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RESUMO

dos Santos ML. Analise de expressdo génica diferencial em linhagens celulares
de mama com diferentes perfis de expresséo de ERBB2 na presenca e auséncia

de docetaxel. Sdo Paulo; 2006. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antonio Prudente]

O céncer de mama é o de maior ocorréncia na populacéo feminina e a segunda causa
de obitos por cancer em mulheres. A expressdo aumentada do gene ERBB2 é
encontrada em 15-30% dos tumores de mama, e estd associada a um pior progndstico
e a quimioresisténcia a diversas drogas anti-tumorais, incluindo o0s taxanos,
paclitaxel e docetaxel. O docetaxel é, no momento, a droga mais efetiva no
tratamento de tumores de mama avancados. Utilizando-se a técnica de SAGE, foi
determinado o perfil de expressdo génica de duas linhagens de células de mama
normal, HB4a e C5.2, que apresentam diferentes niveis de expressdo de ERBB2, na
auséncia e na presencga do tratamento intensivo com docetaxel, visando identificar
genes associados a quimioresisténcia. A linhagem celular parental HB4a apresenta
expressao basal de ERBB2, e a C5.2, é um clone de HB4a, que possui expressao
aumentada de ERBB2. Um total de 307.506 tags foi gerado ao final do
sequenciamento das bibliotecas de SAGE das linhagens celulares HB4a (81.684 tags;
30.854 tags Unicas), HB4a tratada com docetaxel (70.715 tags; 31.546 tags unicas),
C5.2 (79.948 tags; 30568 tags unicas) e C5.2 tratada com docetaxel (75.159 tags;
31.293 tags Unicas). A comparacdo do transcriptoma das linhagens celulares HB4a e
C5.2 antes e ap06s o tratamento com docetaxel revelou diferencas substanciais no
padrdo de expressdo génica. Vinte e um genes encontrados diferencialmente
expressos nas células HB4a e C5.2, na auséncia e na presenca do tratamento com
docetaxel, foram analisados por qPCR. As alteracfes no padrdao de expressao génica
nas células HB4a e C5.2 em resposta ao tratamento com docetaxel, observadas pelo
SAGE, foram confirmadas por g°PCR na maioria dos genes analisados, que incluem
TPM1, SPARC, RUVBL1, LGALS1 e MGC11242. O uso da técnica de SAGE nos
permitiu a identificacdo de um grande numero de genes potencialmente regulados

por ERBB2, que atuam em diversos processos celulares, como proliferacdo celular,



apoptose, adesdo celular e organizacdo de citoesqueleto, e podem estar envolvidos na
resisténcia ao docetaxel. Entretanto, um maior nimero de estudos experimentais e
clinicos deve ser realizado para que seja confirmado o potencial destes genes como

marcadores de resposta a quimioterapia em cancer de mama.



SUMMARY

dos Santos ML. Analysis of differentially expressed genes in normal mammary
cell lines expressing different levels of ERBB2 with or without docetaxel. Sdo

Paulo; 2006. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antonio Prudente]

Breast cancer is the most commonly diagnosed malignancy and the second leading
cause of mortality related to cancer in women. Over-expression of ERBB2 gene
occurs in 15-30% of breast tumors and is associated with poor prognosis and
chemoresistance to a variety of anticancer drugs, including the taxanes, paclitaxel
and docetaxel. Docetaxel is currently the most effective chemotherapeutic drug for
the treatment of advanced breast cancer. Using SAGE technique, we obtained the
gene expression profiles from two normal mammary cell lines, HB4a and C5.2,
expressing different levels of ERBB2, before and after intensive exposure to
docetaxel, aiming to identify genes involved in chemoresistance. The parental cell
line HB4a expresses basal levels of ERBB2, and its clone C5.2 expresses high levels
of ERBB2. A total of 307,506 tags were generated from HB4a (81,684 tags; 30,854
unique tags), HB4a treated with docetaxel (70,715; 31,546 unique tags), C5.2
(79,948 tags; 30,568 unique tags) and C5.2 treated with docetaxel (75,159; 31,293
unique tags). Comparisons of the transcriptome of the cell lines before and after
docetaxel exposure revealed substantially different expression patterns. Twenty-one
differentially expressed genes between HB4a and C5.2 cell lines, before and after
docetaxel treatment, were further analyzed by gPCR. The alterations in the
expression patterns in HB4a and C5.2 cell lines in response to docetaxel treatment
observed by SAGE analysis were confirmed by gPCR in the majority of genes
analyzed, including TPM1, SPARC, RUVBL1, LGALS1 and MGC11242. The use of
SAGE technique allowed us to identify a large number of potential ERBB2 target
genes implicated with a variety of cellular processes including cell proliferation, cell
adhesion, apoptosis and cytoskeleton organization. However, additional experimental
and clinical studies are needed to confirm the predictive value of these genes in

chemotherapy response in breast cancer.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama € o de maior ocorréncia na populacdo feminina e a
segunda causa de 6bitos por cancer em mulheres. Dados epidemioldgicos americanos
estimam que, em 2005, o cancer de mama tenha sido responsavel por 32% dos casos
de cancer diagnosticados em mulheres e 15% das mortes causadas pela doenca
(JEMAL et al. 2005). No Brasil, sdo esperados 48930 novos casos de cancer de
mama em 2006, com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres
(Ministério da Saude 2005).

O carcinoma de mama apresenta uma complexa etiologia que envolve fatores
exogenos, como dieta, irradiacdo da mama e contraceptivos orais, e enddgenos, como
desbalanco hormonal, mastopatias e histéria familiar (BIECHE e LIDEREAU 1995).

Os hormoénios estereoidicos, principalmente o estrogeno, desempenham um
papel essencial na carcinogénese de mama. Alguns fatores de risco para o cancer de
mama estdo relacionados aos niveis cumulativos de exposicdo da mama ao
estrdgeno, como menarca precoce, menopausa tardia, obesidade (mulheres no
periodo pds-menopausa) e terapia de reposicdo de horménio. Fatores protetores
contra o desenvolvimento do cancer de mama, que reduzem a exposigdo da mulher
ao estrdgeno, sdo: primeira gravidez em idade jovem, lactacdo e atividade fisica
(MARTIN e WEBER 2000).

Historia familiar para o cancer de mama é o principal fator de risco para a
doenca. Estudos epidemioldgicos revelam que 5 a 10% dos casos de cancer de mama

sdo decorrentes de uma susceptibilidade hereditaria autossémica dominante. Uma



grande parcela dos casos de cancer de mama familial pode ser atribuida a alteracfes
nos genes supressores de tumor BRCAL e BRCA2 (LACROIX e LECLERCQ 2005).

A maior parte dos casos de cancer de mama € esporadica. A tumorigénese de
mama envolve uma série de alteracGes genéticas e epigenéticas que incluem,
principalmente, a ativacdo de oncogenes por amplificacdo génica, e a inativacdo de
genes supressores de tumor por mutacdo, perda de heterozigose (LOH) ou
hipermetilcdo (BIECHE e LIDEREAU 1995; INGVARSSON 1999; LACROIX et

al. 2004; OSBORNE et al. 2004) (Figura 1).

ERBB2
(Comedocarcinoma)
17p LOH

11913 Amp
MYC Amp  1p21 LOH
17qgLOH  1g21LOH  13qLOH
\ Ipter LOH 11q22LOH 3pLOH 8qAmp
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Fonte: BIECHE e LIDEREAU (1995).

Alteragdes hormonais
e fatores de crescimento

!arcinoma

!arcinoma
> in situ ‘ > Invasivo ‘ > Metastétici‘

Figura 1 - Alteracfes genéticas associadas a tumorigénese mamaria.

A amplificacdo génica é um mecanismo frequente em cancer que resulta em
aumento da expressao génica, e desempenha um papel fundamental no processo de
transformacdo maligna da mama. Em tumores de mama, a amplificacdo génica mais

freqlientemente encontrada é a do oncogene ERBB2, também chamado de HER2/neu.



A amplificacdo e/ou expressdo aumentada de ERBB2 é observada em 15-30% dos
tumores de mama (SLAMON et al. 1987; NAGAI et al. 1993). A expressao
aumentada de ERBB2 em tumores de mama possui uma importancia clinica
particular, na medida em que esta associada a um pior prognéstico da doenga, com
reducdo na taxa de sobrevida e do intervalo livre da doenga (SLAMON et al. 1987;
NAGAI et al. 1993; ROSS e FLETCHER 1998). O aumento da expressédo de ERBB2
parece estimular o potencial metastatico de células tumorais (HUNG e LAU 1999).
Aproximadamente 25% das pacientes com cancer de mama metastatico apresentam
expressdo aumentada de ERBB2 (RAVDIN 1999a). Além disso, a expressdo
aumentada de ERBB2 tem sido relacionada & resisténcia a terapia hormonal e a
quimioterapia (ROSS e FLETCHER 1998; RAVDIN 1999a; YU e HUNG 2000;
CHEN et al. 2003).

O gene ERBB2 estd localizado na regido cromossdmica 17ql1.2-q12 e
codifica uma glicoproteina transmembréanica de 185 KDa (p185) com atividade
tirosina quinase, que pertence a familia dos receptores de fatores de crescimento
epidérmicos (EGFR). Essa familia de receptores de tirosina quinase (RTK) é
composta por outros trés membros, ERBB1(EGFR), ERBB3 e ERBB4 (HOLBRO et
al. 2003; MARMOR et al. 2004).

Os membros da familia ERBB s&o formados por um dominio extracelular de
ligacdo ao ligante, uma regido transmembrénica, e um dominio intracelular que
possui sitios de fosforilacdo e apresenta atividade de tirosina quinase, exceto no gene
ERBB3, em que este dominio ndo é funcional (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001;

HOLBRO et al. 2003; MARMOR et al. 2004; HYNES e LANE 2005).



Os membros da familia ERBB apds ligacdo aos ligantes se homodimerizam,
ou interagem entre si e formam heterodimeros, promovendo a ativacdo do dominio
intracelular com atividade de tirosina quinase, que induz a fosforilagdo de residuos
de tirosina. Os residuos de tirosina fosforilados servem de sitios de ligacdo para
diversas proteinas adaptadoras e enzimas, levando a ativacdo de importantes vias de
sinalizacdo intracelulares, que atuam em processos celulares, como proliferacao,
diferenciacdo, migracdo e morte celular (YARDEN e SLIWKOWSKI 2001,
HOLBRO et al. 2003; ZHOU e HUNG 2003; MARMOR et al. 2004). A composic¢ao
do dimero e o ligante presente influenciam no padrdo de fosforilacdo da tirosina e
determinam quais vias de sinalizacdo serdo ativadas (MARMOR et al. 2004,
ROSKOSKI 2004).

Os principais ligantes dos membros da familia ERBB sdo: EGF (fator de
crescimento epidérmico), AR (amfiregulina) e TGFa (fator de crescimento
transformado alfa), especificos de ERBB1 (EGFR); BTC (betacelulina), HB-EGF
(heparina-ligante EGF) e EPR (epiregulina), que se ligam a ERBB1 ¢ ERBB4; e
NRGs (neuregulinas) que podem se ligar a ERBB3 e ERBB4 (NRG-1 e NRG-2) ou
apenas a ERBB4 (NRG-3 e NRG-4) (HOLBRO et al. 2003; MARMOR et al. 2004;
ROSKOSKI 2004).

Ainda ndo foi identificado um ligante especifico do gene ERBB2 em tecido
mamario, entretanto é considerado o parceiro preferencial e mais efetivo na formacéo
de heterodimeros com os outros membros da familia ERBB e seus ligantes (GRAUS-
PORTA et al. 1997). Acredita-se que a expressdo aumentada do gene ERBB2 possa
promover sua dimerizacdo espontanea, 0 que levaria a ativacdo constitutiva desse

gene e, conseqlientemente, das vias de sinalizacdo por ele ativadas (HARRIS et al.



1999; HUNG e LAU 1999; HOLBRO et al. 2003). O gene ERBB2, quando ativado,
interage com diferentes proteinas celulares importantes nas vias de transducdo de
sinais, desempenhando um papel fundamental na regulacdo de processos como
proliferacdo e morte celular. As principais vias de sinalizagdo ativadas pelo gene
ERBBZ2 sdo a do fosfatidilinositol-3-quinase — Akt quinase (PI3K-Akt), a do Ras -
proteina quinase ativada por mitdgenos (Ras-MAPK) e a da fosfolipase C — proteina
quinase C (PLC-PKC) (HUNG e LAU 1999; YARDEN e SLIWKOWSKI 2001;
HOLBRO et al. 2003; ZHOU e HUNG 2003; MARMOR et al. 2004) (Figura 2).
Estudos in vitro utilizando modelos celulares tém se mostrado de grande valia
na elucidagdo dos mecanismos envolvidos nos processos de tumorigénenese.
Visando uma melhor compreensdo do papel desempenhado pela expressao
aumentada do gene ERBB2 no tecido mamario, HARRIS et al. (1999) geraram
linhagens celulares de mama normal, que apresentam expresséo moderada (C3.6) ou
aumentada (C5.2) de ERBB2, a partir de uma linhagem de célula epitelial luminal
mamaria humana imortalizada, ndo transformada, estabelecida por STAMPS et al.
(1994), que tem expressao basal de ERBB2 (HB4a). Apesar das células que possuem
expressao aumentada de ERBB2 apresentarem evidéncias de transformacao in vitro,
como a perda de inibigdo por contato do crescimento, estudos in vivo mostraram que
estas células ndo sdo capazes de formar tumores em camundongos, sugerindo que
outros eventos devam atuar no processo de tumorigénese mamaria (HARRIS et al.

1999).
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Um estudo realizado com as mesmas células HB4a, C3.6 e C5.2, que
expressam diferentes niveis de ERBB2, mostrou que a expressdo aumentada de
ERBB2 desempenha um papel importante na desregulacéo do ciclo celular, levando
ao aumento dos sinais proliferativos dependente ou ndo da presenca de mitdgenos
(TIMMS et al. 2002).

Estudos experimentais mostraram que a expressdao aumentada do gene
ERBB2 provoca um aumento no potencial tumorigénico e metastatico de células de
cancer de mama (BENZ et al. 1993; HUNG e LAU 1999); e a introdugdo do gene
ERBB2 em camundongos transgénicos induz a formacdo de tumores de mama e a
ocorréncia de metastase (GUY et al. 1992; ANDRECHEK et al. 2003). Resultados
experimentais obtidos in vitro e in vivo mostraram que os efeitos da acdo do gene
ERBB2 na tumorigénese mamaria sdo abolidos através do uso de inibidores de
tirosina quinase, oligonucleotideos antisense, anticorpos monoclonais (CHEN et al.
2003) e RNA de interferéncia (CHOUDHURY et al. 2004).

O ERBB?2 é considerado um excelente alvo terapéutico, pois sua expressao
estd aumentada em uma grande parcela dos tumores de mama, mas ndo no tecido
normal, participa do processo de transformacdo maligna da mama, e esté diretamente
associado ao prognostico em cancer de mama.

O potencial do ERBB2 no tratamento do cancer de mama tem sido observado
no uso da Herceptina (trastuzumab), que é um anticorpo monoclonal com a¢éo direta
contra ERBB2, que tem mostrado alta efetividade nos tumores de mama metastaticos
com expressdo aumentada deste gene. Entretanto, o tratamento com Herceptina ndo é
eficaz em todos os tumores de mama que apresentam expressao aumentada de

ERBB2. Apenas um terco, aproximadamente, das pacientes com cancer de mama



metastatico responde a Herceptina (CHEN et al. 2003; HYNES e LANE 2005;
RABINDRAN 2005) e, cerca de 50% das pacientes tratadas com a Herceptina
combinada a agentes quimioterapicos, como o0s taxanos, apresenta resultados
satisfatorios (CHEN et al. 2003; RABINDRAN 2005). A razdo de muitos tumores,
com expresséo elevada de ERBB2, serem resistentes ao tratamento com Herceptina
permanece desconhecida, no entanto, pode estar relacionada ao fato da ligacdo da
Herceptina no dominio extracelular de ERBB2 ndo prevenir completamente a sua
dimerizacdo, e consequentemente, a ativacdo de vias de sinalizacdo (HYNES e
LANE 2005). Além disso, a sensibilidade ao tratamento com Herceptina parece estar
associada a presenca de amplificacdo do gene ERBB2 (KAURANIEMI et al. 2004;
RABINDRAN 2005).

Até o presente momento, o trastuzumab (Herceptina) € o Unico agente
aprovado (desde 1998) para o tratamento especifico de tumores de mama
metastaticos que apresentam expressdo aumentada de ERBB2, entretanto, um
segundo anticorpo monoclonal, o pertuzumab, que age impedindo diretamente a
dimerizacdo de ERBB2, e alguns inibidores de tirosina quinase, estdo em fase de
testes (RABINDRAN 2005; HYNES e LANE 2005).

Apesar dos avangos no conhecimento das bases moleculares do céncer de
mama, a quimioterapia continua sendo o tratamento mais utilizado nos casos de
cancer de mama metastatico. Diversos estudos tém sido realizados visando a
identificacdo de agentes quimioterapicos mais adequados a cada tumor a ser tratado,
com 0 objetivo de otimizar a resposta ao tratamento, aumentar a sobrevida do
paciente, com uma menor interferéncia na qualidade de vida. Na ultima década do

século 20, um grande nimero de novos agentes terapéuticos tornou-se disponivel a
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avaliacdo clinica. Entre eles, destacam-se os taxanos, paclitaxel (Taxol) e docetaxel
(Taxotere).

