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RESUMO 

 

Egidio, C.M. Análise da expressão de RNAs não-codificadores intrônicos em 

tumores de mama. 2008. 200p. Dissertação de Tese de Doutorado – Programa de Pós-

Graduação em Ciências (Bioquímica). Instituto de Química , Universidade de São Paulo, 

São Paulo.  

 

 O câncer de mama é o carcinoma que mais acomete mulheres no Brasil. Os 

tratamentos disponíveis são recomendados a partir da análise de fatores de prognóstico 

como a classificação pelo sistema TNM, tipo histológico, status de receptores hormonais 

e marcadores de proliferação tumoral. No entanto, a classificação dos tumores de mama 

é muito variável e o poder prognóstico dos marcadores tumorais atuais ainda é limitado, 

levando muitas pacientes à terapia adjuvante desnecessária. Portanto, novos métodos de 

prognóstico mais sensíveis são necessários para melhorar a tomada de decisão na clínica 

oncológica de pacientes com câncer de mama.  

 Do ponto de vista de ciência básica, as modificações transcricionais associadas à 

oncogênese e progressão do câncer de mama ainda são pouco conhecidas. Além da 

alteração na expressão de genes codificadores para proteínas, evidências recentes 

sugerem que RNAs não-codificadores (ncRNAs) podem ter um papel importante na 

transformação maligna. 

Este projeto teve como principais objetivos: i) investigar a expressão de ncRNAs 

intrônicos em amostras de adenocarcinoma de mama e ii) identificar assinaturas de 

expressão gênica associadas a características anatomo-patológicas e clínicas de tumores 

de mama com potencial aplicação clínica.  Para isso, foram comparados os perfis de 

expressão gênica de 58 amostras de tecido tumoral de mama, com seguimento clínico 

conhecido, utilizando uma plataforma de microarranjos de cDNA, enriquecida em 

ncRNAs provenientes de regiões intrônicas de genes humanos conhecidos. 
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Durante o projeto foram testadas diferentes metodologias para análise da 

expressão gênica utilizando microarranjos de cDNA com uma ou duas cores. O desenho 

experimental das hibridizações incluiu a co-hibridização de cada microarranjo com alvos 

fluorescentes representando o transcritoma da amostra de tumor juntamente com um 

oligonucleotídeo referência complementar a uma região presente em todas as sondas de 

cDNA (RefOligo). Este desenho experimental permitiu a avaliação de duas abordagens 

de análise da expressão gênica: a primeira baseada nas intensidades diretas de cada 

transcrito (One-Color) e a segunda baseada em razões de expressão onde a intensidade 

de cada transcrito foi normalizada pelo oligonucleotídeo referência (RefOligo). A 

utilização direta das intensidades se mostrou mais reprodutível e sensível para a detecção 

de assinaturas de expressão correlacionadas com características das amostras de mama, e 

essa abordagem foi escolhida para as análises subseqüentes. 

Os dados provenientes dos experimentos de microarranjos revelaram níveis de 

expressão ubíqüos dos transcritos intrônicos nas amostras analisadas, extendendo para o 

câncer de mama a relevância do estudo desta classe de ncRNAs. Além disso, foi 

identificada uma assinatura contendo 95 transcritos, correlacionada com o status de 

expressão do receptor de estrogênio (REr), dos quais cerca de 15% correspondem a 

ncRNAs. Utilizando apenas amostras com seguimento clínico superior a 4 anos, foi 

identificada uma assinatura com 113 transcritos, dos quais cerca de 30% são ncRNAs 

intrônicos, capaz de distinguir com 100% de acurácia pacientes que desenvolveram 

metástase daqueles que permaneceram livres da doença.  

Além de contribuir com novos candidatos a marcadores de prognóstico no câncer 

de mama, este estudo aponta para a participação de ncRNAs intrônicos em complexas 

redes transcricionais, possivelmente modulando a expressão de genes codificadores para 

proteínas. A caracterização detalhada da função de ncRNAs com expressão 
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correlacionada a características fenotípicas e clínicas dos tumores de mama deverá 

fornecer novas informações sobre as bases moleculares da tumorigênese e progressão 

desta neoplasia.  

Palavras-chave: câncer de mama, marcadores moleculares, RNAs não codificadores 

intrônicos, transcrição antisenso, microarranjos de DNA, receptor de esteróides. 



 

 

11 

 

ABSTRACT 

Egidio, C.M. Gene expression analysis of intronic non-coding RNAs in breast 

tumors. 2008. 200p. PhD Thesis – Graduate Program in Biochemistry. Instituto de 

Química , Universidade de São Paulo, São Paulo.  

 

 Breast carcinoma is the most frequently occurring cancer amongst women in 

Brazil.  The treatments available for breast cancer are prescribed based on the results of 

prognostic factors, such as the TNM classification system, histological type, hormonal 

receptor status and tumoral markers for cell proliferation. Nevertheless, breast cancer 

classification can be variable and inconsistent, and the prognosis power of tumoral 

markers is still limited, resulting in many patients unnecessarily undergoing adjuvant 

therapy. Therefore, there is an urge for new prognosis methods that are more sensitive, 

as well as accurate, in order to improve treatment decisions for breast cancer patients. 

 From a basic science perspective, transcriptional modifications associated with 

oncogenesis and breast cancer progression are still poorly understood.  Beyond 

alterations of the expression of protein-coding genes, recent evidences suggest that non-

coding RNAs (ncRNAs) might have an important role in malignant transformation.  

 The main goals of this project are: i) to investigate the expression of intronic 

ncRNAs in breast cancer tissue and ii) to identify gene expression signatures correlated 

to anatomo-pathological and clinical characteristics of human breast tumors, with a 

potential clinical aplication. To achieve this, gene expression profiles of 58 breast tumor 

samples with clinical  follow-up were compared using a microarray platform enriched in 

non-coding RNAs (ncRNAs) derived from intronic regions of known human genes.  

 During this project different gene expression methodologies were tested for the 

analysis of one- or two-color cDNA microarrays. The experimental design included the 

co-hybridization of the microarrays with fluorescent targets representing the tumor 

sample transcriptome with a reference oligonucleotide that is complementary to a 
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common region present in all cDNA probes (RefOligo). This experimental design 

permited the evaluation of two gene expression analysis approaches: the first based on 

direct intensities of each transcript (One-Color) and the second based in expression 

ratios where the intensity of each transcript is normalized by the reference 

oligonucleotide (RefOligo).  One-Color methodology has shown to provide a more 

reproducible and sensitive gene expression signatures correlated to the breast samples 

characteristics and, therefore, this approach was chosen for subsequent analysis. 

 The data provided by the microarray experiments revealed that ubiquitous 

expression of intronic ncRNAs was observed, confirming the relevance of investigating 

the role of this class of ncRNAs in breast cancer. Furthermore, a gene expression 

signature comprising 95 transcripts and correlated to the estrogen receptor status of 

breast tumor samples was identified, from which approximately 15% are ncRNAs. 

Using only samples from patients with known follow-up, a signature of 113 transcripts 

was identified, of which 30% are ncRNAs. This gene expression signature was able to 

distinguish with 100% accuracy patients that developed metastasis from those that 

remained disease-free up to 4 years after surgery. 

Besides the contribution of new molecular prognostic markers for breast cancer, 

the present study indicates that intronic ncRNAs might play a role in complex 

transcriptional networks, possibly regulating the expression of protein-coding genes. The 

detailed caracterization of the functional roles of ncRNAs, whose expression levels are 

correlated to fenotypical and clinical characteristics of breast tumors, is likely to provide 

new insigths on the molecular basis of tumorigenesis and progression of this neoplasia. 

Keywords: breast cancer, molecular markers, intronic non-coding RNAs, antisense 

transcription, DNA microarrays, steroid receptor. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1.  O câncer de mama 

1.1.1. Estatísticas populacionais 

 Neste ano, Jemal e colaboradores apresentaram dados mostrando que apesar da 

redução e estabilização das taxas de incidência de todos os tipos de câncer na população 

americana desde o ano de 2004, o câncer ainda é responsável pelo maior número de 

mortes nos Estados Unidos, ficando à frente até mesmo de doenças cardíacas entre 

pessoas com menos de 85 anos de idade (Jemal et al., 2008). O número estimado de 

novos casos para 2008 é de cerca de um milhão e meio, sendo que um terço destes casos 

será fatal, resultando numa taxa de 25% das causas de morte nos Estados Unidos (Jemal 

et al., 2008). 

 No Brasil, cerca de 470 mil novos casos de câncer serão diagnosticados no ano 

de 2008, sendo que destes, 50 mil correspondem a câncer de mama, resultando num 

risco estimado de 51 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2008). Nos Estados Unidos 

o câncer de mama é o câncer de maior incidência entre as mulheres com uma estimativa 

de 182 mil novos casos em 2008 e 40 mil mortes entre as mulheres, configurando como 

o segundo tipo de câncer mais fatal entre estas (Jemal et al., 2008) (INCA, 2008). Nos 

Estados Unidos a probabilidade de uma pessoa desenvolver qualquer tipo de câncer 

durante toda sua vida é de 45% e no caso de câncer de mama feminino é de 12%.  

Na população mundial, a sobrevida média de pacientes com câncer de mama 

após cinco anos do diagnóstico da doença é de 61% (INCA, 2008), enquanto nos 

Estados Unidos é de 98% no caso de câncer de mama localizado. Se no momento do 

diagnóstico houver presença de metástase distante, essa taxa diminui para 27% (Jemal et 

al., 2008). Portanto, uma das formas de se diminuir o número de mortes no caso do 
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câncer de mama é o diagnóstico da doença em seu estágio inicial. No Brasil, as taxas de 

mortalidade por câncer de mama ainda são elevadas muito provavelmente por que a 

doença ainda é diagnosticada em estágios avançados (INCA, 2008). 

 Os métodos de diagnóstico do câncer de mama na rede de saúde pública no 

Brasil incluem o exame clínico anual das mamas para mulheres de 40 a 49 anos e o 

exame mamográfico pelo menos a cada dois anos para mulheres de 50 a 69 anos (INCA, 

2008). Interessantemente, nos Estados Unidos, onde as taxas de incidência de câncer de 

mama vêm diminuindo progressivamente desde 2004, o auto-exame das mamas e o 

exame clínico com um profissional é recomendado para mulheres a partir dos 20 anos de 

idade, este último pelo menos a cada 3 anos (ACS, 2008). Já o exame mamográfico é 

recomendado a mulheres com mais de 40 anos, anualmente (ACS, 2008). Estas 

diferenças podem explicar por que as taxas de mortalidade por câncer de mama no Brasil 

ainda são tão altas apesar de ser considerado um câncer de relativamente bom 

prognóstico, se diagnosticado e tratado oportunamente, de acordo com o próprio 

Instituto Nacional de Câncer no Brasil. 

  

1.1.2. Tipos histológicos de câncer de mama 

 As lesões malignas da mama mais comuns em humanos são originadas dos 

alvéolos secretórios de leite que estão agrupados em redes na região terminal da mama 

formando as unidades alveolares dutais terminais (Molyneux et al., 2007) (Figura 1). O 

crescimento celular neste caso, normalmente tem origem nos dutos ou lóbulos 

mamários.  

 Os carcinomas mamários podem se dividir em dois grandes grupos, dependendo 

de seu caráter invasivo. O câncer de mama in situ se refere ao câncer não-invasivo onde 

as células tumorais permanecem em seu local de origem, ficando contidas entre as 
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estruturas epiteliais mamárias, sem invadir a membrana basal ou o estroma do tecido 

mamário (Mallon et al., 2000). Existem vários tipos de câncer de mama não-invasivo, 

que se distinguem quanto às suas características histomorfológicas: hiperplasia sem 

atipia, hiperplasia ductal atípica, carcinoma ductal in situ, doença de Paget, carcinoma 

lobular in situ e hiperplasia lobular atípica (Mallon et al., 2000). 

O carcinoma ductal é o mais freqüente câncer de mama in situ, correspondendo a 

25% de todos os tipo de câncer de mama diagnosticados nos Estados Unidos (CAP, 

2006). Destas pacientes, dois terços talvez nunca desenvolvam nenhum tipo de câncer 

invasivo (Mallon et al., 2000). Alguns especialistas consideram o carcinoma ductal in 

situ uma lesão pré-maligna pois embora seja o mais facilmente tratado, pode estar 

associado a outros tumores de mama invasivos na paciente (CAP, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Entre os tumores de mama invasivos, o carcinoma ductal invasivo (CDI) é o tipo 

histológico mais comum, sendo responsável por cerca de 65-85% dos casos de câncer de 

mama (CAP, 2006). Os carcinomas invasivos são caracterizados pela invasão celular dos 

Figura 1. Unidades alveolares dutais terminais da mama. Este é o local onde o tumor se origina 

na maior parte dos tumores de mama (modificado de www.cancer.org – ACS). 
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dutos ou lóbulos das glândulas mamárias, atingindo outros tecidos da mama. Podem 

ficar restritos ao local de origem ou migrar pelo corpo através da corrente sanguínea ou 

sistema linfático. O carcinoma lobular invasivo é o segundo carcinoma deste tipo mais 

comumente diagnosticado (cerca de 10-15% dos tumores de mama invasivos 

diagnosticados) e possui uma taxa de sobrevida relativamente maior que o CDI (Mallon 

et al., 2000). 

Outros tipos de carcinoma invasivo menos freqüentes são: carcinoma tubular, 

com incidência de cerca de 10%, baixa ocorrência de metástases e longo período de 

sobrevivência livre da doença; carcinoma cribriforme, 3% dos casos de câncer de mama, 

com 100% de sobrevivência sem doença após 5 anos do diagnóstico; carcinoma 

mucinoso, com incidência de 1%, é mais comum em mulheres acima de 75 anos, 

apresentando uma taxa de sobrevivência sem doença após 5 anos de diagnóstico de 90%; 

carcinoma papilar, 1-2% dos casos de câncer de mama, apresenta processo de invasão 

celular muito semelhante ao carcinoma ductal invasivo mas com um prognóstico 

relativamente melhor; carcinoma secretório, forma muito rara de carcinoma mamário 

reportado em crianças, geralmente é associado a um prognóstico favorável; carcinoma 

apócrino, menos de 1% dos casos de câncer de mama. Existem ainda outras formas raras 

de câncer de mama invasivo (incidência < 1%), tais como o carcinoma adenóide cístico, 

carcinoma medular, mioepitelioma e carcinoma metaplástico (Mallon et al., 2000).  

 Os tumores filóides, responsáveis por menos de 1% dos casos de câncer de 

mama (Parfitt et al., 2004), correspondem ao único tipo de tumor de mama não-epitelial 

por conter, além de elementos epiteliais, elementos do estroma envolvidos na 

tumorigênese. Enquanto o componente epitelial destes tumores é totalmente benigno, o 

crescimento do estroma é o maior responsável por recorrências locais e metástases 

(Mallon et al., 2000). 
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1.1.3. O câncer de mama hereditário 

O câncer de mama hereditário corresponde a cerca de 10% de todos os casos de 

câncer de mama (Lynch et al., 2008). A maior parte destes casos são de mutações 

associadas ao gene de alta penetrância BRCA1 e BRCA2. Outros genes associados com a 

susceptibilidade do câncer de mama hereditário são TP53, ATM, CHEK2, PTEN e 

LKB1/STK11, sendo que a ocorrência de mutações nestes dois últimos genes são 

eventos mais raros na população (Bradbury e Olopade, 2007). O conjunto de todos estes 

genes não é responsável por mais que 25% dos casos de tumor de mama hereditários, 

apontando para a existência de vários genes de menor penetrância ainda desconhecidos 

(Bradbury e Olopade, 2007) 

Os genes BRCA1 e BRCA2 estão envolvidos com reparo no DNA (Welcsh et al., 

2000) e mutações nestes genes estão associadas a um risco de 37-85% de uma mulher 

desenvolver câncer de mama durante sua vida e 15-40% no caso de câncer ovariano 

(Struewing et al., 1997). 

Mutações no gene TP53, codificador para a proteína tumoral p53 estão 

associadas à síndrome Li-Fraumeni (Malkin et al., 1990), doença autossômica rara com 

ocorrência de diversos tipos de câncer, em especial, o câncer de mama em idades muito 

jovens (idade média no momento do diagnóstico de 36 anos) (Birch et al., 2001). A 

proteína p53 está envolvida com o controle do ciclo celular e apoptose e a ocorrência de 

mutações no seu gene é muito freqüente em diferentes tipos de tumor (Meulmeester e 

Jochemsen, 2008). Apesar de ter alta penetrância, a síndrome Li-Fraumeni e mutações 

no gene TP53 são relativamente raras e são responsáveis por menos de 1% de todos os 

casos de câncer de mama (Sidransky et al., 1992). 

A síndrome de Cowden é uma síndrome rara e autossômica e tem sido 

relacionada ao câncer de mama hereditário (Bradbury e Olopade, 2007). Mutações no 
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gene PTEN, um supressor de tumor, têm sido identificadas em famílias com esta 

síndrome (Liaw et al., 1997). O risco de uma mulher com esta síndrome desenvolver 

câncer de mama invasivo durante sua vida é de 25-50% (Uppal et al., 2007). 

Mutações no gene STK11/LKB1 foram identificadas e associadas com a 

síndrome Peutz-Jeghers (Lim et al., 2003). Esta síndrome rara é responsável por um 

pequeno número de casos de câncer de mama, no entanto, mulheres com esta síndrome 

apresentam um risco de desenvolver tumor de mama de 29-50% (Lim et al., 2003). 

 O gene ATM possui um importante papel no reconhecimento de dano e reparo ao 

DNA, além de atuar nas fases de transição G1-S e G2-M do ciclo celular (Dapic et al., 

2005; Mavrou et al., 2008). Perda total da expressão da proteína ATM é causada por 

mutações homozigóticas na seqüência do gene, causando a síndrome ataxia-

telangiectasia (Mavrou et al., 2008). A ataxia-telangiectasia é uma doença genética rara, 

autossômica recessiva, neurodegenerativa e hereditária e está associada à predisposição 

ao câncer, especialmente, ao câncer de mama (Khanna, 2000; Bradbury e Olopade, 

2007). Apesar de mutações em heterozigose serem relativamente freqüentes na 

população no caso do gene ATM (1-2%), devido a sua baixa penetrância, estas mutações 

não são responsáveis por um grande número dos casos de câncer de mama hereditário 

(Dapic et al., 2005).  

 CHEK2 é um gene de susceptibilidade ao câncer de mama de baixa penetrância 

(Bradbury e Olopade, 2007). Este gene codifica para uma proteína quinase envolvida no 

ciclo celular e no reparo do DNA (Lee et al., 2000). Mutação neste gene confere às 

mulheres portadoras uma chance duas vezes maior de desenvolver câncer de mama e é 

responsável por cerca de 1% de todos os casos de câncer de mama (Meijers-Heijboer et 

al., 2002). 
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1.1.4. Fatores de prognóstico clássicos no câncer de mama 

 Cerca de 30% das pacientes com tumor de mama negativo para presença de 

células metastáticas nos nódulos linfáticos irão apresentar recorrência da doença nos 

primeiros 5 anos após o diagnóstico, enquanto as outras 70% irão permanecer livres da 

doença (Subramaniam e Isaacs, 2005). Deste fato é que se origina o grande dilema 

clínico no momento de se optar ou não pela terapia sistêmica adjuvante para as pacientes 

que se incluem neste caso. Portanto, os fatores de prognóstico têm um papel 

fundamental pois fornecem informações sobre a progressão da doença, indicando a 

melhor opção para a melhora da qualidade de vida da paciente doente. 

 A avaliação de parâmetros anatomo-patológicos é utilizada na rotina clínica para 

o prognóstico de cancer de mama. A informação sobre o status dos nódulos linfáticos 

axiais tem sido o fator de prognóstico utilizado de forma mais consistente na prática 

clínica como guia à terapia a ser utilizada (Rampaul et al., 2001). No entanto, embora 

seja útil para a estratificação de risco, a informação sobre o status dos nódulos linfáticos 

é dependente do tempo: quanto maior o crescimento do tumor, maior a probabilidade de 

infiltração de células metastáticas nos nódulos linfáticos. Dessa forma, a informação de 

infiltração de nódulos linfáticos isolada não é capaz de definir com total segurança a 

evolução da doença após o tratamento. (Rampaul et al., 2001) 

 Outro fator de prognóstico importante é o tamanho do tumor. Em um estudo com 

cerca de 13.000 mulheres com câncer de mama com status dos nódulos linfáticos 

negativo foi medida a taxa de sobrevida em um período de 5 anos de grupos de pacientes 

com tumores de diferentes tamanhos no diagnóstico (Carter et al., 1989). Cerca de 99% 

das pacientes com tumores menor que 1cm atingiram este período de sobrevida, 

enquanto apenas 89% das pacientes com tumores de 1 a 3 cm e 86% das pacientes com 

tumores de 3 a 5 cm conseguiram atingir este período de sobrevida. Juntamente com a 
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informação sobre a presença de metástases distantes ao tumor, este conjunto de 

informações forma o sistema TNM (tumor-nódulo-metástase - Tabela 1) e é o método de 

classificação mais utilizado e recomendado pelo “American Joint Committee on Cancer 

Staging” (AJCC) (Singletary et al., 2002). O sistema de estadiamento TNM inclui duas 

classificações principais, a clínica e a patológica (Singletary e Connolly, 2006). A 

classificação clínica é feita durante o momento do exame físico da paciente através do 

resultado de exames de mamografia, ultra-som e biópsias; a classificação patológica é 

baseada em evidências observadas no momento da cirurgia e na vizualização do material 

tumoral ao microscópio (Singletary e Connolly, 2006). As informações combinadas 

sobre o tamanho, infiltração de nódulos linfáticos e presença de metástases distantes em 

outros órgãos compõem grupos de estadiamentos, nos quais os tumores que pertencem a 

um mesmo grupo são tratados da mesma maneira, além de possuirem uma taxa de 

sobrevida semelhante durante dez anos do diagnóstico da doença (NCCN, 2008) 

(Singletary e Connolly, 2006). Dessa forma, existem sete diferentes grupos de 

estadiamentos de tumores de mama (Tabela 2), que estão associados com o prognóstico 

da doença: cerca de 5 e 12% das pacientes com tumores de mama de estágio I e II 

morrem no período de dez anos após o diagnóstico da doença, comparado com cerca de 

60 e 90% de mortalidade de pacientes com câncer de mama de estágio III e IV (NCCN, 

2008) (Bland et al., 1998).   
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Tabela 1. Classificação clínica do câncer de mama pelo sistema TNM. Retirado de 

www.projetodiretrizes.org.br - Associação Médica Brasileira e Conselho Federal de Medicina. 
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Tabela 2. Estadiamento do câncer de mama em função das diversas combinações possíveis pelo 

sistema TNM. Retirado de www.projetodiretrizes.org.br - Associação Médica Brasileira e 

Conselho Federal de Medicina. 

 

 

  

 Outro sistema de classificação do grau tumoral muito utilizado é o de Elston e 

Ellis (Elston e Ellis, 1991), modificado de Scarff-Bloom-Richardson (SBR) (Bloom e 

Richardson, 1957). Este sistema leva em consideração a porcentagem de formação de 

túbulos, o grau de pleiomorfismo nuclear e o número de células que se encontra em 

mitose. No entanto, este sistema apresentou alta variabilidade e falta de consistência 

metodológica na quantificação objetiva do grau tumoral. Portanto, a AJCC decidiu não 

incorporar este novo sistema na classificação tumoral TNM (Subramaniam e Isaacs, 

2005).  

 Frente à grande quantidade de informação disponível na literatura sobre fatores 

de prognóstico em câncer de mama, o NIH (National Institute of Health, EUA) 

percebeu-se a necessidade de uma compilação e revisão sistemática sobre o uso dessas 

informações por profissionais da saúde. No ano de 2001, o NIH estimulou a elaboração 

por especialistas de um conjunto de critérios a ser utilizado por profissionais da saúde, 

no momento de tomar decisões sobre tratamentos para as pacientes com câncer de 

http://www.projetodiretrizes.org.br/
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mama. Os critérios do NIH para o tratamento do câncer de mama, no momento da 

seleção de pacientes para terapia adjuvante sistêmica e hormonal, levam em 

consideração quais agentes utilizar na quimioterapia, como avaliar os efeitos colaterais e 

a qualidade de vida da paciente (NIH Consensus Statement, (2001). 

 Outra tentativa de definição de critérios homogêneos para elegibilidade de 

pacientes com câncer de mama à terapia adjuvante, conhecida como critérios de St 

Gallen, determina que a primeira consideração a ser feita pelo profissional da saúde em 

uma paciente com câncer de mama é avaliar a presença de receptores hormonais no 

tecido tumoral (Goldhirsch et al., 2005). Em relação a esta informação, três categorias 

foram criadas, considerando a resposta à terapia endócrina, sendo elas: positiva, negativa 

e incerta (Goldhirsch et al., 2005). Cada uma destas categorias foram sub-divididas em 

três em relação ao risco de vida (baixo, intermediário e alto), de acordo com status da 

menopausa das pacientes (Goldhirsch et al., 2005). Além disso, ficou definido que a 

informação sobre infiltração de células metastáticas nos nódulos linfáticos axilares não 

constitui, automaticamente, alto risco de vida para a paciente (Goldhirsch et al., 2005).  

 Pacientes com câncer de mama com menos de 30/35 anos apresentam, em geral, 

um pior prognóstico da doença que aquelas pacientes com mais do que 40 anos. O status 

dos fatores de prognóstico dos tumores daquelas pacientes mais jovens normalmente 

vêm associados a resultados negativos como nódulos linfáticos positivos, REr-, super-

expressão de HER2 (Soerjomataram et al., 2008). Por outro lado, pacientes idosas com 

câncer de mama, com idade superior a 70 anos de idade apresentam uma taxa de 

mortalidade maior se comparado com as pacientes mais novas. Isto ocorre, muitas vezes, 

devido ao uso menos extensivo de tratamentos contra a doença, decorrente da pré-

existência de outras doenças ou até mesmo pela idade avançada das pacientes 

(Soerjomataram et al., 2008). 
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 O tipo histológico está associado a diferenças na biologia do tumor de mama, e  

fornece informações sobre o prognóstico da doença (Rampaul et al., 2001). Como já 

mencionado anteriormente, dos tipos de carcinomas invasivos, o tipo ductal invasivo é o 

que possui o pior prognóstico quando comparado aos outros. Metástases nos nódulos 

linfáticos foram encontradas em 35% das mulheres com este tipo tumoral versus 11% 

quando comparado aos outros tipos tumorais com melhor prognóstico (Wong et al., 

2002). 

 Outra forma de se avaliar a agressividade do tumor é através da investigação da 

invasão vascular peritumoral, determinada por marcadores como hematoxilina e eosina 

em combinação com testes de imunohistoquímica que detectam estruturas vasculares 

(Subramaniam e Isaacs, 2005). A presença de invasão vascular peritumoral é um fator de 

prognóstico independente e aumenta as chances de recorrência do tumor em até 5 anos 

após o diagnóstico em 15% (Neville et al., 1992; Lauria et al., 1995). 

 Além de critérios anatomo-patológicos, informações relativas a um conjunto de 

marcadores moleculares são rotineiramente levadas em consideração para a avaliação 

prognóstica do câncer de mama. O status dos receptores de estrogênio e progesterona 

em tumores de mama são importantes fatores preditivos, pois funcionam como 

marcadores da resposta do tumor a terapias adjuvantes (Payne et al., 2008), além de 

prever a evolução da terapia hormonal a longo prazo (Soerjomataram et al., 2008). O 

tamoxifeno, droga utlizada em terapias endócrinas, é um modulador seletivo do receptor 

de estrogênio e inibe a ligação do deste resceptor ao estradiol, interrompendo uma série 

de mecanismos que regulam a replicação e proliferação celular (Dinh et al., 2007). 

Desde 1970 esta droga tem sido prescrita a pacientes com câncer de mama, independente 

da informação de status do receptor de estrogênio no tecido tumoral (Dinh et al., 2007). 

Dessa forma, o tamoxifeno só era capaz de produzir resposta contra o tumor em 30% 
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dos casos (Dinh et al., 2007). Após 1990, esta taxa aumentou para 80% devido ao uso 

seletivo de tamoxifeno em pacientes com tumor de mama REr+ (Dinh et al., 2007). 

