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RESUMO

O cancer de mama é o tipo de cancer mais comum entre as mulheres no mundo. Pesquisas
utilizando linhagens de células de cancer de mama derivadas de tumores primarios podem
acrescentar dados importantes para o entendimento desse tipo de cancer. O objetivo desse
trabalho foi investigar os perfis gendmico e fenotipico das células MACL-1 e MGSO-3, duas
linhagens de cancer de mama derivadas de tumores primarios humanos. A presenca de
marcadores hormonais, de proliferacdo, diferenciacdo e de células-tronco foram avaliados
por imuno-histoquimica do tumor primario, em células em cultura e também em tumores
derivados de implantes das células em camundongos imunodeficientes. O perfil
cromossOmico e as alteracbes em numero de cépias genbmicas foram investigados por
bandeamento G e hibridizacdo comparativa baseada em arranjos. Para avaliar a expressao
génica dessas células foram utilizados microarranjos de cDNA e PCR em tempo real. A
anadlise histopatoldgica e imuno-histoquimica mostraram que o tumor primario invasivo que
deu origem a linhagem MACL-1 é um carcinoma do subtipo luminal A e que o carcinoma
ductal in situ que deu origem a linhagem MGSO-3 é do subtipo HER2. As linhagens celulares
e os implantes em camundongos apresentaram alto potencial proliferativo, mas ndo
mantiveram a expressao dos outros marcadores. A avaliagdo do perfil genbmico mostrou
grandes rearranjos cromossOmicos e varias alteracdes no numero de cépias dessas células,
que apresentaram principalmente perdas genOmicas. A analise preliminar dos dados de
microarranjo de cDNA mostrou altera¢des em diferentes vias de sinalizacdo e a PCR em
tempo real confirmou a expressdo 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 primdrios bem caracterizadas, tornando-se potenciais modelos para

estudos comparativos com outras linhagens celulares.

Palavras-chave: cancer de mama, tumor primadrio, linhagem celular, MACL-1, MGSO-3,
implante de tumor, imuno-histoquimica, bandeamento G, aCGH, microarranjo de cDNA, PCR

em tempo real.



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. INTRODUGCAO

1.1. Cancer

O cancer é um problema de saude publica mundial, sendo uma das principais causas
de morte no mundo. Em 2008, o cancer foi responsavel por 13% dos 6bitos no mundo.
Estima-se que este indice continue a aumentar e que 13,1 milhdes de pessoas irdo morrer
dessa doenca em 2030 (WHO, 2011). No Brasil, de acordo com dados do Instituto Nacional
de Cancer 17% dos Obitos registrados em 2007 tiveram como causa o cancer, percentual
somente superado pelas doencas cardiovasculares (INCA, 2009).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 foram de aproximadamente 518.510
novos casos de cancer, incluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma, reforcando a
magnitude do problema do cancer no pais. Os tipos de cancer mais frequentes no Brasil
entre os homens sdo o de pele ndo melanoma, prostata, pulmao, célon e reto e estbmago,
enquanto que nas mulheres sdao os tumores de pele ndo melanoma, mama, colo do utero,
colon e reto e pulmao (INCA, 2011).

A carcinogénese é um processo multifatorial, envolvendo diversas alteragdes
genéticas que levam a transformacao de células normais em células cancerigenas (Hanahan
& Weinberg, 2011). O surgimento do cancer também depende da predisposicdo genética do
individuo e a fatores secundarios como tabagismo, sedentarismo, consumo de bebida
alcodlica, exposicdo excessiva ao sol e principalmente a idade (Stein, Colditz & 2004; INCA,
2009).

Hanahan e Weinberg (2011) sugerem seis alteracbes principais para que haja
transformacdo celular maligna: resisténcia a morte celular, inducdo da angiogénese,
potencial replicativo ilimitado, mecanismos de invasdo e metastase, evasao de supressores
de crescimento e sinal proliferativo sustentavel. Essas fun¢des sdo adquiridas por diferentes
tipos de tumores, por mecanismos distintos e em tempos variados durante o curso da
tumorigénese e s3o o resultado de mutac¢des e/ou alteragdes cromossdémicas que podem

desencadear instabilidade genémica. Hanahan e Weinberg ressaltam que essa mesma



instabilidade gendmica é uma das caracteristicas que “habilitam” as células tumorais a gerar
e acumular mais muta¢ées (Holland & Cleveland, 2009; Hanahan & Weinberg, 2011). Eles
também propdem que o estado inflamatdério de lesdes pré-malignas e malignas também
habilite o desenvolvimento de caracteristicas tumorais, e que o escape das células ao
sistema imune e mudangas do estado energético da célula também influenciam a
tumorigénese (Hanahan & Weinberg, 2011).

A observagdo de que muitas células cancerigenas possuem alteragcdes no nimero e
organizacdo dos cromossomos indica que a instabilidade cromossémica é fator crucial no
estabelecimento de muitos tipos de cancer. Essa instabilidade é principalmente causada por
falhas nos pontos de checagem do ciclo celular, o que leva a separacdo defeituosa das
cromatides irmas durante a mitose, causando aneuploidia. As muta¢des que causam
alteragBes nesses processos podem ocorrer tanto nos genes que codificam as proteinas
diretamente responsaveis pela separacdo das cromatides, bem como nos genes de proteinas
responsaveis pela regulacdo dos pontos de checagem do ciclo celular. Ainda que a
instabilidade cromossdmica muitas vezes possa comprometer o ciclo celular e ser deletéria a
célula, muitas células cancerigenas sobrevivem a esse processo, tornando-se estaveis para
propagar novas células defeituosas (Holland & Cleveland, 2009; Hanahan & Weinberg,
2011).

Apesar da presenca de alteragGes genéticas constituir uma caracteristica frequente
em tumores, o tipo e o grau de diferenciacao celular também parecem ser determinantes na
agressividade de alguns tipos de cancer, uma vez que tumores classificados inicialmente
como de um tipo especifico podem apresentar resisténcia a quimioterdpicos, radioterapia e
terapias adjuvantes. Essa resisténcia parece ocorrer devido a um pequeno grupo de células
nao diferenciadas que dariam origem as células mais diferenciadas da massa tumoral.
Atualmente existe uma hipotese que estas células sdo células-tronco tumorais (Wicha et al.,
2006). Por serem mais resistentes a apoptose (Gil et al., 2008), apds 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 cancer. Essas células tem sido encontradas em tumores de mama (Al Hajj et al.,

2003), cabeca e pescoco (Prince et al., 2007) e pancreas (Li et al., 2007), entre outros



(Harper et al., 2010) e parecem explicar a resisténcia de alguns tumores a tratamentos ja
bem estabelecidos para determinado tipo tumoral.
Dentre os varios tipos de cancer se destaca o cancer de mama, que foi estudado

nesse trabalho devido a sua importancia e alta incidéncia no Brasil e no mundo.

1.2. Cancer de mama

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e o mais
comum entre as mulheres (WHO, 2006). No Brasil, o cancer de mama é a segunda principal
causa de mortalidade por cancer entre as mulheres e estimou-se que em 2012 fossem
registrados 52.680 novos casos, cerca de 10% de todos os casos de cancer previstos para
esse periodo no pais (INCA, 2011).

Alguns fatores predisponentes para o aparecimento do cancer de mama ja sdo bem
estabelecidos como: influéncias geogréficas, predisposicdo genética, idade avancada,
duracdo da vida reprodutiva, nuliparidade, idade do nascimento do primeiro filho, obesidade
e mudancas no epitélio mamario. Além disso, para os canceres dependentes de hormonios,
a exposicdo prolongada a estrogenos, endégenos ou exogenos, também predispde o
individuo ao cancer de mama (Kumar et al., 2010; NCI, 2013a).

A etiologia precisa do cancer de mama é desconhecida, sendo que somente 5-10%
desse tipo de cancer é causado por mutacoes herdadas. O cancer de mama é composto por
uma colecao de tipos diferentes de doencga, que diferem em sua progressao, resposta a
tratamento e sobrevivéncia (van Beers & Nederlof, 2006; Kumar et al., 2010).

Entre os principais tipos de cancer de mama estdo o carcinoma ductal in situ e o
carcinoma invasivo (ou infiltrativo). O carcinoma intraductal in situ é o tipo histolégico mais
comum, correspondendo a 20-30% de todos os tipos de cancer de mama e é definido como
uma proliferacdo celular anormal com predilecdo pelas unidades ducto-lobulares terminais
da mama, associadas a proeminente envolvimento de ductos verdadeiros e alto risco de
recorréncia local, quando nao realizado tratamento adequado. O carcinoma ductal in situ é

uma lesdo heterogénea, sob o ponto de vista histoldgico, e pode constituir um espectro de



lesGes. (Salles et al., 2006; Kumar et al., 2010). Os pacientes com este tipo de cancer
possuem melhor progndstico.

O carcinoma ductal invasivo é o tipo mais frequente de cancer 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 corddes, ninhos de
células sélidos, tubulos, glandulas, massas anastomizadas e uma mistura de todos esses
perfis, ndo apresentando caracteristica morfoldgica especial. Ele possui um progndstico pior
gue o carcinoma ductal ndo invasivo. Outras formas de cancer de mama menos frequentes
sdo o carcinoma lobular invasivo e ndo invasivo, carcinoma tubular, cribriforme, mucinoso,
papilifero, secretdrio, apdcrino e ainda outras formas raras de cancer de mama (Mallon et
al., 2000).

Os tratamentos contra o cancer de mama podem ser divididos principalmente em
cirurgia (por exemplo, lumpectomia ou mastectomia radical), farmacos anti-neoplasicos,
terapia neo-adjuvante e adjuvante e radioterapia (NCI, 2013b).

Uma vez determinada a necessidade e extensdo da ressecgao cirdrgica, as pacientes
podem ser encaminhadas para tratamento quimioterapico. Entre os quimioterapicos 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
guimioterdpicos apresenta um efeito adicional ao uso da radioterapia e ndo distinguem
entre as células normais e tumorais (Gerber, 2008).

A radioterapia também é usada no combate ao cancer de mama, sendo associada ou
ndo a outras terapias (NCI, 2013b). A radioterapia baseia-se na exposicdo da parte do corpo
afetada pelo tumor a uma fonte de raios X. Essas radiagdes sdao ondas eletromagnéticas de
alta energia. Ao interagir com a matéria, induzem ionizagao dos dtomos e moléculas e, por
essa razao, sdo denominadas radiacdes ionizantes (RI). Ao interagir com células e os tecidos
a Rl induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio que, por sua vez, danificam, entre
outras moléculas, o DNA. Entre as alteracdes 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

patoldgico individual de cada tumor e a histérica clinica e familiar do paciente. Desse modo,



o tratamento do paciente, bem como sua evolucdo clinica é diretamente dependente das
avaliacOes de diferentes profissionais (mastologista, cirurgido, patologista) que examinam o
tumor segundo aspectos anatémicos, morfolégicos, bem como a presenca de marcadores
moleculares. Entretanto, essas andlises ainda sdo insuficientes para definir um tratamento

eficaz e novas abordargens precisam ser desenvolvidas.

1.3. Classificagdo do cancer de mama

O diagndstico do cancer de mama é realizado através da avaliagdo de fatores
preditivos e progndsticos. Os fatores preditivos sdo as caracteristicas clinicas, patoldgicas e
biolégicas usadas para estimar a possibilidade de resposta a um tipo particular de terapia
adjuvante. Ja os fatores progndsticos sdo as caracteristicas clinicas, patoldgicas e bioldgicas
do paciente que permitem predizer a evolucdo clinica, ou seja, a possibilidade de recorréncia

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

Dentre os fatores prognésticos classicos, ou seja, aqueles j3 comprovados como
indicadores Uteis para uso clinico, estdo: estadiamento TNM (T = tamanho do tumor, N =
envolvimento de linfonodos axilares e M = presenca de metastase), tipo histoldgico, grau
histolégico, indice proliferativo e invasdo angio-linfatica (Sobin, Gospodarowicz & Wittekind,
2009). Entretanto esses fatores ndo sdo suficientes para a predicdo da evolugdo clinica.
Desse modo, o consenso de Saint Gallen (Goldhirsch et al., 2009), juntamente com a
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (ASCO) e Colégio de Patologistas Americanos
(CAP) também indicam a avaliacdo do status dos receptores de estréogeno (RE), receptor de
progesterona (RP) e HER2 para fins progndsticos e indicacdo de uso de terapia (Wolff et al.,
2007; Hammond et al., 2010).

O receptor de estrogeno tem sido usado ha décadas como marcador preditivo para
cancer de mama, principalmente pela associacdo positiva entre tumores RE-positivos e o

sucesso de tratamento com moduladores seletivos do receptor de estrégeno, como os



inibidores de aromatase e antagonistas do RE. A positividade para esse receptor, juntamente
com o RP, é considerada quando a porcentagem de nudcleos marcados for maior que 1%.

A imuno-histoquimica identifica o RE como uma proteina nuclear, assim como o RP. A
positividade imuno-histoquimica do RP é um marcador de progndstico favoravel e é
associado a tumores mais diferenciados e menos invasivos. Muitos estudos mostram que o
estimulo da progesterona em associacdo a seu receptor contribui para a iniciacdo e
desenvolvimento de tumores de mama em camundongos (Obr & Edwards, 2012). Apesar de
sua avaliacdo ser mandatéria pela ASCO/CAP, o papel do RP em tumores humanos ainda é
discutido (Hammond et al., 2010; Obr & Edwards, 2012). Entretanto, as evidéncias de que
pacientes RE-negativo/RP-positivo possuem maior sobrevida (Bardou et al., 2003) e que
respondem a terapia enddcrina sdo suficientes para incluir o RP na avaliacdo rotineira pelo
patologista (Hammond et al., 2010; Obr & Edwards, 2012).

J4 a avaliacdo do marcador do receptor de fator de crescimento epidermal 2,
conhecido como HER2, tem-se mostrado de grande valia, jd 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 avaliagdo
rotineira de HER2 e, em 2007, definiu as diretrizes para avaliacdo desse receptor pelas
técnicas de imunohistoquimica e FISH (fluorescence in situ hybridization). A positividade pela
imuno-histoquimica é definida como marcacdo de membrana completa maior que 30%,
enquanto que por FISH uma amplificacdo de seis copias por nucleo (nos testes sem sonda-
controle interna) é considerada positiva (Wolff et al., 2007). Também pela técnica de FISH
uma relagdo 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 estda amplificado em 18-20% dos casos de cancer de mama e
esta amplificacdo esta relacionada a um pior progndstico (Hudis, 2007).

Outros marcadores também tém sido extensamente utilizados na analise patolégica e
na pesquisa cientifica, a fim de avaliar a agressividade, ou seja, a capacidade proliferativa e
de invasdo dos tumores de mama. Para isso, tem-se usado a marcacdo da proteina Ki-67,
que estd presente no nucleo e é um indicador que a célula esta sofrendo mitose. Dessa

forma, utilizando-se esse marcador na imuno-histoquimica, é possivel avaliar de maneira



mais precisa o indice mitdtico e este tem sido utilizado de maneira rotineira pelos
patologistas, apesar de ndo ter seu uso mandatério determinado pela ASCO/CAP
(Yerushalmi et al., 2010).

Outros marcadores para cancer de mama também parecem ter um grande potencial
progndstico e preditivo e, desse modo, tém sido estudados na pesquisa cientifica, apesar de
ainda ndo terem uso clinico difundido e necessitarem de validacdo por diferentes
pesquisadores e em estudos com maior nimero de individuos. Alguns desses marcadores
sdo, por exemplo, aqueles que avaliam o nivel 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
marcacao forte para CD44 e uma marcacao fraca ou inexistente para CD24, duas proteinas
de superficie encontradas em linhagens linfocitarias, tem sido utilizadas para identificar
células-tronco tumorais nos carcinomas de mama (Al Hajj et al., 2003)

Entretanto a marcacdo CD44*/CD24  ndo parece identificar células-tronco tumorais
em todos os tipos de cidncer 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 proliferacio também tém crescido em
importancia como fatores preditivos e possiveis alvos terapéuticos (Nielsen et al., 2004;
Alvarez et al., 2010; Foley et al., 2010).

Ainda que o nivel de expressdao protéica de alguns marcadores forne¢a a equipe
médica maior capacidade de predicdo da evolucdo clinica e opc¢bGes adequadas de
tratamento ao paciente, a heterogeneidade particular de cada tumor ainda é um desafio.
Pacientes com tumores com caracteristicas clinicas e patolégicas semelhantes mostram
diferentes evolugdes clinicas, sugerindo a existéncia de uma regulacdo adicional e mais
complexa na determinacdo do comportamento do tumor. Assim novas estratégias devem

ser desenvolvidas.



1.4. Técnicas moleculares aplicadas a investigacdao do cancer de mama

A avaliagdo do perfil génico caracteristico do cancer de mama e a transcri¢cao desses
genes tem sido alvo de muitos estudos, em busca de similaridades entre tumores que, pela
analise anatomopatoldgica sdo iguais, mas que respondem e evoluem de forma diferente,
dificultando a determinacdo do tratamento mais adequado, risco de recorréncia 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 situagdes clinicas
e essa busca tem sido feita principalmente pela analise genémica e da expressao génica.

