
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA E IMUNOLOGIA 

 

 

 

 

Natássia Caroline Resende Corrêa 

 

 

Caracterização fenotípica e genômica de 

duas linhagens de câncer de mama 

brasileiras derivadas de tumores primários 

humanos 

 

 

 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE – MINAS GERAIS 

2013 

 



ii 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS 

INSTITUTO DE CIÊNCIAS BIOLÓGICAS 

DEPARTAMENTO DE BIOQUÍMICA E IMUNOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

Natássia Caroline Resende Corrêa 

Tese apresentada ao Programa de Pós- Graduação em 

Bioquímica e Imunologia do Instituto de Ciências 

Biológicas, Universidade Federal de Minas Gerais, como 

parte dos requisitos para a obtenção do título de 

Doutor em Bioquímica e Imunologia. 
 

 

 

Orientador: Prof. Dr. Dawidson Assis Gomes 

Co-orientador: Prof. Dr. Alfredo Miranda de Góes 

 

 

 

 

 

BELO HORIZONTE – MINAS GERAIS 

2013 



iii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Deus, 

Porque os atributos invisíveis de Deus, assim o seu 

eterno poder, como também a sua própria divindade, 

claramente se reconhecem, desde o princípio do 

mundo, sendo percebidos por meio das coisas que 

foram criadas (...). 

Romanos 1:20 



iv 

 

 

 

 

 

Agradecimentos 

 

A Deus, que em momentos bons e ruins durante esses 4 anos, me moldou, me fez crescer e 

certamente me guiou pelo melhor caminho. É por causa Dele que esse trabalho existe e que 

posso agradecer a todas as pessoas que contribuíram de alguma forma a ele.  

Aos meus orientadores, Dawidson e Alfredo, pela orientação tranquila e segura que me 

proporcionaram. Vocês são os meus exemplos de pesquisadores humanos, preocupados 

com seus alunos, mais do que em artigos e números. Dawidson, obrigada pela preciosa 

orientação científica e pelo apoio constante em todas as fases da tese. Alfredo, obrigada por 

ter me recebido em seu laboratório e por desenhar esse trabalho de forma tão empolgante. 

Vocês me ensinaram princípios de colaboração e ensino que levarei por toda a vida. 

Ao professor Carlos Salas, que me orientou no início do doutorado. Obrigada por ter 

compreendido meu desejo de aprender coisas novas. A realização dessa pesquisa só foi 

possível com o seu apoio e, com certeza, foi embasada em inúmeras coisas que aprendi 

durante o mestrado com você.  

À professora Helenice Gobbi pela orientação incrível em patologia e paciência infinita! 

Obrigada pela contribuição inestimável a esse trabalho e à minha formação. 

Às professoras Glória e Carolina pelas importantes sugestões e direcionamentos durante a 

qualificação. 

À professora Sílvia Rogatto pela prontidão em ajudar e orientar e por contribuir de forma 

relevante a esse trabalho.  

Ao Dr. Rafael Rocha (e sua equipe) e Dr. Thiago Souza por suas contribuições valiosas a esse 

trabalho. 

À equipe de sucesso do LICM 1 e 2. Temendo o esquecimento de alguma pessoa, agradeço a 

todos, pela convivência agradável e alegre e por inúmeros momentos de colaboração e 

ajuda. Devo agradecer especialmente a três pessoas do LICM 1: Cristiane, Caryne e Betinha. 

Cris e Caryne, obrigada pelo apoio inicial que recebi, esse trabalho também é de vocês! 

Betinha, obrigada pelo suporte vital que nos dá no laboratório, além do carinho de mãe e 

comidas gostosas. 

À equipe do LICM 2, não posso deixar de agradecer especialmente às minhas amadas Flohs! 

Ana Carol, obrigada por se fazer presente e me ajudar a continuar, mesmo quando estava a 

milhares de quilômetros! Obrigada pelos conselhos que me ajudavam a ver tudo de uma 

forma mais positiva. Carol Melo, minha linda afilhada...obrigada por me salvar tantas vezes, 



v 

 

 

 

 

 

de forma emocional, espiritual, física e profissional! Você é luz e ilumina minha vida! Carol 

Andrade, minha floca Andrade! Quero te agradecer pelo suporte no laboratório, pela 

amizade e por tantos momentos alegres que me mantiveram mais firme nesses anos. À Floh 

Gold Jerusa, por todas as células cultivadas, conversas acadêmicas (e também pouco 

acadêmicas) e idas no melhor sacolão do mundo. Você também ajudou a desenhar e guiar 

esse projeto, sou muito agradecida a você! 

À Raquel... minha Mim! Sem você eu não seria nada em BH. Você sabe a importância que 

você teve e tem na minha vida, em tantos momentos diferentes que enfrentei. Você foi a 

minha rocha aí em BH ... Obrigada por ser minha irmã mais velha!!! Graças a seu incentivo 

incondicional, eu estou aqui hoje.  

Ao Samuel e ao Rubens, por tantos momentos de descontração, mesmo quando o mundo 

parecia estar caindo a nossa volta. Obrigada por estarem lá por mim quando mais precisei!!!  

Às queridas Louisa e Irma, pelo companheirismo, pela amizade e pelo incentivo constante 

em prosseguir. Vocês me ajudaram a superar tantos momentos difíceis! Nunca me 

esquecerei disso! 

À Jankerle, profissional e pessoa espetacular...obrigada por tantos momentos agradáveis em 

casa.  

Quero também agradecer à Ciça. Obrigada por me proporcionar a experiência de te orientar 

e ensinar. Mas mais que isso, a cobertura espiritual e acolhida em momentos em que só 

você me entendia! 

Ao querido Guilherme, por me permitir participar de seu trabalho e pela excelente amizade 

que surgiu do fluxo laminar!  

Aos amigos da UFMG Paulex, Lili, Brisa, Isabela, Cacai, Ju Barbosa, Jamil, Simara, Mari, 

Joaquim, Fabio, Marco Tulio, Henrique, Maira, Soninha e Daniel pelos alegres momentos 

compartilhados. 

À Hellen e Francine, pelo apoio e disponibilidade constante, e pela contribuição breve mas 

importantíssima a esse estudo. 

À Iria e ao pessoal do laboratório da professora Gerluza pelo apoio experimental e 

contribuição a esse trabalho. 

Ao Juliano, sempre pronto a me atender no NAGE, obrigada! 

Aos colegas do CDTN (Centro de Desenvolvimento da Tecnologia Nuclear) pela ajuda nos 

experimentos de irradiação. 



vi 

 

 

 

 

 

Aos professores, técnicos e colegas do Departamento de Bioquímica e Imunologia que, com 

pequenos gestos e favores, me ajudaram a concluir esse trabalho. 

E não menos importante, quero agradecer àqueles que também me mantiveram firme 

durante o doutorado, mesmo não pertencendo ao meio acadêmico. 

Ao meu esposo Guilherme, fonte de força para prosseguir e finalizar o doutorado. Obrigada 

por compreender a importância desse momento e não me deixar desanimar. Espero poder 

fazer o mesmo por você em breve! 

Aos meus pais (Paulo e Aparecida) e irmãs (Priscilla e Ticiana), por entenderem a 

importância de estudar e crescer profissionalmente. Vocês foram meu refúgio nos 

momentos mais difíceis. Obrigada ao meu Ohana, Fabiano, por me apoiar 

incondicionalmente. Obrigada também à minha madrinha Fátima e à Pupunha, por me 

manter forte e decidida. Agradeço também ao Leo, Marcos, Telma, Laura, Deivy e tia Márcia, 

por me apoiarem e acreditarem em mim. 

Aos amigos da Igreja Presbiteriana da Pampulha, em especial ao pastor Giovan, Jaime, Mirka 

e Ricardo, Graça, Teresa e sua família por me acolherem tão bem e por contribuírem 

grandemente ao meu crescimento pessoal em BH e, consequentemente, a quem sou hoje. 

Ao meu maninho Elias, pelos incontáveis conselhos e por influenciar minha vida acadêmica 

positivamente desde a graduação. Sei que posso contar sempre com você!  

À Sabrina, pelas caminhadas e conversas de que tanto sinto saudades. 

À equipe de altíssima perfomance do Laboratório de Plant Analysis da Syngenta. Vocês me 

ensinam diariamente o poder de uma equipe unida e eficiente, que trabalha no limite sem 

perder o bom humor. E mais que isso, me mostram todo dia que Biologia Molecular 

funciona! 

Aos meus amigos Amanda, Flaviana, Taís, Flávia, Jr, Diego e Gabriele pela amizade e apoio 

durante todo o doutorado, mesmo à distancia. 

E finalmente, à Fapemig, CAPES e CNPq pelo apoio financeiro. 

 

 

 

 

 

 



vii 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Questions of science, science and progress, do not speak as loud as my heart. 

The Scientist, ColdPlay 



viii 

 

 

 

 

 

RESUMO 

 

O câncer de mama é o tipo de câncer mais comum entre as mulheres no mundo. Pesquisas 

utilizando linhagens de células de câncer de mama derivadas de tumores primários podem 

acrescentar dados importantes para o entendimento desse tipo de câncer. O objetivo desse 

trabalho foi investigar os perfis genômico e fenotípico das células MACL-1 e MGSO-3, duas 

linhagens de câncer de mama derivadas de tumores primários humanos. A presença de 

marcadores hormonais, de proliferação, diferenciação e de células-tronco foram avaliados 

por imuno-histoquímica do tumor primário, em células em cultura e também em tumores 

derivados de implantes das células em camundongos imunodeficientes. O perfil 

cromossômico e as alterações em número de cópias genômicas foram investigados por 

bandeamento G e hibridização comparativa baseada em arranjos. Para avaliar a expressão 

gênica dessas células foram utilizados microarranjos de cDNA e PCR em tempo real. A 

análise histopatológica e imuno-histoquímica mostraram que o tumor primário invasivo que 

deu origem à linhagem MACL-1 é um carcinoma do subtipo luminal A e que o carcinoma 

ductal in situ que deu origem à linhagem MGSO-3 é do subtipo HER2. As linhagens celulares 

e os implantes em camundongos apresentaram alto potencial proliferativo, mas não 

mantiveram a expressão dos outros marcadores. A avaliação do perfil genômico mostrou 

grandes rearranjos cromossômicos e várias alterações no número de cópias dessas células, 

que apresentaram principalmente perdas genômicas. A análise preliminar dos dados de 

microarranjo de cDNA mostrou alterações em diferentes vias de sinalização e a PCR em 

tempo real confirmou a expressão de alguns genes avaliados no microarranjo. Com esses 

dados, MACL-1 e MGSO-3 se tornam as primeiras linhagens celulares de mama brasileiras 

derivadas de tumores primários bem caracterizadas, tornando-se potenciais modelos para 

estudos comparativos com outras linhagens celulares. 

 

Palavras-chave: câncer de mama, tumor primário, linhagem celular, MACL-1, MGSO-3, 

implante de tumor, imuno-histoquímica, bandeamento G, aCGH, microarranjo de cDNA, PCR 

em tempo real. 
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ABSTRACT 

 

Breast cancer is the most common cancer among women worldwide. Research using breast 

cancer cell lines derived from primary tumors could add valuable knowledge about this type 

of cancer. The aim of this study was to investigate the genomic and phenotypic profiles of 

MACL-1 and MGSO-3 cell lines, derived from primary human tumors. The presence of 

hormone receptors, proliferation, differentiation, and stem cell markers were evaluated 

using immunohistochemistry of the primary tumor, cultured cells, and xenografts implanted 

in immunodeficient mice. The chromosomic profile and copy number alterations on these 

cells were investigated by G banding and array comparative genomic hybridization. To assess 

gene expression profile cDNA microarrays and Real time PCR were used. Histopathological 

analysis and immunohistochemistry showed that the invasive primary tumor from which 

MACL-1 cell line was derived was a luminal A subtype carcinoma, and the ductal carcinoma 

in situ that gave rise to MGSO-3 cell line was a HER2 subtype tumor. Cell lines and the 

xenograft tumors in mice preserved their high proliferative potential, but did not maintain 

the expression of all other markers investigated. Whole-genome evaluation showed a large 

amount of chromosome rearragements and copy number alterations in both cell lines, 

especially losses. The preliminary analysis of cDNA microarray data exhibits main changes on 

different cell signaling pathways and Real time PCR analysis confirmed the expression level 

of some of the genes from the microarray. These findings make MACL-1 and MGSO-3 the 

first characterized Brazilian breast cancer cell lines, which could be potentially used for 

comparative research. 

 

Key words: breast cancer, primary tumor, cell line, MACL-1, MGSO-3, xenografted tumor, 

immunohistochemistry, G banding, aCGH, cDNA microarray, Real time PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Câncer  

 

O câncer é um problema de saúde pública mundial, sendo uma das principais causas 

de morte no mundo. Em 2008, o câncer foi responsável por 13% dos óbitos no mundo. 

Estima-se que este índice continue a aumentar e que 13,1 milhões de pessoas irão morrer 

dessa doença em 2030 (WHO, 2011). No Brasil, de acordo com dados do Instituto Nacional 

de Câncer 17% dos óbitos registrados em 2007 tiveram como causa o câncer, percentual 

somente superado pelas doenças cardiovasculares (INCA, 2009).  

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 foram de aproximadamente 518.510 

novos casos de câncer, incluindo os casos de câncer de pele não melanoma, reforçando a 

magnitude do problema do câncer no país. Os tipos de câncer mais frequentes no Brasil 

entre os homens são o de pele não melanoma, próstata, pulmão, cólon e reto e estômago, 

enquanto que nas mulheres são os tumores de pele não melanoma, mama, colo do útero, 

cólon e reto e pulmão (INCA, 2011). 

A carcinogênese é um processo multifatorial, envolvendo diversas alterações 

genéticas que levam à transformação de células normais em células cancerígenas (Hanahan 

& Weinberg, 2011). O surgimento do câncer também depende da predisposição genética do 

indivíduo e a fatores secundários como tabagismo, sedentarismo, consumo de bebida 

alcoólica, exposição excessiva ao sol e principalmente à idade (Stein, Colditz & 2004; INCA, 

2009). 

Hanahan e Weinberg (2011) sugerem seis alterações principais para que haja 

transformação celular maligna: resistência à morte celular, indução da angiogênese, 

potencial replicativo ilimitado, mecanismos de invasão e metástase, evasão de supressores 

de crescimento e sinal proliferativo sustentável. Essas funções são adquiridas por diferentes 

tipos de tumores, por mecanismos distintos e em tempos variados durante o curso da 

tumorigênese e são o resultado de mutações e/ou alterações cromossômicas que podem 

desencadear instabilidade genômica. Hanahan e Weinberg ressaltam que essa mesma 
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instabilidade genômica é uma das características que “habilitam” as células tumorais a gerar 

e acumular mais mutações (Holland & Cleveland, 2009; Hanahan & Weinberg, 2011). Eles 

também propõem que o estado inflamatório de lesões pré-malignas e malignas também 

habilite o desenvolvimento de características tumorais, e que o escape das células ao 

sistema imune e mudanças do estado energético da célula também influenciam a 

tumorigênese (Hanahan & Weinberg, 2011). 

A observação de que muitas células cancerígenas possuem alterações no número e 

organização dos cromossomos indica que a instabilidade cromossômica é fator crucial no 

estabelecimento de muitos tipos de câncer. Essa instabilidade é principalmente causada por 

falhas nos pontos de checagem do ciclo celular, o que leva a separação defeituosa das 

cromátides irmãs durante a mitose, causando aneuploidia. As mutações que causam 

alterações nesses processos podem ocorrer tanto nos genes que codificam as proteínas 

diretamente responsáveis pela separação das cromátides, bem como nos genes de proteínas 

responsáveis pela regulação dos pontos de checagem do ciclo celular. Ainda que a 

instabilidade cromossômica muitas vezes possa comprometer o ciclo celular e ser deletéria à 

célula, muitas células cancerígenas sobrevivem a esse processo, tornando-se estáveis para 

propagar novas células defeituosas (Holland & Cleveland, 2009; Hanahan & Weinberg, 

2011). 

Apesar da presença de alterações genéticas constituir uma característica frequente 

em tumores, o tipo e o grau de diferenciação celular também parecem ser determinantes na 

agressividade de alguns tipos de câncer, uma vez que tumores classificados inicialmente 

como de um tipo específico podem apresentar resistência a quimioterápicos, radioterapia e 

terapias adjuvantes. Essa resistência parece ocorrer devido a um pequeno grupo de células 

não diferenciadas que dariam origem às células mais diferenciadas da massa tumoral. 

Atualmente existe uma hipótese que estas células são células-tronco tumorais (Wicha et al., 

2006). Por serem mais resistentes à apoptose (Gil et al., 2008), após um tratamento que 

eliminaria a maior parte das células existentes em um tumor, as células-tronco tumorais 

poderiam persistir na massa tumoral residual, estabelecendo um novo tumor, ocasionando a 

recidiva do câncer. Essas células tem sido encontradas em tumores de mama (Al Hajj et al., 

2003), cabeça e pescoço (Prince et al., 2007) e pâncreas (Li et al., 2007), entre outros 
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(Harper et al., 2010) e parecem explicar a resistência de alguns tumores a tratamentos já 

bem estabelecidos para determinado tipo tumoral. 

Dentre os vários tipos de câncer se destaca o câncer de mama, que foi estudado 

nesse trabalho devido à sua importância e alta incidência no Brasil e no mundo. 

 

1.2. Câncer de mama 

 

O câncer de mama é o segundo tipo de câncer mais frequente no mundo e o mais 

comum entre as mulheres (WHO, 2006). No Brasil, o câncer de mama é a segunda principal 

causa de mortalidade por câncer entre as mulheres e estimou-se que em 2012 fossem 

registrados 52.680 novos casos, cerca de 10% de todos os casos de câncer previstos para 

esse período no país (INCA, 2011). 

Alguns fatores predisponentes para o aparecimento do câncer de mama já são bem 

estabelecidos como: influências geográficas, predisposição genética, idade avançada, 

duração da vida reprodutiva, nuliparidade, idade do nascimento do primeiro filho, obesidade 

e mudanças no epitélio mamário. Além disso, para os cânceres dependentes de hormônios, 

a exposição prolongada a estrógenos, endógenos ou exógenos, também predispõe o 

indivíduo ao câncer de mama (Kumar et al., 2010; NCI, 2013a). 