O paclitaxel € um constituinte natural do teixo Pacifico (Taxus brevifolia) e o
docetaxel € um derivado semi-sintético de um taxano extraido do teixo europeu
(Taxus baccata). Os taxanos se ligam aos microtubulos e interferem na formacao do
fuso mitético normal, uma vez que, inibem a despolimerizagdo da tubulina e
promovem a juncao dos microtibulos (GELMON 1994).

Um dos interesses do uso dos taxanos esta no fato de apresentarem atividade
anti-tumoral efetiva em pacientes com tumores de mama refratarios ou resistentes ao
tratamento com antraciclinas (BURRIS 1999; RAVDIN 1999b). Apesar dos taxanos,
paclitaxel e docetaxel, apresentarem mecanismos de agdo semelhantes, algumas
caracteristicas os diferenciam. O docetaxel apresenta uma maior afinidade de ligacao
a tubulina do que o paclitaxel (CROWN 2001; HERBST e KHURI 2003;
GLIGOROV e LOTZ 2004). Enquanto o docetaxel interfere na organizagdo do
centrossomo, agindo em trés fases do ciclo celular (S/G,/M), o paclitaxel atua
diretamente no fuso mitético, na fase G,/M do ciclo celular (FULTON e SPENCER
1996; CROWN 2001; GLIGORQOV e LOTZ 2004). O docetaxel induz a fosforilagéo
de Bcl-2, e conseqiientemente a morte celular por apoptose, a uma concentracdo cem
vezes menor do que a requerida pelo paclitaxel (HERBST e KHURI 2003;
GLIGOROV e LOTZ 2004). O docetaxel é eliminado mais lentamente do que o
paclitaxel, e dessa forma, fica retido por mais tempo nas células (CROWN 2001,
HERBST e KHURI 2003; GLIGOROQV e LOTZ 2004). Tanto o paclitaxel quanto o

docetaxel sdo drogas bastante eficazes no tratamento do cancer de mama metastatico,
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porém o docetaxel tem atividade anti-tumoral superior ao paclitaxel (CROWN 2001;
GLIGOROV e LOTZ 2004).

Entre os principais efeitos adversos do tratamento com docetaxel estdo a
neutropenia e retencdo de fluidos. A neutropenia é o primeiro efeito adverso, dose-
limitante do docetaxel, que ocorre em mais de 90% dos pacientes que recebem
100mg/m? deste quimioterapico, mas é reversivel. A retencdo de fluidos pode ser
prevenida com o tratamento prévio das pacientes com corticosterdides (FULTON e
SPENCER 1996; GLIGORQV e LOTZ 2004).

Devido a sua potente atividade anti-tumoral, aliada a alta reversibilidade de
seus efeitos adversos, o docetaxel é considerado um dos agentes mais potentes no
tratamento do cancer de mama metastéatico.

Os resultados obtidos em um estudo clinico de fase I, com 326 pacientes
com cancer de mama metastatico, que comparou a eficacia dos tratamentos com
docetaxel e doxorubicina, como agentes Unicos, mostraram, no tratamento com
docetaxel, uma resposta satisfatoria em 48% das pacientes, enquanto apenas 33%
responderam ao tratamento com doxorubicina (CHAN et al. 1999).

Em um estudo clinico de fase Ill com docetaxel como agente Gnico no
tratamento de pacientes com cancer de mama metastatico, resistentes ao tratamento
com antraciclina, foi observada uma resposta global de 30 a 42% (BURRIS 1999). O
uso do docetaxel no tratamento de pacientes com cancer de mama metastatico
refratario a antraciclina tem mostrado um aumento na sobrevida global dessas
pacientes (NABHOLTZ et al. 2002).

O tratamento com docetaxel, combinado a outros agentes citotoxicos também

tem mostrado resultados satisfatorios no tratamento do cancer de mama metastatico.
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O uso combinado de docetaxel e doxorubicina como tratamento inicial em pacientes
com doenga metastatica resultou em taxa de resposta global de 57 a 77% em estudos
clinicos de fase I e Il (NABHOLTZ 1999).

O wuso do docetaxel foi aprovado pelo FDA (“Food and Drug
Administration”) e, desde 1999, é tido como referéncia no tratamento no cancer de
mama metastatico (HAMILTON e HORTOBAGY 1 2005).

O maior obstaculo para o sucesso do tratamento do cancer por quimioterapia
é a resisténcia, intrinseca ou adquirida pelos tumores, aos agentes citotoxicos
utilizados no tratamento. As células cancerosas, quando expostas a drogas anti-
tumorais séo induzidas a expressarem um conjunto de genes capazes de conferirem
resisténcia a essas drogas, permitindo que algumas células escapem da morte e
formem tumores reincidentes resistentes. No contexto celular, o aumento na
velocidade de eliminacdo ou a inativagcdo da droga, 0 incremento na atividade de
reparo, alteracbes em alvos das drogas e a desregulacdo no processo de apoptose,
levam a resisténcia a drogas citotoxicas (PUSZTAI et al. 1999).

Uma parcela consideravel das pacientes tratadas com docetaxel ndo apresenta
uma resposta satisfatoria ao tratamento, apesar de sofrerem com os efeitos colaterais
do tratamento, e os mecanismos envolvidos na aquisi¢ao de resisténcia a esta droga
pelos tumores permanecem mal compreendidos.

Alguns mecanismos identificados parecem contribuir para a resisténcia ao
tratamento com docetaxel pelas células tumorais: (1) aumento da expressdo do gene
de resisténcia a multiplos medicamentos (mdr-1), associado a producdo aumentada
da glicoproteina-P, que condiciona a saida de varios farmacos da célula (FULTON e

SPENCER 1996; McDONALD et al. 2005); (2) altera¢cfes na tubulina (FULTON e
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SPENCER 1996; SHALLI et al. 2005); (3) reducédo da expresséo de p27 (BROWN et
al. 2004); (4) amplificacdo da regido cromossdmica 7q e perda do braco longo do
cromossomo 10 (McDONALD et al. 2005).

A expressdo aumentada do oncogene ERBB2 também tem sido associada a
resisténcia ao tratamento com os taxanos, paclitaxel e docetaxel. Linhagens celulares
de cancer de mama que apresentam expressdo aumentada de ERBB2 s&o mais
resistentes a agentes quimioterapicos, como o paclitaxel e o docetaxel, do que células
com baixa expressdo desta oncoproteina (YU et al. 1998; CIARDIELLO et al. 2000).
Além disso, células com expressdao aumentada de ERBB2, transfectadas com genes
que inibem a expressdo deste gene, mostraram uma resposta mais efetiva ao
tratamento com taxanos (UENO et al. 1997).

Estudos que avaliaram o efeito da expressdo aumentada de ERBB2 na
sensibilidade a diferentes agentes quimioterapicos, incluindo os taxanos, em
linhagens celulares de cancer de mama (PEGRAM et al. 1997) e em células epiteliais
mamarias normais (ORR et al. 2000) mostraram que somente a expressdo aumentada
de ERBB2 ndo é suficiente para induzir resisténcia a drogas nestas células, sugerindo
que alteracdes na quimiosensibilidade celular dependem nédo s6 do nivel de expressao
de ERBB2, mas também de sua associa¢do com outras alteracdes genéticas presentes
nas células tumorais.

Embora o papel desempenhado pelo ERBB2 na resisténcia ao tratamento com
docetaxel no cancer de mama ainda ndo tenha sido elucidado, o envolvimento da
expressao aumentada de ERBB2 neste processo pode ser claramente observado no
sucesso do tratamento de tumores de mama ERBB2-positivos com docetaxel

combinado a Herceptina (NABHOLTZ e GLICOROV 2005).
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A identificacdo de genes associados ao ERBB2, que participem da regulacédo
da sensibilidade ou resisténcia a quimioterapia em cancer de mama, mostrou-se
necessaria, tendo sido facilitada e impulsionada pelo desenvolvimento de diversas
técnicas robustas para a andlise de expressdo génica, como PCR em tempo real
(QPCR), Differential Display RT-PCR (DDRT-PCR), Microarrays e SAGE (“Serial
Analysis of Gene Expression”). Essas técnicas de andlise de expressdo génica
diferem, principalmente, no nimero de amostras que podem ser analisadas, e no
nivel de informac&o gerada, tornando-as complementares, e ndo excludentes; e cada
uma delas apresenta vantagens e desvantagens particulares.

As técnicas de microarray e SAGE tém sido amplamente utilizadas na
comparacao do perfil de expressdo génica de diferentes popula¢des de células, como
normais/tumorais ou resistentes/sensiveis a determinada terapia, enquanto a analise
da expressdo génica por PCR em tempo real tem sido empregada com sucesso na
validacéo de genes de interesse identificados por esses dois métodos.

Em cancer de mama, até o presente momento, as analises de expressdo génica
que utilizaram a técnica de SAGE representam uma parcela pequena, se comparadas
as que empregaram o método de microarrays. No entanto, a técnica de SAGE possui
um interesse particular devido a sua capacidade de fornecer tanto informagdes
qualitativas quanto quantitativas dos transcritos, sejam eles conhecidos ou néo, de
um determinado tecido ou tipo celular. Dessa forma, torna-se possivel a identificacdo
de transcritos ainda néo clonados, ou parcialmente sequenciados.

A técnica de SAGE foi proposta por VELCULESCU et al. (1995), e baseia-se
em trés principios: (1) uma seqliéncia de 9 a 14 pares de bases (pb) de uma regido

definida do transcrito, denominada tag, contém informagcdao suficiente para identificar
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um transcrito; (2) estas tags podem ser ligadas formando concatdmeros, que séo
clonados e sequenciados; (3) o nivel de expressdo de um transcrito é quantificado
pelo nimero de vezes que a tag que o representa é observada.

A expressdo aumentada do gene ERBB2 em cancer de mama tem sido o alvo
de muitos estudos de analise de expressdo génica em tumores e linhagens celulares,
utilizando a técnica de microarray, o que tem permitido a identificacdo de genes que
podem desempenhar fungbes importantes no desencadeamento e progressao da
tumorigénese maméria (WILSON et al. 2002; KUMAR-SINHA et al. 2003;
MACKAY et al. 2003; BERTUCCI et al. 2004; WHITE et al. 2004; LANDIS et al.
2005). A comparacdo do perfil de expressdo génica de tumores de mama que
apresentaram diferentes respostas ao docetaxel tem auxiliado na identificagédo de
genes associados a quimiosensibilidade e quimioresisténcia ao docetaxel em cancer
de mama (CHANG et al. 2003; IWAO-KOIZUMI et al. 2005; CHANG et al. 2005),
no entanto, a participagdo de ERBB2 na aquisi¢do de resisténcia ao docetaxel ainda
néo foi diretamente abordada por esses estudos.

A identificacdo de um conjunto de genes, representativos do padrédo de
expressao génica induzido por docetaxel, pela técnica de SAGE, em células de mama
em cultura, que expressam diferentes niveis de ERBB2 pode levar a uma melhor
compreensdo dos mecanismos associados a tumorigénese e a quimioresisténcia,

mediada pela sinalizacdo de ERBB2, na mama.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GLOBAL

Analisar a expressdo génica diferencial em linhagens de células de mama
normal com diferencas na expressdo de ERBB2, na auséncia e na presenca de

docetaxel, visando identificar genes associados a quimioresisténcia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar o perfil de expressdo génica das linhagens celulares de mama
normal, HB4a, que apresenta expressdo basal do gene ERBB2, e C5.2, que
possui expressdo aumentada de ERBB2, na auséncia e na presenca do
tratamento com docetaxel, pela técnica de SAGE.

Comparar o perfil de expressao génica, obtido nas quatro bibliotecas geradas
pela técnica de SAGE, e selecionar genes encontrados diferencialmente
expressos entre elas, que possam representar potenciais marcadores de

resisténcia ao docetaxel, mediada pelo ERBB2.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES

Foram utilizadas as linhagens de células de mama normal humanas, HB4a,
C3.6 e C5.2, cedidas gentilmente pelo Dr. Michael O'Hare (LICR/UCL Breast
Cancer Laboratory, London). A HB4a é uma linhagem de célula epitelial luminal de
mama imortalizada, ndo transformada, com expressao basal de ERBB2 (STAMPS et
al. 1994). As linhagens celulares C3.6 e C5.2 foram derivadas da transfeccdo das
células HB4a com o gene ERBB2, e apresentam expressdo moderada e elevada,

respectivamente, de ERBB2 (HARRIS et al. 1999).

3.2 CULTURA DE CELULAS

As celulas HB4a, C3.6 e C5.2, foram cultivadas em meio RPMI-1640
(Sigma), contendo antibidtico-antimicético (100U/ml de penicilina, 100ug/ml de
estroptomicina e 0,25ug/ml de anfotericina B) (Gibco), suplementado com 10% de
soro fetal bovino (Gibco), e 5ug/ml de hidrocortisona e de insulina. As linhagens
celulares foram mantidas em estufa a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,.

A auséncia de contaminagéo das linhagens celulares HB4a, C3.6 e C5.2 com
Mycoplasma sp. foi verificada utilizando-se o kit Mycoplasma Plus™ PCR Primer

Set (Stratagene).
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Ao atingirem a confluéncia, as células foram subcultivadas através da
tripsinizacdo (solucdo de tripsina 0,25%/EDTA 0,03%) para a separacdo das células.
Uma parte destas células foi transferida para novas garrafas para a ampliacdo da
cultura celular, e outra parte foi ressuspendida em solucdo de congelamento (meio de
cultura L15 contendo 10% de soro fetal bovino e de DMSO), e estocada em

nitrogénio liquido.

3.2.1 Tratamento das células com docetaxel

As linhagens celulares HB4a e C5.2 foram tratadas com docetaxel (Taxotere;
Aventis Pharmaceuticals). O Taxotere foi diluido em etanol absoluto, originando
solucdes estoque de 102M e 10°M, que foram armazenadas a —20°C. As diluicBes de
uso do docetaxel (10*M ou 10°M) foram feitas em meio de cultura, no momento do
tratamento, e descartadas logo ap0s o uso.

As células HB4a e C5.2 foram submetidas a uma intensa exposicdo ao
docetaxel, através da administracdo de doses progressivas da droga (0,005-2uM) a
cada 24 horas. Este tratamento foi repetido trés vezes na HB4a e duas vezes na C5.2.

Um segundo tratamento das linhagens celulares HB4a e C5.2 com docetaxel
foi realizado com as doses de 20 e 100nM de Taxotere, por 24 horas.

As células controle foram tratadas com a mesma quantidade de etanol
absoluto sem o docetaxel. A quantidade de etanol absoluto no meio de cultura celular

foi inferior a 0,1%.
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33 EXTRACAO DE DNA PARA DETECCAO DA PRESENCA DE

APOPTOSE

O DNA das células HB4a e C5.2, na auséncia e na presenca do tratamento
com docetaxel, foi extraido a partir de células em suspensao recuperadas do meio de
cultura celular.

As ceélulas foram lavadas 2 vezes com PBS e ressuspendidas em 0,5 ou 1 ml
de TES (Tris-HCI 10mM, pH 7.5, SDS 0.6%, EDTA 1mM) e 100ug/ml de
proteinase K. Apds 2 horas de incubacdo a 42°C (ou 14-16 horas a 37°C) foi
adicionado primeiramente um volume de fenol saturado pH 7-8 e depois um volume
de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1), seguidas de agitacdo por inversdo durante
5 minutos. Centrifugou-se a 10000 rpm por 20 minutos. A seguir, foi retirado o
infranadante mantendo a interfase, e acrescentou-se mais um volume de cloroférmio
e alcool isoamilico (24:1). Os procedimentos de agitacdo e centrifugacdo foram
repetidos. A seguir, foi retirado cuidadosamente o sobrenadante evitando a interfase.
O material foi, entdo, precipitado com acetato de sédio 0.3M pH 5.2 e etanol
absoluto (2.5 volumes), por 14 a 16 horas a -20°C. Ap0s este periodo, 0 material foi
centrifugado por 20 minutos a 10000 rpm, e o sobrenadante foi desprezado. Foi
adicionado um volume de etanol 75%, e as amostras foram centrifugadas por 10
minutos. O sobrenadante foi desprezado, e o precipitado seco ao ar e ressuspendido
em agua. O material foi analisado em gel de agarose 0,8% corado com brometo de

etideo.
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3.3.1 Tratamento do DNA com RNase

O DNA foi submetido ao tratamento com RNase para a remoc¢do de RNA
contaminante. Ao DNA foram adicionados cloreto de sédio 0,02M e 0,1 mg/ml de
RNase A. Apo6s incubagdo de 30 minutos a 37°C, seguida de 5 minutos a 65°C, o
DNA foi precipitado com acetato de sédio 0,3M e 2,5 volumes de etanol absoluto,
por 14-16 horas, a -20°C. A seguir, foi realizada centrifugacdo a 10000 rpm por 20
minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com etanol 75%. Ap6s
centrifugagdo a 10000 rpm por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado, e o
precipitado seco ao ar e ressuspendido em agua.

Terminado o processo, o material foi analisado em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo, incluindo um marcador de peso molecular de 100
pares de bases. A presenca de apoptose foi detectada pela fragmentacédo

internucleossomal do DNA.

34 EXTRACAO DE RNA

O RNA total foi obtido por extracdo pelo método da guanidina-
fenol/cloroférmio (CHOMCZYNSK e SACCHI 1987).