A primeira frente de pesquisa investiga diretamente o genoma das células cancerosas
utilizando técnicas como a hibridagdao gendmica comparativa baseada em arranjos (aCGH).
Essa técnica, considerada uma evolucao dos métodos de cariotipagem por bandeamento G e
CGH, foi especialmente desenvolvida para identificar modificacbes genéticas criticas para a
adaptacdo tumoral, permitindo uma andlise global da alteracdo do numero de cdépias
gendmicas (Tan & Reis-Filho, 2008). Recentemente, os estudos de aCGH tem sido utilizados
em diferentes perspectivas como identificacdo de subgrupos de tumores de mama,
identificacdo de genes relacionados a adaptacdo tumoral, metastase e resposta a
tratamentos, identificacdo de oncogenes (em amplificacGes genéticas) ou genes supressores
de tumor (em delegbes) e classificacdo de canceres hereditarios (van Beers & Nederlof,
2006).

Como exemplos da aplicagdo de aCGH em cancer de mama tem-se os estudos de
Callagy e colaboradores, que identificaram altera¢gdes no niumero de cdpias de trés genes
(TOP2A, ERBB2 e EMS1) e relacionaram essas alteracbes a diferentes progndsticos (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
atribuicdo de alteracbes de numero de cdpias gendmicas de algumas regides a esses
subtipos (Loo et al., 2004). Além disso, 51 linhagens celulares de cancer 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 cancer

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 canceres de mama podem ser classificados de acordo com seu perfil de expressao génica,
utilizando microarranjos de cDNA de diferentes tipos de tumores. A clusterizagao hierarquica
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 expressdao de RE e RP, mas ndao de HER2 e com baixo perfil proliferativo,
enguanto que o subtipo luminal B apresenta RE e RP positivos, podendo apresentar alto ou
baixo grau proliferativo e auséncia ou presenca de HER2, sendo mais agressivo em
comparacdo ao luminal A. O perfil HER2 apresenta RE e RP negativos, e HER2 positivo,
enguanto que o subtipo basal ndo apresenta marcacdo para RE, RP nem HER2 (triplo-
negativo) possuindo superexpressdo de outras moléculas como EGFR e/ou Ck5/6 e claudina.
J4 o subtipo claudin-low apresenta caracteristicas semelhantes ao basal, e possui baixa
expressao de proteinas de adesdo 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 importancia desse tipo de analise é refletida pela existéncia de testes genéticos
para tumores de mama, disponiveis nos Estados Unidos e na Europa. Um deles, o teste
Oncotype DX, permite a avaliacdao de 21 genes de tumores de pacientes linfonodo-negativo,
RE positivo, com perfil invasivo ou em mulheres pds-menopausa, linfonodo-positivo, RE
positivo e com cancer invasivo (Sparano & Paik, 2008). J& o teste MammaPrint avalia 70
genes de tumores de estagio inicial, indicando possivel recorréncia depois da cirurgia,
independente do status de RE ou tratamento anterior (Slodkowska & Ross, 2009). Apesar de
bastante atraentes, esses testes s3do altamente controversos, principalmente por se
limitarem a perfis especificos de pacientes e ndo possuirem validacdo satisfatdria (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
validacdo em larga escala ainda sdo necessarios (Reis-Filho et al., 2006; Andre et al., 2011).

As técnicas de biologia molecular que exploram o genoma e o0s genes
diferencialmente expressos em linhagens de cancer de mama podem elucidar quais genes

sdo importantes em diferentes aspectos desse tipo de tumor. Muitos desses estudos
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utilizam linhagens celulares de cancer de mama derivadas de metdstases, especialmente de
aspirados de efusGes pleurais (Burdall et al., 2003). Isso significa que a maioria dessas
linhagens sdao derivadas de tumores mais agressivos que ja atravessaram varios pontos
importantes durante a adaptacdo tumoral, como aquisicdo de capacidade invasiva, adesdo
celular a novos sitios do organismo e adapta¢do a um novo ambiente tecidual. Essa situagao
pode sub-representar os diferentes tipos de tumores e tipos celulares, em seus diferentes
estagios de adaptacdo tumoral e direcionar os resultados para apresentar caracteristicas que
sdo mais representativas de um estado de progressdao mais avancado da doenca.

Desse modo, a andlise do perfil genético, bem como a expressao diferenciada de
proteinas em tumores em estagios iniciais pode aumentar o conhecimento cientifico sobre a
adaptacdo tumoral, permitindo o estudo de novos alvos progndsticos e terapéuticos para
esses tipos de tumores (Sidransky, 2002).

Para entender melhor o cancer de mama em seus estagios iniciais nosso grupo de
pesquisa tem investigado duas linhagens de cancer de mama derivadas de tumores primarios
humanos, MACL-1 and MGSO-3. Corréa e colaboradores caracterizaram essas células como
linhagens celulares auténticas uma vez que elas apresentam imortalizacdo através de varias
passagens seriadas, expressao de telomerase, perda da inibicdo por contato e capacidade de
formar colbnias em placas de agar e formagdo de tumores sélidos em camundongos
imunodeficientes (Correa et al., 2009). Além disso, essas células apresentam expressao
diferencial de MUC1 e localizagdo de GAPDH na membrana plasmatica (Correa et al., 2009;
Correa et al., 2010). Bertollo e colaboradores também demonstraram que essas células
apresentam resisténcia a radiacdo ionizante (Bertollo et al., 2010) e que as caspases 3,8 e 9
estdo envolvidas na morte celular causada pela radiacdo (Bertollo et al., 2010).

Desse modo, o presente estudo pretende comparar o perfil das células em cultura
com as caracteristicas imuno-histoquimicas presentes no tumor primdrio 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
guais modificacdes estruturais cromossomicas essas células possuem. Além disso, esse
trabalho avalia a expressdo génica diferencial das células MACL-1 e MGSO-3 em relacdo a

controles de mama normal, bem como o perfil de expressdo génico da célula MACL-1 com
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sua contraparte irradiada, através de microarranjos de cDNA e PCR em tempo real. Esses
resultados possibilitardo uma caracterizacdo aprofundada das linhagens MACL-1 e MGSO-3,
mapeando as alteragdes genodmicas e fenotipicas dessas células, permitindo que elas sejam

usadas em estudos comparativos com outras linhagens celulares e tumores sélidos.
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OBJETIVOS
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2. OBIJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Caracterizar o perfil gendmico e fenotipico das linhagens de cancer de mama MACL-1

e MGSO-3.

2.2. Objetivos especificos

- Investigar a presenca de marcadores protéicos nas células MACL-1 e MGSO-3, em
comparac¢do com os tumores primarios que deram origem a essas linhagens e implantes de
tumor derivados das células em cultura em camundongos imunodeficientes, utilizando a

técnica de imuno-histoquimica;

- Avaliar as alteragdes estruturais e numeéricas dos cromossomos de MACL-1 e MGSO-

3 por cariotipagem por bandeamento G;

- Analisar o numero de alteracGes de cdpias gendmicas presentes nessas células

através de aCGH;

- Identificar os genes diferencialmente expressos nas células de cancer de mama
MACL-1 e MGSO-3, tratadas ou ndo com radia¢do 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 METODOS

3.1. Aprovagdes por Comités de Etica

O procedimento de obtencdo e cultivo de células normais foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG sob nimero ETIC 0312 0203 000 10 (Anexo 1).

O procedimento de obtencdo e cultivo de células tumorais em camundongos Nude
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob nimero 035/11

(ver Anexo 1).
3.2.  Cultura celular

3.2.1. Obtencao e cultivo de células normais

As células de mama normais foram obtidas de fragmentos da mama de pacientes
internadas na Clinica de Cirurgia Plastica, do Nucleo de Cirurgia Plastica, 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 pingas. 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 uUmida com 5% CO,, a 37 °C, overnight. Os fragmentos restantes apos a dissolu¢ao do
material foram filtrados em gaze estéril e o filtrado foi centrifugado a 15, 104 e 252 x g para
melhor separa¢dao de gordura remanescente. Os pellets derivados dessas centrifugagdes,
bem como o sobrenadante da ultima centrifugacdo 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 antibidticos gentamicina (50 mg/L) e solugdo antibidtica/antimicética (10.000
U penicilina/ml; 10 mg estreptomicina/ml; 25 ug anfotericina B/ml, Sigma-Aldrich) diluida
100 vezes. As culturas foram mantidas em estufa umida, contendo 5% de CO;, a 37 °Ce

mantidas na garrafa T-25 (Sarstedt) até que atingisse cerca de 70% de confluéncia, 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. Manutengao das células tumorais

As linhagens MACL-1 e MGSO-3 utilizadas nesse trabalho foram estabelecidas por
Corréa e colaboradores (2009) a partir de amostras de tumores primarios de pacientes com
cancer de mama da Santa Casa de Misericordia, 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 antibidticos gentamicina (50 mg/L) e solugdo
antibidtica/antimicética (10.000 U penicilina/ml; 10 mg estreptomicina/ml; 25 ug
anfotericina B/ml, Sigma-Aldrich) diluida 100 vezes. As culturas foram mantidas em estufa
umida, contendo 5% de CO,, a 37 °C e tripsinizadas a cada dois ou trés dias.

Para a extracdao de RNA e irradiacao, as células foram lavadas com PBS 1X (4 g de
NaCl, 0,1 g de KCL, 1,08 g de NayHPO4, 0,1 g de KH2PQOg, ajustar pH para 7,2 e completar para
500 ml de agua) e desprendidas da garrafa incubando-se com tripsina-EDTA 0.05% (Life
Technologies), durante 5 minutos a 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 camara de Neubauer.

As células foram inoculadas em meio de cultura na densidade de, no minimo, 1 x 10°®

células por garrafa e mantidas até a realizacao do experimento.

3.3. Irradiacdo das células

O tratamento das células com radiacdo gama na dose de 20 Grays (Gy) foi realizado
com uma fonte de ®Co, no Laboratério de Irradiagdo Gama do CDTN/CNEN (Comissdo
Nacional de Energia Nuclear) de Belo Horizonte, Minas Gerais. As células foram

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


http://www.cnen.gov.br/acnen/enderecos.asp
http://www.cnen.gov.br/acnen/enderecos.asp
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de CO; a 37 °C, imediatamente apds o tratamento. Apds 6 horas o RNA das células aderentes

foi extraido.

3.4. Imuno-histoquimica

3.4.1. Preparo das laminas dos tumores primarios

Os tumores primarios utilizados nesse estudo foram extraidos de pacientes da Santa
Casa de Misericordia de Belo Horizonte.

Blocos de parafina contendo os tumores foram confeccionados e cortes de 4 um
foram montados em laminas com carga elétrica. Andlises histopatoldgicas foram realizadas
para cada tumor no Centro de Diagndstico 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 formacao de tubulos (grau Il de
Bloom-Richardson), com desmoplasia moderada, escasso infiltrado linféide e frequentes
microcalcificagdes.

O tumor da paciente 2 foi caracterizado como carninoma intraductal de alto grau,
com focos de necrose central, tipo comedocarcinoma, sem areas de invasao franca do

estroma.

3.4.2. Preparo das laminas dos tumores originados da inje¢ao de células tumorais

em camundongos Nude

Camundongos fémeas BALB/c.Cg-Foxn1"/AnNTacUnib, de 6 a 8 semanas, foram
obtidas do CEMIB (Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na area da Ciéncia em
Animais de Laboratdrio) da Unicamp (Campinas, SP) e mantidas em gaiolas autoclavadas,

contendo racdo e agua estéreis.
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Cerca de 1 x 107 de células das linhagens MACL-1 e MGSO-3, diluidas em PBS, foram
injetadas no dorso de trés 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 sédio monobdsico monohidratado, 6,5 g de fosfato de sédio dibasico anidro, ajustar pH
para 7, completar para 1 litro com agua) durante 24-48 horas, procedendo-se para a

inclusdo em parafina e confeccao das laminas para imuno-histoquimica.

3.4.3. Preparo das laminas das células em cultura

Células das linhagens MACL-1 e MGSO-3, mantidas em DMEM com 10% SFB, foram
tripsinizadas e 1 x 10° células plaqueadas em chamber slides (Lab-Tek Il, Nunc). Uma vez
atingida a confluéncia 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 residuo de
formalina. Cada poco da chamber slide foi utilizado para marcacdo com um tipo de

anticorpo.

3.4.4. Coloragdo das laminas

A coloragdo das laminas foi realizada em colaboragdao com o Laboratério de Patologia
Mamaria da UFMG, sob coordenacgao da professora Dra. Helenice Gobbi e em parceria com
o Departamento de Anatomia Patolégica, do Hospital A. C. Camargo, sob coordenacdo do Dr.
Fernando Soares, em colaboragdao com o Dr. Rafael Malagoli Rocha.

Os cortes foram desparafinizados em xilol e dalcool, reidratados (com excecdo das
laminas de células em cultura) e, entdo incubados por 20 minutos em uma solucdo de
peroxido de hidrogénio, em metanol absoluto, para o bloqueio da peroxidase enddgena. Na
sequéncia, foi realizada a recuperacdo antigénica pelo calor, utilizando-se a panela de
pressdao, em solucdo tampdo citrato 10 mM, pH 6.0, durante 25 minutos a 98 °C. Apods

resfriamento, os cortes foram lavados por 3 vezes em tampao PBS 0.01 M, pH 7.4. Em
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seguida, os cortes foram incubados com o anticorpo primdrio, em titulo e tempo pré-
estabelecido conforme a Tabela 1, diluidos em diluente comercial. Apds essa etapa, os
cortes foram lavados por 3 vezes em tampdo PBS 0.01 M, pH 7.4. Foi realizada, entdo, a
incubacdo com o sistema de polimeros nao-biotinilados MACH 4 Universal HRP-Polymer
Detection (Biocare Medical), incubando-se a sonda do kit por 20 minutos, lavando as laminas
2 vezes em PBS, por 5 minutos e aplicando o polimero (MACH 4MR HRP Polymer) por 30
minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas com PBS, por 3 vezes, em banhos de 5
minutos e a revelacdo foi feita utilizando o cromdgeno do kit por 5 minutos ou com uma
solucdo de DAB (3,3’ diaminobenzidina tetrahidrocloreto, Dako) por 1 minuto.
Alternativamente, apds marcacdo com anticorpo primario, utilizou-se o kit Advance
HRP (Dako), incubando o HRP Link por 30 minutos, a 37 °C e, em seguida, lavando com PBS
com 3 trocas de 3 minutos. Numa segunda etapa, foi realizada a incuba¢do com Advance
HRP Enzyme por 30 minutos a 37 °C, lavando novamente com PBS, com 3 trocas de 3
minutos. A revelacdo foi feita incubando-se as laminas em solucdio de DAB (Dako),
incubando por 5 minutos a 37 °C, ao abrigo da luz. A reacdo foi verificada ao microscdpio e
parada lavando-se em d4gua corrente, seguida de agua destilada. A seguir, foi feita a
contracoloracdo com hematoxilina de Harris (15-30 segundos). As laminas passaram pela
bateria de alcoois e xildis e foram montadas com meio de montagem Cytoseal 60 (Richard-
Allan Scientific) ou alternativamente com Entellan (Merck). As [daminas foram observadas em

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

Tabela 1: Anticorpos primarios, clones, diluicGes, fabricantes e tempo de incubacdo dos
anticorpos primdrios utilizados nas reagdes imuno-histoquimicas.

Anticorpo Clone Dilui¢  Fabricante Tempo de

ao incubagdo
Receptor de estrogeno (RE)* 6F11 1:100 Neomarkers 20’
Receptor de progesterona (RP)* PgR 312 1:200 Novocastra 20’
HER2* CB11 1:200 Novocastra 30’
Receptor de estrégeno (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 Dako 30’

0
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 Laboratério de Patologia Mamadria da UFMG. Demais anticorpos utilizados
pelo Departamento de Anatomia Patoldgica, do Hospital A. C. Camargo.

Na avaliacdo dos receptores de estrogeno e progesterona foi empregado o sistema de
escore de Allred. Foram considerados positivos os casos em que mais de 1% das células
neopldsicas evidenciaram coloracdo nuclear moderada ou forte, conforme recomendac¢do do
consenso do Colégio Patologistas Americanos e a Sociedade Americana de Oncologia Clinica
(Goldhirsch et al., 2009; Hammond et al., 2010).

A andlise da superexpressdo da proteina HER2 foi realizada de acordo com as
recomendacdes para interpretacdo do teste de HER2 proposto pelo Colégio de Patologistas
Americanos e Sociedade Americana de Oncologia Clinica (Wolff et al., 2007), como descrito na

Tabela 2.

Tabela 2: Recomendagdes de interpretacdo do teste de HER2 propostos pelo Colégio
Patologistas Americanos e Sociedade Americana de Oncologia Clinica.

Grau de Achado microscopico
interpretacao
0 = negativo Nenhuma coloracdo identificada na membrana citoplasmatica
1+ = negativo Coloracdao de membrana fraca e incompleta em qualquer

proporcdo de células neoplasicas
2+ =indeterminado  Coloracgdo fraca, mas bem definida, envolvendo toda a
circunferéncia da membrana citoplasmatica, em mais de 10% e

menos de 30% das células neoplasicas
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3+ = positivo Coloracao forte envolvendo toda a circunferéncia da membrana

citoplasmatica em pelo menos 30% das células neoplasicas

Para classificacdo com anticorpo Ki-67, considerou-se como tumor de alto grau
aquele com mais de 15% de marcagao das células por Ki-67 e de baixo grau com menos de
14% de marcacdo, segundo recomendacdes do Colégio de Patologistas Americanos e
Sociedade Americana de Oncologia Clinica (Goldhirsch et al., 2011).