Assim, o status do receptor de estrogênio é, sozinho, o fator de prognóstico mais 

confiável disponível e, juntamente com a informação sobre o status do receptor de 

progesterona, podem determinar um baixo risco de mortalidade no caso de REr+/RPr+ 

quando comparados a tumores REr-/RPr- (Payne et al., 2008). O valor de predição, no 

entanto, não é tão poderoso e diminui ainda mais com o passar dos anos após o 

diagnóstico da doença (Costa et al., 2002).  

 O receptor do fator de crescimento epidermal humano 2 (Her2) é amplificado ou 

superexpresso em cerca de 20 a 30% dos tumores (Subramaniam e Isaacs, 2005). Em 

dois grupos de pacientes com nódulo-positivo, o primeiro com amplificação e super-

expressão de Her2 e o segundo sem amplificação ou super-expressão deste gene, a taxa 

de sobrevivência após o diagnóstico do câncer de mama em 10 anos foi de, 

respectivamente, 50% e 65% (Pritchard et al., 2006). Tumores que superexpressam Her2 

são mais prováveis de apresentar anormalidades na via da proteína tumoral p53, status 

de receptores hormonais negativos, infiltração de nódulos linfáticos e alto índice 

mitótico, todos marcadores de mau prognóstico em câncer de mama (Ferrero-Pous et al., 

2000; Menard et al., 2002). No caso de pacientes com nódulo linfático negativo, a super-

expressão de Her2 não afeta a sobrevivência destas a longo prazo de forma significativa 

(Ferrero-Pous et al., 2000; Menard et al., 2002). A avaliação do status de expressão de 

Her2 por imunohistoquímica tem sido muito valioso no momento da predição da 

resposta tumoral a tratamentos com o anticorpo trastuzumab e a certas terapias 

endócrinas e quimioterapia (Pritchard et al., 2006).  

 Nos últimos dez anos, surgiram novos fatores de prognóstico em câncer de mama 

baseados em marcadores moleculares, como o ativador plasminogênico da uroquinase 
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(uPA) (Duffy e Duggan, 2004). Esta proteína converte o plasminogênio em plasmina 

através de proteólise. A plasmina, por sua vez, ativa metaloproteinases da matriz que 

degradam a matriz extracelular e modulam a adesão celular, proliferação e migração. 

Ambos os genes uPA e seu inibidor fisiológico (inibidor da ativação do plasminogênio 

1,  PAI-1) foram encontrados superexpressos em vários tipos de câncer, especialmente 

de mama (Duffy e Duggan, 2004). Portanto, o gene uPA está altamente associado a 

tumores agressivos e à presença de metástases. Já foi mostrado que em um grupo de 

pacientes nódulo-negativo para metástases, existe uma diferença de 28% na taxa de 

sobrevida em 10 anos entre as pacientes com altos e baixos níveis de uPA/PAI-1 (Look 

et al., 2002). Devido a este fato, a verificação dos níveis de uPA/PAI-1 em pacientes 

com tumores de mama nódulo-negativo é o melhor fator de prognóstico utilizado 

atualmente (Hayes et al., 1996).  

 O papel de marcadores de proliferação tem sido muito estudado através de 

diferentes metodologias, como citometria de fluxo, fração da fase S, índice mitótico, 

incorporação de bromodeooxiuridina e testes de imunohistoquímica usando anticorpos 

direcionados a antígenos presentes durante a proliferação celular, como Ki-67 e PCNA 

(Subramaniam e Isaacs, 2005). A variabilidade das metodologias e sistemas utilizados 

torna difícil a comparação destes fatores de prognóstico aos existentes, e o uso como 

rotina na prática clínica. No entanto, já foi sugerido em vários estudos que a taxa de 

proliferação celular é um fator independente de predição da evolução da doença 

(Subramaniam e Isaacs, 2005). 

  Além da investigação de infiltração de células metastáticas nos nódulos linfáticos 

axiais da paciente, tem se mostrado que a investigação de infiltração de células 

metastáticas na medula óssea, através da técnica de aspiração, é um fator de prognóstico 

independente do risco de morte no câncer de mama (Braun et al., 2000). No entanto, este 
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fator ainda não foi incluído na prática clínica devido a diferenças na preparação celular, 

nos anticorpos utilizados e, em alguns casos, falta de informação sobre outros fatores de 

prognóstico clássicos (Subramaniam e Isaacs, 2005). 

 Historicamente, a seleção de terapias sistêmicas adjuvantes em câncer de mama 

dependia principalmente de características histológicas do tumor mamário (classificação 

TNM) (Dinh et al., 2007). Após a descoberta do receptor de estrogênio e Her2 como 

fatores de prognóstico, foi facilitada a decisão em relação a que terapias endócrinas 

recomendar à paciente, considerando o risco de vida associado à presença do tumor para 

o cálculo da relação de custo/benefício (Dinh et al., 2007). Atualmente, já foi possível 

evoluir muito em relação à caracterização molecular da doença de câncer de mama e foi 

descoberto que existem outros sub-tipos moleculares de tumor mamário, que não se 

beneficiam das terapias endócrinas como esperado quando utilizados fatores de 

prognóstico como o status de expressão dos receptores de estrogênio e do fator de 

crescimento epidermal 2. Contudo, observa-se uma significativa heterogeneidade quanto 

a evolução clínica de pacientes com câncer de mama com características anatomo-

patológicas semelhantes e com mesmo padrão de expressão dos marcadores moleculares 

conhecidos, que se traduz em uma dificuldade de prever com 100% de acurácia a 

evolução clínica individual (Barginear et al., 2008). Este aspecto explica-se pela elevada 

variabilidade genética existente entre os diferentes indivíduos, e a penetrância parcial 

dos marcadores conhecidos. Portanto, são necessárias novas tecnologias capazes de 

analisar o perfil molecular dos vários tumores de mama, indicando assim novos sitemas 

de classificação para prover máximo benefício para as pacientes com a terapia endócrina 

escolhida. 
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1.1.5. Tratamentos existentes 

 Os diferentes tratamentos para o câncer de mama podem ser de quatro tipos: 

cirurgia, radioterapia, quimioterapia e terapia hormonal. A maior parte das pacientes 

com câncer de mama passam pelo processo cirúrgico de remoção do tecido tumoral, e 

inclusive alguns nódulos linfáticos axiais para investigação da presença de células 

metastáticas (NCI, 2008). A cirurgia da mama pode ser restrita à remoção do tecido 

tumoral juntamente com alguns nódulos linfáticos (lumpectomia e mastectomia parcial) 

ou pode abranger toda a mama e os nódulos linfáticos, incluindo o tecido muscular sob a 

mama (mastectomia total e radical) (NCI, 2008).  

 Após a cirurgia, a maioria das paciente serão indicadas à radioterapia, podendo, 

adicionalmente, serem também indicadas a uma terapia adjuvante, que pode ser 

quimioterapia ou hormonioterapia. A radioterapia consiste na exposição das células 

tumorais a raios-x altamente energéticos na tentativa de matá-las, contendo o 

crescimento tumoral (NCI, 2008). A quimioterapia utiliza drogas que interferem no ciclo 

celular, inibindo seu crescimento, ou ainda, agem de forma a matar as células tumorais 

(NCI, 2008). Radio e quimioterapias são tipicamente pouco seletivas para causar danos 

em células tumorais, e geralmente causam efeitos secundários indesejáveis que limitam 

o sucesso das estratégias.  

 As terapias hormonais são prescritas para mulheres com tumores responsivos a 

estrogênio e progesterona, ou ao menos progesterona, pois a resposta do receptor de 

progesterona depende da presença da via do receptor de estrogênio intacta no tumor 

(Newman e Singletary, 2007). O tamoxifeno tem sido a droga mais utilizada nos últimos 

30 anos em terapias hormonais endócrinas em pacientes com tumor positivo para 

receptores hormonais. Como dito anteriormente, esta droga é um antagonista do 

estrogênio no tecido mamário, se ligando ao receptor hormonal e, consequentemente, 



 

 

36 

 

inibindo a ligação do estradiol ao receptor de estrogênio, inibindo a resposta intracelular 

de crescimento hormonal. O tamoxifeno também diminui as chances de recorrência do 

tumor em pacientes com câncer de mama responsivos à terapia endócrina em 3 a 50% 

dos casos (Newman e Singletary, 2007). No entanto, a droga tem efeito estrogênico no 

fígado, ossos e útero, aumentando as chances da paciente desenvolver outros tumores e 

ainda trombose venosa (Boughey et al., 2008). A terapia com o tamoxifeno pode ser 

complementada com o uso de inibidores de aromatase, que agem na inibição quase total 

da produção de estrogênio, bloqueando a conversão de precursores de estrogênio 

derivados da glândula adrenal pela enzima aromatase (Newman e Singletary, 2007). Os 

inibidores de aromatase têm a vantagem de não produzir nenhum efeito no tecido 

uterino. No entanto, sua desvantagem é o risco associado de sua terapia à ocorrência de 

osteoporose nas pacientes (Newman e Singletary, 2007). As pacientes com tumores de 

mama REr-/RPr- ou, ainda, resistentes à terapia endócrina, possuem um número menor 

de opções de tratamento. A quimioterapia, nestes casos, é o único tratamento efetivo. 

 Recentemente, tem-se percebido a necessidade de incorporar conhecimento 

molecular à clínica médica em câncer de mama para o desenvolvimento e sucesso de 

novas formas de terapias direcionadas às características moleculares da doença (Loi et 

al., 2004). Um exemplo bem sucedido e eficiente de terapia direcionada é o uso do 

anticorpo anti-Her2 (trastuzumab) em tumores de mama com super-expressão do gene 

HER2, normalmente associado a tumores mais agressivos e avançados (Perez, 2001). O 

anticorpo se liga a proteína Her2 e inibe a cascata de sinalização do receptor, com efeito 

inibitório sobre a proliferção celular. Esta droga é capaz de diminuir de 30 a 50% as 

chances de recorrência da doença em tumores de alto risco (Newman e Singletary, 

2007). Cerca de 20% dos tumores de mama é positivo para o receptor Her2 (Whenham 

et al., 2008), no entanto, a maior parte dos tumores tratados apresentam progressão da 
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doença no período de um ano de tratamento (Bartsch et al., 2007). Portanto, compostos 

alternativos ao trastuzumab que agem sobre o receptor de Her2 ou ainda na sua via de 

sinalização são de extrema importância e já são utilizados na clínica médica, como o 

lapatinib (inibidor de tirosina quinase que age sobre os receptores Her2 e do fator de 

crescimento epidermal) (Bartsch et al., 2007). 

  

 

1.2.  Classificação molecular do câncer de mama utilizando microarranjos de 

DNA  

 Microarranjos de DNA consistem em coleções de sondas de DNA depositadas 

em um suporte sólido. São freqüentemente utilizados em experimentos de hibridização 

para se investigar a presença de DNA complementar (cDNA) na amostra que se deseja 

estudar e, assim, detectar o nível de expressão de genes e transcritos na amostra de 

interesse. As condições experimentais para o anelamento das fitas complementares de 

DNA foram definidas 10 anos após a elucidação da estrutura do DNA (Marmur e Doty, 

1961). Em 1995 foi descrita pela primeira vez a utilização de microarranjos de DNA 

imobilizados para a obtenção simultânea de medidas de expressão de 45 genes em 

A.taliana (Schena et al., 1995). Evoluções tecnológicas permitem atualmente a 

contrução de plataformas contendo milhares ou milhões de elementos de DNA, que têm 

sido largamente utilizadas para a comparação da expressão gênica global de tecidos 

diferentes, entre outros usos (Dieterich et al., 2008; Masri et al., 2008; McGraw et al., 

2008). 

 As sondas de DNA podem ser sintetizadas na própria superfície sólida do 

microarranjo ou ainda ser ligadas covalentemente a ela. Após o primeiro grupo produzir 

arrays de oligonucleotídeos in situ (Maskos e Southern, 1992), os avanços na tecnologia 

e na química possibilitaram a confecção de microarranjos de oligonucleotídeos de alta 
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densidade sintetizados in situ, utilizando técnicas como a fotolitografia (Pease et al., 

1994) e a impressão à jato de tinta (Hughes et al., 2001). Paralelamente, o 

desenvolvimento de técnicas de impressão (Shalon et al., 1996) permitiu o uso da 

robótica para a deposição de produtos de PCR, oligonucleotídeos sintéticos, clones de 

cDNA ou BAC nas lâminas de vidro. 

 Estas técnicas permitiram a construção de arrays de oligonucleotídeos altamente 

densos contendo 10
5
-10

6
 sondas em uma única lâmina de vidro (Gresham et al., 2008). 

Dessa forma, os microarranjos são capazes de interrogar o nível de expressão gênico de 

milhares de seqüências em um só experimento de hibridização e até mesmo de avaliar o 

perfil transcricional de genomas inteiros de organismos eucarióticos como S. cerevisiae 

(David et al., 2006) e A. thaliana (Clark et al., 2007). Adicionalmente, os microarranjos 

se tornaram uma ferramenta poderosa para medir os níveis de transcritos de RNA em 

tecidos humanos diferentes, tornando possível a análise comparativa dos padrões de 

expressão gênica em estados fisiológicos e patológicos distintos (Trevino et al., 2007). 

 Existem diversos desenhos experimentais possíveis para a análise de dados de 

expressão gênica utilizando microarranjos (Kerr e Churchill, 2001; Yang e Speed, 2002; 

Simon e Dobbin, 2003). Mais freqüentemente os microarranjos são hibridizados com 

uma única amostra experimental marcada fluorescentemente (Ex. oligoarrays da 

Affymetrix), ou co-hibridizados simultaneamente com duas amostras experimentais, 

marcadas com fluoróforos distintos (ex. Cy3 e Cy5) que permitem sua detecção 

individualmente. Um desenho experimental freqüente nos experimentos de 2 cores 

consiste na co-hibridizção de cada amostra experimental com um mesmo RNA 

referência, tipicamente um pool de RNAs derivados das amostras ou de linhagens 

celulares (Alizadeh et al., 2000; Perou et al., 2000; van 't Veer et al., 2002). Esta 

estratégia melhora a comparação da expressão gênica entre amostras pois permite 
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corrigir diferenças existentes entre lâminas e lotes de lâminas, como a quantidade de 

DNA depositado e a morfologia dos pontos de DNA. No entanto, o uso de um RNA 

como referência exige grandes quantidades de material, o que pode ser uma limitação ao 

seu uso em projetos envolvendo um grande número de amostras a serem hibridizadas. 

Além disso, em estudos em que a coleção das amostras de RNA é prospectiva em 

relação ao começo dos experimentos de hibridização, como no caso deste projeto, esta 

metodologia também traz dificuldades uma vez que há a necessidade de garantir a 

existência do RNA referência ao longo de todo o projeto.  

 Já foram propostas diversas alternativas à utilização de um RNA referência, 

como o uso de DNA genômico (Kim et al., 2002),  produtos de PCR representando a 

coleção de clones presentes no microarranjo (Gorreta et al., 2004), ou oligonucleotídeos 

complementares a um trecho comum presente nas sondas nos microarranjos (Dudley et 

al., 2002). A metodologia do oligonucleotídeo referência marcado fluorescentemente foi 

originalmente proposta por Church e colaboradores como uma forma de determinar 

razões de expresão gênica em experimentos com leveduras (Dudley et al., 2002). Como 

o oligonucleotídeo é complementar a todos os elementos no microarranjo, a 

fluorescência derivada desta molécula pode ser usada para avaliar a qualidade dos 

pontos de DNA na lâmina e facilitar o alinhamento da máscara de extração dos dados de 

intensidade pelo programa utilizado.  

 Devido à especificidade e sensibilidade da técnica de microarranjos, seu emprego 

se estende ainda mais, sendo usada para a detecção de SNPs (Hap Map Project) (Cutler 

et al., 2001), padrões aberrantes de metilações (Yan et al., 2001), alterações no número 

de cópias de genes (Pollack et al., 1999), splicing alternativo de RNA (Relogio et al., 

2005), detecção da presença de patógenos (Wang et al., 2002; Conejero-Goldberg et al., 
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2005), comparação de genomas (Sidders et al., 2007; Ellison et al., 2008), entre outros 

usos. 

 Embora existam outras abordagens para a análise quantitativa da expressão 

gênica, tais como SAGE (Velculescu et al., 1995; Velculescu et al., 2000; Saha et al., 

2002), MPSS (Brenner et al., 2000) e seqüenciamento de etiquetas de expressão (ESTs) 

(Adams et al., 1991), os custos associados a estas metodologias ainda é bastante elevado 

em comparação a hibridização com microarranjos de DNA (Wang, 2007). Por esta 

razão, estudos baseados na obtenção de perfis de expressão gênica individual de 

múltiplas amostras geralmente utilizam plataformas de microarranjos de DNA.  

 Dessa forma, os microarranjos de DNA têm sido extensivamente utilizados em 

estudos da expressão gênica de tecidos tumorais humanos (Virtanen e Woodgett, 2008). 

Esta técnica possibilita o estudo de padrões de expressão gênica e vias envolvidas com o 

câncer com potencial para (1) diagnóstico, prognóstico e predição de respostas a terapias 

(Ramaswamy et al., 2001; Dupuy e Simon, 2007), (2) descoberta de novos sub-tipos de 

câncer (Golub et al., 1999; Shedden et al., 2003; Lange et al., 2004) e (3) identificação 

de marcadores moleculares associados ao câncer e suas complexas interações (Shedden 

et al., 2003; Ransohoff, 2004).  

 Neste âmbito, o câncer de mama tem sido uma das doenças mais investigadas 

com o auxílio de microarranjos de DNA. A existência de uma elevada variabilidade 

genética entre os indivíduos limita a eficiência prognóstica dos marcadores moleculares 

conhecidos, como REr, RPr, Her2. Nos últimos 5 anos, grupos independentes têm 

conduzido estudos do perfil de expressão gênica com o objetivo de identificar 

assinaturas multi-gênicas capazes de fornecer uma classificação molecular mais robusta 

no câncer de mama (van 't Veer et al., 2002; Chang et al., 2005; Wang et al., 2005; 

Sotiriou et al., 2006; Naderi et al., 2007).  
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 Inicialmente, a plataforma de microarranjos de cDNA foi utilizada para 

investigar a expressão de genes em tecido mamário normal, câncer de mama invasivo e 

metastático (Sgroi et al., 1999). Cerca de dois anos depois, esta mesma plataforma foi 

utilizada para investigar grupos de tumores de mama hereditários que possuíam 

mutações no gene BRCA1 ou no gene BRCA2, pois as características histo-patológicas 

provenientes deste tumores são muito distintas (Hedenfalk et al., 2001). Assim, foram 

identificados perfis de expressão diferentes associados aos tumores de mama causados 

por mutações hereditárias distintas (Hedenfalk et al., 2001). Ainda no mesmo ano, outro 

grupo da Suécia decidiu explorar as diferenças fenotípicas associadas aos tumores de 

mama REr+ e REr- utilizando microarranjos de DNA, descobrindo distintos padrões de 

expressão entre os dois tipos tumorais (Gruvberger et al., 2001).  

O primeiro grupo a encontrar um grupo de genes com padrão de expressão 

correlacionado com a ocorrência de metástase e levar estes resultados para a prática 

clínica foi um grupo de pesquisadores do Netherlands Cancer Institute, em Amsterdã 

(van 't Veer et al., 2002). Através de análise supervisionada utilizando 78 amostras de 

tumor de mama de pacientes com menos de 55 anos, com nódulos linfáticos negativo 

para infiltração de células metastáticas e que não passaram por nenhum tipo de terapia 

adjuvante, este grupo encontrou uma assinatura de prognóstico de 70 genes que é capaz 

de prever a ocorrência de metástase em 80% dos casos observados (van 't Veer et al., 

2002). Um ano depois, este mesmo grupo validou este conjunto de 70 genes como fator 

de prognóstico em câncer de mama utilizando um conjunto de 295 amostras de tumores 

de mama de pacientes jovens com nódulo linfático negativo ou positivo para infiltração 

metastática e ainda pacientes que passaram ou não por terapias adjuvantes (van de 

Vijver et al., 2002). Ainda neste trabalho é mostrado que a assinatura de expressão dos 

70 genes é o mais robusto fator de predição da evolução da doença em pacientes com 
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câncer de mama, independente de tratamentos adjuvantes utilizados, tamanho do tumor, 

grau histológico, idade e infiltração de células metastáticas nos nódulos linfáticos (van 

de Vijver et al., 2002). O conjunto de 70 genes constitui o primeiro kit de prognóstico 

molecular no câncer de mama aprovado pelo FDA (Mamma print). 

 Outro grupo de Rotterdam em colaboração com a empresa Veridex LLC (San 

Diego, USA), utilizou a mesma abordagem que o grupo NKI para chegar a um grupo de 

76 genes, com poder discriminativo comparável à assinatura de 70 genes, capaz de 

prever a ocorrência de metástase em pacientes com câncer de mama de todas as idades, 

com nódulos negativos e que não receberam tratamento adjuvante (Wang et al., 2005). 

As duas principais diferenças entre estes dois estudos foi a plataforma de microarranjo 

utilizada (NKI, Agilent Technologies e Rotterdam, Affymetrix Technology) e o desenho 

experimental que, no caso do grupo Rotterdam, incluiu separar suas amostras em dois 

subgrupos de acordo com o status do receptor de estrogênio para construir sua 

assinatura. Assim como o grupo NKI, o grupo de Rotterdam utilizou um conjunto de 

180 pacientes de múltiplas instituições que possuíam nódulo-negativo e que não 

passaram por tratamentos com terapias adjuvantes para validar sua assinatura de 76 

genes (Foekens et al., 2006). 

 Estas duas assinaturas gênicas foram validadas pelo grupo internacional 

TRANSBIG, que conduziu uma validação independente em 302 pacientes provenientes 

de cinco diferentes centros europeus, utilizando plataformas de microarranjos e análises 

estatísticas de diferentes laboratórios (Buyse et al., 2006; Desmedt et al., 2007). Apesar 

das duas assinaturas gênicas apresentarem uma sobreposição de apenas três genes, as 

duas foram validadas nos mesmos conjuntos de pacientes.  

 Um grupo da Universidade de Stanford usou uma abordagem distinta para 

identificar uma assinatura gênica associada com a sobrevivência no câncer de mama. 
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Eles identificaram uma assinatura de expressão gênica associada com o mecanismo 

fisiológico de cicatrização que, de acordo com a hipótese levantada, estaria associada 

com a progressão do câncer e, portanto, com seu período de sobrevida. A partir disto, 

eles identificaram um grupo de tumores de mama que expressava esta assinatura de 

cicatrização e perceberam que a evolução clínica deste grupo de tumores era pior que a 

do grupo que não expressava a assinatura de cicatrização (Chang et al., 2004). Este 

grupo mostrou que o classificador construído é capaz de melhorar a estratificação do 

risco de tumores iniciais quanto à recorrência do câncer (Chang et al., 2005). 

 Uma metodologia similar foi utilizada por Sotiriou e colaboradores na tentativa 

de encontrar padrões de expressão gênica associados ao grau histológico a fim de 

melhorar seu valor prognóstico (Sotiriou et al., 2006). Esta metodologia foi baseada no 

fato de que tumores com graus histológicos distintos possuem comportamentos clínicos 

também distintos (Elston e Ellis, 1991). No entanto, tumores com graus histológicos 

intermediários são a maior fonte de discrepância entre os patologistas, podendo 

apresentar fenótipos muito distintos (Loi et al., 2007). Dessa forma, foi construído um 

índice de expressão gênica do grau histológico de tumores de mama baseado na 

expressão gênica de um conjunto de 97 genes que foram encontrados expressos 

diferencialmente entre tumores com alto a baixo grau histológico (Sotiriou et al., 2006). 

Este conjunto de 97 genes possuía um enriquecimento na categoria funcional de 

proliferação celular. Interessantemente, os tumores de mama com graus histológicos 

intermediários não foram associados com nenhum padrão de expressão gênica distinto, 

mas aqueles que apresentaram má evolução da doença dentre estes tumores tiveram 

correlação com o padrão de expressão gênica correspondente a tumores com alto grau 

histológico. Resultados similares foram encontrados em conjuntos de pacientes de 

validação independentes e heterogêneos e em diferentes plataformas de microarranjos, 



 

 

44 

 

enfatizando a reprodutibilidade desta assinatura e a relevância clínica dos dois sub-tipos 

identificados por esta assinatura de 96 genes associados a proliferação celular (Sotiriou 

et al., 2006). 

 A função biológica de proliferação celular também já foi aplicada em outros 

contextos, como para selecionar genes envolvidos com a biologia do câncer de mama 

para desenvolver um teste de prognóstico que associa uma taxa de recorrência da doença 

à amostra analisada (Oncotype DX, Genomic Health Inc). O teste, baseado no nível de 

expressão de 21 genes medido por RT-PCR, é capaz de prever a evolução clínica de 

pacientes com nódulos negativos e tratadas com tamoxifeno e já é usado na rotina 

clínica (Paik et al., 2004). Quando comparada a eficiência deste teste prognóstico, da 

assinatura gênica dos 96 genes (Sotiriou et al., 2006) e da assinatura de 76 genes 

associados à cicatrização (grande componente associado à proliferação celular) (Chang 

et al., 2004), os resultados encontrados foram muito similares, mostrando que o 

desempenho dos classificadores é comparável ao teste Oncotype DX já utilizado na 

clínica médica. Genes relacionados à proliferação celular estão presentes em uma porção 

significativa dos classificadores já desenvolvidos (Desmedt e Sotiriou, 2006), como 

nestas assinaturas discutidas acima. 

 Outras assinaturas de expressão gênica correlacionadas com a evolução clínica 

do câncer de mama já foram desenvolvidas baseadas, por exemplo, na diferença dos 

perfis de expressão gênica de tumores de mama selvagens e mutados para o gene TP53 

(Miller et al., 2005). Apesar desta assinatura com 32 genes não englobar genes alvos do 

TP53 ou da via deste, ela apresentou um poder preditivo maior quanto à evolução dos 

pacientes com tumores de mama quando comparada à simples determinação da 

existência de mutação no gene TP53 nos tumores através de seqüenciamento de DNA 

(Miller et al., 2005). A notar, esta assinatura também possui muitos genes associados à 
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proliferação celular, à semelhança de assinaturas identificadas em outros trabalhos de 

classificação molecular do câncer de mama (Ivshina et al., 2006; Sotiriou et al., 2006; 

Mosley e Keri, 2008). 

 A partir da hipótese de que a diversidade fenotípica dos tumores de mama 

deveria ser acompanhada de uma diversidade do perfil de expressão gênica 

correspondente que, por sua vez, poderia ser identificada por experimentos de 

microarranjos de DNA, um grupo da Universidade de Stanford encontrou 4 subtipos 

distintos de câncer de mama (Perou et al., 2000). Para tal, 65 amostras de tumores de 

mama, provenientes de 42 pacientes diferentes, foram hibridizadas contra um 

microarranjo de DNA representando cerca de 8 mil genes humanos (Perou et al., 2000). 

Inicialmente, as amostras foram subdivididas em dois grandes grupos, de acordo com o 

status do receptor de estrogênio. Padrões de expressão distintos de sub-grupos de 

tumores dentro destes dois grupos foram então identificados: grupo REr+, epitelial 

luminal; grupo REr-, perfil mama normal, perfil basal, ERBB2+ (Perou et al., 2000). 

Numa tentativa de validar a análise em um estudo mais amplo, um novo grupo de 85 

amostras foi utilizado em experimentos de microarranjo para identificação dos sub-tipos 

moleculares encontrados previamente (Perou et al., 2000). Neste trabalho, foram 

identificados novos sub-grupos dentro do perfil de expressão do conjunto epitelial 

luminal, subdividindo este grupo em luminal A, B e C (Sorlie et al., 2001). Os diferentes 

sub-tipos foram investigados quanto ao tempo de sobrevida das pacientes e evolução 

clínica, tendo sido observado que pacientes com os sub-tipos tumorais ERBB2+ e basal 

apresentaram menor tempo de sobrevida e maior chance de recorrência da doença 

(Sorlie et al., 2001). Estes sub-tipos moleculares de tumores de mama foram 

confirmados em outros estudos (Sorlie et al., 2003) e continuam sendo referência quanto 
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à classificação dos tumores de mama em muitos outros estudos prospectivos (Finetti et 

al., 2008; Goncalves et al., 2008; Rakha et al., 2008; Smid et al., 2008). 