As células aderidas ao frasco de cultura foram lavadas trés vezes com solugédo
de PBS-A (NaCl 8,2 g, KCI 0,2 g, Na,PO4, 2H,0 1,15 g, KH,PO,4 0,2 g, H,O gsp 1
litro). Apos a ultima lavagem, a solugdo de PBS-A foi completamente retirada e foi
adiconado, as células aderidas ao frasco, 1 ml de solugdo D gelada (4 M tiocianato de
guanidina, 25 mM citrato de sodio, pH 7, 0,5% sarcosil, 0,1 M B-mercaptoetanol). A

solucdo foi homogeneizada até total lise celular, e em seguida, transferida para um
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tubo Nalgene, no qual adicionou-se: (1) 0,1 ml de acetato de sodio 2 M pH 4, (2) 1
ml de fenol saturado pH 5 e (3) 0,2 ml de cloroférmio-alcool isoamilico (49:1).
Apos a adicdo de todos os reagentes, o tubo foi agitado vigorosamente por inversao
por 10 segundos. A seguir, a amostra foi mantida no gelo por 15 minutos, e entéo
submetida a centrifugacdo a 10000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Apos centrifugacao, a
fase aquosa foi transferida para um novo tubo Nalgene e precipitada com igual
volume de isopropanol, por 14-16 horas a —20 °C. Ap0s esse periodo, as amostras
foram centrifugadas a 10000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante foi descartado. A
seguir, adicionou-se 300ul de solucdo D gelada ao precipitado para sua total
dissolucdo. A solucdo foi transferida para um microtubo de 1,5 ml e nova
precipitacdo foi efetuada com 300 ul de isopropanol por 14-16 horas a —20 °C. O
material foi, entdo, centrifugado a 10000 rpm por 20 minutos, e 0 sobrenadante foi
descartado. O precipitado foi lavado com 500 ul de etanol 75% gelado, e nova
centrifugacdo a 10000 rpm por 20 minutos foi realizada. O sobrenadante foi
desprezado, e o0 precipitado seco e ressuspendido em agua tratada com
dietilpirocarbonato (DEPC). Toda a vidraria utilizada neste procedimento foi
esterilizada em uma mufla por 4 horas a 250 °C.

A concentracdo do RNA total extraido foi determinada por leitura em
espectrofotdbmetro GeneQuant (Amersham Biosciences) a 260/280nm, e a qualidade
(integridade) do material foi analisada em gel de agarose 1% contendo formaldeido.

O RNA extraido foi guardado a — 70°C.
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3.4.1 Tratamento do RNA com DNase |

O RNA extraido foi submetido ao tratamento com a enzima DNase | para a
remocdo de uma possivel contaminagdo com DNA. Foi utilizada 1u/ug(RNA) da
enzima RQ1 RNase-Free DNase (Promega), conforme as instru¢bes do fabricante.
Apbs o periodo de incubacédo de 1 hora a 37°C, o material tratado foi precipitado por
16 horas a - 20°C, com acetato de sodio 0,2M pH 4 e 2,5 volumes de etanol absoluto.
A seguir, as amostras foram centrifugadas, a 10000 rpm, por 30 minutos, a 4°C, e 0
sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi, entdo, lavado com etanol 75%,
centrifugado a 10000 rpm por 20 minutos, a 4°C, e o sobrenadante foi descartado. O

precipitado foi seco e ressuspendido em &gua.

35 SINTESE DE cDNA

A sintese de cDNA foi realizada a partir de 10ug de RNA total, tratado com
DNase I, utilizando-se o kit High Capacity cDNA Archive (Applied Biosystems), de

acordo com as instrucGes do fabricante.

3.5.1 Amplificacdo do cDNA por PCR (Reac¢do em cadeia da Polimerase)

Para a verificagdo de qualidade e massa do cDNA sintetizado, foi feita a sua
amplificacdo utilizando-se oligonucleotideos para o gene f-2-microglobulina
(TAPLIN et al. 1995). Além disso, foi verificada a presenca de contaminagdo por
DNA genémico residual através da amplificagdo do cDNA sintetizado com

oligonucleotideos para os exons 1a 3 do gene TP53 (SASA et al. 1994), que resulta
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em fragmentos com tamanhos diferentes na amplificagcdo do cDNA (375 pb) e do
DNA gendémico (585 pb).

As reacdes de PCR foram feitas em um volume final de 25pl, contendo 0,1ug
de cDNA, 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI pH 8.3, 1mg/ml de gelatina, 1,5mM de
MgCI2, 125uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado, quantidade adequada de cada
oligonucleotideo e 1 unidade de Taq DNA polimerase. A amplificacdo foi realizada
em 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, hibridiza¢éo a 55°C por 1 minuto
e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos por 1 ciclo de extensdo por 5 minutos a
72°C. Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 2% corado com

brometo de etideo.

3.6 SAGE (Serial Analysis of Gene Expression)

3.6.1 Construcao das bibliotecas de SAGE (VELCULESCU et al. 1995)

As bibliotecas de SAGE foram construidas utilizando-se o Kit I-SAGE™
(Invitrogen).

A partir do RNA total extraido das células HB4a e C5.2, antes e ap0s
exposicao intensiva ao docetaxel, submetido ao tratamento com a enzima DNase |,
foi realizada a sintese de cDNA, utilizando-se oligo-dT biotinilado. O cDNA
formado foi clivado com a enzima Nla 11l (enzima de ancoragem), e os fragmentos 3’
foram isolados com os “beads” magnéticos. Os fragmentos separados foram
divididos em duas aliquotas e ligados via sitio de restricdo de ancoragem a um dos
dois adaptadores, contendo sitios para enzimas de restricdo tipo 1IS (enzima para

formacédo de tags). Os produtos resultantes da digestdo com a enzima para formacao
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de tags (BsmF 1) foram ligados e, a seguir, amplificados por PCR utilizando-se
oligonucleotideos especificos para cada adaptador. Os produtos amplificados foram
clivados pela enzima de ancoragem formando os “ditags”. Os “ditags” foram ligados
formando os concatameros, que foram clonados e sequenciados (Figura 3). O
protocolo detalhado da técnica de SAGE, que foi seguido, pode ser encontrado no

endereco de internet do fabricante do kit, www.invitrogen.com .

AAAAA
TTTTT—

AAAAA

T

AAAAA

TTTT =

¢ Clivagem com Enzimas de Ancoragem (AE)

Ligac&o aos Beads de Estreptavidina

—_
/ Separacgdo em 2 partes \

Ligacdo aos adaptadores (1 e 2)
CATG ——AAAAA

- GTAC TITTT
- CATG ———AAAAA
GTAC TTTTT
- CATG ———AAAAA
GTAC TTTTT
Clivagem com Enzimas Tagging (TE)
Blunt End

GGATGCATGXXXXXXXXX GGATGCATGOOOO0O0O000

CCTACGTACXXXXXXXXX CTACGTACOOOOO000

A A AT » &__AU&_ b
TE AE Tag TE AE Tag

\ Ligacdo e Amplificagdo /

Primersle?2

GGATGCATGXXXXXXXXXOOOOOOOOOCATGCATCC
CCTACGTACXXXXXXXXXOOOOOOOOOGTACGTAGG
A _A

DITAG

CATG =—AAAAA
GTAC TTTTT
CATG =————AAAAA
GTAC TTTTT
CATG —AAAAA
GTAC TTTTT

Clivagem com Enzima de Ancoragem
Isolamento dos DITAGS
Concatenacéo e Clonagem

A__MTAG 1ARTAG 2 A—ATAG 3ARTAG 4-A—A
AEA__ pirac—t AE A pitac—2 AF

Fonte: VELCULESCU et al. (1995).
Figura 3 - Esquema ilustrativo da técnica de SAGE.


http://www.invitrogen.com/
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3.6.2 Seqguenciamento

O sequienciamento dos concatameros foi realizado em um sequenciador de
DNA automético MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences), utilizando-se o Kit ET
Dye Terminator (Amersham Biosciences), e o oligonucleotideo sense do M13, de

acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.

3.6.3 Analise dos resultados obtidos no seqiienciamento dos concatameros

A andlise dos resultados obtidos foi realizada através de uma ferramenta
criada e gerenciada pelo Dr Wilson A. Silva Jr, da Faculdade de Medicina da USP de
Ribeirdo Preto, disponibilizada na internet (www.gdm.fmrp.usp.br/h2g), chamada
H2G (Hyper and Hypoexpressed Genes). A partir das seqliéncias dos concatameros
depositadas na pagina do H2G, foi feita a extracdo e a tabulagdo da ocorréncia das
tags através do software de andlise do SAGE. A identificacdo das tags foi realizada
utilizando-se duas ferramentas, 0 SAGEmap (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE/) e
0 CGAP SAGE Genie (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE). Para a comparacdo das
bibliotecas de SAGE geradas foi feita a normalizacdo das bibliotecas comparadas
usando como referéncia a que apresenta 0 maior nimero de tags.

A anotacdo funcional dos genes encontrados diferencialmente expressos nas
bibliotecas de SAGE geradas foi realizada manualmente utilizando as ferramentas
disponiveis na pagina de internet do NCBI (National Center for Biotechnology

Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov), como PubMed, Gene, UniGene e OMIM.



28

3.7 VALIDACAO

3.7.1 Desenho de oligonucleotideos

Oligonucleotideos foram desenhados para a amplificacio dos genes
selecionados, na comparacdo das bibliotecas de SAGE, por RT-PCR. A partir da
sequéncia dos transcritos selecionados, foram desenhados oligonucleotideos para
uma regido entre exons, capazes de amplificar somente o gene de interesse, com 0
auxilio do algoritmo blat (www.genome.ucsc.edu). O tamanho do produto

amplificado pelos oligonucleotideos desenhados variou de 100 a 180 pares de bases.

3.7.2 PCR semi-quantitativa

Os cDNAs sintetizados a partir dos RNAs obtidos das linhagens celulares
foram amplificados por PCR. A reacéo de PCR foi feita em um volume final de 25ul,
contendo 0,025ug de cDNA, 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI pH 8.3, 1mg/ml de
gelatina, 1,5mM de MgCI2, 125uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado,
guantidade adequada definida para cada oligonucleotideo e 1 unidade de Tag DNA
polimerase. A amplificacdo foi realizada em 28 ou 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 1 minuto, hibridizacdo a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto,
seguidos por 1 ciclo de extensdo por 5 minutos a 72°C. O gene GAPDH foi utilizado
como controle interno de massa na reacdo. Os produtos de PCR foram analisados em

gel de agarose 2% corado com brometo de etideo.



29

3.7.3 PCR em tempo real (QPCR)

A quantificacdo relativa dos transcritos diferencialmente expressos foi
realizada por PCR em tempo real. Foram utilizados os cDNAs obtidos a partir do
RNA total extraido das células HB4a e C5.2, na auséncia e na presenca do
tratamento com docetaxel, oligonucleotideos especificos desenhados para 0s
transcritos a serem analisados e o kit Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG
(Invitrogen), de acordo com as instrucdes do fabricante. A amplificagéo e a detecgéo
dos fragmentos amplificados foi feita utilizando-se o ABI 5700 Detection System
(Applied Biosystems).

A deteccdo dos produtos foi feita pelo continuo monitoramento do sinal
fluorescente emitido pelo corante SYBR Green que se intercala a dupla fita do DNA.
Dessa forma, os valores quantitativos (Ct) foram obtidos a partir do ciclo limiar onde
0 aumento no sinal associado ao crescimento exponencial dos produtos de PCR
comeca a ser detectado. As amostras foram analisadas em duplicata.

O nivel de expressio génica foi determinado pela seguinte formula: 24T,
onde ACT é a diferenca entre a média do CT da amostra amplificada para o gene
alvo e a média do CT da mesma amostra amplificada para o gene referéncia

(GAPDH), e AACT corresponde a diferenga entre 0 ACT da amostra de interesse € 0

ACT da amostra utilizada como referéncia.
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4 RESULTADOS

O perfil de expressdo génica das linhagens celulares de mama com expressao
basal (HB4a) e aumentada (C5.2) do gene ERBB2, antes e apds o tratamento com
docetaxel, foi analisado pela técnica de SAGE, visando a identificacdo de genes
associados a quimioresisténcia mediada por ERBB2.

As linhagens celulares HB4a e C5.2 foram submetidas ao tratamento
intensivo com doses crescentes de docetaxel (0,005-2uM) a cada 24 horas, como
descrito em Material e Métodos. A escolha de um tratamento intensivo, com a
administracdo de concentracdes crescentes de docetaxel, foi feita com o intuito de
selecionar as células resistentes a esse tratamento. A observacdo das células durante
o tratamento mostrou, conforme esperado, uma maior sensibilidade das células HB4a
ao tratamento com docetaxel em relacdo as células C5.2. Ao longo do tratamento, foi
observada a presenca de apoptose nas células HB4a e C5.2, através da extragdo de
DNA de células em suspensdo, recuperadas do meio de cultura celular. A extracdo do
RNA da linhagem celular HB4a foi realizada apds a administracdo de 250nM de
docetaxel. As células C5.2 foram mais resistentes as doses mais altas da droga, e 0
RNA desta linhagem celular foi obtido apos a administracdo de 1uM de docetaxel.
Foi realizada a extragdo de RNA das linhagens celulares HB4a, C3.6 e C5.2 na
auséncia do tratamento com docetaxel. A integridade dos RNAs extraidos das
linhagens celulares na auséncia e na presenca do tratamento com docetaxel foi
visualizada em gel de agarose 1% contendo formaldeido (Figura 4). Todos os RNAs

obtidos foram submetidos ao tratamento com a enzima DNase | e a auséncia de
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contaminacdo por DNA foi verificada, conforme descrito no item Material e

Métodos.

28S

18S

5S

B. HB4a+Doc C5.2+Doc

=4
HET

28S

18S

5S

Legenda: Doc — docetaxel

Figura 4 - Gel de agarose 1% representativo da integridade dos RNAs extraidos das
(A) linhagens celulares HB4a, C3.6 e C5.2 na auséncia do tratamento com docetaxel

e das (B) células HB4a e C5.2 ap06s o tratamento intensivo com docetaxel.
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A partir de 25ug do RNA total obtido das linhagens celulares HB4a e C5.2,
antes e apds o tratamento com docetaxel, foram geradas bibliotecas de SAGE
utilizando o kit I-SAGE, conforme descrito na secdo de Material e Métodos.
Primeiramente foi feita a sintese de cDNA utilizando-se oligo (dT) biotinilado
(Figura 5). A seguir, 0 cDNA sintetizado de cada linhagem celular, na auséncia e na
presenca do tratamento com docetaxel, foi clivado com a enzima de ancoragem Nla
I11, ligado aos adaptadores, e novamente clivado, desta vez com a enzima para a

formacéo de tags BsmF I, formando ditags de 100pb.

LR L0
M KL
S ¥ &

Legenda: O cDNA sintetizado foi amplificado por PCR utilizando-se oligonucleotideos dos genes
GAPDH e EF.

Figura 5 - Gel de agarose 2% representativo do cDNA sintetizado na construgéo da
biblioteca da linhagem celular HB4a pela técnica de SAGE.

Foram realizadas 200 reacdes de amplificacdo dos ditags de 100pb por PCR
(Figura 6a). O material ndo utilizado foi armazenado para ser amplificado

posteriormente, caso fosse necessario. Os ditags de 100pb foram isolados em gel de
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poliacrilamida (Figura 6b), eluidos e, entdo, digeridos com a enzima de ancoragem
Nla 1ll, formando ditags de 26pb. Esses ditags de 26pb formados, apds serem
isolados por eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 7a), foram ligados gerando
concatdmeros. Os concatameros foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (Figura 7b) e trés regides do gel foram recortadas e utilizadas para a
selecdo de grupos de fragmentos: (1) 300-500pb, (2) 500-800pb, e (3)800pb-1kb. Os
concatameros de diferentes tamanhos foram clonados no vetor pZErO®-1 e utilizados
para a transformacéo de E. coli, através de eletroporagdo. Os clones obtidos dos trés
grupos (1) 300-500pb (Figura 8a), (2) 500-800pb (Figura 8b) e (3) 800pb-1kb
(Figura 8c) foram sequenciados. Obtivemos uma média de 20 tags por clone
sequenciado. Para cada biblioteca gerada, foram seqtienciadas em torno de 40 placas
com 96 clones.

A analise dos resultados obtidos pelo sequenciamento das bibliotecas das
células HB4a e C5.2, antes e ap0s o tratamento com docetaxel, geradas pela técnica
de SAGE, foi realizada através de uma ferramenta disponibilizada na internet (“H2G:
Hyper and Hypoexpressed Genes”), criada e gerenciada pelo Dr Wilson A. Silva Jr.,
conforme mencionado em Material e Métodos. As seqiiéncias obtidas de cada
biblioteca gerada (Figura 9a) foram submetidas no formato FASTA, na pagina do
H2G (Figura 9b), onde as tags foram extraidas das sequéncias, tabuladas de acordo
com a ocorréncia e identificadas por comparacdo com o banco de dados de SAGE,
disponivel na pagina de internet do NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Foram geradas tabelas que contém a sequiéncia da tag obtida, o nUmero
de identificacdo do UniGene, o simbolo e a descri¢do do gene a que corresponde (se

houver), e 0 niUmero de vezes que esta tag aparece.
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Figura 6 - (A) Gel de agarose 2% representativo da amplificacdo dos ditags de 100
pb por PCR e (B) isolamento destes ditags de 100pb em gel de poliacrilamida 12%,
na construcdo da biblioteca da linhagem celular HB4a pela técnica de SAGE.
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Figura 7 - Géis de poliacrilamida representativos (A) do isolamento dos ditags de
26pb, e (B) dos concatameros, formados pela ligacdo destes ditags de 26pb, na

construcdo da biblioteca de SAGE da linhagem de células HB4a.