Para os demais anticorpos a presenca de reacdo foi avaliada de maneira qualitativa,
uma vez que para esses anticorpos ndo existem diretrizes bem estabelecidas de

positividade/negatividade.

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

Uma das técnicas utilizadas para avaliacdo do perfil cromossémico foi o
bandeamento G. O procedimento foi realizado pelo Nucleo de A¢Ges e Pesquisa em Apoio
Diagndstico (NUPAD). Para obtengdo das laminas foi utilizada a técnica de espalhamento de
metafase como descrito por Bayani e Squire (2004).

De forma alternativa, outra cariotipagem foi realizada no Laboratério NeoGene do
Hospital A.C. Camargo. As células utilizadas nessa cariotipagem sao as mesmas utilizadas nos
experimentos de aCGH.

Ao meio de cultura de MACL-1 e MGSO-3 foram adicionados 100 pL de colchicina a
0,01 mg/ml e as células foram incubadas a 37 °C por 3 horas. Elas foram ent3o 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 solucdo hipotonica (1,12 g de KCl em 200 ml de
agua), divulsionando ao mesmo tempo e incubou-se as células durante 10 minutos a 37 °C.
Em seguida adicionou-se 1 ml de solucdo fixadora (3 metanol: 2 dcido acético) e incubou-se
durante 10 minutos a 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 solucao

fixadora, divulsionando constantemente. As células foram entdo incubadas por 10 minutos a
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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 solugao fixadora.

Para montagem da lamina, divulsionou-se as células e 2 gotas de 50 pl de células
foram pingadas de uma altura de 1 metro em uma lamina molhada em agua Milli-Q gelada.
A lamina foi deixada secar ao ar livre e retirou-se o excesso de agua com lencos finos,
tirando pelas extremidades. Em seguida, as metafases foram observadas no microscdpio
invertido, marcando o local onde se encontrava o maior nimero de metafases bem
espalhadas.

Para marcag¢ao com DAPI as laminas foram mergulhadas em trés séries de etanol: trés
minutos no alcool 70%, trés minutos no alcool 90% e trés minutos no alcool 100%. Deixou-se
secar as laminas em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram mergulhadas em
solucdo de pepsina a 10%, a 37 °C, de 8 a 10 minutos e, posteriormente, em solucdo 2X SSC a
a 37 °C, por 10 minutos (solucdo estoque de SSC 20X: 347 g de NaCl, 174,4g de citrato de
sodio, completar para 1 litro de dgua Milli Q). Novamente mergulharam-se as laminas em
trés séries de etanol como anteriormente e as laminas foram deixadas ao ar livre para secar.
Rapidamente se pincelou as laminas em solucdo de formamida deionizada (16 ml de solugao
10X SSC, 10 mL de agua Milli Q, 54 ml de formamida) a 71 °C. Repetiram-se os banhos em
alcoois e as laminas foram finalmente secas ao ar livre.

Novamente se procurou as metafases nos pontos marcados na etapa anterior e
aplicou-se 8 pl de DAPI na lamina, colocando-se uma laminula em cima. As metafases
marcadas foram observadas no microscopio de fluorescéncia Olympus AX61 (Olympus
Optical) equipado com camera CCD (Photometrics CH 250) e as imagens registradas com o
auxilio 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 Laboratério

NeoGene do Hospital A. C. Camargo.
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3.6. Hibridagao gen6mica comparativa baseada em arranjos (aCGH)

3.6.1. Preparo dalamina de aCGH

Os perfis de variagdo no numero de cépias de genes das linhagens MACL-1 e MGSO-3
foram avaliados pela metodologia de hibridacdo gendémica 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 sequéncias
codificadoras e ndao-codificadoras presentes no banco de dados genémicos UCSC Hg18 (NCBI
Build 36, March 2006).

Para obtenc3o do DNA gendmico (gDNA), cerca de 2 x 107 células foram submetidas a
lise por SDS/proteinase K e extracdo por fenol-cloroférmio. As células foram tripsinizadas,
centrifugadas, retirou-se o sobrenadante e estas foram lisadas com 500 pl de solugdo 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 agua Milli-Q) e 20 ul de proteinase K (20 mg/mL). Desmembrou-se o pellet e
incubou-se overnight a 37 °C. No dia seguinte, adicionou-se 500 pl de fenol: cloroférmio:
alcool isoamilico a solucdo, agitou-se por inversao seguido por centrifugacdo por 30 minutos
a 13400 x g . Em seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 1
ul de RNase A (5 pg/ul) e incubou-se durante 30 minutos a 37 °C. Novamente foi adicionado
500 pl de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico, misturou-se por inversao e a solugdo foi
centrifugada durante 30 minutos a 13400 x g. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo e acrescentou-se 500 ul de cloroférmio, misturou-se por inversdo e centrifugou-se
durante 10 minutos a 13400 x g. Novamente o sobrenadante foi transferido para um novo
tubo, adicionando-se 1 ml de alcool etilico gelado, 30 pl de acetato de aménio 3M e a
solucdo foi incubada overnight a -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
alcool 70% e o pellet foi deixado secar a temperatura ambiente. Uma vez seco, o pellet foi

ressuspendido em 30 a 50 pl de agua DNase-free.
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A avaliacdo da concentracdo e qualidade do DNA foi feita utilizando o sistema
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop Technologies). Apds quantificacdo, as
amostras foram diluidas a uma concentragdo final de 100 ng/uL e a integridade do gDNA foi
avaliada em gel de agarose 0,8% aplicando-se 500 ng de amostra. Como amostra referéncia
foi usado gDNA comercial feminino normal (Promega).

Em seguida, procedeu-se para os procedimentos de digestdo, marcacao e hibridagao.
As amostras foram submetidas a uma etapa de digestdao enzimdtica randémica em reagao
contendo 2,2 uL de dgua DNase-free, 2,6 pL de tampao de reacdo 10X e 0,5 uL das enzimas
Alul e Rsal 10U/uL (Promega). A reacdo foi incubada a 37 °C por 2 horas e as enzimas foram
inativadas a 65 °C por 15 minutos. A extensdo da digestdo foi observada em gel de agarose
0,8% e, quando necessario, o tempo de digestdo foi otimizado para digestao ideal do gDNA.

Apds digestdo, os DNAs teste (MACL-1 e MGSO-3) e referéncia foram marcados
utilizando o kit Agilent Genomic DNA Enzymatic Labeling Kit (Agilent Stratagene, Agilent
Technologies). Os experimentos foram realizados em duplicatas em dye swap (inversao de
sondas), a fim de se verificar a reprodutibilidade do experimento e eliminar artefatos devido
ao efeito da marcagao com as cianinas. Dessa forma, para uma replicata, a amostra teste foi
marcada com Cy3 e a amostra referéncia foi marcada com Cy5. Na outra replicata a amostra
teste foi marcada com Cy5 e a amostra referéncia marcada com Cy3. Essa reac¢do utilizou
iniciadores randomicos e a enzima Exo-Klenow (Agilent Technologies) e foi realizada a 37 °C
por 2 horas, seguida de inativa¢do da enzima a 65 °C por 10 minutos.

Com o intuito de remover as cianinas ndo incorporadas ao gDNA foi realizada a
purificacdo das amostras utilizando-se mini-colunas de celulose Microcon YM-30 (Millipore).
Para isso, acrescentou-se 430 uL de TE 1X a reac¢do e, em seguida, a mistura foi colocada no
tubo Microcon e centrifugou-se por 10 minutos a 8000 x g. Descartou-se o contetudo do tubo
coletor e adicionou-se mais 480 uL de TE, centrifugando-se novamente por 15 minutos a
8000 x g, descartando-se mais uma vez o conteudo do tubo coletor. Dessa vez, a coluna foi
alocada num novo tubo, porém com a coluna ao contrario, centrifugou-se por 45 segundos a
8000 x g. Ao liquido resultante da centrifugacdo acrescentou-se TE para completar para 21

KL, caso necessario.
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Ap0ds a purificagao, os gDNAs marcados foram quantificados em Nanodrop ND-1000
Spectrophometer com o objetivo de calcular a eficiéncia da reacdo de marcacdo. Amostras
teste e de referéncia foram avaliados quanto a eficiéncia (Cy3: 25-40 pmol/uL; Cy5: 20-35
pmol/uL) e combinados na razdo de 1:1, segundo recomendacdo do protocolo da Agilent
Technologies.

Em seguida, as amostras foram precipitadas com 19,5 uL de acetato de amonio 3M,
300 pL de etanol 100% gelado e 5 pL de Human Cot a 11 mg/mL (Life Technologies). As
amostras permaneceram entre 10-20 minutos a temperatura de — 80 °C, seguido de
centrifugacdo a 13400 x g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e foi
adicionado 1 mL de etanol 70% gelado, seguidos de homogeneizacdo por inversdo e
centrifugacao a 13400 x g por 15 minutos a 4 °C. Apds a retirada do sobrenadante, as
amostras marcadas permaneceram a 37 °C por alguns minutos para secagem do sedimento
sendo adicionados 44 uL de TE. O material foi mantido em banho-maria a 37 °C por 5
minutos para completa eluicdo do sedimento.

O procedimento de hibridagdao consistiu na adi¢ao de 11 uL de 10X Blocking Agent
(Agilent Technologies) e 55 uL de Hi-RPM Hybridization Buffer (Agilent Technologies). A
reacao foi incubada a 95 °C por 3 minutos e 37 °C por 30 minutos. Um volume de 100 uL de
cada amostra foi aplicado a lamina 4x180K, a qual foi acondicionada a 65 °C por
aproximadamente 20 horas.

A lavagem das laminas consistiu em banhos consecutivos das solu¢des Wash Buffer 1
por 5 minutos, Wash Buffer 2 por 1 minuto, acetonitrila por 10 segundos e solucdo de

estabilizacdo e secagem por 30 segundos.

3.6.2. Anadlise dos dados de aCGH

As laminas foram digitalizadas utilizando Agilent DNA Scanner numa resolucdo de 5
pum e os dados foram extraidos pelo software Feature Extraction 10.1.1.1 (Agilent
Technologies). Os dados de aCGH foram analisados no software Nexus Copy Number versdo

6.0 (Biodiscovery). Para essa andlise, foram utilizados o algoritmo estatistico FASST2,
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threshold 1.00E-6 e presenga de no minimo 3 sondas consecutivas com valores -0,3<log>>0,3
para considerar um determinado segmento como possivel regido de perda ou ganho. Além
disso foram considerados os valores de -0,13 para perda genOmica, -0,8 para perda
homozigota e 0.3 para ganho genOmico e intervalos de 50kbp entre as sondas para
identificacdo de alteracdes. Dessa maneira, foram geradas as alteracbes no numero de

copias (CNAs) estatisticamente significativas.

3.7. Microarranjos de cDNA

3.7.1. Extracao de RNA

As amostras utilizadas para a extracdo de RNA foram as células de cancer de mama
MACL-1, MACL-1 irradiada com 20 Gy de radiacdo gama, irradiadas segundo o item 3.2,
MGSO-3 e células de mama normal, extraidas e cultivadas segundo o item 3.1.2. A extra¢ao
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 10 a 1 x 107 células em cadmara de
Neubauer, que foram utilizadas na extracdo. As células foram lisadas adicionando o tampao
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 pl 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 ul de buffer RW1 na
coluna, centrifugando novamente por 15 segundos, a 8000 x g, descartando o que saiu da
coluna. Apds essa etapa, adicionou-se 500 ul de buffer RPE a coluna, centrifugando por 15
segundos, a 8000 x g e uma segunda vez adicionados 500 ul de buffer RPE, mas dessa vez
centrifugando por 2 minutos, a 8000 x g. A coluna da Qiagen foi entdo 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 ul de agua
livre de RNase, centrifugando por 1 minuto, a 8000 x g. O RNA foi entdo dosado em
espectrofotdmetro, observando-se as razées 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 possiveis vestigios de DNA gen6mico advindos da extracao
de RNA. Para isso, utilizou-se RQ1 RNase-free DNAse (Promega), seguindo as normas do
fabricante. De forma resumida, de 1-5 pug de RNA foi tratado com 1 U de DNase a 37 °C, por
30 minutos, procedendo-se para a limpeza da reacdo utilizando-se novamente o kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen). Para isso, o volume foi ajustado para 100 pl de dgua livre de RNase
(quando necessario) e adicionou-se 350 pl de buffer RLT, misturando por pipetagem e, em
seguida, 250 pl etanol (96-100%), misturando bem. Os 700 ul dessa mistura foram
transferidos para a coluna da Qiagen, acopladas a uma coluna de descarte. Em seguida,
adicionou-se 500 ul de buffer RPE a coluna, centrifugando por 15 segundos, a 8000 x g e uma
segunda vez adicionados 500 ul de buffer RPE, centrifugando por 2 minutos, a 8000 x g. A
coluna da Qiagen foi entdo 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 pl de agua livre de RNase, centrifugando por 1
minuto, a 8000 x g. Novamente, o RNA foi dosado em espectrofotobmetro, sendo utilizados
nos passos seguintes os RNAs que apresentavam razées 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 nao utilizado, o RNA foi armazenado a - 80 °C.

3.7.2. Sintese cDNA fita dupla

Para a sintese do cDNA fita dupla foi utilizado o kit SuperScript Double-Stranded
cDNA Synthesis Kit (Life Technologies), de acordo com as normas do fabricante. Para sintese
da primeira fita, a 10 ug de RNA foi adicionado 1 pl de oligodT(1s) primer, completando-se o
volume para 11 pl de dgua livre de RNase, incubando-se a mistura a 70 °C por 10 minutos.

Em seguida, foram acrescentados: 4 ul de 5X First Strand buffer, 0.1 M DTT, 10 mM dNTP
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mix, aqueceu-se a 42 °C por 2 minutos e adicinou-se 2 pl da enzima SuperScript Il RT,
incubando a mistura final a 42 °C por 60 minutos. Procedeu-se, entdo, para a sintese da
segunda fita, adicionando-se a mistura anterior os seguintes reagentes: 91 pl de agua livre
de RNase, 30 pl do 5X Second Strand buffer, 3 ul de 10 mM dNTP mix, 1 pl de 10 U/ul DNA
ligase, 4 ul de 10 U/ul DNA polimerase | e 2 U/ul RNase H, totalizando um volume de 150 pl.
Essa solucdo foi incubada a 16 °C por 2 horas, acrescentando-se depois 2 pl de 5 U/ul de T4
DNA polimerase, incubando-se a 16 °C por mais 5 minutos. Para parar a rea¢do, 10 ul de 0.5
M EDTA foi acrescentado. Para a limpeza de RNA residual, as amostras foram tratadas em
seguida com 1 pl de 4 mg/ml de RNase A, a 37 °C durante 10 minutos. Para a retirada de
proteinas e sais foi acrescentada a reacdo o mesmo volume de fenol: cloroférmio: alcool
isoamilico (25:24:1), centrifugando a 15700 x g, por 5 minutos, a temperatura ambiente.
Para a precipitacdo do cDNA fita-dupla foram utilizados 16 pl de 7.5 M acetato de amoénio, 7
ul de glicogénio a 5 mg/ml e 326 pl de alcool absoluto gelado, centrifugando imediatamente
a 15700 x g por 20 minutos. Os pellets foram entdo lavados duas vezes com 500 pl de etanol
80%, centrifugando a 15700 x g por 5 minutos cada vez. Os pellets foram secos a
temperatura ambiente e as amostras reidratadas com 20 ul de agua livre de RNase/DNase. O
cDNA foi dosado em espectrofotémetro, sendo utilizados nos passos seguintes os cDNAs que
apresentavam razoes de A260/280 e A260/230 nm acima de 1.8.

A sintese do cDNA foi verificada com a amplificacdo de um produto de PCR utilizando
iniciadores para o gene GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase). A amplificacdo pelo
iniciador  forward (5 TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC 3') e reverse (5
ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAGC 3’) gerou um produto de amplificacdo de 188 bp. Para a
reacao foi adicionado 1 pL de cDNA de cada amostra a uma solugdo contendo 1 U de GoTaq
DNA polimerase (Promega), tampao 1X, 1.5mM MgCl,, 0.2 nM dNTP mix e 10 uM de cada
iniciador, completando-se o volume com d&gua livre de DNase para 10 pl. A reacdo de
amplificacdo 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
amplificagao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% , utilizando brometo de

etideo para visualizacao.
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Em seguida, as amostras foram enviadas a Helixxa Servicos Genémicos (Campinas,
SP) para avaliacdo da qualidade do cDNA e realizacdo dos microarranjos. A qualidade do
cDNA fita-dupla foi avaliado pelo aparelho BioAnalyzer 2100 (Agilent), que gerou graficos de

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

3.7.3. Microarranjo e andlise dos dados

Os microarranjos foram realizados na empresa Helixxa Servicos Genbmicos,
utilizando-se a plataforma Human Gene Expression 12x135K Arrays (Roche NimbleGen Inc.),
chip em que 12 amostras sdao 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.