 Desta forma, muitos estudos já foram conduzidos em câncer de mama, desde a 

investigação fenotípica do status do receptor de estrogênio no tecido tumoral até a 

definição de perfis moleculares associados ao desenvolvimento de metástase na 

paciente. No entanto, estas assinaturas moleculares são distintas umas das outras, com 

quase nenhuma sobreposição nos genes que as compõem, e este aspecto não diminui o 

potencial prognóstico de cada uma delas em câncer de mama (Mosley e Keri, 2008). Por 

outro lado, apesar de algumas destas assinaturas moleculares já terem resultado em 

testes clínicos em fase de experimentação em conjuntos de pacientes independentes, 

muita discussão ainda é levantada sobre a capacidade preditiva e prognóstica destes no 

câncer de mama em relação a fatores e marcadores clássicos utilizados na clínica 

(Koscielny, 2008; Pusztai, 2008). Este fato indica que esta área de investigação não foi 

esgotada, podendo ainda receber novas contribuições para o desenvolvimento de novas 

ferramentas de prognóstico ou terapias direcionadas, no câncer de mama (Garman et al., 

2007).  

 Adicionalmente, as plataformas utilizadas até o momento são direcionadas para a 

identificação de genes codificadores para proteínas. Começa-se a abrir um novo campo 

de pesquisa no estudo da expressão de tecidos tumorais humanos envolvendo uma nova 

classe de moléculas que foi muito pouco explorada no contexto do câncer até o 

momento, que são os RNAs não-codificadores (ncRNAs) (Ji et al., 2003; Reis et al., 

2004; Calin et al., 2007; Brito et al., 2008). 
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1.3. RNAs não-codificadores e câncer 

 O organismo humano apresenta um desenvolvimento muito mais complexo que 

um camundongo e, ainda assim, ambas espécies apresentam aproximadamente o mesmo 

número de genes (de 20 a 25 mil) e uma proporção comparável de seqüências 

codificadoras de proteínas em seus genomas (1,2% em humano e 1,3% em camundongo) 

(Frith et al., 2005). No entanto, notou-se uma grande diferença na quantidade de DNA 

não-codificador entre estes dois genomas, já que esta é estimada como sendo 47 vezes 

maior que a quantidade de DNA codificador no genoma humano, enquanto que em 

camundongos essa diferença é de apenas 43 vezes (Frith et al., 2005). A relevância desta 

diferença entre organismos mais e menos complexos só pôde ser compreendida com a 

descoberta de que a maior parte do genoma dos mamíferos é transcrita, dando origem a 

uma variedade de RNAs sem potencial codificador de proteínas uma ordem de 

magnitude maior que a prevista a partir do número de exons codificadores para proteína 

anotados no genoma humano (Kapranov et al., 2002; Carninci et al., 2005). Esta fração 

não-codificadora do transcritoma humano consiste predominantemente de RNAs 

originados em  regiões intrônicas e intergênicas do genoma (Cawley et al., 2004; Kampa 

et al., 2004; Kapranov et al., 2007).  

 Muitos destes estudos só foram possíveis graças ao avanço das técnicas de 

microarranjo com relação à quantidade de elementos depositados na lâmina, permitindo 

a construção de plataformas capazes de interrogar em um mesmo experimento a 

atividade transcricional em cromossomas completos, com alta resolução e sem viés para 

regiões codificadores de proteínas (Cheng et al., 2005). Em uma análise do transcritoma 

de dez cromossomos humanos utilizando a técnica de tiling array a uma resolução de 

cinco nucleotídeos, transcritos sem sinal de poliadenilação e sem anotação no genoma 

humano corresponderam à maior parte dos transcritos observados em oito linhagens 
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celulares diferentes (Cheng et al., 2005). Estes transcritos ainda possuíam expressão 

específica a determinadas linhagens celulares e, em geral, não apresentavam uma grande 

variação nos níveis de expressão (Cheng et al., 2005; Kapranov et al., 2005). 

 Ainda utilizando tiling arrays genômicos, um estudo recente gerou mapas 

transcricionais que revelam a existência de conjuntos de ncRNAs poliadenilados, que se 

acumulam preferencialmente na fração nuclear ou citoplasmática de células humanas e 

que potencialmente são processados em RNAs curtos (Kapranov et al., 2007). Contudo, 

os mecanismos de  biogênese e as funções moleculares desses ncRNAs permanecem 

desconhecidos.  

 Nosso grupo tem caracterizado uma nova classe de ncRNAs longos, sem 

splicing, expressos em regiões intrônicas do genoma humano  (Reis et al., 2004; Nakaya 

et al., 2007). Têm sido utilizados microarranjos de cDNA com 4 mil elementos 

construídos em nosso laboratório (Reis et al., 2004), e mais recentemente, têm sido 

utilizados oligoarrays intron-exon com 44k mil sondas sintetizados in situ sob 

encomenda (Nakaya et al., 2007). Os oligoarrays intron-exon contêm sondas para RNAs 

não-codificadores intrônicos e para o transcrito codificador de proteína correspondente, 

permitindo a avaliação simultânea do nível de expressão de transcritos exônicos e 

intrônicos originários do mesmo locus gênico (Nakaya et al., 2007). Utilizando esta 

plataforma, nosso grupo identificou conjuntos de transcritos intrônicos com expressão 

restrita a tecidos humanos provenientes de fígado, próstata e rim (Nakaya et al., 2007). 

A expressão de sub-conjuntos de transcritos intrônicos, expressos com orientação senso 

ou antisenso, apresenta-se correlacionada à expressão dos transcritos codificadores para 

proteína derivados dos mesmos loci gênicos, sugerindo que os RNAs intrônicos 

poderiam estar regulando a abundância ou o padrão de splicing destas seqüências 

codificadoras. Interessantemente, observou-se o enriquecimento de genes pertencentes a 
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categoria funcional de “Regulação da Transcrição” entre os genes com atividade 

transcricional intrônica antisenso (Nakaya et al., 2007). Somado a outros estudos 

realizados em nosso laboratório (Reis et al., 2004; Louro et al., 2007; Brito et al., 2008), 

estes resultados apontam para um papel de ncRNAs intrônicos no controle da expressão 

gênica em tecidos humanos, e em especial, em doenças onde o descontrole da expressão 

gênica assume um componente relevante, como no câncer. 

 A conservação dos transcritos intrônicos em camundongos e humanos também 

foi investigada em nosso grupo. Utilizando-se um microarranjo de cDNA enriquecido 

em transcritos intrônicos, foram interrogados, separadamente, tecidos humanos e de 

camundongos provenientes do fígado, próstata e rim (Louro et al., 2008). A partir dos 

dados obtidos dos experimentos, foi possível identificar um conjunto de 198 transcritos 

em comum expressos nos diferentes tecidos humanos e de camundongos. Dentre estes, 

22 mapeiam em regiões intrônicas com evidência de conservação evolucionária entre 

humanos e camundongos (Louro et al., 2008). 

 Com a exceção de pequenos RNAs envolvidos no processamento de RNAs no 

núcleo (snRNA, snoRNAs) ou na modulação da expressão gênica (miRNAs, piRNAs), 

ou ainda alguns ncRNAs longos envolvidos no silenciamento gênico (XIST, HOTAIR), 

as funções da maior parte dos diversos tipos de ncRNAs produzidos em células humanas 

permanecem desconhecidas (Mattick e Makunin, 2006; Pauler et al., 2007; Woo e 

Kingston, 2007).  

 Os microRNAs são RNAs não codificadores curtos, com 21 nucleotídeos, que 

possuem funções regulatórias através da repressão transducional e degradação de 

mRNAs (Amaral et al., 2008). MicroRNAs podem ser resultado do processamento de 

RNAs não codificadores longos, como mostrado por um estudo de He e colaboradores 

(He et al., 2008). Utilizando o conjunto de 34.030 RNAs não codificadores longos 
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expressos em camundongos, este grupo localizou 97 fortes candidatos a microRNAs. 

Deste grupo, um número igual a 52 RNAs não codificadores foram identificados como 

precursores de pré-miRNA, com evidência experimental obtida através de resultados de 

microarranjos (He et al., 2008). 

 Entre os poucos ncRNAs longos com função conhecida, encontram-se transcritos 

envolvidos em mecanismos de inativação do cromossomo X, imprinting e exclusão 

alélica (Yang e Kuroda, 2007) e regulação de formas variantes de splicing (Yan et al., 

2005). O gene SRA (RNA ativador de receptor de esteróides) codifica um ncRNA longo 

que funciona como um co-ativador transcricional para certos receptores de hormônios 

esteróides (Lanz et al., 1999). 

 Foi mostrado em humanos que sítios dos fatores de transcrição Sp1, cMyc e p53 

estão localizados não apenas na região terminal 5’ de genes codificadores de proteínas 

mas também na região 3’ de genes conhecidos e que estão significativamente 

correlacionados com ncRNAs intrônicos e intergênicos (Cawley et al., 2004). Este 

resultado sugere que possa existir co-regulação através dos mesmos fatores ambientais 

de pares de RNA codificadores para proteínas e não-codificadores (Cawley et al., 2004). 

 Em um ensaio com linhagens celulares expostas ao hormônio andrógeno, 39 

ncRNAs intrônicos apresentaram níveis de expressão regulados pela presença do 

andrógeno (Louro et al., 2007). Os níveis de expressão de alguns destes transcritos 

intrônicos se mostraram correlacionados com os níveis de expressão dos genes 

codificadores para proteínas dos mesmos loci ou com formas alternativas de splicing das 

mesmas. Estes achados em nosso grupo indicaram que RNAs não-codificadores 

intrônicos podem ser regulados por sinais fisiológicos comuns, como hormônios (Louro 

et al., 2007). 
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 As diversas linhas de evidência têm nos mostrado que a maior parte do genoma 

humano é transcrito em ncRNAs, e que, juntamente com as proteínas, estas moléculas 

são responsáveis pela execução da informação genética de diversos mecanismos 

celulares (Mattick e Makunin, 2006). A maior parte destas funções estão relacionadas a 

um papel importante exercido por ncRNAs na organização da expressão gênica, atuando 

na arquitetura da cromatina, memória epigenética, transcrição, splicing, editoração, 

tradução e turnover de RNA (Mattick e Makunin, 2006). 

 Embora os mecanismos moleculares através dos quais agem as várias classes de 

ncRNA ainda não tenham sido totalmente elucidados, as evidências apontam para um 

papel destas moléculas na modulação de características e processos fisiológicos 

complexos, incluindo doenças multi-fatoriais como o câncer (Mattick e Makunin, 2006). 

Dessa forma, torna-se extremamente relevante o estudo do papel destas moléculas em 

diversos tecidos tumorais, já que a expressão também é tecido específica (Mattick e 

Makunin, 2005). Assim, será possível se entender melhor a rede regulatória da qual estes 

ncRNAs participam, tornando possível a melhor compreensão da regulação da expressão 

gênica, da gênese ou progressão de estados patológicos como o câncer (Mattick e 

Makunin, 2006). Neste contexto, a classe de ncRNAs que têm mais sido investigada é a 

dos microRNAs. Um dos trabalhos pioneiros a mostrar o envolvimento destas moléculas 

com o câncer em grande escala, foi o desenvolvido por Calin e colaboradores em 2004, 

mostrando que metade dos microRNAs analisados por seu grupo (98 microRNAs) 

estavam localizados em regiões genômicas ou em sítios frágeis envolvidos em câncer, 

mostrando sua relevância na doença (Calin et al., 2004). Já em 2005, um grupo de 

Harvard e do MIT foi o primeiro a estudar o perfil de expressão gênico destas moléculas 

associado a diversos tipos de tumores humanos, observando expressão diferencial dos 

217 microRNAs analisados entre todos os tipos tumorais estudados (Lu et al., 2005). Os 
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diferentes perfis de expressão deste conjunto de microRNAs foi capaz de classificar os 

tumores estudados de acordo com a origem da malignidade e identificar aqueles de pior 

prognóstico com maior acurácia quando comparado a perfis de expressão gênica 

definidos a partir de RNAs codificadores (Lu et al., 2005).  

 No contexto do câncer de mama, estudos utilizando a técnica de microarranjo 

foram capazes de identificar um grupo de microRNAs cujos níveis de expressão foram 

correlacionados com características bio-patológicas dos tumores, como: expressão dos 

receptores de estrogênio e progesterona, estágio tumoral, invasão vascular e índice de 

proliferação (Iorio et al., 2005). Além disto, o perfil de expressão dos microRNAs 

estudados foi também capaz de distinguir entre tecido mamário normal e tumoral (Iorio 

et al., 2005). Mais recentemente, estudos utilizando linhagens celulares metastáticas 

derivadas de câncer de mama humano foram capazes de identificar outro grupo de 

microRNAs que apresentavam baixa expressão nestas células (Tavazoie et al., 2008). 

Quando os níveis de expressão destes microRNAs foram restaurados nestas linhagens 

celulares, houve uma redução da disseminação metastática em relação ao local do tumor 

mamário primário (Tavazoie et al., 2008). Além disso, foram identificados dois 

microRNAs, miR-126 e miR-335, cujas expressões são perdidas em tumores de mama 

primários de pacientes que sofrem recorrência da doença. Portanto, a perda da expressão 

em tumores de mama de qualquer um destes dois microRNAs é associada com má 

evolução clínica da doença e metástase (Tavazoie et al., 2008).  

 Nosso grupo foi o primeiro a mostrar um conjunto de transcritos intrônicos 

longos expressos em tecido tumoral (Reis et al., 2004). Usando uma plataforma de 

cDNA com 4 mil elementos enriquecida em exons de genes relacionados com câncer na 

literatura, e fragmentos de transcritos mapeando em regiões intrônicas e intergênicas do 

genoma, detectamos níveis de expressão ubíqüos de ncRNAs  em uma coleção de 27 
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tumores de próstata (Reis et al., 2004). Interessantemente, foi observado que quando 

comparada à fração de RNAs codificadores (2%) e ncRNAs provenientes de regiões não 

anotadas do genoma (1%), uma fração maior dos ncRNAs intrônicos detectados nos 

tumores de próstata (7%) apresentou expressão correlacionada com a agressividade dos 

tumores analisados. (Reis et al., 2004). A análise molecular dos ncRNAs 

correlacionados com agressividade nos tumores de próstata revelou que seis dos doze 

ncRNAs com expressão mais correlacionada com o grau de diferenciação dos tumores 

de próstata apresentaram expressão antisenso em relação ao gene codificador do mesmo 

locus gênico (Reis et al., 2004). A extensão destes transcritos não codificadores e 

antisenso revelou transcritos longos variando de 0,6 kb até 1,1 kb. (Reis et al., 2004). 

 Resultados semelhantes, obtidos com o uso da mesma plataforma de 

microarranjos de DNA, foram observados no estudo da expressão de câncer renal em 

nosso grupo (Brito et al., 2008). Um conjunto de transcritos com baixa expressão em 

tecido de rim tumoral em relação ao normal foi identificado e, dentre estes, seis 

correspondem a ncRNAs provenientes de regiões intrônicas de genes conhecidos, 

indicando que estes transcritos possuam um papel de supressores de tumores em tecido 

renal (Brito et al., 2008). 

 Como exemplo do envolvimento de ncRNAs longos em câncer, em 2007 foi 

descrito o potencial envolvimento do MALAT-1, um longo ncRNA com 7kb de 

tamanho, em câncer de fígado de camundongos (Lin et al., 2007). Esta molécula 

apresentou-se de 6 a 7 vezes mais expressa em tecido tumoral de fígado em relação ao 

tecido normal, funcionando como um marcador tumoral (Lin et al., 2007). Assim, 

baseado nestes achados, torna-se clara a necessidade de investigar o papel destas 

moléculas no contexto do câncer, explorando suas capacidades no prognóstico e 

classificação molecular desta doença. 
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 Neste contexto, este projeto teve como interesse expandir as observações feitas 

em tumores de próstata e rim pelo nosso grupo em uma topologia distinta, o câncer de 

mama, avaliando a expressão de transcritos intrônicos em relação a aspectos relevantes à 

doença do câncer de mama como o status do receptor de estrogênio em tumores de 

mama e a ocorrência de metástase. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo Geral 

 Investigar a expressão gênica em amostras de tumores de mama de pacientes 

com seguimento clínico conhecido, utilizando um microarranjo contendo sondas para 

genes codificadores de proteínas e RNAs não-codificadores para i) obter novas pistas 

sobre as bases moleculares da doença, incluindo alteração na expressão de RNAs não-

codificadores e ii) identificar novos candidatos a marcadores de prognóstico no câncer 

de mama. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

1) Montagem de um banco de tecidos frescos com amostras de tumores de mama para 

estudos de expressão gênica, provenientes de pacientes com acompanhamento clínico 

pré e pós-operatório. 

2) Isolamento de RNA total, avaliação da qualidade e hibridização com microarranjos de 

cDNA com 4 mil elementos, enriquecidos em genes relevantes em câncer e ncRNAs 

intrônicos e intergênicos. 

3) Análises dos dados de expressão gênica obtidos para avaliar o padrão de expressão de 

ncRNAs no câncer de mama 

4) Análises supervisionadas para busca de assinaturas moleculares correlacionadas com 

características anatomo-patológicas e clínicas disponíveis. 

5) Anotação genômica e funcional das assinaturas de expressão gênicas identificadas 

para identificação de vias moleculares relevantes na progressão tumoral. 

6) Comparação dos resultados obtidos com estudos do perfil de expressão disponíveis na 

literatura e relevantes em câncer de mama. 
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7) Seleção de um grupo de transcritos para confirmação da expressão através de RT-

qPCR e determinação da orientação de transcrição de ncRNAs intrônicos selecionados. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. Coleta e armazenamento das amostras de tumor de mama 

 As amostras tumorais de mama utilizadas neste projeto foram recolhidas no 

Hospital HDES (Arquipélago de Açores, Portugal) no momento da cirurgia de 

mastectomia das pacientes com câncer de mama. As amostras foram excisadas do tecido 

tumoral e congeladas em nitrogênio líquido num período de até 20 minutos. Todos as 

pacientes assinaram termo de consentimento informado autorizando a utilização das 

amostras neste projeto de pesquisa, também aprovado pelo Comitê de Ética do HDES. 

Posteriormente, todas os fragmentos de tecido foram revisados e classificados por um 

mesmo patologista. Se necessário, as amostras foram macro-dissecadas de modo a 

garantir que pelo menos 80–90% do fragmento analisado correspondesse a tecido 

mamário tumoral.  

 O envio das amostras de Portugal para o nosso laboratório em São Paulo foi 

padronizado de forma a manter a integridade do RNA. Portanto, elas foram enviadas 

ainda na forma de tecido, embebidas no reagente RNALater e acondicionadas em gelo 

seco. Este reagente consegue manter a viabilidade das amostras por 7 dias (sob 

temperatura de 18 a 25°) ou até 4 semanas (sob temperatura de 2 a 8° C). No momento 

em que as amostras foram recebidas em nosso laboratório, elas foram estocadas no 

freezer -80ºC, ainda submersas em RNALater. Este reagente só é descartado no 

momento da extração de RNA total do tecido tumoral mamário. 

 

3.2.  Extração de RNA total de amostras de tumor de mama 

 A extração de RNA total é feita através do método tiocianato de guanidina-fenol-

clorofórmio. Para tal, utilizamos o reagente Trizol (Invitrogen) na relação de 1ml para 
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cada 50mg de tecido já macerado sob nitrogênio líquido. Após esta etapa, a amostra é 

homogeneizada e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Divide-se então a 

amostra em alíquotas de 1ml por tubo, adiciona-se 200μl de clorofórmio e em seguida 

nova incubação a temperatura ambiente por 5 minutos. Segue-se uma centrifugação dos 

tubos a 11.000xg por 15 minutos a 2ºC e a fase aquosa é separada. A ela são adicionados 

500μl de isopropil seguido de incubação por 10 minutos a temperatura ambiente. Após 

nova centrifugação, o sobrenadante é então removido e descartado. 1ml de etanol 75% é 

adicionado ao tubo e segue-se nova centrifugação (7.000xg por 5 minutos a 2ºC). Após 

remoção do sobrenadante, o precipitado é dissolvido em 30μl de água DEPC. 

 O RNA obtido é analisado quanto à sua qualidade utilizando-se o equipamento 

Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), que realiza uma eletroforese capilar de alta 

tensão utilizando as amostras de RNA e por isso apresenta alta precisão quanto aos 

resultados. Como medida de qualidade quanto à degradação do RNA total utilizamos a 

razão das intensidades das bandas de RNA ribossomal 28S e 18S, sendo o valor de 

referência igual a 2, mas este valor pode variar de acordo com a topologia do tecido e 

organismo estudado. Outra forma de avaliar o sucesso da extração do RNA total do 

tecido tumoral mamário é a quantificação das razões de medida óptica realizadas a 

260nm (pico de absorbância do RNA) e 280nm (pico de absorbância de proteínas), cujo 

valore de referência também é igual a 2, podendo variar de acordo com o organismo. 

Estas medidas de espectrofotometria são realizadas utilizando-se o espectrofotômetro 

NanoDrop (Thermo Scientific). Este equipamento produz medidas muito acuradas em 

relação a equipamentos de eletroforese comuns pois a distância do caminho ótico é 

muito reduzida. A partir deste equipamento também é possível obter medidas precisas da 

concentração das amostras de RNA total obtidas a partir da extração. 
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3.3.  Amplificação linear do RNA mensageiro 

 A quantidade de RNA total obtida a partir de uma grande parte das amostras de 

tumores de mama se mostrou insuficiente para a obtenção de alvos fluorescentes e 

hibridização com microarranjos. Para contornar esta limitação, foi utilizado um 

protocolo de amplificação linear do RNA mensageiro (aRNA) descrito na literatura 

(Wang et al., 2000) e padronizado em nosso laboratório. Para obter aRNA suficiente 

para hibridizar 2 réplicas de cada amostra, foram realizados dois ciclos de amplificação 

com cada uma das 74 amostras de RNA total de mama: 

 

1° Ciclo:  

• Síntese da primeira fita de cDNA – 1μg de RNA total em 9μl de água é adicionado a 

1μl de primer dT-T7 (0,5μg/μl) e incubado a 65° C por 5 minutos. A esta reação é 

adicionado então tampão 5X First Strand 1X (Invitrogen), 1μl de TS primer (0,5μg/μl), 

2μl de 10mM dNTP, 1μl de RNAsin RNAse Inhibitor (Promega), 2μl da enzima 

Superscript III (Invitrogen), completando 20μl de reação e incubado por 42°C por uma 

hora e meia. 

• Síntese da segunda fita de cDNA – À reação anterior é adicionado 106μl de água, 15μl 

de tampão Advantage PCR (BD Biosciences), 3μl de 10mM dNTP, 3μl do mix da 

Advantage cDNA Polymerase (BD Biosciences), 1μl de RNAse H (Invitrogen). A 

reação é incubada por 37°C por 5 minutos, 94°C por 2 minutos, 65°C por 1 minuto e 

75°C por 30 minutos e logo depois interrompida com 7,5μl de 1M NaOH com 2mM 

EDTA a 65°C por 10 minutos. 

• Purificação do cDNA fita dupla – À reação é adicionado 1μl de acrilamida linear 

(0,2μg/μl) e logo depois ela é transferida a tubos Phase Lock Gel (PLG - Eppendorf) 

contendo 160μl de Fenol:Clorofórmio:Álcool Isoamil. Os tubos são centrifugados por 6 
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minutos a 13.000 rpm. A fase aquosa é então transferida para tubos contendo 75μl de 

7,5M de acetato de amônia e a estes é depois adicionado 1mL de etanol 100%. Segue-se 

centrifugação imediata por 20 minutos a 14.000 rpm. O precipitado então é lavado duas 

vezes com 500μl de etanol 100% (8 minutos a 14.000 rpm), seco e solubilizado em 8μl 

de água. 

• Transcrição In Vitro – Ao cDNA dupla fita purificado é adicionado então 2μl de cada 

um dos nucleotídeos a 75mM, 2μl do tampão da reação e 2μl do mix da enzima T7 RNA 

polimerase (Ambion). A reação é incubada por 6 horas a 37°C. 

• Purificação do aRNA – Neste procedimento, adicionamos ao tubo da reação de 

transcrição reversa 1mL de Trizol e 200μl de clorofórmio, misturando por inversão por 

15 segundos. A reação é então incubada por 3 minutos à temperatura ambiente e 

centrifugada por 15 minutos a 13.000 rpm a 4°C. A fase aquosa é transferida a um novo 

tubo contendo 500μl de isopropanol e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. 

Segue-se nova centrifugação por 25 minutos a 13.000 rpm  a 4°C. O precipitado é 

lavado duas vezes com 800μl de álcool 70% (centrífuga a 13.000 rpm por 10 minutos), 

seco e solubilizado em 20μl de água. 

 

2° Ciclo: 

• Síntese da primeira fita de cDNA – 1μg de aRNA em 8μl de água é adicionado a 1μl de 

random hexamer (2 μg/μl) e incubado a 65° C por 5 minutos. A esta reação é adicionado 

então tampão 5X First Strand 1X (Invitrogen), 2μl de dT-T7 primer (0,5μg/μl), 2μl de 

10mM dNTP, 1μl de RNAsin RNAse Inhibitor (Promega), 2μl da enzima Superscript III 

(Invitrogen), completando 20μl de reação e incubado por 42°C por uma hora e meia. 

• Síntese da segunda fita de cDNA – Procedimentos idênticos à síntese da segunda fita 

no 1°  ciclo. 
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• Purificação do cDNA fita dupla – Procedimentos idênticos à purificação do cDNA 

dupla fita no 1° ciclo. 

• Transcrição In Vitro – Ao cDNA dupla fita purificado é adicionado então 4μl de cada 

um dos nucleotídeos A, G, e CTP a 75mM, 2μl do nucleotídeo UTP a 75mM, 3μl do 

nucleotídeo modificado 5-(3-amino-alil)-UTP a 50mM, 8μl de água, 4μl do tampão da 

reação e 4μl do mix da enzima T7 RNA polimerase (Ambion). A reação é incubada por 

13 horas a 37°C. 

• Purificação do aRNA e Tratamento com DNAse – À reação é adicionado 4μl da 

DNAse I da Ambion seguindo sua incubação a 37°C por 15 minutos. Seu volume é 

então completado para 100μl e segue-se o protocolo do kit da Qiagen RNAeasy clean-up 

para a purificação do aRNA. 

 

3.4.  Acoplamento dos alvos de aRNA a moléculas fluorescentes 

 Após a reação de amplificação, as moléculas de aRNA produzidas incorporaram 

análogos de amino-alil-UTP modificados. Dessa forma, a molécula de aRNA está pronta 

para ser acoplada a moléculas fluorescentes Cy5 através da esterificação destas à 

estrutura modificada do amino-alil-UTP: 

• Reação de Acoplamento – Secar totalmente 5μg de aRNA em uma centrífuga à vácuo e 

solubilizá-lo em 4,5μl de tampão de acoplamento (0,1M tampão carbonato pH = 8,5-

9,0). Adicionar 2,5μl de água e 4μl do corante monoreativo Cy5 (Amersham 

Biosciences). Misturar e incubar a reação no escuro por uma hora, misturando a cada 15 

minutos. 

• Reação de Quenching – Adicionar 6μl de hidroxilamina 4M e incubar por 15 minutos 

no escuro a temperatura ambiente. 
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• Purificação da sonda – Usar o kit da Qiagen RNAeasy clean-up para a purificação. 

Concentrar as amostras em uma centrífuga à vácuo para um volume final de até 50μl. 

 

3.5.  Hibridização de alvos flurescente com microarranjos de cDNA 

 O microarranjo de cDNA utilizado nos experimentos de hibridização foi 

construído em nosso próprio laboratório em 2002, no começo do projeto CAGE-Câncer . 