A etiologia precisa do câncer de mama é desconhecida, sendo que somente 5-10% 

desse tipo de câncer é causado por mutações herdadas. O câncer de mama é composto por 

uma coleção de tipos diferentes de doença, que diferem em sua progressão, resposta a 

tratamento e sobrevivência (van Beers & Nederlof, 2006; Kumar et al., 2010). 

Entre os principais tipos de câncer de mama estão o carcinoma ductal in situ e o 

carcinoma invasivo (ou infiltrativo). O carcinoma intraductal in situ é o tipo histológico mais 

comum, correspondendo a 20-30% de todos os tipos de câncer de mama e é definido como 

uma proliferação celular anormal com predileção pelas unidades ducto-lobulares terminais 

da mama, associadas a proeminente envolvimento de ductos verdadeiros e alto risco de 

recorrência local, quando não realizado tratamento adequado. O carcinoma ductal in situ é 

uma lesão heterogênea, sob o ponto de vista histológico, e pode constituir um espectro de 
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lesões. (Salles et al., 2006; Kumar et al., 2010). Os pacientes com este tipo de câncer 

possuem melhor prognóstico. 

O carcinoma ductal invasivo é o tipo mais frequente de câncer de mama, ocorrendo 

em aproximadamente 65-80% dos casos (Zhaoo et al., 2004; Kumar et al., 2010). 

Histologicamente, o tumor consiste em células malignas dispostas em cordões, ninhos de 

células sólidos, túbulos, glândulas, massas anastomizadas e uma mistura de todos esses 

perfis, não apresentando característica morfológica especial. Ele possui um prognóstico pior 

que o carcinoma ductal não invasivo. Outras formas de câncer de mama menos frequentes 

são o carcinoma lobular invasivo e não invasivo, carcinoma tubular, cribriforme, mucinoso, 

papilífero, secretório, apócrino e ainda outras formas raras de câncer de mama (Mallon et 

al., 2000). 

Os tratamentos contra o câncer de mama podem ser divididos principalmente em 

cirurgia (por exemplo, lumpectomia ou mastectomia radical), fármacos anti-neoplásicos, 

terapia neo-adjuvante e adjuvante e radioterapia (NCI, 2013b). 

Uma vez determinada a necessidade e extensão da ressecção cirúrgica, as pacientes 

podem ser encaminhadas para tratamento quimioterápico. Entre os quimioterápicos de 

primeira linha, destacam-se os baseados em antraciclinas, os taxanos e o esquema de 

tratamento CMF (ciclofosfamida, metotrexato e 5-fluorouracil). A maior parte dos agentes 

quimioterápicos apresenta um efeito adicional ao uso da radioterapia e não distinguem 

entre as células normais e tumorais (Gerber, 2008). 

A radioterapia também é usada no combate ao câncer de mama, sendo associada ou 

não a outras terapias (NCI, 2013b). A radioterapia baseia-se na exposição da parte do corpo 

afetada pelo tumor a uma fonte de raios X. Essas radiações são ondas eletromagnéticas de 

alta energia. Ao interagir com a matéria, induzem ionização dos átomos e moléculas e, por 

essa razão, são denominadas radiações ionizantes (RI). Ao interagir com células e os tecidos 

a RI induz a formação de espécies reativas de oxigênio que, por sua vez, danificam, entre 

outras moléculas, o DNA. Entre as alterações observadas no DNA, podem ser citadas trocas 

de bases e quebras simples e duplas (Prise et al., 2005; Valerie et al., 2007). 

A escolha de cada uma dessas abordagens de tratamento é feita segundo o perfil 

patológico individual de cada tumor e a histórica clínica e familiar do paciente. Desse modo, 
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o tratamento do paciente, bem como sua evolução clínica é diretamente dependente das 

avaliações de diferentes profissionais (mastologista, cirurgião, patologista) que examinam o 

tumor segundo aspectos anatômicos, morfológicos, bem como a presença de marcadores 

moleculares. Entretanto, essas análises ainda são insuficientes para definir um tratamento 

eficaz e novas abordargens precisam ser desenvolvidas. 

 

 

1.3. Classificação do câncer de mama 

 

O diagnóstico do câncer de mama é realizado através da avaliação de fatores 

preditivos e prognósticos. Os fatores preditivos são as características clínicas, patológicas e 

biológicas usadas para estimar a possibilidade de resposta a um tipo particular de terapia 

adjuvante. Já os fatores prognósticos são as características clínicas, patológicas e biológicas 

do paciente que permitem predizer a evolução clínica, ou seja, a possibilidade de recorrência 

e sobrevida se o paciente não for tratado (Allred et al., 1998).  

Dentre os fatores prognósticos clássicos, ou seja, aqueles já comprovados como 

indicadores úteis para uso clínico, estão: estadiamento TNM (T = tamanho do tumor, N = 

envolvimento de linfonodos axilares e M = presença de metástase), tipo histológico, grau 

histológico, índice proliferativo e invasão angio-linfática (Sobin, Gospodarowicz & Wittekind, 

2009). Entretanto esses fatores não são suficientes para a predição da evolução clínica. 

Desse modo, o consenso de Saint Gallen (Goldhirsch et al., 2009), juntamente com a 

Sociedade Americana de Oncologia Clínica (ASCO) e Colégio de Patologistas Americanos 

(CAP) também indicam a avaliação do status dos receptores de estrógeno (RE), receptor de 

progesterona (RP) e HER2 para fins prognósticos e indicação de uso de terapia (Wolff et al., 

2007; Hammond et al., 2010). 

 O receptor de estrógeno tem sido usado há décadas como marcador preditivo para 

câncer de mama, principalmente pela associação positiva entre tumores RE-positivos e o 

sucesso de tratamento com moduladores seletivos do receptor de estrógeno, como os 
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inibidores de aromatase e antagonistas do RE. A positividade para esse receptor, juntamente 

com o RP, é considerada quando a porcentagem de núcleos marcados for maior que 1%. 

A imuno-histoquímica identifica o RE como uma proteína nuclear, assim como o RP. A 

positividade imuno-histoquímica do RP é um marcador de prognóstico favorável e é 

associado a tumores mais diferenciados e menos invasivos. Muitos estudos mostram que o 

estímulo da progesterona em associação a seu receptor contribui para a iniciação e 

desenvolvimento de tumores de mama em camundongos (Obr & Edwards, 2012). Apesar de 

sua avaliação ser mandatória pela ASCO/CAP, o papel do RP em tumores humanos ainda é 

discutido (Hammond et al., 2010; Obr & Edwards, 2012). Entretanto, as evidências de que 

pacientes RE-negativo/RP-positivo possuem maior sobrevida (Bardou et al., 2003) e que 

respondem à terapia endócrina são suficientes para incluir o RP na avaliação rotineira pelo 

patologista (Hammond et al., 2010; Obr & Edwards, 2012). 

Já a avaliação do marcador do receptor de fator de crescimento epidermal 2, 

conhecido como HER2, tem-se mostrado de grande valia, já que os pacientes positivos para 

HER2 podem se beneficiar da terapia direcionada para esse receptor, com os medicamentos 

trastuzumab e lapatinib (Hudis, 2007). Em 2001, a ASCO/CAP recomendou a avaliação 

rotineira de HER2 e, em 2007, definiu as diretrizes para avaliação desse receptor pelas 

técnicas de imunohistoquimica e FISH (fluorescence in situ hybridization). A positividade pela 

imuno-histoquímica é definida como marcação de membrana completa maior que 30%, 

enquanto que por FISH uma amplificação de seis cópias por núcleo (nos testes sem sonda-

controle interna) é considerada positiva (Wolff et al., 2007). Também pela técnica de FISH 

uma relação de mais de 2.2 entre HER2/CEP17 é considerada positiva (em que CEP17 é uma 

sonda centromérica do cromossomo 17, cromossomo no qual se localiza o gene de HER2) 

(Wolff et al., 2007). O HER2 está amplificado em 18-20% dos casos de câncer de mama e 

esta amplificação está relacionada a um pior prognóstico (Hudis, 2007). 

 Outros marcadores também têm sido extensamente utilizados na análise patológica e 

na pesquisa cientifica, a fim de avaliar a agressividade, ou seja, a capacidade proliferativa e 

de invasão dos tumores de mama. Para isso, tem-se usado a marcação da proteína Ki-67, 

que está presente no núcleo e é um indicador que a célula está sofrendo mitose. Dessa 

forma, utilizando-se esse marcador na imuno-histoquímica, é possível avaliar de maneira 
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mais precisa o índice mitótico e este tem sido utilizado de maneira rotineira pelos 

patologistas, apesar de não ter seu uso mandatório determinado pela ASCO/CAP 

(Yerushalmi et al., 2010). 

Outros marcadores para câncer de mama também parecem ter um grande potencial 

prognóstico e preditivo e, desse modo, têm sido estudados na pesquisa cientifica, apesar de 

ainda não terem uso clínico difundido e necessitarem de validação por diferentes 

pesquisadores e em estudos com maior número de indivíduos. Alguns desses marcadores 

são, por exemplo, aqueles que avaliam o nível de citoqueratinas em tumores de mama, 

especialmente as citoqueratinas basais 5 e 6 (Ck5/6) que indicam tumores menos 

diferenciados e mais agressivos (Perou et al., 2000; Gusterson et al., 2005). Além disso, a 

marcação forte para CD44 e uma marcação fraca ou inexistente para CD24, duas proteínas 

de superfície encontradas em linhagens linfocitárias, tem sido utilizadas para identificar 

células-tronco tumorais nos carcinomas de mama (Al Hajj et al., 2003) 

Entretanto a marcação CD44+/CD24- não parece identificar células-tronco tumorais 

em todos os tipos de câncer de mama e outros marcadores tem sido estudados para 

identificar essas células, como ADLH1 e CD133 (Ginestier et al., 2007; Wright et al., 2008). 

Receptores ligados a fatores de crescimento como o receptor do fator de crescimento 

epidermal (EGFR) e outros marcadores de proliferação também têm crescido em 

importância como fatores preditivos e possíveis alvos terapêuticos (Nielsen et al., 2004; 

Alvarez et al., 2010; Foley et al., 2010). 

Ainda que o nível de expressão protéica de alguns marcadores forneça à equipe 

médica maior capacidade de predição da evolução clínica e opções adequadas de 

tratamento ao paciente, a heterogeneidade particular de cada tumor ainda é um desafio. 

Pacientes com tumores com características clínicas e patológicas semelhantes mostram 

diferentes evoluções clínicas, sugerindo a existência de uma regulação adicional e mais 

complexa na determinação do comportamento do tumor. Assim novas estratégias devem 

ser desenvolvidas.  
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1.4. Técnicas moleculares aplicadas à investigação do câncer de mama 

 

A avaliação do perfil gênico característico do câncer de mama e a transcrição desses 

genes tem sido alvo de muitos estudos, em busca de similaridades entre tumores que, pela 

análise anatomopatológica são iguais, mas que respondem e evoluem de forma diferente, 

dificultando a determinação do tratamento mais adequado, risco de recorrência ou recidiva 

para cada paciente. Desse modo, tem-se buscado novos marcadores capazes de predizer 

melhor o comportamento de um tumor frente a diferentes tratamentos e situações clínicas 

e essa busca tem sido feita principalmente pela análise genômica e da expressão gênica.  

A primeira frente de pesquisa investiga diretamente o genoma das células cancerosas 

utilizando técnicas como a hibridação genômica comparativa baseada em arranjos (aCGH). 

Essa técnica, considerada uma evolução dos métodos de cariotipagem por bandeamento G e 

CGH, foi especialmente desenvolvida para identificar modificações genéticas críticas para a 

adaptação tumoral, permitindo uma análise global da alteração do número de cópias 

genômicas (Tan & Reis-Filho, 2008). Recentemente, os estudos de aCGH tem sido utilizados 

em diferentes perspectivas como identificação de subgrupos de tumores de mama, 

identificação de genes relacionados a adaptação tumoral, metástase e resposta a 

tratamentos, identificação de oncogenes (em amplificações genéticas) ou genes supressores 

de tumor (em deleções) e classificação de cânceres hereditários (van Beers & Nederlof, 

2006). 

Como exemplos da aplicação de aCGH em câncer de mama tem-se os estudos de 

Callagy e colaboradores, que identificaram alterações no número de cópias de três genes 

(TOP2A, ERBB2 e EMS1) e relacionaram essas alterações a diferentes prognósticos (Callagy 

et al., 2005). O trabalho de Loo e colaboradores diferenciou carcinomas ductais infiltrativos 

(RE positivo ou negativo) e carcinomas lobulares infiltrativos (RE positivo) através da 

atribuição de alterações de número de cópias genômicas de algumas regiões a esses 

subtipos (Loo et al., 2004). Além disso, 51 linhagens celulares de câncer de mama tiveram 

seu genoma caracterizado por aCGH  (Neve et al., 2006) e estudos do grupo de Bergamaschi 

e colaboradores relacionaram perfis de aCGH aos diferentes subtipos moleculares de câncer 

de mama (Bergamaschi et al., 2006). 
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Esses subtipos moleculares haviam sido caracterizados pioneiramente por Perou e 

colaboradores (2000) e Sorlie e colaboradores (Sorlie et al., 2001), que demonstraram que 

os cânceres de mama podem ser classificados de acordo com seu perfil de expressão gênica, 

utilizando microarranjos de cDNA de diferentes tipos de tumores. A clusterização hierárquica 

dos dados gerados por esses estudos permitiu aos pesquisadores classificarem os diferentes 

tumores nos subtipos: luminal A, luminal B, HER2, basal e claudin-low. O perfil luminal A 

apresenta a expressão de RE e RP, mas não de HER2 e com baixo perfil proliferativo, 

enquanto que o subtipo luminal B apresenta RE e RP positivos, podendo apresentar alto ou 

baixo grau proliferativo e ausência ou presença de HER2, sendo mais agressivo em 

comparação ao luminal A. O perfil HER2 apresenta RE e RP negativos, e HER2 positivo, 

enquanto que o subtipo basal não apresenta marcação para RE, RP nem HER2 (triplo-

negativo) possuindo superexpressão de outras moléculas como EGFR e/ou Ck5/6 e claudina. 

Já o subtipo claudin-low apresenta características semelhantes ao basal, e possui baixa 

expressão de proteínas de adesão célula-célula (Perou et al., 2000; Sorlie et al., 2001; 

Nielsen et al., 2004; Reis-Filho et al., 2006; Parker et al., 2009; Prat et al., 2012). 

A importância desse tipo de análise é refletida pela existência de testes genéticos 

para tumores de mama, disponíveis nos Estados Unidos e na Europa. Um deles, o teste 

Oncotype DX, permite a avaliação de 21 genes de tumores de pacientes linfonodo-negativo, 

RE positivo, com perfil invasivo ou em mulheres pós-menopausa, linfonodo-positivo, RE 

positivo e com câncer invasivo (Sparano & Paik, 2008). Já o teste MammaPrint avalia 70 

genes de tumores de estágio inicial, indicando possível recorrência depois da cirurgia, 

independente do status de RE ou tratamento anterior (Slodkowska & Ross, 2009). Apesar de 

bastante atraentes, esses testes são altamente controversos, principalmente por se 

limitarem a perfis específicos de pacientes e não possuírem validação satisfatória (Reis-Filho 

et al., 2006; Weigelt & Reis-Filho, 2010). Desse modo, a busca por marcadores mais 

adequados, que abranjam diferentes tipos de pacientes e tumores, bem como uma 

validação em larga escala ainda são necessários (Reis-Filho et al., 2006; Andre et al., 2011). 

As técnicas de biologia molecular que exploram o genoma e os genes 

diferencialmente expressos em linhagens de câncer de mama podem elucidar quais genes 

são importantes em diferentes aspectos desse tipo de tumor. Muitos desses estudos 
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utilizam linhagens celulares de câncer de mama derivadas de metástases, especialmente de 

aspirados de efusões pleurais (Burdall et al., 2003). Isso significa que a maioria dessas 

linhagens são derivadas de tumores mais agressivos que já atravessaram vários pontos 

importantes durante a adaptação tumoral, como aquisição de capacidade invasiva, adesão 

celular a novos sítios do organismo e adaptação a um novo ambiente tecidual. Essa situação 

pode sub-representar os diferentes tipos de tumores e tipos celulares, em seus diferentes 

estágios de adaptação tumoral e direcionar os resultados para apresentar características que 

são mais representativas de um estado de progressão mais avançado da doença.  

Desse modo, a análise do perfil genético, bem como a expressão diferenciada de 

proteínas em tumores em estágios iniciais pode aumentar o conhecimento científico sobre a 

adaptação tumoral, permitindo o estudo de novos alvos prognósticos e terapêuticos para 

esses tipos de tumores (Sidransky, 2002). 

Para entender melhor o câncer de mama em seus estágios iniciais nosso grupo de 

pesquisa tem investigado duas linhagens de câncer de mama derivadas de tumores primários 

humanos, MACL-1 and MGSO-3. Corrêa e colaboradores caracterizaram essas células como 

linhagens celulares autênticas uma vez que elas apresentam imortalização através de várias 

passagens seriadas, expressão de telomerase, perda da inibição por contato e capacidade de 

formar colônias em placas de ágar e formação de tumores sólidos em camundongos 

imunodeficientes (Correa et al., 2009). Além disso, essas células apresentam expressão 

diferencial de MUC1 e localização de GAPDH na membrana plasmática  (Correa et al., 2009; 

Correa et al., 2010). Bertollo e colaboradores também demonstraram que essas células 

apresentam resistência à radiação ionizante (Bertollo et al., 2010) e que as caspases 3, 8 e 9 

estão envolvidas na morte celular causada pela radiação (Bertollo et al., 2010).  

