Para o presente estudo, foram utilizadas amostras de
tecidos correspondentes a carcinomas de mama com tipo histologico ductal invasivo,
menores do que dois centimetros.

A Tabela 1 lista as caracteristicas das amostras de neoplasia de mama
selecionadas para este estudo. O estadiamento pTNM foi realizado pelo Dr. Antdnio
Hugo Campos do Departamento de Anatomia Patoldgica do Hospital do Cancer A.C.

Camargo.
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Tabela 1 — Aspectos clinico-patolégicos das amostras correspondentes aos tumores iniciais

selecionadas para quantificacdo da expressdo génica por meio de RT-PCR em tempo real

Amostra' | Tipo® Tfe";;:r;:r:}a Metastises’ | ER® | PR* | Idade® | P53" | cerbB2® pTNM®
1291 A 15 1/25 h d 62 1 1 T1cN1Mx
1726 B 1,8 0/20 h h 47 0 0 T1cNOMx
1961 A 1,0 0/24 f g 45 0 0 T1bNOMx
2310 A 1.6 4/49 f d 43 0 1 T1eN1Mx
2412 A 0.8 1/20 f d 71 0 1 T1bN1Mx
2424 A 1.1 311 f f 54 0 1 T1cN1Mx
2439 A 0,5 1/30 d f 53 ] 0 T1aN1Mx
2610 A 1.8 ND d d 43 1 1 T1cNxMx
2658 A 1.5 1/42 f f 38 1 1 T1ecN1Mx
2704 Cc 1,2 2/32 e g 52 0 0 T1cN1Mx
2720 A 1.3 0/25-0/6 g d 79 0 1 T1cNxMx
2734 (] 1.5 0/23 d d 45 1 1 T1cNOMx
2789 A 1.2 0/30-0/1 g g 32 0 1 T1cNOMx
2933 A 2,0 1117 d d | 54 1 1 T1cN1Mx
2937 A 0.7 0125 f g 47 1 1 T1bNOMx
3143 ND 07 ND f g 45 1 1 T1bNOMx
3177 A 1;3 0/23-011 g d 64 0 0 T1ecNOMx
3364 A 1,8 0/20 d d 43 1 0 T1ecNOMx
3448 A 15 0/22 h f 55 0 0 T1cNOMx
4110 A 1.7 0114 h d 59 0 1 T1cNOMx
4111 A 2,0 0/24 d d 30 | 0 0 T1cNOMx
4379 A 1,5 1/35 h h 78 | 0 T1cN1Mx

'Identificagio da amostra no Banco de Tumores do Hospital AC Camargo/Instituto Ludwig
de Pesquisa sobre o Cancer

*Tipo Histologico:

A-carcinoma ductal invasivo

B-carcinoma lobular invasivo, com componente in situ

C-carcinoma infiltrante

*Presenca de metéstases em linfonodos axilares

*Status dos receptores de estrogeno (ER) e progesterona (PR) (detec¢do por meio de reacdo de
imuno-histoquimica)

d-Negativo

e-Positivo em até 10% das células

f-Positivo de 10-50% das células

g-Positivo de 50-90% das células

h- positivo em mais de 90% das células

“Idade, em anos, da paciente ao diagndstico

"Status de p53. determinado por imuno-histoquimica:

0-auséncia de detecgdo

1-deteccio

*Status de c-erbB-2, determinado por imuno-histoquimica:

(-auséncia de detecgido

1-detecgdo

’ Estadiamento patoldgico por meio do sistema de classificagio TNM

ND-ndo disponivel
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3.2 CULTURA DE CELULAS

O dificil acesso a tecidos tumorais faz com que a cultura de células derivadas
de tumores humanos seja extensivamente usada como modelo experimental das
doengas neoplasicas. Para esse projeto, foram utilizadas linhagens celulares derivadas
de tecido de mama para padronizagdo da técnica de RT-PCR em tempo real. Dessas
linhagens, seis foram obtidas comercialmente da ATCC (American Type Culture
Collection - www.atcc.org) apresentadas na Tabela 2. Além disso, foram adicionadas
ao projeto duas linhagens epiteliais de tecido de mama imortalizadas cedidas de um
estudo realizado por MACKAY et al. (2003). Nesse estudo, foram investigadas as
mudangas no perfil de expressao génica de células epiteliais luminais de tecido de
mama e variantes que apresentam de moderado a alto nivel de expressdo de c-erbB2
usando-se ¢cDNA microarrays. HB4a corresponde a uma linhagem celular epitelial
luminal mamaria imortalizada e HB4aC5.2 corresponde a mesma linhagem, porém
transfectada com c-erbB2, que apresenta alta expressido desse gene.

As linhagens celulares foram cultivadas em meio apropriado, conforme
descrito na Tabela 6, em estufa a 37°C e atmosfera de 5% de CO,. Em média, as
linhagens celulares foram replicadas a cada 2-4 dias e crescidas até uma confluéncia
de aproximadamente 80% em garrafa para cultura de células com area de 75cm’, que
corresponde a aproximadamente 10° células. Apds o crescimento, as células foram
tripsinizadas e centrifugadas (1.500 RPM, 4 minutos). o meio de cultura foi

descartado e os sedimentos contendo as células foram estocados a -70°C.
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Tabela 2 - Origem, nome, descri¢io e condigdes de cultura apropriadas das linhagens
celulares de tecido de mama utilizadas no presente estudo.

Origem Linhagem Descrigdo Meio de Cultura
H 5 i o,
MDA-MB-468 Aﬁeng}garcmoma, glandula RPMI 18_40 (Invitrogen) + 10% de soro
mamaria, derrame pleural fetal bovino
MDA-MB- 435 Adenocarcinoma, glandula RPMI 1640 (Invitrogem) + 10% de soro
mamaria, mama, derrame pleural fetal bovino
B Carcinoma ductal, glandula RPMI 1640 (Invitrogem) + 10% de soro
Gl R e mamaria, ascite, epitélio fetal bovino
Adenocarcinoma, glandula McCoy's (Invitrogem) + 10% de soro
MCF-7 e ;
mamaria, derrame pleural fetal bovino
; Dulbecco’s Modified Eagle Medium
SkBR:g | Adenosarcinoms. ganduia (DMEM) (Invitrogem) + 10% de soro
y P fetal bovino
Linh Il itelial d RPMI 1640 (Invitrogem) + 10% de soro
HB4a teci daggmr:er: aiepietalde fetal bovino + Sug/mL de hidrocortisona
MACKAY et o — e insulina
al.(2003). Linhagem celular epitelial de RPMI 1640 (Invitrogem) + 10% de soro
HB4aC5.2 tecido de mama transfectada com | fetal bovino+ Sug/mL de hidrocortisona e
c-erbB2 insulina

3.3 EXTRACAO DE RNA

Foram extraidos RNAs das amostras de tecidos (tumoral e seu correspondente
normal, quando disponivel) e das linhagens celulares. A extra¢do procedeu-se pelo
Método de Sedimentagdo através de gradiente de Cloreto de Césio (CHRIGWIN et al.
1979).

As amostras de tecido com cerca de 0,5 mm’® e os sedimentos das linhagens
celulares foram homogeneizados com auxilio de um homogeneizador Power GenTM
em 9 mL de solugdo de lise (4M de Isotiocianato de Guanidina, 25mM de Citrato de
Sédio. 0,IM de beta-Mercaptoetanol). O lisado foi transferido para um tubo de
ultracentrifuga contendo 4mL de solugdo de Cloreto de Césio (5,7M CsCl, IM

Acetato de Sodio) e submetidos a centrifugagdo a 29.000 RPM., por 20 horas, a 20°C.
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Apos a centrifugagdo, foi removido o sobrenadante e o sedimento contendo RNA foi
solubilizado em 100uL de agua tratada com DEPC (di-etil pirocarbonato). A
quantificagdo do RNA obtido foi realizada em espectrofotometro (GENEQUANTpro-

Amersham Biosciences ).

3.4 AVALIACAO DOS RNAs

Apds a extragdo, todos os RNAs foram submetidos a analise de sua

integridade em gel de agarose 1% contendo 20ug/mL de Brometo de Etidio. Para

isso, foi utilizado Ipg de cada RNA, acrescentando-se igual volume de tampao
desnaturante (2X TAE, 7M de uréia e 30% de glicerol). As amostras foram entdo

incubadas a 65°C por 10 minutos e submetidas a eletroforese.

3.5 SINTESE DE ¢DNA

Apds a extragdo e avaliacdo. os RNAs das amostras de tecido e das linhagens
celulares, foi realizada a sintese de ¢cDNAs. Para isso, foram utilizados 2 ng de RNA
total, 0,5ug de primer (oligo(dT) Invitrogen), 0,5uM de cada dNTPs (/nvitrogen) e
agua RNAse-fiee (Invitrogen) até 12ul. A mistura foi incubada a 65°C durante 5
minutos e armazenada em gelo. Em seguida, foram adicionados 1X tampdo First
Strand Buffer (Invitrogen), 10mM de DTT (/nvitrogen), 2U de RNase OUT
(Invitrogen) e 10U da enzima SuperScript II (Invitrogen). A reagdo seguiu com
incubagdo a 42°C por 1 hora e depois a 70°C por 15 minutos para a inativagdo da

enzima.
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3.6 AVALIACAO DA QUALIDADE DOS ¢cDNAS

Apos a sintese, a qualidade dos cDNAs foi verificada por meio de RT-PCR
utilizando primers desenhados na regido S5’ do gene NOTCH2 (Direto- 5’
TGTGGCCAACCAGTTCTCCT 3’; Reverso- 57 GGCAGTCATCAATATTCCTC
3’) testando desta maneira a eficiéncia da reagdo de transcri¢do e a integridade do
RNA. As seguintes condi¢des de amplificagdo foram utilizadas: 1,0mM MgCl,,
0,2uM dNTPs (Invitrogen), 0,4uM de cada primer, 1X tampdo de reag¢do 10X, 1U de
Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen) e SuL do ¢cDNA diluido 1:10 como
molde em um volume final de 25uL. O programa da PCR consistiu em 2 minutos
iniciais de desnaturagdo a temperatura de 94°C, trinta e cinco ciclos repetidos com |
minuto a 94°C, 1 minuto com a temperatura de 58°C e 1 minuto a 72°C, por fim, um
ciclo tinico de 7 minutos a 72°C. O produto, um fragmento de 295 pares de base, foi
visualizado por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, com posterior

coloragdo por prata (SANGUINETTI et al. 1994).

3.7 SELECAO DOS GENES CANDIDATOS

Os genes diferencialmente expressos foram selecionados por meio do uso do
banco de dados de SAGE disponivel no sitio do CGAP (Cancer Genome Anatomy
Project - http://cgap.nci.nih.gov).

Para isso, foram comparadas as freqiiéncias das SAGEtags depositadas no
banco de dados de SAGE geradas a partir de tecido de mama neoplasica € ndo

neopldsica, uma vez que o numero de SAGEtrags ¢ diretamente proporcional ao nivel



de expressdo dos genes a que elas correspondem (VELCULESCU et al. 1995). Os
genes com maior numero de S4AGEtags foram considerados genes mais expressos.

Esta analise foi realizada pelo Laboratério de Biologia Computacional do

Instituto Ludwig sob a coordenagdo da Dra. Helena Brentani, utilizando-se os dados
disponiveis no banco de dados de SAGE em agosto de 2002. Nesta época, este Banco
contava com treze bibliotecas de tecido mamario, sendo sete de tecido tumoral e seis
de tecido normal (Tabela 3). Para otimizar a identificagdo dos genes diferencialmente
expressos foram adotados os critérios listados abaixo:

a) nao foram consideradas para analise as bibliotecas de SAGE construidas a
partir de linhagens celulares;

b) para evitar a presenga de artefatos de técnica, s6 foram consideradas
validas as SAGEtags de cada transcrito que estavam representadas por no
minimo cinqiienta S4GEtags em cada biblioteca;

c) s6 foram consideradas validas as SAGEtags presentes em 100% das
bibliotecas;

d) foram consideradas todas as SAGEtags que se apresentaram no minimo
quatro vezes mais expressas nas bibliotecas de SAGE de tecido tumoral do
que nas bibliotecas de S4GE de tecido nio tumoral.

A partir desta analise, foram selecionados 175 genes que apresentaram um

nivel de expressdo mais elevado em tecido neoplasico de mama quando comparado

ao tecido normal (Anexo 7).



Tabela 3 - Descrigdo das bibliotecas de mama disponiveis no Banco de Dados de SAGE do
CGAP em maio de 2002 que foram utilizadas no presente estudo.

Nome da Biblioteca Tackdo de Histologia Informagoes Adicionais
origem
Carcinoma ductal invasivo; paciente com 56,5 anos de
Glandula idade ao diagnostico; tumor primario com 3.0 cm; grau
SAGE_95-259 mamaria Cancer histolégico =3; grau nuclear=3; 10 linfonodos positivos,
negativo para a imunoexpressao de receptor de estrogeno
e progesterona
Tumor metastatico (metastase em linfonodo de um tumor
Glandula de mama primario); paciente com 56,5 anos de idade ao
SAGE_95-260 s Cancer diagnéstico; tumor primario de 3,0 cm; grau histolégico =3;
grau nuclear = 3; 10 linfonodos positivos; negativo para a
imunoexpressao de receptor de estrégeno e progesterona
Carcinoma ductal invasivo; paciente com 52,8 anos de
Glandula idade ao diagnostico; tumor primario com 3,2 cm; grau
SAGE_95-347 AMARS Cancer | histologico =3; grau nuclear =3,0; 16 linfonodos positivos;
positivo para imunoexpressao de receptores de estrogeno
e progesterona
Tumor metastatico (metastase em linfonodo de um tumor
Glandula de mama primario); paciente com 52,8 anos de idade ao
SAGE_95-348 S Cancer | diagnédstico; tumor primario de 3,2 cm; grau histoldgico =3;
mamaria A b :
grau nuclear = 3; 16 linfonodos positivos; negativo para a
imunoexpressao de receptor de estrogeno e progesterona
Carcinoma ductal in situ, comedo; paciente com 67 anos;
SAGE_DCIS GEénQu}a Cancer | tumor de aI‘il.} grau; pqciente subme}ida a mastectomia
mamaria parcial; positivo para imunoexpressao de receptor de
estrogeno e progesterona
Glandula = : : ;
SA i 2
GE_DCIS_2 mamaria Céncer | Carcinoma ductal in situ, células purificadas
Glandula " e oY
SAGE_Duk -34 s
_Duke_96-349 mamaria Céncer Informagéo nao disponivel
Glandula Epitélio mamario luminal normal, células purificadas de
SAGE_Br_N ek > : '
ol mamaria Mormal paciente com 36 anos de idade
SAGE_Duke 40N Glandulg Normal | Informagao nao disponivel’
- - mamaria
SAGE_Duke_48N Glandula Normal | Informagao nao disponivel'
= = mamaria
Glandula Epitélio Mamario normal de uma paciente com 31 anos de
SAGE_breast_hyperplasia P Saa Normal idade, portadora de cancer de mama na vigésima semana
de gravidez
Glandula Células mamarias mioepiteliais normais, obtidas a partir de
SAGE_breast_myoepithelial g Normal cirurgia de redugdo de tecido de mama de uma paciente
mamaria F
com 27 anos de idade
Glandula Células mamarias epilteliais luminais normais, obtidas do
SAGE_mammary_epiyhelium AR Normal tecido de uma paciente de 43 anos de idade, submetida a

mamoplastia de redugao.

‘informagao nao disponivel, biblioteca retirada do banco de dados de SAGE do CGAP.
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Devido ao grande de niimero de genes resultantes da pesquisa por SAGE (175
genes), seria praticamente impossivel avaliar a expressdo de todos eles por meio de
RT-PCR em tempo real. Sendo assim, uma analise manual deste grupo de genes foi
realizada utilizando-se diversas ferramentas online (Tabela 4). A escolha dos genes-
candidatos é um passo crucial para a execucdo do trabalho. Distinguir quais sdo os
critérios mais adequados para a sele¢do desses genes ¢ uma tarefa dificil, além disto,
o processo de validagdo ¢ demorado e dispendioso. Para se restringir o numero de
genes-candidatos a serem avaliados foram adotados os seguintes critérios:

a) processo biologico que o gene esta envolvido: preferencialmente, foram

escolhidos genes envolvidos na proliferacdo, morte ou adesao celular;

b) nivel de expressdo do transcrito (este valor foi atribuido conforme o
nimero de ESTs do gene presentes no Banco de dados Unigene): foram
escolhidos genes com maior nivel de expressdo avaliado pelo nimero de
ESTs de cada gene depositadas no banco de dados Unigene (CAMARGO
et al. 2001);

¢) Na comparagio dos dados de ESTs e de SAGEtags em mama neoplasica e
ndo neoplasica, foram escolhidos genes que apresentavam
preferencialmente, uma concordancia entre os dados fornecidos por meio
destas duas técnicas de analise da expressdo;

d) verifica¢do da especificidade tecidual (dados de expressdo de SAGE em
outros tecidos): esta analise foi realizada por meio de ferramentas
disponiveis na interface grafica S4GEgenie (www.cgap.nci.gov/SAGE)

para identificar quais genes eram preferencialmente expressos em tecido
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de mama e que potencialmente poderiam representar antigenos de
diferenciagdo e uteis como potenciais alvos terapéuticos;

e) dados de literatura: foi realizada pesquisa sobre o envolvimento do
candidato com algum tipo de tumor ou no processo de tumorigénese,
exceto de mama;

f) localizagdo celular: foram preferencialmente selecionados os genes que
codificam proteinas localizadas na membrana celular por serem proteinas
dessa localizagdo mais uteis como alvos para anticorpos terapéuticos;

g) presen¢a de anticorpo comercial disponivel para posterior validagdo do
aumento de expressao atraveés de ensaios de imuno-histoquimica.

Apds a andlise do grupo de 175 genes segundo estes critérios, foram
selecionados dezessete genes para valida¢do por meio de RT-PCR em tempo real, do
aumento da expressdo génica sugerido pelos dados de S4GE em amostras tumorais e
ndo tumorais de tecido de mama. Destes genes, nove fizeram parte do trabalho de
iniciagdo cientifica da aluna Barbara Pereira de Mello (CNPQ-107374/2003-0), sob
orientagdo do Dr. André Luiz Vettore e co-orientagdo da Dra. Otavia Caballero, como
um subprojeto do presente estudo. no Laboratério de Genética do Cancer. Além
disso, foram testados dois genes adicionais (A4LPPL2 e GATA4), dos quais ja havia
sondas e primes disponiveis no laboratorio e se demonstraram como interessantes,

segundo a analise realizada.
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Tabela 4- Informacdes sobre os web-sites da internet utilizados para o processo de selecdo
dos genes candidatos.

Banco de " . =
Dsdos Enderego do web-site Principal Fungao
ABCAM www.abcam.com comercializagdo de anticorpos
CGAP www.cgap.nci.nih.gov dados de expressdo de SAGE e ESTs
Dako www.dakousa.com comercializagao de anticorpos
GeneCards bioinfo.weizmann.ac.il/cards/index.html informagoes gerais
LocusLink www.ncbi.nim.nih.gov/LocusLink informagdes gerais
NCBI www.ncbi.nih.gov informagdes gerais
OMIM www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/query.fegizdb=OMiM | C31l0go de genes humanos e desordens
genéticas
PubMed www.ncbi.nim.nih.gov informagdes da literature cientifica
QED www.gedbio.com comercializagdo de anticorpos
dados de expressdo de SAGE, diversas
SageGenie http:/fcgap.nci.nih.gov/iSAGE ferramentas disponiveis para analise de
transcritos
SciQuest www.sciquest.com comercializagdo de anticorpos
Santa Cruz www.scbt.com comercializagao de anticorpos
) . . ’ informagdes gerais e dados de expressao
UniGene www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene em ESTs
AceVi www.ncbi.nim.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cg " "
eaNiem i7c=locusid&org=9606&I=5584 Inferachas gerl
PSORT Il http://psort.nibb.ac.jp/form2.html pedighede !o;zﬁcag S de produt
: predigao de existéncia de dominio
TMHMM www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ VSnsriamBrana
3.8 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE

RT-PCR EM TEMPO REAL

A RT-PCR em tempo real avalia o acimulo do produto na fase logaritmica da

reagdo de amplificagdo que esta diretamente relacionado a quantidade de molde

existente no inicio da reagdo, sendo atualmente considerado um método bastante

preciso e reprodutivel para a quantificagdo da expressdo génica. De maneira geral, a

quantificagdo da expressdo génica por meio de RT-PCR em tempo real pode ser

realizada por meio de dois sistemas de detecgdo de fluorescéncia. Um sistema refere-
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se ao uso de um fluordforo que se intercala a dupla fita de DNA resultando em
emissdo de fluorescéncia, conhecido como Sistema SYBR Green de detecgdo. O outro
sistema refere-se ao uso de sondas fluorescentes de hibridizagdo conhecidos como
Molecular beacon, sondas de hidrélise (ou TagMan) e sondas de hibridizagdo. Para a
execucdo deste trabalho foram escolhidos os sistemas TagMan e SYBR Green de
deteccdo.