Este microarranjo contém 3.840 fragmentos  de cDNA que foram selecionados através 

de uma análise informática das 1.016.501 ESTs provenientes de diversos tipos de 

tumores humanos, geradas a partir da técnica ORESTES entre 2000-2001 durante o 

Projeto Genoma Humano do Câncer (HCGP - http://www.ludwig.org.br/ORESTES) 

(Dias-Neto et al., 2000; Camargo et al., 2004). O microarranjo contém também 30 

controles positivos (house keeping genes) e negativos (regiões intergênicas de levedura e 

genes de bactéria e planta sem similaridade com transcritos humanos). Cerca de 60% 

(~2.200) das seqüências depositadas no microarranjo de cDNA correspondem a regiões 

exônicas de genes já conhecidos codificadores de proteínas relacionados com câncer na 

literatura, sendo que 250 destas já foram reportados como envolvidos na progressão e 

desenvolvimento de tumores de próstata. Aproximadamente 20% das seqüências 

contidas no microarranjo (~800) correspondem a regiões intrônicas de genes conhecidos, 

estando ainda presentes cerca de 250 fragmentos de cDNA que mapeiam em regiões 

intergênicas do genoma (Reis et al., 2004). 

Os alvos fluorescentes de aRNA de cada um dos 74 tumores de mama marcados 

com Cy5 foram hibridizadas contra o microarranjo de cDNA, em duplicata. A 

hibridização foi feita ainda na presença de um oligonucleotídeo sintético de 23-mer 

acoplado a uma molécula de Cy3 em sua extremidade 5’ (RefOligo) (Peixoto et al., 

2006). Como todos os transcritos do microarranjo foram obtidos através da reação de 

http://www.ludwig.org.br/ORESTES
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PCR utilizando primers universais do vetor pUC18, todos os cDNAs depositados no 

microarranjo possuem uma seqüência em comum, complementar a uma região do vetor 

pUC18. O RefOligo é complementar a esta região e por isso hibridiza especificamente a 

todos os pontos de cDNA presentes no microarranjo que foram provenientes de nossa 

biblioteca de cDNA (Figura 2). 

 

 

 A solução de hibridização é composta pelo tampão de hibridização (100μl de 

formamida 50%, 50μl de tampão de hibridização de microarranjo 4x versão 2 - 

Amersham Biosciences), o aRNA acoplado a Cy5 em um volume de 50μl e 1μl de 

RefOligo (100μM). A solução de hibridização é mantida a 92°C por dois minutos para 

desnaturação e transferido para gelo imediatamente. Segue-se centrifugação a 8.000xg 

por três minutos e aplicação no hibridizador automático (Generation III Microarray 

Systems - Amersham Biosciences), que fará a hibridização por 16 horas a 42°C. Todas 

Figura 2. Representação esquemática da hibridização do RefOligo com o microarranjo de cDNA. 

Insertos de cDNA humanos que foram clonados em vetores pUC18 foram amplificados por PCR 

usando primers universais de forma que cada produto da reação de amplificação depositado no 

microarranjo contém uma seqüência comum na ponta 5’ derivada do vetor. A molécula de 

RefOligo consiste em um oligonucleotídeo sintético de 27-mer acoplado ao fluoróforo Cy3 

(marcado com asteriscos verdes) que é complementar à seqüência da ponta 5’ do vetor, presente em 

cada uma das sondas de cDNA depositadas no microarranjo. Esta molécula de referência comum 

foi co-hibridizada com os microarranjos juntamente com os alvos produzidos a partir de RNA 

extraído de tecidos humanos e acoplados a uma molécula do fluoróforo Cy5 (marcado com 

asteriscos vermelhos). 
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as 74 amostras do banco tumoral mamário foram hibridizadas no hibridizador 

automático. 

 Após a hibridização, segue-se a lavagem automática das lâminas ainda no 

hibridizador automático, que é feita com as soluções abaixo:  

∙ Lavagem 1 – 1ml do tampão 1x  SSC, 0,2%  SDS por 3 minutos; 

∙ Lavagem 2 – 1 ml do tampão 0,1x  SSC, 0,2%  SDS por 5 minutos; 

∙ Lavagem 3 – jato com 2 ml do tampão 0,1x  SSC; 

∙ Lavagem 4 – jato com isopropanol para secagem das lâminas; 

∙ Jato de ar.  

 

3.6.  Captura da imagem das lâminas hibridizadas e extração dos dados 

Após a hibridização, a detecção dos alvos fluorescentes das lâminas é feita 

imediatamente para evitar o decaimento de sua fluorescência. As 148 lâminas 

hibridizadas contra as amostras de aRNA tumoral de mama e RefOligo tiveram sua 

imagem capturada utilizando-se o scanner que faz parte do conjunto de equipamentos 

Generation III Microarray Systems (Amersham Biosciences). 

 As imagens resultantes foram processadas utilizando-se o software ArrayVision 

(Imaging Research Inc.) que fornece intensidades totais de cada um dos pontos de 

cDNA depositados no microarranjo subtraídas do sinal de ruído local (intensidades 

medidas em uma moldura definida ao redor de cada ponto).  

 

3.7.  Filtragem e normalização das intensidades de expressão gênica 

Para cada amostra de aRNA foram feitas 2 hibridizações (réplicas técnicas). 

Após a captura dos dados obtidos dos experimentos de hibridização, o primeiro passo é a 

filtragem dos dados de pontos de cDNA da lâmina que apresentam valores abaixo do 

sinal de ruído. Este sinal de ruído foi definido em nossos experimentos como sendo duas 

vezes o desvio padrão da média de intensidade de cerca de 130 pontos no microarranjo 
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onde foi depositado apenas solução de 50% DMSO. Optou-se por utilizar este critério 

por ser mais restritivo que a filtragem baseada no uso de cDNA de planta como controle 

negativo, resultando na filtragem de um número maior de elementos. Após a filtragem, 

segue-se a eliminação de valores espúrios de baixa qualidade  utilizando-se o programa 

ArrayStat (v. 1.0 Imaging Research Inc.). O programa ArrayStat utiliza um modelo de 

distribuição de erro estimado a partir de todas as réplicas de todas as sondas analisadas 

para avaliar a reprodutibilidade das réplicas técnicas. Cada lâmina possui seu conjunto 

de pontos de cDNA depositado em duplicata. Portanto, para cada amostra existem 4 

valores de intensidade para cada cDNA depositado na lâmina. Primeiro, o programa 

centraliza os dados de intensidade das 4 réplicas de cada sonda. Em seguida, são 

eliminados da análise os cDNAs que possuem mais do que uma das quatro réplicas com 

mais do que dois desvios absolutos da mediana (MADs). Em seguida foi calculada a 

média das sondas restantes.  

Neste projeto foram testados dois tipos de normalização: pela média aparada e 

pelo método do quantil (Bolstad et al., 2003). O primeiro tipo de normalização consiste 

em calcular a média de cada um dos conjuntos de dados de cada amostra de aRNA, 

excluindo-se os valores mais altos e mais baixos. Neste caso, foram excluídos 40% dos 

dados no total. Esta média aparada é então utilizada para a normalização de cada um dos 

valores da lâmina.  

O segundo método de normalização é mais eficaz contra efeitos de lotes de 

lâminas de microarranjo diferentes (Bolstad et al., 2003). Este método se baseia na 

ordenação decrescente dos valores de intensidade das diferentes lâminas (com uma 

etiqueta identificadora de cada transcrito) e cálculo da média de cada um dos pontos de 

cDNA. Estes valores médios irão substituir todos os valores de cada uma das lâminas e 
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através da etiqueta de identificação de cada transcrito os valores de cada um dos pontos 

de cDNA retornarão a sua posição original. 

Paralelamente, além da utilização direta das intensidades de expressão 

provenientes do canal de RNA (desenho experimental de 1 cor, Cy5), foi testado o uso 

de razões onde a intensidade de expressão gênica de cada cDNA no microarranjo (Cy5) 

foram normalizados pelas intensidades do canal de um oligonucleotídeo referência 

marcado com Cy3 (RefOligo). O desenho experimental baseado na utilização de um 

oligonucleotídeo complementar a todos os pontos de cDNA no microarranjo como 

referência externa neste projeto, se baseou na ausência de amostras disponíveis de tecido 

mamário sadio para co-hibridização e normalização dos dados através da construção de 

razões de expressão, e pelo risco envolvido na utilização de um RNA referência que 

deveria estar disponível em grande quantidade e com qualidade adequada durante os 4 

anos de duração do projeto. A metodologia de normalização de dados utilizando um 

oligonucleotídeo referência foi descrita em um estudo de expressão gênica em leveduras 

(Dudley et al., 2002). No início do projeto esta estratégia foi testada em nosso 

laboratório para a comparação da expresão gênica em tecidos humanos (Peixoto et al., 

2006). Os resultados obtidos a partir da comparação de três tecidos humanos, 

demonstraram que a reprodutibilidade e acurácia das medidas de expressão gênica 

obtidas com uso de um RefOligo são comparáveis às obtidas utilizando um RNA 

referência e às medidas de expressão provenientes do canal de RNA (1 cor – One-Color) 

(Peixoto et al., 2006). A partir desses resultados, obtidos no início do projeto, o RefOligo 

foi utilizado como referência externa nos experimentos de hibridização das 78 amostras 

de tumores de mama, e a reprodutibilidade e acurácia desta metodologia foi comparada 

com as medidas de expressão gênica resultantes da utilização direta das intensidades de 

expressão provenientes do canal de RNA, como descrito no item 4.3.  
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3.8.  Identificação de assinaturas de expressão gênica correlacionadas com 

características clínicas e anatomo-patológicas 

Foram utilizadas duas abordagens distintas nas análises supervisionadas, onde as 

amostras foram agrupadas de acordo com características anatomo-patológicas ou 

clínicas, seguida da busca de genes diferencialmente expressos entre as classes. Uma 

delas consistiu no uso de uma ferramenta desenvolvida como um plugin do Microsoft 

Office Excel, específica para análise de dados de microarranjos de DNA, SAM  – 

Significance Analysis of Microarrays (v. 1.0) (Tusher et al., 2001). A ferramenta SAM 

busca identificar genes diferencialmente expressos com significância estatística entre 

conjuntos de experimentos de microarranjo, através de permutações repetidas dos dados 

de expressão de cada transcrito, entre as amostras de dois ou mais grupos sendo 

comparados. Para cada gene, o valor real da correlação medida entre os grupos (valor 

observado) é comparada a um valor de correlação obtido através de permutação dos 

dados (valor esperado ao acaso) para checar o valor estatístico associado ao conjunto de 

transcritos encontrado como diferencialmente expresso entre duas condições analisadas. 

Se o valor de correlação observado excede o valor esperado, a diferença de expressão é 

considarada significativa. O programa também calcula  uma taxa de falsa descoberta 

(False Discovery Rate –FDR), que expressa a porcentagem de falsos-positivos dentro do 

grupo de transcritos considerado diferencialmente expressos. A ferramenta permite ainda 

a seleção de conjuntos de transcritos usando limiares de FDR definidos pelo usuário.  

A segunda forma utilizada para identificar transcritos expressos diferencialmente 

entre grupos de pacientes com características tumorais distintas, foi através da razão 

sinal-ruído (Signal-to-Noise Ratio – SNR). Este teste se baseia na comparação das 

médias de dois grupos distintos e verifica o quão distante elas estão entre si, levando em 

conta a variabilidade dos dados dentro dos grupos, utilizando a permutação dos dados 
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entre as classes para definir a significância estatística dos valores de SNR medidos 

(Golub et al., 1999) (Figura 3). 

Signal

Noise

diferença entre as médias dos grupos

variabilidade dos grupos

Xa - Xb

DP (Xa - Xb)

Xa = média grupo a

DP = desvio padrão

Signal

Noise

diferença entre as médias dos grupos

variabilidade dos grupos

Xa - Xb

DP (Xa - Xb)

Xa = média grupo a

DP = desvio padrão

 
Figura 3. Fórmula para cálculo da razão de SNR para cada um dos transcritos analisados. Além 

do valor da razão de SNR, é determinado um valor p correspondente à razão calculada através da 

permutação dos dados. 

 

 Após a identificação de um conjunto de transcritos expressos diferencialmente, 

foram feitas análises de agrupamento hierárquico (clustering) das amostras utilizando-se 

o pacote Functional genomics do programa SpotFire DecisionSite (TIBCO) e como 

medida de similaridade foi utilizada a distância Euclidiana. Mapas de expressão (Heat 

Maps) dos dados dos transcritos expressos diferencialmente foram construídos 

utilizando-se o mesmo programa. 

 

3.9.  Reações de RT-PCR fita específica 

 O microarranjo utilizado contém sondas de cDNA dupla-fita, que não permitem 

determinar a orientação dos ncRNAs intrônicos identificados relativamente ao gene 

codificador de proteínas no mesmo locus.  Para determinar a orientação dos transcritos 

de interesse a transcrição reversa foi feita utilizando primers complementares a uma 

possível orientação senso e antisenso do transcrito (Shendure e Church, 2002). Os 

primers foram desenhados utilizando-se o programa Primer Express (v. 2.0 - Applied 

Biosystems), visando um amplicon de tamanho entre 100-150pb e temperatura de 

melting igual a 60°C. O programa disponibiliza um documento contendo várias opções 

de pares de primers para cada um dos transcritos de interesse. O primeiro critério 

aplicado para a escolha de primers é a verificação de no máximo duas ou três bases 

fortes (C ou G) na ponta 3’ de cada um deles. O segundo critério envolve a formação 
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indesejada de estruturas secundárias e dímeros de primers. Para a avaliação deste 

critério, foi utilizado o programa Oligo Analyzer (v. 1.1.2), ferramenta disponível na 

Internet e gratuita (http://www.uku.fi/~kuulasma/OligoSoftware), que determina 

propriedades dos pares de primers de interesse, como Tm, conteúdo de GC, dímeros de 

primers, formação de estruturas secundárias e compatibilidade primer-primer.  

 Outra ferramenta utilizada na análise dos primers e que foi desenvolvida pela 

Universidade da Califórnia, Santa Cruz, o PCR in silico (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgPcr?org=Human&db=hg18&hgsid=84401276), busca em seu banco de dados pela 

seqüência complementar ao par de primers fornecido pelo usuário. Dessa forma, pode-se 

avaliar a especificidade do produto da amplificação por PCR do seu transcrito, 

utilizando um par de primers específico. Assim, utilizando todos estes critérios, foram 

escolhidos os pares de primers mais eficientes e precisos para amplificação dos 

transcritos de interesse (Tabela 3). 

 A etapa de transcrição reversa foi feita com o kit Superscript III First-Strand 

Synthesis SuperMix (Invitrogen), partindo de 500ng de RNA total, a 55ºC numa reação 

de volume final de 50µl, de acordo com o protocolo padrão do fabricante. 

 

 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?org=Human&db=hg18&hgsid=84401276
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPcr?org=Human&db=hg18&hgsid=84401276
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Tabela 3. Seqüência dos primers utilizados nas reações de RT-PCR fita específica e PCR em 

tempo real. 

Gene Primers (senso e antisenso) Tamanho (pb) Tm (ºC) %GC 

CAB39 
TGGCCTTGTCTACTAGGTTTTTGA 24 58 42 

GATGGTGAAGGCTAGAAGCCC 21 59 57 

CNOT4 
CCATCCTGTACTCCAAAGGTGTTAT 25 58 44 

TTGGCTTGTTTGTGACTTATCCTTAG 26 59 38 

DNAJC3 
TCACTGCCCTAGCTATTTGTGG 22 58 50 

ACTACAGAAGGCTGCCCTGG 20 58 60 

GATA3 
GTTAGAGCCCTGCTCGATGC 20 59 60 

CGCGTTTAGGCTTCATGATACTG 23 60 48 

GFRA1 
TCTGCTGGACATTTGTAAACATCC 24 59 42 

ACACATGTATTCCTCAGCCAGCT 23 59 48 

GPHN 
AACAGCAAGAATTTGAGATTTTTGAG 26 58 31 

TTCTCCACAGGTCTTAACAAGCC 23 58 48 

JMJD2C 
CCGAGCTTTCATGGCCAA 18 59 56 

CCCATGGCTCTCCACATCAC 20 60 60 

MLLT3 
GAGGCCACTGGCAAAACCTA 20 59 55 

GTTACTAAAGACCAGTGCTGCATTG 25 58 44 

PTRH2 
GCACTCACGTCCAATGGGA 19 59 58 

TAATGGGCCTGGAGTGAGGT 20 58 55 

ZBTB16 
CCCGCATCTTCTAAAGCATCTG 22 60 50 

GCCCCTGGGTCGTTGG 16 59 75 

HPRT1 
TGACACTGGCAAAACAATGCA 21 60 43 

GGTCCTTTTCACCAGCAAGCT 21 64 52 

 

  

 Para cada ncRNA, foram utilizados na reação primers específicos e 

complementares a fita senso ou antisenso do transcrito, em tubos separados. As reações 

de transcrição reversa fita-específica foram otimizadas individualmente para cada 

transcrito testado para garantir a ausência de transcrição a partir de priming formado por 

estruturas secundárias. Verificou-se que o priming inespecífico foi eliminado utilizando 

uma temperatura de desnaturação de 85ºC por 5 minutos e em seguida transferindo as 

reações para 65ºC por 5 minutos para evitar a re-formação de estruturas secundárias no 

RNA. As reações eram transferidas a 57ºC por 5 minutos para adição de tampão e 

enzima de transcrição reversa e mantidas nesta temperatura por 50 minutos. Em paralelo, 

foram feitas reações sem a enzima transcriptase reversa para cada um dos pares de 
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primers para controle da contaminação com DNA genômico e reações sem primers para 

controle da formação de estruturas secundárias nas moléculas de RNA.  

 Para cada ncRNA investigado, os produtos das reações de transcrição reversa 

fita-específica foram utilizados como molde em reações de PCR, usando primers 

específicos. Foram realizados 40 ciclos de amplificação com uma temperatura de 

anelamento que variou entre 57ºC e 60ºC. Foi utilizada uma quantidade de cDNA inicial 

de aproximadamente 10ng, em uma reação de 50µl de volume final contendo 10µM de 

primers, 5U de DNA Polimerase, tampão de reação NH4 1X, 1,8mM de MgCl2, 2mM de 

dNTPs. Em paralelo, foi feita a amplificação dos controles de transcrição sem DNA 

Polimerase (controle de ausência de contaminação genômica) e sem cada um dos pares 

de primers (controle de ausência de priming inespecífico na RT). Este último controle é 

essencial para garantir a confiabilidade da informação de orientação. A presença de 

produto de amplificação no controle sem primer na RT impede uma conclusão confiável 

sobre a orientação do transcrito analisado (Shendure e Church, 2002). 

 A análise dos produtos obtidos incluiu a separação em gel de 2% agarose corado 

com brometo de etídio e a observação de bandas nas reações realizadas sem a enzima 

DNA Polimerase (caso positivo, as amostras de RNA eram submetidas a novos 

tratamentos com DNase e novas reações de transcrição reversa) e nas reações realizadas 

na ausência de primers. Caso este último controle apresentasse resultado positivo, novas 

reações de PCR eram realizadas em condições mais estringentes, assim como no caso de 

bandas não específicas na reação teste. Em útimo caso, modificações nas condições das 

reações de transcrição reversa eram feitas para obtenção de produtos mais específicos. 
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3.10. PCR quantitativo em tempo real 

 A etapa de transcrição reversa foi feita com o kit Superscript III First-Strand 

Synthesis SuperMix (Invitrogen), partindo de 500ng de RNA total, a 55ºC numa reação 

de volume final de 50µl, de acordo com o protocolo padrão do fabricante. Foi utilizado 

oligo dT como primer. 

 Os primers utilizados para as reações de PCR quantitativo em tempo real foram 

os mesmos utilizados nas reações de RT-PCR fita-específica (Tabela 3). Estes primers 

foram escolhidos de forma a apresentar um mínimo de formação de estruturas 

secundárias e dímeros de primers, conforme descrito no item 3.9 de Materiais e 

Métodos. A padronização da concentração saturante de primers a ser utilizada nas 

reações de PCR em tempo real foi feita para garantir a saturação do cDNA presente nas 

amostras ao mesmo tempo que a ausência de formação de dímeros dos primers 

utilizados. Assim, foram testadas concentrações crescentes dos primers para uma 

quantidade fixa de cDNA até que o ciclo de referência (Ct – número do ciclo em que a 

quantidade de alvo amplificada alcança um limiar fixo na faixa exponencial de 

amplificação) da reação se estabilizasse em um valor mínimo. Para cada concentração de 

primer testada, foi avaliada a ausência de formação de dímeros do primer através da 

análise de curvas de dissociação de cada reação. Após estes testes foi definida a 

concentração de 0,8µM para os transcritos avaliados.  

  Após determinada a concentração ótima de primers, foi feita a determinação da 

eficiência da amplificação de cada transcrito. Para o cálculo da eficiência da reação de 

PCR, foram feitas diluições de cDNA obtido da transcrição reversa de um pool de RNAs 

de diferentes tumores de mama  utlizando-se 1, 5, 10, 15 e 30 ng de cDNA e primers na 

concentração de 0,8µM. A partir destes resultados, foi construída uma curva do log da 

quantidade de cDNA versus o Ct para o cálculo da eficiência da amplificação que é 
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definido a partir da inclinação da reta, dado pela equação y = Ax + B. A eficiência da 

amplificação de um dado par de primers (E) pode ser definida através da expressão 

matemática E = 10
[–1/A]

, ou expressa em porcentagem, sendo E(%) = (E – 1) x 100 

(Pfaffl, 2001). A partir deste dado de eficiência de amplificação de cada par de primers, 

é possível fazer a infereência da razão de expressão do transcrito de interesse em relação 

ao gene normalizador endógeno através da fórmula:  

Razão de Expressão =
(Ealvo)

ΔCtalvo

(Eref)
ΔCtref

Razão de Expressão =
(Ealvo)

ΔCtalvo

(Eref)
ΔCtref

    

onde o ΔCt é o Ct da condição testada subtraído o Ct da condição controle para o 

transcrito alvo e o gene normalizador de referência (ex. tecido tratado e não tratado). 

 Para os amplicons em que a eficiência da PCR do gene alvo e do gene 

normalizador é próximo a 1, a fórmula então pode ser resumida a 2
-ΔCt

, que expressa a 

quantidade relativa de um gene alvo em relação ao gene referência, para cada amostra 

testada. 

  Os pares de primers do gene normalizador endógeno utilizados, hipoxantina 

fosforibosiltransferase 1 (HPRT1), foram sintetizados usando as mesmas seqüências 

testadas no trabalho de Vandesompele e colaboradores e descritas na tabela 3 

(Vandesompele et al., 2002).  

 Todas as reações de amplificação em tempo real foram realizadas em 40 ciclos a 

60ºC, utilizando-se o reagente SYBR Green PCR Master Mix, o equipamento 7300 Real 

Time PCR System (Applied Biosystems) e o gene endógeno normalizador HPRT1. 

Foram utilizados aproximadamente 5ng de cDNA para o início da reação e concentração 

final dos primers de 0,8µM. As reações de amplificação em tempo real foram ainda 

feitas em triplicata, e paralelamente, foram feitas reações sem cDNA molde para 

controlar contaminação com DNA amplificado ou genômico. 



 

 

74 

 

 A significância estatística da diferença de expressão dos transcritos testados por 

qPCR entre grupos distintos de pacientes com câncer de mama foi medida utilizando o 

teste t de Student. Neste cálculo, foram considerados os valores médios de 2
-ΔCt

 dentro 

de cada grupos de pacientes (ex. pacientes com ou sem metástase) e o teste t (não-

pareado, uni-caudal,  homoscedástico) foi calculado utilizando-se estes grupo de valores 

para comparação.  

 

3.11. Anotação funcional dos transcritos identificados 

Os transcritos apontados como diferencialmente expressos nas análises 

supervisionadas foram anotados através de alinhamento na seqüência genômica 

disponível no site Genome Browser (atualizado em março de 2006) da  Universidade da 

Califórnia, Santa Cruz utilizando a ferramenta BLAT (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgBlat?command=start). Os transcritos intrônicos foram analisados quanto à sua 

capacidade codificadora através da utilização de ferramentas disponíveis na Internet 

(ESTScan2, http://www.ch.embnet.org/software/ESTScan2.html  e ORF Finder, 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). 

 O potencial de produzir miRNAs e snoRNAs foi avaliado através do alinhamento 

das seqüências dos transcritos intrônicos com o banco de dados disponível na Internet 

(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/ e http://www-snorna.biotoul.fr/).   

 Análises de enriquecimento da ontologia gênica dos grupos de transcritos 

apontados como expressos diferencialmente nas análises foram realizadas com as 

ferramentas disponíveis na Internet, eGOn e BinGO, ambas disponíveis no site: 

http://www.geneontology.org/GO.tools.microarray.shtml. 

Outras anotações gênicas da função dos genes de interesse e de cruzamento das 

listas de genes identificados com outros trabalhos de expressão gênica em câncer de 

http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat?command=start
http://www.ch.embnet.org/software/ESTScan2.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/
http://www-snorna.biotoul.fr/
http://www.geneontology.org/GO.tools.microarray.shtml
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mama foram feitas utilizando-se a ferramenta Ingenuity Pathways Analysis (Ingenuity 

Systems) (Calvano et al., 2005) e Oncomine Research Platform (Compendia Bioscience) 

(Rhodes et al., 2007).  
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Montagem de banco de amostras de tecido tumoral mamário e obtenção de 

RNA para experimentos de hibridização 

 O objeto de pesquisa desta tese corresponde ao conjunto de amostras de tecido 

tumoral mamário de pacientes provenientes do HDES, Açores, Portugal. A previsão 

inicial era a montagem de um banco tumoral com cerca de 50 amostras. No entanto, já 

no segundo ano de recolhimento das amostras o banco tumoral contava com um número 

de 62 amostras clínicas de tecido tumoral, atingindo um número de 74 amostras em 

julho de 2007. Todas as amostras coletadas possuem uma descrição detalhada de suas 

características anatomo-patológicas além dos dados clínicos das pacientes (Tabela 4).  

 O tempo de seguimento médio das amostras é de 3,5 anos, sendo que todas as 

amostras provêem de pacientes com acompanhamento por um período mínimo de 1,5 

anos (Tabela 4). A idade média apresentada pelo grupo de pacientes no momento do 

diagnóstico é de cerca de 61 anos, a mesma apresentada pelas pacientes com câncer de 

mama nos EUA durante o período de 2000-2004 (ACS, 2008). O tamanho médio do 

tumor, no entanto, é maior do que o da população de pacientes diagnosticadas com 

câncer de mama nos EUA no mesmo período: 2,7cm versus ≤ 2cm (ACS, 2008). Neste 

conjunto de pacientes estudado, todos os tumores de mama são do tipo invasivo. A 

incidência de câncer de mama invasivo na população feminina dos EUA também é 

muito maior que o carcinoma in situ, cerca de três vezes mais freqüente. Estes últimos 

dois aspectos podem indicar uma menor prevenção da doença de câncer de mama em 

Portugal, quando comparado aos EUA já que os tumores são detectados com um 

tamanho maior e com um caráter invasivo mais freqüente. No entanto, a taxa de 

mortalidade das pacientes com câncer de mama incluídas neste projeto é de 25,6% a 



 

 

77 

 

mesma apresentada pela população de mulheres com câncer de mama nos EUA durante 

o período de 2000-2004 (ACS, 2007).  

 De acordo com Mallon e colaboradores, as taxas de incidência de tumores de 

mama invasivo do tipo ductal é de 65-85%; lobular, de 10-15%; medular, menos de 1%; 

mucinoso, 1% e papilar de 1-2% (Mallon et al., 2000). Em nosso conjunto de amostras 

de tecido tumoral mamário, encontramos taxas de incidências concordantes na maior 

parte dos tipos tumorais invasivos com ductal, 78%; lobular, 7%; medular, 1%; 

mucinoso, 4% e papilar, 3%.  