 Desse modo, o presente estudo pretende comparar o perfil das células em cultura 

com as características imuno-histoquímicas presentes no tumor primário e em tumores 

originados dessas células injetadas em camundongos imunodeficientes. Para avaliar o 

genoma dessas células, as técnicas de cariotipagem por bandeamento G e aCGH identificam 

quais modificações estruturais cromossômicas essas células possuem. Além disso, esse 

trabalho avalia a expressão gênica diferencial das células MACL-1 e MGSO-3 em relação a 

controles de mama normal, bem como o perfil de expressão gênico da célula MACL-1 com 
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sua contraparte irradiada, através de microarranjos de cDNA e PCR em tempo real. Esses 

resultados possibilitarão uma caracterização aprofundada das linhagens MACL-1 e MGSO-3, 

mapeando as alterações genômicas e fenotípicas dessas células, permitindo que elas sejam 

usadas em estudos comparativos com outras linhagens celulares e tumores sólidos.



13 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 OBJETIVOS 



14 

 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo geral 

 

Caracterizar o perfil genômico e fenotípico das linhagens de câncer de mama MACL-1 

e MGSO-3. 

 

2.2. Objetivos específicos 

 

 - Investigar a presença de marcadores protéicos nas células MACL-1 e MGSO-3, em 

comparação com os tumores primários que deram origem a essas linhagens e implantes de 

tumor derivados das células em cultura em camundongos imunodeficientes, utilizando a 

técnica de imuno-histoquímica; 

 - Avaliar as alterações estruturais e numéricas dos cromossomos de MACL-1 e MGSO-

3 por cariotipagem por bandeamento G; 

 - Analisar o número de alterações de cópias genômicas presentes nessas células 

através de aCGH; 

 - Identificar os genes diferencialmente expressos nas células de câncer de mama 

MACL-1 e MGSO-3, tratadas ou não com radiação ionizante, comparando com células de 

mama normal, utilizando microarranjos de cDNA; 

 - Validar genes candidatos dos microarranjos através de PCR em Tempo Real. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Aprovações por Comitês de Ética 

 

O procedimento de obtenção e cultivo de células normais foi aprovado pelo Comitê 

de Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG sob número ETIC 0312 0203 000 10 (Anexo 1). 

O procedimento de obtenção e cultivo de células tumorais em camundongos Nude 

foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob número 035/11 

(ver Anexo 1). 

3.2. Cultura celular 

3.2.1. Obtenção e cultivo de células normais 

 

As células de mama normais foram obtidas de fragmentos da mama de pacientes 

internadas na Clínica de Cirurgia Plástica, do Núcleo de Cirurgia Plástica, coordenada pelo Dr. 

Luiz Lamana dos Santos, localizada em Belo Horizonte, Minas Gerais. As células foram 

isoladas segundo protocolo adaptado de Speirs e colaboradores (Speirs et al., 1996). De 

forma resumida, o fragmento de mama foi limpo para retirada de tecido adiposo com ajuda 

de tesouras e pinças. Em seguida, a parte parenquimatosa da mama foi cortada em 

fragmentos de cerca de 1 mm e incubadas em colagenase IV 0,25% (Life Technologies), em 

estufa úmida com 5% CO2, à 37 °C, overnight. Os fragmentos restantes após a dissolução do 

material foram filtrados em gaze estéril e o filtrado foi centrifugado a 15, 104 e 252 x g para 

melhor separação de gordura remanescente. Os pellets derivados dessas centrifugações, 

bem como o sobrenadante da última centrifugação foram mantidos em frascos de cultura 

celular T-25 (Sarstedt) contendo meio de cultura modificado de Dulbecco (DMEM – Life 

Technologies), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cripion Biotecnologia 

Ltda) e com os antibióticos gentamicina (50 mg/L) e solução antibiótica/antimicótica (10.000 

U penicilina/ml; 10 mg estreptomicina/ml; 25 ug anfotericina B/ml, Sigma-Aldrich) diluída 

100 vezes. As culturas foram mantidas em estufa úmida, contendo 5% de CO2, à 37  °C e 

mantidas na garrafa T-25 (Sarstedt) até que atingisse cerca de 70% de confluência, quando 
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foram transferidas para frascos T-75 (Sarstedt). Para os experimentos, foram utilizadas 

células até a quinta passagem.  

3.2.2. Manutenção das células tumorais 

 

As linhagens MACL-1 e MGSO-3 utilizadas nesse trabalho foram estabelecidas por 

Corrêa e colaboradores (2009) a partir de amostras de tumores primários de pacientes com 

câncer de mama da Santa Casa de Misericórdia, em Belo Horizonte. As células foram 

mantidas em frascos de cultura celular T-25 ou T-75 (TPP, Techno Plastic Products ou 

Sarstedt) contendo meio de cultura DMEM (Life Technologies), suplementado com 10% de 

SFB (Cripion Biotecnologia Ltda.) e com os antibióticos gentamicina (50 mg/L) e solução 

antibiótica/antimicótica (10.000 U penicilina/ml; 10 mg estreptomicina/ml; 25 ug 

anfotericina B/ml, Sigma-Aldrich) diluída 100 vezes. As culturas foram mantidas em estufa 

úmida, contendo 5% de CO2, à 37 °C e tripsinizadas a cada dois ou três dias. 

Para a extração de RNA e irradiação, as células foram lavadas com PBS 1X (4 g de 

NaCl, 0,1 g de KCL, 1,08 g de Na2HPO4, 0,1 g de KH2PO4, ajustar pH para 7,2 e completar para 

500 ml de água) e desprendidas da garrafa incubando-se com tripsina-EDTA 0.05% (Life 

Technologies), durante 5 minutos à 37 °C. A tripsina foi inativada com DMEM suplementado 

com 10% SFB. As células foram centrifugadas, o pellet ressuspendido e a contagem de 

células foi feita em câmara de Neubauer. 

As células foram inoculadas em meio de cultura na densidade de, no mínimo, 1 x 106 

células por garrafa e mantidas até a realização do experimento. 

 

3.3. Irradiação das células 

 

O tratamento das células com radiação gama na dose de 20 Grays (Gy) foi realizado 

com uma fonte de 60Co, no Laboratório de Irradiação Gama do CDTN/CNEN (Comissão 

Nacional de Energia Nuclear) de Belo Horizonte, Minas Gerais. As células foram 

transportadas em garrafas de cultura vedadas e recolocadas em estufa úmida, contendo 5% 

http://www.cnen.gov.br/acnen/enderecos.asp
http://www.cnen.gov.br/acnen/enderecos.asp
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de CO2 à 37 °C, imediatamente após o tratamento. Após 6 horas o RNA das células aderentes 

foi extraído. 

 

3.4. Imuno-histoquímica 

3.4.1. Preparo das lâminas dos tumores primários 

 

Os tumores primários utilizados nesse estudo foram extraídos de pacientes da Santa 

Casa de Misericórdia de Belo Horizonte.  

Blocos de parafina contendo os tumores foram confeccionados e cortes de 4 μm 

foram montados em lâminas com carga elétrica. Análises histopatológicas foram realizadas 

para cada tumor no Centro de Diagnóstico e Tratamento da Santa Casa de Belo Horizonte-

MG (ver laudos no Anexo 2), confirmando a natureza tumoral maligna desses fragmentos. 

O tumor da paciente 1 foi caracterizado como carcinoma ductal invasor de mama, 

com atipias nucleares moderadas, algumas mitoses e pouca formação de túbulos (grau II de 

Bloom-Richardson), com desmoplasia moderada, escasso infiltrado linfóide e frequentes 

microcalcificações. 

O tumor da paciente 2 foi caracterizado como carninoma intraductal de alto grau, 

com focos de necrose central, tipo comedocarcinoma, sem áreas de invasão franca do 

estroma. 

 

3.4.2.  Preparo das lâminas dos tumores originados da injeção de células tumorais 

em camundongos Nude 

 

 Camundongos fêmeas BALB/c.Cg-Foxn1nu/AnNTacUnib, de 6 a 8 semanas, foram 

obtidas do CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na área da Ciência em 

Animais de Laboratório) da Unicamp (Campinas, SP) e mantidas em gaiolas autoclavadas, 

contendo ração e água estéreis. 



19 

 

 

 

 

 

 Cerca de 1 x 107 de células das linhagens MACL-1 e MGSO-3, diluídas em PBS, foram 

injetadas no dorso de três camundongos, por linhagem celular. O crescimento dos tumores 

foi acompanhado a cada 3 dias. Uma vez atingido o tamanho de aproximadamente 1 cm 

(entre 2 e 3 semanas), os camundongos foram sacrificados e os tumores foram excisados e 

imediatamente fixados em formalina tamponada (100 ml de formol 37 a 40%, 4 g de fosfato 

de sódio monobásico monohidratado, 6,5 g de fosfato de sódio dibásico anidro, ajustar pH 

para 7, completar para 1 litro com água)  durante 24-48 horas, procedendo-se para a 

inclusão em parafina e confecção das lâminas para imuno-histoquímica.  

3.4.3. Preparo das lâminas das células em cultura 

 

 Células das linhagens MACL-1 e MGSO-3, mantidas em DMEM com 10% SFB, foram 

tripsinizadas e 1 x 105 células plaqueadas em chamber slides (Lab-Tek II, Nunc). Uma vez 

atingida a confluência de cerca de 80%, as células foram fixadas em formalina tamponada 

por 1-2 minutos, e em seguida, lavadas com PBS 1X, pH 7.4 até retirar todo resíduo de 

formalina. Cada poço da chamber slide foi utilizado para marcação com um tipo de 

anticorpo. 

  

3.4.4.  Coloração das lâminas 

 

A coloração das lâminas foi realizada em colaboração com o Laboratório de Patologia 

Mamária da UFMG, sob coordenação da professora Dra. Helenice Gobbi e em parceria com 

o Departamento de Anatomia Patológica, do Hospital A. C. Camargo, sob coordenação do Dr. 

Fernando Soares, em colaboração com o Dr. Rafael Malagoli Rocha. 

Os cortes foram desparafinizados em xilol e álcool, reidratados (com exceção das 

lâminas de células em cultura) e, então incubados por 20 minutos em uma solução de 

peróxido de hidrogênio, em metanol absoluto, para o bloqueio da peroxidase endógena. Na 

sequência, foi realizada a recuperação antigênica pelo calor, utilizando-se a panela de 

pressão, em solução tampão citrato 10 mM, pH 6.0, durante 25 minutos a 98  °C. Após 

resfriamento, os cortes foram lavados por 3 vezes em tampão PBS 0.01 M, pH 7.4. Em 
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seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primário, em título e tempo pré-

estabelecido conforme a Tabela 1, diluídos em diluente comercial. Após essa etapa, os 

cortes foram lavados por 3 vezes em tampão PBS 0.01 M, pH 7.4. Foi realizada, então, a 

incubação com o sistema de polímeros não-biotinilados MACH 4 Universal HRP-Polymer 

Detection (Biocare Medical), incubando-se a sonda do kit por 20 minutos, lavando as lâminas 

2 vezes em PBS, por 5 minutos e aplicando o polímero (MACH 4MR HRP Polymer) por 30 

minutos. Em seguida, as lâminas foram lavadas com PBS, por 3 vezes, em banhos de 5 

minutos e a revelação foi feita utilizando o cromógeno do kit por 5 minutos ou com uma 

solução de DAB (3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloreto, Dako) por 1 minuto.  

Alternativamente, após marcação com anticorpo primário, utilizou-se o kit Advance 

HRP (Dako), incubando o HRP Link por 30 minutos, à 37 °C e, em seguida, lavando com PBS 

com 3 trocas de 3 minutos. Numa segunda etapa, foi realizada a incubação com Advance 

HRP Enzyme por 30 minutos à 37 °C, lavando novamente com PBS, com 3 trocas de 3 

minutos. A revelação foi feita incubando-se as lâminas em solução de DAB (Dako), 

incubando por 5 minutos à 37 °C, ao abrigo da luz. A reação foi verificada ao microscópio e 

parada lavando-se em água corrente, seguida de água destilada. A seguir, foi feita a 

contracoloração com hematoxilina de Harris (15-30 segundos). As lâminas passaram pela 

bateria de álcoois e xilóis e foram montadas com meio de montagem Cytoseal 60 (Richard-

Allan Scientific) ou alternativamente com Entellan (Merck). As lâminas foram observadas em 

microscópio de luz, utilizando-se as lentes de 2, 4, 10 e 40 vezes. 

 

Tabela 1: Anticorpos primários, clones, diluições, fabricantes e tempo de incubação dos 
anticorpos primários utilizados nas reações imuno-histoquímicas. 

Anticorpo Clone Diluiç

ão 

Fabricante Tempo de 

incubação 

Receptor de estrógeno (RE)* 6F11 1:100 Neomarkers 20’ 

Receptor de progesterona (RP)* PgR 312 1:200 Novocastra 20’ 

HER2* CB11  1:200 Novocastra 30’ 

Receptor de estrógeno (RE) SP1 1:100 Neomarkers 30’ 

Receptor de progesterona (RP) PgR 636 1:400 Dako 30’ 
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HER2 Policlonal (coelho) 1:200

0 

Dako 30’ 

Ki-67 MIB-1 1:800 Dako 30’ 

CD44 (HCAM) F10-44-2 1:40 Novocastra 30’ 

CD24 SN3 1:50 Neomarkers 30’ 

CD133/ESA Policlonal (coelho) 1:100 Abcam 30’ 

Ck5 (Citoqueratina 5) XM26 1:300 Neomarkers 30’ 

EGFR EGFR-25 1:100 Novocastra 30’ 

*Anticorpos usados no Laboratório de Patologia Mamária da UFMG. Demais anticorpos utilizados 
pelo Departamento de Anatomia Patológica, do Hospital A. C. Camargo. 
  

 Na avaliação dos receptores de estrógeno e progesterona foi empregado o sistema de 

escore de Allred. Foram considerados positivos os casos em que mais de 1% das células 

neoplásicas evidenciaram coloração nuclear moderada ou forte, conforme recomendação do 

consenso do Colégio Patologistas Americanos e a Sociedade Americana de Oncologia Clínica 

(Goldhirsch et al., 2009; Hammond et al., 2010). 

A análise da superexpressão da proteína HER2 foi realizada de acordo com as 

recomendações para interpretação do teste de HER2 proposto pelo Colégio de Patologistas 

Americanos e Sociedade Americana de Oncologia Clínica (Wolff et al., 2007), como descrito na 

Tabela 2. 

 

Tabela 2: Recomendações de interpretação do teste de HER2 propostos pelo Colégio 
Patologistas Americanos e Sociedade Americana de Oncologia Clínica. 

Grau de 

interpretação 

Achado microscópico 

0 = negativo Nenhuma coloração identificada na membrana citoplasmática 

1+ = negativo  Coloração de membrana fraca e incompleta em qualquer 

proporção de células neoplásicas 

2+ = indeterminado Coloração fraca, mas bem definida, envolvendo toda a 

circunferência da membrana citoplasmática, em mais de 10% e 

menos de 30% das células neoplásicas 
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3+ = positivo Coloração forte envolvendo toda a circunferência da membrana 

citoplasmática em pelo menos 30% das células neoplásicas 

 

Para classificação com anticorpo Ki-67, considerou-se como tumor de alto grau 

aquele com mais de 15% de marcação das células por Ki-67 e de baixo grau com menos de 

14% de marcação, segundo recomendações do Colégio de Patologistas Americanos e 

Sociedade Americana de Oncologia Clínica (Goldhirsch et al., 2011). 

Para os demais anticorpos a presença de reação foi avaliada de maneira qualitativa, 

uma vez que para esses anticorpos não existem diretrizes bem estabelecidas de 

positividade/negatividade. 

3.5. Estudo citogenético das linhagens MACL-1 e MGSO-3 

 

Uma das técnicas utilizadas para avaliação do perfil cromossômico foi o 

bandeamento G. O procedimento foi realizado pelo Núcleo de Ações e Pesquisa em Apoio 

Diagnóstico (NUPAD). Para obtenção das lâminas foi utilizada a técnica de espalhamento de 

metáfase como descrito por Bayani e Squire (2004).  

De forma alternativa, outra cariotipagem foi realizada no Laboratório NeoGene do 

Hospital A.C. Camargo. As células utilizadas nessa cariotipagem são as mesmas utilizadas nos 

experimentos de aCGH. 

Ao meio de cultura de MACL-1 e MGSO-3 foram adicionados 100 L de colchicina a 

0,01 mg/ml e as células foram incubadas à 37 °C por 3 horas. Elas foram então tripsinizadas 

normalmente, centrifugadas a 125 x g, retirou-se o sobrenadante e lavou-se o pellet com 

PBS 1X. Em seguida, adicionou-se 5 ml de solução hipotônica (1,12 g de KCl em 200 ml de 

água), divulsionando ao mesmo tempo e incubou-se as células durante 10 minutos à 37 °C. 

Em seguida adicionou-se 1 ml de solução fixadora (3 metanol: 2 ácido acético) e incubou-se 

durante 10 minutos à 37 °C, repetindo essa etapa 1 vez. Centrifugou-se as células por 10 

minutos a 125 x g, descartou-se o sobrenadante e acrescentou-se mais 5 ml de solução 

fixadora, divulsionando constantemente. As células foram então incubadas por 10 minutos à 
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37 °C e centrifugadas por 10 minutos a 125 x g. Por fim, retirou-se o sobrenadante, deixando 

um pouco de solução fixadora.  

Para montagem da lâmina, divulsionou-se as células e 2 gotas de 50 l de células 

foram pingadas de uma altura de 1 metro em uma lâmina molhada em água Milli-Q gelada. 

A lâmina foi deixada secar ao ar livre e retirou-se o excesso de água com lenços finos, 

tirando pelas extremidades. Em seguida, as metáfases foram observadas no microscópio 

invertido, marcando o local onde se encontrava o maior número de metáfases bem 

espalhadas. 

Para marcação com DAPI as lâminas foram mergulhadas em três séries de etanol: três 

minutos no álcool 70%, três minutos no álcool 90% e três minutos no álcool 100%. Deixou-se 

secar as lâminas em temperatura ambiente. Em seguida, as lâminas foram mergulhadas em 

solução de pepsina a 10%, à 37 °C, de 8 a 10 minutos e, posteriormente, em solução 2X SSC a 

à 37 °C, por 10 minutos (solução estoque de SSC 20X: 347 g de NaCl, 174,4g de citrato de 

sódio, completar para 1 litro de água Milli Q). Novamente mergulharam-se as lâminas em 

três séries de etanol como anteriormente e as lâminas foram deixadas ao ar livre para secar. 