Apds a marcacdo das amostras com Cy3, procedeu-se para a hibridizacdo e as laminas
marcadas foram escaneadas no comprimento de onda relativo a Cy3 (532 nm). A
fluorescéncia interna de cada arranjo foi ajustada (autogain) e, a partir dos dados gerados
pelo escaneamento, os arranjos foram verificados com relagdo ao controle interno (STC -
sample tracking control) a fim de confirmar auséncia de contaminagao 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 informacdo
génica foi gerada no mesmo software utilizando o algoritmo RMA (Robust Multichip
Average) como descrito por lIrizarry e colaboradores (Irizarry et al., 2003a; Irizarry et al.,
2003b).

Em seguida, usando a plataforma Matlab, as intensidades de sinal de fluorescéncia
das amostras foram normalizadas contra as intensidades do sinal de fluorescéncia das
células normais para que somente fossem considerados os genes diferencialmente
expressos no cancer. Graficos do tipo “volcano plot” (Cui, Churchill, 2003) foram gerados e
0s 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 analise preliminar dos genes
diferencialmente expressos nas linhagens de cancer 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 bioldgicos relacionados a esses genes, a partir do registro de “GO-term” da
ferramenta Gene Ontology (http://www.geneontology.org), utilizando a informacdo de

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

3.8. PCRem tempo real

3.8.1. Escolha dos genes constitutivo e genes candidatos

Para o inicio dos experimentos de quantificacao relativa foi necessaria a escolha de
genes enddgenos. Para a escolha desses genes constitutivos, uma pesquisa exaustiva da
literatura mostrou que ha uma dificuldade na escolha de genes enddgenos para cancer de
mama e também outros tipos de cancer. Varios trabalhos avaliam a adequacdo de genes
comumente descritos como constitutivos para estudos sobre cancer de mama (Radonic et
al., 2004; McNeill et al., 2007; Lyng et al., 2008). Entretanto, esses mesmos trabalhos
demonstram que muitos desses genes sdo inadequados para servirem como constitutivos
para este tipo de cancer. Isso se deve principalmente a natureza do cancer, em que varios
genes de vias metabdlicas estdo alterados de forma muitas vezes imprevisivel. Um exemplo
é 0 gene GAPDH que se mostra alterado em muitos tipos de cancer (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 ndo mostraram expressdo alterada em relacdo ao controle de mama
normal no microarranjo. Entretanto, em uma sondagem inicial observando-se os valores de
Ct apenas HPRT e TBP apresentaram nivel de expressao constante suficiente para aplicacao
nesse trabalho. Portanto, apds testes iniciais, os genes constitutivos escolhidos para analise
em PCR em tempo real foram o TBP e HPRT.

Alguns genes candidatos do microarranjo foram escolhidos para validacdo da

expressao génica através de PCR em tempo real, observando-se trés critérios principais:
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interesse nas caracteristicas do gene, maior fold-change (positivo ou negativo) e maior
significancia estatistica.
Abaixo se encontram o nivel de expressao 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:betaGIcNAc 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 (14-3-30)

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. Reagdo de PCR em tempo real

A tabela 10 mostra a sequéncia 5’-3’ dos iniciadores utilizados nas rea¢des de PCR em

tempo real.

Tabela 10: Sequéncia 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 eficiéncia, sendo aceitos
primers com eficiéncia de 90 a 110%. Cada vez que o par de iniciadores ndo atingia esses
parametros, novos iniciadores eram desenhados e manufaturados. Também ndo foram
aceitos iniciadores que apresentassem mais de uma amplificacdo na curva de dissociacdo
(verificada a cada reacdo de PCR).

Para fins de otimizacdo, avaliamos concentragdes de DNA entre 0,01 ng a 100 ng,
sendo que a concentracao de uso escolhida foi a de 100 ng. Para cada avaliacdo foram
utilizados pools de cDNA de trés extracdes diferentes de RNA de MACL-1 e MGSO-3.

O fold-change foi avaliado com relacdo a quatro tipos diferentes de tecidos de
mama normal (extraidos de quatro pacientes diferentes). Entre esses quatro tipos, a
amostra utilizada no microarranjo foi contemplada para fins de confirmacdo do resultado.

Essa comparacdo foi realizada dessa maneira para que obtivéssemos dados de expressao
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contra diferentes tecidos normais, evitando uma tendéncia em relacdo ao resultado do
microarranjo como poderia ocorrer caso fizéssemos um pool de cDNA de células normais.

Em cada placa de PCR de 96 pogos também foram incluidos pelo menos duas
replicatas de amostras da reacdo de sintese de cDNA sem a enzima transcriptase-reversa
(Controle —RT) e duas replicatas de amostras da reagdo de sintese de cDNA sem RNA
(Controle —RNA). Estes controles serviram para monitorar a presenca de contaminantes de
DNA (Controle —RT) e RNA (Controle —RNA) durante a sintese de cDNA.

Foi utilizado o equipamento Applied Biosystems 7900 HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Life Technologies) do NAGE (Nucleo de Analise de Genoma e Expressao
Génica) da UFMG e as condicdes de amplificacdo 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-histoquimica

Tumores primarios das pacientes, células em cultura derivadas dos tumores
primarios e cultivadas em cultura bidimensional, bem como tumores originados da inje¢do
das células no dorso de camundongos Nude foram avaliados por imuno-histoquimica.

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

Tabela 11: Perfil imunohistoquimico dos tumores primarios das pacientes (Pacientes 1 e 2),
células em cultura (MACL-1 and MGSO0-3) 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 imunohistoquimico dos anticorpos
classicamente avaliados para cancer de mama é mostrado na Figura 1 para o conjunto de

tumores e células relacionados a MACL-1.
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Figura 1: Perfis imunohistoquimicos 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 um

Segundo o perfil histopatolégico e imunohistoquimico exibido pelo tumor primario
da Paciente 1, o cancer 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 mitético, observado tanto na coloracdo por H&E
quanto pela marcacdo pelo anticorpo Ki-67 (menor que 14%). As células em cultura e os
implantes de tumor em camundongos Nude demonstraram relevante grau mitdtico, mas
auséncia de marcacao para os demais anticorpos, como pode ser visto na Figura 2, que exibe

o painel dos demais anticorpos avaliados.
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Paciente 1 Implante MACL-1

ATEY .«

Figura 2: Perfis imunohistoquimicos 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 um.
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A Figura 3 mostra um painel demonstrativo com o perfil dos anticorpos classicamente
avaliados para cancer de mama para o conjunto de tumores e células relacionados a MGSO-

3.

Paciente 2 Implante MGSO-3 Celulas MGSO 3

‘«a’:‘»’fa

v i" /A
H/E
RE
RP
HER2
Ki-67

Figura 3: Perfis imunohistoquimicos 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 um.
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Segundo o aspecto histopatoldgico e imunohistoquimico exibido pelo tumor primario
da Paciente 2, o cancer 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 mitdtico (maior que 25%). Além disso, o tumor primdrio apresentou marcagado positiva
para o anticorpo CD24, embora as células em cultura e o tumor em camundongo Nude nao,

como pode ser visto na Figura 4.
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Paciente 2 Implante MGSO-3 Células MGSO-3
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Figura 4: Perfis imunohistoquimicos 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 pm.

Os marcadores de células-tronco CD44 e CD133, e os de fendtipo basal Ck5 e EGFR

foram negativos em todas as condi¢Ges avaliadas (Figura 4).
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4.2. Estudo citogenético

O perfil cromossémico das células de cancer MACL-1 e MGSO-3 foi determinado
através da cariotipagem por bandeamento G no Nucleo de Ac¢des e Pesquisa em Apoio
Diagndstico (NUPAD), da UFMG. Essa técnica permite a visualizagdo de anormalidades
cromossOmicas como ganhos e perdas de parte ou de todo um cromossomo.

O estudo citogenético realizado no laboratério NUPAD da UFMG mostrou que todas
as metafases (3) se mostraram hipodipléides em MACL-1 (30 a 37 cromossomos) e MGSO-3
(31 a 38 cromossomos).

Entre os cromossomos normais encontrados em MACL-1 estdo: 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 apds 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: Metdfases das linhagens de células MACL-1 e MGSO-3 evidenciadas por bandeamento G.
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O segundo estudo citogenético, realizado no laboratério NeoGene do Hospital A. C.
Camargo, confirmou que ambas linhagens celulares sdo hipodipldides. Foram analisadas no
minimo 20 metdafases de cada tipo celular.

A Figura 6 mostra uma imagem representativa de uma metafase da célula MACL-1
obtida pelo bandeamento por DAPI. A parte (a) demonstra uma visao geral da metdfase,
enquanto a parte (b) assinala pontos em que houve alteracGes estruturais evidentes,

detectadas pela patologista especializada.
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Figura 6: Metafases de células MACL-1 evidenciadas por coloracdo por DAPI. (a) perfil geral
da metafase. (b) as setas vermelhas indicam pontos de altera¢des estruturais evidentes nos
cromossomos. 2n= 37 cromossomos.

A analise realizada pelo Laboratério NeoGene atestou que as células MACL-1
possuiam de 35 a 37 cromossomos, e foram encontrados 0os mesmos cromossomos
considerados normais pela andlise do NUPAD.

A Figura 7, mostra uma imagem representativa de uma metafase da célula MGSO-3
obtida pelo bandeamento por DAPI. A parte (a) demonstra uma visdo geral da metafase, e a

parte (b) mostra pontos em que houve alteracdes estruturais evidentes.




47

H
¢ /g 8@ W b
‘ gn 0 .". : = ";\{
= 3¢ 28 & \
o - Vs :-{:.'- \ wp? ./
n., i) l . - “' AT
- / -/ /
f" ‘:‘o \-’ ‘{"f ‘ \g,
- g " N s & -
\
;’;s' o{ [Q,..
a - b

Figura 7: Metafases de células MGSO-3 evidenciadas por coloragao por DAPI. (a) perfil geral
da metafase. (b) as setas vermelhas indicam pontos de altera¢des estruturais evidentes nos
cromossomos. 2n= 36 cromossomos.

A anadlise realizada pelo Laboratdério NeoGene atestou que as células MGSO-3
possuiam de 34 a 37 cromossomos, com varias alteragdes numéricas e estruturais. Assim
como para MACL-1 foram encontrados os mesmos cromossomos considerados normais pela

analise do NUPAD.

4.3. Hibrida¢dao gen6mica comparativa baseada em arranjos (aCGH)

Para os experimentos de aCGH as células tiveram seu gDNA extraido através da lise

por SDS/proteinase K e extracdo por fenol-cloroférmio. A Figura 8 mostra o perfil

eletroforético do DNA genémico (gDNA) das linhagens MACL-1 e MGSO-3 em gel de agarose.
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Figura 8: Perfil eletroforético do DNA gen6mico das células MACL-1 e MGSO-3 apds extracao
por lise com SDS/proteinase K e purificacdo por fenol-cloroférmio. 100 bp: marcador 100 bp
DNA ladder (Life Technologies). Gel de agarose a 0,8%.

Ap0s verificacdo da qualidade do DNA no Nanodrop, procedeu-se para digestdo do
DNA pelas enzimas Alul e Rsal. A extensdo da digestdo foi verificada em gel de agarose,

como pode ser visto na Figura 9.
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Figura 9: Perfil de digestdo das amostras controle (DNA feminino), MACL-1 e MGSO-3. 100
bp: marcador 100 bp DNA ladder (Invitrogen). Gel de agarose a 0,8%.

Apds digestao, 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 marcacao foi feita em dye swap e foi verificada através da coloracado
das amostras durante a purificacdo na coluna de Microcon, bem como no Nanodrop, em que
foram aceitas eficiéncias de Cy3 entre 25-40 pmol/uL e Cy5 entre 20-35 pmol/puL. Apds nova
purificacdo, o DNA foi hibridizado a lamina SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4x180K
(Agilent Technologies), a lamina foi lavada, seca e procedeu-se para o escaneamento.

Ap0s digitalizagdo das imagens das laminas no equipamento Agilent DNA Scanner e

extracdo 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 versdo 6.0
(Biodiscovery).

A andlise pelo Nexus permitiu a constru¢do da Figura 10, que mostra extensas
alteragGes cromossdmicas presentes nas células MACL-1 e MGSO-3, muitas delas detectadas

nas duas replicadas de dye swap (representada pelas barras de tamanho duplo).
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Figura 10: Representacdo esquematica das altera¢des do numero de cdpias das células
MACL-1 (acima) e MGSO-3 (abaixo) utilizando a plataforma de hibridizacdo SurePrint G3
Human CGH Microarray Kit, 4x180K (Agilent Technologies). Barras vermelhas representam
perdas e barras azuis representam ganhos. Barras de tamanho duplo representam
alteracdes detectadas nas replicatas de dye swap.

O numero de alteracGes cromossdmicas ou alteragées no numero de cépias (também

conhecido como CNA — copy number alteration) atribuidas a linhagem MACL-1 foi de 172.5 +
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30.4, enquanto para MGSO-3 foi de 166.5 + 12. Entretanto, quando considera-se somente
altera¢des 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

gendmicas (Tabelas 12 e 13).

Tabela 12: RegiGes cromossdmicas alteradas em MACL-1, presente nas duas replicatas e com
p-valor < 0.05.

Regiao Evento Tamanho Citobanda p-valor

chr22:20,247,200-49,565,875 Perda 29318676 ql11.21-q13.33 1,50E-52
chr20:29,297,270-60,619,913  Perda 31322644 ql11.1-q13.33 2,61E-39
chrl1:63,421,604-67,222,297 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 33.1-9g34.11 9,15E-25
chr17:0-16,531,500 Perda 16531501 p13.3-pl1l.2  2,18E-22
chr9:136,252,154-140,138,805 Perda 3886652 q34.2-q9q34.3 1,20E-21
chr12:36,761,973-62,175,415 Perda 25413443 qll-ql4.1 6,17E-20
chrl7:42,143,048-57,671,531 Perda 15528484 q21.31-g23.1 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 ql2-921.2 7,05E-13
chr16:86,893,477-88,690,615 Perda 1797139 g24.1-9g24.2  8,95E-13
chrl17:63,665,720-75,057,558 Perda 11391839 (q24.1-925.2 1,31E-10
chrl7:75,269,931-78,653,589  Perda 3383659 925.2-925.3 1,47E-09
chr1:17,086,698-24,128,048 Perda 7041351 p36.13-p36.11 2,23E-08
chrl:736,471-1,274,186 Perda 537716 p36.33 1,01E-07
chr5:175,491,949-180,194,370 Perda 4702422 g35.2-935.3 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-q934.2 4,65E-07
chr20:60,743,360-62,419,593 Perda 1676234 gq13.33 4,81E-07
chr22:17,274,835-18,691,763  Perda 1416929 ql1.1-ql11.21 1,40E-05
chr17:33,661,605-36,347,121 Perda 2685517 ql2 4,51E-05



chrl:1,436,682-2,565,363
chr17:57,775,091-63,421,974
chr1:24,235,982-29,732,222
chr1:198,046,030-204,181,007
chr17:38,784,700-40,869,210
chr3:121,903,263-126,877,887
chr7:99,783,563-101,901,147
chr16:30,240,033-31,862,636
chr17:31,891,535-33,317,141

Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda

1128682
5646884
5496241
6134978
2084511
4974625
2117585
1622604
1425607

p36.33 - p36.32
g23.1-qg24.1
p36.11-p35.3
g31.3-g32.1
g21.2
g21.1-qg21.3
g22.1
pl1.2
ql2

6,68E-05
1,77E-04
1,96E-04
2,31E-04
3,59E-04
7,12E-04
0,002266
0,018005
0,018069

Tabela 13: RegiGes cromossdmicas alteradas em MGSO-3, presente nas duas replicatas e
com p-valor < 0.05.