A amplificagio baseada no sistema TagMan® (Applied Biosystems) de
detec¢do requer a utilizagdo de uma sonda de hibridizagdo interna a um par de
primers. A sonda € um oligonucleotideo que contém na extremidade 5° uma molécula
fluorescente (reporter) e na extremidade 3’ uma outra molécula “receptora” de
fluorescéncia (quencher). Enquanto a sonda estd intacta, a proximidade ao quencher
reduz, intensamente, a fluorescéncia emitida pelo reporter. Durante a fase de
extensdo da reagdo de PCR, se a seqiiéncia alvo estiver presente, a sonda ira se parear
entre os sitios dos primers e sera clivada gragas a atividade 5’-3" exonucleasica da
Taq DNA polimerase. Essa clivagem, separa o reporter do quencher que permite a
emissdo de sinal livre de fluorescéncia sendo entdo detectado. A cada ciclo,
moléculas adicionais de reporter viao sendo clivadas das suas respectivas sondas € o
resultado final € um aumento da intensidade de fluorescéncia proporcional a
quantidade do produto de PCR acumulado. O resultado é dado em Ct (Threshould
Cycle ou ciclo limite) ou também chamado de Cp (Crossing point ou ponto de
cruzamento), parametro definido como o nimero do ciclo em que a fluorescéncia
gerada pela clivagem do reporter atinge um limite acima da fluorescéncia de fundo

(LIVAK et al. 1995).
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O sistema TagMan de detecgdo ¢ altamente especifico. Para a utilizagdo desta
metodologia, foram sintetizadas sondas por meio do servigo Assay By Design-Applied
Biosystems, no qual as sondas sdo desenhadas na jun¢@o entre dois exons e internas a
um par de primers também desenhados em exons diferentes. Sendo assim, a alta
especificidade conferida por este método de quantificagdo exige que apenas alguns
experimentos iniciais sejam necessarios para a padronizagdo da reagdo de
amplifica¢@o para a quantificacdo da expressdo génica em tempo real. Além disso,
uma outra vantagem desta metodologia de detecg¢do esta na possibilidade de se
realizar reagGes em sistema multiplex que permite a quantificacdo de mais de um
produto em uma mesma rea¢do de amplificacio.

O sistema de detecgdo por SYBR Green ¢ baseado na utilizagdo de uma
molécula fluorescente denominada SYBR Green I que, quando intercalada a dupla fita
de DNA, passa a emitir fluorescéncia de forma detectavel. Durante os ciclos iniciais
da reacdo de PCR o sinal de fluorescéncia emitido pelo SYBR Green I ¢ fraco para ser
detectado (nao ultrapassando o sinal de fluorescéncia de fundo). Entretanto, no
decorrer dos ciclos da reagdo de PCR, ha o aumento do produto amplificado e
conseqiientemente o aumento do sinal de emissdo de fluorescéncia que passa entao a
ser detectavel. Desta forma, os valores quantificados sdo obtidos no ponto no qual a
amplifica¢do do produto foi detectada, diferente da reagdo de PCR convencional, na
qual a detec¢do acontece depois de um numero fixo de ciclos, o que representa a
quantidade final de cada produto acumulado. Nesta metodologia, a quantifica¢do da
expressdo génica ocorre da mesma forma que a anterior (baseada no parametro de Cis
ou Cps) e € tdo eficiente quanto o sistema de detecgao TagMan. Porém. exige

cuidadosa padroniza¢do, uma vez que o SYBR Green [ se intercala a qualquer
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molécula de dupla fita presente na reagdo. Portanto, qualquer produto inespecifico
pode ser amplificado e quantificado. A especificidade da detec¢do de fluorescéncia
com SYBR Green I pode portanto ser comprometida pela formagdo de dimeros de
primers, pela concentragdo inadequada de primers e pela formagao de produtos de
amplificagdo inespecificos. Todos estes fatores levam a formagdo de moléculas de
dupla fita ndo esperadas, as quais incorporam o SYBR Green I e tém sua fluorescéncia
registrada. Sendo assim, o desenho dos primers e a otimizagdo da reagdo de PCR sdo
passos cruciais para todo o processo de quantifica¢do por meio de RT-PCR em tempo
real.

Neste método de detecgdo, a confirmagdo da especificidade da amplificagao ¢
realizada por meio da analise da curva de desnaturag¢do ou melting curve, onde sdo
relacionadas a fluorescéncia e a temperatura. Esta curva consiste da monitorizagdo da
fluorescéncia das amostras em relagdo ao aumento continuo da temperatura, o que
determina a temperatura de fusdo ou melting temperature (Tm) de cada fragmento
resultante da reacdo de amplificagdo. Cada fragmento amplificado possui um 7m
especifico o que permite a diferenciagdo entre os produtos resultantes. A Figura 1
representa a curva de desnaturag@o para uma determinada reac¢do de amplificagdo em
condi¢des ndo ideais, em que ocorre a formagdo de produtos ndo especificos
representados graficamente pelos diversos picos na curva de desnaturag¢do. Ja a
Figura 2 representa uma reagdo de amplifica¢do ideal, devidamente padronizada
resultando em uma reagdo altamente especifica representada graficamente pelas

curvas de desnaturagdo com um unico pico (ou seja, um unico 7m).
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Figura 1 - Representagdo grifica da curva de desnaturagdo de uma reagdo de amplificagdo
por meio de RT-PCR em tempo real para a andlise da expressdo de um determinado gene em
condi¢des ndo ideais de amplifica¢do, resultando em produtos nio especificos de reagdo
(representados pelos varios picos de 7m).

Figura 2 - Representagdo grafica da curva de desnaturacdo de uma reagdo de amplificagdo
por meio de RT-PCR em tempo real para a andlise da expressdo de um determinado gene em
condigdes ideais de amplificagdo, resultando em um uUnico produto, especifico de reagdo.
(representados por um unico pico de Tm).
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3.9 ESCOLHA DO GENE NORMALIZADOR E O CALCULO DA

EXPRESSAO RELATIVA

Em experimentos de quantificagdo da expressao génica entre duas populagdes
de amostras diferentes, deve-se sempre levar em consideragao a existéncia de erros na
quantificagdo do RNA, bem como variagdes na eficiéncia da reagdo de transcri¢do
deste RNA para cDNA. Conseqiientemente, esta questdo faz surgir um outro
importante ponto no aspecto do desenho experimental: a escolha de um gene
apropriado cuja expressdo ndo varie ou varie muito pouco, entre as amostras, para ser
usado como um gene normalizador dessas variagoes.

O método de escolha de um gene normalizador ndo € freqiientemente descrito
em trabalhos de andlise do perfil da expressdo génica, o que torna ainda mais
complexo o processo de selecdo. No presente estudo, esta escolha foi inicialmente
realizada por meio da analise em bancos de SAGE de mama neoplasica e ndo
neoplasica de alguns dos genes humanos descritos como apresentando expressdo
constitutiva (Tabela 5), com a colaboragdo do Laboratério de Biologia
Computacional do Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer sob a supervisdo da
Dra. Helena Brentani, por meio da utilizagdo de um pipeline desenvolvido para a
analise de comparagoes da expressdo génica dos dados disponiveis nas bibliotecas de
SAGE, chamado de SAGEpSBin. Para isso, foram comparadas as freqiiéncias das
SAGEtrags destes genes entre as bibliotecas de mama de tecidos tumorais e nao
tumorais e calculadas as areas das sobreposigdes das distribui¢des destas freqiiéncias,
que correspondem ao valor de E (bayes error rate). Genes cujo valor obtido E fosse

igual ou proximo a um foram considerados bons candidatos a normalizadores, uma
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vez que ndo apresentaram diferencas significativas na freqiiéncia de expressdo nas
duas populagdes diferentes (no caso, tecidos neoplasicos e ndo neoplasicos). Um
valor arbitrario de 0,3 foi usado para a escolha dos normalizadores. Genes com
valores de E menores que 0,3 ndo foram considerados bons normalizadores, mas sim
genes com expressio diferencial.

Além disso, foram analisadas as SAGEtags referentes a cada um dos genes
quanto a sua "confiabilidade", adotando-se os seguintes critérios:

a) utilizar sempre a primeira SAGEtag localizada anterior ao sitio da enzima

de restrigdo Nla III, a partir da extremidade 3' do transcrito;
b) Observar a presenga de um sinal de poliadenilagdo proximo a SAGEtag;
c) Observar se a SAGEtag esta localizada fora de regides repetitivas do
genoma (por exemplo. seqiiéncias Alu).

Dos genes analisados, apenas quatro deles apresentaram S4GEtags confiaveis.

Um segundo método para a escolha do gene normalizador também foi
adotado. Esta outra metodologia correspondeu a utilizagdo de um ensaio comercial
para realizacdo de reagdo de amplificagdo por RT-PCR em tempo real por meio do
sistema TagMan de deteccdo de fluorescéncia denominado de TagMan Human
Endogenous Control Plate (Applied Biosystems), o qual consiste em uma placa de 96
pogos para reacdo de amplifica¢do. Nesta placa estdo contidas as sondas e os primers
correspondentes a onze genes humanos cuja expressdo ¢ comumente descrita como
sendo constitutiva e um controle positivo interno de reagao (/PC- Internal Positive
Control). Cada um dos ensaios correspondentes aos genes estdo dispostos em cada
uma das colunas da placa em oito repetigdes, conforme representado na Figura 3a e b.

Com excecdo do 18SrRNA, todos os demais ensaios presentes nesta placa de reagdo
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sao cDNAs especificos. A coluna correspondente ao ensaio com o 18SrRNA foi

descartada de nosso experimento, pois para utiliza-la teriamos que sintetizar cDNA a

partir de primers aleatérios, o que seria impossivel, pois, a sintese dos cDNAs

utilizados neste estudo ja havia sido realizada a partir de primer oligo dT. Este

experimento foi realizado conforme os seguintes passos:

a)

b)

c)

Primeiramente foi realizada a sintese de ¢cDNA a partir de um RNA
calibrador (que faz parte dos reagentes que compdem o kit de reagdo deste
ensaio), o qual fornece uma linha de base para a comparagdo com as
outras amostras usadas na reagdo. Serve também como base para comparar
os dados de uma amostra de multiplos experimentos independentes (mas
somente se o0 mesmo calibrador e as mesmas amostras forem utilizadas em
todos os experimentos);

Em seguida. foi realizada uma mistura de cinco ¢cDNAs de amostras de
tumores de mama a serem utilizadas neste trabalho e também cDNAs
sintetizados a partir de RNA comercial obtidos de amostras normais de
tecido de mama (Clontech), constituido de uma mistura de amostras de
duas pacientes;

A rea¢ado foi realizada com as seguintes condi¢des: 25ul de 2X TaqMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems), 4uL da mistura de
cDNA em um volume final de 50uL (para cada uma das amostras a serem
testadas, ou seja, para o calibrador, para a mistura de amostras tumorais e
para a mistura de amostras normais). As condi¢des de ciclagem foram:

dois minutos iniciais a 50°C, seguidos de dez minutos de desnaturagdo
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inicial a 95°C, quarenta ciclos com quinze segundos a temperatura de
95°C e um minuto a 60°C.

A analise dos dados obtidos a partir da reagdo de RT-PCR em tempo real
deste ensaio foi realizada seguindo-se as intru¢des do fabricante. Para isso, foi
calculado o ACt na mistura referente as amostras tumorais e na mistura referente as
amostras normais de tecido de mama. O ACt equivale a diferenga entre a média dos
Cts obtidos do gene de interesse no RNA calibrador que faz parte do kit e a média dos
Cts obtidos deste mesmo gene nas amostras testadas (tumoral e normal). Apds
definidos os valores de ACt, é calculada a diferenga entre a variagdo dos ACts de cada
gene candidato a normalizador, entre as amostras analisadas. Os genes que
apresentarem os valores que correspondem a menor diferenca de variagcdo sdo

considerados bons normalizadores.

Tabela 5 - Genes humanos mais comumente usados como constitutivos, selecionados para a
analise por SAGE do controle endégeno mais adequado para realizacdo da quantificacdo
relativa da expressdo génica por meio de RT-PCR em tempo real.

Simbolo do Gene Nome do Gene I dzg?:f?éggdéz*

ACTB beta-actina || NM_001101

B2M beta-2-microglobulina NM_004048
GAPDH gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase NM_002046
HPRT1 hipoxantina fosforibotrasferase 1 NM_000194
PPIA peptidylproly isomerase A (ciclofilina A) NM_021130

PGK1 fosfoglicerato quinase 1 NM_000291
RPLPO proteina ribossomal, PO NM_001002

8P TATA box binding protein NM_003194

TFRC receptor de transferrina NM_003234

*Numero de identificagio no GenBank (www.ncbi.nih.gov)
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Column | Control Assay Abbreviation

1 Internal Positive Control IPC

2 18S rRNA 188

3 Acidic ribosemal protein huPQ

4 Beta-aclin hupA

5 Cyclephilin huCYC

5 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydregenase huGAPDH

7 Phosphoglycerokinase nuPGK

=] Bo-bicrogicbulin nup2m

9 B-Glucrenidase nuGUS

10 Fypoxanthine ribesyl transferase huBFPRT

11 Transcription factor 1D, TATA binding protein huTBP
3b- 12 Transferrin recenter huTfR

Figura 3 - Representacdo do ensaio para RT-PCR em tempo real da TagMan Human
Endogenous Control Plate (Applied Biosystems). 3a- Placa com 96 pogos para reacdo de RT-
PCR em tempo real. 3b- Esquema da distribui¢cdo das sondas e primers nas colunas da placa.

A quantificacdo relativa da andlise da expressdo génica usando reacdo de
amplicagdo por meio de RT-PCR em tempo real foi calculada pela a equagédo GOACE
descrita em detalhes por LIVAK e SCHIMITTGEN (2001). O valor inferido a ACt
equivale a diferenga entre a média dos Cts do gene de interesse e a média dos Cts do
gene normalizador. J4 o célculo da férmula AACt envolve a subtragdo entre o valor de
ACt para cada amostra no tecido neoplasico e o valor de ACt para o tecido ndo

neoplasico. O resultado é expresso no nimero de vezes que um gene no tecido

tumoral tem a sua expressdo aumentada ou diminuida em relag@o ao tecido normal.
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3.10 DESENHO DAS SONDAS E PRIMERS E PADRONIZACAO DAS
REACOES PARA QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA POR
MEIO DE RT-PCR EM TEMPO REAL

Como ja mencionado, a expressdao dos genes selecionados foi avaliada por
meio de dois sistemas de detecg¢do de fluorescéncia. Para os genes quantificados pelo
sistema sistema 7agMan de detecgdo de fluorescéncia foi utilizado o aparelho ABI®
7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). Para isso, foram sintetizadas
sondas por meio do servico Assay By Design-Applied Biosystems. As sondas foram
desenhadas na jun¢do de exons e internas a um par de primers, garantindo assim que
nenhum fragmento oriundo de DNA genémico fosse amplificado e quantificado
(Tabela 6). Sendo este sistema de detecgdo altamente especifico, somente alguns
experimentos para a padronizacdo referente a quantidade de molde de cDNA a ser
utilizado na reagdo foram necessarios. As sondas para todos os genes candidatos
foram marcadas na extremidade 5’com FAM como reporter e na extremidade 3 com
quencher nao fluorescente. Para o gene usado como normalizador (3-actina), fez-se
uso de sonda marcada com reporter VIC e quencher TAMRA, o que permitiu a
utilizagdo de reagdes em sistema multiplex, em que um determinado gene candidato e
o gene normalizador foram dosados em uma tnica reagdo de amplificagdo.

Existem relativamente poucos trabalhos que descrevem a utilizagdo de reag¢des
em multiplex neste tipo de sistema. O sistema TagMan tem sido utilizado com
sucesso na quantificagdo de trés ou mais genes alvo, sem aparente reducdo na
sensibilidade comparada com reagdes individuais (SHARMA et al. 1999; SHIN et al.
1999). Para otimizagio das reagdes de PCR foi primeiramente padronizada qual seria

a quantidade de molde de ¢cDNA apropriada para os experimentos. Para isso, 0s
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cDNAs resultantes da reagdo de transcri¢do foram diluidos dez vezes e destes foram
utilizados 0,5uL, 1,0uL, 2,0uL, 4,0uL e 8,0uL em uma reagdo com 1X TaqMan'@
Universal PCR Master Mix (2X- Applied Biosystems), 1X Mix Assays-By-Design™
Products (20X- Applied Biosystems) em um volume final de SOuL. As condigdes de
ciclagem foram: 2 minutos iniciais a 50°C, seguidos de 10 minutos de desnaturagdo
inicial a 95°C, quarenta ciclos com 15 segundos a temperatura de 95°C e utﬁ la
60°C.

Apds esta etapa, foi realizada uma outra reagdo de amplificagcdo sob as
mesmas condi¢des de ciclagem anteriores, porém para um volume final de 25uL. Este
experimento, demonstrou que mesmo utilizando-se a metade dos reagentes os
resultados obtidos foram os mesmos, com isto, pode-se reduzir pela metade as
quantidades dos reagentes utilizados para a rea¢do de quantificagdo da expressdo
génica. Em seguida foram realizados experimentos para a padronizagdo do sistema de
reacdo de amplificacdo em multiplex. Para isso, foram feitos experimentos nos quais
foram quantificadas a expressdo de um determinado gene candidato e do gene
normalizador em paralelo, porém em uma mesma reagdo em que também foram
dosadas a expressdo deste mesmo gene candidato e do mesmo gene normalizador em
um mesmo tubo de reagdo (multiplex). As condi¢des de reagdo e de ciclagem foram
as mesmas descritas acima, padronizadas para reagdes com volume final de 25uL.
Desta forma, para os genes em que a expressdo foi avaliada por meio do sistema
TagMan de detec¢do de fluorescéncia, as reagdes foram padronizadas para o volume

final de 25ul em sistema multiplex utilizando-se 2,0uL de cDNA como molde.



Tabela 6 - Seqiiéncias dos primers, das sondas, ¢ o tamanho esperado dos fragmentos de cada gene selecionado, por meio do servigo Assay By Design-

Applied Biosystems.

Simbolo do Seqiiéncia do primer Direto Seqliéncia do primer Reverso Seqliéncia da Sonda Tamanho do Fragmento
Gene (5-3) (5'-3") (5-3) (pb)
ALPPL2 GGAAGAATCTGGTGCAGGAATGG GAGCTCAGTGCGGTTCCA CCAGGGTGCCCGGTACG 71
BIRCS CTGGACAGAGAAAGAGCCAAGA CACTTTCTTCGCAGTTTCCTCAAAT TTTCCTTTGCAATTTTG 84
CAD CGCCCCGAATCCATCGA GCTACCTTCCGAGAGGACTTCT CCTCAGCTGGCAAACC 134
CELSR 2 _ TCTTCCACTACCTCTTTGCTACCT AGCACCACATAGGAGAGGAAGAT CATCCAGGGCCCCTTC 70
CTSF CAATGCCTACTCGGCCATAAAG TGGTAGCTGTAGTCATCCTCTGT TCCAGCCCTCCCAAATT 64
EFNA 4 GCTTTGAGTTCTTACCTGGAGAGA CAAGCACTGGCCAGAACTCT CATCTCGGTGCCCACTCC 79
GATA 3 GCCACGGTGCAGAGGTA AGGGTAGGGATCCATGAAGCA CCACCACGGGAGCCAG 79
GATA 4 GGAAGCCCAAGAACCTGAATAAATC CGGGAGGAAGGCTCTCACT CACCAGCAGCTCCTTC 69
ZC3HDC TGTGACGACCATGCAAACCT GGGCAGAGGAGTCCCAATAGT CCCGAAGAGCATCCCAG 77
KIAAOT41 GCTGTGAAATATCTTTGGCTTGCA | AGGCCTTTCTCATAGCAAATTCCAA CTGCTCTGTGAGTCCCCA 84

6€
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Para a andlise da expressdo dos genes por meio do sistema SYBR Green de

™ (Roche Diagnostics) em volume

deteccao, foi utilizado o aparelho LightCycler
final de 20uL de reagdo. Para isso foram desenhados primers em exons diferentes,
garantindo desta maneira que nenhum produto de DNA genomico fosse amplificado
(Tabela 7). Como mencionado anteriormente, no sistema SYBR Green existe a
necessidade de otimizagdo da reag@o para a obten¢do de produtos de amplifica¢do
unicos e especificos. As condigdes da rea¢do de amplificagdo foram entdo otimizadas
para cada um dos pares de primers por meio de RT-PCR convencional. Para a
realizacdo das reagdes de amplificagdo foram utilizadas as seguintes condig¢des: 1X
de tampao Taq Platinum, 2,0mM de MgCly, 2U de Taq Platinum DNA polimerase
(Invitrogen), 0,4uM de cada primer, 5% de DMSO (Sigma Chemical Co.), 0,2mM de
dNTPs (Invitrogen) e SuL de cDNA diluido 1:10 como molde, em volume final de
25puLl. O programa da PCR apresenta 2 minutos iniciais de desnaturacdo a
temperatura de 95°C, trinta e cinco ciclos repetidos com 1 minuto a 95°C, 1 minuto
com a temperatura de annealing especifica para cada par de primer e 1 minuto a
72°C e, para finalizar, 7 minutos a 72°C. O produto amplificado foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5% para visualizagdo dos produtos resultantes.