Rapidamente se pincelou as lâminas em solução de formamida deionizada (16 ml de solução 

10X SSC, 10 mL de água Milli Q, 54 ml de formamida) à 71 °C. Repetiram-se os banhos em 

álcoois e as lâminas foram finalmente secas ao ar livre.  

Novamente se procurou as metáfases nos pontos marcados na etapa anterior e 

aplicou-se 8 l de DAPI na lâmina, colocando-se uma lamínula em cima. As metáfases 

marcadas foram observadas no microscópio de fluorescência Olympus AX61 (Olympus 

Optical) equipado com câmera CCD (Photometrics CH 250) e as imagens registradas com o 

auxílio do software CGH View 3.0 (Applied Spectral Imaging Inc.). As imagens foram 

analisadas pela MSc. Hellen Kuasne e pela Prof. Dra. Silvia Rogatto, ambas do Laboratório 

NeoGene do Hospital A. C. Camargo. 
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3.6. Hibridação genômica comparativa baseada em arranjos (aCGH) 

 

3.6.1. Preparo da lâmina de aCGH 

 

Os perfis de variação no número de cópias de genes das linhagens MACL-1 e MGSO-3 

foram avaliados pela metodologia de hibridação genômica comparativa baseada em arranjos 

(array comparative genomic hybridization – aCGH). Para isso utilizou-se a plataforma 

SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4x180K (Agilent Technologies) que contém 

aproximadamente 170.000 sondas de 60 pares de base. Essas sondas mapeiam sequências 

codificadoras e não-codificadoras presentes no banco de dados genômicos UCSC Hg18 (NCBI 

Build 36, March 2006). 

Para obtenção do DNA genômico (gDNA), cerca de 2 x 107 células foram submetidas à 

lise por SDS/proteinase K e extração por fenol-clorofórmio. As células foram tripsinizadas, 

centrifugadas, retirou-se o sobrenadante e estas foram lisadas com 500 l de solução de lise 

(1,2 g de Tris base, 3,7 g de EDTA, 2,9 g de NaCl, 2,0 g de SDS; ajustar o pH para 8, completar 

para 1 litro com água Milli-Q) e 20 l de proteinase K (20 mg/mL). Desmembrou-se o pellet e 

incubou-se overnight à 37 °C. No dia seguinte, adicionou-se 500 l de fenol: clorofórmio: 

álcool isoamílico à solução, agitou-se por inversão seguido por centrifugação por 30 minutos 

a 13400 x g . Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 1 

l de RNase A (5 μg/ul) e incubou-se durante 30 minutos à 37 °C. Novamente foi adicionado 

500 l de fenol: clorofórmio: álcool isoamílico, misturou-se por inversão e a solução foi 

centrifugada durante 30 minutos a 13400 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo e acrescentou-se 500 l de clorofórmio, misturou-se por inversão e centrifugou-se 

durante 10 minutos a 13400 x g. Novamente o sobrenadante foi transferido para um novo 

tubo, adicionando-se 1 ml de álcool etílico gelado, 30 l de acetato de amônio 3M e a 

solução foi incubada overnight à -20 °C, centrifugando-se em seguida por 30 minutos a 

13400 x g. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente, lavou-se o pellet duas vezes com 

álcool 70% e o pellet foi deixado secar à temperatura ambiente. Uma vez seco, o pellet foi 

ressuspendido em 30 a 50 l de água DNase-free. 
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A avaliação da concentração e qualidade do DNA foi feita utilizando o sistema 

Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies). Após quantificação, as 

amostras foram diluídas a uma concentração final de 100 ng/µL e a integridade do gDNA foi 

avaliada em gel de agarose 0,8% aplicando-se 500 ng de amostra. Como amostra referência 

foi usado gDNA comercial feminino normal (Promega).  

Em seguida, procedeu-se para os procedimentos de digestão, marcação e hibridação. 

As amostras foram submetidas a uma etapa de digestão enzimática randômica em reação 

contendo 2,2 µL de água DNase-free, 2,6 µL de tampão de reação 10X e 0,5 µL das enzimas 

AluI e RsaI 10U/µL (Promega). A reação foi incubada à 37 °C por 2 horas e as enzimas foram 

inativadas à 65 °C por 15 minutos. A extensão da digestão foi observada em gel de agarose 

0,8% e, quando necessário, o tempo de digestão foi otimizado para digestão ideal do gDNA.  

Após digestão, os DNAs teste (MACL-1 e MGSO-3) e referência foram marcados 

utilizando o kit Agilent Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit (Agilent Stratagene, Agilent 

Technologies). Os experimentos foram realizados em duplicatas em dye swap (inversão de 

sondas), a fim de se verificar a reprodutibilidade do experimento e eliminar artefatos devido 

ao efeito da marcação com as cianinas. Dessa forma, para uma replicata, a amostra teste foi 

marcada com Cy3 e a amostra referência foi marcada com Cy5. Na outra replicata a amostra 

teste foi marcada com Cy5 e a amostra referência marcada com Cy3. Essa reação utilizou 

iniciadores randômicos e a enzima Exo-Klenow (Agilent Technologies) e foi realizada à 37 °C 

por 2 horas, seguida de inativação da enzima à 65 °C por 10 minutos.  

Com o intuito de remover as cianinas não incorporadas ao gDNA foi realizada a 

purificação das amostras utilizando-se mini-colunas de celulose Microcon YM-30 (Millipore). 

Para isso, acrescentou-se 430 µL de TE 1X à reação e, em seguida, a mistura foi colocada no 

tubo Microcon e centrifugou-se por 10 minutos a 8000 x g. Descartou-se o conteúdo do tubo 

coletor e adicionou-se mais 480 µL de TE, centrifugando-se novamente por 15 minutos a 

8000 x g, descartando-se mais uma vez o conteúdo do tubo coletor. Dessa vez, a coluna foi 

alocada num novo tubo, porém com a coluna ao contrário, centrifugou-se por 45 segundos a 

8000 x g. Ao líquido resultante da centrifugação acrescentou-se TE para completar para 21 

µL, caso necessário. 
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Após a purificação, os gDNAs marcados foram quantificados em Nanodrop ND-1000 

Spectrophometer com o objetivo de calcular a eficiência da reação de marcação. Amostras 

teste e de referência foram avaliados quanto a eficiência (Cy3: 25-40 pmol/µL; Cy5: 20-35 

pmol/µL) e combinados na razão de 1:1, segundo recomendação do protocolo da Agilent 

Technologies. 

Em seguida, as amostras foram precipitadas com 19,5 µL de acetato de amônio 3M, 

300 µL de etanol 100% gelado e 5 µL de Human Cot a 11 mg/mL (Life Technologies). As 

amostras permaneceram entre 10-20 minutos à temperatura de – 80 °C, seguido de 

centrifugação a 13400 x g por 30 minutos à 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e foi 

adicionado 1 mL de etanol 70% gelado, seguidos de homogeneização por inversão e 

centrifugação a 13400 x g por 15 minutos à 4 °C. Após a retirada do sobrenadante, as 

amostras marcadas permaneceram à 37 °C por alguns minutos para secagem do sedimento 

sendo adicionados 44 µL de TE. O material foi mantido em banho-maria à 37 °C por 5 

minutos para completa eluição do sedimento.  

O procedimento de hibridação consistiu na adição de 11 µL de 10X Blocking Agent 

(Agilent Technologies) e 55 µL de Hi-RPM Hybridization Buffer (Agilent Technologies). A 

reação foi incubada à 95 °C por 3 minutos e 37 °C por 30 minutos. Um volume de 100 µL de 

cada amostra foi aplicado à lâmina 4x180K, a qual foi acondicionada à 65 °C por 

aproximadamente 20 horas.  

A lavagem das lâminas consistiu em banhos consecutivos das soluções Wash Buffer 1 

por 5 minutos, Wash Buffer 2 por 1 minuto, acetonitrila por 10 segundos e solução de 

estabilização e secagem por 30 segundos.  

 

3.6.2. Análise dos dados de aCGH 

 

As lâminas foram digitalizadas utilizando Agilent DNA Scanner numa resolução de 5 

µm e os dados foram extraídos pelo software Feature Extraction 10.1.1.1 (Agilent 

Technologies). Os dados de aCGH foram analisados no software Nexus Copy Number versão 

6.0 (Biodiscovery). Para essa análise, foram utilizados o algorítmo estatístico FASST2, 
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threshold 1.00E-6 e presença de no mínimo 3 sondas consecutivas com valores -0,3≤log2≥0,3 

para considerar um determinado segmento como possível região de perda ou ganho. Além 

disso foram considerados os valores de -0,13 para perda genômica, -0,8 para perda 

homozigota e 0.3 para ganho genômico e intervalos de 50kbp entre as sondas para 

identificação de alterações. Dessa maneira, foram geradas as alterações no número de 

cópias (CNAs) estatisticamente significativas. 

 

 

3.7. Microarranjos de cDNA 

 

3.7.1. Extração de RNA 

 

As amostras utilizadas para a extração de RNA foram as células de câncer de mama 

MACL-1, MACL-1 irradiada com 20 Gy de radiação gama, irradiadas segundo o item 3.2, 

MGSO-3 e células de mama normal, extraídas e cultivadas segundo o item 3.1.2. A extração 

de RNA foi realizada utilizando o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen). Resumidamente, células em 

cultura foram tripsinizadas e centrifugadas a 250 x g, por 5 minutos, a temperatura 

ambiente. Em seguida foi realizada a contagem de 1 x 106 a 1 x 107 células em câmara de 

Neubauer, que foram utilizadas na extração. As células foram lisadas adicionando o tampão 

RLT, de acordo com a quantidade de células utilizada e imediatamente homogeneizadas. Em 

seguida, foi adicionado um volume de etanol 70% ao lisado, e 700 µl dessa mistura foi 

transferida para a coluna da Qiagen, acoplada a uma coluna de descarte, e centrifugada por 

15 segundos, a 8000 x g. O eluato foi descartado e adicionou-se 700 µl de buffer RW1 na 

coluna, centrifugando novamente por 15 segundos, a 8000 x g, descartando o que saiu da 

coluna. Após essa etapa, adicionou-se 500 µl de buffer RPE à coluna, centrifugando por 15 

segundos, a 8000 x g e uma segunda vez adicionados 500 µl de buffer RPE, mas dessa vez 

centrifugando por 2 minutos, a 8000 x g. A coluna da Qiagen foi então transferida para um 

novo tubo de descarte e centrifugou-se a velocidade de 13400 x g, para retirar qualquer 

excesso de etanol que ainda estivesse na coluna. Finalmente, a coluna da Qiagen foi 
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colocada em um tubo novo de 1,5 ml, adicionando ao centro da coluna de 30-50 µl de água 

livre de RNase, centrifugando por 1 minuto, a 8000 x g. O RNA foi então dosado em 

espectrofotômetro, observando-se as razões A260/280 e A260/230 nm, preferencialmente 

utilizando-se o RNA que apresentava esses valores acima de 1.8. Esse mesmo RNA foi 

tratado com DNase para retirar possíveis vestígios de DNA genômico advindos da extração 

de RNA. Para isso, utilizou-se RQ1 RNase-free DNAse (Promega), seguindo as normas do 

fabricante. De forma resumida, de 1-5 μg de RNA foi tratado com 1 U de DNase à 37 °C, por 

30 minutos, procedendo-se para a limpeza da reação utilizando-se novamente o kit RNeasy 

Mini Kit (Qiagen). Para isso, o volume foi ajustado para 100 µl de água livre de RNase 

(quando necessário) e adicionou-se 350 μl de buffer RLT, misturando por pipetagem e, em 

seguida, 250 µl etanol (96-100%), misturando bem. Os 700 µl dessa mistura foram 

transferidos para a coluna da Qiagen, acopladas a uma coluna de descarte. Em seguida, 

adicionou-se 500 µl de buffer RPE à coluna, centrifugando por 15 segundos, a 8000 x g e uma 

segunda vez adicionados 500 µl de buffer RPE, centrifugando por 2 minutos, a 8000 x g. A 

coluna da Qiagen foi então transferida para um novo tubo de descarte e centrifugou-se a 

velocidade de 13400 x g, para retirar qualquer excesso de etanol que ainda estivesse na 

coluna. Finalmente, a coluna da Qiagen foi colocada em um tubo novo de 1,5 ml, 

adicionando-se ao centro da coluna de 10-20 µl de água livre de RNase, centrifugando por 1 

minuto, a 8000 x g. Novamente, o RNA foi dosado em espectrofotômetro, sendo utilizados 

nos passos seguintes os RNAs que apresentavam razões de A260/280 e A260/230 nm acima 

de 1.8. A qualidade e integridade do RNA também foram verificadas por eletroforese em gel 

de agarose 1%. Quando não utilizado, o RNA foi armazenado a - 80 °C. 

 

3.7.2. Síntese cDNA fita dupla 

 

Para a síntese do cDNA fita dupla foi utilizado o kit SuperScript Double-Stranded 

cDNA Synthesis Kit (Life Technologies), de acordo com as normas do fabricante. Para síntese 

da primeira fita, a 10 μg de RNA foi adicionado 1 μl de oligodT(18) primer, completando-se o 

volume para 11 μl de água livre de RNase, incubando-se a mistura à 70 °C por 10 minutos. 

Em seguida, foram acrescentados: 4 μl de 5X First Strand buffer, 0.1 M DTT, 10 mM dNTP 
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mix, aqueceu-se à 42 °C por 2 minutos e adicinou-se 2 μl da enzima SuperScript II RT, 

incubando a mistura final à 42 °C por 60 minutos. Procedeu-se, então, para a síntese da 

segunda fita, adicionando-se à mistura anterior os seguintes reagentes: 91 μl de água livre 

de RNase, 30 μl do 5X Second Strand buffer, 3 μl de 10 mM dNTP mix, 1 μl de 10 U/μl DNA 

ligase, 4 μl de 10 U/μl DNA polimerase I e 2 U/μl RNase H, totalizando um volume de 150 μl. 

Essa solução foi incubada à 16 °C por 2 horas, acrescentando-se depois 2 μl de 5 U/μl de T4 

DNA polimerase, incubando-se à 16 °C por mais 5 minutos. Para parar a reação, 10 μl de 0.5 

M EDTA foi acrescentado. Para a limpeza de RNA residual, as amostras foram tratadas em 

seguida com 1 μl de 4 mg/ml de RNase A, à 37 °C durante 10 minutos. Para a retirada de 

proteínas e sais foi acrescentada à reação o mesmo volume de fenol: clorofórmio: álcool 

isoamílico (25:24:1), centrifugando a 15700 x g, por 5 minutos, a temperatura ambiente. 

Para a precipitação do cDNA fita-dupla foram utilizados 16 μl de 7.5 M acetato de amônio, 7 

μl de glicogênio a 5 mg/ml e 326 μl de álcool absoluto gelado, centrifugando imediatamente 

a 15700 x g por 20 minutos. Os pellets foram então lavados duas vezes com 500 μl de etanol 

80%, centrifugando a 15700 x g por 5 minutos cada vez. Os pellets foram secos à 

temperatura ambiente e as amostras reidratadas com 20 μl de água livre de RNase/DNase. O 

cDNA foi dosado em espectrofotômetro, sendo utilizados nos passos seguintes os cDNAs que 

apresentavam razões de A260/280 e A260/230 nm acima de 1.8.  

A síntese do cDNA foi verificada com a amplificação de um produto de PCR utilizando 

iniciadores para o gene GAPDH (gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase). A amplificação pelo 

iniciador forward (5’ TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC 3’) e reverse (5’ 

ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC 3’) gerou um produto de amplificação de 188 bp. Para a 

reação foi adicionado 1 μL de cDNA de cada amostra a uma solução contendo 1 U de GoTaq 

DNA polimerase (Promega), tampão 1X, 1.5mM MgCl2, 0.2 nM dNTP mix e 10 μM de cada 

iniciador, completando-se o volume com água livre de DNase para 10 μl. A reação de 

amplificação foi programada como: 94 °C por 3 minutos e 15 segundos, seguidos de 25 ciclos 

de 94 °C por 45 segundos, 60 °C por 30 segundos, 72  °C por 15 segundos, e 72 °C por 3 

minutos utilizando-se o termociclador PTC-100 (MJ Research. Inc.). Os produtos da 

amplificação foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% , utilizando brometo de 

etídeo para visualização.  
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Em seguida, as amostras foram enviadas a Helixxa Serviços Genômicos (Campinas, 

SP) para avaliação da qualidade do cDNA e realização dos microarranjos. A qualidade do 

cDNA fita-dupla foi avaliado pelo aparelho BioAnalyzer 2100 (Agilent), que gerou gráficos de 

fluorescência versus pares de base, além de eletroferogramas representativos da corrida.  

 

3.7.3. Microarranjo e análise dos dados 

 

 Os microarranjos foram realizados na empresa Helixxa Serviços Genômicos, 

utilizando-se a plataforma Human Gene Expression 12x135K Arrays (Roche NimbleGen Inc.), 

chip em que 12 amostras são analisadas simultaneamente, cobrindo um total de 45,033 

variantes de genes. Para tal, triplicatas de cada cDNA (MACL-1, MACL-1 irradiada, MGSO-3 e 

células normais) foram utilizadas em cada arranjo, totalizando 12 amostras.  

Após a marcação das amostras com Cy3, procedeu-se para a hibridização e as lâminas 

marcadas foram escaneadas no comprimento de onda relativo a Cy3 (532 nm). A 

fluorescência interna de cada arranjo foi ajustada (autogain) e, a partir dos dados gerados 

pelo escaneamento, os arranjos foram verificados com relação ao controle interno (STC - 

sample tracking control) a fim de confirmar ausência de contaminação entre as amostras.  

Além do controle de STC os dados foram normalizados no software NimbleScan 

(Roche), como descrito por Bolstad e colaboradores (Bolstad et al., 2003). A informação 

gênica foi gerada no mesmo software utilizando o algoritmo RMA (Robust Multichip 

Average) como descrito por Irizarry e colaboradores (Irizarry et al., 2003a; Irizarry et al., 

2003b). 