Regiao Evento Tamanho Citobanda p-valor
chr16:45,058,242-86,788,521 Perda 41730280 ql1.2-qg24.1 2,07E-68
chr22:20,247,200-49,565,875 Perda 29318676 ql11.21-q13.33 1,75E-67
chr20:29,297,270-60,619,913 Perda 31322644 ql11.1-913.33 4,89E-67
chr11:60,285,342-67,222,297 Perda 6936956 ql2.2-qg13.2 1,13E-49
chr9:121,586,915-132,084,237 Perda 10497323 33.1-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-pll.2 4,48E-37
chr19:48,122,394-60,078,783 Perda 11956390 q13.33-q13.43 6,43E-33
chrl7:42,143,048-57,671,531 Perda 15528484 21.31-923.1 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
chrl7:36,548,604-38,591,831 Perda 2043228 ql2-9g21.2 7,12E-19
chr11:200,300-3,210,812 Perda 3010513 pl15.5-p15.4 1,16E-16
chr17:63,665,720-75,057,558 Perda 11391839 q24.1-g25.2 1,40E-15
chr16:86,893,477-88,690,615 Perda 1797139 q24.1-924.2 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
chr5:175,491,949-180,194,370
chr17:75,269,931-78,653,589
chr20:60,743,360-62,419,593
chr17:33,661,605-36,347,121
chr8:144,126,747-145,356,609
chr17:38,784,700-40,869,210
chr1:198,046,030-204,181,007
chr1:24,235,982-29,732,222
chr22:17,274,835-18,691,763
chr3:121,903,263-126,877,887
chr1:1,436,682-2,565,363
chr1:736,471-1,274,186
chr7:99,783,563-101,901,147
chr16:30,240,033-31,862,636
chr16:29,727,722-30,106,101

Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda
Perda

5646884
4702422
3383659
1676234
2685517
1229863
2084511
6134978
5496241
1416929
4974625
1128682

537716
2117585
1622604

378380

g23.1-qg24.1
g35.2-935.3
025.2 -g25.3
ql3.33

ql2

gq24.3

gq21.2
g31.3-g32.1
p36.11 - p35.3
qll.1-ql1.21
g21.1-qg21.3

1,11E-10
2,50E-10
2,59E-10
2,86E-10
1,41E-08
2,14E-08
5,78E-08
7,70E-08
1,66E-07
1,04E-05
1,16E-05

p36.33 - p36.32 0,023762

p36.33
q22.1
pl11.2
pl11.2

0,002776

0,01001

0,013394

0,0174
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Algumas alteragdes 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 regides: 17q12, 17q12-qg21.2, 17921.2, 17921.31-

g23.1, 17923.1-924.1, 17924.1-q25.2, 17925.2-925.3 e somam cerca de 43 Mb em tamanho

(Tabela 14). Ja as perdas no cromossomo 19 sdo: 19q13.11-g13.32 para MACL-1 e MGSO-3 e

19q13.33-g13.43 em MGSO-3. Essas duas alteragcdes 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 braco longo desse

cromossomo. Essas perdas sdo: 22g11.1-q11.21 e 22g11.21-913.33, somando cerca de 31

Mbp em perdas (Tabela 14).
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Tabela 14: Exemplos de regides cromossOmicas alteradas nas linhagens celulares MACL-1 e MGSO-3, presentes em ambas replicatas e com

0p<0.05.

Cromossomo Regiao Evento Tamanho Citobanda Linhagem
17 0-16531500 Perda 16531501 p13.3-p11.2 MACL-1
17 31891535-33317141 Perda 1425607 ql2 MACL-1
17 33661605-36347121 Perda 2685517 ql2 MACL-1 e MGSO-3
17 36548604-38591831 Perda 2043228 ql2-q21.2 MACL-1 e MGSO-3
17 38784700-40869210 Perda 2084511 q21.2 MACL-1 e MGSO-3
17 42143048-57671531 Perda 155284384 g21.31-¢g23.1 MACL-1 e MGSO-3
17 57775091-63421974 Perda 5646884 g23.1-qg24.1 MACL-1 e MGSO-3
17 63665720-75057558 Perda 11391839 q24.1-qg25.2 MACL-1 e MGSO-3
17 75269931-78653589 Perda 3383659 g25.2-925.3 MACL-1 e MGSO-3
19 32964337-47953667 Perda 14989331 ql3.11-q13.32 MACL-1 e MGSO-3
19 48122394-60078783 Perda 11956390 ql13.33-q13.43 MGSO-3
22 17274835-18691763 Perda 1416929 qll.l1-ql11.21 MACL-1 e MGSO-3
22 20247200-49565875 Perda 29318676 ql1.21-q13.33 MACL-1 e MGSO-3




55

4.4. Microarranjo

A Figura 11 mostra o perfil eletroforético dos RNAs apds extracdo com o kit RNeasy
Mini Kit (Qiagen) e tratamento com DNase (Promega) para descontaminacdo do DNA

gendmico.

P PEL MA MAI MG

Figura 11: Perfil eletroforético dos RNAs extraidos de células de mama normal (PEL, 400 ng),
MACL-1 (MA, 1.5 pg), MACL-1 irradiada (MAi, 1.3 pg) e MGSO-3 (MG, 1 pg). P: 100 bp DNA
ladder (Fermentas).

Em seguida, essas amostras foram utilizadas para sintese de cDNA fita dupla
utilizando o kit SuperScript Double-Stranded cDNA Synthesis Kit (Invitrogen). Para verificar a
sintese do cDNA foi realizada uma reagao de PCR utilizando-se iniciadores do gene GAPDH. O

resultado dessa amplificacdo pode ser visto na Figura 12.

C+ MA MG MAi PEL

Figura 12: Amplificacdo 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 entdo avaliados quanto a sua qualidade e integridade utilizando a

plataforma BioAnalyzer 2100, gerando o perfil representativo mostrado na Figura 13.
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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 sdo amostras referéncia para a avaliacdo da qualidade da sintese de cDNA.
(B) Grafico de fluorescéncia versus pares de bases mostrando o perfil de distribuicdo de
fragmentos, em fun¢do 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 marcacao das amostras, hibridizacdo no chip Human
Gene Expression 12x135K Arrays (Roche NimbleGen Inc.) e leitura da [amina.

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 graficos do tipo
“volcano-plot”. Um grafico “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

significancia estatistica (a partir de p < 0.05).

log2 ( ratio )
E: 6 - 2 0 2 4 6 8

T vy )

-log10(p-values)

Cutoff Values

-log10(p-value 1 3470-006 ] Fold change 4 Update Reset Cloar Export

Figura 14: Figura representativa da interface do “Volcano-plot” da plataforma Matlab,
mostrando o grafico 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 entdo submetidos a
analise pelo programa Onto Express, que relaciona os genes diferencialmente expressos a
processos biolégicos, 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 relacdo as células normais, que apresentaram representatividade

maior que 1% dentre os processos bioldgicos.

Tabela 15: Categorias funcionais (processos bioldgicos) mais representativos nos genes
diferencialmente expressos (DE) nas células de linhagem MACL-1.

Processo biolégico DE % DE total % genes totais
funcdo desconhecida 3742 23,6 8,3
regulacdo da transcricdo, DNA-dependente 900 5,7 2,0
transcricao 749 4,7 1,7
transducao de sinal 634 4,0 1,4
desenvolvimento de organismo multicelular 439 2,8 1,0
processo bioldgico 317 2,0 0,7
oxidacdo/reducio 287 1,8 0,6
processo metabdlico 261 1,6 0,6
transporte 259 1,6 0,6
adesdo celular 255 1,6 0,6
fosforilagdo proteina/aminoécido 253 1,6 0,6
diferenciacdo celular 231 1,5 0,5
protedlise 225 1,4 0,5
apoptose 221 1,4 0,5
ciclo celular 220 1,4 0,5
transporte de proteina 214 1,3 0,5
transporte de ion 212 1,3 0,5
protedlise dependente de modificacdo 210 1,3 0,5
resposta imune 193 1,2 0,4

via de sinalizacdo de receptor acoplado a proteina G~ 162 1,0 0,4
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Tabela 16: Categorias funcionais (processos biolégicos) mais representativos nos genes
diferencialmente expressos (DE) nas células de linhagem MGSO-3.

Processo biolégico DE % DE total % genes totais
fungdo desconhecida 3773 22,67 8,38
regulacdo da transcricdo, DNA-dependente 943 5,67 2,09
transcricao 774 4,65 1,72
transdugao de sinal 661 3,97 1,47
desenvolvimento de organismo multicelular 438 2,63 0,97
processo bioldgico 318 1,91 0,71
oxidacdo/reducdo 291 1,75 0,65
transporte 265 1,59 0,59
adesdo celular 263 1,58 0,58
processo metabdlico 260 1,56 0,58
fosforilagdo proteina/aminoécido 247 1,48 0,55
ciclo celular 242 1,45 0,54
protedlise 233 1,40 0,52
transporte de ion 232 1,39 0,52
transporte de proteina 229 1,38 0,51
diferenciacao celular 224 1,35 0,50
protedlise dependente de modificacdo 222 1,33 0,49
apoptose 209 1,26 0,46
resposta imune 180 1,08 0,40

A avaliacao dos genes diferencialmente expressos nas células da linhagem MACL-1
irradiada em relagdo as células da linhagem MACL-1 ndo-tratada também foi realizada.
Entretanto, durante o microarranjo, uma replicata de MACL-1 irradiada ndo apresentou
hibridizacdo adequada e por isso foi desconsiderada, restando apenas uma duplicata dessa
condicdo, impossibilitando a inclusdo da andlise estatistica. Ainda assim, os genes
resultantes da analise foram submetidos a classificagcdo pelo OntoExpress, como mostrado

na Tabela 17.
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Tabela 17: Categorias funcionais (processos biolégicos) mais representativos nos genes
diferencialmente expressos (DE) nas células da linhagem MACL-1, submetida a irradiagdo em
comparac¢ao com células da linhagem MACL-1 ndo-tratadas.

Processo biolégico DE % DE total % genes totais
funcdo desconhecida 103 8.41 0.22
regulacdo da transcricao DNA-dependente 31 2,53 0,07
transducdo de sinal 29 2,37 0,06
Transcrigao 28 2,29 0,06
desenvolvimento de organismo multicelular 22 1,80 0,05
processo metabdlico 14 1,14 0,03
Transporte 13 1,06 0,03

4.5. Microarranjo versus imuno-histoquimica

A lamina de microarranjo, por abranger varios transcritos humanos, continha os

genes das proteinas avaliadas por imuno-histoquimica. O nivel de expressdo génica dessas

proteinas variou no microarranjo, como é possivel ver nas Tabelas 18 e 19, que mostra a

faixa de fold-change e p-valor observada para cada gene (ja que um gene as vezes é

representado mais de uma vez na lamina de microarranjo).
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Tabela 18: Valores aproximados de fold-change observados no microarranjo de cDNA, dos
genes das proteinas avaliadas no experimento de imuno-histoquimica, nas células MACL-1.

Proteina
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 diferenca com o controle.

Tabela 19: Valores aproximados de fold-change observados no microarranjo de cDNA, dos
genes das proteinas avaliadas no experimento de imuno-histoquimica, nas células MGSO-3.

Proteina 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 diferenga com o controle.
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4.6. PCRem tempo real

Para avaliar o nivel de expressdo génica 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 trés diferentes amostras de cDNA, obtidas de
diferentes extragdes 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 trés cDNAs de individuos distintos (AB, CN e
DIO), a fim de substanciar os resultados com outras amostras normais. Nestas amostras de
mama normal, ndo foi realizado o pool, para que o nivel de expressdao génica pudesse ser
observado em comparac¢do com cada individuo.

A Tabela 20 mostra os valores de fold-change (2*2%Y) dos genes de interesse em
relacdo a dois genes constitutivos (TBP e HPRT), normalizados com as quatro diferentes

amostras de mama normal (AB, CN, DIO e PEL).



Tabela 20: Sumaério dos dados de fold-change (222%) dos genes de interesse.

Linhagem celular vs. ATF5 B4GALT1 CAST LARP1 RDH10 SFN VDR
célula normal 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 0 372 01 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 005 001 219 297 0,00 0,00 10734,7 112,4 0,00 0 0,2 0,03 82,74 6,36

MGSO-3 vs. AB 0 0 095 0,05 049 0,16 1,53 0,03 006 001 093 005 0,11 0,01

MGSO-3 vs. CN 0 0 08 005 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
0

MGSO-3 vs. PEL 0,01 512 1,31 0,17 0,41 23342 7593 006 01 005 0,01 742 0,97

*N/A: n3o avaliado.

Para avaliar se o fold-change obtido era estatisticamente significativo utilizamos o One-way ANOVA, com pds-teste de Bonferroni e

considerando p<0.05. O resultado da analise estatistica pode ser observado na Tabela 21.
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Tabela 21: Resultado da andlise estatistica dos dados de fold-change utilizando One-way ANOVA, pés-teste de Bonferroni (p<0.05). O valor
negativo (sinal “-“) representa subexpressdo do gene em relagdo a amostra normalizadora. O valor positivo (sinal “+“) representa
superexpressao do gene em relagdo a amostra normalizadora. Quando a amostra ndo teve diferenca estatistica em relagdo a amostra
normalizadora, o dado esta apresentado como nao significativo (N/S). N/A representa uma condi¢do ndo avaliada.

Linhagem celular vs. ATF5 B4GALT1 CAST LARP1 RDH10 SFN VDR
célula normal 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 -+ o+ - . - -+ N/S
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A comparacdo dos dados de microarranjo com os dados de PCR em tempo real, a fim
de comparar o nivel de expressdo desses genes pelas diferentes técnicas, é descrita a seguir.

O perfil de expressao de alguns dos genes selecionados apresentou semelhanga com
os dados apresentados pelo microarranjo de DNA e pela PCR em tempo real. Entretanto, o
padrdo de expressao 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 superexpressao, a andlise por PCR em tempo real mostrou uma subexpressao
desses genes, quando normalizados tanto com TBP quanto com HPRT. Essa subexpressao 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 trés amostras de mama normal (AB, CN e PEL), mas ndo
apresentou diferenca estatistica com a amostra normalizadora quando se analisou o nivel de
expressao génica com TBP como enddgeno. Os demais genes tiveram variados niveis de
expressao génica, como descrito a seguir.

No microarranjo, o gene B4GALT1 apresentou superexpressdo nas células MACL-1 e
MGSO-3. Ja pela PCR em tempo real, somente as células MACL-1 apresentaram esse gene
superexpresso. Quando analisadas em relacdo a amostras de mama normal 3 de 4 condicdes
(AB, CN e PEL) apresentaram a superexpressao do gene B4GALT1 nas células MACL-1
utilizando o gene constitutivo TBP como normalizador. Quando utilizado o gene constitutivo
HPRT, a superexpressao de B4GALT1 sé foi confirmada em MACL-1 comparando-se com a
amostra de mama normal utilizada no microarranjo (PEL). Ndo houve diferenca estatistica na
comparag¢ao do nivel de expressao 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)
guando se utilizou TBP como endégeno. Também ndo houve diferenca estatistica no nivel de
expressao de B4GALT1 em MGSO-3 utilizando-se HPRT como enddgeno na comparag¢ao com
a amostra de mama normal PEL. Nas demais condicbes o gene B4GALT1 se mostrou
subexpresso.

A superexpressdo do gene LARP1 foi confirmada em MACL-1 quando se utilizou TBP
como constitutivo e em comparagdo a todas as amostras de mama normal. A
superexpressao de LARP1 por MGSO-3, normalizada com TBP, apresentou-se somente com a

amostra utilizada no microarranjo (PEL) e ndo apresentou diferenca estatistica 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 superexpressdao desse gene quando comparadas
com a amostra de mama normal do microarranjo (PEL), enquanto que, em relagdo 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 nivel de
expressao confirmado com ambos genes constitutivos e na maioria das condi¢des avaliadas,
com exce¢ao de uma amostra de mama normal (AB) utilizando-se o gene TBP como
enddgeno, que apresentou superexpressao desse gene em MACL-1. Além disso, ndo houve
diferenca estatistica na compara¢ao de MGSO-3 com a amostra de mama normal AB.

O gene VDR teve sua superexpressao 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
superexpressao de VDR em comparacdo com a amostra de mama normal (PEL), enquanto
que o nivel de expressdao de VDR por MGSO-3 ndo apresentou diferenca estatistica nessa
condicdo. Nao houve diferenca estatistica na comparacdo de MACL-1 com as amostras de

mama normal AB e CN. Nas demais condi¢des o gene VDR se mostrou subexpresso.
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5. DISCUSSAO

O cancer de mama é uma doenga grave no mundo todo e ainda sdao necessarios
muitos avancos na prevencao, diagndstico e tratamento dessa doenca. Uma das maiores
barreiras para o progresso na area é a grande heterogeneidade clinica e genética do cancer
de mama. Grandes progressos foram feitos na drea do diagndstico nas uUltimas décadas, mas
o diagndstico e tratamento da doenca ainda parece se dividir em dois mundos. Em um deles
sdo considerados os principais parametros clinicos (idade, status dos linfonodos, tamanho
do tumor e grau histolégico) e os marcadores patoldgicos (receptores de
estrogeno/progesterona, o status de HER2 e o perfil proliferativo) para predicdo de
progndstico e selecdo de tratamento adequado. Por outro lado, existe um novo mundo em
que os canceres de mama sao classificados pela expressao de varios genes, existindo uma
tendéncia para a individualizacdo de cada tumor e paciente.

A mescla dos dados da patologia classica com o padrdo de expressao de genes de
diferentes tumores tem se mostrado valida e util para o tratamento do paciente, através de
utilizacao de “preditores” de expressao génica comerciais (Prat et al., 2012). O consenso de
St Gallen de 2011 aprova o uso de kits como Oncotype DX para alguns tipos de cancer de
mama (Gnant et al., 2011; Goldhirsch et al., 2011). Entretanto, esses kits possuem variagdes
estatisticas entre si, e ainda sdo 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
proxima década melhorias nesses kits ocorram e que haja um aperfeicoamento e inclusao
continua desses métodos de deteccdo a pratica clinica. Além disso, espera-se que novos
marcadores sejam definidos e que a caracterizacdo de novos modelos para o cancer de
mama permitam o melhor entendimento da progressao dessa doenca.

Em busca de compreender melhor o cancer de mama, esse trabalho propde a
caracterizacdo de duas linhagens de células derivadas de tumores primarios, MACL-1 e
MGSO-3, através de diferentes técnicas como imuno-histoquimica, cariotipagem por
bandeamento cromossémico, aCGH, microarranjos de cDNA e PCR em tempo real. Essa
caracterizacdo tem como inten¢do observar se hd mudancgas no padrao de expressao de

proteinas do tumor primario para as células em cultura, assim como seu comportamento em
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camundongos imunodeficientes. Adicionalmente, a caracterizacdo detalhada dessas células
em diferentes niveis moleculares permite mapear modificacdes genémicas e transcricionais
que podem ser Uteis em estudos futuros.