Figura 8 — Gel de agarose 1,5% representativo da amplificacdo dos clones das trés
regides (A) 300-500pb, (B) 500-800pb e (C) 800pb-1kb, selecionadas dos
concatameros, na construgdo da biblioteca da linhagem celular HB4a pela técnica de

SAGE.
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Legenda: (A) CATG - sitio de reconhecimento da enzima de ancoragem Nla Ill, que separa as tags;
(B) H2G (“Hyper and Hypoexpressed Genes”) - pagina de internet criada e gerenciada pelo Dr Wilson

Silva Jr

Figura 9 — (A) Eletrofluorograma representativo da sequéncia de um dos clones
obtidos na biblioteca de SAGE das células HB4a, que foi submetida na (B) pagina de
internet de analise dos resultados obtidos no sequenciamento das bibliotecas de
SAGE geradas, denominada H2G.
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Um total de 307.506 tags foi gerado ao final do sequenciamento das
bibliotecas de SAGE das linhagens celulares HB4a (81.684 tags; 30.854 tags unicas;
20.108 tags anotadas; 7.952 tags-genes), HB4a tratada com docetaxel (70.715 tags;
31.546 tags unicas; 20.576 tags anotadas; 8.161 tags-genes), C5.2 (79.948 tags;
30568 tags Unicas; 19.968 tags anotadas; 7.894 tags-genes) e C5.2 tratada com
docetaxel (75.159 tags; 31.293 tags Unicas; 20.308 tags anotadas; 8.145 tags-genes)

(Tabela 1).

Tabela 1 - Resumo dos resultados obtidos ao final do seqiienciamento das
bibliotecas de SAGE das linhagens celulares de mama HB4a e C5.2, antes e ap6s 0
tratamento com docetaxel.

HB4a C5.2
-Doc* +Doc* -Doc* +Doc*
No. total de tags 81.684 70.715 79.948 75.159
Tags Unicas 30.854 31.546 30.568 31.293
Tags anotadas 20.108 20.576 19.968 20.308
Tag-gene 7.952 8.161 7.894 8.145

*Docetaxel

Em uma primeira avaliacdo da qualidade das bibliotecas geradas, foi
verificada a expressdo do GAPDH (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), que é um
gene constitutivo, e do gene ERBB2, que é o alvo deste estudo. A analise das
bibliotecas de SAGE de HB4a e C5.2, antes e apds o tratamento com docetaxel,
mostrou que a tag do gene GAPDH é uma das mais abundantes nas quatro
bibliotecas construidas, e a razdo da expressdo deste gene na comparacdo das
bibliotecas de HB4a e C5.2, tanto na auséncia quanto na presenca do tratamento, €

igual a 1. A andlise do gene ERBB2 nas bibliotecas de SAGE obtidas, confirmou a
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expressao diferencial deste gene nas duas linhagens celulares estudadas, a C5.2
apresentou um numero de tags do gene ERBB2 86 vezes maior do que o observado
na HB4a. A expressdo diferencial do gene ERBB2 nas células HB4a e C5.2 foi
confirmada pela técnica de PCR em tempo real (QPCR). Apds normalizacdo para o
gene referéncia utilizado (GAPDH), como descrito em Material e Métodos, foi
observada uma expressao relativa do gene ERBB2 27 vezes maior na linhagem
celular C5.2 comparada a HB4a, utilizada como amostra referéncia (calibrador)
(Figura 10). A linhagem celular C3.6, que apresenta expressdo moderada de ERBB2,
apresentou uma expresséo relativa de ERBB2 duas vezes maior em relacdo a HB4a
(Figura 10). Esses resultados asseguram a qualidade das bibliotecas geradas pela
técnica de SAGE, que mostraram estar normalizadas, possibilitando a comparacao
entre as bibliotecas de SAGE das linhagens celulares HB4a e C5.2, na presenca e na
auséncia do tratamento com docetaxel.

A comparacdo do perfil de expressdo génica das células HB4a e C5.2, na
auséncia e na presenca do tratamento com docetaxel, foi realizada utilizando-se o
corte estabelecido de > 4 vezes de diferenca no nimero de tags que representa um
transcrito, ou seja, na expressdo génica. Todas as analises foram feitas considerando
a tag principal (identificada manualmente), isto é, aquela situada mais proxima da
extremidade 3’, que € a tag mais representativa de cada transcrito. Os 200 transcritos
mais diferencialmente expressos, em cada uma das comparacgdes entre as células na
auséncia e na presenca do tratamento com docetaxel, foram anotados de acordo com

a funcdo bioldgica, utilizando os termos do Gene Ontology (GO).
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Legenda: O cDNA das células HB4a foi utilizado como amostra referéncia. As barras representam a
expressdo relativa de ERBB2 nas células HB4a, C3.6 e C5.2, apds normalizagdo com o gene de

referéncia, GAPDH, como descrito na se¢do Material e Métodos.

Figura 10 — Analise da expressao relativa do transcrito do gene ERBB2 nas células
HB4a, C3.6 e C5.2 por PCR em tempo real.

A andlise comparativa dos transcritos obtidos nas bibliotecas das células
HB4a e C5.2 na auséncia do tratamento com docetaxel, considerando o corte
estabelecido de > 4 vezes de diferenca na expressdo génica, revelou 334 transcritos
mais expressos na HB4a, sendo que 9,6% destes transcritos sdo ESTs (“Expressed
Sequence Tag”), e 328 mais expressos na C5.2, dos quais 13,4% sdo ESTs. A
anotacdo funcional dos transcritos mais diferencialmente expressos mostrou que as
células C5.2, comparadas as HB4a, apresentaram uma maior porcentagem de genes
envolvidos em apoptose (C5.2, 9% vs HB4a, 1%), transporte (C5.2, 10% vs HB4a,
5%), processamento de RNA (C5.2, 8% vs HB4a, 4%) e proteina “folding” (C5.2,

6% vs HB4a, 1%). As células HB4a, por sua vez, em relacdo as C5.2, apresentaram



42

mais genes envolvidos na transducdo de sinal (HB4a, 18% vs C5.2, 10%). Genes
diferencialmente expressos que participam da organizacdo de citoesqueleto foram
encontrados exclusivamente nas células HB4a (5%) (Figura 11).

Na comparacdo dos transcritos gerados nas bibliotecas de SAGE das
linhagens celulares HB4a e C5.2 apds o tratamento com docetaxel, utilizando o corte
estabelecido de > 4 vezes de diferenca na expressdo génica, foram observados 414
transcritos mais expressos nas células HB4a tratada com docetaxel e 291 mais
expressos nas C5.2 submetidas ao tratamento com docetaxel. Entre estes transcritos
diferencialmente expressos nas linhagens celulares tratadas com docetaxel, 25,1%
dos mais expressos na C5.2 correspondem a ESTSs, enquanto na HB4a, apenas 11,6%
dos transcritos diferencialmente expressos sdo ESTs. A anotacdo dos transcritos mais
diferencialmente expressos entre as linhagens celulares HB4a e C5.2 apds o
tratamento com docetaxel, de acordo com a funcdo bioldgica, revelou na C5.2 tratada
com docetaxel uma maior quantidade de genes que participam de transporte (C5.2
tratada, 12% vs HB4a tratada, 4%) e regulacdo da transcricdo (C5.2 tratada, 14% vs
HB4a tratada, 8%). A linhagem celular HB4a apds tratamento com docetaxel, em
relacdo as células C5.2 tratadas com docetaxel, apresentou uma maior porcentagem
de genes envolvidos na adesao celular (HB4a tratada, 10% vs C5.2, 3%), transducdo
de sinal (HB4a tratada, 20% vs C5.2 tratada, 11%) e ciclo celular (HB4a tratada, 6%
vs C5.2, 3%). Genes diferencialmente expressos que participam de resposta imune
foram encontrados exclusivamente nas células HB4a tratadas com docetaxel (6%)

(Figura 12).
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A comparacao do transcriptoma das linhagens celulares HB4a e C5.2 antes e
apo6s o tratamento com docetaxel revelou diferencas substanciais no padrdo de
expressdo génica. Entre os genes diferencialmente expressos nas células HB4a e
C5.2 ap6s o tratamento com docetaxel, apenas 84 genes também apareceram
diferencialmente expressos nas linhagens celulares antes do tratamento com

docetaxel (Figura 13).

30 genes 16 genes

304 genes 384 genes 318 genes 275 genes

26 genes 12 genes

302 genes 265 genes 316 genes 402 genes

Legenda: Nos diagramas de Venn estdo sendo representados os genes mais diferencialmente
expressos nas linhagens celulares que estdo mostradas em destaque, considerando o corte estabelecido

de > 4 vezes de diferenca na expressdo génica. T — tratada com docetaxel.

Figura 13 — Diagramas de Venn que mostram o namero de genes diferencialmente
expressos nas bibliotecas de SAGE das linhagens celulares HB4a e C5.2 na auséncia

e na presenca do tratamento intensivo com docetaxel.
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Cada uma das linhagens celulares (HB4a e C5.2) foi comparada antes e apds
o tratamento com docetaxel. Considerando o corte estabelecido de > 4 vezes de
diferenca na expressdao génica, foram observados 396 transcritos (12,9%
correspondem a ESTS) mais expressos nas células HB4a na auséncia de tratamento e
389 (8,7% sdo ESTs) apds o tratamento com docetaxel. A anotacdo funcional dos
genes mais diferencialmente expressos entre as células HB4a antes e apds o
tratamento com docetaxel mostrou na auséncia do tratamento um maior nimero de
genes que participam de metabolismo (HB4a, 16% vs HB4a tratada, 9%),
processamento de RNA (HB4a, 5% vs HB4a tratada, 2%), proteina “folding” (HB4a,
4% vs HB4a tratada, 1%), regulacdo da transcricdo (HB4a, 12% vs HB4a tratada,
7%) e transporte (HB4a, 14% vs HBA4a tratada, 7%). Genes diferencialmente
expressos que participam da biossintese de acidos graxos foram encontrados
exclusivamente nas células HB4a na auséncia do tratamento com docetaxel (3%). As
células HB4a apds o tratamento com docetaxel, em relacdo as HB4a ndo tratadas,
apresentaram uma maior porcentagem de genes envolvidos em adeséo celular (HB4a
tratada, 4% vs HB4a, 1%), organizacdo de citoesqueleto (HB4a tratada, 10% vs
HB4a, 5%), resposta imune (HB4a tratada, 9% vs HB4a, 1%) e transducdo de sinal

(HB4a tratada, 20% vs HB4a, 10%) (Figura 14).



47

*AB0J0JUQ BUdS) Op sowd) opuesn ‘sod1bojolq sossad0.d sou ogdedionued e ojuenb [axe1820p WO OAISUBIUI

ojusweles) o (g) sode a (W) salue eygH SeIN|9d Seu SOSSaldxs sjuswijeloualayip SOMIOSURI) SOp oedinguasiq - T eanbi4

%¢C %T
Jejnjao ogdessyijord Buipjoy uisyoud

%L
ogduosuel) ep ogdejnbal

%¢
BUINEWOIY BP 0BSEZIUERIO %T
VNQ 8p oedas
%6
owisijogeIaW %6 4
%01 aunwi ejsodsal

013[anbsa0}10
ap ogdeziuebio %02

IS 8p ogdnpsues}

%2
Jen|ad 0219
%9
owsl|oqeled odsuen
%2
Buipuiq oiofea %z
%T %8 suong|a ap auodsuen

wwc\_wuo‘_a 9P 9sajulssol $0J1no

%b
Je|njao ogsape

%T %Y 0
0sS  Je|njad oedessyljoud Buipjoy uisioud %l

VN
ap ojuawessadoid %<
%I NQ 8p osedas
BUIJEWOID

ep ogdeziuebio
%91

owsjogeisw
%S

013]8nbsa0}12
ap ogdeziueblio

%T
aunuwi eysodsal

%0T
[euls ap ogdnpsuesn

%¢C
Jejnjad ojo19 -
%S auodsuen
owsijoqeled
%1 %
Buipuiq o1 SuoJ1g|8 ap apodsuesy
%cC %9
seujajoud asoydode

%E
soxelB

SOpIJE 9p 9S3IUISSOIq

%1
Ie|njao ogsape

op asajulssolq




48

A comparacéo dos transcritos diferencialmente expressos na linhagem celular
C5.2, na auséncia e na presenca do tratamento com docetaxel, utilizando o corte
estabelecido de > 4 vezes de diferenca na expressdo génica, revelou 294 transcritos
(13,6% correspondem a ESTS) mais expressos nas células C5.2 na auséncia de
tratamento e 333 (18,9% sdo ESTs) apds o tratamento com docetaxel. A classificacdo
dos transcritos mais diferencialmente expressos entre as células C5.2 antes e apds a
exposicdo ao docetaxel, de acordo com a fungdo bioldgica, mostrou que, antes do
tratamento a linhagem celular C5.2 apresentou um maior numero de genes que atuam
em metabolismo (C5.2, 13% vs C5.2 tratada, 5%), processamento de RNA (C5.2, 6%
vs C5.2 tratada, 3%), proteina “folding” (C5.2, 4% vs C5.2 tratada, 1%), transporte
(C5.2, 14% vs C5.2 tratada, 6%) e ciclo celular (C5.2, 7% vs C5.2 tratada, 3%). Apds
o tratamento com docetaxel, as células C5.2 apresentaram uma maior porcentagem
de genes envolvidos em apoptose (C5.2 tratada, 8% vs C5.2, 1%), organizagdo de
citoesqueleto (C5.2 tratada, 6% vs C5.2, 3%), transducao de sinal (C5.2 tratada, 18%
vs C5.2, 13%) e proliferacdo celular (C5.2 tratada, 4% vs C5.2, 1%). Genes
diferencialmente expressos que participam de resposta imune foram encontrados
exclusivamente nas células C5.2 ap6s o tratamento com docetaxel (3%) (Figura 15).

Considerando a abundancia de tags e a anotacdo funcional dos transcritos
encontrados diferencialmente expressos entre as células HB4a e C5.2, antes e apds o
tratamento com docetaxel, foram selecionados 21 genes para serem validados por

PCR em tempo real (QPCR) (Tabela 2).



49

*ABoj0JUQ duas) op sow.s) opuesn ‘sod160]01q S0ssad0.ad sou ogdedioiued e ojuenb |axe1800p WO

OAISuUa)uI ojuawrele o (g) sode 8 (W) salue Z'GD SejN|9d seu sossaldxa ajusl|eIduUaIBLIP SOMIOsURI) SOp oedInqLisiq - GT eanbi4

% M\oo.ﬂ
e BIN30 og _%mcmt %z
0 ep oedejnfial
ogdelayijoid
vNY VNd

%1 ap ogdeoiydas

ap ojuawessadsoid
Buipjoy uis)oid

" %€
o aunwi eysodsas
owsijogelaw
%cC
%9 BLIOJeWejjul
0)3]1anbsaono risodsal
ap ogdezjuehio
%e %8T
e[Nj39 0212 [euts
ap oednpsuen
%6 %9
owsijogeled %S alodsueny
€ %8 SoJino %E
seujaioud aso)dode suongpe
9p 952)UJSS0Iq % ap auodsues

Ie|njao ogsape

%VT
oedLosuen
ep oedejnbal

%T
Jejnjao
oedesayijoud

%V

6 g %¢
%9 u1p|o} UIBI0l vNa
wNY ap oedeoiydas
%T
ap ojuawressasold
eligrewejjul
%ET eIsodsal
owsijogqeyaw
%E %ET
0313[3nbs30119 [euls
ap oedeziuebio ap ogdnpsuen
%L
Je|n|ag 0J219 %1
%9 apodsuen
ows1|ogeIed %t
%S suougR
seujaloid %¥  ap suodsuen
ap asajulssolq %z so1no
%T
ssondode Je|n|a9 ogsape v




50

Tabela 2 - Genes selecionados na comparacdo das bibliotecas de SAGE das
linhagens celulares HB4a e C5.2, antes e ap0s o tratamento com docetaxel e
validados por qPCR.

Simbolo do Gene

Nome do gene

Localizagdo

cromossémica

ACTN1
ETFB
RUVBL1
DUSP1
SPARC
TPM1
SFRP1
MATR3
ATAD4
(MGC11242)
HDGF

CENPH
LGALS1
AES
ANP32B

FAMO98A
CAV1
BTG1
FLJ13448
C200rf35
NDRG1
Cé6orf115

Actinin, alpha 1

Electron-transfer-flavoprotein, beta polypeptide
RuvB-like 1 (E. coli)

Dual specificity phosphatase 1

Secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)
Tropomyosin 1 (alpha)

Secreted frizzled-related protein 1

Matrin 3

ATPase family, AAA domain containing 4

Hepatoma-derived growth factor (high-mobility group
protein 1-like)

Centromere protein H

Lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1)
Amino-terminal enhancer of split

Acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family,
member B

Family with sequence similarity 98, member A
Caveolin 1, caveolae protein, 22kDa

B-cell translocation gene 1, anti-proliferative
Hypothetical protein FLJ13448

Chromosome 20 open reading frame 35

N-myc downstream regulated gene 1

Chromosome 6 open reading frame 115

14024.1-024.2

19913.3
3021
5034

5031.3-032
15g22.1
8pl2-p1l.1

5031.2

17¢21.32

1921-923

5p15.2
22913.1
19p13.3
9922.32

2p22.3
7q31.1
12022
2433.1
20913.12
8q24.3
6424.1
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Entre os genes selecionados para a validacdo, 7 (ACTN1, ETFB, RUVBL1,
DUSP1, SPARC, TPM1 e SFRP1) foram encontrados com expressdo reduzida nas
células C5.2 comparadas as células HB4a, na auséncia do tratamento com docetaxel.
Apenas um destes genes (ETFB) manteve o padréo de expressédo diferencial entre as
linhagens celulares HB4a e C5.2 ap6s o tratamento com docetaxel, considerando o
corte estabelecido de > 4 vezes de diferenca na expressdo génica; 0s outros 6
passaram a ter uma expressdo semelhante nas células HB4a e C5.2 tratadas com
docetaxel. Treze genes (MATR3, MGC11242, HDGF, CENPH, LGALS1, AES,
ANP32B, FAM98A, CAV1, BTG1, FLJ13448, C200rf35 e NDRGL1) escolhidos para
serem validados mostraram expressdo aumentada nas células C5.2 comparadas as
células HB4a, antes do tratamento com docetaxel. Considerando o corte estabelecido
de > 4 vezes de diferenga na expressdo génica, apenas dois destes genes (MATR3 e
MGC11242) foram encontrados diferencialmente expressos na linhagem celular C5.2
em relacdo as células HB4a, apds receberem o tratamento com docetaxel; nos outros
dez genes, o numero de tags observado nas bibliotecas das células HB4a e C5.2 na
presenca do tratamento com docetaxel foi mais préximo. O gene NDRG1, apesar de
apresentar uma expressao apenas duas vezes maior nas células C5.2 em relagdo as
HB4a, foi incluido na validagdo por ser um gene estudado por nosso grupo, e que
esta envolvido na via sinalizacdo do gene ERBB2. O ultimo gene selecionado para a
validacdo foi o C6orfll5, que possui expressdo aumentada nas células C5.2

comparadas as HB4a somente ap6s o tratamento com docetaxel (Tabela 3).
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Tabela 3 - Numero de tags, considerando a tag principal, dos genes selecionados
para a validacdo por gPCR, que foram identificados na comparacdo das bibliotecas
de SAGE das células HB4a e C5.2, antes e ap0s o tratamento com docetaxel.