 O câncer de mama tem um pico de recorrência do tumor em dois anos após o 

começo do tratamento da doença e diminui com o passar dos anos, mas no entanto, as 

chances de recorrência nunca chegam a zero (Rugo, 2008). As recorrências podem ser 

de três tipos: local, quando restam células tumorais remanescentes da cirurgia de 

mastectomia do câncer primário e um novo câncer de mama se desenvolve, no mesmo 

exato local; regional, quando as células tumorais migram para os nódulos linfáticos 

axiais; e distante, quando as células tumorais migram pela corrente sangüínea ou vasos 

linfáticos, se instalando em outros tecidos do corpo, espalhando a doença (fonte: 

Imaginis). As recorrências mais comuns em câncer de mama são as distantes 

(metástases), independente do tempo decorrido do diagnóstico (Rugo, 2008). Esta 

informação vai de acordo com a obtida em nosso conjunto de 74 pacientes já que as 

metástases possuem incidência cerca de duas vezes maior que a recorrência local (16% 

versus 9%). No entanto, o número de metástases é baixo já que é reportado na literatura 

que até pacientes com baixo risco de desenvolver metástases, isto é, que possuam 

tumores de tamanhos pequenos e nódulos sem infiltração de células tumorais, 

apresentam um risco substancial de desenvolver metástases em 10-25% dos casos 

(Rugo, 2008). 
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Tabela 4. Características anatomo-patológicas do conjunto de amostras teciduais reunidos no 

banco de tecido tumoral mamário. 

Idade 
30 a 50 anos 20 

51 a 60 anos 15 

61 a 70 anos 19 

71 a 87 anos 20 

Tamanho do tumor (mm) 
até 20 23 

de 21 a 30 18 

from 31 a 70 18 

n.d. 15 

Período de acompanhamento 
até 2 anos 18 

2.5 a 3 anos 7 

3.5 a 4 anos 24 

4.5 a 5 anos 25 

Tipo Histológico 
dutal invasivo 58 

dutal e lobular invasivo 2 

lobular invasivo 5 

medular 1 

mucinoso 3 

papilar invasivo 2 

mal diferenciado 3 

Infiltração dos nódulos linfáticos 
0 40 

1 a 5 22 

6 a 10 4 

11 a 15 8 

Grau Histológico 
I 7 

II 28 

III 22 

n.d. 17 

Estágio Tumoral 
I 21 

IIA - IIB 35 

IIIA - IIIB 9 

IIIC - IV 9 

Status do Paciente  

Metástase 
doença em progressão 3 

morte 9 

Reincidência 
doença em progressão 1 

morte 1 

Livre de metástase 
e/ou reincidência 

livre da doença 25 

em tratamento 22 

morte 5 

n.d. 8 

Status de ER  
0 22 

+ 2 

++ 2 

+++ 48 

Status de PR 
0 30 

+ 7 

++ 2 

+++ 35 
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 Todas as amostras coletadas foram enviadas ao nosso laboratório por via aérea, 

congeladas em gelo seco e acondicionadas em RNALater. Com este reagente as amostras 

de tecido tumoral são preservadas da degradação por até um mês a temperatura de 4ºC. 

As amostras foram então processadas para extração de seu RNA total utilizando-se o 

método tiocianato de guanidina/fenol/clorofórmio (ver seção Material e Métodos). 

 Após este procedimento seguiu-se avaliação da quantidade e qualidade do RNA 

total obtido através de espectofotometria (NanoDrop) e eletroforese capilar (Bioanalyzer 

2100), respectivamente. A Figura 4 apresenta o resultado típico da análise por 

eletroforese capilar de RNA total isolado de amostras de tecido tumoral mamário 

processadas em nosso laboratório. A medida das razões de intensidade das bandas de 

RNA ribossomal 28S e 18S mede o nível de degradação na preparação de RNA. Como a 

banda de 28S apresenta o dobro do tamanho da banda de 18S, o valor ideal para a  razão 

28S/18S é 2, pois indica a ausência de degradação.  No entanto, temos observado que 

tecidos provenientes de remoção cirúrgica e acondicionados de maneiras diversas nos 

hospitais (congelamento, blocos de parafina, etc.) raramente fornecem amostras de RNA 

total com razão 2. Cerca de 17% das amostras de RNA total obtidas do tecido tumoral 

mamário apresentaram razão mínima de 0,5, enquanto a maior parte das amostras (55%) 

apresentaram razão de 0,8 a 1,3. Apesar de 0,5 ser considerada uma razão baixa quando 

comparada ao valor de referência 2, nossa experiência tem nos mostrado que amostras 

de RNA total com esta razão mínima ainda permitem o prosseguimento dos 

experimentos de microarranjo, produzindo dados com qualidade comparável a de RNAs 

com razões mais próximas de 2, medido pela correlação entre réplicas e pelo número de 

transcritos detectados nas hibridizações e confimado a posteriori (ver item 4.2). Desse 

modo, optamos por utilizar todos os RNAs com razão 28S/18S acima de 0,5.  
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Figura 4. Eletroforese capilar de amostras de RNA total extraídas de amostras de tecido tumoral 

mamário. À direita estão indicados os picos das frações do RNA 28S e 18S (setas). Observar que 

as amostras CM-06a e CM-06b possuem um grau de degradação maior em relação às outras 

amostras. No entanto, a qualidade destas amostras de RNA ainda é satisfatória (razão 28S/18S > 

1,0) para os experimentos de microarranjo. 
 

 

 

 A avaliação do grau de contaminação das frações de RNA com proteínas foi 

avaliada pela medida de absorção a 260nm (pico de absorbância do RNA) e 280nm (pico 

de absorbância de proteínas). A maior parte dos RNAs obtidos (84%) apresentou uma 

razão D.O. 260/280 igual ou maior que 1.8, o que indica a ausência de contaminação 

protéica significativa que poderia inibir reações enzimáticas e prejudicar a utilização das 

amostras nas etapas seguintes (Tabela 5). 

A quantidade de RNA total obtida  se mostrou bem variável: cerca de 30% das 

amostras apresentaram um rendimento menor que 10 g e a média e a mediana das 

quantidades de RNA total obtido das 74 amostras foram, respectivamente, 56 e 28 g 

(Tabela 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

81 

 

Tabela 5. Quadro de informações de rendimento total, qualidade e rendimento obtido da 

amplificação de amostras de RNA total extraídas de 74 amostras de tecido tumoral mamário. 

Rendimento total (ug) 

até 5 11 

de 6 a 10 10 

de 11 a 20 10 

de 21 a 40 12 

de 41 a 80 15 

> 80 16 

média 55.94 

mediana 28.35 

Razão 260/280 

1.5 a 1.8 12 

1.8 a 2.0 60 

> 2.0 2 

Razão RNAr 28S/18S 

0.5 a 0.7 25 

0.8 a 1.0 20 

1.1 a 1.3 20 

1.4 a 2.2 9 

Rendimento amplificação 
(ug) 

até 10 6 

de 11 a 30 16 

de 31 a 60 29 

de 61 a 90 18 

> 90 5 

média 47.6 

mediana 50.5 

 

 

 

A restrição à quantidade de RNA nos estudos de expressão gênica de tecidos 

humanos, especialmente, é um problema enfrentado por vários laboratórios no mundo 

(Gomes et al., 2003; Stoyanova et al., 2004). Como alternativa, têm sido utilizado 

metodologias para amplificação linear do RNA mensageiro, de forma a obter material 

em quantidade suficiente para a realização de experimentos de hibridização de 

microarranjos (Van Gelder et al., 1990; Wang et al., 2000). Já foi demonstrado que a 

amplificação linear do RNA mensageiro em protocolos baseados em transcrição in vitro 

mediado pela T7 RNA polimerase mantém uma representação fiel do transcritoma, 

demonstrado pela existência de alta correlação entre os resultados de microarranjo 
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obtidos a partir de RNA amplificado e não amplificado (Wang et al., 2000; Kaposi-

Novak et al., 2004). 

A quantidade mínima para a realização das reações de marcação de RNA total 

para produção de alvos fluorescentes para os experimentos de microarranjo é de 5 g; 

adicionando-se uma réplica técnica, 10 g. Portanto, 30% das amostras de tecido tumoral 

mamário não poderiam ser incluídas neste estudo. Para superar a limitação da pouca 

quantidade de RNA disponível decidimos realizar a amplificação de todos as amostras 

de RNA total disponíveis e com qualidade para as hibridizações. Dessa forma, fomos 

capazes de gerar quantidades suficientes de RNA total para todos os experimentos de 

hibridização subseqüentes já que o protocolo utilizado (modificado da literatura) (Van 

Gelder et al., 1990) necessita de uma quantidade mínima inicial de RNA total igual a 

1 g, quantidade disponível para todas as amostras. Assim, o protocolo de amplificação 

de RNA total gerou quantidades de aRNA maiores que 10 g para cerca de 93% das 

amostras, com uma média de 47,6 g e mediana 50,5 g para todas as 74 amostras 

(Tabela 5).  

  

4.2.  Hibridização de amostras de tumor de mama com o microarranjo de 

~4.000 elementos 

  Cerca de 60% (~2.200) das seqüências depositadas no microarranjo de cDNA 

corresponde a regiões exônicas de genes já conhecidos e 250 destas têm papel já 

comprovado na progressão e desenvolvimento de tumores de próstata. Um número de 

250 fragmentos de cDNA correspondem ainda a regiões intergênicas de genes 

conhecidos e, 20% das seqüências contidas no microarranjo (~800) correspondem a 

regiões intrônicas de genes conhecidos (Reis et al., 2004). Neste último aspecto reside a 

característica inovadora deste projeto, uma vez que grande parte dos estudos de 
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expressão gênica no câncer de mama são feitos com microarranjos comerciais que 

contém sondas para regiões codificadoras de proteínas. Também já foi demonstrado 

através de trabalhos de nosso grupo que o estudo dos padrões de expressão de  ncRNAs 

intrônicos podem ter relevância para a identificação de marcadores moleculares no 

câncer de próstata e rim (Reis et al., 2004; Brito et al., 2008).  

Após a amplificação das amostras de RNA total de tecido tumoral mamário 

foram feitos todos os experimentos de hibridização das 74 amostras de aRNA obtidas, 

cada uma com uma réplica técnica, totalizando 148 hibridizaçãoes. Todas as 

hibridizações foram feitas utilizando-se o aRNA do tecido tumoral marcado com o 

fluoróforo Cy5 e o oligonucleotídeo RefOligo marcado com Cy3 na mesma hibridização. 

O resultado típico de uma hibrização está apresentado na Figura 5. 



 

 

84 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imagem de um microarranjo de cDNA hibridizado com aRNA tumoral de mama 

(vermelho) e RefOligo (verde). Apenas um dos lados (réplica interna) do microarranjo está 

mostrado. No inserto à direita estão destacados quatro subarrays. Como esquematizado na 

figura, os transcritos correspondentes às seqüências de regiões exônicas e intrônicas de genes 

conhecidos estão distribuídos nas primeiras dez linhas de cada subarray e as duas últimas linhas 

correspondem a controles positivos e negativos do experimento. Observar a hibridização 

específica do oligonucleotídeo fluorescentemente marcado (RefOligo) em todos os pontos de 

cDNA das dez primeiras linhas de cada um dos subarrays e a ausência de sinal nos pontos de 

cDNA das duas últimas linhas, que são compostos de controles negativos e positivos que não 

possuem seqüência complementar ao RefOligo. 
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As 148 lâminas foram analisadas para avaliação da reprodutibilidade das medidas 

de expressão gênica obtidas, medida pela correlação média de todos os cDNAs do 

microarranjo, calculada entre réplicas dentro da mesma lâmina (intra-lâmina) ou entre 

lâminas distintas hibridizadas com a mesma amostra (inter-lâmina). Foi definido como 

critério mínimo de qualidade uma correlação intra-lâminas (entre os dois lados de uma 

mesma lâmina) de 0,90 e uma correlação inter-lâminas (entre duas réplicas técnicas) de 

0,80. A correlação média e mediana inter-lâminas observadas nos experimentos foram 

de 0,83 e 0,84, respectivamente. Somente 4 microarranjos não atingiram os valores de 

correlação mínimos. Estas lâminas foram re-hibridizadas, de modo que todas as 

amostras possuíssem quatro réplicas, atendendo os critérios de qualidade definidos para 

o projeto. 

 Também foi avaliado se a qualidade do RNA total utilizado, medida pela razão 

28S/18S, afetava a qualidade das medidas de expressão gênica obtidas. As correlações 

médias entre réplicas nas lâminas hibridizadas com RNAs com razão entre 0,5–0,7, 0,8–

1,0, 1,1–1,3 e 1,4–2,2  foram respectivamente 0,97, 0,98, 0,97 e 0,97. Nos mesmos 

conjuntos de lâminas, o número médio de elementos detectados nas hibridizações após a 

filtragem e normalização foi de 3.340, 3.325, 3.164 e 3.185, respectivamente. 

Coletivamente estes resultados confirmam a ausência de diferenças significativas na 

qualidade dos experimentos de hibridização obtidos a partir de RNAs com razões de 

28S/18S variando entre 0,5 e 2,2. 

 

4.3.  Avaliação de uma metodologia para obtenção de medidas de expressão 

gênica utilizando um oligonucleotídeo referência (RefOligo) 

Microarranjos de cDNA são mais freqüentemente utilizados em experimentos de 

2 cores, onde duas populações de alvos fluorescentes marcados com fluoróforos 
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distintos são hibridizadas competitivamente (Quackenbush, 2002; Yang e Speed, 2002). 

Após a extração dos dados obtém-se uma razão de expressão que reflete a abundância 

relativa de uma amostra teste em relação a uma amostra controle. Embora existam vários 

desenhos experimentais possíveis (Yang e Speed, 2002), em trabalhos de expressão 

gênica envolvendo um grande número de amostras experimentais, tipicamente utiliza-se 

como amostra controle uma mesma população de RNAs (RNA referência), contra a qual 

todas as amostras experimentais são comparadas (Kerr e Churchill, 2001; Yang e Speed, 

2002). O RNA referência pode ser um pool de RNAs representando as amostras 

utilizadas no estudo (van 't Veer et al., 2002), ou provenientes de linhagens celulares 

(Alizadeh et al., 2000). Uma limitação do uso de um pool de RNA referência em estudos 

prospectivos como o deste trabalho, onde as amostras são coletadas ao longo do tempo, 

é a dificuldade de se obter um pool de RNA em quantidade e que mantenha a qualidade 

ao longo do projeto. A montagem de um pool de RNA tumoral para uso como referência 

externa aos experimentos de hibridização tem como desvantagem adicional, no caso 

deste projeto, a limitada quantidade das amostras de RNA envolvidas no estudo e o fato 

das amostras não estarem todas disponíveis no início do projeto quando o pool é 

montado. A utilização de RNA isolado de linhagens tumorais, embora permita a 

obtenção de quantidades maiores de RNA, tem a desvantagem de não se ter a garantia 

que a qualidade do RNA se manterá idêntica ao longo do projeto.  

 No caso de tumores de tecido mamário, o isolamento de tecido mamário não-

tumoral adjacente é extremamente difícil, pois o tumor se desenvolve do tecido epitelial 

de glândulas mamárias, que apresenta volume muito pequeno no tecido mamário sadio. 

Esta limitação impede um desenho experimental onde cada amostra tumoral seja 

comparada contra tecido não-tumoral adjacente da mesma paciente. 
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Como alternativa, no início do projeto foi testada uma metodologia onde foi 

utilizada como referência um oligonucleotídeo sintético marcado fluorescentemente, 

complementar a todos as sondas presentes nos microarranjos (Figura 2) (Dudley et al., 

2002). Foram conduzidos experimentos visando comparar a precisão e acurácia de 

medidas de expressão gênica sob a forma de intensidades (One-Color), ou com razões 

de expressão onde as intensidades fossem normalizadas utilizando uma referência 

externa (RefOligo ou RefPool) 

Dessa forma, fizemos experimentos utilizando três topologias distintas de tecido 

tumoral (tumores de mama, próstata e rim), visando aumentar a heterogeneidade dos 

experimentos.  Foram feitos quatro conjuntos de hibridizações com esse material (Figura 

6): (i) no primeiro deles, foram hibridizados na mesma lâmina amostras de RNA 

provenientes de tecidos tumorais distintos, no que chamamos de experimentos diretos 

(Mama vs. Próstata, Mama vs. Rim, Próstata vs. Rim); (ii) a partir de quantidades 

equimolares de RNA destes três conjuntos de tumores foi construído um pool de RNA 

(RefPool) que foi utilizado na hibridização de um conjunto de lâminas, juntamente com 

cada uma das amostras de RNA provenientes dos três tipos tumorais (RefPool vs. Mama; 

Próstata; Rim); (iii) cada uma das amostras de RNA provenientes dos diferentes tecidos 

foi hibridizado na mesma lâmina com um oligonucleotídeo fluorescentemente marcado 

com Cy3 (RefOligo) e que é complementar a uma seqüência presente em cada um dos 

cDNAs depositados nas lâminas (RefOligo vs. Mama; Próstata; Rim); (vi) hibridizações 

self-self, onde cada um dos três tipos de RNA tumoral foi hibridizado numa mesma 

lâmina com ele mesmo, marcado com outro fluoróforo (dye-swap). Esse último conjunto 

de experimentos de hibridização foi feito para permitir a construção de gráficos de 

intensidade de sinal que permitissem delinear intervalos de confiança para definir 

conjuntos de transcritos expressos diferencialmente entre cada um dos tecidos estudados 
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com critério estatístico. Com os resultados em mãos, foram construídas razões de 

expressão para cada um dos tecidos a partir dos dados provenientes dos diferentes tipos 

de experimentos de hibridização, utilizando metodologias distintas. Dessa forma, 

obtivemos dois tipos de razão de expressão: diretas, provenientes das hibridizações 

diretas, e indiretas, provenientes das hibridizações indiretas, em que uma das referências 

é o denominador comum da equação. Além dos três tipos diferentes de razões geradas 

acima (razões diretas, indiretas usando RefOligo e indiretas usando RefPool), 

resolvemos também analisar a interferência da utilização de uma referência externa, 

usando dados de intensidade de sinal do canal do RNA de cada um dos três tecidos para 

a construção de razões (One-Color). Para tanto, utilizamos as medidas de intensidade do 

canal de RNA provenientes das hibridizações RefOligo vs. RNA (de cada um dos três 

tipos de tecidos tumorais, mama, próstata e rim). Esta escolha foi feita para assegurar 

que as medidas de intensidade do canal Cy3 do RNA não sofressem interferência de 

uma possível competição entre estes alvos acoplados a Cy3 com os alvos provenientes 

da referência externa RefPool acoplado a Cy5, apesar de já ter sido proposto que 

medidas de intensidade de arrays de oligonucleotídeos não são afetadas pela co-

hibridização de alvos de RNA (t Hoen et al., 2004). 

 

 

Figura 6. Representação esquemática do desenho experimental das hibridizações dos 

microarranjos, incluindo as hibridizações diretas e indiretas. Os quadrados representam alvos 

fluorescentes derivados de amostras de RNA (B, Mama; K, Rim; P, Próstata) ou de um dos dois 

tipos de referências externas, RefPool (Rp) ou RefOligo (Ro). Setas indicam alvos de RNA co-

hibridizados com Cy3 e Cy5. O número de réplicas técnicas de cada experimento está indicado 

em pequenos círculos.  
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As razões de intensidade para uma das comparações Mama vs. Rim obtidas 

utilizando as quatro abordagens está mostrada na Figura 7 na forma de plots MxA. A 

partir desta figura pode-se perceber que as três razões reconstruídas (RefOligo, RefPool e 

One-Color) apresentam dados mais dispersos quando comparados às razões diretas. 

Resultados similares foram obtidos nas outras comparações entre tecidos. Uma hipótese 

para explicar esta diferença é o fato de que diferenças na incorporação do fluoróforo Cy3 

e Cy5, ou até mesmo diferenças na intensidade de captação de sinal quando esses 

fluoróforos são excitados com luz UV no momento do scanning, são corrigidas pelo 

método do dye-swap no caso das hibridizações diretas. Nas hibridizações em que um dos 

canais é a referência externa, este método não pode ser aplicado e isto pode explicar a 

maior dispersão dos dados na figura 7. 

 

 

Figura 7. Gráficos de dispersão M vs. A para razões diretas e reconstruídas. Os pontos amarelos 

correspondem ao log2 da razão das intensidades (M) como uma função do log2 do produto das 

intensidades (A) para cada cDNA considerado válido do microarranjo (intensidade maior que 2 

desvios-padrão em relação ao valor do ruído local). Os pontos cinzas correspondem aos cDNAs 

excluídos da análise. As linhas verdes apontam os limites do intervalo de confiança usado para 

definir o conjunto de transcritos considerados diferencialmente expressos. 
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As quatro metodologias distintas foram analisadas quanto a sua precisão através 

da comparação da variação das razões entre si, entre experimentos intra-slide (réplica 

interna de todos os cDNAs presentes em nosso microarranjo) e inter-slide. As razões 

diretas se mostraram mais reprodutíveis já que apresentaram coeficiente de variação 

quase duas vezes menor que os apresentados pelas razões indiretas (razões diretas, 23,6; 

RefOligo, 43,1; RefPool, 44,2; One-Color, 43,2 – Figura 8), dado já demonstrado 

anteriormente por Dudley et al, 2002. Por outro lado, o coeficiente de variação das 

razões reconstruídas através das hibridizações indiretas é comparável entre os três 

métodos testados (Figura 8).  

 

 
 

Figura 8. Comparação das médias dos coeficientes de variação das réplicas intra- e inter-lides 

entre três metodologias, RefOligo, RefPool e One-Color em relação à hibridização direta. Os 

coeficientes de variação foram calculados utilizando-se todas as razões (barras azuis) e razões 

calculadas a partir de spots com um ou dois desvios-padrão acima do valor de ruído local 

(respectivamente, barras vermelhas e amarelas). Barras de erros das comparações pareadas dos 

três tecidos (Próstata vs. Mama, Próstata vs. Rim ou Mama vs. Rim) estão representadas. 

 

A precisão dos quatro métodos utilizados foi também avaliada através do cálculo 

da variância de todas as razões de expressão válidas medidas em faixas de intensidade de 

expressão (Figura 9). Da mesma forma, as medidas das razões reconstruídas são mais 

variáveis que as medidas das razões diretas, especialmente em intensidades de expressão 



 

 

91 

 

menores (Figura 9). No entanto, a variância dos dados obtidos por RefOligo e RefPool 

são muito similares a dos dados obtidos por One-Color. Estes resultados demonstram 

que as medidas feitas a partir do método One-Color são suficientes para reconstruir 

razões tão precisas quanto àquelas obtidas através de referência externas.  

 

 
 

Figura 9. Variância das razões de expressão das quatro metodologias analisadas em faixas de 

intensidade de expressão. No eixo Y estão apresentados os valores de variância do log2 das 

razões da média de todas as réplicas técnicas, calculados usando-se janelas de intensidade com 

um espectro de 1,5 que se deslocam 0,4 pontos em direção ao log2 do produto da intensidade no 

eixo do X (A). 

 

Outra forma de avaliar a reprodutibilidade das quatro metodologias analisadas foi 

através da comparação dos coeficientes de correlação calculados entre as razões diretas e 

cada uma das razões indiretas (Figura 10). Novamente, os resultados desta comparação 

não mostrou distinção entre nenhum dos três métodos (RefOligo, RefPool e One-Color) 

utilizados para o cálculo das razões indiretas quando comparado às razões diretas. Tanto 

as comparações entre os três métodos de referência externa entre si quanto cada um 

deles com as razões diretas apresentaram os mesmos resultados (Figura 10). 

 Em estudos que se utilizam a plataforma de microarranjos para se entender 

melhor a gênese e a progressão de uma doença como o câncer, é de extremo interesse 

delinear conjuntos de transcritos que apresentem uma diferença de expressão particular a 
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uma condição definida. Portanto, cada uma das metodologias analisadas foram testadas 

quanto à acurácia em determinar conjuntos de transcritos expressos diferencialmente em 

cada comparação tecidual.  

 

 
Figura 10. Correlação entre razões diretas e reconstruídas da comparação dos tecidos tumorais 

rim vs. mama. Somente razões de spots com valores de intensidade maiores que dois desvios-

padrão acima do ruído médio da lâmina foram utilizados. 

 

 
 Transcritos expressos diferencialmente entre pares de tecidos das hibridizações 

diretas foram selecionados utilizando-se intervalos de confiança de 95% baseados nos 

resultados das hibridizações self-self (Vencio e Koide, 2005). Este conjunto de 

transcritos expressos diferencialmente foi considerado o conjunto padrão e serviu como 

base para comparação dos resultados obtidos das razões reconstruídas (Figura 11). 

 A  acurácia em apontar transcritos expressos diferencialmente de cada uma das 

três metodologias indiretas foi muito similar visto que o número de transcritos 

concordantes de cada metodologia indireta com a direta foi em média de 58%, RefOligo; 

63% RefPool; 60% One-Color. Da mesma forma, a fração de transcritos falso-positivos 

(transcritos presentes nas metodologias indiretas mas não no conjunto padrão da 

metodologia direta) apontados por cada uma das três metodologias indiretas é 

comparável: 42% em média, RefOligo; 37% em média, RefPool; 40% em média, One-

Color. Dessa forma, o uso do RefOligo como uma referência externa em experimentos 
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de hibridização produz resultados tão precisos e acurados quanto o uso de uma 

referência comum como o RefPool. Além disso, razões de expressão gênica 

reconstruídas a partir de medidas de One-Color de experimentos de microarranjos 

diferentes são tão exatas e reprodutíveis quanto às obtidas através do uso de uma 

referência comum (RefPool ou RefOligo). 

 

 
Figura 11. Comparação dos conjuntos de transcritos identificados como expressos 

diferencialmente em cada uma das quatro metodologias utilizadas (hibridização direta, RefOligo, 

RefPool e One-Color). O número total de transcritos identificados por cada metodologia está 

indicado entre parêntesis. 

 

4.4. Análise comparativa da metodologia RefOligo vs. One-Color  

Uma conclusão importante da análise descrita no item acima é que a utilização 

das intensidades de um único canal permite a identificação de genes diferencialmente 

expressos com acurácia e sensibilidade comparáveis às obtidas a partir de razões de 

expressão calculadas em relação à referência (Peixoto et al., 2006). Baseados nesta 

informação, o desenho experimental utilizado para a hibridização dos tecidos tumorais 

mamários baseou-se na hibridização de aRNA proveniente das amostras experimentais 

marcadas com  Cy5 e um oligonucleotídeo sintético acoplado ao fluoróforo Cy3 
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(RefOligo) como referência externa. Dispondo agora de dados de expressão de um 

número significativamente maior de amostras, decidimos testar a reprodutibilidade e 

acurácia de medidas de expressão gênica baseadas em uma cor (One-Color) ou razões de 

expressão normalizadas através do RefOligo, utilizando agora os dados de 62 amostras 

de RNA tumoral de mama. 

Os mesmos critérios de filtragem de spots fracos e normalização foram aplicados 

aos conjuntos de dados resultantes de ambos os canais de RNA e RefOligo das 

hibridizações (limiar de filtragem igual a média de intensidade dos spots vazios da 

lâmina + 2 desvios-padrão; normalização pela média aparada de 20% - ver seção 

Material e Métodos). Em média, foram filtrados 450 spots de cada paciente na análise 

por RefOligo e 165 spots por paciente na análise por One-Color. A filtragem na análise 

pelo RefOligo foi mais restritiva já que ela foi feita em cima de cada um dos conjuntos 

de dados separadamente (dados de RNA e dados do RefOligo) e as razões 

RNA/RefOligo foram calculadas a partir dos dados que ultrapassaram o limiar de 

filtragem (média de intensidade dos spots vazios + 2 desvios-padrão). 

A robustez e reprodutibilidade dos dados de microarranjos podem ser avaliadas 

de acordo com o grau de correlação entre os dados obtidos de diferentes pacientes, já 

que é esperado que a maior parte dos transcritos não varie sua expressão (no caso de um 

mesmo organismo e tipo tecidual). A tabela 6 mostra um conjunto de dados de cinco 

amostras (dez microarranjos) escolhidas ao acaso para comparação do grau de 

correlação entre os dados obtidos por ambas as metodologias. Este conjunto de dados 

representa as análises feitas utilizando-se o conjunto total das 62 amostras de RNA de 

tumor mamário hibridizadas, já que a correlação de cerca de 40% das amostras 

analisadas por RefOligo ficou abaixo do limite mínimo que consideramos válido para 

um experimento de hibridização de qualidade (0,8). No caso das lâminas analisadas pela 
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metodologia de One-Color, 95% dos dados obtidos ultrapassam este limite de 

correlação. 

 
Tabela 6. Valores de correlação entre dados de lâminas de 5 amostras aleatórias analisadas por 

duas abordagens distintas, RefOligo e One-Color. Observar que as correlações obtidas dos dados 

analisados pela metodologia de One-Color são maiores que os dados resultantes da análise 

usando o RefOligo como referência externa. 
 