A Figura 4a representa a amplificagdo do gene STARDI0 (293pb) por meio
de reacdo de PCR convencional, utilizando-se como molde cDNAs provenientes de
duas linhagens celulares de mama neoplasica (MDA-MB-435 e MDA-MB-436).
Como pode ser observado, as condi¢des de amplificagdo ndo foram ideais, pois mais
de um produto de amplificagdo foi detectado. Sendo assim, algumas modificagoes
como por exemplo, aumento da temperatura de annealing foram realizadas e um

produto especifico de amplificagdo, foi entdo obtido (Figura 4b).

—
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Apds a aquisi¢do de um produto tnico e especifico, foram realizadas as rea¢oes
de RT-PCR em tempo real. As condi¢des destas reagdes foram modificadas das
descritas por VOGELSTEIN e KINZLER (1999): foram utilizados, por capilar, 1X
Tampao Taq Platinum (Invitrogen), 2mM de MgCl,, 0,2mM de dNTPs, 0,2uM de
cada primer, 0,75U de Taq Platinum DNA polimerase (/nvitrogen), 5% de DMSO
(Sigma Chemical Co.), 0,5ug de BSA (Promega), 0,1uL de SYBR Green® I diluido
100 vezes em agua estéril, 2uL. de cDNA diluido 1:10, em volume final de 20uL de
reacdo. As condigdes utilizadas em um primeiro experimento foram: desnaturacdo
inicial a 95°C por 2 minutos, amplificagdo com quarenta e cinco ciclos, 94°C por 15
segundos, a temperatura de annealing previamente determinada para cada par de
primer por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e temperatura de aquisi¢do a 79°C.
Para analise da curva de desnaturagdo, utilizou-se o seguinte programa: 95°C por 0
segundos, 65°C por 15 segundos e novamente 95°C por 0 segundos. Para término e
esfriamento da reagdo, a temperatura chega a 40°C por 30 segundos. Os resultados
foram avaliados e as temperaturas de annealing e de aquisicdo da fluorescéncia

foram ajustadas para cada par de primers, conforme mostrado na Tabela 7.



Tabela 7 - Seqiiéncias dos primers especificos de cada gene selecionado, tamanho do fragmento esperado, temperatura de annealing na PCR e
temperatura de aquisi¢ao da fluorescéncia para realizagao das reagdes de amplificagdo por RT-PCR em tempo real.

Simbolo do Seqiiéncia do primer Direto Seqiiéncia do primer Reverso Tamanho do Temperatura de Temperatura de Aquisigao de

Gene (5°-3") (5'-3") Fragmento (pb) Annealing (°C) Fluorescéncia (°C)
DGCR6 GGCGGGGGTGGCTGGCTTCT | GGACAGGGCTGCCTTTCTGG 182 68 86
El24 GCAAAGACCCTGGCAAAGC | CAGCTTCTTCCAATCCCGCCC 229 62 82
FN3KR3 GGCAGGAGGACTGGGTCGTG GCCAGCTCATATTCCGAGT 265 66 82
HMG20B ACTCTGGACTTCTACATGGC GGCTGTGAGGTTCTTCTGGG 357 66 88
PTPRF TGCGTACACAGCGTCCTGC GGGTCTGGTGGACAGAAGGG 343 62 85
QSCNE CGC(-:-C:CTGTCCTCTGGCTCT CCAGGATGATGTTGCTTGGGG 215 84 85
SCARB2 GGGTGTGTICTTTGGTTTGG CAGCCATGTCAGCCTGCTC 279 62 82
STARD10 CTTCTCAGTTCCTGGCTCCC | TCCGTCCCTGAAGCGGTGCG 293 68 89
KiF22 GGAGAAGGCTGAGGACTGCT | AAAGGCGGAGTGAGGAGACG 357 62 85
[-actina AAATCTGGCACCACACCTTC CACTGTGTTGCCGTACAGGT 644 64 82

w
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300 pb

4a 4b

Figura 4a - Amplifica¢io do gene STARDI0 (293 pb) utilizando as condi¢des padrao de
amplificagdo (conforme descritas acima). Para esta reagdo foi utilizado 62°C como
temperatura de annealing. Canaleta 1- 100pb DNA Ladder (Invitrogen); canaleta 2- controle
negativo (a mesma reacio de PCR mas sem a adi¢do de cDNA); canaleta 3- linhagem celular
MDA-MB-435; canaleta 4- linhagem celular MDA-MB 436.

4b- Rea¢do de amplificagido do gene STARDIO (293 pb) em condi¢des de amplificagio
modificadas a partir da reagdo original. Para esta reagio foi utilizado 68°C como temperatura
de annealing. Canaleta 1-linhagem celular MDA-MB-435; canaleta 2- linhagem celular
MDA-MB 436; canaleta 3- controle negativo (a mesma reacdo de PCR mas sem a adi¢do de

c¢DNA); canaleta 4- /00pb DNA Ladder (Invitrogen).

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Estatisticas descritivas foram utilizadas para caracterizar a amostra. Para as
variaveis numéricas ou continuas as medidas de tendéncia central e de variabilidade
foram aplicadas e a distribuigdo de freqiiéncias para as categéricas. Para a associagdo
entre a expressdo dos genes e as variaveis categoricas (status para receptor hormonal
de estrogeno e progesterona) foi utilizado o teste ndo paramétrico U de Mann-

Whitney devido a casuistica, com nivel de significancia de 5%.
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- RESULTADOS

4.1 CASUISTICA E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para a obteng¢do dos dados clinico-patolégicos das amostras correspondentes
aos tumores de mama em estagio inicial de desenvolvimento (menores do que dois
centimetros), foi realizado um levantamento em cerca de 200 prontuarios do Servigo
de Arquivo Médico e Estatistico (SAME) do Hospital do Céancer A.C. Camargo.
Foram anotadas as caracteristicas das amostras como o tamanho da lesdo, tipo
histolégico, grau tumoral, presen¢a de metastases em linfonodos, presenca de
metastases a distancia, status de receptores hormonais, imunoexpressao de p33 e c-
erbB2. A revisio de todos os aspectos, bem como a classificagdo histopatologica
(pTNM) foi realizada pelo Dr. Hugo Campos do Departamento de Anatomia

Patologica do Hospital do Cancer A.C. Camargo .

42 EXTRACAO DE RNA

No total foram selecionadas vinte e duas amostras de tecido de mama
neopldsica para extragdo de RNA. Sendo que destas, as massas totais dos RNAs
extraidos variaram de 0 a 112ug. O tamanho dos tumores variou de 0,7 a 2,0 cm.
Foram selecionadas também onze amostras de tecidos mamarios normais pareadas as
tumorais e destas, as massas de RNA obtidas variaram de 0 a 725ug. Foram também

obtidas onze amostras de tecidos de mama nao neoplésica ndo pareados aos tecidos
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tumorais e nestas, a variacdo da massa dos RNAs extraidos foi de 0 a 424ug. Para as

linhagens celulares as massas de RNA obtidas foram de 316 a 1.936ug (Tabela 8).
Para a analise da expressdo génica por meio de RT-PCR em tempo real foram
selecionadas vinte e duas amostras tumorais que apresentaram RNA com massa
satisfatoria e de boa qualidade. Para os RNAs normais, foram selecionadas cinco
amostras normais pareadas aos respectivos tecidos tumorais e uma amostra normal
ndo pareada para a elaboracdo de uma mistura de RNAs de tecido de mama nio

tumoral.
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Tabela 8 - Massa total de RNA obtida a partir das amostras selecionadas (tecido tumoral e
seu normal correspondente) apos a extragdo pelo método de sedimentagdo por Cloreto de

Césio.
Amostras* Tam_anho da |Massa total de RNA dos tecidos| Massa total de RNA dos t_ecidos
lesdo (cm) tumorais (ug) correspondentes normais (ug)

1291 1,5 21,3 0
1726 1,8 27,2 17,6
1961 1.0 5,6 34,4
2310 1,5 27.4 ND"
2412 08 21,2 ND
2424 1.1 15,3 ND
2439 05 6,4 ND
2610 1.8 50,3 ND
2658 1,5 16,9 28,8
2704 1,2 31,0 192,0
2720 1,3 207 ND
2734 1.5 914 ND
2789 1,2 10,4 ND
2933 2,0 1.3 ND
2937 0.7 54,0 ND
3143 0,7 28,7 108,0
3177 1.3 40,8 256
3364 1.9 323 725,0
3448 1.5 11,8 25,6
4110 1,7 18.4 ND
4111 2,0 112,0 ND
4379 1.5 62,4 ND

* -Codigo de acesso da amostra de tecido armazenada no Banco de Tumores do Hospital do Cancer

A.C. Camargo.

ND" - nio disponivel.
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4.3 AVALIACAO DOS RNAS

Apos a quantificagdo, 1ug de RNA de cada uma das amostras foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1%. Foram considerados RNAs de boa qualidade
aqueles que apresentaram bandas nitidas correspondentes aos RNAs ribossomicos 28S
e 18S. Na Figura 5, as amostras de dois a onze apresentam RNAs integros e foram
consideradas de boa qualidade. J4 as amostras um, doze e treze apresentam
degradacao das moléculas de RNA e foram desconsideradas para as proximas etapas.
Como controle positivo da eletroforese, foi utilizado um RNA previamente testado e

sabidamente de boa qualidade (amostra 14).

2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

Figura 5 - Apoés a extracdo, 1pg de cada RNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1%. Nas canaletas de 1 a 13 foram submetidas a eletroforese amostras de pacientes. Na
canaleta 14 adicionou-se Ipg de um RNA previamente extraido e considerado de boa
qualidade como controle positivo.

44 AVALIACAO DA SINTESE DE ¢cDNA

Apos a extraco, todas as amostras selecionadas foram utilizadas como molde
para a sintese de cDNA por meio de reagdo de transcri¢do reversa. Os produtos dessa
sintese foram avaliados quanto & sua qualidade por meio de RT-PCR utilizando
primers localizados na extremidade 5° do gene NOTCH2, resultando em um produto

com tamanho esperado de 295 pares de base. A sintese de ¢cDNA das amostras
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normais foi realizada a partir de uma mistura de 5 RNAs das amostras
correspondentes disponiveis e um RNA de amostra ndo pareada de tecido de mama. A

Figura 6 ilustra um exemplo dos produtos obtidos desta reagio de amplificagéo.

1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 1415

300pb___ Troppmmpp e g I wg—— & N

Figura 6 - Verificagio da qualidade da sintese de c¢DNA. Visualizagio em gel de
poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. As canaletas de 2 a 14 correspondem as
amostras de ¢cDNA avaliadas, todas as amostras apresentaram uma amplificagio eficiente
(banda correspondente a 295 nucleotideos), a canaleta 15 corresponde ao controle negativo da
reacao.

45 SELECAO DOS GENES CANDIDATOS

A analise de bioinformatica realizada com os dados disponiveis no banco
publico de dados de SAGE foi capaz de identificar 175 genes com aumento de
expressao no tecido neoplasico de mama em relagdo ao tecido normal. Uma analise
criteriosa de cada um destes 175 genes permitiu a selegdo de dezessete genes
candidatos a diferencialmente expressos em neoplasia de mama. Além destes, outros
dois genes (ALPPL2 e GATA4) também foram submetidos a este processo de analise
criteriosa e selecionados para serem avaliados por meio de RT-PCR em tempo real

(Tabela 9).



Tabela 9 - Genes selecionados para validagio da expressao diferencial em tecido neopldsico de mama por meio de RT-PCR em tempo real.

I
3
3
Kl

nimero de £STs depositadas no sitio do banco de dados Unigene: (www.nebinlm.nih.gov/UniGene).
razio das freqiiéncias das SAGErgs comparadas entre as bibliotecas de SAGE de tecidos de mama tumoral e normal.
valor ndo disponivel, pois este gene nio foi selecionado a partir da lista dos 175 genes encontrados com diferenga de expressdo entre as bibliotecas de SAGE de mama de

’_ Simbolo 5 2 Razdo das Localizagao &
do:Gene Nome do Gene D EST Frequiéncias® Celular Fungéo celular
ALPPL2 Alkaline phosphatase, placental-like 2 NM_031313 20 ND* Membrana plasmatica Metabolismo, se liga a ions de magnésio
BIRCS baculoviral IAP repeat-containing 5-survivin NM_001168 409 4.0 Citoplasma Inibidor de apoptose
CAD carbamupphosphalessyntielase 2, aspaale NM_004341 317 4.2 Citoplasma Proteina envolvida na biossintese de pirimidinas
transcarbamylase, and dihydroorotase - *
cadherin, EGF LAG seven even-pass G-lype 4 i " -
CELSR2 receptor 2-flamingo homolog, Drosophila NM_001408 83 51 Membrana plasmatica Possivelmente relacionado com adesao celular
CTSF Cathepsin F NM_003793 178 7.5 Mitocondria Processos de proteclise
DGCR6 DiGeorge syndrome critical region gene 6 NM_005675 70 4,5 Proie:’\ﬁgfnte Histogénese, organogénese e adesao celular
EFNA4 Ephrin-A4 NM_005227 81 20 Membrana plasmatica Sinalizagdo célula-célula, atividade de receptor
tfransmembrana
El24 Etoposide induced 2.4mRNA NM_004879 618 55 Membrana plasmatica Inibidor de apoptose
FN3KR3 fructosamine-3-kinase-related protein NM_024619 218 110 Citoplasma Desconhecida
GATA3 GATA binding protein 3 NM_002051 178 12,5 Nucleo Fator de transcrigao
GATA4 GATA binding protein 4 NM_002052 ND* Nucleo Fator de transcrigao
: " : Regulacao da transcricao-DNA dependente;
HMG20B High-mobility group 208 NM_006339 472 6,0 Nuacleo modelamento de cromatina
numero de acesso do gene no GenBank

tecidos tumorais € normais. Este gene foi incluido no trabalho devido a existéncia de sondas ¢ primers no laboratdrio em que este trabalho foi desenvolvido.

oF



Tabela 9 - Continuagao dos genes selecionados para validagao da expressao diferencial em tecido neoplasico de mama por meio de RT-PCR em tempo real

Simbolo do 1 2 Razao das Localizacao -
P Nome do Gene 1D EST Frequiéncias® Celular Fungao celular
PTPRF Protein tyrosine phosphatase, receptor type, F NM_130440 665 7.8 Membrana plasmatica Adesao celular
Reticulo
QSCNE Quiescin Q6 NM_002826 538 50 endoplasmatico e Envolvido no processo de proliferagao celular
membrana
SCARB2 Scavenger receplor class B, member 2 NM_005506 355 4.2 Reticulg Adesao celular
: = ! endoplasmatico

STARD 10 Serologically defined colon cancer antigen 28 NM_006645 520 4.5 Mitocéndria Possivel antigeno tumoral
ZC3HDC1 zinc finger CCCH type domain containing 1 NM_022750 181 17.59 Nucleo Ligante de acidos nucléicos
KIAAOT41 Homo sapiens gene product KIAAO141 NM_014773 454 58 Mitocdndria Fungao desconhecida (relacionada a trandugao de sinal)

KIF 22 Kinesin family member 22 NM_007317 475 4.7 Nuclear Eivolvidanoiprocessg df" mil_ose, na alividade motara

dos microtdbulos

numero de acesso do gene no GenBank

nimero de £S5Ts depositadas no sitio do banco de dados Unigene: (www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene).

razao das freqiiéncias das SAGEtags comparadas entre as bibliotecas de SAGE de tecidos de mama tumoral e normal.

valor ndo disponivel, pois este gene nio foi selecionado a partir da lista dos 175 genes encontrados com diferenga de expressdo entre as bibliotecas de SAGE de mama de
tecidos tumorais e normais. Este gene foi  incluido no trabalho devido 4 existéncia de sondas e primers no laboratério em que este trabalho foi desenvolvido.
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Algumas das principais caracteristicas dos genes selecionados sao:

ALPPL?2 (alkaline phosphatase, placental-like 2) — este gene estd
localizado no cromossomo 2, mapeado na regido 2q37. Existem pelo
menos quatro isoformas de fosfatases alcalinas distintas, porém
relacionadas: intestinal, placentaria, placentdria—/ike e as denominadas
como ndo tecido-especificas (figado, tecido 6sseo e rim). As trés primeiras
estdo localizadas no cromossomo 2, enquanto a forma ndo tecido-
especifica ¢ localizada no cromossomo 1. O produto resultante deste gene
€ uma enzima glicosilada, presente no testiculo, timo e em células
germinativas de determinados tumores. Segundo a predig@o de localizacdo
celular realizada por meio da analise do programa PSORT 1[I
(http://psort.nibb.ac.jp/form2.html), a proteina codificada por este gene
possui localiza¢do citoplasmatica (34,8% de probabilidade).

BIRCS (baculoviral IAP repeat-containing 5 - Survivin) — este gene esta
localizado no cromossomo 17, mapeado na posi¢do 17g25. A proteina
codificada por este gene faz parte da familia das proteinas inibidoras de
apoptose (cuja sigla em inglés é /4P), expressas durante a fase G2/M do
ciclo celular. BIRCS esta associada aos microtibulos e aos fusos mitoticos,
sendo que a ruptura destas estruturas resulta em perda da atividade
apoptotica e em aumento da atividade da caspase-3 durante o processo de
mitose. BIRC5 € expresso de forma abundante em células em
desenvolvimento e em tecidos proliferativos, mas € pouco expresso ou
ausente na maioria dos tecidos adultos (ANBROSINI et al. 1997).
Entretanto, varios estudos tém demonstrado a expressdo de B/RC5 em

diversos tipos tumorais, como em céancer de estomago, colo-retal, pulmao,
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mama, pancreas, prostata, melanoma e em linfomas ndo-Hodgkin’s de alto
grau (AMBROSINI et al. 1997; ADIDA et al. 1998; KAWASAKI et al.
1998; LU et al. 1998). A expressdo de BIRCS tem sido correlacionada a
um pior prognostico em neuroblastoma, cancer de bexiga, cancer colo-
retal, esofagico e carcinomas gastricos (ADIDA et al. 1998; KAWASAKI
et al.1998; LACASSE et al. 1998; LU et al. 1998; SWANA et al. 1999;
KATO et al. 2001). Diversos estudos tém demonstrado que a detecgio da
proteina por meio de imuno-histoquimica varia entre os diferentes tipos
tumorais estudados. ZHU et al. (2003), desenvolveram um estudo para a
detec¢do de BIRCS5 por meio de imuno-histoquimica em amostras
humanas de carcinoma gastrico e em carcinoma gastrico de ratos e
demonstraram que a alta expressdo desta proteina € um evento precoce no
desenvolvimento da doenga. KAWASAKI et al. (1998), demonstraram que
a expressdo de BIRCS apresenta significado prognostico para o cancer
colo-retal em que, pacientes com expressio de BIRCS5 possuem pior
prognostico em relagdo aqueles com auséncia da expressdo. Em cancer
colo-retal, a expressdao de B/RCS5 parece estar associada ao processo de
progressdo tumoral (KAWASAKI et al. 2001). TANAKA et al. (2000), em
um estudo usando imuno-histoquimica, sugeriram que a inibicdo da
apoptose por BIRCS constitui um pardmetro significativo de pior
progndstico em pacientes com cancer de mama. O aumento da expressdo
de BIRCS5 parece, portanto, colaborar com o processo de progressao
tumoral através da inibi¢do da apoptose.