Gene HB4 C5.2 HB4+Doc  C5.2+Doc
ACTN1 23 1,02 11,66 11
ETFB 18 0 19,08 2
RUVBL1 15 0 2,12 1
DUSP1 12 1,02 13,78 4
SPARC 141 17,34 22,26 18
TPM1 8 0 4,24 4
SFRP1 8 1,02 0 1
MATR3 0 230,52 0 451
ATAD4 (MGC11242) 0 16,32 0 7
HDGF 1 14,28 16,96 6
CENPH 2 25,50 4,24 7
LGALS1 2 23,46 6,36 8
AES 1 10,20 7,42 1
ANP32B 2 18,36 8,48 8
FAM98A 1 9,18 1,06 2
CAV1 0 8,16 2,12 0
BTG1 2 16,32 10,6 9
FLJ13448 1 8,16 24,38 17
C200rf35 0 7,14 9,54 12
NDRG1 2 4,08 6,36 4
C6orf115 5 8,16 1,06 20

Doc — docetaxel.



53

Inicialmente, cinco genes (MATR3, MGC11242, HDGF, ANP32B, CENPH)
com expressdo aumentada e quatro (ETFB, SPARC, RUVBL1 e SFRP1) com
expressdo reduzida na linhagem celular C5.2 comparada as células HB4a, na
auséncia do tratamento com docetaxel, foram validados por RT-PCR semi-
quantitativa. A linhagem celular C3.6, que possui expressio moderada do gene
ERBB2, foi incluida nesta anélise. O padrdo de expressdo génica observado nos nove
genes analisados por RT-PCR foi consistente com o observado pela técnica de SAGE
(Figura 16).

Visando uma melhor compreensdo do efeito do docetaxel na expresséo dos
genes selecionados para a validagdo, as linhagens celulares HB4a e C5.2 foram
tratadas com duas concentragOes de docetaxel, 20 e 100nM, por 24 horas, e 0 RNA
total foi extraido. Os cDNASs sintetizados a partir dos RNAs totais obtidos deste
tratamento por 24 horas com docetaxel foram incluidos nas anélise de qPCR.

O gene GAPDH foi utilizado como gene referéncia em todas as analise de
gPCR, conforme descrito em Material e Métodos. As células HB4a ndo tratadas
foram usadas como amostra referéncia nas analises comparativas com as células
C5.2 na auséncia de tratamento, ou com as células HB4a submetidas ao tratamento
com docetaxel. As células C5.2 ndo tratadas serviram como amostra referéncia na
comparacao com as células C5.2 tratadas com docetaxel.

Os genes ACTN1, TPM1, SPARC e RUVBLL1 apresentaram um perfil de
expressao génica semelhante nas linhagens de células HB4a e C5.2, na auséncia e na
presenca do tratamento com docetaxel, pela técnica de SAGE, que foi confirmado

por gPCR (Tabela 3; Figuras 17-20).
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HB4a C3.6 (5.2
ERBB2

3

A

MATR3

MGC11242

HDGF

ANP32B

CENPH

ETFB

SPARC

— il

RUVBL1
SFRP1

GAPDH

Figura 16 — Analise da expressdo de 9 genes encontrados diferencialmente expressos
na comparacdo das bibliotecas de SAGE das células HB4a e C5.2, na auséncia do

tratamento com docetaxel, por RT-PCR.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de ACTN1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para 0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 17 — Andlise da expresséo relativa do gene ACTN1 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a ap0s tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de TPM1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 18 — Andlise da expresséo relativa do gene TPM1 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.



57

3
o 2,5
©
o
l%m 2
B &
8 e 15
2g
=3 1-
L
05 -
0_
> 2) a D D D T D ® D
P & & ¥ IS S ESS
X X X & D X & &
& & 2 » & &
Q' Q' Q ) Q' 8) ) QO
L Q0 SR MY SR Y
¥ o K & &

Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de SPARC nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, apds normalizacdo
para o0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de
docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 19 — Andlise da expressdo relativa do gene SPARC nas células HB4a e C5.2,

antes e ap6s o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a ap0s tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de RUVBL1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 20 — Analise da expressdo relativa do gene RUVBL1 nas células HB4a e

C5.2, antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Na auséncia do tratamento, a analise da expressdo relativa dos genes ACTN1,
TPM1, SPARC e RUVBL1, por gPCR, mostrou uma reducdo de 40, 74, 90 e 66%,
respectivamente, nas células C5.2 comparadas as células HB4a. Apos o tratamento
intensivo com docetaxel, as duas linhagens de células passaram a ter uma expressao
similar destes quatro genes. Interessantemente, a comparacgdo das células HB4a antes
e ap0s exposicao intensa ao docetaxel mostrou uma reducdo na expressao relativa
dos genes TPM1, SPARC e RUVBLI, nas células tratadas, que foi equivalente a
observada nas celulas C5.2 comparadas as células HB4a ndo tratadas. Embora pela
analise de SAGE tenha sido observado um decréscimo de 2 vezes na expressao do
gene ACTNL1 nas células HB4a submetidas ao tratamento intensivo com docetaxel,
em relacdo a mesma linhagem celular ndo tratada, essa alteracdo na expressédo nao foi
encontrada na andlise por qPCR. Confirmando os dados de SAGE, a comparacao das
células C5.2 antes e apds o tratamento intensivo com docetaxel mostrou aumento
significativo apenas na expressao do gene ACTN1 nas células tratadas, na analise por
gPCR.

O tratamento das células HB4a com 20 e 100nM de docetaxel por 24 horas
manteve o padrdo de expressao dos genes ACTN1, TPM1 e SPARC, observado nestas
células apds o tratamento intensivo com docetaxel, comparadas a mesma linhagem
celular ndo tratada. O gene RUVBL1 ndo teve sua expressdo alterada de forma
significativa ap6s o tratamento das células HB4a com docetaxel por 24 horas, em
comparagdo com as mesmas células ndo tratadas. Em relaco as respostas observadas
pela linhagem celular C5.2 ao tratamento com 20 e 100nM com docetaxel, por 24
horas, foi encontrado um aumento na expressdo dos genes: ACTN1, de 2 vezes em

ambas as concentracOes da droga, TPM1, que foi maior com a dose de 100nM (1,7
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vezes), e SPARC e RUVBLI, principalmente ap6s a administracdo de 20nM de
docetaxel (2,6 e 2 vezes, respectivamente) (Figuras 17-20).

A expressao diferencial do gene ETFB, entre as linhagens celulares HB4a e
C5.2, na auséncia e na presenca do tratamento com docetaxel, identificada pela
técnica de SAGE, foi confirmada por qPCR (Tabela 3; Figura 21). Uma reducédo de
34% na expressdo de ETFB foi observada nas células C5.2 em relagdo as células
HB4a, tanto na auséncia quanto na presenca do tratamento com docetaxel.
Comparando-se a expressao do gene ETFB nas células HB4a tratadas com docetaxel
com as ndo tratadas, observou-se alteragcdo de express@o apenas na tratada com 20nM
de docetaxel por 24 horas, um aumento de 2,1 vezes. O mesmo ocorreu quando se
comparou as células C5.2 antes e ap0s o tratamento com docetaxel, entretanto o
aumento observado nas células C5.2 tratadas com 20nM, por 24 horas, foi um pouco
menor, igual a 1,6 vezes (Figura 21).

A anélise da expressao relativa de DUSP1 por gPCR, diferentemente do
encontrado no SAGE, mostrou apenas uma tendéncia a reducdo de expressdo de
DUSP1 nas células C5.2 comparadas as HB4a, com um decréscimo de 10% na
expressdo deste gene (Tabela 3; Figura 22). Ap6s o tratamento com docetaxel,
observou-se que a expressdo de DUSP1 nas células C5.2 foi 26% menor do que a das
células HB4a, padrao semelhante ao obtido pelo SAGE. Na comparacédo das células
HB4a ap0s exposicdo intensa ao docetaxel, com as mesmas células sem tratamento,
foi encontrado um aumento de 3,5 vezes na expressao do gene DUSP1, o que difere

do observado no SAGE, em que nédo houve variagdo de expressao deste gene.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de ETFB nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 21 — Andlise da expressdo relativa do gene ETFB nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de DUSP1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 22 — Analise da expressao relativa do gene DUSP1 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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As celulas C5.2 submetidas ao tratamento intensivo com docetaxel
apresentaram um aumento de 2,2 vezes na expressdo do gene DUSP1 comparadas as
C5.2 néo tratadas, que foi coerente com o padrdo de expressdo génica obtido pela
técnica de SAGE (Tabela 3; Figura 22). As células HB4a submetidas ao tratamento
com 20 e 100nM de docetaxel apresentaram um aumento de aproximadamente 1,7
vezes na expressao de DUSP1, comparadas as mesmas células ndo tratadas. A
comparacdo da linhagem celular C5.2 tratada com docetaxel por 24 horas com as
celulas C5.2 na auséncia de tratamento, ndo revelou variagdo significativa na
expresséo de DUSP1 (Figura 22).

Na analise da expressdao do gene SFRP1, por qPCR, foi encontrada uma
reducdo de 50% na expressdo deste gene nas células C5.2 quando comparadas as
células HB4a, na auséncia do tratamento com docetaxel. Apds o tratamento com
docetaxel, observou-se um aumento de 1,7 vezes na expressdo de SFRP1 nas células
C5.2 em relacdo as HB4a. As células HB4a submetidas ao tratamento intensivo com
docetaxel apresentaram a mesma reducdo (de 50%) na expressao de SFRP1 do que as
células C5.2 ndo tratadas, quando comparadas com as células HB4a sem tratamento.
Por outro lado, as células HB4a tratadas com 20 e 100nM de docetaxel tiveram um
aumento na expressdo do gene SFRP1 de 2,2 e 3 vezes, respectivamente. A linhagem
celular C5.2 nédo sofreu alteracdo significativa na expressdo do gene SFRP1 apds o
tratamento com docetaxel. O padréo de expressao do gene SFRP1 obtido por gPCR

foi consistente com o encontrado pela técnica de SAGE (Tabela 3; Figura 23).
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de SFRP1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 23 — Andlise da expressdo relativa do gene SFRP1 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Os genes MGC11242 (ATAD4) e MATR3 foram encontrados mais expressos
nas células C5.2 do que nas células HB4a tanto na auséncia quanto na presenca do
tratamento intensivo com docetaxel, pelas técnicas de SAGE e gPCR. (Tabela 3;
Figuras 24 e 25). Na auséncia de tratamento, foi observado um aumento de 13,5
vezes na expressao do gene MGC11242 e, ap6s o tratamento com docetaxel, esse
aumento foi de 18,8 vezes nas células C5.2 em relacdo as células HB4a. Para o gene
MATRS3 foi encontrado um aumento de 2,6 e 3 vezes nas células C5.2, antes e apds o
tratamento com docetaxel, respectivamente, comparadas as células HB4a. Apds o
tratamento das células HB4a com docetaxel, os genes MGC11242 e MATR3
apresentaram padrdes de expressdo diferentes na analise por qPCR. Foi encontrada
uma reducdo na expressdo do gene MGC11242 nas células HB4a tratadas
intensivamente e com 20nM de docetaxel, de 58 e 47%, respectivamente, em relacdo
as células HB4a ndo tratadas. Para os transcritos do gene MATR3, observou-se um
aumento da expressdo de 2,6 vezes nas células HB4a tratadas intensivamente com
docetaxel, e de 3,6 e 5,5 vezes nas HB4a tratadas com 20 e 100nM de docetaxel,
respectivamente, comparando-as com a mesma linhagem na auséncia de tratamento.
Esta variacdo na expressao de MATR3 nas células HB4a apds exposicdo intensa ao
docetaxel ndo foi observada pela técnica de SAGE. A comparacdo das células C5.2
antes e ap6s o tratamento com docetaxel ndo mostrou alteracBes significativas na
expressdo de MGC11242, enquanto na analise de MATR3 foi encontrado aumento de
expressdo de 3,3, 2,7 e 1,9 vezes nas células tratadas intensivamente, com 20nM e
100nM de docetaxel, respectivamente, comparadas as células C5.2 nédo tratadas

(Figuras 24 e 25).
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de MGC11242 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para 0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 24 — Analise da expressdo relativa do gene MGC11242 nas células HB4a e

C5.2, antes e ap0s o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a ap0s tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de MATR3 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 25 — Analise da expressao relativa do gene MATR3 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Os genes LGALS1, ANP32B e BTG1 foram inicialmente selecionados por
apresentarem um aumento de expressdo nas células C5.2 comparadas as células
HB4a, na auséncia de tratamento, nas bibliotecas de SAGE e, além disso, por
estarem envolvidos no processo de apoptose, de acordo com a anotagdo funcional
realizada. A analise destes genes por qPCR mostrou um aumento de 5,7, 3,5 e 1,6
vezes na expressdao dos genes LGALS1, ANP32B e BTG, respectivamente, nas
células C5.2 em relagdo as HB4a. Embora os dados de SAGE nédo tenham revelado
diferencas na expressdo destes genes na comparacao das linhagens celulares HB4a e
C5.2 apds tratamento com docetaxel (Tabela 3), foi encontrado, por qPCR, um
aumento de 2,1 vezes na expressdo de ANP32B nas células C5.2 tratadas. De acordo
com os resultados obtidos pelas técnicas de SAGE e qPCR, as células HB4 tratadas
intensivamente com docetaxel apresentaram aumento de expressdo de 2 vezes de
LGALS1 e ANP32B, e de 3 vezes de BTG1, em relacdo as células HB4a néo tratadas.
A comparacgdo das bibliotecas de SAGE das células C5.2 antes e ap0s exposi¢cdo
intensa ao docetaxel demonstrou uma reducdo na expressdo de LGALS1, ANP32B e
BTG1 nas células tratadas, no entanto, na analise por gPCR s6 foi observada
diminuicdo na expressao do gene LGALSL1, que foi de 40% (Figuras 26-28). Apos 0
tratamento das células HB4a com docetaxel por 24 horas, foi encontrado aumento na
expressdo de LGALSL (4 vezes), ap6s a administracdo de 20nM da droga, de BTG1
(1,5 vezes), com a dose de 100nM, e de ANP32B com 20 e 100nM de docetaxel, que
foi de 4,4 e 8,5 vezes, respectivamente, comparadas as células HB4a, na auséncia de
tratamento. Nas células C5.2 submetidas a este mesmo tratamento com docetaxel por
24 horas, comparadas as nao tratadas, foi observado um aumento de 1,6 vezes na

expressdo de LGALS1, apds a administracdo de 20nM da droga, e de 2,7 e 2 vezes na
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expressao de ANP32B, com as doses de 20 e 100nM de docetaxel, respectivamente

(Figuras 26-28).
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a ap0s tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expresséo relativa de LGALS1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacao
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 26 — Analise da expresséo relativa do gene LGALS1 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a ap0s tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de ANP32B nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 27 — Andlise da expressdo relativa do gene ANP32B nas células HB4a e

C5.2, antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de BTG1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para 0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 28 — Analise da expressao relativa do gene BTG1 nas células HB4a e C5.2,
antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Os genes HDGF e CAV1 apresentaram pouca variagdo de expressdo nas
células HB4a e C5.2, antes e ap0s o tratamento com docetaxel, pela técnica de qPCR,
ao contrario do que foi observado na analise de SAGE (Tabela 3; Figuras 29 e 30).
Estes genes foram encontrados mais expressos nas células C5.2 comparadas as
celulas HB4a, na auséncia de tratamento, pela técnica de SAGE. Os ensaios de gPCR
mostraram um pequeno aumento de 1,4 vezes na expressdo do gene HDGF nas
células C5.2 em relacdo as células HB4a ndo tratadas. A expressdo do gene CAV1 foi
similar nas células HB4a e C5.2 na auséncia de tratamento. Apds o tratamento
intensivo das células com docetaxel, foi encontrado um aumento de 1,4 vezes na
expressdo dos genes HDGF e CAV1, nas células C5.2 comparadas as HB4a, por
gPCR, embora 0 mesmo ndo tenha sido visto nos dados obtidos no SAGE. A
comparacdo da expressdo de HDGF e CAV1 nas células HB4a, antes e apos
exposicdo intensa ao docetaxel, revelou um aumento de expresséo de HDGF, de 1,6
vezes, nesta linhagem de células apds o tratamento, por gPCR, confirmando o padrédo
de expressdo génica obtido no SAGE. Nas células C5.2, contrariando os resultados
de SAGE, foi encontrado, por gPCR, aumento na expressdo de HDGF (1,8 vezes) e
CAV1 (1,4 vezes) ap0s o tratamento intensivo com docetaxel, em relacdo as mesmas
células ndo tratadas. Na analise por gPCR, as maiores alteracdes na expressdo de
HDGF e CAV1 foram vistas ap6s o tratamento das linhagens de células HB4a e C5.2
com 20 e 100nM de docetaxel, por 24 horas. As células HB4a tratadas com 100nM
de docetaxel apresentaram um aumento de 1,8 vezes na expressdo de HDGF, em
relagdo as células HB4a na auséncia de tratamento. As celulas C5.2 em resposta a
administragdo de 20 e 100nM de docetaxel mostraram um aumento de

aproximadamente 2 vezes na expressdo dos genes HDGF e CAV1, comparadas as
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células C5.2 ndo tratadas (Figuras 29 e 30).