A utilizacdo da técnica de imuno-histoquimica permitiu o estudo de varias proteinas
relevantes para o cancer de mama, em diferentes condi¢ées (tumor primario, células em
cultura e células injetadas em camundongos imunodeficientes). A escolha das proteinas
avaliadas se baseou em sua relevancia no cancer de mama e seu aparecimento em
diferentes pesquisas na literatura.

O receptor de estrégeno (RE), o receptor de progesterona (RP) e HER-2 (ERBB2) sdo
comumente utilizados na patologia cldssica e sua avaliacdo é recomendada pelo Colégio de
Patologistas Americanos e Sociedade Americana de Oncologia Clinica (Wolff et al., 2007,
Goldhirsch et al., 2009; Hammond et al., 2010; Goldhirsch et al., 2011). A presenca da
proteina Ki-67 também é normalmente usada para investigar o nivel de proliferacdo das
células do tumor (Dowsett et al., 2011; Goldhirsch et al., 2011).

A fim de investigar a presenga de células-tronco tumorais nas amostras avaliou-se a
marcacgao por CD44 (também conhecido como HCAM) e CD24. Vdrios trabalhos da literatura
mostram que o fendtipo CD44*/CD24" esta presente em células-tronco tumorais de cancer
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
sdo responsaveis pela iniciacdo do tumor, possuem multi-resisténcia a drogas e participam
do processo de desenvolvimento de metastase (Morrison et al., 2008). Células com fenétipo
CD44*CD24 sdo encontradas em tumores basais (Ricardo et al., 2011) que ndo respondem
adequadamente a quimioterapia (Giatromanolaki et al., 2011) e também em tumores
luminais com mau prognostico (Tsang et al., 2012).

O anticorpo CD133 também foi utilizado por ter relagdo com células-tronco tumorais,
descrita para varios tipos de cancer (Wu & Wu, 2009; Gangopadhyay et al., 2012). CD133
esta relacionado a células tronco tumorais de cancer de mama triplo-negativos (Liu et al.,
2012) e também a tumores causados por mutacdes em BRCA1 (Wright et al., 2008).

A citoqueratina 5 (Ck5) foi avaliada ja que estudos anteriores mostram a relacdo
dessa proteina com o fendtipo molecular basal (Sorlie et al., 2001; Abd EI-Rehim et al., 2004;

Rakha et al., 2007) e a um prognéstico 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-histoquimica. Esse
marcador foi escolhido porque o EGFR é expresso em tumores triplo-negativos e esta
associado a um progndstico ruim (Nielsen et al., 2004; Masuda et al., 2012).

Um painel de anticorpos com esses marcadores foi montado e para cada tumor
primario obtivemos resultados diferentes. O perfil fenotipico apresentado pelo tumor da
Paciente 1 é do subtipo luminal A (RE positivo, RP positivo, HER2 negativo, baixo Ki-67). Esse
perfil fenotipico de tumor é caracteristico de tumores menos agressivos e de bom
progndstico (Sorlie et al., 2001). Ja 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
progndstico pior e é caracteristico de tumores mais agressivos (Sorlie et al., 2001).

Além dessas marcacdes, o tumor da Paciente 2 também apresentou marcacdo para a
proteina CD24. CD24 é uma molécula de adesdo semelhante a mucina expressa em
multiplos estdgios do desenvolvimento de células B. Em tumores, CD24 aumenta o potencial
metastatico pois é um ligante de P-selectina, um receptor de adesdo em células endoteliais e
plaquetas (Lim, 2005) e é um indicador progndstico ruim de sobrevivéncia em pacientes com
cancer de mama (Baumann et al, 2005). A principio as observacdes de Al Hajj e
colaboradores (2003), que demonstraram um enriquecimento de células CD44*/CD24  em
células-tronco tumorais, parecem contraditérias com o papel metastatico de CD24.
Entretanto, o processo de metdstase é biologicamente diferente do crescimento de um novo
tumor a partir de células-tronco, dessa forma justificando a presenca ou auséncia de CD24
em diferentes estagios da adaptacao tumoral (Kristiansen et al., 2004).

A presenca de CD24 no tumor primdrio da Paciente 2 pode indicar que esse
carcinoma, apesar de nao-infiltrativo, se encontrava em adaptac¢ao tumoral para um
fenétipo mais agressivo e invasor, condizente com sua classificacdo de sub-tipo HER2.

O perfil imunohistoquimico tanto das células em cultura quanto do tumor em
camundongo Nude demonstrou relevante grau mitético, mas auséncia de marcacdo para os
demais anticorpos. O estabelecimento de células derivadas de um tumor primario é um
evento raro, ocorrendo em somente cerca de 1% dos casos (O’'Hare, 1991) e muito
provavelmente exige a selecdo de um fendtipo de “estabelecimento” in vitro (Kim et al.,
2004). A perda da marcacdo dos anticorpos inicialmente presentes no tumor primario pode

indicar que as células perderam a expressdo para os marcadores estudados, mantendo alto
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grau proliferativo, mas ndo os marcadores protéicos observados no tumor primario. Desse
modo, as células MACL-1 e MGSO-3 podem ter sofrido mudancas no seu perfil de expressao,
a fim de se adaptarem melhor as condi¢des de cultura celular. Mudangas no perfil de
expressdo de marcadores em linhagens celulares, presentes originalmente no tumor
primario que deu origem as células, foram descritas em cancer de mama (Larramendy et al.,
2000; Brozova et al., 2007) e em glioblastoma por Strojnik e colaboradores (Strojnik et al.,
2010). Além disso, diferencas no perfil de aCGH em cancer de mama (Tsuji et al., 2010) e
padrdes de metilacdo de diferentes tipos de cancer (Smiraglia et al., 2001) também foram
reportadas em estudos comparativos entre linhagens celulares e seus respectivos tumores
primarios.

Também é notdvel 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 aplicacdo de implantes de células de isolados
clinicos como MACL-1 e MGSO-3 fornece ferramentas Unicas para investigar, in vivo, a
aplicacdo de novos produtos terapéuticos e permite estudos de invasao local e interacdo
com o estroma (Vargo-Gogola & Rosen, 2007).

Continuando a caracterizacdo dessas linhagens celulares, procedeu-se para a
avaliagcdo gendmica dessas células através da cariotipagem. Os resultados de cariotipagem
das células MACL-1 e MGSO-3 feitas pelo Laboratério NUPAD e o Laboratério Neogene
mostraram resultados semelhantes.

As analises citogenéticas demonstraram mudangas numéricas e estruturais
complexas nos cromossomos das células MACL-1 e MGSO-3, evidenciando que, durante a
adaptacdo tumoral, as linhagens estudadas sofreram extensos rearranjos cromossOmicos.

No céncer, alteracdes no nimero de cépias genOmicas podem levar a expressao
alterada de multiplos genes que, em conjunto, contribuem para a desregula¢do de processos
variados que envolvem a estabilidade genémica, levando a ciclos de divisdo celular mais
propensos a erros (Fridlyand et al.,, 2006). Portanto, durante a adaptacdo tumoral, a
aneuploidia e a instabilidade genbmica podem aumentar a velocidade pela qual as células
adquirem mutagdes necessarias para sua sobrevivéncia e proliferacdo. Uma vez adquiridas,
essas adaptacdes podem contribuir para o potencial proliferativo cada vez maior, mesmo na

presenca da instabilidade gen6mica (Holland & Cleveland, 2009). Isso parece se aplicar as
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células das linhagens de cancer MACL-1 e MGSO-3 que, apesar de possuirem poucos
cromossomos intactos, demonstram grande capacidade proliferativa e adaptativa em
cultura.

Diversos artigos mostram que alteragdes cromossdmicas estdo presentes em
linhagens celulares de cancer de mama. A célula mais frequentemente utilizada como
modelo de linhagem de cancer de mama, MCF-7, possui inUmeras alteracdes cromossOmicas
e transcricionais descritas na literatura ha décadas (Seibert et al., 1983; Whang-Peng et al.,
1983; Osborne et al., 1987). Além disso, ha diferencas genémicas entre variantes de células
MCF-7 utilizadas em diferentes laboratérios e centros de pesquisa (Osborne et al., 1987;
Nugoli et al., 2003). Juntamente com MCF-7, 18 linhagens de cancer 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 varias alteracdes numéricas e estruturais em seus cromossomos,
evidenciando que os achados de MACL-1 e MGSO-3 ndo sdao incomuns.

De forma positiva, 0 mapeamento e documentacdo dessas modificacoes, atribuidas a
diferentes tipos de celulares, permite a criacdo de um “banco” de células com diferentes
alteracOes genéticas e cromossomais, que podem ser usadas para finalidades de pesquisa
distintas (Larramendy et al., 2000; Davidson et al., 2000), como a comparag¢ao com tumores
sélidos que apresentem as mesmas alteracoes (Tan & Reis-Filho, 2008). Além disso, a rapida
capacidade de sofrerem mudancas genéticas fazem dessas células modelos interessantes
para o estudo da evolugdo genética de tumores de mama (Nugoli et al., 2003).

As extensas alteracbes cromossOmicas que essas células apresentam, aliada a
dificuldade de identificacdo dos cromossomos, impulsionaram a realizacdao do experimento
de aCGH, que prontamente confirmou que essas células possuem grandes alteracoes
cromossOmicas, explicando os resultados encontrados na cariotipagem.

As células MACL-1 e MGSO-3 apresentaram vdrias alteracdes no numero de cdpias
(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 regidao 17q21.31.

Perdas nessa regido foram associadas ao cancer de prdstata, em uma frequéncia 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 regido também é descrita para a linhagem celular de adenocarcinoma de
prostata PC3 (Clark et al., 2003).

Outra alteracdo importante refere-se a perda da regido 17912-9g21.2, onde estd
localizada a sequéncia do gene HER2 (ERBB2), cujo segmento no cromossomo 17 vai de
37844393 a 37884915 bp. A perda dessa regido poderia explicar a perda de expressdo da
proteina HER2 nas células de MGSO-3 e também nos tumores implantados em
camundongos Nude.

Perdas no cromossomo 19, especificamente nas regides 19913.33-13.43 foram
encontradas de forma significativa somente na linhagem MGSO-3. Perdas nessa regido ndo
sdo comuns, mas ja foram descritas em cancer de ovdrio e gliomas (Mora et al., 2001;
Barbashina et al., 2005). A perda de heterozigosidade nesses tumores sugere que essa regidao
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 braco longo do cromossomo 22 sdo frequentemente observados em
carcinomas de mama (lida et al., 1998). Outros trabalhos reportam que a perda de 22q é
comum neste tipo de cancer, sendo relatadas frequéncias entre 11 a 66% (Sato et al., 1990;
Bieche & Lidereau, 1995; Allione et al., 1998). Estudos anteriores reportaram a perda de
varios alelos nessa regido em canceres de mama esporadicos, mas o possivel gene supressor
de tumor nessa regido ainda ndo foi identificado (Benetkiewicz et al., 2006). Um gene de
destaque dessa regido é SMARCB1, também conhecido como /IN1. Ele é relatado como um
gene supressor de tumor e foi primeiramente descrito em um tumor rabddide infantil e
posteriormente descrito em carcinomas medulares renais, sarcomas, carcinomas
mioepiteliais e condrosarcomas (Hollmann & Hornick, 2011)

De forma geral, os processos bioldgicos das alteracbes de MACL-1 e MGSO-3
mostraram genes envolvidos em varias atividades, como transcricao de genes, regulacdo do
ciclo celular e processos metabdlicos. Ndo ha uma tendéncia especifica por nenhum
processo metabdlico.

Os dados de microarranjo confirmaram que varias vias de sinalizacdo podem estar
alteradas nessas células. Os processos bioldgicos relacionados nas Tabelas 15 e 16 mostram

alteragcbes em genes que participam na transcricdo génica e sua regulacdo, ciclo celular,
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transducdo de sinais e processos metabdlicos, por exemplo. Alteracdes nessas caracteristicas
sdo adquiridas pelas células tumorais durante a adapta¢dao tumoral, tornado-se cumulativas
e criando uma rede de intera¢gdes complexas e imprevisiveis, diferentes das encontradas na
célula normal (Hanahan & Weinberg, 2011). A analise mais acurada de quais genes foram
diferencialmente expressos em MACL-1 e MGSO-3 pode indicar outros genes importantes
para a adaptacdo tumoral no cancer de mama, ainda ndo estudados na literatura.

Apesar dos processos bioldgicos da Tabela 17 permanecerem os mesmos que os das
tabelas 15 e 16, uma andlise mais aprofundada dos resultados gerados na comparacdo de
MACL-1 ndo tratada com MACL-1 irradiada é necessdria, a fim de averiguar quais genes
foram ativados ou reprimidos especificamente, além de co-relacionar esses genes com a
resisténcia a irradiacdo. Além disso, serd necessario considerar a analise de acordo com a
dose e o tempo de incubacdo das células apds a irradiacdo, uma vez que diferentes genes e
proteinas tém sua expressao regulada de acordo com a dose e periodo de tempo de coleta
dos RNAs mensageiros apos a irradiacdo (Sreekumar et al., 2001; Otomo et al., 2004).

Com o resultado do microarranjo, também foi possivel averiguar o nivel de expressao
génica dos marcadores utilizados na imuno-histoquimica. Como é possivel observar nas
Tabelas 18 e 19, alguns dados do microarranjo se mostraram discrepantes ao observado na
imuno-histoquimica. Esperava-se, por exemplo, que o gene Ki-67 estivesse superexpresso
nas células MACL-1, pois foi observada alta expressdo dessa proteina na imuno-
histoquimica. Porém, o resultado do microarranjo mostra que nao ha variacdao do nivel de
expressao desse gene em relacdo a amostra de mama normal. A proteina CD44, por
exemplo, poderia ter se mostrado expressa na imuno-histoquimica se considerassemos
somente o resultado do microarranjo. Entretanto, o nivel de expressao génica depende de
muitos fatores, inclusive pds-transcricionais, o que poderia explicar a divergéncia dos
resultados. Além disso, o p-valor observado para alguns genes n3ao é t3ao baixo,
necessitando-se de experimentos de PCR em tempo real ou Western-blot para que seja
confirmado o nivel de expressao.

Como o microarranjo demonstrou a expressdao diferenciada de muitos genes
distintos, que participam de varias vias de sinalizacdo, 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 possuiam comportamento alterado no
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cancer, especialmente no cancer 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 relevancia para o cancer e seu
potencial uso em trabalhos futuros. Os genes escolhidos foram ATF5, B4GALT1, CAST, LARP1,
RDH10, SFN e VDR.

O fator de transcricio ATF5 é um membro da familia CREB (ATF/cAMP-response
element-binding protein) e possui um papel critico na diferenciacdao de células neuronais e
apoptose (Wei et al., 2008). Em relacdo a sua participacdo no cancer, é relatado que o ATF5
interage com a proteina anti-apoptética BCL-2, levando a sobrevivéncia de células de glioma
C6 e células de cancer de mama MCF-7 (Dluzen et al., 2011).

B4GALT1 é um dos sete genes da familia de beta-1,4-galactosiltransferases. Esses
genes codificam glicoproteinas ligadas a membrana do tipo Il, tendo especificidade pelo
substrato UDP-galactose. Varias linhas de evidéncia recentes demonstram que ha alteracdes
epigenéticas em galactosiltransferases em células tumorais em relagdo ao tecido normal
(Poeta et al., 2012; Caretti et al., 2012). Além disso, também foi relatada a participacdo de
B4GALT1 na adesdo de células MDA-MB-231 a laminina (Villegas-Comonfort et al., 2012).

A calpastatina, ou CAST, é um inibidor enddgeno da calpaina, uma cisteino-protease
dependente de célcio. A desregulacdo da interacdo entre calpaina/calpastatina pode levar a
distrofia muscular, Alzheimer, injuria neuroldgica, aterosclerose, diabetes, catarata e cancer
(Carragher, 2006). A calpaina também esta relacionada a processos de morte celular como
necrose e apoptose, nesse uUltimo contribuindo para amplificar o sinal de morte celular da
caspase 3 (Wang, 2000). Além disso, as isoformas de calpaina dependem de niveis diferentes
de cdlcio intracelular para sua a¢do (Molinari, Carafoli, 1997;Wang, 2000; Todd et al., 2003).
Esses dados demonstram que a calpastatina poderia regular a apoptose e os niveis de calcio
nas células tumorais através da inibicao da calpaina.

A proteina ligadora a RNA LARP1 esta envolvida na espermatogénese, embriogénese
e progressdo do ciclo celular em Drosophila (Ichihara et al., 2007; Blagden et al., 2009). A
reducdo na expressdo de LARPI por siRNA em células Hela inibiu a sintese global de
proteinas, resultando em parada no ciclo mitdtico e metafase aberrante, levando a apoptose
(Burrows et al., 2010). Além disso, a inibicdo da expressdo dessa proteina levou a uma

reducdo na migracdo das células e foi demonstrado que essa proteina estd ligada
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diretamente a componentes do citoesqueleto (Burrows et al., 2010). Desse modo, LARP1 é
requerida para mitose ordenada, sobrevivéncia e migracdo celular e foi recentemente
avaliada em estudos de subexpressdao de miR-9 em cancer 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
subexpressdo de retinol desidrogenases com adenoma e carcinoma do célon intestinal (Jette
et al., 2004) e a super-expressao de RDH10 a parada do crescimento de células HepG2 (Rossi
et al., 2007).