CAD (carbonyl-phosphatase synthetase 2, aspartate transcarbamylase,

and dihidoorotase) — este gene esta localizado no cromossomo 2 (2p22-
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p21), codifica uma proteina de tripla fungdo associada a atividade
enzimatica das trés primeiras enzimas nos seis primeiros passos na via da
biossintese de pirimidinas: carbamoilfosfato sintetase, aspartato
transcarbamilase e deidroorotase. Segundo a predi¢do de localizagdo
realizada por meio da anélise no programa PSORT II, a proteina codificada
por este gene possui localizagdo citoplasmatica (39,1% de probabilidade).
Esta proteina é regulada por meio da agdo mitogénica da cascata de
atividade da proteina quinase (MAPK), o que sugere uma ligacdo direta
entre a ativagdo da cascata de MAPK e a biosintese de novo de
nucleotideos de pirimidinas. O horménio 17B-estradiol (E2) estimula a
proliferacdo celular da linhagem celular MCF7 e em outras linhagens
celulares de cdncer de mama com fendtipo positivo para receptor de
estrogeno (ER+) e isto ¢ acompanhado pela progressdo do ciclo celular e
pela transativagdo de multiplos genes, incluindo aqueles envolvidos em
resposta proliferativa. LIPPMAN et al. (1989) investigaram os efeitos de
E2 em células MCF7 em diversas enzimas requeridas para a sintese de
DNA, inclusive aquelas envolvidas na biosintese de nucleotideos. Os
autores encontraram que a inducdo destas enzimas por E2 é acompanhada
pelo aumento da sintese de DNA. Em adi¢do, diversos genes requeridos
para a biossintese de pirimidinas, incluindo carbamoilfosfato sintetase,
aspartato transcarbamilase, também sdo induzidas por E2. KHAN et al.
(2003) demonstraram que o gene CAD ¢ induzido por E2 em linhagens
celulares de cancer de mama ER+ (MCF7 e ZR-75). Os dados encontrados
por estes autores sugeriram que diversos genes sdo responsivos a E2

regulados por ERa/Spl (mecanismo que envolve interagdo proteina-
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proteina) e confirmaram que o aumento da expressdo horménio induzida
na atividade de enzimas associadas com a biossintese ¢ acompanhada pela
indugdo da expressdo do gene CAD.

CELSR?2 (cadherin, EGF LAG seven even-pass G-type receptor 2-flamingo
homolog, Drosophila) — este gene estd localizado no cromossomo 1,
mapeado na regido 1p21. Em Droshophila, Flamingo (Fmi) ¢ um receptor
transmembrana conservado da superfamilia das caderinas, que
desempenha diversos papéis no processo de remodelamento neuronal e na
polaridade de células planares epiteliais (CHAE et al. 1999). A proteina
codificada por ele faz parte da subfamilia flamingo, que consiste de
caderinas “ndo cldssicas”, uma subpopula¢do que ndo interage com
cateninas (ao contrario das caderinas do tipo cldssicas). Estdo localizadas
na membrana plasmatica, possuem nove dominios caderina, sete dominios
epidermal growth factor like repeats (EGF-like) e dois repeats laminina
tipo A. Acredita-se que estas proteinas sejam receptores envolvidos no
contato celular, mediando a comunicagdo com dominios caderina, agindo
como ligantes de regides homofilicas e dominios EGF-/ike, envolvidos na
adesdo celular e em interagdes receptor-ligante. A fung¢do especifica deste
membro em particular ainda ndo foi determinada.

CTSF (Cathepsin F) — este gene esta localizado no cromossomo 11,
mapeado na regido 11ql3. As cisteina-proteinases sdo um grupo de
enzimas que catalisam a hidrdlise de diferentes proteinas e desempenham
um papel central na degradagdo de proteinas intracelulares e no processo
de renovacao proteica (CHAPMAN et al. 1997). Estas enzimas

proteoliticas podem ser divididas em mais de vinte diferentes familias,
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incluindo as da familia da papainas que compreendem uma variedade de
enzimas presentes tanto em organismos eucariotos, quanto em procariotos.
Em humanos incluem-se onze membros da familia das catepsinas (B, C, H,
F,K,L,O,S,V,W e X/Z), as quais apresentam diferentes niveis e padrdes
de expressdo, que contribuem para os diferentes papéis fisiologicos
desempenhados por estas enzimas. A analise funcional destas proteinases
tem demonstrado que além da fungdo intracelular na reciclagem proteica,
elas também estdo relacionadas a outros processos fisiolégicos, como na
apresenta¢do de antigenos, na homeostase epidermal e no remodelamento
6sseo. Além disso, tem sido sugerido que as catepsinas estejam envolvidas
em uma variedade de doengas como na doenga de Alzheimer, na artrite
reumatoide, no cancer e no processo metastatico. Em um estudo de
SANTAMARIA et al. (1999), a expressao de catepsina F fo1 observada em
uma variedade de tecidos humanos, sugerindo que ela exer¢ca um papel no
processo normal de catabolismo de proteinas. Andlise do seu nivel de
expressdo por Northern blot revelou um aumento significativo em algumas
linhagens celulares isoladas a partir de tecidos cancerosos, o que sugere
que esta enzima possa estar envolvida em processos de degradagdo que
ocorrem durante a tumorigénese. A analise realizada com o programa
PSORT II indicou que o produto génico de CTSF possui localiza¢do
preferencialmente extracelular, incluindo a parede celular (com
probabilidade de 66,7%).

DGCRG6 (DiGeorge syndrome critical region gene 6) — este gene foi
isolado de uma regido critica para a sindrome DiGeorge que esta associada

com microdele¢des cromossomais na regido 22ql1.21. O produto génico
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de DGCRG6 apresenta homologia com a proteina gonadal de Drosophila
melanogaster a qual participa do desenvolvimento gonodal e das células
da linhagem germinativa. Essa proteina apresenta homologia com a cadeia
v-1 de laminina humana, que faz parte da formag¢do da molécula de
laminina, a qual se liga as células através de interagdes com receptores e €
associada aos processos de adesdo celular, migragdo e organizagao tecidual
durante o desenvolvimento (DEMCZUK et al. 1996).

EFNA4 (Ephrin-A4) — este gene esta localizado no cromossomo I,
mapeado na regido 1q21-q22, codifica um membro da familia das efrinas
(cuja sigla em inglés ¢ EPH). As EPHs e os receptores relacionados as
EPHs compreendem uma vasta subfamilia de receptores com atividade de
tirosina quinase e parecem estar envolvidas em mediar eventos de
desenvolvimento, especialmente no sistema nervoso, em coordenar
processos de migragdo celular e no processo de eritropoiese. Os receptores
tipo tirosina quinase sdo responsaveis pela transducdo de sinais do meio
extracelular para dentro da célula, desempenhando um papel critico nos
processos de proliferacdo, diferenciacdo e migragdo celular. Com base na
estrutura e na similaridade das seqiiéncias, as EPHs podem ser divididas
em duas classes: A e B. Aquelas pertencentes a classe A estdo ancoradas a
membrana por meio de ligagdo glicofosfatidilinositol e as pertencentes a
classe B correspondem as proteinas transmembrana. O gene EFNA4
codifica uma EPH de classe A, que parece estar associada a processos de
sinalizagdo célula-célula, possui dominio conservado de atividade de
tirosina quinase, o qual indica o possivel envolvimento em mecanismos de

transdugdo de sinal. Varios receptores EPHs apresentam aumento de
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expressdo em diversos tipos tumorais, 0 que sugere que eles tenham um
importante papel na progressdo do cancer (DODELET e PASQUALE
2000). Desde que a EFNAI foi isolada a partir de linhagens celulares de
carcinoma hepatocelular (HIRAI et al. 1987), varios estudos tém revelado
que em diversos outros tipos de carcinomas tém sido encontrada a
expressdo de membros da familia dos receptores tipo tirosina quinase.
Como ¢ o exemplo do aumento da expressdo de EFNB2 descrito em
pacientes com melanoma maligno e correlacionado com o aumento da
tumorigenicidade e do potencial maligno do melanona (VOGT et al.
1998). VARELIAS et al. (2002) desenvolveram um estudo em que foi
identificada a expressao da proteina EFNB1 em amostras de osteosarcoma
e correlacionada a um pior progndstico, sugerindo que a expressdo desta
proteina possa indicar uma maior agressividade tumoral. Outros estudos
demonstraram evidéncias da expressdo de EFNA1 e A2 em carcinoma de
mama humano e experimentos de angiogénese in vifro sugeriram que a
expressao de EFNA] e a interagdo com o receptor EFNAZ2 possa
influenciar na neovasculariza¢do tumoral (OGAWA et al. 2000). NOREN
et al. (2004), demonstraram o papel pro-angiogénico de EFNB4 no
processo de progressdo tumoral, em que EFNB4 promove o crescimento
tumoral por estimulo a angiogénese por meio de EFNB2. O papel da
subclasse tipo B de EPHs e seus receptores na neovascularizagdo tumoral
ainda ndo foi elucidado. Entretanto, existem diversas evidéncias de que
estas moléculas possam ter um importante papel no processo de

angiogénese durante o desenvolvimento.
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EI24 (Etoposide induced 2.4 mRNA) — EI[24, também denominado de
PIG8 esta localizado na regido cromossomica 11924, que ¢
freqlientemente alterada em canceres humanos. A perda de
heterozigozidade nesta regido é observada em diversos tipos tumorais,
como no cancer cervical invasivo, no cancer de mama e no melanoma
maligno, sendo que os possiveis genes com fungdo de supressdo tumoral
ainda ndo foram identificados. £/24/PIG8 parece ter um papel importante
no controle negativo do crescimento celular devido a sua fungdo como
efetor apoptdtico do gene p33. A inativagdo do gene 7P53 é uma das mais
comuns alteragdes detectadas em mais de 50% de todos os tipos tumorais.
O tipo selvagem do gene TP53 apresenta um papel chave na supressiao
tumoral por meio do monitoramento do dano ao DNA e pela execu¢do de
vias que controlam o crescimento celular de forma negativa, seja pelo
bloqueio das células na fase G1 do ciclo celular, ou pela indugdo a
apoptose (LEVINE 1997). £/24 ¢ um gene de resposta ao dano de DNA,
originalmente isolado a partir de fibroblastos NIH 3T3 que foram
induzidos a morte celular (LEHAR et al. 1996). POLYAK et al. (1997)
isolaram E/24 a partir de células de carcinoma de colon em apoptose, em
resposta a expressdo ectopica do tipo selvagem de 7P53. A analise da
expressao geénica de mais de 7.200 transcritos revelou que E/24 estava
entre os 14 genes identificados como induzidos de maneira dependente de
TP53. GU et al. (2000) demonstraram que £724 € responsivo a p53 e que o
aumento da expressdo de E£/24 suprime o crescimento celular por meio da
inducdo a morte celular no processo de apoptose. Os achados deste estudo

indicaram que E/24 possa ser um provavel supressor de tumor em
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determinados tipos tumorais. Entretanto, esse gene encontra-se com a
expressdo aumentada em alguns tipos tumorais como cérebro e mama
segundo dados de SAGE e ESTs (http://cgap.ncinih.gov/
Tissues/VirtualNorthern). A proteina codificada por E724 esta localizada
na membrana (52,5% de probalilidade, PSORT II) e apresenta seis
dominios transmembrana (segundo a predi¢do do banco de dados
TMHMM).

FN3KRP (fructosamine-3-kinase-related protein) — este gene estd
localizado no cromossomo 17, mapeado na posi¢do 17g25.3. No inicio
deste estudo, esse gene possuia fungdo desconhecida (Hypothetical protein
FLJI12171). FN3KRP é uma proteina relacionada a frutosamina-3 quinase
(FN3K, membro da familia das proteinas quinases), que fosforila
frutosaminas ligadas a proteinas iniciando um processo que remove esses
residuos de frutosamina das proteinas. COLLARD et al. (2003),
demonstraram que FN3K possui a capacidade exclusiva de fosforilar
frutosaminas e que, ambas FNK3RP e FN3K apresentam a capacidade de
fosforilar psicosaminas e ribulosaminas com afinidade similar. FN3KRP é
encontrada em tecidos como pulmio e figado. em que ndo ¢ detectado a
presenca do mRNA de FN3K, indicando que FN3KRP parece ter uma
acao complementar a FN3K no processo de retirada de agucares ligados a
proteinas. FN3K parece exercer o papel de enzima reparadora de proteinas,
sendo assim ¢ esperado que desempenhe um papel importante nos tecidos
que contém proteinas de meia-vida longa, como € caso dos eritrocitos e do
cristalino. mas isso também é verdadeiro para o cérebro, que contém

mielinas que possuem uma meia-vida de mais de dez dias (DELCOUR e
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PAPACONSTANTINOU 1972; LAJTHA et al. 1977). Um estudo
realizado em animais knockout para uma outra enzima com fungdo
semelhante, demonstrou que a auséncia da enzima resultou na morte dos
animais dentro de poucos dias (KIM et al. 1997). Este resultado ressalta a
importancia da a¢@o destas enzimas de reparo no cérebro e coincidem com
os niveis elevados de mRNAs de FN3K e FNK3RP encontrados no tecido
cerebral, nos estudos de COLLARD et al. (2003). Todavia, a proteina
codificada por este gene possui fungdo ainda desconhecida e apresenta
predi¢ao de dominio de proteina do tipo quinase. A analise realizada no
banco de dados PSORT II indicou que a proteina resultante deste gene
possui localizagdo citoplasmatica (60,9% de probalidade).

GATA3 (GATA binding protein 3) — este gene estd localizado no
cromossomo 10, mapeado na regido 10pl5. Faz parte da familia GATA de
fatores de transcricdo. GATA3 ¢ altamente expresso em células linféides T
e acredita-se em seu envolvimento no desenvolvimento destas células e na
expressao das cadeias o e & nos receptores de células T (HO et al. 1991;
JOULIN et al. 1991). Este gene é também altamente expresso em areas de
cérebro embrionario e em varios outros tecidos, incluindo rim e endotélio
(ORKIN 1992). Recentemente, diversos membros da familia GATA tém
sido relacionados a varios tipos de tumores humanos. O envolvimento de
GATA3 no cancer de mama foi demonstrado por HOCH et al. (1999) em
estudos de analise da expressdo génica em linhagens celulares tumorais de
mama e em quarenta ¢ sete amostras de tumores de mama invasivos e,
neste mesmo estudo, os autores correlacionaram a expressdo da proteina

com o fendtipo positivo para receptor de estrogeno.
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GATA4 (GATA binding protein 4) — este gene estd localizado no
cromossomo 8, mapeado na regido 8p23.1-p22. Assim como GATA3,
GATA4 também faz parte da familia GATA de fatores de transcri¢do. Os
membros desta familia reconhecem o sitio GATA, o qual esta presente na
regido promotora de diversos genes. Acredita-se que a proteina codificada
por este gene esteja envolvida na embriogénese, diferenciagio e fungdo de
c€lulas do miocardio. Mutagdes neste gene tém sido associadas a defeitos
no septo cardiaco. A expressao de GATA4 em canceres ja foi associada ao
adenocarcinoma de eséfago e malignidades nas gonadas (LIN et al. 2000).

HMG20B (High-mobility group 20B) — este gene estd localizado no
cromossomo 19, mapeado na posi¢do 19p13.3. Os HMGs (high mobility
group) codificam um dominio conservado de ligagdo ao DNA em diversas
proteinas e estdo envolvidos no processo de regulagdo da transcrigdo
génica e na conformagdo da cromatina. Alguns membros desta familia tém
sido identificados como ligantes ao menor sulco da dupla fita de DNA,
talvez se ligando a seqiiéncias especificas e freqilientemente associados
com distor¢ao estrutural ou manipula¢do da estrutura do DNA. A proteina
codificada por este gene apresenta provavel localizagdo nuclear (65,2%),
segundo analise feita no programa PSORT II. Esse gene foi denominado
inicialmente como BRAF335, e a proteina foi originalmente identificada
como um componente ligante de DNA do multicomplexo de BRCA2 (um
importante gene envolvido no cancer de mama hereditdrio).
MARMORSTEIN et al. (2001) demonstraram a associa¢do entre BRAF35
e BRCA2 com a cromatina durante as fases iniciais da condensacdo dos

Cromossomos na mitose e por meio de experimentos com microinje¢des de
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anticorpos, sendo sugerido pelos autores o envolvimento deste complexo
na regulagdo da progressao do ciclo celular. O complexo BRAF35/BRCA2
ndo confere somente um papel regulatdrio na progressao do ciclo celular,
mas também tem sido descrito como envolvido no reparo de dano ao
DNA.

PTPRF (Protein tyrosine phosphatase, receptor type, F) — este gene esta
localizado no cromossomo 1, mapeado na regido 1p34. Codifica uma
proteina de membrana que possui um dominio citoplasmatico com
homologia a proteina fosfatase 1B e um dominio extracelular homologo a
uma molécula de adesdo celular. A proteina codificada por este gene faz
parte da familia de proteinas tirosina fosfatase (cuja sigla do inglés € PTP),
constituida por moléculas sinalizadoras que regulam uma variedade de
processos celulares importantes, como a proliferagdo e a diferenciagdo
celular, o ciclo mitdtico e transformagdo oncogénica. Segundo a analise
realizada para a predicao de localizagdo, a proteina codificada por este
gene esta localizada na membrana (33,3% de probabilidade-PSORT II) e
apresenta um dominio transmembrana, segundo a predi¢do realizada no
banco de dados TMHMM (www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM).

OSCN6 (Quiescin Q6) — este gene esta localizado no cromossomo 1,
mapeado na posi¢do 1p24, proximo a um locus envolvido no cancer de
prostata hereditario (HPC1). A proteina codificada por este gene é
originada a partir da fusdo de dois representantes de duas familias génicas,
durante o processo de evolugdo, contendo dominios de tioredoxina
(proteina oxiredutase) e ERVI (este gene foi identificado como necessario

para a fosforilagdo oxidativa e vegetativa no crescimento em S. cerevisae).
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OSCNG6 parece estar envolvido de alguma maneira na divisao celular e na
manuten¢do do genoma mitocontrial de leveduras (LISOWSKY 1992). A
expressao deste gene € induzida em fibroblastos benignos que entram na
quiescéncia, o que sugere que este gene desempenhe um papel importante
na regulagdo da prolifera¢do celular (COPPOCK et al. 1993). A regulacdo
do processo de quiescéncia € um passo critico para todo o processo de
regulagdo da proliferagdo celular, grande parte das falhas ocorridas durante
a prolifera¢do celular estdo relacionadas ao desenvolvimento de cancer e
de outras doencas proliferativas (COPPOCK et al. 1998). A proteina
codificada por este gene é preferencialmente encontrada no reticulo
endoplasmatico e na membrana (44,4% de probabilidade, segundo a
predigdo realizada no programa PSORT II).

SCARB2 (Scavenger receptor class B, member 2) — este gene esta
localizado no cromossomo 4, mapeado na posi¢do 4q21.21-q21.22. A
proteina codificada por este gene é uma glicoproteina do tipo III localizada
na membrana dos lisossomos e dos endossomos. Estudos utilizando
proteinas similares em camundongos e em ratos tém sugerido que esta
proteina parece participar do processo de transporte de membrana e na
organizagdo do compartimento endossomal e lisossomal. Em
camundongos, a deficiéncia de uma proteina similar foi descrita como
prejudicial aos processos de transporte de membrana celular e também por
causar obstrugdo da jun¢do pélvica, surdez e neuropatia periférica (GAMP
et al. 2003). A proteina codificada por este gene é encontrada no reticulo
endoplasmatico (44,4% de probabilidade, segundo a predigao realizada no

programa PSORT II). O produto génico de SCARBZ2 parece exercer
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atividade de molécula de adesdo, pois apresenta um dominio conservado
da familia de antigenos CD36, que ¢ uma familia altamente conservada
durante o processo evolutivo e inclui moléculas de adesdo e receptores
lipidicos na superficie das células, bem como da membrana lisossomal
(GAMP et al. 2003) e apresenta também dominios de receptores
associados a membrana relacionados a mecanismos de transducdo de
sinais.

STARDI10 (Serologically defined colon cancer antigen 2§) — este gene
esta localizado no cromossomo 11, mapeado na regido 11ql3, proximo a
regido correspondente aos genes EMS e CCDI, os quais sdo
freqiientemente encontrados com aumento de expressdo em cancer de
mama (ORMANDY et al. 2003). A proteina codificada por este gene
possui fun¢do desconhecida e parece conter dominios envolvidos no
transporte lipidico, no metabolismo e possivel funcdo de antigeno tumoral.
STAR (steroidogenic acute reguatory protein) corresponde a uma proteina
mitocondrial que € sintetizada em resposta ao estimulo do hormonio
luteinizante. A expressio desta proteina na auséncia do estimulo hormonal
¢ suficiente para induzir a producdo de esterdides, o que sugere que essa
proteina seja necessaria para a regulagdo do processo de formacgdo de
esterdides. Conhecida também como NY-CO-28, STARDIO foi
identificada como um antigeno tumoral pelo sistema imune humoral em
um trabalho de SCANLAN et al. (1998), em que foi utilizada a técnica de
SEREX. Nesse trabalho, outros 48 antigenos distintos (NY-CO1l a NY-
CO-48) foram identificados no soro de quatro pacientes com céncer de

colon. OLAYIOYE et al. (2004), identificaram o aumento da expressdo
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deste gene em diversas linhagens celulares humanas tumorais de mama € o
aumento da expressdo da proteina foi encontrado em 28 de 79 amostras de
cancer de mama primario analisadas.