 
 

 

 Os dois conjuntos de dados analisados tanto pela metodologia de One-Color e 

RefOligo foram comparadas quanto à capacidade de apontar conjuntos de transcritos 

expressos diferencialmente entre pacientes com boa versus má evolução da doença em 

um período de 4,5 anos de acompanhamento. Os resultados obtidos pela metodologia de 

One-Color apontaram um conjunto de 320 transcritos expressos diferencialmente com 

uma taxa de falso-positivo de 0,27% (ferramenta SAM para Excel – ver seção Materiais 

e Métodos). No caso dos dados obtidos pela metodologia de RefOligo, 158 transcritos 

foram apontados como expressos diferencialmente com uma taxa de falso-positivo de 

cerca de 10%. Estes conjuntos de transcritos expressos diferencialmente foram então 

cruzados e apenas um transcrito apontado como diferencialmente expresso nas duas 

metodologias (RefOligo e One-Color) era coincidente. Dessa forma, como os dados 

normalizados pelo RefOligo apresentaram uma qualidade inferior quando comparados 

aos do One-Color e ainda apresentaram uma capacidade em apontar transcritos 
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expressos diferencialmente com menor acurácia, decidimos seguir com as análises do 

conjunto total de 74 amostras de tecido tumoral mamário utilizando a metodologia de 

One-Color.  

 

4.5. Análise não supervisionada de um conjunto de 62 amostras de câncer de 

mama 

 Como as amostras foram coletadas ao longo de quatro anos, optamos por iniciar 

as análises após três anos de andamento do projeto, quando já haviam sido processadas e 

hibridizadas 62 amostras de tumor. Inicialmente, foi realizada uma análise não-

supervisionada, baseada no agrupamento hierárquico das amostras unicamente em 

função do padrão de expressão dos genes selecionados. Para esta análise, foram 

selecionados os transcritos que apresentavam maior variação na expressão entre as 

amostras, dado pelo cálculo do desvio-padrão de cada transcrito dividido pela sua média. 

Um grupo de 396 transcritos com razão média de 1,55 foi selecionado e utilizado para a 

análise não supervisionada (Figura 12). Com este critério, procuramos enriquecer o 

conjunto em transcritos com alta variação da expressão em relação a média das 

amostras, que permitisse a identificação de sub-grupos de amostras baseados em 

características histológicas/clínicas. 

 O resultado obtido do agrupamento hierárquico sugere que há uma tendência de 

agrupamento das amostras de pacientes em função do status de expressão do receptor de 

estrogênio (Figura 12).  Esta primeira análise confirma a presença de assinaturas gênicas 

correlacionadas com o status dos receptores de estrogênio em tumores de mama (Perou 

et al., 2000; Sorlie et al., 2001). 
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Figura 12. Mapa do agrupamento hierárquico não-supervisionado dos transcritos que 

apresentam maior variação da expressão entre 62 pacientes analisadas. Na horizontal estão 

representados cada um dos transcritos incluídos na análise (396 de 3.260 totais), enquanto cada 

coluna corresponde a uma amostra de tecido tumoral de mama proveniente de uma paciente. As 

cores verde, vermelha e preta no agrupamento correspondem, respectivamente, a sinais de 

intensidade total no mínimo duas vezes abaixo do desvio-padrão, duas vezes acima e intensidade 

total próxima de zero em relação ao desvio padrão. As cores verde e rosa no final do mapa 

correspondem, respectivamente, às amostras de pacientes com tumores REr+ e REr-. Para a 

construção deste agrupamento, foi utilizada como medida de similaridade a distância Euclidiana. 

 

4.6. Análises supervisionadas utilizando informações clínicas e anatomo-

patológicas 

 Uma das vantagens da colaboração que o nosso laboratório estabeleceu com o 

hospital HDES, em Portugal, no envio das amostras tumorais para estudo, é que estas 

amostras são provenientes de pacientes que tem um acompanhamento clínico 

permanente e atualizado, com as informações pertinentes aos tumores e pacientes, 

disponível para este estudo. Dessa forma, utilizamos as informações clínicas do conjunto 

incial de 62 amostras de tumor de mama coletadas até 2006 para a realização de análises 
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supervisionadas e busca de perfis moleculares associados às características anatomo-

patológicas dos tumores de mama. Apesar da disponibilidade de tecido tumoral mamário 

de 62 amostras, no momento da realização destas análises preliminares não havia ainda 

sido possível reunir as informações clínicas e anatomo-patológicas de todas as amostras. 

A atualização das características clínicas e patológicas foi feita quando completamos a 

coleta das amostras de tecido tumoral, completando um número de 74 amostras. Por essa 

razão nem todas as 62 amostras foram utilizadas nas  análises descritas a seguir. 

 Inicialmente foi feita a busca de uma assinatura de expressão correlacionada a 

idade das pacientes. Grupos com amostras de pacientes com idade menor (16 amostras) 

e maior que 50 anos (43 amostras) foram comparados. Apesar da informação sobre a 

idade ser um fator de prognóstico, não foi possível identificar no nosso conjunto de 

dados um perfil de expressão com genes com expressão diferencial significativa entre os 

dois grupos de pacientes considerados. 

 Também não foi identificada um conjunto de genes capaz de discriminar 

amostras de pacientes com ou sem um componente hereditário (19 vs. 40 amostras, 

respectivamente). Foi considerado como possível câncer hereditário as pacientes que 

declararam a existência de doença na família. Contudo, as informações sobre o 

componente hereditário da doença não eram claras quanto ao grau de parentesco 

apresentado (a informação se resumia se existia presença de doença na família ou não). 

Esta falta de homogeneidade pode explicar a ausência de uma assinatura significativa. 

 No tocante ao tamanho do tumor, foi feita uma análise supervisionada com o 

objetivo de encontrar perfis de expressão de grupos de tumores menores (26 amostras) e 

maiores que 2cm (31 amostras). Da mesma forma como a informação de idade, estas 

características são muito amplas e gerais e possivelmete por isso não foi encontrado uma 

assinatura de expressão do tecido tumoral associado a elas.  
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 A informação sobre a infiltração dos nódulos linfáticos é um importante fator de 

prognóstico na clínica médica do câncer de mama. No entanto, não foram encontrados 

assinaturas de expressão associadas a tumores que apresentavam maior quantidade de 

nódulos linfáticos infiltrados (35 amostras de pacientes sem infiltração versus 24 

amostras de pacientes com infiltração dos nódulos linfáticos). A característica de estágio 

tumoral também foi utilizada em análises supervisionadas, mas não foi encontrado um 

perfil de expressão gênica capaz de distinguir amostras de estágio tumoral I (18 

amostras) das que apresentavam estágio tumoral II (29 amostras) ou III (11 amostras). O 

mesmo resultado foi observado utilizando o grau histológico das amostras (5 amostras 

com grau histológico I, 29 com II e 20 com III). 

 A análise do perfil de expressão gênico de 37 amostras de tumor de mama RPr+ 

comparado ao perfil de expressão gênico de 25 amostras RPr- permitiu a identificação 

de uma assinatura molecular correlacionada com o status do receptor de progesterona 

contendo 127 transcritos (87 exônicos, 34 intrônicos e 6 intergênicos), com uma taxa de 

falso positivo de 3,7% e um valor p máximo de 0,01 (Figura 13). Este conjunto de 

transcritos foi capaz de agrupar as amostras RPr+ e RPr- baseado em seu nível de 

expressão com uma taxa de acerto de 76% (Figura 13). 

 Análises preliminares supervisionadas também foram realizadas partindo da 

informação do status do receptor de estrogênio nas 64 amostras de tumores de mama. 

Assim, o perfil de expressão de 45 amostras de tumor de mama REr+ foi comparado ao 

perfil de expressão de 17 amostras REr-, revelando uma assinatura molecular 

correlacionada com o status do receptor de estrogênio contendo 63 transcritos (47 

exônicos, 14 intrônicos e 2 intergênicos), com uma taxa de falso positivo de 2,46% e um 

valor p máximo de 0,005 (Figura 14). Este conjunto de transcritos foi capaz de agrupar 
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as amostras REr+ e REr- baseado em seu nível de expressão com uma taxa de acerto de 

85% (Figura 14). 

 Portanto, de todas as características anatomo-patológicas utilizadas nas análises 

supervisionadas, as únicas que produziram perfis de expressão reprodutíveis e 

consistentes foram as características relacionadas ao status de expressão do receptor de 

estrogênio e progesterona no tecido tumoral mamário. 

 

 

Figura 13. Mapa do perfil de expressão de 62 amostras de tumor de mama de acordo com um 

grupo de 127 transcritos apontados como diferencialmente expressos entre tumores RPr+ vs. 

RPr-. Na horizontal estão representados os 127 transcritos, enquanto cada coluna corresponde a 

cada uma das 62 amostras analisadas. Para cada linha, as intensidades de expressão entre os dois 

grupos foram normalizadas e coloridas em função do número de desvios-padrão de cada amostra 

em relação ao valor médio de intensidade de todas as amostras. No fim de cada coluna também 

está sinalizado, de acordo com as cores rosa ou verde, o grupo que cada amostra pertence, RPr- e 

RPr+ respectivamente. Foi utilizada a distância Euclidiana como medida de similaridade na 

análise de agrupamento hierárquico. 
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Figura 14. Mapa do perfil de expressão de 62 amostras de tumor de mama de acordo com um 

grupo de 63 transcritos apontados como diferencialmente expressos entre tumores REr+ vs.REr-. 

Na horizontal estão representados os 63 transcritos, enquanto cada coluna corresponde a cada 

uma das 62 amostras analisadas. Para cada linha, as intensidades de expressão entre os dois 

grupos foram normalizadas e coloridas em função do número de desvios-padrão de cada amostra 

em relação ao valor médio de intensidade de todas as amostras. No fim de cada coluna também 

está sinalizado, de acordo com as cores rosa ou verde, o grupo que cada amostra pertence, REr- e 

REr+ respectivamente. Foi utilizada a distância Euclidiana como medida de similaridade na 

análise de agrupamento hierárquico. 

 

 Após a conclusão da coleta de amostras, foram processadas e hibridizadas 74 

amostras de adenocarcinoma de mama no total.  A maior parte das  74 amostras de RNA 

de tecido tumoral mamário (78%) possui tipo histológico ductal invasivo (Tabela 4). 

Dezesseis amostras correspondem a diversos tipos histológicos representados por poucas 

amostras. Apesar das proporções refletirem as da população de pacientes com câncer de 

mama em geral, a quantidade do tipo histológico ductal (58 amostras) é muito maior que 

a segunda maior classe de tipo histológico representada em nosso conjunto amostral 

(lobular, 5 amostras), o que limita a busca de marcadores específcios das demais 

histologias. Por essa razão, e também com o objetivo de diminuir o ruído das análises, 



 

 

102 

 

resolvemos limitar as análises subseqüentes apenas as 58 amostras com tipo histológico 

ductal invasivo. 

 

4.7. Expressão de RNAs não-codificadores em amostras de tumor de mama 

 Os dados ds 58 amostras de carcinoma de mama ductal foram analisados para 

investigar o nível de expressão relativo dos transcritos codificadores de proteína e 

ncRNAs interrogados no microarranjo. Uma análise da distribuição cumulativa  revelou 

a presença de frações comparáveis de transcritos intrônicos, intergênicos e exônicos 

considerados expressos nas 58 amostras de tumor de mama analisadas (Figura 15). O 

nível de expressão médio e a mediana destas três classes de transcritos são comparáveis; 

os valores arbitrários de intensidade (valores normalizados) observados são 

respectivamente de 14,3 e 6,9, para os exônicos, 14,5 e 6,3, para os intrônicos e 15,9 e 

7,1, para os intergênicos. Além disso, cerca de 90% das moléculas alvo dos 

microarranjos de cada uma das três classes estão expressas em pelo menos 50 amostras, 

independente de suas caracterírticas anatomo-patológicas (Figura 15). Este resultado 

mostra que RNAs intrônicos e intergênicos são expressos ubiqüamente em tecidos 

tumorais de mama, com uma abundância comparável a dos transcritos exônicos 

codificadores para proteínas.. 
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Figura 15. Moléculas de RNA não codificadores provenientes de introns de genes conhecidos 

são ubiqüamente expressas em amostras de tumor de mama ductal invasivo. Para cada amostra, a 

sonda do microarranjo foi considerada válida se ao menos 3 das 4 medidas de réplica técnica 

apresentassem intensidade de sinal mínima de 2 desvios-padrão acima do sinal médio de um 

conjunto de pontos vazios no microarranjo. A porcentagem total de sondas de cDNA no 

microarranjo (eixo Y) de cada uma das três diferentes categorias de sondas (exônico, intrônico e 

intergênico) é referente ao número mínimo de amostras em que suas expressões foram 

observadas (eixo X). O número total de sondas em cada uma das categorias está indicada em 

parêntesis. 

 

4.8. Classificação dos tumores de acordo com status de receptor de estrogênio 

 A fim de identificar uma assinatura correlacionada com o status de expressão do 

receptor de estrogênio, foram comparados os perfis de expressão gênica de dois 

conjuntos de amostras: 36 tumores com positividade para receptor de estrogênio (REr+) 

e 22 tumores com negatividade para receptor de estrogênio (REr-). 

 Consideramos então como conjunto de transcritos válidos na análise aqueles 

presentes em 80% dos 58 pacientes, ou seja, 3.221 transcritos. Utilizando um programa 

desenvolvido pelo nosso grupo para o cálculo do SNR, 95 destes foram identificados 

como diferencialmente expressos entre os grupos de tumores REr+ e REr- com um valor 

p ≤0,002 e 4.000 permutações dos dados (ver seção Materiais e Métodos). Dentre estes 
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transcritos, 76 correspondem a regiões exônicas de genes conhecidos, 14 mapeiam em  

regiões intrônicas e 5 em regiões intergênicas. (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Conjunto de 95 transcritos expressos diferencialmente em tumores de mama REr+ 

versus tumores de mama REr- (ordenados pela ordem alfabética do locus gênico), identifcados 

por SNR com 4.000 permutações e limiar de significância de p≤0,002. 

 

Gene 
ID 

Tamanho 
do 

transcrito 
(pb) 

Coordenada 
genômica 

Locus 
gênico 

Mapeamento     
exon/ intron 

Anotação 

Log
2 

(ER+/
ER-) 

valor p    
(ER+ vs, 

ER-) 

29 438 
chr17:954,074-
954,473 

ABR Intron # 2 
Active BCR-related 
gene 

-0,43 0,0005 

– 358 
chr6:37,558,261-
37,558,607 

AI 096883 
Região 
intergênica 

EST: AI 096883 0,55 0,0005 

203 544 
chr9:129,670,106-
129,674,917 

AK1 Exon # 4, 5, 6, 7 Adenylate kinase 1 -0,44 0,0000 

129138 361 
chr22:36,557,390-
36,557,746 

ANKRD54 5' UTR 
Ankyrin repeat domain 
54 

0,49 0,0010 

290 291 
chr15:88,136,393-
88,136,713 

ANPEP Exon # 16, 17 
Alanyl (membrane) 
aminopeptidase  

-0,52 0,0010 

324 512 
chr5:112,207,490-
112,207,994 

APC 
Exon # 16, 3' 
UTR 

Adenomatosis 
polyposis coli 

-0,99 0,0003 

10095 545 
chr7:98,823,746-
98,828,294 

ARPC1B 
Exon # 4, 5, 6, 
7, 8 

Actin related protein 
2/3 complex, subunit 
1B, 41kDa 

-0,56 0,0000 

467 252 
chr1:209,181,859-
209,182,087 

ATF3 3' UTR 
Activating 
transcription factor 3 

-0,48 0,0000 

483 556 
chr3:143,123,497-
143,127,289 

ATP1B3 Exon # 6, 7 
ATPase, Na+/K+ 
transporting, beta 3 
polypeptide 

-0,54 0,0015 

506 504 
chr12:55,322,837-
55,324,982 

ATP5B Exon # 3, 4, 5, 6 

ATP synthase, H+ 
transporting, 
mitochondrial F1 
complex, beta 
polypeptide 

-0,47 0,0003 

– 445 
chr11:121,465,359-
121,465,782 

AW 606760 
Região 
Intergênica 

EST: AW 606760 -0,30 0,0010 

– 555 
chr1:114,732,898-
114,733,417 

AW 902100 
Região 
Intergênica 

EST: AW 902100 0,62 0,0008 

339862 335 
chr3:18,120,451-
18,120,786 

BC 035826 
Região 
intergênica 

Hypothetical protein 
LOC339862 

-0,40 0,0005 

7862 622 
chr3:9,759,698-
9,760,956 

BRPF1 Exon # 7, 8, 9 
Bromodomain and 
PHD finger containing, 
1 

-0,44 0,0010 

818 572 
chr10:75,242,356-
75,242,917 

CAMK2G 3' UTR 

Calcium/calmodulin-
dependent protein 
kinase (CaM kinase) II 
gamma 

-0,32 0,0018 

865 351 
chr16:65,691,986-
65,692,332 

CBFB 3' UTR 
Core-binding factor, 
beta subunit 

-0,52 0,0018 

595 356 
chr11:69,177,768-
69,178,113 

CCND1 3' UTR Cyclin D1 0,58 0,0010 

965 242 
chr1:116,880,108-
116,880,341 

CD58 Exon # 3 CD58 molecule -0,35 0,0000 

994 304 
chr20:3,734,444-
3,734,685 

CDC25B 3' UTR 
Cell division cycle 25 
homolog B (S. pombe) 

-0,68 0,0008 

990 244 
chr17:35,711,883-
35,712,126 

CDC6 3' UTR 
Cell division cycle 6 
homolog (S. 
cerevisiae) 

-0,31 0,0008 

83879 570 
chr2:173,941,265-
173,941,833 

CDCA7 3' UTR 
Cell division cycle 
associated 7 

-0,49 0,0000 

1000 541 
chr18:23,786,173-
23,819,046 

CDH2 
Exon # 11, 12, 
13, 14 

Cadherin 2, type 1, N-
cadherin (neuronal) 

-0,39 0,0000 

80152 351 
chr16:66,421,463-
66,421,803 

CENPT Exon # 11, 12 Centromere protein T -0,62 0,0008 

1108 642 
chr12:6,549,800-
6,552,650 

CHD4 
Exon # 38, 39, 
40, 3' UTR 

Chromodomain 
helicase DNA binding 
protein 4 

-0,40 0,0000 

– 600 
chr15:39,380,690-
39,381,250 

CK 902130 
Região 
Intergênica 

EST: CK 902130 -0,21 0,0015 
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4849 275 
chr19:59,347,975-
59,348,463 

CNOT3 Exon # 15, 16 
CCR4-NOT 
transcription complex, 
subunit 3 

-0,35 0,0020 

1312 270 
chr22:18,330,262-
18,331,270 

COMT Exon # 3, 4 
Catechol-O-
methyltransferase 

-0,40 0,0008 

10391 384 
chr15:66,806,684-
66,807,050 

CORO2B 3' UTR 
Coronin, actin binding 
protein, 2B 

-0,49 0,0000 

27132 474 
chr16:88,173,288-
88,173,741 

CPNE7 Intron # 3 Copine VII 0,56 0,0000 

1459 585 
chr16:56,749,399-
56,757,086 

CSNK2A2 
Exon # 10, 11, 
3' UTR 

Casein kinase 2, 
alpha prime 
polypeptide 

-0,34 0,0015 

1496 488 
chr2:80,669,975-
80,728,349 

CTNNA2 
Exon # 13, 14, 
15, 16 

Catenin (cadherin-
associated protein), 
alpha 2 

-0,32 0,0000 

23191 626 
chr15:20,554,379-
20,554,999 

CYFIP1 
Exon # 27, 3' 
UTR 

Cytoplasmic FMR1 
interacting protein 1 

-0,51 0,0003 

9988 378 
chr7:86,655,177-
86,655,545 

DMTF1 Exon # 13 
Cyclin D binding myb-
like transcription factor 
1 

-0,72 0,0000 

23268 400 
chr10:101,625,543-
101,625,944 

DNMBP 5' UTR 
Dynamin binding 
protein 

0,48 0,0000 

10311 535 
chr21:37,519,194-
37,519,696 

DSCR3 3' UTR 
Down syndrome 
critical region gene 3 

-0,46 0,0013 

1869 419 
chr20:31,727,925-
31,728,315 

E2F1 
Exon # 7, 3' 
UTR 

E2F transcription 
factor 1 

0,41 0,0005 

8668 402 
chr1:32,464,356-
32,466,767 

EIF3I Exon # 5, 6, 7 
Eukaryotic translation 
initiation factor 3, 
subunit I 

-0,38 0,0000 

84034 420 
chr18:2,881,078-
2,881,474 

EMILIN2 Exon # 3 
Elastin microfibril 
interfacer 2 

0,60 0,0008 

84961 548 
chr17:34,670,584-
34,671,122 

FBXL20 3' UTR 
F-box and leucine-rich 
repeat protein 20 

0,46 0,0008 

201163 433 
chr17:17,057,861-
17,060,541 

FLCN 
Exon # 11, 12, 
13, 14 

Folliculin 0,72 0,0003 

389337 432 
chr5:148,992,153-
148,992,564 

FLJ41603 3' UTR FLJ41603 protein 0,71 0,0020 

3607 397 
chr17:78,075,438-
78,075,816 

FOXK2 Intron # 1 Forkhead box K2 0,71 0,0020 

2625 412 
chr10:8,155,963-
8,156,373 

GATA3 3' UTR 
GATA binding protein 
3 

1,49 0,0000 

9843 407 
chrX:65,403,310-
65,403,704 

HEPH 3' UTR Hephaestin -0,44 0,0020 

221092 446 
chr11:62,245,946-
62,246,881 

HNRPUL2 Exon # 5, 6, 7, 8 

Heterogeneous 
nuclear 
ribonucleoprotein U-
like 2 

-0,36 0,0000 

50809 375 
chr1:20,980,342-
20,980,697 

HP1BP3 Intron # 12 
Heterochromatin 
protein 1, binding 
protein 3 

0,79 0,0005 

3249 526 
chr19:40,248,033-
40,249,138 

HPN 
Exon # 11, 12, 
13, 14, 3' UTR 

Hepsin 
(transmembrane 
protease, serine 1) 

-0,53 0,0013 

3419 177 
chr15:76,249,206-
76,249,363 

IDH3A 3' UTR 
Isocitrate 
dehydrogenase 3 
(NAD+) alpha 

0,70 0,0013 

3480 344 
chr15:97,309,393-
97,318,078 

IGF1R 
Exon # 16, 17, 
18, 19 

Insulin-like growth 
factor 1 receptor 

-0,49 0,0000 

55677 359 
chr2:127,963,697-
127,968,721 

IWS1 
Exon # 8, 9, 10, 
11 

IWS1 homolog (S. 
cerevisiae) 

-0,31 0,0000 

221955 494 
chr7:6,467,304-
6,467,788 

KDELR2 3' UTR 
Diacylglycerol lipase, 
beta 

-0,65 0,0013 

389072 363 
chr2:208,574,282-
208,574,634 

LOC389072 
Exon # 1, 5' 
UTR 

Hypothetical protein 
LOC389072 

-0,43 0,0003 

10916 553 
chrX:54,722,406-
54,724,947 

MAGED2 
Exon # 7, 8, 9, 
10, 11 

Melanoma antigen 
family D, 2 

0,44 0,0003 

2011 399 
chr11:63,429,057-
63,433,218 

MARK2 
Exon # 12, 13, 
14 

MAP/microtubule 
affinity-regulating 
kinase 2 

-0,35 0,0015 

27430 130 
chr5:162,878,072-
162,878,199 

MAT2B 3' UTR 
Methionine 
adenosyltransferase 
II, beta 

0,65 0,0000 

55796 373 
chrX:131,449,375-
131,449,723 

MBNL3 Intron # 1 
Muscleblind-like 3 
(Drosophila) 

-0,69 0,0000 

84365 659 
chr2:122,201,579-
122,209,474 

MKI67IP 
Exon # 2, 3, 4, 
5, 6, 7 

MKI67 (FHA domain) 
interacting nucleolar 
phosphoprotein 

-0,37 0,0003 

4318 489 
chr20:44,075,707-
44,078,389 

MMP9 
Exon # 10, 11, 
12, 13 

Matrix 
metallopeptidase 9 
(gelatinase B, 92kDa 
gelatinase, 92kDa 
type IV collagenase) 

-0,59 0,0000 
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64419 447 
chr3:9,705,656-
9,714,551 

MTMR14 
Exon # 15, 16, 
17 

Myotubularin related 
protein 14 

0,54 0,0003 

9172 639 
chr8:2,080,252-
2,080,681 

MYOM2 
Exon # 32, 3' 
UTR 

Myomesin (M-protein) 
2, 165kDa 

-0,59 0,0005 

9111 354 
chr2:151,835,560-
151,840,325 

NMI Exon # 6, 7, 8 
N-myc (and STAT) 
interactor 

-0,63 0,0003 

64710 369 
chr1:203,952,418-
203,952,782 

NUCKS1 3' UTR 
Nuclear casein kinase 
and cyclin-dependent 

0,77 0,0015 

4978 366 
chr11:132,639,356-
132,639,712 

OPCML Intron # 5 
Opioid binding 
protein/cell adhesion 
molecule-like 

-0,24 0,0003 

26986 696 
chr8:101,788,153-
101,794,110 

PABPC1 
Exon # 6, 7, 8, 
9, 10, 11 

Poly(A) binding 
protein, cytoplasmic 1 

-0,71 0,0005 

11240 274 
chr1:17,266,005-
17,266,264 

PADI2 3' UTR 
Peptidyl arginine 
deiminase, type II 

-1,20 0,0005 

8566 432 
chr21:43,991,509-
43,991,920 

PDXK Intron # 5 
Pyridoxal (pyridoxine, 
vitamin B6) kinase 

-0,53 0,0000 

51105 487 
chr8:133,913,706-
133,920,865 

PHF20L1 
Exon # 14, 15, 
16, 17 

PHD finger protein 20-
like 1 

1,01 0,0000 

5256 371 
chrX:18,821,585-
18,822,445 

PHKA2 Exon # 30, 31 
Phosphorylase 
kinase, alpha 2 (liver) 

-0,42 0,0010 

9883 543 
chr7:71,997,814-
72,003,173 

POM121 Intron # 2 
Nuclear pore 
membrane protein 
121 

0,51 0,0005 

5465 533 
chr22:45,015,536-
45,016,050 

PPARA 3' UTR 
Peroxisome 
proliferator-activated 
receptor alpha 

-0,39 0,0000 

81706 391 
chr6:150,612,776-
150,613,153 

PPP1R14C 3' UTR 
Protein phosphatase 
1, regulatory (inhibitor) 
subunit 14C 

-0,47 0,0010 

5578 568 
chr17:62,070,695-
62,071,251 

PRKCA Intron # 3 
Protein kinase C, 
alpha 

0,56 0,0003 

5719 675 
chr11:237,408-
242,646 

PSMD13 

Exon # 6, 7, 8, 
9, 10, 11, 12, 3' 
UTR 

Proteasome 
(prosome, macropain) 
26S subunit, non-
ATPase, 13 

-0,33 0,0005 

53635 562 
chr19:55,049,786-
55,052,200 

PTOV1 Exon # 4, 5, 6 
Prostate tumor 
overexpressed gene 1 

0,35 0,0003 

5884 522 
chr5:68,728,052-
68,745,827 

RAD17 
Exon # 12, 13, 
14, 15 

RAD17 homolog (S. 
pombe) 

0,71 0,0003 

8737 563 
chr6:3,050,875-
3,056,139 

RIPK1 Exon # 8, 9 
Receptor (TNFRSF)-
interacting serine-
threonine kinase 1 

0,48 0,0005 

6382 533 
chr2:20,265,355-
20,265,868 

SDC1 3' UTR Syndecan 1 -0,67 0,0003 

10806 435 
chr1:241,537,735-
241,560,483 

SDCCAG8 Exon # 8, 9, 10 
Serologically defined 
colon cancer antigen 
8 

-0,41 0,0000 

9632 567 
chr10:75,199,196-
75,200,235 

SEC24C 
Exon # 16, 17, 
18, 19 

SEC24 related gene 
family, member C (S. 
cerevisiae) 

0,54 0,0000 

23176 491 
chr5:132,112,961-
132,114,876 

SEPT8 5' UTR Septin 8 0,80 0,0003 

4087 503 
chr18:43,621,900-
43,625,788 

SMAD2 
Exon # 9, 10, 3' 
UTR 

SMAD family member 
2 

-0,37 0,0010 

10274 529 
chr3:137,598,538-
137,599,055 

STAG1 Intron # 19 Stromal antigen 1 0,50 0,0018 

6770 330 
chr8:38,120,386-
38,120,714 

STAR 3' UTR 
Steroidogenic acute 
regulatory protein 

-0,39 0,0003 

90627 335 
chr13:32,802,644-
32,802,961 

STARD13 Intron # 4 
StAR-related lipid 
transfer (START) 
domain containing 13 

-0,26 0,0015 

6612 672 
chr21:45,050,625-

45,051,291 
SUMO3 3' UTR 

SMT3 suppressor of 
mif two 3 homolog 3 
(S. cerevisiae) 

-0,36 0,0000 

6857 447 
chr12:78,351,291-
78,351,736 

SYT1 Intron # 6 Synaptotagmin I 0,50 0,0005 

6938 250 
chr15:55,366,737-
55,366,981 

TCF12 3' UTR 

Transcription factor 12 
(HTF4, helix-loop-
helix transcription 
factors 4) 

-0,27 0,0000 

55281 322 
chr7:134,496,909-
134,497,213 

TMEM140 Intron # 1 
Transmembrane 
protein 140 

0,90 0,0003 

28755 300 
chr14:22,090,577-
22,090,871 

TRAC 3' UTR 
T-cell receptor alpha 
chain C region. 