25
8 2
S
=8 15
= T
(@]
l§8
85 11
o
X
N
05 -
07 T
PN SN A< 4 DS QPSS
& X & X O X &
& & & & &
Q Q QO ) Q' QO L Q'
F F &3 F
W R AR VY GV

Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de HDGF nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de
docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 29 — Analise da expressao relativa do gene HDGF nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de CAV11 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacao
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 30 — Anélise da expressdo relativa do gene CAV1 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real
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A analise da expressao dos genes CENPH e AES por qPCR mostraram um
aumento de 2 e 1,8 vezes, respectivamente, na expressdo destes genes nas células
C5.2 em relagdo as células HB4a, na auséncia do tratamento com docetaxel,
corroborando o padrdo de expressdo génica obtido pelo SAGE. A comparacdo das
células HB4a e C5.2 ap6s o tratamento com docetaxel ndo revelou alteracGes
significativas na expressdo de CENPH e AES, embora os dados obtidos no SAGE
indiguem uma reducdo na expressao do gene AES nas células C5.2 tratadas. Nas
células HB4a tratadas com docetaxel, em relagdo as células HB4a néo tratadas, foi
observado aumento de 1,7, 2 e 2,5 vezes na expressdo de CENPH, e de 2,7,55¢e 5
vezes na expressdo de AES, ap0Os exposicdo intensa, 20 e 100nM de docetaxel,
respectivamente. Ao contrario do observado nas bibliotecas de SAGE, as células
C5.2 tratadas intensivamente com docetaxel apresentaram aumento de expressao dos
genes CENPH (2 vezes) e AES (1,7 vezes), comparadas as mesmas células ndo
tratadas, por gPCR (Tabela 3; Figuras 31 e 32). Ap6s o tratamento das células C5.2
com 20 e 100nM de docetaxel por 24 horas, foi encontrado um aumento de 3,1 e 2,6
vezes, respectivamente, na expressdo de CENPH, e de 3 vezes na expressao do gene
AES, ap6s a administracdo de ambas as concentracfes de docetaxel (Figuras 31 e 32).

Os genes C200rf35, FLJ13448 e FAM98A codificam proteinas hipotéticas e
foram identificados pela expressdo aumentada nas células C5.2 comparadas as
celulas HB4a, observada nos resultados de SAGE. A analise por gPCR mostrou um
aumento de expresséo significativo, de 2,2 vezes, nos genes C200rf35 e FAM98A, e
discreto, de 1,2 vezes, no gene FLJ13448, confirmando o padréo de expressdo génica

obtido no SAGE (Tabela 3; Figuras 33-35).
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de CENPH nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 31 — Andlise da expressao relativa do gene CENPH nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de AES nas células
HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacdo para o
gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) — tratamento
intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de docetaxel por

24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 32 — Andlise da expressdo relativa do gene AES nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de C200rf35 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, apds normalizacdo
para 0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 33 — Andlise da expressdo relativa do gene C200rf35 nas células HB4a e

C5.2, antes e ap6s o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressdo relativa de FLJ13448 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, apds normalizacdo
para 0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de
docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 34 — Analise da expressdo relativa do gene FLJ13448 nas células HB4a e

C5.2, antes e ap6s o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de FAM98A nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, apds normalizacdo
para 0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 35 — Analise da expressao relativa do gene FAM98A nas células HB4a e

C5.2, antes e ap6s o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Apds o tratamento das células, HB4a e C5.2, com doses crescentes de
docetaxel, foi encontrado um aumento de 1,9 vezes na expressao relativa dos genes
FLJ13448 e FAM98A nas células C5.2 em relacdo as células HB4a tratadas, ndo
observado nos resultados de SAGE para o gene FLJ13448. A comparacdo das
bibliotecas de SAGE da linhagem celular HB4a antes e apds exposi¢do intensa ao
docetaxel revelou um aumento na expressdo dos genes C200rf35 e FLJ13448 nas
células HB4a tratadas. Na analise por gPCR foi observado aumento de expressdo dos
trés genes, C200rf35 (3,6 vezes), FLJ13448 (3,4 vezes) e FAM98A (2,1 vezes) nas
celulas HB4a tratadas intensivamente com docetaxel, em relagcdo as mesmas células
ndo tratadas, corroborando parcialmente os dados de SAGE. O mesmo ocorreu nas
células C5.2 tratadas intensivamente com docetaxel, comparadas as células C5.2 ndo
tratadas. Os ensaios de g°PCR mostraram o aumento de 2,2, 5 e 2 vezes na expressao
dos genes C200rf35, FLJ13448 e FAMO98A, respectivamente, nas células C5.2
tratadas, embora uma elevacdo de expressao nessas céelulas tenha sido observado no
SAGE somente para os genes C200rf35 e FLJ13448 (Tabela 3; Figuras 33-35). O
tratamento das células HB4a com 20 e 100nM de docetaxel por 24 horas levou ao
aumento significativo da expressdo dos genes C200rf35 (4 e 4,9 vezes), FLJ13448
(2,4 e 3,8 vezes) e FAM98A (4,3 e 4,4 vezes), quando comparadas as células HB4a
na auséncia de tratamento. Nas células C5.2, o tratamento com 20 e 100nM de
docetaxel por 24 horas, provocou um aumento de aproximadamente 3 e 2,5 vezes na
expressao dos genes FLJ13448 e FAMO98A, respectivamente (Figuras 33-35).

A expressao diferencial do gene C6orfl115, foi encontrada na comparagao das
bibliotecas de SAGE das células HB4a e C5.2 tratadas com docetaxel A analise da

expressao do gene C60rf115 por gPCR confirmou o padrdo de expressdo observado
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para esse gene pelo SAGE, que ndo mostrou diferencas de expressdo nas linhagens
de células HB4a e C5.2 na auséncia do tratamento com docetaxel, no entanto,
encontrou aumento de expressdo desse gene nas células C5.2 em relacdo as células
HB4a, apos exposicdo intensa ao docetaxel. As células HB4a tratadas com docetaxel,
comparadas as mesmas células ndo tratadas, apresentaram um aumento de 2,4 vezes
na expressdo de C6orfl15 apds tratamento intensivo, ndo observado na técnica de
SAGE, e de 3 vezes ap6s administracdo de 20 ou 100nM de docetaxel, por 24 horas.
Na andlise das células C5.2 tratadas com docetaxel, em relacdo as mesmas células
ndo tratadas, foi encontrado um aumento na expressdo do gene C6orfll5 de 3,3
vezes nas células submetidas ao tratamento intensivo e nas que receberam 100nM de
docetaxel, e de 3,9 vezes quando a dose administrada foi de 20nM (Tabela 3; Figura
36).

O gene NDRG1, apesar de ndo obedecer ao corte estabelecido de > 4 vezes de
diferenca na expressdo génica, foi incluido nos experimentos de validacao por ser um
gene de interesse do nosso grupo de pesquisa. Os resultados obtidos na analise da
expressao do gene NDRG1 por gPCR mostraram que € possivel validar, também, as
diferencas pequenas de expressao génica, encontradas pela técnica de SAGE (Tabela
3; Figura 37). Na analise do gene NDRGL1 por gPCR foi encontrado um aumento de
2,3 vezes na expressao desse gene nas células C5.2 comparadas as células HB4a, na
auséncia do tratamento com docetaxel, confirmando os dados de SAGE. Esse mesmo
aumento na expressao de NDRGL1 foi detectado também na linhagem celular C5.2,
em relacdo as células HB4a, ap6s o tratamento com docetaxel, embora, nas
bibliotecas de SAGE observou-se uma tendéncia a reducdo da expressdo desse gene

nas células C5.2 apds exposicao ao docetaxel (Tabela 3;Figura 37).
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gene C6orfl15

Expresséo relativa do

Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, os cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a apds tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de Céorfl115 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, apds normalizagao
para o gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) -
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 36 — Analise da expressdo relativa do gene C6orfl15 nas células HB4a e

C5.2, antes e ap0s o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Legenda: Foram utilizadas como amostras referéncia, da esquerda para a direita, 0s cDNAs das
células HB4a sem tratamento, HB4a ap0s tratamento intensivo com docetaxel, HB4a e C5.2, na
auséncia do tratamento com docetaxel. As barras representam a expressao relativa de NDRG1 nas
células HB4a e C5.2, na auséncia ou na presenca do tratamento com docetaxel, ap6s normalizacéo
para o0 gene de referéncia, GAPDH, como descrito no item Material e Métodos. Doc (SAGE) —
tratamento intensivo com doses crescentes de docetaxel; Doc (100nM) — tratamento com 100nM de

docetaxel por 24 horas; Doc (20nM) — tratamento com 20nM de docetaxel por 24 horas.

Figura 37 — Analise da expresséo relativa do gene NDRGL1 nas células HB4a e C5.2,

antes e apos o tratamento com docetaxel, por PCR em tempo real.
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Comparando-se as células HB4a tratadas com docetaxel com as células HB4a
ndo tratadas, e as células C5.2 tratadas com docetaxel com as células C5.2 nédo
tratadas, observou-se um aumento significativo, de 2,8 vezes, nas duas linhagens
celulares submetidas ao tratamento intensivo com docetaxel (Tabela 3; Figura 37).
Ap0s o tratamento da linhagem de células HB4a com 20 ou 100nM de docetaxel, por
24 horas, foi observado um aumento de 1,7 vezes na expressao de NDRGI1, em
relacdo as células HB4a ndo tratadas. No tratamento das células C5.2 com docetaxel
por 24 horas ndo foram encontradas variagdes significativas de expressdao de NDRG1

(Figura 37).
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5 DISCUSSAO

A quimioterapia é a forma de tratamento mais utilizada no cancer de mama,
entretanto, o0 sucesso desse tipo de terapia é freqlientemente comprometido pela
resisténcia dos tumores as drogas administradas. O docetaxel é, atualmente, a droga
mais eficaz no tratamento de tumores de mama avancados (HAMILTON e
HORTOBAGYI 2005). Os mecanismos envolvidos na resisténcia ao docetaxel,
apresentada por uma parcela significativa das pacientes com cancer de mama tratadas
com essa droga, permanecem desconhecidos, no entanto, dados de literatura
demonstram a participacdo do gene ERBB2 nesse processo. Uma forte evidéncia do
envolvimento de ERBB2 na resisténcia ao docetaxel é o sucesso do tratamento de
tumores de mama avancados, ERBB2-positivos, com docetaxel combinado a
Herceptina (NABHOLTZ e GLICOROV 2005).

O aumento da expressédo de ERBB2 leva a ativacao de vias de transducdo de
sinais importantes, incluindo ras/MAPK e PI3K/AKT, que regulam genes envolvidos
em processos como proliferacdo e morte celular, e contribuem para a tranformacéo
maligna da mama (HUNG e LAU 1999; YARDEN e SLIWKOWSKI 2001;
HOLBRO et al. 2003; ZHOU e HUNG 2003; MARMOR et al. 2004). A expressao
aumentada de ERBB2 é encontrada em 15-30% dos tumores de mama e estd
associada a um pior prognostico da doenca, e a resisténcia a horménio e
quimioterapia (SLAMON et al. 1987; ROSS e FLETCHER 1998). A identificagéo de

genes regulados pela expressdo aumentada de ERBB2 pode contribuir para uma
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melhor compreensdo dos processos de tumorigénese e quimioresisténcia, e auxiliar
no diagnostico, prognostico e tratamento do cancer de mama.

Nesse estudo, utilizando a técnica de SAGE, foi determinado o perfil de
expressao génica de duas linhagens de células de mama normal, HB4a (STAMPS et
al. 1994), que apresenta expressdo basal de ERBB2, e C5.2 (HARRIS et al. 1999),
que € um clone de HB4a, e possui expressdo aumentada de ERBB2, na auséncia e na
presenca do tratamento intensivo com docetaxel.

A técnica de SAGE nos permitiu a identificacdo de um nimero muito grande
de transcritos, que caracterizaram as linhagens celulares com expressao basal (HB4a)
e aumentada (C5.2) do gene ERBB2, na auséncia e na presenca do tratamento com
docetaxel. Os dados obtidos em nosso trabalho confirmaram a expressdo diferencial
de genes previamente descritos por outros autores, e ampliaram o nimero de novos
genes candidatos, regulados por ERBB2 em células de mama. A comparacdo dos
nossos resultados de SAGE com os obtidos por MACKAY et al. (2003), que analisou
a expressao génica das mesmas células (HB4a e C5.2) pela técnica de cDNA
microarray, revelou muitas similaridades. Entre os 61 transcritos identificados pelos
autores, muitos também foram encontrados em nosso trabalho, com expressao
aumentada, como LGALS1, CRIP1, S100P, MGC11242, SQLIE, HSPB1, DNAJB6,
ou reduzida, incluindo MYL9, SPARC, FN1, TAGLN, SPINT2, GTF3B, PMSD8, nas
células C5.2 comparadas as HB4a. O mesmo padrdo de expressdo de varios genes,
observado pelas técnicas de SAGE e cDNA microarrays, demonstra a sensibilidade
de ambos os métodos na determinacdo do perfil de expressdo génica. Entretanto, o
uso do SAGE nos permitiu a identificacdo de um maior nimero de transcritos

regulados por ERBBZ2, incluindo aqueles que apresentam funcgé@o desconhecida.
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Considerando o nimero elevado de transcritos encontrados diferencialmente
expressos na comparacdo das quatro bibliotecas de SAGE, geradas a partir das
células HB4a e C5.2, antes e apds exposicdo intensa ao docetaxel, foi necessario
determinar critérios para a sele¢cdo de um grupo de transcritos que seria o foco de
analise nesse estudo. Foi estabelecido que seriam analisados o0s transcritos
diferencialmente expressos com uma razao maior ou igual a quatro vezes. Entre esses
transcritos, os 200 mais diferencialmente expressos na comparacdo das bibliotecas
geradas foram anotados, de acordo com o processo biolégico.

Na comparacdo dos genes diferencialmente expressos entre as linhagens
celulares HB4a e C5.2, na auséncia do tratamento com docetaxel, 0os genes mais
expressos nas células HB4a estavam envolvidos principalmente na organizagdo do
citoesqueleto e transducdo de sinais, € 0s mais expressos nas células C5.2, em
apoptose, processamento de RNA, transporte e proteina “folding”. Na mesma
comparacao apés o tratamento com docetaxel, 0s genes que atuam na organizacdo de
citoesqueleto e transducdo de sinais continuaram mais representados nas células
HB4, e houve um aumento da porcentagem de gene envolvidos em resposta imune,
ciclo celular e adesdo celular nessas células; enquanto na linhagem celular C5.2 foi
mantida a maior proporcdo de genes que participam do transporte nas células, e
ocorreu um aumento na porcentagem de genes que atuam na regulacdo da
transcrigéo.

A anotacdo funcional dos genes diferencialmente expressos entre as células
HB4a, antes e apds o tratamento com docetaxel, mostrou um perfil de representacdo
dos processos bioldgicos semelhante ao obtido na comparacdo dos genes

diferencialmente expressos nas células C5.2, antes e ap6s exposicdo ao docetaxel.
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Nas celulas HB4a e C5.2 ndo tratadas foi encontrado um maior nimero de genes
envolvidos em proteina “folding”, transporte e metabolismo, e apds o tratamento foi
observada uma maior porcentagem de genes que participam da adesdo celular,
organizacao de citoesqueleto, resposta imune e transducdo de sinais. Além disso, nas
celulas C5.2 ndo tratadas foi observado uma maior nimero de genes de ciclo celular,
e nesta mesma linhagem celular ap6s o tratamento com docetaxel foi encontrada uma
maior proporcao de genes associados a apoptose e proliferacao celular.

A maior porcentagem de genes envolvidos em resposta imune encontrada nas
linhagens celulares HB4a e C5.2 apds exposicdo ao docetaxel esta associada a
resposta das células ao estresse causado pelo tratamento. Entre os genes associados a
resposta imune, estdo incluidos, principalmente, genes induzidos por interferon,
como IFITM1, IFITM3, IFIT1, IFI27, G1P2, G1P3 e MX1. Embora as células C5.2
tratadas com docetaxel tenham apresentado um aumento na expressdo de genes
envolvidos na resposta imune, em relacdo as mesma células ndo tratadas, na
comparacao com as células HB4a na presenca do tratamento com docetaxel, ndo foi
encontrado nenhum gene com esta classificacdo (HB4a tratada, 6% vs C5.2 tratada,
0%), indicando a maior sensibilidade da HB4a ao tratamento com docetaxel. Uma
outra evidéncia do efeito do tratamento das células HB4a e C5.2 com docetaxel é a
menor porcentagem de genes envolvidos em metabolismo nas células tratadas
comparadas as mesmas linhagens celulares na auséncia do tratamento.