ZC3HDCI (zinc finger CCCH type domain containing 1) — este gene
esta localizado no cromossomo 7, mapeado na regido 7q34. No inicio deste
trabalho este gene possuia sua fung@o desconhecida (hypothetical protein
FLJ22693). A proteina codificada por este gene possui dominio de dedo de
zinco tipo C-x8-C-x5-C-x3-H. Acredita-se que os dominios desse tipo
estejam envolvidos na ligagdo ao DNA e que existam diferentes tipos,
dependendo das posi¢des dos residuos de cisteina. As proteinas que
conttm o dominio tipo C-x8-C-x5-C-x3-H, incluem proteinas de
eucariotos envolvidas em ciclo celular e regulag@o da proliferagdo celular.
A analise realizada no programa PSORT II indicou que a proteina
resultante deste gene possui localizag@o nuclear (39,1% de probabilidade).
KIAA0141 (Homo sapiens gene product KIAA0I41) — este gene estd
localizado no cromossomo 5, mapeado na regido 5q31.3. A proteina
codificada por este gene possui fung¢do ainda nao conhecida, de localizacdo
mitocondrial, segundo a predi¢@o de localizagdo realizada com o programa
PSORT II (60,9% de probabilidade).

KIF22 (Kinesin family member 22) — este gene esta localizado no
cromossomo 16, mapeado na posi¢do 16pl1.2. A proteina codificada por
este gene faz parte da familia de proteinas do tipo Kinesin. Esta familia de
proteinas esta envolvida no processo de transporte de organelas (essencial
para a morfogénese e o funcionamento celular adequado), de proteinas

complexas, de mRNAs e participam também, dos movimentos dos
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cromossomos e dos fusos durante os processos de mitose e meiose
(HIROKAWA 1998; BRENDZA et al. 2000; SHARP et al. 2000; MIKI et
al. 2001). A analise realizada no programa PSORT II indicou que a
proteina resultante deste gene possui localizagdo nuclear (56,5% de

probabilidade).

4.6 ESCOLHA DO GENE NORMALIZADOR

Como ja descrito anteriormente, genes normalizadores sdo genes constitutivos
utilizados para corrigir variagdes nas quantidades iniciais de RNA nos experimentos
de RT-PCR em tempo real. Estes genes devem apresentar uma variagdo minima no
nivel de expressdo de mRNA entre as diferentes populagdes de amostras estudadas.
No presente estudo, a escolha do gene normalizador foi realizada por dois métodos.

Para a identificacdo por meio da analise dos dados de SAGE, neste estudo
foram avaliados dez possiveis genes para serem usados como normalizadores (4CTB,
B2M, GAPDH, HPRTI, PPIA, PGKI, RPLP0, TBP, TFRC). Destes genes, foram
obtidas as razdes entre as freqiiéncias das SAGErags presentes nas bibliotecas de
tecidos normais e tumorais de mama, por meio da utiliza¢do do programa SAGESBin
e calculadas as area de sobreposi¢do das distribui¢des das freqiiéncias e atribuidos os
valores de E. Nesta analise, dos dez possiveis genes normalizadores, apenas quatro
deles apresentaram SA GEtags confiaveis e foram avaliados (Tabela 10). As SAGEtags
que foram consideradas como ndo confiaveis correspondiam aquelas que estavam
localizadas em regides de repeti¢do do genoma da familia A/u. Portanto, os valores de

expressdo obtidos nao poderiam ser considerados como exclusivos do gene analisado,
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mas também a freqiiéncia de expressao das SAGEtags de outros genes poderiam estar
sendo somadas aos valores de expressdo do gene de interesse.

Dos quatro genes avaliados (Tabela 10), o gene PGK/ foi o tnico que pode ser
considerado adequado para ser utilizado como normalizador em estudos de analise de
expressdo génica por RT-PCR em tempo real em amostras de tecido de mama tumoral
€ ndo-tumoral, pois possui uma SAGEtag confiavel e valor de E préximo a um, o que
significa que ndo existe diferenca significativa entre a freqiiéncia das S4AGEtags entre
as bibliotecas de S4GE preparadas a partir de tecidos normais e tumorais. Entretanto,
uma vez que este gene ndo € freqiientemente utilizado em estudos de analise da
expressdo génica e que os demais genes constitutivos ndo puderam ser incluidos nesta
analise porque ndo possuiam S4GEtags confiaveis, um segundo método de escolha

fo1 adotado.

Tabela 10 - Avaliacdo das freqiiéncias das SA GErags entre as bibliotecas de SAGE de mama
tumoral e normal por meio da utilizagio do pipeline SAGE fBin.

Simbolo do Gene SAGE-Tag E*
RPLPO CTCAACATCT 0,44
TBP AACCACAGTT . 0,62
TFRC ACCTTTACTG : 0,63
PGK1 GAGGAAGGCT 0.83

E- valor atribuido a aréa de sobreposi¢do das distribui¢des das freqiiéncias

Em seguida, foram realizados quatro experimentos de maneira independente
com o ensaio comercial para reagdo de RT-PCR em tempo real com o sistema
TagMan de detecgdo da fluorescéncia, chamado TagMan Human Endogenous Control
Plate (Applied Biosystems). Desta forma foi calculada a diferenca de variagdo de
expressdo de dez genes entre as amostras normal e tumoral (conforme ja descrito em

material e métodos). Foram obtidas as médias e os desvios padrdes de cada gene nos
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quatro experimentos. Dos valores obtidos. destacaram-se os resultados referentes ao
gene da f-actina (Tabela 11), o qual apresentou baixa diferenca entre as amostras
testadas (na mistura de tecidos tumorais e na mistura de tecidos normais de mama) em
todos os experimentos realizados.

Embora a andlise da freqiiéncia das SAGEtags por meio da utilizagdo do
SAGEpBin tenha caracterizado a S4GEtag referente a -actina como ndo confiavel e
portanto, ndo possibilitando a sua avaliagdo, a segunda abordagem experimental para
a escolha do gene normalizador demonstrou uma baixa variagdo do nivel de expressdo
deste gene entre as amostras normal e tumoral. Além disso, dados de literatura tém
demonstrado a ampla utiliza¢do deste gene como normalizador em estudos de analise
da expressdo génica em tumores de mama (NACHT et al. 1999; KROP et al. 2001;
JIANG et al. 2002; PORTER et al. 2003a). Sendo assim, o gene selecionado para ser
utilizado como gene normalizador neste estudo, foi o da [actina, seja quando
utilizado o sistema Tagman de quantificagdo ou quando o sistema utilizado foi o
SYBR Green.

Para a andlise pelo sistema Tagman. para a amplificagdo deste gene foram
utilizados primers e sonda disponiveis comercialmente pela Applied Biosystems (Pre
developed TagMan" assay reagents-Part Number: 4310881). Para a analise pelo
sistema SYBR Green, foram desenhados primers em exons diferentes (exon 3 e 5) com
seqiiéncia direta 5’AAATCTGGCACCACACCTTC3 & reversa

5’CACTGTGTTGGCGTACAGGT 3°, com produto esperado de 644 pares de bases.
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Tabela 11 - Valores da diferenga entre os ACts entre as amostras (mistura de tumoral € a
mistura normal, de tecidos de mama) para cada um dos genes analisados no ensaio de reagdo
de RT-PCR em tempo real TagMan Human Endogenous Control Plate (Applied Biosystems).

Sim;::‘l:sdos Experjr_nento Expea;i![nenta Exper;r.nento Exper::nento Média | Desvio Padrio
pc” 0,04 0,28 0,30 0,59 0,30 0,19
PO 1,50 1,90 4,31 1,09 2,20 1,25
BA 0,34 0,09 0,24 0,18 0,21 0,09
cYc 0,21 0,28 0,84 0,58 0,48 0,25
GAPDH 0.61 0,09 0,19 0,51 0,35 0,22
PGK 1,76 0,95 0,87 0,41 0,75 0,21
B2m 1,16 1,83 2,24 2,02 1,81 0,40
GUS 1,22 0,46 0,27 0,20 0,54 0,41
HPRT 0,44 0,40 0,84 0,01 0,47 0,23
B8P 1,32 0,04 0,58 0,40 0,59 0,47
TR 213 0,67 0,90 1,56 1,32 0,57

valores da diferenga entre os ACts entre as amostras (mistura de tumores e a mistura de tecidos
normais, de mama) para cada um dos genes analisados, no experimento mencionado.
L

Internal Positive Control

47 QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE

RT-PCR EM TEMPO REAL

A quantificacdo da expressio dos dezenove genes selecionados como
candidatos diferencialmente expressos no cancer de mama resultantes da analise em
bancos de dados de SAGE foi realizada em vinte e duas amostras de tecidos
neopléasicos de mama, menores do que dois centimetros e em uma mistura de amostras
ndo tumorais. Os dados obtidos da quantificacdo da expressdo génica estdo
representados na Tabela 12. Foram consideradas as amostras com aumento de
expressdo aquelas que apresentaram os valores de AACt pelo menos duas vezes
aumentado em relacdo ao valor de expressdo da mistura de amostras normais. Destes
resultados, foram considerados como tendo a expressao diferencial validada, os genes

candidatos que apresentaram um aumento de expressdo em pelo menos 25% das
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amostras testadas (LOGING et al. 2000). Dos resultados obtidos a partir da
quantificagdo da analise da expressdo dos dezenove genes avaliados, onze deles
(ALPPL2, CELSR2, FN3KRP, GATA3, GATA4, HMG20B, PTPRF, (QSCNG,
SACARB2, STARDI0 e ZC3HDCI) apresentaram um aumento de expressdo nas
amostras tumorais testadas em relagdo ao tecido normal, segundo os critérios
adotados.

Conforme podemos observar na Tabela 12, o gene ALPPL2 apresentou
aumento da expressao em 59,0% das amostras testadas, ou seja, 13 das 22 amostras
analisadas exibiram um aumento de pelo menos duas vezes, quando comparadas a
mistura do tecido normal, sendo que, a variagdo do aumento da expressao foi de 2,01
a 29.55 vezes.

O gene CELSR2 apresentou aumento de expressdo em 81,81% das amostras
testadas (18 das 22 amostras analisadas), sendo que a variagdo do aumento da
expressdo foi de 2,3 a 48,8 vezes.

A analise da quantificacdo da expressdo do gene FN3KRP revelou o aumento
da expressio em 27,27% das amostras testadas (6 das 22 amostras analisadas), sendo
que a variagao do aumento da expressdo foi de 2,4 a 3,58 vezes.

O gene GATA3 apresentou aumento de expressdo em 77,27% das amostras
testadas (17 das 22 amostras analisadas), sendo que a variagdo do aumento da
expressdo foi de 2 a 29.4 vezes.

A analise da quantifica¢@o da expressao do gene GATA4 revelou o aumento da
expressao em 33,33% das amostras testadas (6 das 18 amostras analisadas), sendo que

a variagdo do aumento da expressio foi de 2,42 a 146 vezes.
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O gene HMG20B apresentou aumento de expressdo em 54,54% das amostras
(12 das 22 amostras analisadas ), sendo que a variagdo do aumento da expressdo foi
de 2.2 a 18,5 vezes.

O gene PTPRF apresentou aumento de expressdao em 31,81% das amostras (7
das 22 amostras analisadas ), sendo que a variagdo do aumento da expressdo foi de 2,5
a 6,3 vezes.

A analise da quantifica¢do da expressdo do gene OSCNG6 revelou o aumento da
expressao em 27,27% das amostras testadas (6 das 22 amostras analisadas), sendo que
a variacao do aumento da expressdo foi de 2,01 a 12,95 vezes.

O gene SCARB2 apresentou aumento de expressao em 36,36% das amostras (8
das 22 amostras analisadas), sendo que a varia¢do do aumento da expressao foi de 2 a
12,95 vezes.

A analise da quantificagdo da expressdo do gene STARD/0 revelou o aumento
da expressdo em 25% das amostras testadas (5 de 20 amostras analisadas), sendo que
a variacao do aumento da expressdo foi de 2,19 a 11,75 vezes.

O gene ZC3HDCI apresentou aumento de expressdo em 36,36% das amostras
testadas (8 das 22 amostras analisadas), sendo que a variagdo do aumento da
expressdo foide 2,11 a 4.13 vezes.

Os demais genes (BIRCS, CAD, CTSF, EFN4, EI24, KIAA0141 e KIF22) ndo
apresentaram aumento de expressio (de pelo menos mais que duas vezes) em mais de
25% das amostras tumorais testadas, em relagdo ao tecido normal. Nenhuma das
amostras testadas apresentou aumento da expressdo em rela¢do ao tecido normal
quando foi analisado o gene DGCRG.

No Anexo 8, encontram-se os dados completos da medida da expressdo génica

diferencial em todas as amostras analisadas nos genes selecionados.
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Tabela 12- Porcentagem de amostras com aumento de expressdo de pelo menos duas vezes
em rela¢do a4 mistura de amostras normais, para os genes analisados por meio de reacdo de
quantifica¢do por RT-PCR em tempo real

Porcentagem de amostras com Variacao do nivel de aumento de
Simbolo do Gene aumento de expressdo expressdo nas amostras
(ndmero de amostras) (nimero de vezes)
ALPPL2 59,00 (13/22) 20-295
BIRC 22,72 (5/22)) 27-1786
CAD 18,18 (4/22) 27-54
CELSR2 81,81 (18/22) 23-488
CTSF 22,72 (5/22) 2,1-33
DGCR6 0.0 (0/22) 0
EFNA 4 22,72 (5/22) 23-50
El24 4,54 (1/22) 22-22
FN3KRP 27,27 (6/22) 24-35
GATA 3 77,27 (17/22) 2,0-294
GATA 4 33,33 (6/18) 2,42-146,0
HMG20B 54,54 (12/22) 23-18,5
PTPRF 31,81(7/22) 23-143
QSCN6 27,27 (6/22) 23-77
SCARB2 36,36 (8/22) 27-129
STARD10 25,00 (5/20) 20-117
ZC3HDC 40,90 (9/22) 2.0-40
KIAAO141 22,72(5/22) 20-42
KIF22 4,54 (1/22) 54-54

4.8 ANALISE ESTATISTICA REFERENTE A QUANTIFICACAO
DA EXPRESSAO GENICA POR MEIO DE RT-PCR EM TEMPO REAL

Frente aos resultados de analise da expressdo génica diferencial dos dezenove
genes analisados, foi realizada a analise estatistica para correlacionar dados clinico-
patologicos disponiveis (idade, tamanho da lesdo. status para a imunodetecgdo de p53

e c-erb-B2 e presenca de metastase em linfonodos). Neste trabalho, foram
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considerados estatisticamente significativos os dados que apresentaram um valor de p
menor que 0,05.

A associagdo entre o aumento de expressdo dos genes CELSR2, GATA3,
GATA4 e KIAA0141 e a positividade para a imunodetec¢ao de receptor de estrogeno
se mostrou estatisticamente significativa (com valores de p iguais a: 0,0270, 0,0223,
0,0146 e 0,0325, respectivamente) e marginal em relagédo ao aumento da expressdo do
gene CTSF (p=0,0600) (Tabelal3).

A associagdo entre a expressao do gene CELSR2 e a positividade para a
imunodetec¢do do receptor de progesterona se mostrou estatisticamente significativa
(p=0,0278) (Tabelal4). A associacdo entre o aumento de expressdo do gene GATA3 e
a positividade para a imunodetec¢do de receptor de progesterona se mostrou
marginalmente significante (p=0,0527).

Devido a pequena amostragem, nenhuma outra associagdo pode ser observada
entre os dados de quantificagdo da expressdo génica e os demais aspectos clinico-

patologicos das amostras das pacientes analisadas.
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Tabela 13. Distribuigdo dos genes de acordo com o status do receptor de estrogeno e o nivel

de expressdo dos genes analisados.

Genes N:‘g?g ; . P';:- S{I.: Ig::} p-valor'
ALPPL2
Min-Max 0,48-15,08 0,40-29,54 0,9412
Mediana 2,48 2,55
Meédia (dp) 5,29(5,70) 6,33(8,20)
BIRCS
Min-Max 0,71-6,32 0,25-17,63 0,3020
Mediana 0,99 0,72
Média (dp) 2,09(2,21) 2,75(4,81)
CAD
Min-Max 0,21-3,05 0,22-5,46 0,2688
Mediana 1,30 0,70
Media (dp) 1,37(0,96) 1,22(1.40)
CELSR2
Min-Max 0,83-6,10 1,10-48,84 0,0270
Mediana 2,16 8,07
Média (dp) 3,01(2.42) 13,76(15,62)
CTSF
Min-Max 0,13-1,84 0,34-3,38 0,0600
Mediana 0,57 1,09
Média (dp) 0,69(0,63) 1,37(0,88)
DGCR6
Min-Max 0,05-1,45 0,04-1,45 0,7400
Mediana 0.54 0,43
Média (dp) 0,62(0,57) 0,46(0,40)
EFNA4
Min-Max 0,71-5,02 0,16-2,71 0,6583
Mediana 1.32 1.23
Meédia (dp) 1,77(1,62) 1,39(0,84)
El24
Min-Max 0,27-1,84 0,25-2,21 0,6057
Mediana 0,69 0,87
Média (dp) 0,81(0,56) 0,91(0,57)
FN3KRP
Min-Max 0,27-3,58 0,26-3,30 0,8828
Mediana 0,93 0,87
Media (dp) 1,94(1,38) 1,29(0,93)
GATA 3
Min-Max 0,20-11,39 1,12-29,44 0.0223
Mediana 1,57 7,03
Media (dp) 3,10(4,25) 10,22(8,46)
GATA4
Min-Max 0,01-0,12 0.01-146,0 0,0146
Mediana 0,02 1,92
Média (dp} 0,04(0,05) 13,2(38,4)

"-Valor de p obtido por meio do teste U de Mann-Whitney
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Tabela 13. Continuagdo da distribui¢io dos genes de acordo com o starus do receptor de

estrégeno e o nivel de expressio dos genes analisados.

Genes N;g:(‘g; & P’;’ T[TE? p-valor'
HMG20B
Min-Max 0,28-18,50 0,288-10,82 0,9412
Mediana 2,75 2,20
Media (dp) 547(7,05) 3,14(2,96)
PTPRF
Min-Max 0,41-4,31 0,49-6,29 0,6583
Mediana 1,95 1,22
Média (dp) 2,23(1,77) 1,70(1.45)
QSCN6
Min-Max 0,42-5,35 0,50-8,84 0,7124
Mediana 1,28 1,16
Média (dp) 1,79(1,80) 2,72(3,02)
SCARB2
Min-Max 0,49-6,94 0,36-12,95 0,9999
Mediana 1,24 1.29
Média (dp) 2,23(2,44) 2,34(3,03)
STARD10
Min-Max 0,01-3,98 0,03-11,75 0,9652
Mediana 1,34 0.66
Media (dp) 1,56(1,69) 1,69({3,00)
ZC3HDC1
Min-Max 0,90-3,55 0,50-4,12 0,5553
Mediana 2,34 1,62
Média (dp) 2,20(1,10) 1,83(1,08)
KIAA0141
Min-Max 0,57-1,76 0,46-4,28 0,0325
Mediana 0,74 1,65
Média (dp) 0,92(0,45) 1,83(1,00)
KiF22
Min-Max 0,03-0,84 0,07-5,48 0,8250
Mediana 027 0,28
Média (dp) 0,33(0,26) 0,70(1,33)

"-Valor de p obtido por meio do teste U de Mann-Whitney
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acordo com o status do receptor de progesterona e o nivel de

Negativo Positivo
Genes N (6) N (16) p-valor’
ALPPL2
Min-Max 0,40-17,08 0,48-29,54 0.2786
Mediana 3,30 1,77
Média (dp) 6,59(5,98) 5,51(9,01)
BIRCS
Min-Max 0,31-17,63 0,25-7,01 0,3088
Mediana 1,23 0,75
Média (dp) 3,38(5,48) 1,30(1,95)
CAD
Min-Max 0,21-5.46 0,30-3,28 0,4905
Mediana 5,46 3,28
Média (dp) 1,41(1,54) 1,11(1,00)
CELSR2
Min-Max 0,83-30,80 2,67-48,8 0,0278
Mediana 2,47 9,38
Meédia (dp) 6,38(9.,06) 15,2(17,14)
CTSF
Min-Max 0,13-3.38 0.34-2.14 0.9476
Mediana 0.68 0.89
Média (dp) 1.26(1.07) 1.11(0.64)
DGCR6
Min-Max 0,04-1,45 0,08-1,03 0,5766
Mediana 0,24 0,53
Média (dp) 0,52(0,57) 0,48(0,29)
EFNA4
Min-Max 0,69-2,71 0,16-5,02 0,6224
Mediana 1,26 1,34
Media (dp) 1,22(0,57) 1,77(1,39)
El24
Min-Max 0,25-2,11 0,33-1,95 0,3578
Mediana 0,63 0,90
Média (dp) 0,80 (0,58) 0,96(0,52)
FN3KRP
Min-Max 0,27-3,58 0,26-3,30 0,5767
Mediana 0,77 0,97
Média (dp) 1,29(1,33) 1,39(1,00)
GATA 3
Min-Max 0,20-19,76 1,74-29,44 0,0527
Mediana 2,30 9,35
Média (dp) 571(7,10) 10,85(8.58)
GATA4
Min-Max 0,0-146,0 0,03-12,55 0,1826
Mediana 0,20 1,92
Média (dp) 15,3(45,92) 4,06(4,87)

"-Valor de p obtido por meio do teste U de Mann-Whitney
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Tabela 14. Continuacdo da distribui¢do dos genes de acordo com o status do receptor de progesterona
e o nivel de expressdo dos genes analisados.