-0,67 0,0020 

7260 571 
chr2:3,171,987-
3,176,878 

TSSC1 
Exon # 7, 8, 9, 
3' UTR 

Tumor suppressing 
subtransferable 
candidate 1 

-0,48 0,0003 

8078 353 
chr12:6,842,677-
6,843,616 

USP5 
Exon # 15, 16, 
17 

Ubiquitin specific 
peptidase 5 
(isopeptidase T) 

-0,25 0,0000 
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7403 280 
chrX:44,855,734-
44,856,003 

UTX 3' UTR 

Ubiquitously 
transcribed 
tetratricopeptide 
repeat, X 
chromosome 

-0,55 0,0003 

22884 390 
chr10:1,140,549-
1,140,717 

WDR37 Intron # 9 WD repeat domain 37 -0,50 0,0000 

56829 551 
chr7:138,381,228-
138,381,764 

ZC3HAV1 3' UTR 
Zinc finger CCCH-
type, antiviral 1 

-0,48 0,0010 

7582 461 
chr10:42,406,542-
42,406,992 

ZNF33B 3' UTR 
Zinc finger protein 
33B 

-0,26 0,0015 

 

 Esta assinatura de estrogênio foi comparada a listas de genes identificadas em  

trabalhos similares utilizando plataformas de microarranjos comerciais, utilizando a 

ferramenta Oncomine (www.oncomine.org). Quarenta e um transcritos da assinatura de 

receptor de estrogênio mapeiam em genes encontrados em outros conjuntos de dados já 

publicados como diferencialmente expressos em amostras de tumor de mama quando 

feita a comparação de perfis de expressão gênica REr+ vs. REr- (Tabela 8). Destes 41 

transcritos, 34 correspondem a transcritos exônicos, 6 são intrônicos e 1 é intergênico. 

 Os níveis de expressão dos transcritos da assinatura foram comparados aos dos 

encontrados em estudos já publicados comparando perfis de expressão gênica de 

tumores de mama em função do status de expressão do receptor de estrogênio (Chin et 

al., 2006; Desmedt et al., 2007; Ginestier et al., 2006; Minn et al., 2005; Richardson et 

al., 2006; Sotiriou et al., 2006; Turashvili et al., 2007; van de Vijver et al., 2002; Wang 

et al., 2005). Dos 34 transcritos exônicos que se sobrepõem às outras análises já 

descritas, 26 (76%) apresentam uma alteração na expressão entre amostras REr+ vs. 

REr- na mesma direção reportada na literatura. Apenas 8 apresentaram nível de 

expressão invertido ao do gene codificador reportado na literatura (Tabela 8). Dos 6 

transcritos intrônicos, 4 apresentavam nível de expressão invertido ao do gene 

codificador do mesmo locus gênico e o único transcrito intergênico possui nível de 

expressão idêntico (Tabela 8). 

http://www.oncomine.com/
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Tabela 8. Relação dos transcritos da assinatura de REr identificados como diferencialmente 

expressos entre tumores de mama REr+ vs. REr-, em dados disponíveis na literatura. Os dados 

foram obtidos utilizando a ferramenta Oncomine (www.oncomine.org) e estão ordenados pela 

ordem alfabética do locus gênico. 

Locus 
gênico 

Mapeamento exon/ 
intron 

   Log2 
(ER+/ER-) 

Concordância 
com dados de 

expressão 
reportados na 

literatura 

Referência 

AK1 Exon # 4, 5, 6, 7 -0.44 oposto (Desmedt et al., 2007) 

ARPC1B Exon # 4, 5, 6, 7, 8 -0.56 igual (van de Vijver et al., 2002) 

ATP1B3 Exon # 6, 7 -0.54 igual (van de Vijver et al., 2002) 

AW 606760 Região Intergênica -0.30 igual (van de Vijver et al., 2002) 

CBFB 3' UTR -0.52 igual (van de Vijver et al., 2002) 

CCND1 3' UTR 0.58 igual (Ginestier et al., 2006) 

CD58 Exon # 3 -0.35 igual (Wang et al., 2005) 

CDC25B 3' UTR -0.68 igual (van de Vijver et al., 2002) 

CDC6 3' UTR -0.31 igual (van de Vijver et al., 2002) 

CDCA7 3' UTR -0.49 igual (van de Vijver et al., 2002) 

CSNK2A2 Exon # 10, 11, 3' UTR -0.34 igual (Sotiriou et al., 2006) 

DNMBP 5' UTR 0.48 igual (van de Vijver et al., 2002) 

E2F1 Exon # 7, 3' UTR 0.41 oposto (van de Vijver et al., 2002) 

EMILIN2 Exon # 3 0.60 oposto (van de Vijver et al., 2002) 

FLJ41603 3' UTR 0.71 igual (van de Vijver et al., 2002) 

FOXK2 Intron # 1 0.71 oposto (Wang et al., 2005) 

GATA3 3' UTR 1.49 igual (van de Vijver et al., 2002) 

HP1BP3 Intron # 12 0.79 oposto (Turashvili et al., 2007) 

HPN 
Exon # 11, 12, 13, 14, 3' 

UTR 
-0.53 oposto 

(Sotiriou et al., 2006) 
(van de Vijver et al., 2002) 

IGF1R Exon # 16, 17, 18, 19 -0.49 oposto 
(van de Vijver et al., 2002) 
(Desmedt et al., 2007) 

KDELR2 3' UTR -0.65 igual (van de Vijver et al., 2002) 

MAGED2 Exon # 7, 8, 9, 10, 11 0.44 igual (van de Vijver et al., 2002) 

MKI67IP Exon # 2, 3, 4, 5, 6, 7 -0.37 igual (Richardson et al., 2006) 

MMP9 Exon # 10, 11, 12, 13 -0.59 igual (van de Vijver et al., 2002) 

NMI Exon # 6, 7, 8 -0.63 igual (van de Vijver et al., 2002) 

PABPC1 Exon # 6, 7, 8, 9, 10, 11 -0.71 igual (van de Vijver et al., 2002) 

PADI2 3' UTR -1.20 igual (van de Vijver et al., 2002) 

PDXK Intron # 5 -0.53 igual (van de Vijver et al., 2002) 

PPARA 3' UTR -0.39 igual (van de Vijver et al., 2002) 

PPP1R14C 3' UTR -0.47 igual (Richardson et al., 2006) 

PRKCA Intron # 3 0.56 oposto (Chin et al., 2006) 

PTOV1 Exon # 4, 5, 6 0.35 igual (Minn et al., 2005) 

RAD17 Exon # 12, 13, 14, 15 0.71 igual (van de Vijver et al., 2002) 

SDC1 3' UTR -0.67 igual (van de Vijver et al., 2002) 

SEPT8 5' UTR 0.80 igual (Sotiriou et al., 2006) 

SMAD2 Exon # 9, 10, 3' UTR -0.37 oposto (van de Vijver et al., 2002) 

STARD13 Intron # 4 -0.26 oposto (van de Vijver et al., 2002) 

SUMO3 3' UTR -0.36 igual (Richardson et al., 2006) 

SYT1 Intron # 6 0.50 igual (Richardson et al., 2006) 

TCF12 3' UTR -0.27 oposto (Wang et al., 2005) 

UTX 3' UTR -0.55 oposto (van de Vijver et al., 2002) 

 

 Os 14 transcritos intrônicos foram investigados quanto à capacidade de codificar 

proteínas (ESTScan 2 e ORF Finder). Apenas 1 deles apresentou potencial para gerar 

http://www.oncomine.org/
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uma proteína com pelo menos 100 aminoácidos (CPNE7, 140aa), critério estabelecido 

para se considerar um gene como codificador para poteína (Mattick e Makunin, 2006). 

 Os transcritos selecionados também foram averigüados em relação à capacidade 

de produzir microRNAs (miRBase Sequence Database) e snoRNAs (snoRNABase) e 

nenhum deles apresentou alinhamento significativo com qualquer seqüência 

representada nesses bancos de dados. Quando analisados utilizando-se a ferramenta 

BLAT (Genome Browser da Universidade da Califórnia, Santa Cruz), 2 dos 14 

transcritos intrônicos apresentaram sítio de ligação para fatores de transcrição na porção 

5’ (OPCML e PRKCA), podendo portanto apresentar alguma função de regulação da 

transcrição. Além disso, o transcrito do gene OPCML não só possui sítio de ligação para 

fator de transcrição próximo à sua ponta 5’, mas também uma região genômica onde foi 

detectada sítio de ligação específico para o fator de transcrição c-Myc em células B 

humanas, podendo controlar a expressão deste ncRNA intrônico (Figura 16-A) (Zeller et 

al., 2006). O transcrito do gene OPCML em estudo se encontra em uma região em que 

foi mapeada a existência de um transcrito senso de pelo menos 200 mil pb, através do 

seqüenciamento de bibliotecas PET (paired-end ditag) a partir de linhagens celulares 

tratadas com 5-fluorouracil (droga utilizado no tratamento de câncer) (Ng et al., 2005; 

Choo et al., 2006) (Figura 16-B). Esta mesma região é ainda repleta de sítios de ligação 

para fatores de transcrição (Figura 16-B). 
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Figura 16. Visualização do mapeamento genômico do transcrito intrônico do gene OPCML 

através da ferramenta BLAT da Universidade da Califórnia de Santa Cruz (genome.ucsc.edu). 

Em A, observar sítios conservados de ligação de fatores de transcrição na região 5’da seqüência 

do transcrito e a região de ligação do fator de transcrição c-Myc detectado em células B humanas 

(última linha do painel). Em B foi feito a ampliação da região onde o transcrito de OPCML 

mapeia: existe um transcrito senso na região do gene OPCML (ver linha PET of PolyA+ RNA – 

5FU-stim HCT116), de tamanho aproximado de 200 mil pb, na mesma região do transcrito de 

OPCML estudado, que também é rica em sítios conservados para ligação de fatores de 

transcrição. 

 

 Este grupo de 95 transcritos foi então utilizado para re-classificar as 58 amostras 

através de clustering hierárquico (Figura 17). De acordo com esta metodologia, o grupo 

de 95 transcritos expressos diferencialmente foi capaz de re-classificar as 58 amostras de 

câncer de mama com 90% de acerto; apenas 6 pacientes com tumores de mama REr+ 

foram agrupadas juntamente com pacientes com tumores REr- (Figura 17). 

http://www.genome.ucsc.edu/


 

 

111 

 

 

 

Figura 17. Mapa representativo 

do nível de expressão de 95 

transcritos (linhas) indicados 

como diferencialmente expressos 

entre 58 tumores de mama REr+ 

vs. REr- (colunas). Perfil de 

expressão de transcritos 

selecionados como expressos 

diferencialmente através de 

análise supervisionada de duas 

classes de 58 amostras de tecido 

tumoral mamário (colunas) 

agrupadas de acordo com seu 

status de REr+ ou REr-. A 

assinatura baseada no perfil de 

expressão de 95 transcritos 

(linhas) foi capaz de re-classificar 

as amostras de tumor mamário 

(colunas) de acordo com seu 

status de REr com 90% de 

acurácia, utilizando como medida 

de similaridade na análise de 

agrupamento hierárquico a 

distância Euclidiana.  

Barras pretas correspondem aos 

tumores REr+; barras brancas 

correspondem aos tumores REr-. 

Barras verdes e vermelhas, cheias 

e vazias correspondem a sub-

grupos de pacientes agrupados 

dentro de cada um dos grupos de 

tumores REr+ e REr-. Na parte 

inferior da figura está indicado o 

número de identificação de cada 

paciente. Transcritos intrônicos 

foram identificados de acordo 

com o RefSeq do gene 

codificador em que mapeiam, 

onde a expressão ativa foi 

detectada (em azul). 
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4.9. Classificação dos tumores de acordo com presença de metástase  

 Além de interrogar o nível de expressão dos transcritos presentes no 

microarranjo de cDNA entre grupos de tumores com positividade ou negatividade para 

receptor de estrogênio, foram feitas também análises para investigar o nível de expressão 

destes transcritos em tecido mamário metastático. Para tal análise, restringimos as 

análises a um conjunto de tumores de mama do tipo ductal invasivo, livre de recidiva ou 

metástase durante um período de acompanhamento mínimo de quatro anos. 

 Para nos assegurarmos ainda mais em relação ao bom prognóstico deste tumores 

selecionados como livres de recidiva e/ou metástase, foram escolhidos para este grupo 

tumores com características moleculares sabidamente relacionadas à boa evolução da 

doença (REr+, RPr+, estágio tumoral I ou IIA, infiltração de nódulos linfáticos negativa) 

(Ciatto et al., 1990; Shi et al., 1997). Estes critérios limitaram o número de amostras 

incluídas na análise, determinando um grupo de oito amostras de tumores de mama com 

bom prognóstico da doença e livres de recidiva/metástase por um período mínimo de 

quatro anos e um grupo de dez amostras de tumores que desenvolveram metástase 

(Tabela 9).  
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Tabela 9. Características anatomo-patológicas e moleculares de 18 amostras de tecido tumoral 

mamário que constaram da análise do nível de expressão dos transcritos do microarranjo de 

cDNA em tumores mamários metastásticos. 

Pacientes 
com 

metástase 
Idade 

Período de 
acompanhamento 

(anos) 

Tamanho 
do tumor 

(mm) 

Grau 
Histológico 

Nódulos 
linfáticos 
infiltrados 

Estágio 
tumoral 

ER PR 
Recidiva 

local 
Morte 

3 57 5 40 III 0 IV 0 0 Sim Julho/06 

7 61 5 35 II 2 IIIB +++ 0 Sim Setembro/06 

15 38 5 28 II 3 IIB 0 0 Sim Fevereiro/07 

17 35 5 18 II 0 I +++ +++ ― ― 

22 74 4,5 35 II 0 IIA 0 0 ― Outubro/05 

35 71 4 18 III 0 I 0 0 ― Junho/05 

38 66 4 40 II 15 IIIC +++ +++ ― Maio/05 

53 73 3 23 II 2 IIIA +++ +++ ― Abril/05 

55 33 3 20 III 0 I +++ + ― ― 

69 53 1,5 ― ― 4 IIB 0 0 Sim ― 

Pacientes 
sem 

metástase 
Idade 

Período de 
acompanhamento 

(anos) 

Tamanho 
do tumor 

(mm) 

Grau 
Histológico 

Nódulos 
linfáticos 
infiltrados 

Estágio 
tumoral 

ER PR 
Recidiva 

(local) 
Morte 

11 66 5 20 II 0 I ++ 0 ― ― 

12 66 5 15 III 0 I +++ +++ ― ― 

18 78 4,5 11 I 0 I +++ +++ ― ― 

23 38 4,5 18 III 0 I +++ +++ ― ― 

27 72 4,5 17 III 0 I +++ 0 ― ― 

32 81 4 23 I 0 IIA +++ +++ ― Abril/06 

33 69 4 15 II 0 I +++ +++ ― Setembro/05 

39 69 4 12 II 3 IIA +++ +++ ― ― 

 

 Em função do número relativamente limitado de amostras de pacientes livres de 

metástase com seguimento clínico mínimo de 4 anos, delineamos uma estratégia de 

seleção aleatória de múltiplos grupos de treinamento e validação entre as amostras 

disponíveis para identificar uma assinatura de expressão gênica robusta correlacionada 

com a ocorrência de metástase. Esta estratégia foi adaptada de um procedimento descrito 

para avaliar o efeito da replicação em experimentos de classificação baseados em dados 

de expressão gênica de microarranjos (Pavlidis et al., 2003).   

 Sorteios de subconjuntos de igual número de amostras de cada um dos grupos de 

tumores de mama com e sem metástase foram realizados para definir dez grupos de 

treinamento e de validação (cada um com nove amostras de tumores de mama: cinco 

tumores com metástase e quatro livres de metástase). Cada um dos grupos de 

treinamento gerados (dez no total) foram então utilizados em análises supervisionadas 

com utilizando a ferramenta para Excel SAM a fim de encontrar transcritos expressos 
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diferencialmente entre grupos de tumores de mama que desenvolveram metástase e 

permaneceram livres de metástase. Dos dez grupos de treinamento gerados, dois não 

produziram resultados estatisticamente significativos, utilizando-se uma taxa de falso 

positivo máxima de 25%. Em média, os oito grupos de treinamento válidos apontaram 

590 transcritos expressos diferencialmente entre tumores com e sem metástase de um 

total de 3.177 transcritos válidos. O conjunto selecionado a partir de cada grupo de 

treinamento foi utilizado para reclassificar as amostras do respectivo grupo de 

treinamento, de forma a testar a acurácia do classificador identificado. Quando cada uma 

destas listas de transcritos foi usada para re-classificar o grupo de validação associado ao 

de treinamento, a taxa de acerto apresentada em média foi de cerca de 78% (mín. 67% e 

máx. de 89%).  

 As listas de transcritos expressos diferencialmente foram então cruzadas para se 

encontrar um conjunto de transcritos mais robusto para reclassificar as amostras de 

tumores de mama. O conjunto mínimo capaz de reclassificar as amostras de tumor de 

mama com maior eficácia era composto de 113 transcritos presentes em seis das oito 

análises feitas com os grupos de treinamento. Dentre estes transcritos, 70 correspondem 

a regiões exônicas de genes conhecidos, 32 correspondem a regiões intrônicas e 12 a 

regiões intergênicas (Tabela 10). Os clones de cDNA representando o conjunto de 113 

transcritos da assinatura de metástase foi re-seqüenciado para confirmação da seqüência 

depositada no microarranjo. Destes, foi possível obter seqüências válidas para 84 clones. 

Vinte e nove clones não puderam ser confirmados pois não foi possível recuperar 

colônias congeladas em glicerol. A confirmação destes clones ainda depende do re-

seqüenciamento dos produtos de PCR presentes nas bibliotecas de cDNA utilizadas para 

a construção dos microarranjos. Dos 84 clones seqüenciados, 88% (74 clones) tiveram a 

identidade confirmada, 5 seqüências foram re-anotadas após o seqüenciamento e 5 
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seqüências não apresentaram qualidade suficiente para confirmação da identidade 

(Tabela 10).  

 

Tabela 10. Conjunto de 113 transcritos expressos diferencialmente em tumores de mama que 

desenvolveram metástase num período de acompanhamento de quatro anos (M+) versus tumores 

de mama sem metástase e/ou recidiva (M-) (ordenados pela ordem alfabética do locus gênico). 

Este conjunto de transcritos foi identificado por SAM usando 1.000 permutações e limiar de 

significância de FDR ≤25%, em pelo menos seis de dez conjuntos de treinamento selecionados 

ao acaso entre as amostras disponíveis.  

 

Gene 
ID 

Tamanho 
do 

transcrito 
(pb) 

Coordenada 
genômica 

Locus 
gênico 

Mapeamento     
exon/ intron 

Anotação 

Log
2 

(M+/
M-) 

valor 
q    

(M+ vs, 
M-) 

Confirma-
ção por 

seqüenci-
amento 

53 276 
chr11:47,218,055-
47,218,298 

ACP2 
5' UTR, Exon # 
1 

Lysosomal acid 
phosphatase 2 
precursor 

-0,78 2,96 a confirmar 

91 – 
chr12:50,664,055-
50,665,321 

ACVR1B Exon # 5,6 
Activin A type IB 
receptor isoform c 
precursor 

-0,97 0,00 re-anotada 

8038 434 
chr10:128,064,731-
128,065,168 

ADAM 12 Intron # 22 
ADAM 
metallopeptidase 
domain 12 isoform 1 

-0,99 1,88 confirmada 

9411 596 
chr1:94,412,669-
94,416,113 

ARHGAP29 Exon # 1, 2, 3 
PTPL1-associated 
RhoGAP 1 

-0,83 1,88 confirmada 

8874 393 
chr13:110,731,962-
110,732,341 

ARHGEF7 Intron # 15 
Rho guanine nucleotide 
exchange factor (GEF) 
7 

-0,64 2,21 a confirmar 

444 454 
chr8:62,729,562-
62,730,016 

ASPH Intron # 17 
Aspartate beta-
hydroxylase 

-0,74 1,88 a confirmar 

467 252 
chr1:210,860,087-
210,860,315 

ATF3 3'UTR 
Activating transcription 
factor 3 

0,97 7,75 confirmada 

79572 670 
chr3:195,605,526-
195,606,188 

ATP13A3 5' UTR ATPase type 13A3 -0,81 0,00 a confirmar 

476 431 
chr1:116,725,192-
116,725,609 

ATP1A1 Intron # 1 
Na+/K+ -ATPase alpha 
1 subunit isoform a 

-1,79 0,00 confirmada 

– 403 
chr3:43,704,073-
43,704,459 

AW 749744 
Região 
Intergênica 

AW 749744 0,49 8,27 a confirmar 

– 361 
chrX:110,874,207-
110,874,567 

AW 902197 
Região 
Intergênica 

AW 902197 -0,84 0,00 confirmada 

– 480 
chr16:68,569,045-
68,569,516 

AW 935917 
Região 
Intergênica 

AW 935917 -1,33 0,00 confirmada 

– 425 
chr7:76,477,274-
76,477,698 

AW 937799 
Região 
Intergênica 

AW 937799 -0,72 1,88 a confirmar 

– 439 
chr22:30,441,121-
30,441,551 

AW 995449 
Região 
Intergênica 

AW 995449 -0,86 2,21 confirmada 

– 488 
chr8:62,577,326-
62,577,811 

BE 074326 
Região 
Intergênica 

BE 074326 -1,05 1,88 confirmada 

– 324 
chr5:132,191,548-
132,191,864 

BF 083158 
Região 
Intergênica 

BF 083158 -0,75 2,21 confirmada 

– 323 
chr2:158,256,798-
158,257,085 

BF 328120 
Região 
Intergênica 

BF 328120 -0,88 1,88 confirmada 

– 300 
chr1:179,294,839-
179,295,071 

BF 378192 
Região 
Intergênica 

BF 378192 -0,74 0,00 a confirmar 

– 395 
chr14:26,345,171-
26,345,553 

BF 920515 
Região 
Intergênica 

BF 920515 -1,30 0,00 confirmada 

– 498 
chr22:21,370,791-
21,573,497 

BU 942768 
Região 
Intergênica 

BU 942768 0,36 32,34 confirmada 

388815 492 
chr21:16,599,401-
16,599,877 

C21orf34 Intron # 3 
Hypothetical protein 
LOC388815 isoform a 

-1,39 0,00 confirmada 

221545 443 
chr6_qbl_hap2:1,865
,625-1,867,447 

C6orf136 Exon # 3, 4, 5, 6 
Hypothetical protein 
LOC221545 isoform 2 

-0,62 1,88 confirmada 

51719 314 
chr2:231,386,038-
231,386,337 

CAB39 Intron # 7 
Calcium binding protein 
39 

0,64 7,75 confirmada 

219771 325 
chr10:35,898,382-
35,898,613 

CCNY 3' UTR Cyclin Y 0,62 12,68 confirmada 

22948 621 
chr5:10,316,244-
10,318,182 

CCT5 
Exon # 10, 11, 3' 
UTR 

Chaperonin containing 
TCP1 subunit 5 
(epsilon) 

0,26 7,75 confirmada 
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8621 401 
chr7:39,994,036-
40,003,666 

CDC2L5 Exon # 2, 3 
Cell division cycle 2-like 
5 isoform 2 

0,77 8,89 confirmada 

1005 293 
chr18:61,661,979-
61,662,256 

CDH7 Exon # 7 Cadherin 7, type 2 -1,03 0,00 confirmada 

4850 559 
chr7:134,810,054-
134,810,603 

CNOT4 Intron # 11 
CCR4-NOT 
transcription complex 
subunit 4 

-0,90 1,88 confirmada 

22837 425 
chr2:165,257,003-
165,259,202 

COBLL1 Exon # 2,3 COBL-like 1 -0,84 1,47 a confirmar 

11151 396 
chr16:30,105,968-
30,106,846 

CORO1A Exon # 5, 6, 7, 8 
Coronin, actin binding 
protein, 1A 

1,08 7,75 confirmada 

1459 585 
chr16:56,749,399-
56,757,086 

CSNK2A2 
5' UTR, Exon # 
1, 2 

Casein kinase 2 alpha 
prime polypeptide 

0,65 7,75 confirmada 

– 375 
chr5:178,326,101-
178,326,473 

CV 381527 
Região 
Intergênica 

CV 381527 -1,03 1,47 confirmada 

162989 378 
chr19:47,409,548-
47,409,919 

DEDD2 Intron # 2 
Death effector domain-
containing DNA binding 

-1,00 1,47 a confirmar 

79665 433 
chr17:55,018,294-
55,031,573 

DHX40 
Exon # 11, 12, 
13, 14 

DEAH (Asp-Glu-Ala-
His) box polypeptide 40 

-1,16 0,00 a confirmar 

9077 390 
chr1:68,285,174-
68,285,546 

DIRAS3 Exon # 1 
DIRAS family, GTP-
binding RAS-like 3 

-1,15 0,00 a confirmar 

5611 345 
chr13:95,230,043-
95,230,370 

DNAJC3 Intron # 7 
DnaJ (Hsp40) homolog, 
subfamily C, member 3 

0,67 8,89 confirmada 

1786 392 
chr19:10,107,931-
10,109,658 

DNMT1 Exon # 4, 5, 6 
DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 1 

0,67 8,89 confirmada 

1946 452 
chr5:106,750,837-
106,791,110 

EFNA5 Exon # 2, 3 Ephrin-A5 0,90 12,10 a confirmar 

9941 503 
chr3:38,523,391-
38,540,800 

ENDOGL1 Exon # 5, 6 Endonuclease G-like 1 -1,29 1,47 confirmada 

2079 587 
chr14:68,916,871-
68,934,772 

ERH 
5' UTR, Exon # 
1, 2, 3, 4 

Enhancer of 
rudimentary homolog 
(Drosophila) 

0,40 12,10 confirmada 

10613 307 
chr10:101,901,125-
101,901,430 

ERLIN1 5' UTR 
ER lipid raft associated 
1 

-0,73 1,47 confirmada 

2114 332 
chr21:39,117,927-
39,118,240 

ETS2 3' UTR 
v-ets erythroblastosis 
virus E26 oncogene 
homolog 2 (avian) 