A selecédo de vinte e um genes diferencialmente expressos nas bibliotecas de
SAGE, para a validacdo por gPCR, foi realizada com base na anotacdo funcional e na
abundancia dos transcritos. Além disso, foram considerados os dados de literatura

disponiveis sobre o papel desempenhado por esses genes na mama.
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A descoberta de marcadores moleculares associados ao cancer, que podem ser
detectados nos estadios iniciais da doenga, representa uma grande promessa no
diagndstico, prognostico e tratamento dos pacientes com cancer. Dessa forma, a
maior parte dos genes escolhidos para serem validados, apresentaram uma expresséo
diferencial entre as células HB4a e C5.2 na auséncia do tratamento com docetaxel.

Uma das diferengas mais importantes observada na comparacdo entre as
bibliotecas de SAGE das celulas HB4a e C5.2, na auséncia de tratamento, foi a
reducdo na expressao de genes associados a organizacao de citoesqueleto nas células
C5.2. Esse dado € consistente com a forma desorganizada e irregular observada nas
células C5.2 em Matrigel, comparada a linhagem celular parental HB4a (HARRIS et
al. 1999).

AlteracOes na organizacdo do citoesqueleto, especialmente nos filamentos de
actina, desempenham um papel importante no processo de tumorigénese.
ModificagBes na estrutura dos filamentos de actina estéo relacionadas a diminuigdo
da expressdo de varias proteinas de citoesqueleto, entre elas a-actinina e
tropomiosina (PAWLAK e HELFMAN 2001). Os genes ACTN1 (a-actinina 1) e
TPML1 (tropomiosina 1) foram encontrados com expressdo reduzida nas células C5.2,
que apresentam expressdo aumentada de ERBB2, comparadas a linhagem celular
parental HB4a, na auséncia de tratamento, pelas técnicas de SAGE e gPCR.

A ACTNL1 é um dos membros da familia da o-actinina, que se liga a actina e
localiza-se nas fibras de estresse nas células ndo musculares (EDLUND et al. 2001).
A a-actinina desempenha um papel essencial na manutencdo da estabilidade do
citoesqueleto de actina, pois possibilita a ligacdo direta entre fibras de estresse de

actina e receptores de integrina, nas adesdes focais (FRALEY et al. 2005). Foi



92

observado que a ligacéo a PI-3K regula a associa¢do de a-actinina aos filamentos de
actina e receptores de integrina, influenciando na plasticidade e remodelamento do
citoesqueleto de actina (FRALEY et al. 2005). A a-actinina interage, também, com a
MEKK1 (CHRISTERSON et al. 1999), que assim como o PI-3K participa da via de
sinalizacdo de ERBB2. Apesar da participacdo de ACTNL1 na carcinogénese ainda
ndo ter sido elucidada, estudos mostram que a expressdo de a-actinina é capaz de
suprimir a transformacdo das células in vitro e a tumorigénese em camundongos
inoculados com celulas transfectadas com a-actinina (GLUCK e BEN-ZE’EV 1994;
NIKOLOPOULOS et al. 2000).

A tropomiosina 1 (TPM1) integra uma familia de proteinas que se ligam a
actina, e apresentam uma funcdo importante na estabilizacdo dos microfilamentos
(PAWLAK e HELFMAN 2001). A redugdo na expressao de TPM1 é encontrada em
varias células transformadas, incluindo células de cancer de mama, e o
restabelecimento da expressdo desse gene € capaz de reverter o fenétipo maligno de
células transformadas por oncogenes (PRASAD et al. 1993). Tumores primarios de
mama expressam niveis baixos ou ndo expressam TPM1 (RAVAL et al. 2003). Foi
observada a supressdo do fendétipo transformado de células de cancer de mama,
MCEF-7, pela re-expressdo de TPM1 (MAHADEYV et al. 2002). Investigacdes sobre
0s mecanismos envolvidos na supressdo tumoral induzida por TPM1, revelaram que
TPML1 induz anoikis nas células de cancer de mama (RAVAL et al. 2003). Uma
reducéo significativa da expressdo de TPM1 foi encontrada, em nosso trabalho, nas
células HB4a tratadas com docetaxel comparadas as mesmas células ndo tratadas,
sugerindo uma possivel participacdo desse gene na quimiosensibilidade em cancer de

mama.
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A baixa expressdo de ACTN1 e TPM1 pode ser resultante da ativacdo das
vias de sinalizacdo de ERBB2, que induz reorganizacdo do citoesqueleto e
motilidade, e provoca o aumento do potencial invasivo e metastatico das celulas
cancerosas (FELDNER e BRANDT 2002).

A tubulina é uma proteina que desempenha um papel fundamental na
organizacao do citoesqueleto, e tem uma importancia particular em nosso estudo, na
medida que o docetaxel age nos microtdbulos, inibindo a sua despolimerizacéo.
Alteragdes na B-tubulina foram associadas a resisténcia ao docetaxel em células de
cancer de mama (FULTON e SPENCER 1996; SHALLI et al. 2005). Nossos dados
de SAGE mostraram um aumento na expressao do gene tubulina beta 2 (TUBB2) nas
células HB4 e C5.2 tratadas com docetaxel, em relacdo as mesmas linhagens
celulares na auséncia de tratamento, sugerindo a participacdo desse gene na
resisténcia ao docetaxel nestas células. O aumento da expressdo de TUBB2 foi
descrito em células de céncer de mama MCF-7 e MDA-MB-231 resistentes ao
docetaxel (SHALLI et al. 2005). Outros genes previamente associados com a
aquisicdo de resisténcia ao docetaxel, como p27 (BROWN et al. 2004) e MDR-1
(FULTON e SPENCER 1996), ndo foram encontrados diferencialmente expressos
em nossas bibliotecas de SAGE, indicando que outros mecanismos estdo associados
a quimioresisténcia em nosso modelo.

Os resultados obtidos no SAGE e validados por gPCR, aliados ao dados de
literatura, apontam o0s genes SPARC e RUVBL1 como fortes candidatos a
participarem da quimioresisténcia ao docetaxel adquirida pelas células HB4a e C5.2.

O gene SPARC, também conhecido como osteonectina ou BM-40, codifica

uma gilcoproteina secretada, que possui grande afinidade de ligacdo ao calcio, e
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localiza-se na matriz celular (YAN e SAGE 1999). O SPARC modula interactes
entre células e matriz extracelular, e participa da regulacdo da adesdo celular,
proliferacdo celular, migracdo celular, angiogénese e remodelamento tecidual. A
expressdo de SPARC é encontrada durante o desenvolvimento e em processos que
abalam a matriz extracelular, como na resposta a injuria e na progressdo tumoral
(BRADSHAW e SAGE 2001). O papel exato desempenhado pelo SPARC na
tumorigénese ainda nédo foi elucidado, mas parece estar relacionado ao tipo de tumor
e seu microambiente.

Em céancer de mama os dados de literatura sdo controversos, uma maior
expressdo de SPARC foi associada tanto a inibicdo quanto a promocdo da
tumorigénese mamaria. A inducgdo da expressdo do gene SPARC na linhagem celular
de céancer de mama MDA-MB-231 resultou em inibi¢cdo da proliferagdo celular in
vitro (DHANESUAN et al. 2002), e foi capaz de inibir a invasédo celular e a
ocorréncia de metastase em camundongos injetados com essas células (KOBLINSKI
et al. 2005). A implantacdo de tumores em camundongos selvagens (SP*/*) e nulos
(SP/) para o gene SPARC, mostrou um maior crescimento tumoral nos
camundongos SP/, decorrente de alteracbes na ECM, desses camundongos SP/,
que criaram um ambiente apropriado para a progressao tumoral (BREKKEN et al.
2003). Em estudo recente, com camundongos que receberam células tumorais
humanas transfectadas com o gene SPARC, foi demonstrado que a expressdo
angiogénese, e a alteracbes na ECM (CHLENSKI et al. 2006).

Em contraste, a expressdo elevada de SPARC foi associada ao

desenvolvimento tumoral, e a um pior progndstico da doenga, com reducdo
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significativa da sobrevida global em pacientes com cancer de mama (WATKINS et
al. 2005). Em um estudo in vitro, com a linhagem celular de cancer de mama MCF-7,
foi observado que o aumento na expressédo de SPARC, em resposta a expressao
aumentada de c-jun, estimula a migracéo e a invasao celular (BRIGGS et al. 2002).

Os resultados obtidos em nosso trabalho mostram uma reducdo consideravel
da expressdo do gene SPARC na linhagem celular C5.2, que apresenta expresséo
aumentada de ERBB2, em relagdo as células HB4a, e sugerem que a perda ou
reducdo da expressdo de SPARC esté associada a transformacédo dessas células. Uma
menor expressdo do gene SPARC nas células C5.2 comparadas as células HB4a
também foi encontrada utilizando-se a técnica de cDNA microarray (MACKAY et
al. 2003). As células C5.2, apesar de ndo originarem tumores quando injetadas em
camundongos, apresentam evidéncias de transformacdo in vitro, decorrente da
expressdao aumentada de ERBB2 (HARRIS et al. 1999). A andlise do perfil de
expressdo génica, por DNA microarray, da linhagem celular NIH3T3 transfectada
com o gene ERBB2, que origina tumor quando inoculada em camundongo, também
mostrou expressdo reduzida de SPARC, comparada a linhagem celular parental
(BECKERS et al. 2005). Foi observada a interacdo do gene SPARC com fatores de
crescimento levando a inibicdo da proliferacdo celular induzida por VEGF, bFGF e
PDGF (YAN e SAGE 1999; BRADSHAW e SAGE 2001). O gene SPARC parece
modular, também, a atividade de TGF (BRADSHAW e SAGE 2001).

Nossos resultados, obtidos pela técnica de SAGE e confirmados por gPCR,
mostraram uma reducdo significativa da expressdo do gene SPARC nas células HB4a
apos tratamento intensivo com docetaxel, em relacdo as células HB4a ndo tratadas.

Esta reducdo na expressdo de SPARC apds exposicao ao docetaxel nas células HB4a
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foi semelhante a observada na linhagem celular C5.2, na auséncia do tratamento com
docetaxel, comparada as células HB4a. Por outro lado, as células C5.2 nédo alteraram
de maneira significativa a expressdo de SPARC ap06s o tratamento com docetaxel. A
comparacao das duas linhagens celulares, HB4a e C5.2, ap6s o tratamento intensivo
com docetaxel mostrou exatamente 0 mesmo nivel de expressdo do gene SPARC.
Esses resultados sugerem que a expressdo de SPARC pode ser um indicador de
sensibilidade ao tratamento com docetaxel em células de mama.

A participacdo do SPARC na resisténcia & quimioterapia foi observada, até o
momento, apenas em cancer coloretal (TAI et al. 2005). Uma baixa expressao do
gene SPARC foi encontrada em células de cancer coldnico resistentes a quimio e a
radioterapia. Ensaios in vitro e in vivo mostraram que 0 aumento da expressao de
SPARC foi capaz de restaurar a radio e a quimiossensibilidade das células de cancer
colénico. Além disso, foi observada que a administracdo de SPARC e 5-fluorouracil
em camundongos que haviam sido inoculados com as células col6nicas resistentes,
potencializou o efeito da quimioterapia e levou a uma regressao tumoral significativa
nesses animais (TAI et al. 2005).

Embora o mecanismo de acdo do SPARC na sensibilizagdo dos tumores a
quimioterapia ainda nao tenha sido compreendido, isso parece ocorrer independente
da droga administrada. Experimentos adicionais serdo realizados para confirmar o
papel de SPARC na sensibilidade a quimioterapia em cancer de mama.

Um perfil de expressédo semelhante ao do gene SPARC foi encontrado para o
gene RUVBL1 pelas técnicas de SAGE e gPCR. O RUVBL1, também conhecido
como TIP49a ou Pontin52, codifica uma proteina que pertence a familia das

helicases dependentes de ATP. Dados de literatura mostram que RUVBL1
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desempenha um papel fundamental na carcinogénese mediada pelo gene c-myc
(WOOD et al. 2000; DUGAN et al. 2002). Os resultados observados em um estudo
in vitro mostraram que o gene RUVBL1 atua, também, na modulacéo da atividade de
apoptose mediada pelos genes c-myc e E2F1 (DUGAN et al. 2002). Um estudo
realizado por FENG et al. (2003) demonstrou que RUVBL1 é um cofator importante
na transformac&o neoplésica mediada por B-catenina. A expressdo da forma mutante
de RUVBLL1 (com atividade ATPase deficiente), ou a inibicdo de RUVBL1, pelo
método de RNA de interferéncia (siRNA), levaram a inibicdo da ativacdo de genes
regulados por B-catenina/TCF, possivelmente através de mecanismos que envolvem
0 remodelamento da cromatina (FENG et al. 2003). Em cancer col6nico, foi
observado que o RUVBL1 atua na regulacdo da transcricdo do gene COX-2, que é
um dos alvos ativados pela sinalizacdo do Wnt, e esta freqlientemente aumentando
nesse tipo de tumor (CARLSON et al. 2003).

Nossos dados obtidos pelo SAGE, e confirmados por qPCR, mostraram a
expressao reduzida de RUVBL1 nas células C5.2 ndo tratadas, e nas células HB4a e
Cb5.2 apos tratamento intensivo com docetaxel. Um dado bastante interessante para o
nosso trabalho, encontrado na literatura, é a associacdo de RUVBL1 com a tubulina
durante a mitose, uma vez que o docetaxel age nos microtibulos celulares.
Experimentos in vitro mostraram que a polimerizacdo da tubulina, induzida pelo
tratamento com paclitaxel, é aumentada na presenca de RUVBL1 (GARTNER et al.
2003). Nossos resultados séo coerentes com os dados de literatura e sugerem que a
expressao de RUVBL1 esta associada a qumiosensibilidade ao docetaxel em células
de mama. Diferentemente do SPARC, o gene RUVBL1 parece estar relacionado

especificamente a sensibilidade ao tratamento com os taxanos, paclitaxel e docetaxel.
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A classificacdo dos genes diferencialmente expressos entre as células HB4a e
C5.2, quanto aos processos bioldgicos em que estdo envolvidos, mostrou uma maior
porcentagem de genes associados a transducgéo de sinais na linhagem celular HB4a
em relacdo a C5.2, antes e apds o tratamento com docetaxel. 1sso pode representar
uma concentracdo da sinalizacéo celular em ERBB2 nas células C5.2, que apresenta
expressao aumentada desse gene.

O gene SFRP1 participa da via de transducdo de sinais do Wnt, e foi
encontrado menos expresso nas células C5.2 em relagcdo as HB4a, na auséncia de
tratamento. A ativacdo descontrolada da via de sinalizagdo do Wnt desempenha um
papel importante no desenvolvimento de tumores, como de mama e célon. O SFRP1
é um regulador negativo da via do Wnt. Tumores de mama apresentam perda ou
baixos niveis de expressdo de SFRP1 (UGOLINI et al. 2001; KLOPOCKI et al.
2004). A perda de SFRP1 esta associada a reducdo da sobrevida global das pacientes
com cancer de mama em estagio inicial (KLOPOCKI et al. 2004). Assim como nos
genes TPM1, SPARC e RUVBL1, discutidos anteriormente, foi observada uma
reducdo na expressdo de SFRP1 nas células HB4a apds tratamento intensivo com
docetaxel, em relacdo & mesma linhagem de células ndo tratadas, que foi equivalente
ao encontrado nas células C5.2 comparadas as HB4a, na auséncia de tratamento,
indicando que possa estar envolvido na sensibilidade a quimioterapicos em cancer de
mama.

Diferentemente dos genes ja abordados nesta secdo, que apresentaram
reducdo de expressdo nas células C5.2 em relacdo as HB4a, somente na auséncia de
tratamento, o ETFB manteve a expressdo diferencial entre as linhagens celulares,

também, apds o tratamento com docetaxel. O ETFB est4 envolvido no transporte de
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elétrons, no entanto, até 0 momento, existem poucas informacdes sobre esse gene na
literatura. A ocorréncia de mutacdo no gene ETFB é responsavel por uma doenca
autossdmica recessiva que interfere no metabolismo de aminoacidos e acidos graxos,
denominada MADD (“Multiple Acyl-CoA Dehydrogenation Deficiency”) (OLSEN
et al. 2003). Os resultados obtidos em nosso trabalho sugerem que a perda de
expressao do gene ETFB possa participar do processo de tumorigénese da mama,
mediada pelo ERBB2, entretanto, ndo existe, ainda, nenhum dado na literatura sobre
o0 envolvimento desse gene em cancer.