Em seguida, usando a plataforma Matlab, as intensidades de sinal de fluorescência 

das amostras foram normalizadas contra as intensidades do sinal de fluorescência das 

células normais para que somente fossem considerados os genes diferencialmente 

expressos no câncer. Gráficos do tipo “volcano plot” (Cui, Churchill, 2003) foram gerados e 

os genes que apresentavam fold-change maior que 2 (tanto para mais quanto para menos) e 

p < 0.05 pelo teste t de Student foram escolhidos para análise preliminar dos genes 

diferencialmente expressos nas linhagens de câncer de mama. Além disso, o conjunto de 

genes diferencialmente expressos foi classificado através da ferramenta Onto Express 
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(http://vortex.cs.wayne.edu/projects.htm) (Khatri et al., 2002) a fim de determinar os 

processos biológicos relacionados a esses genes, a partir do registro de “GO-term” da 

ferramenta Gene Ontology (http://www.geneontology.org), utilizando a informação de 

símbolo do gene registrado no NCBI (National Center for Biotechnology Information).  

 

3.8. PCR em tempo real 

  

3.8.1. Escolha dos genes constitutivo e genes candidatos 

 Para o início dos experimentos de quantificação relativa foi necessária a escolha de 

genes endógenos. Para a escolha desses genes constitutivos, uma pesquisa exaustiva da 

literatura mostrou que há uma dificuldade na escolha de genes endógenos para câncer de 

mama e também outros tipos de câncer. Vários trabalhos avaliam a adequação de genes 

comumente descritos como constitutivos para estudos sobre câncer de mama (Radonic et 

al., 2004; McNeill et al., 2007; Lyng et al., 2008). Entretanto, esses mesmos trabalhos 

demonstram que muitos desses genes são inadequados para servirem como constitutivos 

para este tipo de câncer. Isso se deve principalmente à natureza do câncer, em que vários 

genes de vias metabólicas estão alterados de forma muitas vezes imprevisível. Um exemplo 

é o gene GAPDH que se mostra alterado em muitos tipos de câncer (Lyng et al., 2008; Guo et 

al., 2012) apesar de largamente utilizado como constitutivo. 

 Inicialmente os genes ACTB (actin beta), MRPL19 (mitochondrial ribosomal protein 

L19), RPS27A (ribosomal protein S27a), HPRT (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) e 

TBP (TATA-box binding protein) foram escolhidos como candidatos a genes constitutivos. 

Todos esses genes não mostraram expressão alterada em relação ao controle de mama 

normal no microarranjo. Entretanto, em uma sondagem inicial observando-se os valores de 

Ct apenas HPRT e TBP apresentaram nível de expressão constante suficiente para aplicação 

nesse trabalho. Portanto, após testes iniciais, os genes constitutivos escolhidos para análise 

em PCR em tempo real foram o TBP e HPRT. 

 Alguns genes candidatos do microarranjo foram escolhidos para validação da 

expressão gênica através de PCR em tempo real, observando-se três critérios principais: 



32 

 

 

 

 

 

interesse nas características do gene, maior fold-change (positivo ou negativo) e maior 

significância estatística.  

 Abaixo se encontram o nível de expressão desses genes nas células MACL-1 e MGSO-

3 (Tabelas 3 a 9) e seu valor de “p” segundo o teste t de Student. 

 

- ATF5 – activating transcription factor 5  

 

Tabela 3: Fold-change e p-valor do gene ATF5 nas linhagens MACL-1 e MGSO-3. 

Linhagem Fold-change p-valor 

MACL-1 559.1 1,40E-07 

MGSO-3 163 0.006 

 

- B4GALT1 – UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 1  

 

Tabela 4: Fold-change e p-valor do gene B4GALT1 nas linhagens MACL-1 e MGSO-3. 

Linhagem Fold-change p-valor 

MACL-1 124,5 4,17E-06 

MGSO-3 189,7 5,48E-05 

 

 

- CAST – calpastatin 

 

Tabela 5: Fold-change e p-valor do gene CAST nas linhagens MACL-1 e MGSO-3. 

Linhagem Fold-change p-valor 

MACL-1 45,1 1,05E-05 

MGSO-3 59 0.0001 
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- LARP1 – La ribonucleoprotein domain family, member 1  

Tabela 6: Fold-change e p-valor do gene LARP1 nas linhagens MACL-1 e MGSO-3. 

Linhagem Fold-change p-valor 

MACL-1 30 0.01 

MGSO-3 44 1.15E-06 

 

- RDH10 – retinol dehydrogenase 10 (all-trans) 

 

Tabela 7: Fold-change e p-valor do gene RDH10 nas linhagens MACL-1 e MGSO-3. 

Linhagem Fold-change p-valor 

MACL-1 57,8 8,89E-08 

MGSO-3 55,9 4,66E-05 

 

- SFN – stratifin ou 14-3-3 sigma (14-3-3σ) 

 

Tabela 8: Fold-change e p-valor do gene SFN nas linhagens MACL-1 e MGSO-3. 

Linhagem Fold-change p-valor 

MACL-1 -90 3.10E-07 

MGSO-3 -95 5.84E-05 

 

- VDR – vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor 

  

Tabela 9: Fold-change e p-valor do gene VDR nas linhagens MACL-1 e MGSO-3. 

Linhagem Fold-change p-valor 

MACL-1 19 5.75E-07 

MGSO-3 10 0.007 
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3.8.2. Reação de PCR em tempo real 

 

A tabela 10 mostra a sequência 5’-3’ dos iniciadores utilizados nas reações de PCR em 

tempo real. 

 

Tabela 10: Sequência de iniciadores dos genes candidatos aos experimentos de PCR em 
tempo real. 

Gene Primer forward Primer reverse 

ATF5 GCTGGGATGGCTCGTAGACTAT AACTCGCTCAGTCATCCAGTCA 

B4GALT1 GCATGATCCGCCACTCAAG TGCAATTCGGTCAAACCTCTG 

CAST AACCCAAGCCTCGGAGTGAATCAGA TGGAGCAGCGGCCTTAGATTCTTCT 

HPRT TGGCGTCGTGATTAGTGATGA CATCTCGAGCAAGACGTTCAGT 

LARP1 GGACGCCAAAGAAGGCTACA CCATACAGTTGGCCAGCTTCA 

RDH10 CATGCACACTTCTGGACCACTAA CCTCAACTCCGGCAGTACTGA 

SFN TCTCCTGCGAAGAGCGAAAC GAGCCCTCCTCGTTGCTTTT 

TBP CCCCCATGACTCCCATGAC AATATTTTGCAGCTGCGGTACAAT 

VDR TGAAGCGGAAGGAGGAGGA CGAACTGGAGGCCGGAA 

  

 Para cada par de iniciadores foi determinada a curva de eficiência, sendo aceitos 

primers com eficiência de 90 a 110%. Cada vez que o par de iniciadores não atingia esses 

parâmetros, novos iniciadores eram desenhados e manufaturados. Também não foram 

aceitos iniciadores que apresentassem mais de uma amplificação na curva de dissociação 

(verificada a cada reação de PCR). 

 Para fins de otimização, avaliamos concentrações de DNA entre 0,01 ng a 100 ng, 

sendo que a concentração de uso escolhida foi a de 100 ng. Para cada avaliação foram 

utilizados pools de cDNA de três extrações diferentes de RNA de MACL-1 e MGSO-3.  

 O fold-change foi avaliado com relação a quatro tipos diferentes de tecidos de 

mama normal (extraídos de quatro pacientes diferentes). Entre esses quatro tipos, a 

amostra utilizada no microarranjo foi contemplada para fins de confirmação do resultado. 

Essa comparação foi realizada dessa maneira para que obtivéssemos dados de expressão 
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contra diferentes tecidos normais, evitando uma tendência em relação ao resultado do 

microarranjo como poderia ocorrer caso fizéssemos um pool de cDNA de células normais. 

 Em cada placa de PCR de 96 poços também foram incluídos pelo menos duas 

replicatas de amostras da reação de síntese de cDNA sem a enzima transcriptase-reversa 

(Controle –RT) e duas replicatas de amostras da reação de síntese de cDNA sem RNA 

(Controle –RNA). Estes controles serviram para monitorar a presença de contaminantes de 

DNA (Controle –RT) e RNA (Controle –RNA) durante a síntese de cDNA. 

Foi utilizado o equipamento Applied Biosystems 7900 HT Fast Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, Life Technologies) do NAGE (Núcleo de Análise de Genoma e Expressão 

Gênica) da UFMG e as condições de amplificação foram: 50 °C por 2 minutos, 95 °C por 10 

minutos e 40 ciclos de 94 °C por 15 segundos e 60 °C por 1 minuto. 
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4. RESULTADOS 

4.1. Imuno-histoquímica 

 

 Tumores primários das pacientes, células em cultura derivadas dos tumores 

primários e cultivadas em cultura bidimensional, bem como tumores originados da injeção 

das células no dorso de camundongos Nude foram avaliados por imuno-histoquímica.  

 O resultado da imuno-histoquímica é exibido na Tabela 11.  

 

Tabela 11: Perfil imunohistoquímico dos tumores primários das pacientes (Pacientes 1 e 2), 
células em cultura (MACL-1 and MGSO-3) e tumores implantados em camundongos Nude 
derivados das linhagens celulares (Implantes de células). 

Anticorpo Paciente Células em cultura Implante de células 

 1 2 MACL-1 MGSO-3 MACL-1 MGSO-3  

RE + - - - - - 

RP + - - - - - 

HER2 - + - - - - 

Ki-67 + + + + + + 

CD44 - - - - - - 

CD24 - + - - - - 

CD133 - - - - - - 

CK5 - - - - - - 

EGFR - - - - - - 

  

Um painel demonstrativo com o perfil imunohistoquímico dos anticorpos 

classicamente avaliados para câncer de mama é mostrado na Figura 1 para o conjunto de 

tumores e células relacionados à MACL-1. 
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Figura 1: Perfis imunohistoquímicos de RE, RP, HER2 e Ki-67 das amostras de tumor da 
Paciente 1 (Paciente 1), dos tumores implantados derivados da linhagem celular MACL-1 
(Implante MACL-1) e das células MACL-1 (Células MACL-1). Barra: 100 µm 

 

Segundo o perfil histopatológico e imunohistoquímico exibido pelo tumor primário 

da Paciente 1, o câncer de mama pode ser classificado como carcinoma ductal invasor de 

mama, do sub-tipo luminal A (Sorlie et al., 2001), ou seja, RE/RP positivo e HER2 negativo. 
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Além disso, esse tumor possui baixo grau mitótico, observado tanto na coloração por H&E 

quanto pela marcação pelo anticorpo Ki-67 (menor que 14%). As células em cultura e os 

implantes de tumor em camundongos Nude demonstraram relevante grau mitótico, mas 

ausência de marcação para os demais anticorpos, como pode ser visto na Figura 2, que exibe 

o painel dos demais anticorpos avaliados.  
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Figura 2: Perfis imunohistoquímicos de CD44, CD24, CD133, Ck5 e EGFR das amostras de 

tumor da Paciente 1 (Paciente 1), dos tumores implantados derivados da linhagem celular 

MACL-1 (Implante MACL-1) e das células MACL-1 (Células MACL-1). Barra: 100 µm. 

 



41 

 

 

 

 

 

A Figura 3 mostra um painel demonstrativo com o perfil dos anticorpos classicamente 

avaliados para câncer de mama para o conjunto de tumores e células relacionados à MGSO-

3. 

 

Figura 3: Perfis imunohistoquímicos de RE, RP, HER2 e Ki-67 das amostras de tumor da 
Paciente 2 (Paciente 2), dos tumores implantados derivados da linhagem celular MGSO-3 
(Implante MGSO-3) e das células MGSO-3 (Células MGSO-3). Barra: 100 µm. 
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Segundo o aspecto histopatológico e imunohistoquímico exibido pelo tumor primário 

da Paciente 2, o câncer de mama pode ser classificado como carcinoma de mama ductal in 

situ, do sub-tipo HER2 (Sorlie et al., 2001), ou seja, RE/RP negativo e HER2 positivo, com alto 

grau mitótico (maior que 25%). Além disso, o tumor primário apresentou marcação positiva 

para o anticorpo CD24, embora as células em cultura e o tumor em camundongo Nude não, 

como pode ser visto na Figura 4. 
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Os marcadores de células-tronco CD44 e CD133, e os de fenótipo basal Ck5 e EGFR 

foram negativos em todas as condições avaliadas (Figura 4). 

Figura 4: Perfis imunohistoquímicos de CD44, CD24, CD133, Ck5 e EGFR das amostras de 
tumor da Paciente 2 (Paciente 2), dos tumores implantados derivados da linhagem celular 
MGSO-3 (Implante MGSO-3) e das células MGSO-3 (Células MGSO-3). Barra: 100 µm. 
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4.2. Estudo citogenético 

 

O perfil cromossômico das células de câncer MACL-1 e MGSO-3 foi determinado 

através da cariotipagem por bandeamento G no Núcleo de Ações e Pesquisa em Apoio 

Diagnóstico (NUPAD), da UFMG. Essa técnica permite a visualização de anormalidades 

cromossômicas como ganhos e perdas de parte ou de todo um cromossomo. 

O estudo citogenético realizado no laboratório NUPAD da UFMG mostrou que todas 

as metáfases (3) se mostraram hipodiplóides em MACL-1 (30 a 37 cromossomos) e MGSO-3 

(31 a 38 cromossomos).  

Entre os cromossomos normais encontrados em MACL-1 estão: 2, 12, 14, 15, 16, 17, 

21, 22 e X. Em MGSO-3 mantiveram-se normais os cromossomos 2, 12, 14, 16, 21, 22 e X. 

A Figura 5 mostra o perfil gerado após a técnica de bandeamento G para as células 

em cultura MACL-1 e MGSO-3. Os laudos gerados pelo NUPAD se encontram no Anexo 3.  
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Figura 5: Metáfases das linhagens de células MACL-1 e MGSO-3 evidenciadas por bandeamento G.  
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O segundo estudo citogenético, realizado no laboratório NeoGene do Hospital A. C. 

Camargo, confirmou que ambas linhagens celulares são hipodiplóides. Foram analisadas no 

mínimo 20 metáfases de cada tipo celular.  

A Figura 6 mostra uma imagem representativa de uma metáfase da célula MACL-1 

obtida pelo bandeamento por DAPI. A parte (a) demonstra uma visão geral da metáfase, 

enquanto a parte (b) assinala pontos em que houve alterações estruturais evidentes, 

detectadas pela patologista especializada. 

 

Figura 6: Metáfases de células MACL-1 evidenciadas por coloração por DAPI. (a) perfil geral 
da metáfase. (b) as setas vermelhas indicam pontos de alterações estruturais evidentes nos 
cromossomos. 2n= 37 cromossomos. 

 

A análise realizada pelo Laboratório NeoGene atestou que as células MACL-1 

possuíam de 35 a 37 cromossomos, e foram encontrados os mesmos cromossomos 

considerados normais pela análise do NUPAD.  

A Figura 7, mostra uma imagem representativa de uma metáfase da célula MGSO-3 

obtida pelo bandeamento por DAPI. A parte (a) demonstra uma visão geral da metáfase, e a 

parte (b) mostra pontos em que houve alterações estruturais evidentes. 
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Figura 7: Metáfases de células MGSO-3 evidenciadas por coloração por DAPI. (a) perfil geral 
da metáfase. (b) as setas vermelhas indicam pontos de alterações estruturais evidentes nos 
cromossomos. 2n= 36 cromossomos. 

 

A análise realizada pelo Laboratório NeoGene atestou que as células MGSO-3 

possuíam de 34 a 37 cromossomos, com várias alterações numéricas e estruturais. Assim 

como para MACL-1 foram encontrados os mesmos cromossomos considerados normais pela 

análise do NUPAD.  

 

4.3. Hibridação genômica comparativa baseada em arranjos (aCGH) 

 

 Para os experimentos de aCGH as células tiveram seu gDNA extraído através da lise 

por SDS/proteinase K e extração por fenol-clorofórmio. A Figura 8 mostra o perfil 

eletroforético do DNA genômico (gDNA) das linhagens MACL-1 e MGSO-3 em gel de agarose. 
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Figura 8: Perfil eletroforético do DNA genômico das células MACL-1 e MGSO-3 após extração 
por lise com SDS/proteinase K e purificação por fenol-clorofórmio. 100 bp: marcador 100 bp 
DNA ladder (Life Technologies). Gel de agarose a 0,8%. 

 

 Após verificação da qualidade do DNA no Nanodrop, procedeu-se para digestão do 

DNA pelas enzimas AluI e RsaI. A extensão da digestão foi verificada em gel de agarose, 

como pode ser visto na Figura 9. 
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Figura 9: Perfil de digestão das amostras controle (DNA feminino), MACL-1 e MGSO-3. 100 
bp: marcador 100 bp DNA ladder (Invitrogen). Gel de agarose a 0,8%. 

 

Após digestão, os DNAs digeridos de MACL-1 e MGSO-3 e da amostra controle foram 

marcados utilizando o kit Agilent genomic DNA enzymatic labeling kit (Agilent Stratagene, 

Agilent Technologies). A marcação foi feita em dye swap e foi verificada através da coloração 

das amostras durante a purificação na coluna de Microcon, bem como no Nanodrop, em que 

foram aceitas eficiências de Cy3 entre 25-40 pmol/µL e Cy5 entre 20-35 pmol/µL. Após nova 

purificação, o DNA foi hibridizado à lâmina SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4x180K 

(Agilent Technologies), a lâmina foi lavada, seca e procedeu-se para o escaneamento. 

Após digitalização das imagens das lâminas no equipamento Agilent DNA Scanner e 

extração dos dados pelo software Feature Extraction 10.1.1.1 (Agilent Technologies, CA, 
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USA), os dados de aCGH foram analisados no software Nexus Copy Number versão 6.0 

(Biodiscovery).  

A análise pelo Nexus permitiu a construção da Figura 10, que mostra extensas 

alterações cromossômicas presentes nas células MACL-1 e MGSO-3, muitas delas detectadas 

nas duas replicadas de dye swap (representada pelas barras de tamanho duplo). 

 

 

 

Figura 10: Representação esquemática das alterações do número de cópias das células 
MACL-1 (acima) e MGSO-3 (abaixo) utilizando a plataforma de hibridização SurePrint G3 
Human CGH Microarray Kit, 4x180K (Agilent Technologies). Barras vermelhas representam 
perdas e barras azuis representam ganhos. Barras de tamanho duplo representam 
alterações detectadas nas replicatas de dye swap. 