Negativo

Positivo

1

Genes N (6) N (16) p-valor
HMG208
Min-Max 0,28-8,19 0,45-18,50 0,1228
Mediana 1,37 2,80
Média (dp) 2,40(5.48) 5,14(5,51)
PTPRF
Min-Max 0,41-4.27 0,49-6,29 0,6224
Mediana 1,24 1,45
Média (dp) 1,62(1,19) 2,07(1,82)
QSCN6
Min-Max 0,42-8,84 0,70-7,72 0,1783
Mediana 0,97 1,29
Média (dp) 2,16(2,85) 2,78(2,70)
SCARB2
Min-Max 0,36-12,95 0,44-6,94 0,2786
Mediana 1,19 1,35
Media (dp) 2,29(3,65) 2,33(1,91)
STARD10
Min-Max 0,03-11,75 0,31-4,61 0,3823
Mediana 0,66 0,90
Média (dp) 1,91(3,77) 1,44(1,50)
ZC3HDC1
Min-Max 0,504.16 0,54-3,21 0,6224
Mediana 1,14 1,91
Média (dp) 1,09(1,28) 1,96(0,87)
KlAO0141
Min-Max 0,46-4,28 0.77-3.07 0.1077
Mediana 1,12 1,75
Média (dp) 1,43(1,16) 1,74(0,74)
KIF22
Min-Max 0,03-5,48 0,07-1,67 0,3088
Mediana 0,30 0,25
Média (dp) 0,80(1,56) 0,40(0,49)

'-Valor de p obtido por meio do teste U de Mann-Whitney
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5 DISCUSSAO

O cancer ¢ uma doenga genética caracterizada por alteragdes em genes que
estdo envolvidos no processo de proliferagao, morte e diferenciagdo celular. A
progressao de uma pré-neoplasia para o cancer € um processo composto por diversas
etapas, acompanhado pelo acimulo de alteragdes genéticas que resultam na auséncia
ou em padrdes de expressdo inadequados de genes e modificagdes na estrutura e
fungdo de proteinas.

O céncer de mama ¢ a neoplasia mais freqiiente que acomete as mulheres do
mundo todo. Embora exista um consideravel progresso no diagnostico e no tratamento
precoce para esse tipo de tumor, a mortalidade por essa doeng¢a entre as mulheres
ainda permanece relativamente alta. O cancer de mama é uma doenga complexa,
caracterizada pelo acumulo de diversas alteragdes moleculares que resultam em uma
importante heterogeneidade clinica e histopatoldgica, que faz com que seja dificil
selecionar qual estratégia terapéutica se adequara da melhor forma para cada caso
(BERTUCCI et al. 2003). Com o passar dos anos, tém sido aplicadas varia¢des no
tratamento do cancer de mama. com o uso de terapias sistémicas adjuvantes
(quimioterapia e hormonioterapia) tendo a finalidade de controlar a doenga.
Inicialmente, a quimioterapia foi amplamente aplicada em pacientes portadoras de
doenca avangada. Entretanto, diversos estudos tém revelado que a quimioterapia
sistémica e a terapia hormonal também reduzem o risco de recorréncia e mortalidade
em pacientes portadoras de tumores precoces. Devido ao avango das técnicas de
diagnostico e da maior divulgagdo de campanhas de educagdo e saude publica, o

diagnostico de pacientes com cancer de mama em estagio precoce da doenga sem o
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envolvimento de linfonodos (que confere pior prognéstico) tem aumentado. A maior
parte destas pacientes, cerca de 75%, nao apresentardo recidivas. Portanto, &
inapropriada a administragdo de terapia sistémica para todas as pacientes com cancer
de mama sem o envolvimento de linfonodos (FISHER et al. 1983; BLACK et al.
1997; CHIA et al. 2004). De acordo com essa questdo, ¢ importante definir quais
pacientes irdo se beneficiar do uso deste tipo de terapia daquelas que ndo se
beneficiariam, uma vez que, ela envolve um tratamento de alto custo e com intensos
efeitos colaterais.

Tumores de mama com aparentemente o mesmo tipo histolégico e
estadiamento variam amplamente em sua resposta as terapias. Novos marcadores de
prognostico e fatores preditivos sdo necessarios para permitir a individualizagdo da
terapia (BERTUCCI et al. 2000).

A analise do perfil da expressdo génica permite avaliar a heterogeneidade do
cancer de mama e identificar tumores com pior progndstico e os subtipos tumorais
que ndo seriam reconhecidos apenas por pardmetros histoclinicos usuais. A
identificagdo de marcadores moleculares pode ser importante ndo somente para
estabelecimento do prognéstico, mas também para a deteccdo da doenga em estagios
precoces, uma vez que nesta fase a doenga é mais passivel de cura. Também podem
ser uteis no acompanhamento de pacientes, denunciando a recidiva da doenga ou o
seu desaparecimento (SIDRANSKY 1997).

A detecgdo precoce e a identificagdo de marcadores moleculares como fatores
de prognostico uteis para o cancer de mama permitirdo a escolha da terapia mais
adequada e eficaz para cada tumor e como conseqiiéncia podera melhorar a sobrevida
global da populagdo portadora deste tipo de cancer. A escolha do tratamento poderia

diminuir a agressividade da evolugdo clinica. Seletivamente, poderiam ser aplicadas
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terapias radicais mais precocemente, ajustadas as caracteristicas moleculares dos
tumores mais agressivos e também, terapias mais brandas poderiam ser instituidas as
pacientes com cancer de mama com caracteristicas moleculares mais favoraveis. O
resultado de um tratamento individualizado pode possibilitar maior sobrevida e
melhor qualidade de vida as pacientes portadoras desta neoplasia.

O perfil de expressdo génica pode contribuir para o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos, assim como para a identificagdo de marcadores para o cancer de
mama para monitorar tanto a progressio, quanto o tratamento da doen¢a (JIANG et al.
2002). Alteragdes genéticas, resultando em niveis de expressao alterados de mRNA e
proteinas tém sido amplamente descritas no processo de tumorigénese de mama,
como por exemplo a ativagdo ou amplificacdo de oncogenes ou a perda de genes
supressores de tumor (JONES et al. 1995; WALKER et al. 1997).

Recentemente, diversos genes tém sido descritos como tendo o aumento da
expressdo durante o desenvolvimento do cdncer de mama (JIANG et al. 2002;
MANNI et al. 2001; KAURANIEME et al. 2004). A maior parte destes genes esta
associada a mecanismos de controle de proliferagdo celular e podem representar
potenciais marcadores prognosticos ou alvos para a terapia do cancer de mama.

Com o desenvolvimento de técnicas de biologia molecular de alta demanda.
foram criadas novas abordagens para identificar e reconhecer o perfil da expressdo
génica e um melhor entendimento do complexo processo bioldogico que € a
tumorigénese. Técnicas como cDNA microarray, SAGE (VELCULESCU et al. 1995)
e MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) (JONGENEEL et al. 2003) tém
permitido a rapida andlise no perfil da expressdo génica de um determinado tipo

tumoral.
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Além disso, a andlise no nivel de expressdo de proteinas é também de grande
importancia para a identificagdo de possiveis marcadores moleculares para serem
utilizados como alvos terapéuticos. A técnica de Tissue Microarray (TMA)
(KONONEN et al. 1998) permite que centenas de amostras de tecidos sejam fixadas
em uma lamina e analisadas em um unico experimento. Esta técnica possibilita a
utiliza¢@o de espécimes teciduais de arquivo clinico fixadas e emblocadas em parafina
com o uso minimo de reagentes, o que resulta também em economia de amostras de
tecido com potencial para gerar um grande volume de informagdo para posterior
correlag@o clinica. Grande parte da utilizagdo da tecnologia de 7MA tem surgido a
partir de pesquisas correlacionadas ao cancer, como por exemplo a andlise da
freqiiéncia de alteragdes moleculares em um amplo nimero de tumores, na exploragdo
da progressao tumoral, na identificagdo de fatores progndsticos e na validagdo de
novos genes descobertos como potenciais marcadores de diagnostico e alvos para
terapia (KALLIONIEMI et al. 2001).

A disponibilidade dos dados de expressdo génica de diversos tecidos via
internet ¢ uma abordagem econdmica para fornecer subsidios para a realiza¢do de
inimeros experimentos. Atualmente, ha um grande volume de dados que foram
gerados a partir de bibliotecas de SAGE que se encontram disponiveis em bancos de
dados publicos e podem ser analisados por meio de ferramentas on [ine. O numero de
SAGEtags reflete de forma direta a abundancia dos transcritos em um determinado
tipo de tecido, sendo portanto, os dados de SAGE altamente acurados e quantitativos.
As informacdes depositadas nestes bancos de dados sdo de grande potencial como o
ponto inicial de estudos de analise da expressdo génica. Entretanto, "vasculhar" estes
bancos de dados, definir quais sdo os critérios mais relevantes e adapta-los para uma

determinada aplicag@o ndo ¢ uma tarefa simples. Trabalhar com todos estes dados em
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um curto periodo de tempo parece ser um desafio. Diversas ferramentas de
bioinformatica tém sido desenvolvidas com o objetivo de auxiliar e facilitar todo este
processo de busca por genes diferencialmente expressos para posterior verificagdo
experimental. Como exemplo, podemos citar o desenvolvimento do website
SAGEGenie (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE), que se trata de uma interface grafica
mantida pelo CGAP (Cancer Genome Anatomy Project) para a apresentagdo e analise
dos dados de SAGE, na qual é fornecida uma série de ferramentas para analise da
expressdo génica. Nesse website, podem ser realizadas comparagdes horizontais da
expressdao geénica (por exemplo, entre tecido de cérebro normal versus tecido de
cérebro tumoral), bem como comparagdes verticais (diferentes tipos de tecidos ou
tipos de 6rgaos) (BOON et al. 2002: LIANG 2002).

Diversos estudos tém utilizado a técnica de SAGE para andlise da expressdo
génica. LOGING et al. (2000) utilizaram os dados de SAGE para a identificagdo de
marcadores moleculares para o glioblastoma multiforme (GBM) e a identifica¢do de
potenciais alvos para imunoterapia. Neste trabalho, os autores realizaram uma analise
"in silico" a partir das bibliotecas de SAGE disponiveis on line e selecionaram
dezessete genes candidatos a diferencialmente expressos para serem avaliados por
meio de RT-PCR em tempo real. Destes genes, sete demonstraram-se potenciais
candidatos a marcadores tumorais para 0 GBM.

HUMINIECKI e BICKNELL (2000) identificaram novos genes especificos do
endotélio por meio da analise de bancos de dados. Os autores utilizaram duas
diferentes fontes de dados de expressdo: Unigene/EST (utilizando as bibliotecas de
ESTs do dbEST) e SAGE/CGAP (utilizando as bibliotecas de SAGE). Apods a
identificacdo de um grupo de genes alvo do estudo, os autores partiram para a

verificacdo experimental por meio de RT-PCR. Como resultado foram identificados



83

quatro novos genes especificos do endotélio (ECSM!. ECSM2, ECSM3 e Magic
roundabout).

CHEN et al. (2002) também fizeram uso dos dados de SAGEtags disponiveis
on line para a identificagdao de novos genes a partir de SAGEtags que ndo mapeavam
em genes conhecidos para testar a hipdtese de que estas SAGEtags corresponderiam a
novos trancritos ou novos genes que ndo haviam sido identificados no genoma
humano. Os dados provenientes deste estudo forneceram evidéncias de que parte
destas SAGEtags sao de fato oriundas de novos trancritos e representam novos genes
em potencial .

Em um outro trabalho, HOUGH et al. (2000) utilizaram os dados de SAGE
para a identificagdo de marcadores moleculares para o cancer de ovario. Neste
trabalho, os autores comparam o perfil da expresdo génica entre amostras de tecido de
ovario tumoral e ndo tumoral a partir da constru¢do de bibliotecas de SAGE, em que
foram identificados diversos genes com diferenca de expressdao. Quatro dos genes
encontrados com aumento de expressao no tecido tumoral foram entdo avaliados por
meio de imuno-histoquimica. Destes, foram identificados trés genes (4poJ, Claudin 3
e Claudin 4) que nunca haviam sido descritos em trabalhos prévios como relacionados
ao cancer de ovario.

A comparagdo da expressdo génica por meio de SAGE foi realizada por St
CROIX et al. (2000) para identificar genes endoteliais de tecido colo-retal normal e
tumoral e determinar quais seriam diferencialmente expressos. Neste trabalho, os
autores encontraram 46 transcritos com alto nivel de expressao (mais de 10 vezes) no
endotélio tumoral do que no normal e 33 transcritos foram identificados como

expressos em baixos niveis no tecido tumoral em relagdo ao normal.



84

Sendo assim, hd evidéncias de que a utilizagdo dos dados gerados a partir da
técnica de SAGE tem se mostrado como uma abordagem bastante eficaz para estudos
de andlise da expressdo génica. Com o propésito de contribuir para a identificacdo de
possiveis alteragcdes na expressio de genes envolvidos no processo inicial de
tumorigénese de mama, o presente estudo buscou avaliar a expressao diferencial entre
tecidos de mama neoplasica e ndo neoplésica de genes selecionados a partir de bancos
de dados publicos de SAGE.

A confirmagdo da expressdo diferencial observada in silico ou por outros
métodos como por exemplo experimentos de c¢DNA microarray ¢ necessdria
previamente a identifica¢do de potenciais marcadores tumorais. A RT-PCR em tempo
real ¢ uma potente técnica para se quantificar de forma rapida e precisa a expressao
génica em diversas amostras, 0 que a torna extremamente Util para a quantificacdo de
genes escolhidos por meio de pesquisa em bancos de dados publicos disponibilizados
on- line.

No presente estudo, foi inicialmente gerada uma lista contendo 175 genes
potencialmente mais expressos no cancer de mama em relagio aos tecidos de mama
normal, utilizando os dados das bibliotecas de SAGE disponiveis. A partir desta lista
de genes, foi realizado um estudo desses candidatos através de uma analise da fungdo,
localizagdo celular, dados de literatura, entre outras informagdes por meio de
ferramentas disponiveis on line, o que resultou na escolha de dezenove genes para
serem entdo validados quanto a expressdo génica diferencial por meio da técnica de
RT-PCR em tempo real em amostras de tumores iniciais de mama. Dentre os
dezenove genes inicialmente testados, onze genes apresentaram aumento de expressao
em mais de 25% das amostras analisadas. Os genes ALPPL2, CELSR2, GATA3 e

HMG20B apresentaram aumento de expressdo em mais de 50% das amostras
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analisadas. Esses resultados demonstram o potencial da abordagem utilizada neste
estudo para a escolha e validacao de genes diferencialmente expressos.

O gene ALPPL2 apresentou aumento de expressdo em 59% das amostras
tumorais testadas, quando comparado ao tecido normal. A proteina codificada por este
gene € uma proteina semelhante a fosfatase alcalina placentaria. As fosfatases
alcalinas correspondem a um grupo de enzimas responsaveis pela hidrdlise de
compostos que contém fosfatos, em pH alcalino. A fonte primaria das fosfatases
alcalinas placentarias humanas (cuja sigla do inglés é PALP) ¢é a placenta, na qual a
sintese destas enzimas ocorre durante o segundo e o terceiro trimestre da gravidez
(SHE et al. 2000). E sugerido que PALP esteja envolvida na transferéncia da 1gG
maternal para o feto (STEFANER et al. 1997) e um acumulo de evidéncias indica um
possivel envolvimento de PALP no processo de divisao de células normais e
transformadas (DABARE et al. 1999). A expressdo de PALP também ¢é observada em
diversos tipos tumorais, mas sua contribui¢do para o processo de tumorigénese ainda
ndo foi elucidada. Desde que o crescimento fetal e tumoral apresentam caracteristicas
comuns, ¢ provavel que o aumento da expressdo de PALP altere tanto a proliferacdo
do tecido fetal, quanto de tecidos cancerosos. SHE et al. (2000) estudaram os efeitos
da expressaio de PALP na proliferacio de fibroblastos de camundongos e em
fibroblastos de fetos humanos nido transformados e transformados por H-ras. Neste
trabalho, os autores demonstraram que nestas linhagens celulares, a proteina PALP
altamente purificada seria responsavel por estimular a sintese de DNA e a proliferacdo
celular através de varias enzimas regulatorias do processo de proliferagdo celular, ja
conhecidas. A isoenzima ALPPL2 é encontrada em testiculo e timo, sendo que o nivel
desta enzima ¢é elevado no soro de pacientes portadores de tumores de células

germinativas de testiculo, principalmente seminomas.
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O gene HMG20B apresentou um aumento da expressdo em 54,5% das
amostras testadas, quando comparado ao tecido normal. A proteina codificada por este
gene ¢ muito semelhante 3 Hmg20b murina e pode ser a subunidade central do
complexo ativador transcricional SWI/SNF. O grupo de proteinas HMG (high
mobility group) é composto de proteinas cromossomais ndo-histonas que contém um
dominio conservado de ligagdo com o DNA chamado de HMG box e estdo envolvidos
no processo de regulagdo da transcricdo génica e no modelamento da cromatina.
HMG20B ¢é também denominado como BRAF35, cuja proteina foi originalmente
identificada como um componente ligante de DNA do multicomplexo de BRCA2
(importante gene envolvido no cancer de mama hereditario). MARMORSTEIN et al.
(2001), demonstraram a associagdo entre BRAF35 e BRCA2 com a cromatina durante
as fases iniciais da condensacdo dos cromossomos na mitose e por meio de
experimentos com microinje¢des de anticorpos, sugerindo o envolvimento deste
complexo na regulagiio da progressdo do ciclo celular. De forma similar aos outros
complexos regulatorios, o complexo BRAF35/BRCA2 nédo confere somente um papel
regulatorio na progressdo do ciclo celular, mas também tem sido descrito como
envolvido no reparo de dano ao DNA.

O gene CELSR2? apresentou-se com aumento de expressao em 81,8% das
amostras de tumores testadas, quando comparado ao tecido normal. Apesar da fung¢do
dessa proteina ainda nio ter sido esclarecida, ha evidéncias por estudos em outros
organismos que ela possa estar envolvida na mediagdo da comunicagdo célula-célula,
que € um mecanismo importante no que diz respeito ao envio de sinais para processos
como crescimento, proliferagdo e diferenciagdo celulares. Nosso estudo forneceu

indicios de que o aumento da expressdao de CELSR2 ¢ um evento freqiiente no inicio
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do processo de tumorigénese da mama, uma vez que o aumento significativo de sua
expressao foi observado na maioria das amostras testadas.

Um outro resultado importante obtido no presente estudo, foi o referente a
expressido do gene GATA3. Este gene apresentou o aumento da expressdo em 77.2%
das amostras tumorais testadas. O gene GATA3 faz parte da familia GATA de fatores
de transcri¢do do tipo dedos de zinco, na qual existem pelo menos seis membros ja
identificados, os quais estdo divididos em duas subfamilias que sdo importantes na
regulacdo de diversos genes e sdo expressos em uma variedade de tecidos durante o
desenvolvimento e em adultos (SIMON 1995). De maneira geral, as proteinas da
familia GATA tém sido associadas a papéis criticos dentro do processo de
desenvolvimento, incluindo a regulagdo da diferenciacdo celular, o controle da
proliferagdo e do movimento celular (LACROIX ¢ LECLERCQ 2004). A subfamilia
composta por GATA [, 2 e 3 é predominantemente expressa em células sangiiineas
hematopoiéticas e endoteliais (WEISS e ORKIN 1995). GATA 4, 5 e 6 sdo os
membros da segunda subfamilia e sdo expressos principalmente em tecidos do sistema
cardiovascular e em tecidos derivados do endoderma, incluindo figado, pulmao,
pancreas e intestino (SUZUKI et al. 1996; LACROIX e LECLERQ 2004). GATA3 ¢
altamente expresso em células linfoides T e acredita-se que esteja envolvido na
diferenciacdo destas células (HO et al. 1991: JOULIN et al 1991). Este gene €
também altamente expresso em dreas de cérebro embriondrio, sistema nervoso central
e periférico de adultos e em virios outros tecidos, incluindo rim e endotélio (ORKIN
1992). A presenca de GATA3 ¢ observada em tecido de mama e prostata normais, que
sdo dois tecidos cuja proliferacio é dependente de hormonios esterdides. Uma
correlagdo estatisticamente significante entre a expressao do receptor de estrogeno e a

expressao de GATA3 foi descrita por HOCH et al. (1999), em um trabalho em que
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utilizaram c¢DNA microarray para comparar o padrio da expressdo génica entre
linhagens celulares derivadas de cancer de mama discordantes quanto a expressdo de
receptores de estrogeno (ER). Estes experimentos indicaram a abundante expressao de
GATA3 nas linhagens celulares ER+ e a minima ou nenhuma expressdo deste gene nas
linhagens celulares ER-. Um painel composto de 47 amostras de tumores primarios de
mama invasivos foi usado para avaliar a expressdo de PR, ER e GATA3 por meio de
ensaio por imunoperoxidase, o qual estabeleceu uma correlagdo estatisticamente
significativa (p<0,0001) entre a expressdao de GATA3 e ER. BERTUCCI et al. (2000),
desenvolveram um estudo utilizando ¢cDNA microarray com 1276 genes candidatos
em 34 amostras de tumores primarios em mama (trés amostras TI, 20 amostras TII, 10
amostras TIII e 1 amostra nao avaliavel) e observaram a alta expressao de GATA3 em
tumores com fendtipo positivo para o ER, sugerindo a importancia deste gene em
tumor de mama e seu envolvimento com ER.