O gene SFN é comumente conhecido na literatura como 14-3-3sigma (ou 14-3-30).
Proteinas 14-3-3 sdo cruciais na progressdo do ciclo celular, controle do dano ao DNA e
apoptose. A isoforma sigma é um gene responsivo a p53, cuja funcdo estad frequentemente
perdida em tumores humanos, incluindo os de mama (Wilker et al., 2007). A perda da
proteina 14-3-3sigma ndo ocorre somente no tumor em si, mas também no tecido pré-
displasico ao redor, indicando sua possivel fungdo como gene supressor de tumor (Umbricht
et al., 2001). O trabalho de Wilker e colaboradores (Wilker et al., 2007) demonstrou que a
subexpressdao de 14-3-3sigma impede a saida das células da mitose, gerando células
binucleadas, podendo levar a aneuploidia e instabilidade genbmica. Ferguson e
colaboradores também demonstraram que a perda de expressao de SFN por hipermetilagao
de sua regido génica pode parar as células na fase G2 do ciclo celular, permitindo o acumulo
de defeitos genéticos (Ferguson et al., 2000; Umbricht et al., 2001). E relatado também que
esse gene é subregulado em células de cancer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 (Vercoutter-
Edouart et al., 2001; Zheng et al., 2012) e que sua subexpressao por hipermetilacdo ocorre
em varios tipos de cancer (Suzuki et al., 2000).

O gene VDR codifica o receptor nuclear hormonal da vitamina D (VDR) e estd
relacionado ao metabolismo de minerais, resposta imune e ao cancer. A vitamina D possui
funcbes antiproliferativas e pro-diferenciadoras em vdérios tecidos epiteliais, incluindo a
glandula mamdria (Deeb et al., 2007), sendo candidata a terapia para o cancer. Entretanto,
células de cancer de mama podem apresentar o receptor de vitamina D ndo responsivo ao
tratamento a 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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incidéncia de lesGes de mama induzidas por carcinégenos comparados com camundongos
normais (Zinser et al., 2005).

Cada um desses genes apresentou um comportamento de expressao génica diferente
guando comparado a diferentes células de mama normal. Os genes ATF5, RDH10 e CAST
apresentaram superexpressao no microarranjo, enquanto que na PCR em tempo real,
apresentaram subexpressdo. Ja era esperado que nem todos os genes que possuiam
diferenca de expressdo génica pelo microarranjo apresentassem a mesma diferenca de
expressao génica por PCR em tempo real. Isso se deve ao fato de que a expressdo génica
diferenciada de determinados genes pode representar um estado temporario daquelas
células, devido a uma necessidade passageira ou devido a alguma pequena alteracdo nas
condicBes de cultura celular. Além disso, as células podem apresentar diferentes niveis de
expressao génica devido ao estagio de divisdo celular no qual se encontram. Desse modo,
ndo é surpreendente que alguns genes candidatos ndo tenha sua expressdo confirmada por
outra técnica.

Além disso, para alguns genes e algumas condicdes, observou-se que o nivel de
expressao génica foi validado somente com a amostra de mama normal utilizada no
microarranjo, denominada PEL. Essa situacdo ocorreu para o gene VDR por exemplo. Esse
resultado também era esperado, ja que no microarranjo foi utilizada somente uma amostra
de mama normal, devido a indisponibilidade local de mais amostras de mama normal para
extracao celular. As outras amostras de mama normal, AB, CN e DIO entdo, 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, varios genes tiveram o nivel de expressao génica validado com outras
amostras de mama normal. E 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.

Apds andlise por microarranjo e PCR em tempo real, visualizamos que os genes
B4GALT1 e SFN sdo bons candidatos para experimentos futuros, devido a confirmacdo do

nivel de expressao desses genes por duas técnicas e em outros controles de mama normal.
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6. CONCLUSOES

Houve altera¢des do perfil proteico do tumor primario em relagdo as células em
cultura e implantes de tumor derivados das células em camundongos

imunodeficientes.

As células MACL-1 e MGSO-3 sofreram sele¢cdo por um fendtipo mais adaptado as

condicOes de cultura celular.

As linhagens MACL-1 e MGSO-3 sdo hipodipldides e possuem grandes alteragGes
numeéricas e estrutrurais em seus cromossomos. Apesar de apresentar evidéncias de

instabilidade gendmica, essas linhagens mantém alto potencial proliferativo.

A andlise da expressdao génica demontrou alteracbes em diferentes vias de
sinalizacdo e a PCR em tempo real confirmou o nivel de expressdo de alguns genes

avaliados no microarranjo.

N3do foi possivel realizar a comparacdo de células MACL-1 irradiadas em relacdo a

MACL-1 n3o irradiada.



80

PERSPECTIVAS



81

7. PERSPECTIVAS

Realizar ensaios de Western-blot para avaliar o nivel de expressdao de B4GALT1 e SFN

nas células em cultura.
Validar mais genes de interesse através de PCR em tempo real.
Escolher e validar genes relacionados a irradiacao das células MACL-1.

Validar os genes de interesse, inclusive B4GALT1 e SFN, em amostras de cancer de

mama de outros individuos.

Usar as células MACL-1 e MGSO-3 em estudos comparativos com outras linhagens

celulares disponiveis.
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O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
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diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Analise da expressao
génica diferencial em linhagens de cancer de mama resistentes a
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ANEXO 2

Laudos histopatoldgicos



Laudo do tumor que deu origem a linhagem MACL-1

CENTRO DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Paciente: [
clinica Dr(a)
-

Convénio:

Exame: EXAME ANATOMO PATOLOGICO/BIOPSIA
Material: MAMA ESQUERDA+MARGENS (2)

RELATORTIO

RESUMO CLINICO:

MACROSCOPIA:

Material recebido em frasco rotulado e constituido por porcdo de tecido
pardo-amarelado pesando 50,0 gramas e medindo 6,0x5,0x2,5 cm, exibindo
areas marcadas com fios ( 04 fios curtos, anterior, 01 fio longo
caudal,

04 fios longos, lateral e 02 fios longos).

Aos cortes observamos lesdo brancacenta, firme medindo 2,3 cm de
extensdo, situada a 1,0 cm da borda anterior (04 fios curtos) e 0,2 cm
da borda aposta a estd (posterior) pintada em nankin.

MICROSCOPIA E CONCLUSAO:

Carcinoma ductal invasor de mama, com atipias nucleares moderadas 2
algumas mitoses (2) e pouca formagdo de tubulos (3), (grau II de
Bloom-Richardson) .

Ha desmoplasia moderada, escasso infiltrado linféide e frequentes,
microcalcificacgdes.

A lesdo situa-se a 2,0 mm da margem posterior.

Belo Horizonte, 04 de maio de 2009

0 presente laudo & uma analise interpretativa com asp bjetivos dos el morfolégicos exp na tra,sendo ¢ quencia de dados clinicos, laboratonais
e morfologicos. Os diagnésticos podem variar na dependéncia do patologista examinador, dos informes clinicos, das imagens anexas, do emprego de técni peciais (ex.
imunohistoquimica) e da evolugao cientifica. Quaisquer duvidas ou discordancias frente ao laudo devem ser imediat; t icadas, postergando-se medidas terapéutica

pois a sensibilidade e especificidade do método histopatologico ndo sao absolutas, podendo requerer revisbes de laminas ou novos cortes para completa elucidagéo do caso



Laudo do tumor que deu origem a linhagem MGSO-3

CENTRO DE DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

Paciente: I
Clini== Dr(2). ent: [l
EXT

procedincs. -
Convénio: : Admissao:
Exame: EXAME ANATOMO PATOLOGICO POR ORGAO, BIOP Reg.:'
Material: MAMA ESQUERDA

RELATORTIO

RESUMO CLINICO:

MACROSCOPIA:

Material recebido em frasco rotulado e constituido por retalho de pele
mamario, medindo 4,5x3,5x1,5 cnm.

Aos cortes apresenta lesdo nodular e firme em margem inferior, medindo

1,0 ‘cma

MICROSCOPIA:

Cortes histolégicos do material mostram tecido fibro-adiposo mamario
contendo carcinoma intraductal de alto grau, com focos de necrose
central, tipo comedocarcinoma, sem areas de invasdo franca do estroﬁa,

na amostra. A lesdo alcanga as margens.

CONCLUSAOQ:

Carcinoma intraductal de mama, de alto grau, tipo comedocarcinoma.

Belo Horizonte, 20 de maio de 2009

O presente laudo & uma anélise interpretativa com aspectos subjetivos dos elementos morfolégicos expressos na amostra,sendo consequencia de dados clinicos, laboratoriais
e morfologicos. Os diagndsticos podem variar na dependéncia do patologista examinador, dos informes clinicos, das imagens anexas, do emprego de técnicas especiais (ex.
imunohistoquimica) e da evolugao cientifica. Quaisquer dividas ou discordancias frente ao laudo devem ser imediatamente comunicadas, postergando-se medidas terapéuticas
pois a sensibilidade e especificidade do método histopatolégico ndo sao absolutas, podendo requerer revisdes de laminas ou novos cortes para completa elucidagao do caso
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Laudos citogenéticos
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ESTUDO CITOGENETICO
Material: Células de cincer de mama MACL-14 em frascos de cultura.

ANALISE

- Nimero de cromossomo por metifase: 30 — 37 cromossomos
- Cromossomos marcadores por metafase: 22 — 30 cromossomos por metafase
- Caracteristicas morfolégicas dos cromossomos marcadores:
® Metacéntricos grandes
e Metacéntricos pequenos
e Acrocéntricos grandes
® Acrocéntricos pequenos
® Sub metacéntricos pequenos
- Cromossomos normais encontrados: 2, 12, 14, 15, 16, 17, 21, 22 e X

-w__/.—i H X ,.'.\"
7 R

RESULTADO

Todas as metéfases analisadas foram hipodipléide (30 a 37 cromossomos).
Em todas as metafases analisadas a maiotia dos cromossomos eram marcadores (22 a 30
Cromossomos).

CONCLUSAO

Presenga de anomalias cromossdmicas numéricas e estruturais, tepresentativas de re-arranjos
cromossomicos complexos.

Belo Horizonte, 09 de marco de 2010
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ESTUDO CITOGENETICO
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Material: Células de cincer de mama MGSO-32 em frascos de cultura.

- Nmero de cromossomo por metafase: 31 — 38 cromossomos

ANALISE

- Cromossomos marcadotes por metifase: 23 — 27 cromossomos por metéfase
- Caracteristicas motfoldgicas dos cromossomos marcadores:

e Metacéntricos grandes

e Metacéntricos pequenos

e Acrocéntricos grandes

e Acrocéntricos pequenos

e Sub metacéntricos pequenos

- Cromossomos normais encontrados: 2, 12, 14, 16, 21, 22 e X
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RESULTADO

Todas as metafases analisadas foram hipodipléide (31 a 38 cromossomos).
Em todas as metéfases analisadas a maioria dos cromossomos eram marcadores (23 a 27
Cromossomos).

CONCLUSAO

Presenga de anomalias cromossomicas numéricas e estruturais, representativas de re-arranjos

cromossdmicos complexos.

Belo Horizonte, 09 de margo de 2010
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SET domain-containing protein 4 (SETD4) is a newly identified cytosolic and nuclear
lysine methyltransferase involved in breast cancer cell proliferation
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9mre-labeled bombesin analog for breast cancer identification

André Luis Branco de Barros - Luciene das Gracas Mota -
Caroline de A gular Ferreira - Natissia Caroline Resende Corréa -

Alfredo Miranda de Gdes - Minica Cristing Odiveira -
Valbert Nascdmento Cardoso

Recedved: 20 Angnst 2012
& Alkadfmisi Fiadd, Bodapest, Hongary 2012

Abstract Bombesin & a tetradecapeptide that binds spe-
cifically to gastrin releasing peptide recepiors in humans.
Several forms of cancer, including lung, prostate, breas
and colon expres receptors for bombesin-like peptides.
Radiolabeled bombesin analogs with a high affinity for
these meceptors might therefore be used for scintigraphic
imaging of these twmor types A tuncated bombesin
derivative { HYNIC-BAls- Bombesing 4,) was radiolbeled
with technetiom-99m using EDDA and tricine as coli-
gands. In vitro stability was evalusted in presence of
plasma and excess of cysteine. The mecepior-hinding
affinity assays was evaluaied in MDA-MB-231 cancer cell
lime. In addition, in vivo biodistribution was performed in
nude mice bearing breas tumaor. In vibo assay showed a
good affinity for the MDA-MB-231 cell line, showing
20D % of intemalization at 4 h post-administration. b
HYNIC-fAls- Bombesing gy, bisdistibotion revealed a
rapid clearance and a significant renal excretion. In addi-
tion, twmor wptake was higher than non-excretoy organs,

A L B de Barms - C de Agnisr Fermsira -

M. C. Ofiveira - V. N. Cardoso £=1)

Facul dade de Fasmacia, Uni vemidade Federal de Minas (Gerais,
Av. Amtimio Carlos, 6627, Belo Hofzonie, Mins Gerais
Z1X70-901, Brazl
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Facul dade de Meadicing, Universidade Federal de Minas (Gerais,
Av. Alfredo Balena, 190, Belo Hodmne, Minas Gerais
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stitnto de Géncias Biokigicas, Universidade Fedenl] de Mmas
Gemis, Av. Antfimio Carlos, 6627, Belo Horizonie, Minas Gearais
Z1X70-901, Brazl

ach as the spleen, the liver, and noscles. Tumor-to-muscle
and tumor-to-blood ratios for *=Te-HYNIC- fAla-Bom-
besing gy dwowed high values at 4 h post-injection (5.34
and 455, respoctivel y). Furthermore, blocked sudies using
cold hombesin peptide were performed, which demon-
arated an important decrease in tumor wptake, indicatng a
mmer specificity for " =Te-HYNIC-BAls Bombesing 54;
The *=Tc-HYNIC- fAla-Bombe singy_y 4, displayed suitable
radiochemical characteristics, and adequate affinity to
breast tumor celk {MDA-MB-231). Therefone, this analog
can be considered as a candidate for the identification of
sz sim- possitive umors.

Eeywords Bombesin - MDA-MB-231 - Breast tumaor -
Scintigraphic imaging - Diagnosis - Radiclabeled peptide

Introduction

Cancer & among the most common capses of death
droughout te world. In 2008, spproximately 13 million
new cancer cases and 7.6 million cancer deaths are esimated
i have occumed worldwide [1]. Cancer imaging tochnique s
using radiotrac ers targeted i specific receptors have yielded
accesdul mesults, demonstrating the uwtility of such
approaches for developing specific radiophammaceuticals
[2-T]. Molecular imaging of tumor metabolism, prolifera-
ton, and other-specific targets is a powerful tool in the
diagnosis, staging, mestaging, mesponse evalustion and
guiding surgery, radiothera py, and systemic treatment [ £, 9].