 

O número de alterações cromossômicas ou alterações no número de cópias (também 

conhecido como CNA – copy number alteration) atribuídas a linhagem MACL-1 foi de 172.5 ± 



51 

 

 

 

 

 

30.4, enquanto para MGSO-3 foi de 166.5 ± 12. Entretanto, quando considera-se somente 

alterações que ocorreram nas duas replicatas de dye swap e com p<0.05, somente 31 CNAs 

ocorreram em MACL-1 e 33 CNAs em MGSO-3, sendo todas caracterizadas como perdas 

genômicas (Tabelas 12 e 13). 

 

Tabela 12: Regiões cromossômicas alteradas em MACL-1, presente nas duas replicatas e com 
p-valor < 0.05. 

Região Evento Tamanho Citobanda p-valor 

chr22:20,247,200-49,565,875 Perda 29318676 q11.21 - q13.33 1,50E-52 

chr20:29,297,270-60,619,913 Perda 31322644 q11.1 - q13.33 2,61E-39 

chr11:63,421,604-67,222,297 Perda 3800694 q13.1 - q13.2 4,86E-33 

chr19:32,964,337-47,953,667 Perda 14989331 q13.11 - q13.32 3,64E-29 

chr9:121,586,915-132,084,237 Perda 10497323 q33.1 - q34.11 9,15E-25 

chr17:0-16,531,500 Perda 16531501 p13.3 - p11.2 2,18E-22 

chr9:136,252,154-140,138,805 Perda 3886652 q34.2 - q34.3 1,20E-21 

chr12:36,761,973-62,175,415 Perda 25413443 q11 - q14.1 6,17E-20 

chr17:42,143,048-57,671,531 Perda 15528484 q21.31 - q23.1 1,03E-19 

chr11:200,300-3,210,812 Perda 3010513 p15.5 - p15.4 1,08E-13 

chr17:36,548,604-38,591,831 Perda 2043228 q12 - q21.2 7,05E-13 

chr16:86,893,477-88,690,615 Perda 1797139 q24.1 - q24.2 8,95E-13 

chr17:63,665,720-75,057,558 Perda 11391839 q24.1 - q25.2 1,31E-10 

chr17:75,269,931-78,653,589 Perda 3383659 q25.2 - q25.3 1,47E-09 

chr1:17,086,698-24,128,048 Perda 7041351 p36.13 - p36.11 2,23E-08 

chr1:736,471-1,274,186 Perda 537716 p36.33 1,01E-07 

chr5:175,491,949-180,194,370 Perda 4702422 q35.2 - q35.3 4,17E-07 

chr8:144,126,747-145,356,609 Perda 1229863 q24.3 4,28E-07 

chr9:132,236,638-136,020,787 Perda 3784150 q34.11 - q34.2 4,65E-07 

chr20:60,743,360-62,419,593 Perda 1676234 q13.33 4,81E-07 

chr22:17,274,835-18,691,763 Perda 1416929 q11.1 - q11.21 1,40E-05 

chr17:33,661,605-36,347,121 Perda 2685517 q12 4,51E-05 
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chr1:1,436,682-2,565,363 Perda 1128682 p36.33 - p36.32 6,68E-05 

chr17:57,775,091-63,421,974 Perda 5646884 q23.1 - q24.1 1,77E-04 

chr1:24,235,982-29,732,222 Perda 5496241 p36.11 - p35.3 1,96E-04 

chr1:198,046,030-204,181,007 Perda 6134978 q31.3 - q32.1 2,31E-04 

chr17:38,784,700-40,869,210 Perda 2084511 q21.2 3,59E-04 

chr3:121,903,263-126,877,887 Perda 4974625 q21.1 - q21.3 7,12E-04 

chr7:99,783,563-101,901,147 Perda 2117585 q22.1 0,002266 

chr16:30,240,033-31,862,636 Perda 1622604 p11.2 0,018005 

chr17:31,891,535-33,317,141 Perda 1425607 q12 0,018069 

 

Tabela 13: Regiões cromossômicas alteradas em MGSO-3, presente nas duas replicatas e 
com p-valor < 0.05. 

Região Evento Tamanho Citobanda p-valor 

chr16:45,058,242-86,788,521 Perda 41730280 q11.2 - q24.1 2,07E-68 

chr22:20,247,200-49,565,875 Perda 29318676 q11.21 - q13.33 1,75E-67 

chr20:29,297,270-60,619,913 Perda 31322644 q11.1 - q13.33 4,89E-67 

chr11:60,285,342-67,222,297 Perda 6936956 q12.2 - q13.2 1,13E-49 

chr9:121,586,915-132,084,237 Perda 10497323 q33.1 - q34.11 1,19E-41 

chr19:32,964,337-47,953,667 Perda 14989331 q13.11 - q13.32 2,20E-40 

chr6:27,054,075-57,794,175 Perda 30740101 p22.1 - p11.2 4,48E-37 

chr19:48,122,394-60,078,783 Perda 11956390 q13.33 - q13.43 6,43E-33 

chr17:42,143,048-57,671,531 Perda 15528484 q21.31 - q23.1 1,74E-32 

chr1:148,081,769-150,095,304 Perda 2013536 q21.2 1,10E-26 

chr9:136,252,154-140,138,805 Perda 3886652 q34.2 - q34.3 4,92E-19 

chr17:36,548,604-38,591,831 Perda 2043228 q12 - q21.2 7,12E-19 

chr11:200,300-3,210,812 Perda 3010513 p15.5 - p15.4 1,16E-16 

chr17:63,665,720-75,057,558 Perda 11391839 q24.1 - q25.2 1,40E-15 

chr16:86,893,477-88,690,615 Perda 1797139 q24.1 - q24.2 1,08E-14 

chr1:17,086,698-24,128,048 Perda 7041351 p36.13 - p36.11 8,69E-14 

chr9:132,236,638-136,020,787 Perda 3784150 q34.11 - q34.2 1,23E-11 
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chr17:57,775,091-63,421,974 Perda 5646884 q23.1 - q24.1 1,11E-10 

chr5:175,491,949-180,194,370 Perda 4702422 q35.2 - q35.3 2,50E-10 

chr17:75,269,931-78,653,589 Perda 3383659 q25.2 - q25.3 2,59E-10 

chr20:60,743,360-62,419,593 Perda 1676234 q13.33 2,86E-10 

chr17:33,661,605-36,347,121 Perda 2685517 q12 1,41E-08 

chr8:144,126,747-145,356,609 Perda 1229863 q24.3 2,14E-08 

chr17:38,784,700-40,869,210 Perda 2084511 q21.2 5,78E-08 

chr1:198,046,030-204,181,007 Perda 6134978 q31.3 - q32.1 7,70E-08 

chr1:24,235,982-29,732,222 Perda 5496241 p36.11 - p35.3 1,66E-07 

chr22:17,274,835-18,691,763 Perda 1416929 q11.1 - q11.21 1,04E-05 

chr3:121,903,263-126,877,887 Perda 4974625 q21.1 - q21.3 1,16E-05 

chr1:1,436,682-2,565,363 Perda 1128682 p36.33 - p36.32 0,023762 

chr1:736,471-1,274,186 Perda 537716 p36.33 0,002776 

chr7:99,783,563-101,901,147 Perda 2117585 q22.1 0,01001 

chr16:30,240,033-31,862,636 Perda 1622604 p11.2 0,013394 

chr16:29,727,722-30,106,101 Perda 378380 p11.2 0,0174 

 

 Algumas alterações em comum puderam ser observadas em MACL-1 e MGSO-3, 

como perda em grande parte do cromossomo 17 e do cromossomo 19. As perdas no 

cromossomo 17 ocorreram nas seguintes regiões: 17q12, 17q12-q21.2, 17q21.2, 17q21.31-

q23.1, 17q23.1-q24.1, 17q24.1-q25.2, 17q25.2-q25.3 e somam cerca de 43 Mb em tamanho 

(Tabela 14). Já as perdas no cromossomo 19 são: 19q13.11-q13.32 para MACL-1 e MGSO-3 e 

19q13.33-q13.43 em MGSO-3. Essas duas alterações somam em cerca de 27 Mbp em 

tamanho (Tabela 14).  

Também podemos observar que, apesar da cariotipagem atestar uma aparente 

normalidade no cromossomo 22, algumas perdas aconteceram no braço longo desse 

cromossomo. Essas perdas são: 22q11.1-q11.21 e 22q11.21-q13.33, somando cerca de 31 

Mbp em perdas (Tabela 14). 
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Tabela 14: Exemplos de regiões cromossômicas alteradas nas linhagens celulares MACL-1 e MGSO-3, presentes em ambas replicatas e com 
0p<0.05. 

Cromossomo Região Evento Tamanho Citobanda Linhagem 

17 0-16531500 Perda 16531501 p13.3 - p11.2 MACL-1 

17 31891535-33317141 Perda 1425607 q12 MACL-1 

17 33661605-36347121 Perda 2685517 q12 MACL-1 e MGSO-3 

17 36548604-38591831 Perda 2043228 q12 - q21.2 MACL-1 e MGSO-3 

17 38784700-40869210 Perda 2084511 q21.2 MACL-1 e MGSO-3 

17 42143048-57671531 Perda 15528484 q21.31 - q23.1 MACL-1 e MGSO-3 

17 57775091-63421974 Perda 5646884 q23.1 - q24.1 MACL-1 e MGSO-3 

17 63665720-75057558 Perda 11391839 q24.1 - q25.2 MACL-1 e MGSO-3 

17 75269931-78653589 Perda 3383659 q25.2 - q25.3 MACL-1 e MGSO-3 

19 32964337-47953667 Perda 14989331 q13.11 - q13.32 MACL-1 e MGSO-3 

19 48122394-60078783 Perda 11956390 q13.33 - q13.43 MGSO-3 

22 17274835-18691763 Perda 1416929 q11.1 - q11.21 MACL-1 e MGSO-3 

22 20247200-49565875 Perda 29318676 q11.21 - q13.33 MACL-1 e MGSO-3 
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4.4. Microarranjo 

 

A Figura 11 mostra o perfil eletroforético dos RNAs após extração com o kit RNeasy 

Mini Kit (Qiagen) e tratamento com DNase (Promega) para descontaminação do DNA 

genômico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Perfil eletroforético dos RNAs extraídos de células de mama normal (PEL, 400 ng), 
MACL-1 (MA, 1.5 μg), MACL-1 irradiada (MAi, 1.3 μg) e MGSO-3 (MG, 1 μg). P: 100 bp DNA 
ladder (Fermentas). 
 

 Em seguida, essas amostras foram utilizadas para síntese de cDNA fita dupla 

utilizando o kit SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Para verificar a 

síntese do cDNA foi realizada uma reação de PCR utilizando-se iniciadores do gene GAPDH. O 

resultado dessa amplificação pode ser visto na Figura 12. 

 

 

 

 
 
Figura 12: Amplificação do gene GAPDH utilizando as amostras de cDNA controle positivo 
(C+), MACL-1 (MA), MGSO-3 (MG), MACL-1 irradiada (MAi) e células de mama normal (PEL). 
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Os cDNAs foram então avaliados quanto à sua qualidade e integridade utilizando a 

plataforma BioAnalyzer 2100, gerando o perfil representativo mostrado na Figura 13. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: (A) Eletroferograma gerado pelo programa BioAnalyzer, mostrando o perfil do 
tamanho dos fragmentos presentes nas amostras de cDNAs utilizadas no microarranjo. As 
amostras B e U são amostras referência para a avaliação da qualidade da síntese de cDNA. 
(B) Gráfico de fluorescência versus pares de bases mostrando o perfil de distribuição de 
fragmentos, em função do tamanho (em pares de base). 
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Uma vez constatada a qualidade e compatibilidade desses cDNAs com o experimento 

de microarranjo, procedeu-se para a marcação das amostras, hibridização no chip Human 

Gene Expression 12x135K Arrays (Roche NimbleGen Inc.) e leitura da lâmina. 

Os dados foram normalizados com o software NimbleScan e utilizando o algoritmo 

RMA. Em seguida os dados foram analisados no software Matlab, gerando uma lista de 

genes com p-valor menor que 0.05 e fold change superior a 2, utilizando gráficos do tipo 

“volcano-plot”. Um gráfico “volcano-plot” representativo é demonstrado na Figura 14. As 

linhas verticais representam a escolha de fold-change pelo pesquisador (fold change a partir 

de 2, para menos ou para mais), enquanto que a linha horizontal representa o cut-off para a 

significância estatística (a partir de p < 0.05). 

 

Figura 14: Figura representativa da interface do “Volcano-plot” da plataforma Matlab, 
mostrando o gráfico de log 2 (fold change) por – log10 (p-valor). Ao lado direito, o programa 
fornece uma tabela dos genes superexpressos (up-regulated) e subexpressos (down-
regulated) e seus p-valores respectivos. 

 

Os genes com fold-change maior que 2 e p-valor < 0.05 foram então submetidos à 

análise pelo programa Onto Express, que relaciona os genes diferencialmente expressos à 

processos biológicos, de acordo com o registro de “GO-terms”. As Tabelas 15 e 16 mostram 

os resultados dos genes diferencialmente expressos em MACL-1 e MGSO-3, 
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respectivamente, em relação às células normais, que apresentaram representatividade 

maior que 1% dentre os processos biológicos. 

 

Tabela 15: Categorias funcionais (processos biológicos) mais representativos nos genes 
diferencialmente expressos (DE) nas células de linhagem MACL-1. 

Processo biológico DE % DE total % genes totais 

função desconhecida  3742 23,6 8,3 

regulação da transcrição, DNA-dependente 900 5,7 2,0 

transcrição 749 4,7 1,7 

transdução de sinal 634 4,0 1,4 

desenvolvimento de organismo multicelular 439 2,8 1,0 

processo biológico 317 2,0 0,7 

oxidação/redução 287 1,8 0,6 

processo metabólico 261 1,6 0,6 

transporte 259 1,6 0,6 

adesão celular 255 1,6 0,6 

fosforilação proteína/aminoácido 253 1,6 0,6 

diferenciação celular 231 1,5 0,5 

proteólise 225 1,4 0,5 

apoptose 221 1,4 0,5 

ciclo celular 220 1,4 0,5 

transporte de proteína 214 1,3 0,5 

transporte de íon 212 1,3 0,5 

proteólise dependente de modificação 210 1,3 0,5 

resposta imune 193 1,2 0,4 

via de sinalização de receptor acoplado a proteína G   162 1,0 0,4 
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Tabela 16: Categorias funcionais (processos biológicos) mais representativos nos genes 
diferencialmente expressos (DE) nas células de linhagem MGSO-3. 

Processo biológico DE % DE total % genes totais 

função desconhecida 3773 22,67 8,38 

regulação da transcrição, DNA-dependente 943 5,67 2,09 

transcrição 774 4,65 1,72 

transdução de sinal 661 3,97 1,47 

desenvolvimento de organismo multicelular 438 2,63 0,97 

processo biológico 318 1,91 0,71 

oxidação/redução 291 1,75 0,65 

transporte 265 1,59 0,59 

adesão celular 263 1,58 0,58 

processo metabólico 260 1,56 0,58 

fosforilação proteína/aminoácido 247 1,48 0,55 

ciclo celular 242 1,45 0,54 

proteólise 233 1,40 0,52 

transporte de íon 232 1,39 0,52 

transporte de proteína 229 1,38 0,51 

diferenciação celular 224 1,35 0,50 

proteólise dependente de modificação 222 1,33 0,49 

apoptose 209 1,26 0,46 

resposta imune 180 1,08 0,40 

 

 

 A avaliação dos genes diferencialmente expressos nas células da linhagem MACL-1 

irradiada em relação às células da linhagem MACL-1 não-tratada também foi realizada. 

Entretanto, durante o microarranjo, uma replicata de MACL-1 irradiada não apresentou 

hibridização adequada e por isso foi desconsiderada, restando apenas uma duplicata dessa 

condição, impossibilitando a inclusão da análise estatística. Ainda assim, os genes 

resultantes da análise foram submetidos a classificação pelo OntoExpress, como mostrado 

na Tabela 17. 
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Tabela 17: Categorias funcionais (processos biológicos) mais representativos nos genes 
diferencialmente expressos (DE) nas células da linhagem MACL-1, submetida à irradiação em 
comparação com células da linhagem MACL-1 não-tratadas. 

Processo biológico DE % DE total % genes totais 

função desconhecida 103 8.41 0.22 

regulação da transcrição DNA-dependente 31 2,53 0,07 

transdução de sinal 29 2,37 0,06 

Transcrição 28 2,29 0,06 

desenvolvimento de organismo multicelular 22 1,80 0,05 

processo metabólico 14 1,14 0,03 

Transporte 13 1,06 0,03 

  

4.5. Microarranjo versus imuno-histoquímica 

  

 A lâmina de microarranjo, por abranger vários transcritos humanos, continha os 

genes das proteínas avaliadas por imuno-histoquímica. O nível de expressão gênica dessas 

proteínas variou no microarranjo, como é possível ver nas Tabelas 18 e 19, que mostra a 

faixa de fold-change e p-valor observada para cada gene (já que um gene às vezes é 

representado mais de uma vez na lâmina de microarranjo). 
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Tabela 18: Valores aproximados de fold-change observados no microarranjo de cDNA, dos 
genes das proteínas avaliadas no experimento de  imuno-histoquímica, nas células MACL-1. 

Proteína MACL-1 

 fold-change p-valor 

RE (ESR1) 3-4 0.008-0.0075 

RP (PGR) -3 0.04-0.006 

HER2 (ERBB2) 6 0.0001 

Ki-67 SD* - 

EGFR 5,76 – 13- 86 0.03- 0.0024 

Ck5 (KRT5) -7 - -16 0.03 – 0.0003 

CD44 18 – 34 0.001-0.005 

CD24 -97 5,00E-06 

CD133 (PROM1) SD* - 

*SD: sem diferença com o controle. 
 

Tabela 19: Valores aproximados de fold-change observados no microarranjo de cDNA, dos 
genes das proteínas avaliadas no experimento de  imuno-histoquímica, nas células MGSO-3. 