A analise estatistica no nosso estudo revelou associagdes estatisticamente
significativas entre a expressdo dos genes CELSR2, GATA3. GATA4 e KIAAOI4] ¢ a
positividade para a imunodetecgdo do receptor de estrogeno (ER) e marginalmente
significativa entre a expressdo do gene C7SF e a positividade para a imunodetecgdo
de ER. Uma correlagdo estatisticamente significativa foi encontrada entre a expressao
do gene CELSR?2 e positividade para a imunodetecg¢do do receptor de progesterona
(PR) e marginalmente significativa entre a expressdo do gene GATA3 e a positividade
para a imunodeteccdo do receptor de progesterona.

A glandula mamaria, o ovario e o utero nas mulheres sdo os principais tecidos-
alvo dos horménios sexuais que incluem o estrogeno, progesterona e andrdgeno.
Estrégeno ¢ um hormonio importante para a proliferagdo, diferenciagdo e fungdo nos

tecidos reprodutivos (CURTIS et al. 2000). Evidéncias tém se acumulado de que
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estrogeno apresenta efeito mitogénico em tumores de mama. Os mecanismos que
causam esse efeito ainda ndo sdo totalmente entendidos, mas provavelmente resultam
do complexo mecanismo de modulagdo que os receptores de estrogeno exercem sobre
a transcri¢do génica (PLATET et al. 2004). A progesterona ¢ um regulador essencial
nos eventos reprodutivos associados a gravidez, incluindo a ovulagdo, o
desenvolvimento do tutero e da glandula mamaria (CONNEELY et al. 2002). O
androgeno € indispensavel para o desenvolvimento e a fun¢do normal dos tecidos
reprodutivos. Estes hormonios exercem suas fun¢des em seus tecidos-alvo, por meio
de receptores intracelulares especificos: os receptores de estrégeno (cuja sigla do
inglés € ER), os receptores de progesterona (cuja sigla do inglés é PR) e os receptores
de andrégeno (cuja sigla do inglés é AR), os quais fazem parte da superfamilia de
receptores nucleares (cuja sigla do inglés é NR) e funcionam como fatores de
transcrigdo que regulam a expressdo de genes alvo. Existem dois receptores para
estrogeno, ESR1 (alfa, ER-a) ¢ ESR2 (beta, ER-B). Embora essas duas proteinas
sejam muito semelhantes em seus dominios de ligagio ao DNA e aos esterdides,
ESR?2 esta localizado em um diferente cromossomo e codifica uma proteina mais curta
(ANDERSON 2002). O padrdo de expressdo dessas duas proteinas também difere. A
porcentagem de células ERS1 positivas € geralmente baixa nas células epiteliais de
glandulas mamarias fora da lactagdo (20 a 30%), mas aumenta em doengas
proliferativas benignas, particularmente quando associadas com atipia celular e em
carcinomas ductais in situ de baixo grau, sugerindo que uma elevada expressdo desse
gene possa estar associada ao maior risco de tumorigénese. Ao contrario, os niveis de
ESR2 diminuem na progressao de hiperplasia ductal a DCIS, enquanto que em DCIS
de alto grau a expressio de ambos receptores diminui. A expressdo de ESRI ¢

encontrada em 50 a 80% dos tumores invasivos, enquanto varios estudos indicam que
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a expressdo de ESR2 diminui em tumores de mama invasivos em rela¢do ao tecido
adjacente normal (PLATET et al. 2004).

O conhecimento do status de receptores de estrogeno e também de
progesterona ¢ essencial para decisdes terapéuticas em rela¢do a hormonioterapia.

Cerca de um ter¢o dos carcinomas de mama s3o horménio dependentes, ou
seja, expressam receptores de estrogenos e respondem a abordagem terapéutica com o
uso de anti-estrégenos, como por exemplo o tamoxifeno (JORDAN 1999). Em células
mamarias sensiveis, o tamoxifeno liga-se a ER e este, por sua vez, ndo ativa a
transcri¢do génica. Em células mamarias que se tornam resistentes a ag¢do dos
moduladores seletivos de receptor de estrogeno, como € caso do tamoxifeno, ¢
observada a maior expressdo de receptores de fator de crescimento EGFR e ERBB2,
por meio da ativagdo da via de sinalizagdo da MAPK (quinase ativada por mitdgeno),
a qual pode fosforilar ER, facilitando a ligagdo do receptor com proteinas co-
ativadoras, o que restabelece sua atividade transcricional e o estimulo da proliferacao
celular. A acdo de anti-estrogenos, ndo somente exclui co-ativadores ligantes, mas
também pode facilitar o recrutamento de co-repressores e resultar em agdo repressiva
da expressdo basal de certos genes (FOLGUEIRA e BRENTANI 2004).

Tumores com o fendtipo ER negativo sdo resistentes ao tratamento adjuvante.
Pacientes portadoras de tumores ER negativos ndo apresentam sempre a mesma
resposta a quimioterapia. A auséncia da expressdo de ER em tumores de mama esta
associada também a um fendtipo mais agressivo e tem se tornado bem estabelecido
que pacientes com cancer de mama ER- (hormoénio-independente) apresentam menor
tempo de sobrevida livre de doenga e menor sobrevida global quando comparadas
com pacientes portadoras de tumores com o fenotipo ER+ (McGUIRE e CLARK

1992; NAGAI et al. 1994). Dentre os tumores ER positivos, aqueles que sado



91

concomitantemente PR positivos tém maior probabilidade de responder a terapia
hormonal que os que sdo negativos para o receptor de progesterona (JACOBSEN et
al. 2003). Diversos estudos tém investigado as diferengas no perfil de expressao
génica entre os tumores de mama ER+ e ER-.

Entretanto, a relagdo entre resposta ao tratamento hormonal e o status de ER
ndo ¢é perfeita e isso torna possivel que outros genes relacionados a expressdo de ER
possam ser mais importantes do que o proprio ER para caracterizar o fendtipo
horménio-responsivo. Tais genes podem ser titeis como fatores preditivos na terapia e
estimular a pesquisa levando a identificacdo de novos alvos terapéuticos (BERTUCCI
et al. 2000).

Um estudo recente realizado por LACROIX e LECLERCQ (2004) avaliou a
co-expressao de trés genes (GATA3, HNF34 e XBPIl) com o gene de receptor de
estrogeno (ESRI) em tumores de mama e em linhagens celulares derivadas de cancer
de mama. Como resultado deste trabalho os autores sugeriram que estes trés fatores de
transcrigdo exercem um papel importante no acompanhamento e controle dos efeitos
mediados por ERa no cancer de mama.

A inducdo da proliferacdo celular ¢ o maior efeito mediado por ER-c em
células de cancer de mama. Para que este processo ocorra € necessario energia e
supostamente uma grande sintese de proteinas. Uma outra forma de controlar a
atividade de ER-a é modulando a atividade de seus ligantes. As seqiiéncias ligantes
para GATA3 sdo freqiientemente encontradas entre outros elementos comuns do
DNA, sugerindo que os fatores GATA podem exercer uma fungdo essencial em
cooperagdo com outras proteinas ligantes de DNA. A forte correlagdo entre a
expressdo de ERa e GATA3 sugere que GATA3 possa cooperar com esse receptor

esteroide para regular genes horménio-responsivos, especificos para o tecido de mama
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(LACROIX e LECLERCQ 2004). O fato de ndo ser a resposta a hormonioterapia
funcdo somente da positividade dos receptores de estrogenos, a identificacdo de genes
adicionais envolvidos nesse processo ¢ essencial. O nosso estudo além de ter
confirmado a correlagdo positiva entre expressdo de GATA3 e ER, revelou outros
genes cujo aumento de expressdo esta associado a positividade do receptor de
estrogenos. A extensdo desse trabalho com analise de um grande numero de casos
com longo tempo de acompanhamento pode indicar se 0 aumento de expressdo desses
genes pode ser usado como um fator preditivo, adicional a expressdo dos receptores
de estrégeno, da resposta a hormonioterapia.

Outro fato que demonstra a utilidade da abordagem adotada neste estudo para
a identifica¢do de genes candidatos a marcadores em cancer de mama foi a recente
publica¢do de um trabalho por OLAYIOYE et al. (2004), que estudaram STARD/0,
um dos genes escolhidos para validagdo neste estudo, e este apresentou-se com
aumento de expressdo de 2 a 12 vezes em 25% das amostras testadas. Nesse trabalho,
os autores demonstraram que a fosfoproteina STARDIO apresenta aumento de
expressdo em tumores de mama em humanos e em camundongos. Os autores
encontraram o aumento da expressao em 35% dos carcinomas de mama primarios e
em 64% das linhagens celulares de cancer de mama, sendo mais freqiiente a expressao
em tecidos com aumento de expressdo de ERBB2. A coexpressao de STARD/0 com
ERBBI em fibroblastos de murinos aumentou o crescimento independente de
ancoragem no ensaio de soft agar, evidenciando uma cooperagdo funcional entre
STARDI10 e ERBBI. Juntos, estes dados sugerem que o aumento da expressao desta
proteina pode contribuir para a oncogénese da mama e nossos dados sugerem que o

aumento de expressdo desse gene ocorre em uma porcentagem de tumores iniciais.
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Os resultados apresentados no presente estudo demonstraram que a estratégia
de escolha de genes a partir da analise de banco de dados publicos disponives on line
foi adequada, por terem sido validados por meio de RT-PCR em tempo real mais da
metade dos genes selecionados. Além disso, essa estratégia mostrou-se com um
potencial de rapida execu¢do, uma vez que experimentos sdo necessarios apenas para
a validag@o dos candidatos escolhidos e ndo para a escolha dos mesmos. A escolha da
técnica de RT-PCR em tempo real como método de validagdo foi bastante efetiva,
permitindo que, com o uso de pequena quantidade de RNA de cada amostra, a analise
da expressdao dos multiplos genes selecionados na primeira etapa do estudo de uma
maneira rapida e precisa. Outro fator que demonstra a utilidade da abordagem
escolhida ¢ a obtengdo, mesmo com um pequeno nimero de amostras, da correla¢do
positiva e estatisticamente significativa da expressdo de alguns dos genes testados
com a positividade dos receptores de estrogeno, provavelmente demonstrando a
importancia desses genes na tumorigénese da mama. Além disso, apds o inicio do
estudo foram publicados trabalhos, como o desenvolvido por OLAYIOYE et al.
(2004), que mostraram o papel de um dos genes escolhidos nesse estudo, como o gene
STARDI0 na transformagdo celular e na tumorigénese da mama. Entretanto, o que
entendemos que seja uma etapa crucial nesse tipo de trabalho € o estudo detalhado de
cada gene e estabelecimento dos critérios de escolha dos candidatos para validagdo.
Essa etapa, provavelmente a mais laboriosa e que requer estudos detalhados, ¢
decisiva para o sucesso desse tipo de estudo e aparentemente os critérios usados neste
estudo foram adequados. Embora os resultados obtidos no presente estudo fornegam
indicios de uma provavel correlagdo entre o aumento da expressdo dos genes e o
processo de tumorigénese de mama, um estudo mais amplo, com um maior numero de

amostras € um maior tempo e acompanhamento das pacientes ¢ imprescindivel para
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confirmar os resultados obtidos e para demonstrar se os achados moleculares aqui
mostrados poderiam ser utilizados como marcadores para o acompanhamento de

pacientes portadoras do cancer de mama ou como alvos terapéuticos.
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6 CONCLUSOES

A abordagem utilizada neste estudo para a identificagdo de genes
diferencialmente expressos potencialmente iteis como marcadores
prognosticos, diagnosticos ou alvos terapéuticos, que envolveu a analise
dos dados de expressdo génica de tecidos normais e tumorais de mama
disponiveis no Banco de Dados de SAGE mantido pelo Instituto Nacional
do Cancer dos Estados Unidos, disponibilizado no sitio
http://cgap.nci.nih.gov, foi validada pois, dos 175 genes inicialmente
identificados, 19 foram escolhidos para avaliacio e destes foram
encontrados onze genes (ALPPL2, CELSR2, GATA3, GATA4., FN3KRP,
HMG20B, PTPRF, QSCN6, SCARB2, STARTI0O e ZC3HDCI) com
aumento da expressdao em pelo menos mais de 25% das amostras tumorais
analisadas em comparagdo ao tecido normal. Desses, o aumento de
expressao de quatro deles (ALPPL2, CELSR2, GATA3, HMG20B) parece
ser um evento freqiiente na tumorigénese da mama por ter sido constatado
em mais de 50% das amostras tumorais analisadas.

Este trabalho confirmou que a identificacdo de genes com diferenca de
expressdo atraves da utilizagdo de bancos de dados disponiveis
publicamente e posterior validagdo dos genes resultantes desta seleg¢do por
meio de RT-PCR em tempo real é uma estratégia capaz de identificar
potenciais marcadores para o cancer.

Embora os resultados obtidos neste estudo indiquem haver uma correlagdo
entre o aumento da expressdo dos genes e o processo de tumorigénese de

mama, um estudo mais amplo, com um maior nimero de amostras e com
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maior tempo de acompanhamento das pacientes € necessdrio para
demonstrar, de forma irrefutavel, que estes achados moleculares possam
ser utilizados como marcadores para o diagnostico e acompanhamento de

pacientes portadoras desta neoplasia.
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ANEXO 1 - Classificacdo clinica (TNM) para o cancer de mama baseada na extensdo do
tumor primario, na auséncia ou presenca e a extensao de metastases em linfonodos regionais e
a auséncia ou presenc¢a de metastase a distancia.

Extensdo do Tumor Primario

Linfonodos Regionais

Metistase a Distancia

i A presenca de metastase a
O tum i ¢ i ionais SRl
oty fap avaliada
To Nio ha evidéncia de tumor NO Auséncia de metdstase em MO Auséncia de metastase a
. . 1 . - . . 1 - - .
primério linfonodos regionais distancia
Carcinoma in situ: carcinoma i + i
intraductal, ou ca?‘cinuma lobular in Mptistase emudinfonodofs)
Tis 4 % ; N1 axilar(es) homolateral(ais), MI Metastase a distincia
situ, ou doenga de Paget do mamilo i ;
= maovel (eis)
sem tumor
Metastase em linfonodo(s)
Tl Tumor de 2,0cm ou menos em sua N2 axilar{es) homolateral(ais)
maior dimensdo fixo(s) uns aos outros ou a
outras estruturas
5 = Metastase em Linfonodo(s)
; Microinvasio de 0, 1cm ou menos ; i :
Tlmic s 5 2 N3 mamario(s) interno(s)
em sua maior dimensio :
homolateral(ais)
Mais de 0,lem. porém ndo mais de
Tla " .
0.5 em em sua maior dimensio
Tib Mais de 0.5¢m. porém ndo mais de
1.0cm em sua maior dimensio
Mais de 1,0cm, porém nio mais de
Tic 5 i
2.0cm em sua maior dimensao
Tumor de mais de 2,0cm. porém
T2 ndo mais de 5,0cm em sua maior
dimensiio
T Tumor de mais de 5,0cm em sua
maior dimensio
Tumor de qualquer dimensio, com
T4 extensdo direta 4 parede toracica ou
i pele
T4a Extensiio a parede toricica
Edema, ou ulceragio da pele
T4b mamaria, ou nodulos cutdneos
satélite confinados a mesma mama
Tde Ambos T4a e T4b
Tad Carcinoma inflamatorio




ANEXO 2 - Classificacdo patolégica (pTNM) para o cancer de mama baseada na extensdo do
tumor primario, na auséncia ou presenga e a extensao de metastases em linfonodos regionais e
a auséncia ou presenc¢a de metastase a distancia.

Extensdo doTumor Primario (pT)

Linfonodos Regionais (pN)

Metistase a Distincia (pM)

T — Os linfonodos regionais nio As categorias pM
pT & P} cOIrespo pNX poderm ser avaliados correspondem as categorias
categorias T
M
Nio ha evidéncia de tumor Auséncia de metdstase em
TO rimario pNO linfonodo(s) axilar(es)
P homolateral(ais), movel(eis).
Carcinoma in situ: carcinoma J .
; ;. y Somente micrometdstase
: intraductal ou carcinoma lobular in . : )
Tis ; i pNla (nenhum linfonodo maior que
situ ou doenga de Paget do mamilo
0.2cm)
sem tumor
Metastase em | a 3 linfonodos,
TI Tumor de 2,0cm ou menos em sua Nbi com um maior que 0.2cm e
maior dimensio p todos os outros menores do que
2.0cm em sua maior dimensdo
Metdstase em 4 ou mais
Ty linfonodos. com um maior que
; Microinvasdo de 0.1cm ou menos i 4
Tlimic ;s pNbii 0.2¢m e todos os outros menores
em sua maior dimensdo .
do que 2,0cm em sua maior
dimensio.
Extensido do tumor além da
Mais de 0.1cm, porém ndo mais de i capsula de um linfonodo
Tla S 2 pNbiii e
0,5 cm em sua maior dimensio metastitico, com menos de
2.0cm em sua maior dimensdo
Wsiede 0. 56m, Hote Hile s da Metastase em um linfonodo com
I - . E 1 {4 . 5 >
Tib POTEM e pN1binv 2.0cm ou mais, em sua maior
1.0cm em sua maior dimensio 3 ,
dimensio
; o ; Metdstase em linfonodos
Mais de 1.0cm, porém ndo mais de : ; o g %
Tlc S pN2 axilares homolaterais. fixos uns
2,0cm em sua maior dimensdo
a0s OUITOS OU @ OULras estruturas
Tumor de mais de2.0cm, porém Metastase em linfonodo(s)
T2 ndo mais de 3,0cm em sua maior pN3 mamadrio(s) interno(s)
dimensio homolateral{ais)
T3 Tumor de mais de 5.0cm em sua
maior dimensio
Tumor de qualquer dimensdo, com
T4 extensdo direta a parede tordcica ou
i pele
T4a Extensdo d parede toracica
Edema ou ulceracio da pele
T4b mamidria ou nodulos cutaneos
satélite confinados 4 mesma mama
Tde Ambos Tda e T4b

T4d

Carcinoma inflamatorio




ANEXO 3 - Critérios para a graduagdo histologica dos carcinomas de mama, de acordo com

o sistema de Elston e Ellis.

Formagio wbular
Pleomorfismo nuclear
Indice mitotico em 10

Campos de garnde aumento

Objetiva 25X(Leitz Ortholux)

Objetiva 40X (Nikon Labophot)

Objetiva 40X (Leitz Diaplan)
Grau I: 3-5 pontos

Grau II: 6-7 pontos
Grau I11: 8-9 pontos

>75%=1
discreto=1

| ponto

10-75%=2
moderado=2

2 pontos

10-19
6-10
12-2

<10%=3
elevado=3

3 pontos

>11

>23




ANEXO 4 - Tipos Histopatologicos de carcinomas mamarios.

Carcinomas sem outras especificacdes

Ductal
Intraductal (in situ)
Invasivo com predominancia do componente intraductal
Invasivo
Comedocarcinoma
Inflamatério
Medular
Mucinoso ou coldide
Papilar
Esquirroso
Tubular
Outros

Lobular
In situ
Invasivo com componente in sifu predominante
Invasivo

Mamilar
Doenga de Paget
Doenca de Paget com carcinoma intraductal
Doenca de Paget com carcinoma ductal invasivo

Carcinoma Indiferenciado

Outros
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CENTRO DE TRATAMENTO E PESQUISA

A. C. CAMARGO

TERMO DE INFORMACAO E CONSENTIMENTO

Para obter um maior conhecunento clinico e cientifico do cancer, o Corpo Clinico deste Hospital ( médicos e
pesquisadores) desenvolve pesquisa clinica cientifica. Através dessa pesquisa € possivel conhecer melhor os
mecanismos da doenga e, portanto, oferecer novas possibilidades de diagnostico ¢ tratamento. Ainda mais, este
trabalho envolve a busca, em tumores, de novos genes ou de lesGes em genes ja existentes. Estes estudos sdo
realizados em fragmentos de tumores removidos em cirurgias, ou em material biolégico colhido.