O gene DUSP1 foi encontrado menos expresso nas células C5.2 comparadas
as células HB4a, antes e depois do tratamento com docetaxel, pela técnica de SAGE,
no entanto, ndo foram observadas diferencas significativas na expressdo desse gene,
na comparacao das células HB4 e C5.2, por gPCR. Os resultados obtidos por gPCR
parecem mais coerentes com o0s dados de literatura. O gene DUSP1, também
denominado MKP1, é induzido por fatores de crescimento e situacBes de estresse,
como hipoxia (LIU et al. 2005). Estudos experimentais com a linhagem de cancer de
mama BT474 mostraram que DUSP1 apresenta atividade anti-apoptdtica (SMALL et
al. 2004). Foi demonstrado que a ativacdo de DUSP1 pelo receptor de
glucocorticoide (GR), em celulas de cancer de mama, desempenha um papel
importante na inibicdo da ativacdo da MAPK e de apoptose induzida pelo tratamento
com paclitaxel (WU et al. 2005). Ap6s o tratamento intensivo com docetaxel foi
encontrado aumento de 3,5 e 2,2 vezes na expressao de DUSP1 nas células HB4a e
C5.2, respectivamente, em comparacdo com as mesmas células na auséncia de
tratamento, pela técnica de gPCR. O aumento de expressdao de DUSP1 nas células

C5.2 tratadas, comparadas as ndo tratadas, foi encontrado, também, pelo SAGE. Esta
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expressao aumentada de DUSP1 observada nas células HB4a e C5.2 resistentes ao
docetaxel, estd de acordo com os dados de literatura, que mostram a participacao
desse gene na inibicdo de apoptose mediada por um taxano em células de cancer de
mama (WU et al. 2005), indicando uma possivel participacdo de DUSP1 na
quimioresisténcia em nosso sistema.

A desregulacdo do processo de apoptose desempenha um papel crucial no
desenvolvimento e progressdo da tumorigénese, e na resisténcia as terapias utilizadas
no tratamento do cancer. Diversas vias de sinalizacdo, anti e pré-apoptoticas, séo
responsaveis pelo controle de apoptose nas células. Alteracbes nestas vias de
transducdo de sinais inibem a apoptose e estimulam a sobrevivéncia celular
(JAATTELA 1999). A expressdo aumentada do gene ERBB2 contribui para o
descontrole da apoptose, especialmente, pela ativacdo da via PI3K-AKT.

Na comparagéo dos genes diferencialmente expressos entre as bibliotecas de
SAGE das linhagens celulares, um maior nimero de genes que participa da apoptose
celular foi observado mais expresso nas células C5.2 comparadas as HB4a, na
auséncia de tratamento com docetaxel. A maioria destes genes (PBP, PDCD4,
ANP32B, BTG1, BNIP1, LGALS1) apresenta atividade pro-apoptética, e,
provavelmente, foi ativada em resposta ao estresse oncogénico sofrido pelas células
C5.2. Entretanto, é possivel, que a inducdo da apoptose por esses genes, nas células
C5.2, esteja sendo impedida pela ativagéo de PI3K e AKT, decorrente da expresséo
aumentada de ERBB2, que promovem a sobrevivéncia celular (VIVANCO e
SAWYERS 2002; ZHOU e HUNG 2003). A proteina Akt protege as células contra a
apoptose através da fosforilagdo e inibicdo de proteinas pré-apoptéticas, como Bad

(DATTA et al. 1997).
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Entre os genes envolvidos em apoptose, que apresentaram expressao
aumentada nas celulas C5.2 em relagdo as HB4a, foram escolhidos trés para serem
analisados por gPCR, dois (ANP32B e BTG1) que ainda ndo foram descritos em
cancer de mama, e um (LGALS1) que foi recentemente associado a inducédo de
apoptose em células de cancer de mama.

O ANP32B, ou PHAPI2, ¢ membro de uma familia de proteinas conservada
evolutivamente, que pertence a superfamilia de proteinas que apresenta repeticGes
ricas em leucina (MATILLA e RADRIZZANI 2005). Acredita-se que os membros
da familia ANP32 participem da modulacdo da sinalizacdo celular (MATILLA e
RADRIZZANI 2005). Embora as fun¢des molecular e biolégica de ANP32B ainda
ndo tenham sido claramente identificadas, esse gene parece estar envolvido na
promocdo da apoptose, pela ativacdo de caspase 9 (JIANG et al. 2003). Dados de
literatura mostram que 0 ANP32A, que apresenta grande homologia com ANP32B, ¢é
capaz de se ligar a proteinas associadas a microtubulos (MAPs) (MATILLA e
RADRIZZANI 2005). As linhagens celulares HB4a e C5.2 apresentaram aumento na
expressdo de ANP32B apds o tratamento com docetaxel, que chegou a 8,5 vezes nas
celulas HB4a tratadas com 100nM de docetaxel, por 24 horas, em relagdo as células
HB4a néo tratadas.

Integrante da familia dos genes anti-proliferativos (BTG/Tob), o gene BTG1,
foi identificado em uma translocacdo cromossomica observada em leucemia
linfocitica cronica de células B (ROUAULT et al. 1992). O gene BTG1 atua na
regulacdo do crescimento celular, inibindo a proliferacdo e promovendo a apoptose
nas células. Experimentos in vitro demonstraram que a expressdo aumentada de

BTGL1, em células NIH3T3, inibiu a proliferacdo celular (ROUAULT et al. 1992) e



102

provocou um aumento significativo na apoptose (CORJAY et al. 1998). Em um
estudo com células de leucemia tratadas com glucocorticoides foi encontrada a
expressdo aumentada de BTG1 associada a presenca de apoptose (YOSHIDA et al.
2002). O aumento da expressdo de BTG1 foi associado, também, a um maior
potencial de migracdo e a angiogénese, em um experimento, in vitro, com células
endoteliais (IWAI et al. 2004).

Diferentes perfis de expressdo génica da galectina-1 (LGALS1) tém sido
associados ao cancer. A expressao aumentada de LGALS1 foi observada em vérios
tipos de tumor, entre eles, bexiga, tiredide, endométrio e ovario, e em alguns casos
foi associada a um pior prognéstico (VAN DEN BRULE et al. 2004). O gene
LGALS1 atua na regulacdo de processos importantes como adesdo celular,
crescimento celular e apoptose (SCOTT e WEINBERG 2004). Em cancer de mama,
um estudo recente mostrou a inducdo de apoptose em células MCF-7 pela galectina-1
na presenca de um estimulo de estresse (WIEST et al. 2005). Os resultados obtidos
em nosso trabalho, pelas técnicas de SAGE e gPCR, confirmam os dados de
MACKAY et al. (2003), que encontraram uma expressao aumentada do gene
LGALSL1 nas células C5.2 comparadas as HB4a, pelo método de cDNA microarray.

As analises de SAGE revelaram a expressdo aumentada de varios genes que
codificam proteinas de choque térmico (HSP), como Hsp90, Hsp70, Hsp40 e Hsp27,
nas células C5.2 comparadas as células HB4a, na auséncia de tratamento. Estas
proteinas, denominadas chaperonas sdo induzidas pelo estresse e atuam no “folding”
de diversas proteinas (SOTI e CSERMELY 1998). A expressdao aumentada destas
proteinas é encontrada em varios tumores, incluindo o de mama, e esta associada a

um pior progndstico e a resisténcia a terapia (SOTI e CSERMELY 1998;
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JAATTELA 1999). Algumas proteinas de choque térmico, como Hsp90, Hsp70 e
Hsp27, desempenham papel importante na inibicdo da apoptose (SOTI e
CSERMELY 1998; ZHANG et al. 2005). Embora o aumento da expressdo de
proteinas de choque térmico nas células C5.2 pode ser decorrente do estresse
oncogénico sofrido por esta linhagem pela presenca da expressdo aumentada de
ERBB2, isso pode estar contribuindo para o aumento da sobrevivéncia destas celulas
e a quimioresisténcia associada a ERBB2.

O gene CENPH, foi identificado pela sua expressdo aumentada nas células
C5.2 comparadas as HB4a, na auséncia do tratamento com docetaxel, e € um
componente fundamental na formacdo do complexo centrémero-cinetdcoro ativo
(SUGATA et al. 2000). CENPH desempenha um papel importante na mitose,
atuando na conexdo dos centrémeros aos microtibulos (FUKAGAWA et al. 2001;
TOMONAGA et al. 2005). Recentemente, a expressao aumentada de CENPH foi
encontrada em tumores primarios coloretais, e associada a ocorréncia de defeitos na
mitose (TOMONAGA et al. 2005). O gene CENPH, pela sua localizagédo e
participagdo na mitose, pode ser considerado um importante gene candidato a
participar da aquisicdo de resisténcia ao docetaxel nas células de mama. As células
HB4a e C5.2, apds o tratamento com docetaxel, comparadas as mesmas células ndo
tratadas, mostraram aumento na expressdo de CENPH. Novos experimentos devem
ser realizados para a compreensdo do papel do gene CENPH nessas células
resistentes ao docetaxel.

Uma caracteristica comum, observada na comparacdo dos resultados obtidos
na anotagdo funcional das bibliotecas de SAGE, foi a presenga de uma grande

porcentagem de genes associados a regulacdo da transcricdo nas células HB4a e
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C5.2, antes e ap6s o tratamento com docetaxel. Esses genes atuam como
coativadores ou corepressores, modulando a expressdo de genes que desempenham
funcbes importantes em processos celulares como proliferacdo celular, adesdo
celular, apoptose, entre outros. O gene AES é um corepressor transcricional que foi
encontrado mais expresso na linhagem celular C5.2 do que nas células HB4a, na
auséncia do tratamento com docetaxel. Dados de literatura mostraram que a interagao
de AES com BIT1, uma proteina mitocondrial, induz apoptose, de forma caspase-
independente (JAN et al. 2004). Os aumentos significativos observados na expressao
do gene AES nas linhagens celulares tratadas com docetaxel, sobretudo nas células
HB4a, em relacdo as mesmas células ndo tratadas, sugerem a participacdo desse gene
na resposta ao docetaxel. Experimentos adicionais sdo necessarios para elucidacao de
uma possivel participacdo do gene AES na quimioresisténcia em células mamarias.

Os genes HDGF e CAV1 foram identificados por estarem mais expressos nas
células C5.2 comparadas as células HB4a, na auséncia do tratamento com docetaxel,
nas bibliotecas de SAGE. Entretanto, a andlise desses genes por qPCR mostrou
variagbes muito pequenas no perfil de expressdo génica e, de maneira geral, ndo
confirmou os resultados obtidos pelo SAGE.

A andlise das bibliotecas de SAGE geradas mostraram apenas 2 tags do gene
CAV1 nas células HB4a tratadas com docetaxel, e nenhuma tag desse gene nas
células C5.2 apos exposicao ao docetaxel. Estudos experimentais com uma linhagem
celular de cancer de mama resistente a doxorrubicina, demonstraram que a expressao
de CAV1 nestas células é capaz de reverter a resisténcia a drogas e tornar essas
celulas sensiveis a quimioterapia, através da inibicdo da glicoproteina-P (CAI e

CHEN 2004; ZHU et al. 2004). A baixa expressdo de CAV1 nas células HB4a e C5.2
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tratadas com docetaxel, observada no SAGE, sugere que esse gene possa contribuir
para a quimioresisténcia nestas células. Entretanto, nas bibliotecas de SAGE das
células HB4a e C5.2, ap6s o tratamento com docetaxel, ndo foi detectada a expressédo
do gene MDR1, que codifica a glicoproteina-P, indicando a presenca de um outro
mecanismo de acdo de CAV1 em nosso sistema.

O aumento de apenas duas vezes da expressdo do gene NDRGL1, nas células
C5.2 comparadas as células HB4a, pela técnica de SAGE, foi reproduzido na analise
por qPCR, demonstrando que é possivel validar, também, as diferencas menores de
expressao encontradas pelo método de SAGE. Embora ndo esteja no grupo de genes
diferencialmente expressos por uma razdo de no minimo 4 vezes, o NDRGL1 foi
analisado por ser um gene de interesse para 0 nosso grupo de pesquisa. O gene
NDRG1, também conhecido como DRG1 ou RIT42, esta associado a resposta ao
estresse nas células, € induzido por hipoxia e apresenta uma maior expressdo em
tecido tumoral comparado ao normal em mama, pulmao, cérebro, figado, entre outros
(CANGUL 2004). Dados de literatura sobre a participacdo do gene NDRG1 na
carcinogénese sdo ainda controversos. Estudos com modelos animais mostraram que
NDRG1 é um gene supressor de mestastase em tumores, como o de prostata
(BANDYOPADHYAY et al. 2003). No cancer de mama, a baixa expressdo de
NDRGL1 foi associada a estagios mais avancados da doenca e a uma pior sobrevida
das pacientes (BANDYOPADHYAY et al. 2004a). Em tumores de mama e prostata
foi observado o controle da expressio de NDRG1 pelo gene supressor de tumor
PTEN, por uma via dependente de AKT, sugerindo que a expressdo de ambos os
genes seria um indicativo de bom prognéstico nestes tipos de cancer

(BANDYOPADHYAY et al. 2004b). O gene NDRG1 é alvo, também, da regulacéo
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transcricional de p53. Dados obtidos em experimentos de RNA de interferéncia e
inducdo de expressdo génica sugerem uma participacdo fundamental de NDRG1 na
apoptose mediada por p53 (STEIN et al. 2004). Além disso, foi demonstrado que
NDRGL1 desempenha um papel importante na mitose, através da associacdo com
microttbulos (KIM et al. 2004). Em céancer coloretal foi demonstrada uma correlacéo
entre 0 aumento da expressdo de NDRG1 e a resisténcia ao tratamento com
irinotecan (SHAH et al. 2005). Os resultados obtidos pelo SAGE e gPCR mostraram
um aumento de trés vezes na expressdo de NDRGL1 na linhagem celular HB4a tratada
com docetaxel, em relagdo as mesmas células ndo tratadas.

A maior diferengca na expressdo génica observada na comparacdo das
bibliotecas de SAGE foi de MATR3. Esse gene mostrou-se aumentado nas células
C5.2, 230 vezes, antes, e 451 vezes, ap0s o tratamento com docetaxel, em relacdo as
células HB4a na auséncia e na presenca do tratamento com docetaxel,
respectivamente. O gene MATR3 apresenta duas variantes que codificam a mesma
proteina, que se localiza na matriz nuclear. Até o momento, os dados de literatura
sobre a MATR3 séo escassos, e ainda ndo foi descrita a participacdo desse gene na
carcinogénese.

As bibliotecas de SAGE da linhagem celular C5.2, antes e ap0s o tratamento
com docetaxel, apresentaram um maior nimero de ESTs, clones de cDNA, ORFs
identificadas em regifes cromossdmicas, e proteinas hipotéticas, comparadas as
bibliotecas das células HB4a. Esses transcritos que ainda ndo apresentam uma funcéo
definida possuem grande importancia, pois representam novos marcadores potenciais
dos processos de tumorigénese e quimioresisténcia na mama.

Entre esses transcritos identificados, foram selecionados 5 para a validacéo
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por gPCR, 4 genes (MGC11242, FAM98A, FLJ13448, C200rf35) encontrados mais
expressos nas células C5.2 comparadas as células HB4a, na auséncia de tratamento, e
um gene (C6orfl15) identificado com expressdo aumentada nas células C5.2 em
relacdo as HB4a, apos o tratamento com docetaxel. Esses genes apresentaram perfis
de expressao interessantes nas células HB4a e C5.2, antes e ap0s o tratamento com
docetaxel, pelo SAGE, que foram confirmados por gPCR, e representam novos genes
candidatos a participarem dos processos de tumorigénese e quimioresisténcia na
mama.

O gene MGC11242 (ATAD4) foi encontrado mais expresso nas células C5.2
comparadas as células HB4a, também, pela técnica de cDNA microarray (MACKAY
et al. 2003). Esse gene apresentou um grande aumento de expressao nas células C5.2
em relacdo as células HB4a, antes e depois do tratamento com docetaxel, pelas
analises de SAGE e qPCR.

O padrdo de expressao génica da maioria dos genes selecionados, obtido por
gPCR, foi consistente com o encontrado pela técnica de SAGE, embora ndo tenha
sido observada a mesma proporcao nas diferencas. A expressao diferencial de quase
todos os genes foi validada, embora para alguns, isso tenha ocorrido em parte das
comparac0es realizadas.

Nesse trabalho, através da técnica de SAGE, foi identificado um grande
numero de genes ativados ou reprimidos pela expressdo aumentada de ERBB2, na
auséncia de tratamento ou em resposta ao docetaxel. Entre esses genes identificados,
estdo incluidos muitos ainda desconhecidos, ou que ndo tiveram sua funcéo
elucidada. Todos os transcritos encontrados diferencialmente expressos na

comparacdo das bibliotecas de SAGE das células HB4a e C5.2, antes e apds o
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tratamento com docetaxel, representam possiveis marcadores do desenvolvimento
tumoral e/ou da quimioresisténcia a drogas. Entretanto, estudos experimentais e
clinicos devem ser realizados até que seja confirmado o potencial desses genes como

marcadores de resposta a quimioterapia em cancer de mama.
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CONCLUSOES

O uso da técnica de SAGE nos permitiu identificar um grande nimero de
genes potencialmente regulados por ERBB2, que atuam em diversos
processos celulares, como proliferagdo celular, apoptose, adesdo celular e
organizacdo de citoesqueleto, e podem estar envolvidos no processo de
tumorigénese.

A comparacao do transcriptoma das linhagens celulares HB4a e C5.2 antes e
apos o tratamento com docetaxel revelou diferencas substanciais no padrao
de expressdo génica, permitindo a identificacdo de genes potencialmente
associados a sensibilidade ou resisténcia aos taxanos.

A maior parte dos genes selecionados na comparacgéo das bibliotecas geradas
por SAGE foi validada por gPCR, confirmando o potencial destes genes
como possiveis marcadores de transformacdo celular e/ou resposta a
quimioterapia.

Nossos resultados de SAGE e qPCR, aliados aos dados de literatura, sugerem
a participacdo de genes, tais como SPARC, RUVBL1, TPM1 e CENPH na
sensibilidade ou resisténcia ao docetaxel em células de mama.

Um grande nimero de ESTs e transcritos ainda sem funcéo definida foram
identificados, principalmente nas células C5.2, quando comparadas as celulas
HB4a, representando novos marcadores potenciais dos processos de

transformacdo maligna e quimioresisténcia na mama.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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