Regulatory poptide receptors are overexpressed in
numenus human cancer cells. These receptors have boen
wied a5 molecular targets for radiolabeled peptides to
locate mmors. In recent years, many sindies have boen
performed to identify peptide analogs ahle to mrget these
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Formation of ion pairing as an alternative
to improve encapsulation and anticancer activity
of all-trans retinoic acid loaded in solid lipid

nanoparticles
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Abstract: Ths work aims to develop sobd bpid nanoparticles {51 Ms) loaded with retmoac acid
{RA) to evalunte the mPuence of tan hpophilic armines, stearylamine (54 ) and benethamane (BA ],
and ome bydrophilic, methylamme (TA ), o drug-encapsalaton efficiency (EE) and cytoboxicaty in
camcer cell lines. The SLNs were characienzed for EE, size, uﬂnﬁpﬂhﬂ'ﬂ]mmptd:
smze decreased from 155 4 | nm {SLMs without amine ) to 104 +4, 35+ 1, and 96+ | nm for SLNs
prepared with 5.4, BA, and TA, respectively. SA-FiA-loaded SLNs resalted in positively charged
particles, whereas those with TA and BA were negatvely charged. The EEs were significantly
improved with the addibon of the ammes, and they inoreased from 36% £ 6% (without amine)
o O7% & 2%, B0% + 2%, and 100% 1% for SA, TA, and BA, respectively. However, stability
studses showed kagher EE for BA-RA-lcaded SLMs than TA-RA-baded SLNs afier 30 days. The
formulatsons contairamg 54 boaded or unloaded (Hank 51.Ms) with A were cyiotoxsc in normal
and cancer cell lines. In contrast, the blank S1.Ms contuming TA or BA did not show cytotoxicity m
human breast adenocarcimoma cells (MCF-T), while BA-loaded SLNs with the respective amines
were significantly more cyiotoxsc than free BA. Farthermare, the cytotoxicaty of BA-FA-loaded
5L Ns was sigmificantly hegher than TA-RA-lcaded S1Ns. These findings are m agr wath the
data ohtaned in the evahmbion of subdiplosd DNA content and cell-cycle analysss, which showed
betier ambicancer actvty for BA-RA-loaded S1.Ms than TA-RA-loaded SLNs and free RA. Taken
together, these fmdings sugpest that the BA-RA-loaded 51N formulation is a promising abiernatrve
far the intravenous admimistration of A in the treatment of cancer.

lqmrltﬂmll.d].l.pd l.mnpu'l:ich:.l]lmmﬁui: nrid.mnenlrmrl.-niﬂmrncﬁvhy.
ion pairing

Introduction
Vitamin A and its derivatives have the ability to reduce tumor growth and to indoce
apopiosis and differentiation in several types of cancer. In particular, all-trans retinoic
acid (RA) has been studied for the treatment of cancer, including leukemia and breast
cancer. The action of A is atiributed o its binding to the nuclear recepions, retinoic
acid recepiors, and retinoid X recepiors, which regulate a variety of penes. BLA can
genarally Block the cell cycle in the G1 phase, causing cell proliferation inhibition and
apoptosis.! The most effective clinical use of BLA for human diseases was demonstrated
in the treatment of acute promyelocytic leukemia **

In clinical trials, RA has been given to cancer patients by oral administration.
However, the bioavailability of oral R.A has been considered low and quite variable*

e e ey

Imtamaticnal journal of Manomedicins 20127 £01 15000 &0l

© 2012 Camairn st o, publishar and leansse Diove Medicall Press Lid This 15 an Opsn Accass artids
whiich parmits unrestriched moncommeardal use, provided the original work i proparly died,
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aparecimento de forma circular aberta no perfil
eletroforético (ausente no controle). O perfil eletroforético do
DNA plasmidial ndo foi modificado pelo extrato aquoso de
Hibiscus sabdariffa L. em nenhuma das concentragdes
utilizadas. Esse extrato também ndo alterou o efeito do
cloreto estanoso nesse modelo experimental. Conclusio: A
andlise qualitativa dos resultados sugere que o extrato
aquoso de Hibiscus sabdariffa L. ndo apresenta um potencial
genotéxico (ndo altera o perfil eletroforético de DNA
plasmidial) e ndo confere protegdo contra o efeito lesivo do
cloreto estanoso.

AO009
3651 LIPOSSOMAS MODIFICADOS MARCADOS COM
sumiuala %

NA Ak ia jC w

INFLAMATORIO EM UM MODELO EXPERIMENTAL.
LUCIENE DAS GRACAS MOTA!; ANDRE LUIS BRANCO
DE BARROS?; TALITA GUIEIRO RIBEIRO ROCHA3;
SHIRLEIDE SANTOS NUNES4; SIMONE ODILIA
FERNANDES5; MONICA CRISTINA DE OLIVEIRAS;
VALBERT NASCIMENTO CARDOSO?.

1.ENGENHARIA NUCLEAR-UFMG, BELO HORIZONTE, MG,
BRASIL; 2,3,45,6,7.FACULDADE DE FARMACIA-UFMG, BELO
HORIZONTE, MG, BRASIL.

Nas doengas inflamatérias, o diagnéstico prematuro e a
localizagdo do foco sdo essenciais para um tratamento
adequado. Neste caso, a cintilografia desempenha um
importante papel na avaliagdo dos pacientes, pois permite a
visualizagdo de processos fisiopatol6gicos em seu estégio
inicial, ao contrario dos métodos de imagens convencionais,
baseados em alteragdes anatdomicas. Dentre os novos
radiofdrmacos utilizados na detecgdo de focos inflamatérios
estdo os lipossomas radiomarcados que sdo nanoestruturas
de liberagao de drogas que, dependendo da composicdo de
sua membrana lipidica, confere as vesiculas sensibilidade ao
pH e capacidade de longa circulagao sanguinea. A proposta
deste trabalho, foi desenvolver um novo radiofdrmaco
baseado em lipossomas pH-sensiveis de longa circulagao
contendo  99mTc-DTPA  (SpHL-99mTc-DTPA) para a
identificagdo de foco inflamat6rio. Os lipossomas foram
compostos por aPEG-DSPE/DOPE/CHEMS (concentragao
lipidica total de 20 mM e razdo molar 0,5/6,5/3,0) e obtidos
pelo método Banghan. As vesiculas foram liofilizadas por 24
horas na presenga de glicose (razao glicose:fosfolipides de
5:1) como crioprotetor. O foco inflamatério foi induzido por
injecdo de 0,2mL de uma suspensdo de Zymosan (5%) no
miusculo da pata anterior esquerda de ratos, enquanto que o
miusculo da pata contra-lateral foi usado como controle.
Ap6s 24 horas da indugdo do foco inflamatorio, os
lipossomas foram marcados com 370 MBq de 99mTc-DTPA
e, em seguida, purificados por ultracentrifugagdo. Uma
aliquota de 3,7 MBq de SpHL-99mTc-DTPA foi injetada nos
ratos, por via endovenosa. A biodistribuicio dos SpHL-
99mTc-DTPA  foi avaliada no muasculo inflamado
(esquerdo), musculo controle (direito), figado, bago, rins,
estomago e sangue nos tempos de 2, 4 e 8 horas apés a
injegdo Os dados obtidos mostraram vesiculas de SpHL-
99mTc-DTPA com tamanho adequado de 207,4 nm + 85 e
indice de polidispersao 0291 + 0,010. O percentual de
encapsulacao do 9mTc-DTPA nos lipossomas foi de 10,65%
+ 235 O imagens
cintilogréficas mostraram uma captagdo significativamente
maior de SpHL-99mTc-DTPA no misculo inflamado em
relagdo ao masculo controle, em todos os tempos
investigados (p<0,01). A relagao musculo
inflamado/musculo controle manteve-se maior do que 1,5
durante todo o tempo de investigagdo, atingindo um valor
maximo de 2,42 + 0,41 no tempo de 8h ap6s a injegao dos

hindietribnicas e as

pctndns de
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lipossomas radiomarcados. Os resultados obtidos sugerem
que os SpHL-99mTc-DTPA poderdo ser utilizados como
agentes de diagnéstico para a identificagio de focos
inflamatérios.

APOIO: CNEN, FAPEMIG, CNPq

AO010
[507] AVALIAGAO IN VITRO DA CAPTAGAO DE
COMPLEXOS CATIONICOS DE TECNECIO EM
CELULAS SENSIVEIS E RESISTENTES DE SARCOMA
UTERINO HUMANO MES-SA E MES-SA/DXG.

MONICK JUNHO DO AMARAL EVANGELISTA!; FABIO
LUIZ NAVARRO MARQUES?%; DEBORA LEVY?; ADRIANO
RADINY; JORGE RUIZS; SERGIO BYDLOWSKI6; CARLOS

1,2,4,7.LABORATORIC DL RADIOISCTOPIA CLINICA (LIM 43) -
DEPARTAMENTO DE RADIOLOGIA - FMUSP, SAO PAULO, SP,
BRASIL; 3,5,6.LABORATORIO DE GENETICA E HEMATOLOGIA
MOLECULAR (LIM 31) - FMUSP, SAO PAULO, SP, BRASIL.

A expressdo da glicoproteina-P (Pgp) esta associada com o
fendmeno de resisténcia as mdaltiplas drogas, de grande
interesse para o diagnéstico e terapia de diversos tumores.
Para visualizar a expressdo dessa proteina através de
imagem, complexos catibnicos de tecnécio como o
[[99mTc)(MIBI)6]+ tém sido utilizados como marcadores.
Neste trabalho, nés avaliamos o comportamento dos
complexos ([99mTc)(MIBI)6]+, ([99mTc](O)2((N-
(MeOBz)EN)2]+ e [[99mTc](O)2((N,N'-(MeOBz)EN)2]+ em
células de sarcoma uterino humano selvagens (MES-SA) e
resistentes a doxorrubicina (MES-SA/Dx5). Os complexos
foram preparados através da redugédo do fon TcO4- seguido
da quelagio dos ligantes especificos. A eficiéncia de
marcagdo e a estabilidade dos complexos foram avaliadas
por cromatografia em papel, a carga dos complexos foi
determinada por eletroforese em papel e a lipofilicidade por
particdo em salina/octanol. As células foram incubadas com
os complexos na presenca ou auséncia de verapamil, (um
modulador de Pgp) e o sobrenadante e as células foram
separados em diferentes tempos a fim de mensurar a
radioatividade em cada componente. O rendimento de
marcagdo dos complexos foi superior a 80% e estes também
foram estaveis em pH de marcagdo por até 24 h, porém, esta
mostrou-se diminuida quando na presenca de cisteina e
histidina. Os complexos demonstraram possuir carga
positiva e lipofilicidade, com LogP entre 0.207 e 1.595. A
captagdo do [[99mTc](O)2((N-(MeOBz)EN)2]+ foi menor que
20 % em ambas as linhagens celulares, enquanto que aos 60
minutos de incubagao, a captagio foi de 1.72 +0.15 % para o
[[99mTc)(MIBI)6]+ e de 085 + 004 % para o
([99mTc)(O)2((N,N’-(MeOBz)EN)2]+ na linhagem MES-AS,
e na linhagem MES-SA/Dx5 foi de 0.36 £ 0.05 % e 0.53 £ 0.03
%, respectivamente. Embora os resultados do estudo de
captagio demonstraram que o [[99mTc](O)2((N,N’-
(MeOBz)EN)2|+ teve sua captagao levemente menor que o
[[99mTc](MIBI)6]+ nas células, os resultados nos estimulam
a pesquisar modificagbes estruturais na molécula para
promover uma melhor interagio com a Pgp. No entanto, ao
contrério do esperado, o verapamil diminuiu a captagdo de
ambos os complexos na linhagem MES-SA/Dx5, e novos
experimentos serdo realizados para resolver essa questao.

AQ011 -

[364] ESTUDOS DE BIODISTRIBUICAO E IMAGENS
CINTILOGRAFICAS DO COMPLEXO 99MTC-HYNIC-
BOMBESINA(7-14) EM MODELO EXPERIMENTAL DE
TUMOR DE MAMA.

ANDRE LUIS BRANCO DE BARROS; LUCIENE DAS
GRAGAS MOTA; NATASSIA CAROLINE RESENDE

es - SBBN, Recife - Pernambuco - Brasil, 27-30 Set 2010
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O cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo.
Entre a populagdo feminina o cancer de mama apresenta
elevada incidéncia podendo, muitas vezes, causar a morte
das pacientes. Neste contexto, tem-se buscado novas
ferramentas visando um diagnéstico precoce e desta forma,
melhorar as chances de cura das pacientes. Dentre estas,
destacam-se as imagens cintilograficas, uma vez que
avaliam alteragdes funcionais nos tecidos antes que
alteragdes anatomicas sejam observadas. Tumores de mama
apresentam maior expressao de receptores para o peptideo

peplideos podem ser utilizados na obtengao de imagens
cintilograficas para o diagnostico deste tipo de tumor. O
presente trabalho teve como objetivo a marcagio do
peptideo bombesina com tecnécio-99m e sua utilizagio para
a identificagdo de tumores de mama, da linhagem MDA-
MB-231, em camundongos C57/Bl6 NUDE. Em um frasco
lacrado contendo 20 mg de tricina, 5 mg de EDDA, 10 ug de
HYNIC-Bombesina(7-14) e 10 ug de cloreto estanoso foram
adicionados 37 MBq de NaTcO4, esta preparagdo foi
mantida em banho-maria fervente por 15 minutos. Ap6s a
marcagdo a pureza radioquimica foi determinada por ITLC.
O rendimento de marcagéo foi superior a 95%. Em seguida,
7,4 MBq do 99mTe-HYNIC-Bombesina foram administrados
na veia da cauda de camundongos contendo tumor de
mama, implantado na coxa posterior direita. Apés os
tempos de 1 e 4 horas os animais foram anestesiados e
sacrificados. Orgaos como figado, baco, rins, estomago,
coragao, pulmao, sangue, bexiga, pancreas, tumor, masculo,
cérebro e intestinos foram retirados, pesados e a
radioatividade foi determinada em cintilador de pogo. Os
dados de biodistribuigao mostraram maior captagio pelo
tecido tumoral em relagio ao tecido controle (musculo)
durante todo o experimento, sendo a maior relagao
tumor/muisculo (5,34 + 1,37) obtida 4 horas apés a injegdo
do radiofirmaco. As anilises quantitativas (ROI) das
imagens cintilograficas apresentaram resultados similares
aqueles valores obtidos na biodistribuigao. Os resultados
obtidos  sugerem que 99mTe-HYNIC-Bombesina(7-14)
poderia ser empregado como agente de diagnostico, por
meio de imagens cintilograficas, para tumores de mama com
este tipo de linhagem de células.

APOIO: FAPEMIG, CNEN
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[395]  PREPARATION  OF  FUNCTIONALIZED
RADIOACTIVE GOLD NANOPARTICLES AS AGENTS
FOR DIAGNOSTIC IMAGING.

ANAYIVE PEREZ-REBOLLEDO; DEMETRIO ABREU
SENA COSTA; PRYSCILA RODRIGUES DA COSTA;
RAQUEL GOUVEA DOS SANTOS.

CENTRO DE DESENVOLVIMENTO DA TECNOLOGIA NUCLEAR,
BELO HORIZONTE, MG, BRASIL.

In nanomedicine, the gold nanoparticles (AuNPs) have
proven to be efficient for the diagnosis and therapy of
various cancers. The interest in the development of the
AuNDs is due to their extraordinary physics and chemistry
properties resulting from the effect of their size in the nano
scale. Despite its utility and great sensibility as contrast
blood tomography imaging agent, the amount of gold
necessary to produce such images is very high. = 0.411 MeV,
Bmax = y emitter (198Au; EyRadioactive gold nanoparticles
0.96 MeV; T1/2 = 2,69 days) may have the advantage to be

applied as molecular diagnostic tool for single photon
emission tomography (SPECT) using only a very small
amount of radioactive gold. In this work, AuNPs were
synthesized in order to develop nanostructures for
applications  as imaging agents. The chemical and
radiochemical  studies of nanomaterials have been
conducted. The surface of AuNPs was functionalized with a
biocompatible polymer to enable its subsequent conjugation
to drugs with antitumoral activity. The strategy used was to
combine the hydrophilic polymer polyethylene glycol (PEG)
to 3-mercaptopropionic acid (3-MPA) for formation of Thiol-
PEG. The techniques of dynamic light scattering (DLS),
transmission electron microscopy (TEM) and spectroscopy
UV-Visible absorption were used to characterize the size
and geometry of nanoparticles, as well as confirm their
- Laian - Yoaablas ik M JSanuon
of gold in the dispersions was pertormed neutron activation
in a nuclear reactor TRIGA MARK I IPR-R1. The results of
TEM and UV-visible showed the formation of AuNPs
dispersed in citrate with sizes between 3 and 8 nm with
strong absorption of surface plasmon resonance at 519 nm.
The acquisition of four products of AuNPs modified with
PEG-Thiol in different stoichiometries, with maximal
absorption around 530 nm and sizes from 3 to 10 nm, except
for one of nanomaterials which recorded sizes around 60
nm. DLS results showed hydrodynamic diameters between
14 and 150 nm. The values of zeta for the prepared
nanoparticles (pH 5.0 to 6.0) ranged y potential (between -
17.1 and -19.6 Mv) indicating stable colloidal suspensions.
Five  nanomaterials ~ were  characterized, further
biocompatibility studies will be conducted to determine its
potential use in clinical diagnosis.
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[348] EVALUATION OF AN UNCARIA TOMENTOSA
EXTRACT: EFFECTS ON THE LABELING OF BLOOD
CONSTITUENTS WITH TECHNETIUM-99M AND ITS
PROTECTIVE ACTION ON THE SURVIVAL OF
ESCHERICHIA COLI AB1157 CULTURES INCUBATED
WITH STANNOUS CHLORIDE.

SILVANA RAMOS FARIAS MORENO'; JORGE JOSE DE
CARVALHO% ANA LUCIA NASCIMENTO LUIZ
QUERINO DE ARAUJO CALDASY; MARIO BERNARDO
FILHOS,

L.UFF, R[, NITEROI, R], BRASIL; 2,3,5.UER]- UNIVERSIDADE DO
ESTADO DO RIO DE |ANEIRO, RIO DE JANEIRO, R}, BRASIL;
4.UFF- UNIVERSIDADE FEDERAL FLUMINENSE, NITEROI, R/,
BRASIL.

Uncaria tomentosa (U. tomentosa) extract, has become
described as an useful tool in ethnomedicine. The clinical
studies have shown that this extract can increase cell DNA
repair and may prevent cell mutations. Red blood cells
(RBC) and plasma proteins are usually labeled with
technetium-99m(Tc-99m) to be used as
radiopharmaceuticals  in  health  Sciences.  Stannous
chloride(SnCl2) solution 1s frequentlv used as reducing
agent i e dabeling Wit P55 I vito studies have
revealed that SnCl2 can generate reactive oxidative
species(ROS), as also it can reduce the bacteria survival, The
aim of this study was to evaluate the effect (in vivo and in
vitro) of the U. tomentosa extract on the labeling of blood
constituents (BC) with Tc-99m and on the survival of
Escherichia coli(E. culi) AB1157 strain incubated with SnCI2.
For the in vivo study, blood samples((.5mL) were obtained
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