Voce esta sendo admitido (a) neste Hospital para estabelecimento de diagnostico e/ou tratamento de alguma
forma de tumor. Para fins de diagnostico, fator progndstico e /ou como parte de seu tratamento, ha a necessidade
da remogdo do tumor e/ou material biologico relacionado a enfermidade. E pratica rotineira deste Hosp:ta] usar
parte do tumor e/ou outro matenal biologico retirado, para exames clinicos laboratonais, necessarios para um
diagnostico defimtivo. O restante do tumor que é retirado , ou do material biologico, ndo é utilizado, sendo entao
congelado e armazenado para novos exames se necessarios. Caso contrario, sdo descartados, conforme
Legislacdo Sanitaria regulamentar sobre o assunto.

A obtencdo ¢ o estudo dos refendos fragmento de tumor e matenal biologico ndo implicario em riscos
adicionais no seu tratamento ou na Sua cirurgia. nem tampouco, em aumento no tempo da operagdo ou na
extensdo da mesma. O projeto de pesquisa proposto que vier utilizar este material sera previamente apresentado
a aprecia¢do da Comissdo de Etica em Pesquisa do Hospital.

O fragmento de tumor e /ou material biologico sera identificado no laboratornio por um cédigo formado por
numeros e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serdo sempre preservadas.A eventual inclusdo dos
resultados em publicagdo cientifica sera feita de modo a manter o anonimato do paciente.

Concordando com o uso do material para os fins acima descritos, € necessario esclarece-lo(a) que ndo existem
quaisquer beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se
voce ndo concondar em doar o matenal para pesquisa, sua decisdo ndo influenciarda, de nenhum modo, no seu

fratamento.

Caso voce ainda tenha questdes a fazer sobre este Termo de Consentimento ou alguma divida que ndo tenha
sido esclarecida pelo seu medico, por gentleza, entre em contato com a Comussédo de Etica Médica, pelo telefone

3272-5085.
Voce recebera uma copia deste documento e o original sera arquivado em seu prontudrio.Somente assine este

Termo, se consentir.
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Declaro estar ciente das informagoes ora prestadas, tendo
lido atentamente e concordado com todo o teor.
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ANEXO 7 - Genes selecionados por meio da analise das bibliotecas de tecido de mama tumoral ¢ nio tumoraldo banco de dados de SAGE.

Razio da freqiiéneia’

Identificagio do
gene?

Nome do gene

91.63690202
33,27504300
2474196355
2419214213
2336332807
23,36332807
19,8234 2988
19,06047562
17.69949096
17,59428519
17,59428519
16,28353169
16,12809476
16, 12809476
15,39499954
15,39499954
1484517813
13,45161313
13,19571389
12,64589248
12462618068
1246261868
11,72952346
11,72952346
11,72952346

MI11730
NM_000251
BCO21299
BCO33143
BCOOI61S
NM 003038
AJ006352
NM 003748
NM 022750
AK026152
NM_004308
M97252
AK023594
NM_ 004663
AKO00600
NM_ 003104
NM 053056
AYD07096
138847
BCO06793
NM 005496
BCO3 1406
NM_007040
AF246239
AK024216

veerb-h2 ervthroblastic leukemia vival oncogene homolog 2, newro/glivblastoma derived oncogene homolog (avian)
mutS homolog 2, colon cancer, nonpolposis tpe 1 (E. coli)

prostate epithelivm-specific Eis transeription facior

Homo sapiens. hvpothetical gene LOCI26695, clone MGC:A3763 IMAGE: 3960220, mRNA, complete eds
phosphoserine aminptransferase

solute carvier fumily 1 (eletamate/newtral amino acid ransporier). member 4

cphrin-A4

aldelvde dehydrogenase 4 family, member A1

hvpothetical protein FLI22693

cathepsin H

Rho GTPase activating protein |

Kallmann syadvome | sequence

hypothetical protein FLI2TOS0

RABIIA, member RAS oncogene family

sialvliransferase 70D ((alpha-N-acetvinewramingl-2,3-beta-galactosivl-1, 3)-N-acewl galactosaminide alpha-2,6-sialvliransferase)
sorbitol dehyvdrogenase

cvelin DI (PRADI: parathvroid adenomatosis 1)

Homo sapiens clone TCCCIADO] 64 mRNA sequence

TAR (HIV) RNA binding protein 1

GATA binding protein 3

SMCS structural maintenance of chromosomes 4-like 1 (veast)

trunsducer of ERBB2, 1

E1B-35kDa-associated protein 5

GLOM protein

hypothetical protein FLI154




11,72952346
11,27133895
1099642824
10,62988063
10629880063
10,62988063
1062988063
10,6 1969458
10,26333303
10,26333303
10,26333303
9911714939
9911714939
9.896785418
9896785418
9.53023781

9,285872738
9,203735301
9,163690202
8870452116
8797142594
8,797142594
§,797142594
8,797142594
8,797142594
8.674960058
8.674960058
8,30841245

8,30841245

AF459094
AK026581
AK024268
AJ488506
AL136631
BCODGYES
BCO28049
105500
AK037983
BIFD33739
AY013288
AL713764
AK027024
Y17979
AK025209
AROOTL35
ABOLLLET
AI355402
AKOO1950
XBO199
AK054598
NM 032376
NM_006330
BCO30556
AF201385
NM_007293
NM_ 000592
AK022030
BC020965

testis intracellular mediator protein
selute carrier family 9 (sodivm/hvdrogen exchanger), isoform 3 regulatory factor |
Homo sapiens cDNA FLH4206 fis, clone NT2RP3003157
Haomeo sapiens mRNA for protein phosphatase 3 catalytic subunit beta3 (PPP3CB gene)
Iypothetical protein FLI2ETT
IMET
protein phosphatase 3 (formerly 28), catalviic subunit, beta isoform (calcinewrin A beta)
spectrin, beta, envihrocytic (includes spherocytosis, clinical type 1)
Home sapiens, clone IMAGE: 4430514, mRNA, partial cds
Inpothetical transmembrane protein SBBI54
RNA helicase family
tissue inhibitor of metalloproteinase 2

transeription elongation fuctor A (SH), 3

Sucosvliransferase 8 falpha (1,6) fucosyltransferase)

Homo sapiens ¢DNA: FLJ21356 fis, clone COLDG353
Sec23-interacting protein pl 25

KIAAO545 protein

BB (POZ) domain conaining |

hypothetical protein FLITOSS

MLN5 ! protein

Homo sapiens ¢DNA FLI3ON3G fis, clone INB692001496
hypothetical protein MGC4251

lsophosphaolipase |

protein inhibitor of activated STAT3

thivredoxin reductase 2

complement component 44

complement component 48

Homa sapiens cDNA FLIT968 fis, clone HEMBBI001133

integral membrane protein |




8,064047378
7787776024
7787776024
7.69749977

7,645135826
7645135820
7.645135820
7.575317234
7.575317234
7,330052162
7.330952162
7,330952162
7,147678358
7147678358
108658709

708658709

6964404554
6,964404554
6597856940
6,597856946
6,597856940
6.464506906
6,451237902
6414583142
6371816747
6.353491874
6,336037226
6,336037220
6,323871865

AF072928
AJI3I891
NM_ 002840
AK023329
NM_032999
Al036613
AK057750
NM_014335
AK056917
BCOT1682
AK027154
AB033073
AK057157
AL136727
NM 006767
BCOOTION
AK074092
AK022725
BC007493
ALOB0126
AK054823
BCO00426
BCO13032
AK025526
BCO13590
NM_001677
AK056727
AF03614
BCO34378

myvatubidarin related protein 6

podvmerase (DNA directed), mu

protein tvraxine phosphatase, receptor type, I

Home sapiens cDNA FLI3267 fis, clone OVARCHO00964
general transerviption factor 1, i

general transeripiion factor 11, 6, psewdogene |

Homo sapiens ¢DNA FLI25021 fis, elone CBLIN 740
CREBBP/EPIOO inhibitory protein |

split hand/foot malformation (ectrodactvly) tpe 3

cathepsin 7

hyvpothetical protein FLITOTE

similar to glucosamine-6-sulfatases

RABOA, imember RAS oncogene family
RABGC, member RAS oncogene family
lencine-zipper-like transeripional regulator, |
phosphatidvlinositol glvean, class §
melanome antigen, family D, |

profein phosphatase methviesterase-1

galactosidase, beta |

KIAAO683 gene product

O-sialoglveoprotein endopeptidase

HI histone family, member X

similar to HYPOTHETICAL 43.1 KD TRP-ASP REPEATS CONTAINING PROTEIN K04G 1 1.4 IN CHROMOSOME X
hypothetical protein FLI20275

crkarvotic translation initiation factor 28, subunit 5 (epsilon, 82kD)

ATPase, Nat/K+ transporting, beta | polypeptide

HCGIV-6 protein

meningioma expressed antigen 3 (hvaluronidase)

Homao sapiens cDNA: FLI2ZIS4T fis, clone COLO6206




6,231309338
6,231309338
6,109126802
6,048035533
5.864761729
5,864761729
5804761729
5864761729
5.864761729
5.864761729
5864761729
5864761729
5804761729
5,742579193
5,663837108
5498214121
5498214121
5470018152
5457486609
5376031585
5376031585
5,351595078
5314940317
5,204976035
5,131666513
5131666513
5009483977
498504747

4,948392709

AK024460
AK025398
BCODOSO4
BM920374
NM 013286
NM 002028
BOCOD3505
BCO06428
BCODOSSH
BOOOTESS
NM_003634
183993

NM 004592
AL117420
NM_016024
AK026642
AB020694
NM_004879
AK024892
NM 005766
NM 022575
BCO16329
AL442086
1.29376
AF234887
AK023964
NM 002826
NM_ 018320
BCO31301

cation-chloride cotransporter-interacting protein

HILA-B associated transeript 5

suceinate-Cod ligase, GDP-forming, alpha subunit

hypothetical protein IMAGEIS35200

chromosome 3p2 1.1 gene sequence

farnesvitransferase, CAAN box, beta

high-mobiliny group 208

hvpothetical protein HISPCTY3

Ivpathetical protein MGC3576

KIAAOI4 L gene product

nipsnap homelog | (C. elegans)

purinergic receptor P2X, ligand-gated ion channel, 4

splicing factor, arginine/serine-rich 8 (suppressor-of-white-apricot homolog, Drosophila)
CGI-86 protwin

CGI-7Y protwin

chromosome 20 open reading frame 33

KIAADSET provein

ctoposide-induced mRNA

SH3 domain binding glatamic acid-rich protein like

FERM, RhoGEF (ARNGEE) and pleckstrin domain protein 1 (chondrocyte-derived)
vacuolar protein sorting 16 (veast)

Homuo sapiens, clone IMAGE: 4103364, mRNA

chromaosome 20 apen reading frame 81

Homao sapiens (clone 3.8-1) MIC elass T mBNA fragment

cadherin, EGE LAG seven-pasy G-type receptor 2 (flamingo homolog, Drosephila)
Ivpothetical protein FIJ13902

quiescin Q6

hypothetical protein FLI 099

KIAATIES protein




4.887301441
4.887301441
4887301441
4887301441
4.838428427
4829803777
4.805840417
4805846417
4765118905
4765118905
4765118905
4765118905
4765118905
4765118905
4,765118905
4,765118905
4,642936369
4,6429306309
4,581845101
454519034

4490208199
4490208199
4490208199
4490208199
4490208199
4437155256
4,398571297
4,398571297
4,398571297

BMI06096
NM 032366
AB037745
AF070523
ABO14536
AK055515
AK056322
Al226732
AF372839
AL137262
NM 015701
AF218006
BCOD4352
AL110209
AF135168
AF247703
NM_ 014634
AK023249
AF246238
AK056156
NM 033084
AK021913
AK025297
AI217749
AFIS1810
NM 006184
NM 005675
BCO2098 1
BCO11365

hypothetical protein BCOOOY1Y

hyvpothetical protein MGCI3114

KIAAI324 protein

vitamin A responsive; evtoskeleton related

copine {11

Homo sapivns ¢DNA: FLI2 1260 fis, clone COLOT441
hypothetical protein MGC3180

NPDOUT protein

A20-binding inhibitor of NF-kappaB activation-2

Homo sapiens mRNA: ¢DNA DKFZp43471313 (from clone DKFZpd3441313)
Inpothetical protein CL25084

Inpothetical protein FLI3612

kinesin-like 4

Hsophospholipase 3 (lesosomal phospholipase A2)
Neethvimalvimide-sensitive factor

zine finger, DHHC domain containing 3

partner of PIX 2

pheafin 2

Inpothetical protein FLI20SS6

Homo sapiens eDNA FLI13533 fis, clone PLACE1007454
Fuanconi anemia, complementation group D2

Homao sapiens CONA FLITISS T fis, clone HEMBATOG744
Homao sapiens ¢DNA: FLI21644 fis, clone COLOS411
preotocadherin beta 9

serologically defined colon caneer antigen 28

nucteobindin |

DiGeorge syndrome critical region gene 6

general ranscription facter 1C, polyvpeptide 2 (beta subunit, 110kD)

elvovalase |




4,398571297
4,398571297
4.398571297
4,398571297
4398571297
4,398571297
4312324801
4,306934395
43006934395
4.293843409
4276388761
4276388761
4,251952254
4.251952254
4,215297493
4,215297493
4,154206225
4,154206225
4,154206225
4154206225
4086896085
4, 086896085
4072751201
40320230689
4,032023689
4032023689
4032023689

4,032023689

AKD055070
AF400044
AK056357
NM_ 018728
BMO09365
NM_003365
NM_002168
BCOD2917
BCO08426
NM_016030
NM_005506
NM 021823
BCO01381
BCO12814
BCO06540
NM 004341
NM 015339
AKO055117
ABOIS335
NM_002979
AKO055071
NM 005080
NM_002887
BCOIA210
NM 012106
BCO13149
BCOO8573

BCO31610

Hono sapiens cDNA FLI20167 fis, clone COLOYST2

Honio sapiens clone IMAGE: 1628386 ST70T3 mRNA, non-coding transcript
hypothetical protein FLI3 1795

nvosin SC

polveluwtamine binding protein 1

uhigquinol-cvtochrome ¢ reductase core protein |

ocitrate delivdrogenase 2 (NADP ), mitochondrial

hypothetical protein FLIS8506

palmitoyl-prowein thioesterase | (ceroid-lipofuscinosis, newronal 1, infantile)
CGI-8T protein

CD36 antiven (collagen type T receptor, thrombospondin recepror)-like 2 (hesosomal integral membrane protein 11)
hypothetical protein MDSO18

hypothetical protein FLI22940

zine finger protein-fike |

wh. A

carbamavli-phosphate svathetase 2, aspartate transcarbamylase, and dilydroorotase
activitv-dependent neuroproteetor

Homao sapiens cONA FLI30553 fis, clone BRAWH2003818

KIAA0792 gene product

sterol carrier protein 2

Homo sapiens ¢DNA FLI30509 fis, clone BRAWH2000595

N-box binding protein |

arginyl-tRNA synthetase

arvisulfatase A

binder of Arl Two

Homo sapiens, clone IMAGE:3917549, mRNA, partial cds

Homo sapiens, clone MGC: 17005 IMAGE: 4182067, mRNA. complete cds

Homao sapiens, membrane-spanning 4-domains, subfionily A, member 12 4-domains, subfamily A, member 7, clone MGC:35295
IMAGE: 5176432, mRNA, complete cds )




4,032023689 NM_013332 hypoxia-inducible protein 2

4,0132023689 BC032528 lewkotriene A4 hvdrolase

4,032023689 NM 007121 nuclear receptor subfamily 1. group [l member 2
4,032023689 ALTI3T60 RAP2B, member of RAS oncogene family

" razao das frequéncias das SAGEtags comparadas entre as bibliotecas de tecidos de mama tumoral e normal
3 . ‘ - - I
~ namero de identificagido no GenBank



ANEXO 8 - Medida da expressao diferencial em relagao a uma mistura de RNAs de tecido de mama nao tumoral, normalizadas pela expressao do gene da [B-actina.

Amostras | APPLY | BIRCS | CAD | CELSR2 | CISE | DGCR6 | EFNA4 | EI24 | FNIKR3 | GATAZ | GATA4 | HMG208 | PTPRF | OQSCNG | SCARB2 | SATARDIO | ZC3HDC | KiAA0I41 | K22
1291' 12,25 0.32 0,22 248 0,68 0,12 0,69 0,43 0,62 2,31 0,01 0,29 1,25 0,98 1,19 0,04 0,82 1,59 0,17
1726 29,55 0,70 0,80 20,97 1,08 0,16 2,69 0,42 0,27 1,74 0,03 2,81 0,49 0,92 1,14 0,55 1,91 1,76 0,08
1961 2,01 0,37 0,53 371 2,14 0.55 1.34 0,92 0,76 4,94 ND? 2,86 0,99 115 2,80 0,93 0,90 1,91 0,16
2310 0,40 17,63 | 546 30,80 3,39 1,46 1,03 221 3,00 19,77 146,02 382 2,51 8,85 2.53 11,75 4,13 4,29 548
2412 7,19 0.34 0,71 [NE] 1.32 0,25 0,80 1.20 1,09 1,13 0,29 1,80 0,85 0,76 1,32 0,77 0,98 1,24 0,56
2424 4,01 0,26 0,38 10,09 0,66 0,37 0,50 0,49 1,38 10,97 2,26 1,48 1,45 231 0,45 0,35 0,55 0,82 0,09
2439 048 0,76 1,59 5,94 0,90 1,04 5,03 1,84 2,80 11,39 ND 18,51 4,32 535 6,94 3,99 2,98 1,77 0,34
2610 2,31 0,72 1,48 0,88 0.66 1,46 1,26 0,99 1,36 0,21 0,02 4,14 2,56 1,72 1,64 1,35 0,90 0,79 0,28
2658 0,86 1,98 0,50 938 0,82 0,51 1,89 0,95 0,98 3,06 0,14 2/15 0,69 1,18 3,32 0,54 1,33 1,03 0,28
2704 1,27 0,29 3,28 48.84 0,57 0,84 2,58 0.81 33 2945 ND 8,51 6,30 7,46 2,67 2,19 1,61 3.07 1.67
2720 17,09 9,92 0.70 14,62 248 0,10 1,37 0,33 0,77 6,00 348 0,85 093 0,51 0,43 0,66 1,14 1,51 036
2734 1,89 2,79 1,13 0,11 0,13 0,83 1.39 0,76 3,58 2,06 0,12 8,20 4,27 1,46 2,78 2,46 356 0,59 0,84
2789 1,78 0,75 0,66 47,84 1,86 0,08 0,16 091 0,68 14,22 12,55 5,04 326 0,70 1,27 4,61 322 1,72 1.00
2933 15,08 1,24 0,21 1,68 0,48 0,05 1,49 0,27 0,27 3,58 0,02 1.7 0,50 0,42 0,86 0,03 1,74 0,70 025
2937 0,67 0.81 273 362 0,35 0,63 1,20 1,19 1,33 22,78 572 2,27 1,62 1,48 1,35 0,91 2,17 0,77 0,28
3143 15,19 7,01 0,31 4,10 2,14 0,54 1,16 0,84 0,71 4,44 1,60 1,02 0,66 1,03 0,65 0,56 RE A 1,38 0.13
3177 1,05 0,33 0,84 6,77 2,20 1,09 271 1,33 2,19 18,83 1,06 4,10 2,52 6,77 12,95 ND 3,16 2,87 0,30
3364 932 0,72 3,05 2,65 1,85 0,26 0,77 0,64 0,52 1,09 0,02 0,35 1,36 1,12 0,72 ND 1,09 112 0.27
3448 3.1 0,46 0,78 2,68 0,63 0,54 2,53 1,96 245 9,35 0,18 10,93 1,82 7,73 3.96 1,01 2,11 2,06 0.26
4110 331 1.91 0,98 235 0,58 0.05 1,27 0,26 0,39 759 2,42 1.27 0,70 0,51 0,37 0,19 0.50 0,46 0.34
411 2,66 6,32 0.80 0,84 0,13 0,10 0,72 040 0,46 0,29 ND 0,29 042 0,71 0,50 0,02 2,96 0,58 0.04
4379 1,10 0,98 0,70 10,85 111 0,11 0,46 1,33 0,72 7,01 10,02 045 1,21 1,29 1,11 0,32 1,64 2,85 [IN

'Codigo das amostras do Banco de tumores do Hospital do Cancer AC Camargo/ Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer

’ND-niio detectado.
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