Proteína MGSO-3 

 fold-change p-valor 

RE (ESR1) 4-5 0.001-0.01 

RP (PGR) SD* - 

HER2 (ERBB2) 2-3 0.0006-0.02 

Ki-67 SD* - 

EGFR 5 - 114 0.03 - 5,43E-06 

Ck5 (KRT5) -6 - -14 0.01 – 0.003 

CD44 19 – 36 0.0002 – 0.006 

CD24 -135 2,82E-06 

CD133 (PROM1) SD* - 

*SD: sem diferença com o controle. 
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4.6. PCR em tempo real 

 

 Para avaliar o nível de expressão gênica de alguns genes que se mostraram 

diferencialmente expressos nos dados de microarranjo utilizamos a técnica de PCR em 

tempo real. Para isso escolhemos sete genes de interesse: ATF5, B4GALT1, CAST, LARP1, 

RDH10, SFN e VDR.  

 Como amostras utilizamos pools de três diferentes amostras de cDNA, obtidas de 

diferentes extrações de RNA das células MACL-1 e MGSO-3. Amostras de cDNA de MACL-1 e 

MGSO-3 utilizadas no microarranjo foram contempladas nos respectivos pools. 

 Como material normalizador, além do cDNA de mama normal utilizado no 

microarranjo (denominado PEL), utilizamos mais três cDNAs de indivíduos distintos (AB, CN e 

DIO), a fim de substanciar os resultados com outras amostras normais. Nestas amostras de 

mama normal, não foi realizado o pool, para que o nível de expressão gênica pudesse ser 

observado em comparação com cada indivíduo. 

 A Tabela 20 mostra os valores de fold-change (2-Ct) dos genes de interesse em 

relação a dois genes constitutivos (TBP e HPRT), normalizados com as quatro diferentes 

amostras de mama normal (AB, CN, DIO e PEL). 
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Tabela 20: Sumário dos dados de fold-change (2-ΔΔCt) dos genes de interesse. 

Linhagem celular vs.  

célula normal 

ATF5 B4GALT1 CAST LARP1 RDH10 SFN VDR 

TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT 

MACL-1 vs. AB 0 0 4,08 0,11 0,00 0,00 7,03 0,04 0,00 0 3,72 0,1 1,17 0,05 

MACL-1 vs. CN 0,01 0 3,42 0,11 0,00 0,00 8,05 0,04 0,00 0 0,02 0 1,1 0,04 

MACL-1 vs. DIO 0,01 0 0,47 0,02 N/A* N/A 10,16 0,08 0,00 0 0,05 0 0,61 0,04 

MACL-1 vs. PEL 0,05 0,01 21,9 2,97 0,00 0,00 10734,7 112,4 0,00 0 0,2 0,03 82,74 6,36 

MGSO-3 vs. AB 0 0 0,95 0,05 0,49 0,16 1,53 0,03 0,06 0,01 0,93 0,05 0,11 0,01 

MGSO-3 vs. CN 0 0 0,8 0,05 0,25 0,16 1,75 0,03 0,06 0,02 0,01 0 0,1 0,01 

MGSO-3 vs. DIO 0 0 0,11 0,01 N/A N/A 2,21 0,06 0,27 0,01 0,01 0 0,05 0,01 

MGSO-3 vs. PEL 0,01 0 5,12 1,31 0,17 0,41 2334,2 75,93 0,06 0,1 0,05 0,01 7,42 0,97 

*N/A: não avaliado. 
 

 Para avaliar se o fold-change obtido era estatisticamente significativo utilizamos o One-way ANOVA, com pós-teste de Bonferroni e 

considerando p<0.05. O resultado da análise estatística pode ser observado na Tabela 21.  

 

 

 



64 

 

 

 

 

 

Tabela 21: Resultado da análise estatística dos dados de fold-change utilizando One-way ANOVA, pós-teste de Bonferroni (p<0.05). O valor 
negativo (sinal “-“) representa subexpressão do gene em relação à amostra normalizadora. O valor positivo (sinal “+“) representa 
superexpressão do gene em relação à amostra normalizadora. Quando a amostra não teve diferença estatística em relação à amostra 
normalizadora, o dado está apresentado como não significativo (N/S). N/A representa uma condição não avaliada. 

Linhagem celular vs.  

célula normal 

ATF5 B4GALT1 CAST LARP1 RDH10 SFN VDR 

TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT TBP HPRT 

MACL-1 vs. AB - - + - N/S - + - - - + - N/S - 

MACL-1 vs. CN - - + - N/S - + - - - - - N/S - 

MACL-1 vs. DIO - - N/S - N/A N/A + - - - - - - - 

MACL-1 vs. PEL - - + + N/S - + + - - - - + + 

MGSO-3 vs. AB - - N/S - N/S - N/S - - - N/S - - - 

MGSO-3 vs. CN - - N/S - N/S - N/S - - - - - - - 

MGSO-3 vs. DIO - - - - N/A N/A N/S - - - - - - - 

MGSO-3 vs. PEL - - N/S N/S N/S - + + - - - - + N/S 
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 A comparação dos dados de microarranjo com os dados de PCR em tempo real, a fim 

de comparar o nível de expressão desses genes pelas diferentes técnicas, é descrita a seguir. 

 O perfil de expressão de alguns dos genes selecionados apresentou semelhança com 

os dados apresentados pelo microarranjo de DNA e pela PCR em tempo real. Entretanto, o 

padrão de expressão de alguns genes, como é o caso de ATF5 e RDH10, mostrou-se 

divergente nas duas abordagens. Enquanto que no microarranjo os genes ATF5 e RDH10 

apresentaram superexpressão, a análise por PCR em tempo real mostrou uma subexpressão 

desses genes, quando normalizados tanto com TBP quanto com HPRT. Essa subexpressão foi 

confirmada nas quatro amostras de mama normal (CN, AB, DIO e PEL). 

 O gene CAST, superexpresso no microarranjo, se mostrou subexpresso quando 

comparado com HPRT em três amostras de mama normal (AB, CN e PEL), mas não 

apresentou diferença estatística com a amostra normalizadora quando se analisou o nível de 

expressão gênica com TBP como endógeno. Os demais genes tiveram variados níveis de 

expressão gênica, como descrito a seguir. 

 No microarranjo, o gene B4GALT1 apresentou superexpressão nas células MACL-1 e 

MGSO-3. Já pela PCR em tempo real, somente as células MACL-1 apresentaram esse gene 

superexpresso. Quando analisadas em relação à amostras de mama normal 3 de 4 condições 

(AB, CN e PEL) apresentaram a superexpressão do gene B4GALT1 nas células MACL-1 

utilizando o gene constitutivo TBP como normalizador. Quando utilizado o gene constitutivo 

HPRT, a superexpressão de B4GALT1 só foi confirmada em MACL-1 comparando-se com a 

amostra de mama normal utilizada no microarranjo (PEL). Não houve diferença estatística na 

comparação do nível de expressão de B4GALT1 das células MACL-1 com uma amostra de 

mama normal (DIO), tampouco de MGSO-3 com 3 amostras de mama normal (AB, CN e PEL) 

quando se utilizou TBP como endógeno. Também não houve diferença estatística no nível de 

expressão de B4GALT1 em MGSO-3 utilizando-se HPRT como endógeno na comparação com 

a amostra de mama normal PEL. Nas demais condições o gene B4GALT1 se mostrou 

subexpresso. 

 A superexpressão do gene LARP1 foi confirmada em MACL-1 quando se utilizou TBP 

como constitutivo e em comparação a todas as amostras de mama normal. A 

superexpressão de LARP1 por MGSO-3, normalizada com TBP, apresentou-se somente com a 

amostra utilizada no microarranjo (PEL) e não apresentou diferença estatística com 
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nenhuma das outras amostras (AB, CN e DIO). Utilizando-se o gene HPRT como constitutivo, 

as duas linhagens somente apresentaram superexpressão desse gene quando comparadas 

com a amostra de mama normal do microarranjo (PEL), enquanto que, em relação as outras 

amostras normais (AB, CN e DIO), o gene LARP1 se mostrou subexpresso. 

 O gene SFN, subexpresso em ambas linhagens no microarranjo, teve seu nível de 

expressão confirmado com ambos genes constitutivos e na maioria das condições avaliadas, 

com exceção de uma amostra de mama normal (AB) utilizando-se o gene TBP como 

endógeno, que apresentou superexpressão desse gene em MACL-1. Além disso, não houve 

diferença estatística na comparação de MGSO-3 com a amostra de mama normal AB. 

 O gene VDR teve sua superexpressão confirmada por PCR em tempo real nas células 

MACL-1 e MGSO-3 utilizando-se TBP como constitutivo e a amostra de mama normal do 

microarranjo (PEL). Utilizando o constitutivo HPRT, somente a linhagem MACL-1 apresentou 

superexpressão de VDR em comparação com a amostra de mama normal (PEL), enquanto 

que o nível de expressão de VDR por MGSO-3 não apresentou diferença estatística nessa 

condição. Não houve diferença estatística na comparação de MACL-1 com as amostras de 

mama normal AB e CN. Nas demais condições o gene VDR se mostrou subexpresso. 
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5. DISCUSSÃO 

  

O câncer de mama é uma doença grave no mundo todo e ainda são necessários 

muitos avanços na prevenção, diagnóstico e tratamento dessa doença. Uma das maiores 

barreiras para o progresso na área é a grande heterogeneidade clínica e genética do câncer 

de mama. Grandes progressos foram feitos na área do diagnóstico nas últimas décadas, mas 

o diagnóstico e tratamento da doença ainda parece se dividir em dois mundos. Em um deles 

são considerados os principais parâmetros clínicos (idade, status dos linfonodos, tamanho 

do tumor e grau histológico) e os marcadores patológicos (receptores de 

estrógeno/progesterona, o status de HER2 e o perfil proliferativo) para predição de 

prognóstico e seleção de tratamento adequado. Por outro lado, existe um novo mundo em 

que os cânceres de mama são classificados pela expressão de vários genes, existindo uma 

tendência para a individualização de cada tumor e paciente.  

 A mescla dos dados da patologia clássica com o padrão de expressão de genes de 

diferentes tumores tem se mostrado válida e útil para o tratamento do paciente, através de 

utilização de “preditores” de expressão gênica comerciais (Prat et al., 2012). O consenso de 

St Gallen de 2011 aprova o uso de kits como Oncotype DX para alguns tipos de câncer de 

mama (Gnant et al., 2011; Goldhirsch et al., 2011). Entretanto, esses kits possuem variações 

estatísticas entre si, e ainda são destinados a um grupo muito restrito de pacientes, que 

possuem tumores de perfil menos agressivo (Prat et al., 2012). 

 A partir destes estudos e através de muitos outros em andamento, espera-se que na 

próxima década melhorias nesses kits ocorram e que haja um aperfeiçoamento e inclusão 

contínua desses métodos de detecção à prática clínica. Além disso, espera-se que novos 

marcadores sejam definidos e que a caracterização de novos modelos para o câncer de 

mama permitam o melhor entendimento da progressão dessa doença. 

 Em busca de compreender melhor o câncer de mama, esse trabalho propõe a 

caracterização de duas linhagens de células derivadas de tumores primários, MACL-1 e 

MGSO-3, através de diferentes técnicas como imuno-histoquímica, cariotipagem por 

bandeamento cromossômico, aCGH, microarranjos de cDNA e PCR em tempo real. Essa 

caracterização tem como intenção observar se há mudanças no padrão de expressão de 

proteínas do tumor primário para as células em cultura, assim como seu comportamento em 
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camundongos imunodeficientes. Adicionalmente, a caracterização detalhada dessas células 

em diferentes níveis moleculares permite mapear modificações genômicas e transcricionais 

que podem ser úteis em estudos futuros. 

 A utilização da técnica de imuno-histoquímica permitiu o estudo de várias proteínas 

relevantes para o câncer de mama, em diferentes condições (tumor primário, células em 

cultura e células injetadas em camundongos imunodeficientes). A escolha das proteínas 

avaliadas se baseou em sua relevância no câncer de mama e seu aparecimento em 

diferentes pesquisas na literatura. 

 O receptor de estrógeno (RE), o receptor de progesterona (RP) e HER-2 (ERBB2) são 

comumente utilizados na patologia clássica e sua avaliação é recomendada pelo Colégio de 

Patologistas Americanos e Sociedade Americana de Oncologia Clínica (Wolff et al., 2007; 

Goldhirsch et al., 2009; Hammond et al., 2010; Goldhirsch et al., 2011). A presença da 

proteína Ki-67 também é normalmente usada para investigar o nível de proliferação das 

células do tumor (Dowsett et al., 2011; Goldhirsch et al., 2011). 

A fim de investigar a presença de células-tronco tumorais nas amostras avaliou-se a 

marcação por CD44 (também conhecido como HCAM) e CD24. Vários trabalhos da literatura 

mostram que o fenótipo CD44+/CD24- está presente em células-tronco tumorais de câncer 

de mama (Al Hajj et al., 2003; Giatromanolaki et al., 2011; Gangopadhyay et al., 2012; 

Velasco-Velazquez et al., 2012). Essas células representam uma pequena parcela do tumor e 

são responsáveis pela iniciação do tumor, possuem multi-resistência a drogas e participam 

do processo de desenvolvimento de metástase (Morrison et al., 2008). Células com fenótipo 

CD44+CD24- são encontradas em tumores basais (Ricardo et al., 2011) que não respondem 

adequadamente à quimioterapia (Giatromanolaki et al., 2011) e também em tumores 

luminais com mau prognóstico (Tsang et al., 2012). 

O anticorpo CD133 também foi utilizado por ter relação com células-tronco tumorais, 

descrita para vários tipos de câncer (Wu & Wu, 2009; Gangopadhyay et al., 2012). CD133 

está relacionado a células tronco tumorais de câncer de mama triplo-negativos (Liu et al., 

2012) e também a tumores causados por mutações em BRCA1 (Wright et al., 2008). 

A citoqueratina 5 (Ck5) foi avaliada já que estudos anteriores mostram a relação 

dessa proteína com o fenótipo molecular basal (Sorlie et al., 2001; Abd El-Rehim et al., 2004; 

Rakha et al., 2007) e a um prognóstico ruim (van de Rijn et al., 2002; Gusterson et al., 2005). 
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O receptor de EGF (EGFR) também foi avaliado por imuno-histoquímica. Esse 

marcador foi escolhido porque o EGFR é expresso em tumores triplo-negativos e está 

associado a um prognóstico ruim (Nielsen et al., 2004; Masuda et al., 2012).  

Um painel de anticorpos com esses marcadores foi montado e para cada tumor 

primário obtivemos resultados diferentes. O perfil fenotípico apresentado pelo tumor da 

Paciente 1 é do subtipo luminal A (RE positivo, RP positivo, HER2 negativo, baixo Ki-67). Esse 

perfil fenotípico de tumor é característico de tumores menos agressivos e de bom 

prognóstico (Sorlie et al., 2001). Já o tumor da Paciente 2 apresentou um perfil de subtipo 

HER2 (RE negativo, RP negativo, HER2 positivo e alto Ki-67). O subtipo HER2 possui 

prognóstico pior e é característico de tumores mais agressivos (Sorlie et al., 2001).  

Além dessas marcações, o tumor da Paciente 2 também apresentou marcação para a 

proteína CD24. CD24 é uma molécula de adesão semelhante a mucina expressa em 

múltiplos estágios do desenvolvimento de células B. Em tumores, CD24 aumenta o potencial 

metastático pois é um ligante de P-selectina, um receptor de adesão em células endoteliais e 

plaquetas (Lim, 2005) e é um indicador prognóstico ruim de sobrevivência em pacientes com 

câncer de mama (Baumann et al., 2005). A princípio as observações de Al Hajj e 

colaboradores (2003), que demonstraram um enriquecimento de células CD44+/CD24- em 

células-tronco tumorais, parecem contraditórias com o papel metastático de CD24. 

Entretanto, o processo de metástase é biologicamente diferente do crescimento de um novo 

tumor a partir de células-tronco, dessa forma justificando a presença ou ausência de CD24 

em diferentes estágios da adaptação tumoral (Kristiansen et al., 2004). 

A presença de CD24 no tumor primário da Paciente 2 pode indicar que esse 

carcinoma, apesar de não-infiltrativo, se encontrava em adaptação tumoral para um 

fenótipo mais agressivo e invasor, condizente com sua classificação de sub-tipo HER2. 

O perfil imunohistoquímico tanto das células em cultura quanto do tumor em 

camundongo Nude demonstrou relevante grau mitótico, mas ausência de marcação para os 

demais anticorpos. O estabelecimento de células derivadas de um tumor primário é um 

evento raro, ocorrendo em somente cerca de 1% dos casos (O’Hare, 1991) e muito 

provavelmente exige a seleção de um fenótipo de “estabelecimento” in vitro (Kim et al., 

2004). A perda da marcação dos anticorpos inicialmente presentes no tumor primário pode 

indicar que as células perderam a expressão para os marcadores estudados, mantendo alto 
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grau proliferativo, mas não os marcadores protéicos observados no tumor primário. Desse 

modo, as células MACL-1 e MGSO-3 podem ter sofrido mudanças no seu perfil de expressão, 

a fim de se adaptarem melhor às condições de cultura celular. Mudanças no perfil de 

expressão de marcadores em linhagens celulares, presentes originalmente no tumor 

primário que deu origem às células, foram descritas em câncer de mama (Larramendy et al., 

2000; Brozova et al., 2007) e em glioblastoma por Strojnik e colaboradores (Strojnik et al., 

2010). Além disso, diferenças no perfil de aCGH em câncer de mama (Tsuji et al., 2010) e 

padrões de metilação de diferentes tipos de câncer (Smiraglia et al., 2001) também foram 

reportadas em estudos comparativos entre linhagens celulares e seus respectivos tumores 

primários. 

 Também é notável o sucesso do transplante das células MACL-1 e MGSO-3 em 

camundongos Nude, uma vez que somente uma média de 7-20% desses transplantes é bem 

sucedida (Kim et al., 2004). Dessa maneira, a aplicação de implantes de células de isolados 

clínicos como MACL-1 e MGSO-3 fornece ferramentas únicas para investigar, in vivo, a 

aplicação de novos produtos terapêuticos e permite estudos de invasão local e interação 

com o estroma (Vargo-Gogola & Rosen, 2007). 

 Continuando a caracterização dessas linhagens celulares, procedeu-se para a 

avaliação genômica dessas células através da cariotipagem. Os resultados de cariotipagem 

das células MACL-1 e MGSO-3 feitas pelo Laboratório NUPAD e o Laboratório Neogene 

mostraram resultados semelhantes. 

As análises citogenéticas demonstraram mudanças numéricas e estruturais 

complexas nos cromossomos das células MACL-1 e MGSO-3, evidenciando que, durante a 

adaptação tumoral, as linhagens estudadas sofreram extensos rearranjos cromossômicos. 

No câncer, alterações no número de cópias genômicas podem levar à expressão 

alterada de múltiplos genes que, em conjunto, contribuem para a desregulação de processos 

variados que envolvem a estabilidade genômica, levando a ciclos de divisão celular mais 

propensos a erros (Fridlyand et al., 2006). Portanto, durante a adaptação tumoral, a 

aneuploidia e a instabilidade genômica podem aumentar a velocidade pela qual as células 

adquirem mutações necessárias para sua sobrevivência e proliferação. Uma vez adquiridas, 

essas adaptações podem contribuir para o potencial proliferativo cada vez maior, mesmo na 

presença da instabilidade genômica (Holland & Cleveland, 2009). Isso parece se aplicar as 
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células das linhagens de câncer MACL-1 e MGSO-3 que, apesar de possuírem poucos 

cromossomos intactos, demonstram grande capacidade proliferativa e adaptativa em 

cultura. 

Diversos artigos mostram que alterações cromossômicas estão presentes em 

linhagens celulares de câncer de mama. A célula mais frequentemente utilizada como 

modelo de linhagem de câncer de mama, MCF-7, possui inúmeras alterações cromossômicas 

e transcricionais descritas na literatura há décadas (Seibert et al., 1983; Whang-Peng et al., 

1983; Osborne et al., 1987). Além disso, há diferenças genômicas entre variantes de células 

MCF-7 utilizadas em diferentes laboratórios e centros de pesquisa (Osborne et al., 1987; 

Nugoli et al., 2003). Juntamente com MCF-7, 18 linhagens de câncer de mama foram 

estudadas por Davidson e colaboradores (Davidson et al., 2000), através das técnicas de 

aCGH e SKY (spectral karyotyping). Esse trabalho mostra que esses modelos celulares 

também apresentam várias alterações numéricas e estruturais em seus cromossomos, 

evidenciando que os achados de MACL-1 e MGSO-3 não são incomuns.  

De forma positiva, o mapeamento e documentação dessas modificações, atribuídas a 

diferentes tipos de celulares, permite a criação de um “banco” de células com diferentes 

alterações genéticas e cromossomais, que podem ser usadas para finalidades de pesquisa 

distintas (Larramendy et al., 2000; Davidson et al., 2000), como a comparação com tumores 

sólidos que apresentem as mesmas alterações (Tan & Reis-Filho, 2008). Além disso, a rápida 

capacidade de sofrerem mudanças genéticas fazem dessas células modelos interessantes 

para o estudo da evolução genética de tumores de mama (Nugoli et al., 2003). 

As extensas alterações cromossômicas que essas células apresentam, aliada à 

dificuldade de identificação dos cromossomos, impulsionaram a realização do experimento 

de aCGH, que prontamente confirmou que essas células possuem grandes alterações 

cromossômicas, explicando os resultados encontrados na cariotipagem.  

As células MACL-1 e MGSO-3 apresentaram várias alterações no número de cópias 

(CNAs), mas principalmente exibiram perdas quando considerou-se as duas replicatas de dye 

swap e valor de p<0.05 (31 CNAs em MACL-1 e 33 CNAs em MGSO-3). Alguns cromossomos 

apresentaram perdas semelhantes nessas células como os cromossomos 17, 19 e 22. 

As linhagens MACL-1 e MGSO-3 apresentaram perda significativa da região 17q21.31. 

Perdas nessa região foram associadas ao câncer de próstata, em uma frequência maior que 
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20% nas amostras analisadas no estudo de Kim e colaboradores (Kim et al., 2007). A perda 

de toda essa região também é descrita para a linhagem celular de adenocarcinoma de 

próstata PC3 (Clark et al., 2003). 

Outra alteração importante refere-se a perda da região 17q12-q21.2, onde está 

localizada a sequência do gene HER2 (ERBB2), cujo segmento no cromossomo 17 vai de 

37844393 a 37884915 bp. A perda dessa região poderia explicar a perda de expressão da 

proteína HER2 nas células de MGSO-3 e também nos tumores implantados em 

camundongos Nude. 

Perdas no cromossomo 19, especificamente nas regiões 19q13.33-13.43 foram 

encontradas de forma significativa somente na linhagem MGSO-3. Perdas nessa região não 

são comuns, mas já foram descritas em câncer de ovário e gliomas (Mora et al., 2001; 

Barbashina et al., 2005). A perda de heterozigosidade nesses tumores sugere que essa região 

possui um gene supressor de tumor, mas tentativas para descobrir qual seria esse gene 

foram frustradas (Chou et al., 1996; Smith et al., 2000; Mora et al., 2001).  

 Perdas no braço longo do cromossomo 22 são frequentemente observados em 

carcinomas de mama (Iida et al., 1998). Outros trabalhos reportam que a perda de 22q é 

comum neste tipo de câncer, sendo relatadas frequências entre 11 a 66% (Sato et al., 1990; 

Bieche & Lidereau, 1995; Allione et al., 1998). Estudos anteriores reportaram a perda de 

vários alelos nessa região em cânceres de mama esporádicos, mas o possível gene supressor 

de tumor nessa região ainda não foi identificado (Benetkiewicz et al., 2006). Um gene de 

destaque dessa região é SMARCB1, também conhecido como IN1. Ele é relatado como um 

gene supressor de tumor e foi primeiramente descrito em um tumor rabdóide infantil e 

posteriormente descrito em carcinomas medulares renais, sarcomas, carcinomas 

mioepiteliais e condrosarcomas (Hollmann & Hornick, 2011)  

 De forma geral, os processos biológicos das alterações de MACL-1 e MGSO-3 

mostraram genes envolvidos em várias atividades, como transcrição de genes, regulação do 

ciclo celular e processos metabólicos. Não há uma tendência específica por nenhum 

processo metabólico.  

 Os dados de microarranjo confirmaram que várias vias de sinalização podem estar 

alteradas nessas células. Os processos biológicos relacionados nas Tabelas 15 e 16 mostram 

alterações em genes que participam na transcrição gênica e sua regulação, ciclo celular, 
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transdução de sinais e processos metabólicos, por exemplo. Alterações nessas características 

são adquiridas pelas células tumorais durante a adaptação tumoral, tornado-se cumulativas 

e criando uma rede de interações complexas e imprevisíveis, diferentes das encontradas na 

célula normal (Hanahan & Weinberg, 2011). A análise mais acurada de quais genes foram 

diferencialmente expressos em MACL-1 e MGSO-3 pode indicar outros genes importantes 

para a adaptação tumoral no câncer de mama, ainda não estudados na literatura. 

 Apesar dos processos biológicos da Tabela 17 permanecerem os mesmos que os das 

tabelas 15 e 16, uma análise mais aprofundada dos resultados gerados na comparação de 

MACL-1 não tratada com MACL-1 irradiada é necessária, a fim de averiguar quais genes 

foram ativados ou reprimidos especificamente, além de co-relacionar esses genes com a 

resistência à irradiação. Além disso, será necessário considerar a análise de acordo com a 

dose e o tempo de incubação das células após a irradiação, uma vez que diferentes genes e 

proteínas têm sua expressão regulada de acordo com a dose e período de tempo de coleta 

dos RNAs mensageiros após a irradiação (Sreekumar et al., 2001; Otomo et al., 2004). 

Com o resultado do microarranjo, também foi possível averiguar o nível de expressão 

gênica dos marcadores utilizados na imuno-histoquímica. Como é possível observar nas 

Tabelas 18 e 19, alguns dados do microarranjo se mostraram discrepantes ao observado na 

imuno-histoquímica. Esperava-se, por exemplo, que o gene Ki-67 estivesse superexpresso 

nas células MACL-1, pois foi observada alta expressão dessa proteína na imuno-

histoquímica. Porém, o resultado do microarranjo mostra que não há variação do nível de 

expressão desse gene em relação à amostra de mama normal. A proteína CD44, por 

exemplo, poderia ter se mostrado expressa na imuno-histoquímica se considerássemos 

somente o resultado do microarranjo. Entretanto, o nível de expressão gênica depende de 

muitos fatores, inclusive pós-transcricionais, o que poderia explicar a divergência dos 

resultados. Além disso, o p-valor observado para alguns genes não é tão baixo, 

necessitando-se de experimentos de PCR em tempo real ou Western-blot para que seja 

confirmado o nível de expressão. 

 Como o microarranjo demonstrou a expressão diferenciada de muitos genes 

distintos, que participam de várias vias de sinalização, procedeu-se para a escolha de genes 

candidatos de interesse para estudos in vitro e in vivo posteriores. Uma pesquisa na 

literatura foi realizada para aqueles genes que possuíam comportamento alterado no 
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câncer, especialmente no câncer de mama. Também foi considerado o fold-change desses 

genes bem como o valor de p pelo teste t de Student.  

 Os genes candidatos foram escolhidos segundo sua relevância para o câncer e seu 

potencial uso em trabalhos futuros. Os genes escolhidos foram ATF5, B4GALT1, CAST, LARP1, 

RDH10, SFN e VDR. 

O fator de transcrição ATF5 é um membro da família CREB (ATF/cAMP-response 

element-binding protein) e possui um papel crítico na diferenciação de células neuronais e 

apoptose (Wei et al., 2008). Em relação à sua participação no câncer, é relatado que o ATF5 

interage com a proteína anti-apoptótica BCL-2, levando à sobrevivência de células de glioma 

C6 e células de câncer de mama MCF-7 (Dluzen et al., 2011).  

 B4GALT1 é um dos sete genes da família de beta-1,4-galactosiltransferases. Esses 

genes codificam glicoproteínas ligadas à membrana do tipo II, tendo especificidade pelo 

substrato UDP-galactose. Várias linhas de evidência recentes demonstram que há alterações 

epigenéticas em galactosiltransferases em células tumorais em relação ao tecido normal 

(Poeta et al., 2012; Caretti et al., 2012). Além disso, também foi relatada a participação de 

B4GALT1 na adesão de células MDA-MB-231 à laminina (Villegas-Comonfort et al., 2012). 

 A calpastatina, ou CAST, é um inibidor endógeno da calpaína, uma cisteíno-protease 

dependente de cálcio. A desregulação da interação entre calpaína/calpastatina pode levar a 

distrofia muscular, Alzheimer, injúria neurológica, aterosclerose, diabetes, catarata e câncer 

(Carragher, 2006). A calpaína também está relacionada a processos de morte celular como 

necrose e apoptose, nesse último contribuindo para amplificar o sinal de morte celular da 

caspase 3 (Wang, 2000). Além disso, as isoformas de calpaína dependem de níveis diferentes 

de cálcio intracelular para sua ação (Molinari, Carafoli, 1997;Wang, 2000; Todd et al., 2003). 

Esses dados demonstram que a calpastatina poderia regular a apoptose e os níveis de cálcio 

nas células tumorais através da inibição da calpaína. 

 A proteína ligadora a RNA LARP1 está envolvida na espermatogênese, embriogênese 

e progressão do ciclo celular em Drosophila (Ichihara et al., 2007; Blagden et al., 2009). A 

redução na expressão de LARP1 por siRNA em células HeLa inibiu a síntese global de 

proteínas, resultando em parada no ciclo mitótico e metáfase aberrante, levando à apoptose 

(Burrows et al., 2010). Além disso, a inibição da expressão dessa proteína levou a uma 

redução na migração das células e foi demonstrado que essa proteína está ligada 
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diretamente a componentes do citoesqueleto (Burrows et al., 2010). Desse modo, LARP1 é 

requerida para mitose ordenada, sobrevivência e migração celular e foi recentemente 

avaliada em estudos de subexpressão de miR-9 em câncer de mama (Selcuklu et al., 2012). 

 O gene RDH10 codifica uma retinol desidrogenase, que converte all-trans retinol para 

all-trans retinal, com NADP como cofator. Os relatos da literatura correlacionam a 

subexpressão de retinol desidrogenases com adenoma e carcinoma do cólon intestinal (Jette 

et al., 2004) e a super-expressão de RDH10 à parada do crescimento de células HepG2 (Rossi 

et al., 2007).  

 O gene SFN é comumente conhecido na literatura como 14-3-3sigma (ou 14-3-3σ). 

Proteínas 14-3-3 são cruciais na progressão do ciclo celular, controle do dano ao DNA e 

apoptose. A isoforma sigma é um gene responsivo a p53, cuja função está frequentemente 

perdida em tumores humanos, incluindo os de mama (Wilker et al., 2007). A perda da 

proteína 14-3-3sigma não ocorre somente no tumor em si, mas também no tecido pré-

displásico ao redor, indicando sua possível função como gene supressor de tumor (Umbricht 

et al., 2001). O trabalho de Wilker e colaboradores (Wilker et al., 2007) demonstrou que a 

subexpressão de 14-3-3sigma impede a saída das células da mitose, gerando células 

binucleadas, podendo levar a aneuploidia e instabilidade genômica. Ferguson e 

colaboradores também demonstraram que a perda de expressão de SFN por hipermetilação 

de sua região gênica pode parar as células na fase G2 do ciclo celular, permitindo o acúmulo 

de defeitos genéticos (Ferguson et al., 2000; Umbricht et al., 2001). É relatado também que 

esse gene é subregulado em células de câncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 (Vercoutter-

Edouart et al., 2001; Zheng et al., 2012) e que sua subexpressão por hipermetilação ocorre 

em vários tipos de câncer (Suzuki et al., 2000). 

 O gene VDR codifica o receptor nuclear hormonal da vitamina D (VDR) e está 

relacionado ao metabolismo de minerais, resposta imune e ao câncer. A vitamina D possui 

funções antiproliferativas e pró-diferenciadoras em vários tecidos epiteliais, incluindo a 

glândula mamária (Deeb et al., 2007), sendo candidata à terapia para o câncer.  Entretanto, 

células de câncer de mama podem apresentar o receptor de vitamina D não responsivo ao 

tratamento à essa vitamina. Esse efeito foi principalmente estudado em células MCF-7 

(Colston & Welsh, 2004). Além disso, camundongos knockout para VDR apresentam maior 
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incidência de lesões de mama induzidas por carcinógenos comparados com camundongos 

normais (Zinser et al., 2005). 

 Cada um desses genes apresentou um comportamento de expressão gênica diferente 

quando comparado à diferentes células de mama normal. Os genes ATF5, RDH10 e CAST 

apresentaram superexpressão no microarranjo, enquanto que na PCR em tempo real, 

apresentaram subexpressão. Já era esperado que nem todos os genes que possuíam 

diferença de expressão gênica pelo microarranjo apresentassem a mesma diferença de 

expressão gênica por PCR em tempo real. Isso se deve ao fato de que a expressão gênica 

diferenciada de determinados genes pode representar um estado temporário daquelas 

células, devido à uma necessidade passageira ou devido à alguma pequena alteração nas 

condições de cultura celular. Além disso, as células podem apresentar diferentes níveis de 

expressão gênica devido ao estágio de divisão celular no qual se encontram. Desse modo, 

não é surpreendente que alguns genes candidatos não tenha sua expressão confirmada por 

outra técnica. 

 Além disso, para alguns genes e algumas condições, observou-se que o nível de 

expressão gênica foi validado somente com a amostra de mama normal utilizada no 

microarranjo, denominada PEL. Essa situação ocorreu para o gene VDR por exemplo. Esse 

resultado também era esperado, já que no microarranjo foi utilizada somente uma amostra 

de mama normal, devido à indisponibilidade local de mais amostras de mama normal para 

extração celular. As outras amostras de mama normal, AB, CN e DIO então, foram 

acrescentadas ao experimento de PCR em tempo real, visando minimizar falso-negativos 

devido ao uso de somente uma amostra de mama normal no microarranjo. 

 De fato, vários genes tiveram o nível de expressão gênica validado com outras 

amostras de mama normal. É o caso de B4GALT1 em MACL-1 quando se utilizou o gene TBP 

como normalizador ou de SFN em MACL-1 e MGSO-3 quando se utilizou esse mesmo gene 

constitutivo. 

 Após análise por microarranjo e PCR em tempo real, visualizamos que os genes 

B4GALT1 e SFN são bons candidatos para experimentos futuros, devido à confirmação do 

nível de expressão desses genes por duas técnicas e em outros controles de mama normal. 

 

 



78 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÕES 

 



79 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 

 

- Houve alterações do perfil proteico do tumor primário em relação às células em 

cultura e implantes de tumor derivados das células em camundongos 

imunodeficientes.  

- As células MACL-1 e MGSO-3 sofreram seleção por um fenótipo mais adaptado às 

condições de cultura celular. 

- As linhagens MACL-1 e MGSO-3 são hipodiplóides e possuem grandes alterações 

numéricas e estrutrurais em seus cromossomos. Apesar de apresentar evidências de 

instabilidade genômica, essas linhagens mantêm alto potencial proliferativo. 

- A análise da expressão gênica demontrou alterações em diferentes vias de 

sinalização e a PCR em tempo real confirmou o nível de expressão de alguns genes 

avaliados no microarranjo.  

- Não foi possível realizar a comparação de células MACL-1 irradiadas em relação à 

MACL-1 não irradiada. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

- Realizar ensaios de Western-blot para avaliar o nível de expressão de B4GALT1 e SFN 

nas células em cultura. 

- Validar mais genes de interesse através de PCR em tempo real. 

- Escolher e validar genes relacionados à irradiação das células MACL-1. 

- Validar os genes de interesse, inclusive B4GALT1 e SFN, em amostras de câncer de 

mama de outros indivíduos. 

- Usar as células MACL-1 e MGSO-3 em estudos comparativos com outras linhagens 

celulares disponíveis.  
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Laudos histopatológicos 



 

 

 

 

Laudo do tumor que deu origem à linhagem MACL-1 
  

 



 

 

 

 

Laudo do tumor que deu origem à linhagem MGSO-3 
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