0,69 7,75 confirmada 

259282 478 
chr4:13,219,261-
13,224,295 

FAM44A 
Exon # 17, 18, 
19, 20 

Family with sequence 
similarity 44, member A 

0,48 7,75 confirmada 

54751 347 
chr1:15,961,753-
15,962,100 

FBLIM1 Intron # 2 
Filamin-binding LIM 
protein-1 isoform a 

-0,96 1,47 a confirmar 

157574 301 
chr8:28,360,558-
28,360,857 

FBXO16 Exon # 3 F-box protein 16 -0,88 1,88 confirmada 

152273 352 
chr3:14,935,326-
14,939,067 

FGD5 Exon # 10,11,12 
FYVE RhoGEF and PH 
domain containing 5 

0,71 8,89 confirmada 

201163 433 
chr17:17,057,861-
17,060,541 

FLCN Exon # 1, 2, 3, 4 Folliculin isoform 1 -0,88 1,88 confirmada 

2625 412 
chr10:8,155,963-
8,156,373 

GATA3 
Exon # 5, 3' 
UTR 

GATA binding protein 3 -1,80 0,00 confirmada 

2674 473 
chr10:117,969,525-
117,969,988 

GFRA1 Intron # 6 
GDNF family receptor 
alpha 1 

0,58 8,27 confirmada 

54865 457 
chr1:154,831,166-
154,831,580 

GPATCH4 5' UTR 
G patch domain 
containing 4 isoform 2 

0,53 8,27 confirmada 

10243 387 
chr14:66,060,418-
66,060,800 

GPHN Intron # 1 Gephyrin 0,28 12,68 confirmada 

2821 504 
chr19:39,568,710-
39,569,214 

GPI Intron # 10 
Glucose phosphate 
isomerase 

0,61 7,75 a confirmar 

9567 460 
chr22:37,438,443-
37,438,895 

GTPBP1 Intron # 2 GTP binding protein 1 -0,86 1,88 a confirmar 

3043 351 
chr11:5,203,472-
5,204,785 

HBB Exon # 1, 2, 3 Hemoglobin, beta 1,32 7,75 a confirmar 

3419 177 
chr15:76,249,206-
76,249,363 

IDH3A 3' UTR 
Isocitrate 
dehydrogenase 3 
(NAD+) alpha 

-1,12 0,00 a confirmar 

221895 300 
chr7:28,126,211-
28,126,507 

JAZF1 Intron # 4 JAZF zinc finger 1 -1,12 0,00 confirmada 

23081 622 
chr9:6,974,281-
6,976,841 

JMJD2C Exon # 9, 10 
Jumonji domain 
containing 2C 

-0,92 1,88 confirmada 

3728 562 
chr17:37,167,512-
37,172,980 

JUP Exon # 4, 5, 6, 7 Junction plakoglobin 0,39 9,44 a confirmar 

3936 625 
chr13:45,599,058-
45,599,662 

LCP1 5' UTR 
Lymphocyte cytosolic 
protein 1 (L-plastin) 

-0,95 0,00 confirmada 

114823 540 
chr19:59,660,744-
59,661,539 

LENG8 
Exon # 11, 12, 
13, 14 

Leukocyte receptor 
cluster (LRC) member 
8 

0,79 7,75 confirmada 

3984 338 
chr7:73,161,174-
73,168,123 

LIMK1 
Exon # 9, 10, 11, 
12 

LIM domain kinase 1 1,41 7,75 a confirmar 
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11183 486 
chr14:49,956,065-
49,956,548 

MAP4K5 
5' UTR, Exon # 
1 

Mitogen-activated 
protein kinase kinase 
kinase 

0,41 7,75 confirmada 

9782 550 
chr5:138,692,961-
138,693,510 

MATR3 3' UTR Matrin 3 -1,02 1,88 confirmada 

51573 312 
chr16:19,427,687-
19,427,850 

MIR16 Intron # 3 
Membrane interacting 
protein of RGS16 

-1,26 0,00 confirmada 

55904 634 
chr7:104,535,423-
104,538,209 

MLL5 
Exon # 20, 21, 
22, 23 

Myeloid/lymphoid or 
mixed-lineage leukemia 
5  

0,64 7,75 confirmada 

4300 611 
chr9:20,594,217-
20,594,816 

MLLT3 Intron # 10 
Myeloid/lymphoid or 
mixed-lineage leukemia 

-1,42 0,00 confirmada 

124540 470 
chr17:52,863,641-
52,864,102 

MSI2 Intron # 3 Musashi 2 isoform a 0,57 8,27 confirmada 

9961 399 
chr16:29,759,153-
29,760,761 

MVP Exon # 7, 8, 9 Major vault protein 0,42 9,44 confirmada 

4644 374 
chr15:50,394,513-
50,394,878 

MYO5A Intron # 2 
Myosin VA (heavy 
polypeptide 12 myoxin) 

-2,07 2,21 a confirmar 

10529 426 
chr10:21,488,992-
21,489,361 

NEBL Intron # 4 Nebulette -0,94 0,00 a confirmar 

4775 554 
chr16:66,785,703-
66,786,254 

NFATC3 Intron # 9 
Cytoplasmic nuclear 
factor of activated T-
cells 

-0,77 1,88 confirmada 

11188 533 
chr3:52,501,393-
52,501,932 

NISCH 
Exon # 21, 3' 
UTR 

Nischarin 0,68 8,89 confirmada 

4893 521 
chr1:115,052,107-
115,058,049 

NRAS 
5' UTR, Exon # 
1, 2, 3, 4 

Neuroblastoma RAS 
viral (v-ras) oncogene 
homolog 

-1,25 0,00 confirmada 

8021 353 
chr9:133,063,761-
133,064,101 

NUP214 Exon # 16 Nucleoporin 214kDa -0,78 1,47 confirmada 

5028 480 
chr3:154,037,201-
154,037,678 

P2RY1 
Exon # 1, 3' 
UTR 

Purinergic receptor 
P2Y1 

1,15 7,75 a confirmar 

26986 696 
chr8:101,788,153-
101,794,110 

PABPC1 
Exon # 5, 6, 7, 8, 
9, 10 

Poly(A) binding protein 
cytoplasmic 1 

0,87 8,89 a confirmar 

445815 373 
chr9:111,973,130-
111,973,502 

PALM2-
AKAP2 

Exon # 9 
PALM2-AKAP2 protein 
isoform 2 

0,54 10,63 confirmada 

84105 – 
chr5:134,290,725-
134,290,880 

PCBD2 Intron #2 
Pterin-4 alpha-
carbinolamine 
dehydratase 2 

0,67 9,44 re-anotada 

51105 487 
chr8:133,913,706-
133,920,865 

PHF20L1 
Exon # 15, 16, 
17, 18 

PHD finger protein 20-
like 1 

-1,19 0,00 confirmada 

5256 371 
chrX:18,821,585-
18,822,445 

PHKA2 Exon # 1, 2 
Phosphorylase kinase 
alpha 2 (liver) 

0,77 7,75 confirmada 

57786 543 
chr7:72,000,226-
72,000,761 

POM121 Intron # 3 
Nuclear pore 
membrane protein 121 

-1,10 0,00 confirmada 

5527 557 
chr14:101,462,525-
101,463,078 

PPP2R5C 3'UTR 
Gamma isoform of 
regulatory subunit B56 
protein 

-0,67 4,25 a confirmar 

5578 568 
chr17:62,070,695-
62,071,251 

PRKCA Intron # 4 Protein kinase C, alpha -1,09 0,00 a confirmar 

8073 529 
chr1:32,146,931-
32,154,162 

PTP4A2 
5' UTR, Exon # 
1, 2, 3, 4 

Protein tyrosine 
phosphatase type IVA 
member 2 

-1,28 0,00 a confirmar 

5782 464 
chr7:77,103,035-
77,107,029 

PTPN12 
Exon # 15, 16, 
17, 18, 3' UTR 

Protein tyrosine 
phosphatase non-
receptor type 

0,64 7,75 confirmada 

51651 418 
chr17:55,130,262-
55,130,678 

PTRH2 Intron # 1 
BCL-2 inhibitor of 
transcription 

-0,78 1,88 a confirmar 

5879 433 
chr7:6,406,282-
6,408,632 

RAC1 Exon 5, 6, 7 
Ras-related C3 
botulinum toxin 
substrate 1 

0,81 8,89 confirmada 

11030 478 
chr8:30,542,657-
30,543,120 

RBPMS Intron # 8 
RNA-binding protein 
with multiple splicing 

0,67 12,10 confirmada 

6018 372 
chr1:40,478,381-
40,478,741 

RLF 
Exon # 8, 3' 
UTR 

Rearranged L-myc 
fusion 

-0,96 1,47 a confirmar 

6093 407 
chr18:16,789,132-
16,801,036 

ROCK1 Exon # 4, 5, 6 
Rho-associated coiled-
coil-containing protein 
kinase 1 

0,59 8,89 confirmada 

6132 – 
chr8:145,985,876-
145,986,756 

RPL8 Exon # 5,6 Ribosomal Protein L8 1,18 7,75 re-anotada 

201965 313 
chr4:184,797,960-
184,798,263 

RWDD4A 5' UTR 
RWD domain 
containing 4A 

0,22 17,86 a confirmar 

10806 435 
chr1:241,537,735-
241,560,483 

SDCCAG8 Exon # 8, 9, 10 
Serologically defined 
colon cancer antigen 8 

0,51 9,44 confirmada 

6464 408 
chr1:153,202,640-
153,203,032 

SHC1 
5' UTR, Exon # 
1 

Src homology 1 domain 
containing 

-0,56 3,35 a confirmar 

10274 529 
chr3:137,598,538-
137,599,055 

STAG1 Intron # 11 Stromal antigen 1 -1,03 0,00 confirmada 

261729 – 
chr7:89,702,235-
89,702,428 

STEAP2 3' UTR 
Six-transmembrane 
epithelial antigen of 

0,33 12,10 re-anotada 
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prostate 2 

171024 627 
chr4:120,175,480-
120,176,104 

SYNPO2 Intron # 4 Synaptopodin 2 -0,78 1,47 a confirmar 

6938 250 
chr15:55,366,737-
55,366,981 

TCF12 Exon # 19 
Transcription factor 12 
(HTF4, helix-loop-helix 
transcription factors 4) 

0,26 13,52 a confirmar 

27004 420 
chr14:95,200,888-
95,201,305 

TCL6 
5' UTR, Exon # 
1 

T-cell 
leukemia/lymphoma 6 
isoform TCL6a1 

0,64 8,27 confirmada 

7011 198 
chr14:19,906,427-
19,906,856 

TEP1 Exon # 1, 2 
Telomerase-associated 
protein 1 

-0,88 1,88 a confirmar 

55281 322 
chr7:134,496,909-
134,497,213 

TMEM140 Intron # 1 
Transmembrane 
protein 140 

-1,39 0,00 confirmada 

55365 471 
chr7:150,131,716-
150,133,069 

TMEM176A 
Exon # 4, 5, 6, 3' 
UTR 

Hepatocellular 
carcinoma-associated 
antigen 112 

0,48 11,39 confirmada 

8805 600 
chr7:137,908,899-
137,914,804 

TRIM24 
Exon # 12, 13, 
14, 15 

Tripartite motif-
containing 24 

0,26 12,68 a confirmar 

7251 638 
chr11:18,458,519-
18,462,147 

TSG101 
5' UTR, Exon # 
1, 2, 3 

Tumor susceptibility 
gene 101 

-0,91 0,00 a confirmar 

10190 444 
chr2:99,302,472-
99,305,062 

TXNDC9 
5' UTR, Exon # 
1 

ATP binding protein 
associated with cell 

-0,71 1,88 confirmada 

8239 401 
chrX:40,967,416-
40,969,146 

USP9X Exon # 39, 40 
Ubiquitin specific 
protease 9 X-linked 
isoform 

-0,77 1,88 confirmada 

54832 – 
chr15:59,934,408-
59,935,899 

VPS13C Exon # 44,45 
Vacuolar protein sorting 
13C protein isoform 1A 

1,03 8,89 re-anotada 

10406 333 
chr20:43,531,824-
43,542,055 

WFDC2 Exon # 1, 2, 3 
WAP four-disulfide core 
domain 2 

-0,83 0,00 confirmada 

55249 358 
chr1:153,922,939-
153,923,284 

YY1AP1 Intron # 9 
YY1 associated protein 
1 

0,50 8,89 confirmada 

7704 385 
chr11:113,479,313-
113,479,676 

ZBTB16 Intron # 2 
Zinc finger and BTB 
domain containing 16 

-0,82 3,35 confirmada 

56829 551 
chr7:138,381,228-
138,381,764 

ZC3HAV1 5' UTR 
Zinc finger antiviral 
protein isoform 1 

0,67 8,27 confirmada 

84186 690 
chr9:37,106,460-
37,304,110 

ZCCHC7 Exon # 1, 2, 3 
Zinc finger CCHC 
domain containing 7 

-1,41 2,21 confirmada 

57178 473 
chr10:80,659,218-
80,659,691 

ZMIZ1 Intron # 4 
Retinoic acid induced 
17 

-0,85 1,88 a confirmar 

 

  

 A assinatura de metástase foi comparada a listas de genes identificadas em  

trabalhos similares utilizando plataformas de microarranjos comerciais (Desmedt et al., 

2007; Radvanyi et al., 2005; Sorlie et al., 2003; van 't Veer et al., 2002), através da 

ferramenta Oncomine (www.oncomine.org). Oito transcritos da assinatura de metástase 

mapeiam em genes encontrados em outros conjuntos de dados já publicados como 

diferencialmente expressos em amostras de tumor de mama quando feita a comparação 

de perfis de expressão gênica de tumores com e sem metástase (Tabela 11). Destes oito 

transcritos, quatro correspondem a transcritos exônicos (WFD2C, CCT5, JMJD2C, 

CORO1A), três são intrônicos (NFATC3, GFRA1, MYO5A) e um é intergênico 

(CXorf45). Os níveis de expressão dos transcritos da assinatura foram comparados aos 

dos encontrados em estudos já publicados (Tabela 11). Dos quatro transcritos exônicos, 

http://www.oncomine.com/
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três (WFD2C, CCT5, CORO1A) apresentam níveis de expressão em outros estudos 

coincidentes com o que encontramos em nossas análises. O gene WFD2C se encontra 

com baixa expressão em tumores de pacientes com metástase no estudo de Radvanyi e 

colaboradores (Radvanyi et al., 2005). CCT5 apresenta alta expressão em tumores de 

pacientes com metástase (Desmedt et al., 2007). Sorlie e colaboradores mostraram que 

CORO1A e JMJD2C também apresentam alta expressão em tumores com metástase 

(Sorlie et al., 2003). Este último gene foi o único representado por um transcrito em 

nossas análises que apresentou nível de expressão inverso em tecido tumoral mamário 

metastático. No mesmo estudo de Radvanyi e colaboradores (Radvanyi et al., 2005) foi 

também mostrado que o nível de expressão de CXorf45 está diminuído em pacientes 

com tumor de mama metastático e este nível de expressão é coincidente ao que foi 

apresentado pelo transcrito em nosso microarranjo que representa este gene. Os três 

genes encontrados diferencialmente expressos em outros estudos que possuem 

representação neste microarranjo através dos transcritos intrônicos apresentaram 

expressão invertida em relação ao codificador medido nestes outros estudos (van 't Veer 

et al., 2002; Desmedt et al., 2007). 

 

Tabela 11. Relação dos transcritos da assinatura de metástase reportados como diferencialmente 

expressos em tumores de mama, em dados disponíveis na literatura. Os dados foram obtidos 

utilizando a ferramenta Oncomine (www.oncomine.org) e estão ordenados pela ordem alfabética 

do locus gênico. 

 

Locus 

gênico 

Mapeamento exon/ 
intron 

  Log2 
(M+/M-) 

Concordância 
com dados de 

expressão 
reportados na 

literatura 

Referência 

CCT5 Exon # 10,11, 3'UTR 0.26 igual (Desmedt et al., 2007) 

CORO1A Exon # 5,6,7,8 1.08 igual (Sorlie et al., 2003) 

CXorf45 Região Intergênica -0.84 igual (Radvanyi et al., 2005) 

GFRA1 Intron # 6 0.58 oposto (van 't Veer et al., 2002) 

JMJD2C Exon # 9,10 -0.92 oposto (Sorlie et al., 2003) 

MYO5A Intron # 2 -2.07 oposto (Desmedt et al., 2007) 

NFATC3 Intron # 9 -0.77 oposto (van 't Veer et al., 2002) 

WFDC2 Exon # 1,2,3 -0.83 igual (Radvanyi et al., 2005) 

 

http://www.oncomine.org/
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 Os 32 transcritos intrônicos foram investigados quanto à capacidade de codificar 

proteínas e nenhum deles apresentou potencial para produzir seqüências protéicas 

maiores que 100 aminoácidos. Estes transcritos também foram averiguados em relação à 

capacidade de produzir microRNAs e nenhum deles apresentou alinhamento 

significativo com qualquer seqüência dos bancos de dados. 

 Quando analisados utilizando-se a ferramenta BLAT (UCSC), 4 dos 32 

transcritos intrônicos apresentaram sítios de ligação para fatores de transcrição na porção 

5’ de suas seqüências (MLLT3, PRKCA, NEBL, ZMIZ1), podendo portanto ser regulados 

por esses fatores, de forma semelhante a genes codificadores para proteínas (Figura 18). 

 Além da proximidade com sítios de ligação de fatores de transcrição, observou-

se também que o o transcrito intrônico de MLLT3 mapeia em uma região genômica 

identificada como sítio de ligação de histonas H3 contendo a lisina 27 trimetilada 

(H3K27me3) (Ng et al., 2005). (Figura 18, painel C). A modificação epigenética 

H3K27me3 é um importante regulador da transcrição gênica mediada pela atividade 

metiltransferase de uma das proteínas do grupo Polycomb, a EZH2, e está associada ao 

silenciamento gênico (Tiwari et al., 2008; Yu et al., 2008). 
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Figura 18. Visualização do mapeamento genômico dos transcritos intrônicos dos genes MLLT3 

(A), NEBL (B) e ZMIZ1 (C). A seqüência parcial dos transcritos foi alinhada no genoma humano 

através da ferramenta BLAT (genome.ucsc.edu). Observar sítios conservados de ligação para 

fatores de transcrição na região 5’ de cada uma das seqüências dos transcritos, além de sítios de 

ligação para o fator de transcrição c-Myc (A) e trimetilação da lisina 27 (C) de histonas 

próximas aos sítios de ligação para fatores de transcrição. 

http://www.genome.ucsc.edu/
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 A partir destes 113 transcritos expressos diferencialmente, foi calculada uma 

assinatura de metástase, que corresponde à média de expressão dos 113 transcritos nas 

amostras de tumores do grupo metastático. Em seguida, foi calculada a correlação (r) de 

cada uma das 18 amostras incluídas nesta análise com esta assinatura de metástase para a 

re-classificação das pacientes (Figura 19). Do conjunto das 18 amostras incluídas nesta 

análise, somente uma proveniente de uma paciente que desenvolveu metástase (paciente 

38) apresentou uma correlação negativa com a assinatura de metástase (Figura 19), 

tendo sido classificada de forma incorreta. Contudo, quando o limiar para classificação 

das amostras livres de metástase é ajustado para  r ≥ -0,2, todas as amostras passam a se 

classificar corretamente: todas as amostras que apresentam uma correlação com a 

assinatura de metástase maior que -0,2 são classificadas como livres de metástase e 

todas as amostras que apresentam uma correlação com a assinatura de metástase menor 

que -0,2 são classificadas como metastáticas (Figura 19). A determinação do limiar para 

classificação é arbitrária e uma mesma estratégia já foi utilizada anteriormente para se 

chegar a um conjunto de transcritos expressos diferencialmente entre grupos de tumores 

de mama com bom e mau prognóstico da doença (van 't Veer et al., 2002). 
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 Figura 19. Mapa representativo do nível de 

expressão de 113 transcritos apontados 

como diferencialmente expressos (linhas) 

em 18 amostras de tumor de mama 

(colunas). Os nomes em azul correspondem 

a transcritos que mapeiam em regiões 

intrônicas de genes codificadores (de acordo 

com o RefSeq), onde a expressão ativa foi 

detectada. Os 113 transcritos foram 

ordenados de acordo com o valor da 

correlação entre as medidas de expressão 

nos grupos com e sem metástase. Na parte 

inferior da figura estão indicados os 

números de identificação de cada um dos 

pacientes.  

As amostras (colunas) estão ordendas de 

acordo com  a correlação “r” de cada uma 

das amostras com o perfil de expressão dos 

113 transcritos nas amostras com metástase. 

O painel inferior mostra um classificador 

gerado a partir das correlações de cada 

amostra com o perfil de mau prognóstico. 

Pacientes livres de metástase apresentam 

uma correlação <-0,2 com o classificador; 

pacientes que desenvolveram metástase 

apresentam uma correlação >-0,2 com o 

classificador. Pacientes livres de metástase, 

barras brancas; pacientes que desenvolveram 

metástase, barras pretas. 

 

r 
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 Com a finalidade de investigar o potencial de ncRNAs na classificação molecular 

de tumores de mama, o conjunto de 32 transcritos intrônicos que compõem a assinatura 

de metástase foi analisado independentemente para re-classificar as 18 amostras com e 

sem metástase. Esta assinatura intrônica foi capaz de re-classificar corretamente 17 das 

18 amostras de tumor, a partir da correlação do nível de expressão dos 32  transcritos 

intrônicos, medidos em cada amostra, com o nível de expressão médio dos 32 transcritos 

nas amostras com metástase (Figura 20). 

 

 

 

  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 20. Mapa representativo do nível 

de expressão de 32 transcritos intrônicos 

apontados como diferencialmente 

expressos (linhas) em 18 amostras de 

tumor de mama (colunas). Os nomes 

indicados correspondem ao RefSeq onde 

os transcritos intrônicos com expressão 

ativa detectada foram mapeados. Os 32 

transcritos foram ordenados de acordo 

com o valor da correlação entre as 

medidas de expressão nos grupos com e 

sem metástase. Na parte inferior da 

figura estão indicados os números de 

identificação de cada um dos pacientes. 

As amostras (colunas) estão ordendas de 

acordo com  a correlação “r” de cada 

uma das amostras com o perfil de 

expressão dos 32 transcritos nas 

amostras com metástase. 

O painel inferior mostra um classificador 

gerado a partir das correlações de cada 

amostra com o perfil de metástase. A 

marcação vermelha no painel indica uma 

amostra com metástase que foi agrupada 

juntamente com as outras amostras sem 

metástase. Pacientes livres de metástase, 

barras brancas; pacientes que 

desenvolveram metástase, barras pretas. 

 

 



 

 

125 

 

 O conjunto de 113 transcritos expressos diferencialmente entre tumores de 

pacientes com e sem metástase foi cruzado com o conjunto de 95 transcritos expressos 

diferencialmente entre tumores REr+ e REr- para checar possíveis transcritos em comum 

entre as duas assinaturas. Um grupo de quinze transcritos foi encontrado em ambas as 

assinaturas, sendo onze transcritos provenientes de regiões exônicas (CSNK2A2, ATF3, 

SDCCAG8, TCF12, ZC3HAV1, PABPC1, PHF20L1, FLCN, GATA3, IDH3, PHKA2) e 

quatro de regiões intrônicas de genes conhecidos (PRKCA, POM121, STAG1, 

TMEM140). Da mesma forma que os resultados encontrados no cruzamento de 

assinaturas já descritas na literatura com a assinatura de receptor de estrogênio 

encontrada, a assinatura de metástase também apresenta baixa sobreposição de genes em 

relação a outras listas disponíveis na literatura (cerca de 15% do total nas duas listas). 

 

4.10. Caracterização de transcritos presentes na assinatura de metástase 

 Como o microarranjo de cDNA utilizado para hibridização das amostras de 

tumor de mama contém transcritos em fita dupla, não nos é possível afirmar de qual fita, 

senso ou antisenso, é proveniente o nível de expressão detectado. Em trabalho anterior, 

este microarranjo já foi utilizado para interrogar o nível de expressão de transcritos 

intrônicos envolvidos com a tumorigênese de câncer de próstata e seis transcritos 

intrônicos correlacionados com o grau de agressividade de tumores de próstata 

apresentaram expressão em ambas as fitas senso e antisenso (Reis et al., 2004). 

 Para investigar a orientação da transcrição em amostras de mama foram feitas 

reações de transcrição reversa das fitas específicas senso e antisenso de um conjunto de 

seis transcritos de interesse, selecionados da assinatura correlacionada com a ocorrência 

de metástase. Dos seis transcritos intrônicos avaliados, quatro apresentaram expressão 

apenas da fita antisenso (GFRA1, DNAJC3, PTRH2, CNOT4), um apresentou expressão 
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apenas na fita senso (GPHN) e um apresentou expressão com orientação senso e 

antisenso relativamente ao gene codificador no mesmo locus (CAB39) (Figura 21). 

 

 

Figura 21. Orientação da transcrição de seis mensagens intrônicas selecionadas do conjunto de 

113 transcritos da assinatura de metástase em câncer de mama, determinado por RT-PCR fita 

específica.  Transcrição antisenso (GFRA1, DNAJC3, PTRH2 e CNOT4), senso (GPHN) ou 

senso e antisenso simultâneas (CAB39) foram observadas. Controles para monitorar a ausência 

de contaminação com DNA genômico (controle - RT, + primer) ou a ausência de RNA 

proveniente de self-priming (controle + RT, - primer) estão indicados. Os nomes dos transcritos 

correspondem ao RefSeq de mRNAs codificadores para proteínas, onde os transcritos mapeiam 

na região intrônica, em que foi detectada transcrição ativa. 

 

 Alguns destes transcritos (GFRA1, CAB39, DNAJC3 e CNOT4) foram avaliados 

por PCR em tempo real para verificar a alteração nos níveis de  expressão em tumores 

livres de metástase relativamente a tumores que apresentaram metástase. No total, oito 

transcritos tiveram seu nível de expressão avaliado por qPCR (seis intrônicos: CAB39, 

DNAJC3, GFRA1, ZBTB16 e CNOT4; dois exônicos: GATA3 e JMJD2C). Nos 

experimentos de PCR em tempo real, CAB39, DNAJC3, GFRA1 e JMJ2DC 

apresentaram expressão aumentada e ZBTB16, MLLT3, CNOT4 e GATA3 apresentaram 

expressão diminuída nas pacientes com metástase (Figura 22). De um modo geral, 

observou-se uma tendência de confirmação da expressão medida nos experimentos de 

microarranjo (Figura 19 e Tabela 10). Apenas um dos transcritos avaliados (JMJD2C) 
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apresentou níveis de expressão entre os grupos de tumor de mama com e sem metástase 

discordantes dos medidos nos microarranjos: a maior parte das pacientes com metástase 

que tiveram expressão avaliada através de PCR em tempo real apresentou alta expressão 

de JMJD2C quando comparada ao grupo de pacientes livre de metástase (Figura 22). 

Aplicando um critério estatístico para avaliar a expressão diferencial entre grupos de 

pacientes com e sem metástase, do grupo de oito transcritos avaliados por reação de 

PCR em tempo real apenas dois transcritos apresentaram valores de significância com p 

< 0,1 em um teste t de Sudent:  DNAJC3 (p <  0,1) e GATA3 (p < 0,09). A comparação 

dos níveis de expressão entre os transcritos que tiveram a expressão avaliada tanto por 

microarranjo e PCR em tempo real estão apresentadas na tabela 12 abaixo. 
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Figura 22. Níveis relativos de expressão de seis transcritos intrônicos (CAB39, DNAJC3, 

GFRA1, ZBTB16,  MLLT3 e CNOT4) e dois transcritos exônicos (GATA3 e JMJD2C) em 

tumores de mama. Os níveis relativos dos transcritos foram medidos em relação à mediana das 

expressões obtidas das amostras livres de metástase. Cada transcrito teve sua expressão medida 

em um número de seis a doze pacientes (círculos cheios representam pacientes que 

desenvolveram metástase; círculos vazios representam pacientes livres de metástase). A 

diferença de expressão entre os dois grupos de amostras de tumor de mama é concordante em 

relação ao obtido por microarranjo, com exceção de JMJD2C, que apresentou expressão 

invertida à detectada no microarranjo. Para cada gene, os experimentos foram feitos em 

triplicata. A barra marca o valor da mediana de cada um dos grupos de dados. Para cada 

transcrito testado, foi utilizado o gene HPRT1 (Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) 

como referência para normalização entre as amostras de pacientes. 
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Tabela 12. Comparação das razões do nível de expressão de transcritos avaliados através de 

PCR em tempo real e microarranjo, entre pacientes com e sem metástase. JMJD2C apresentou 

expressão discordante nas duas metodologias. 

Símbolo gênico 

Log M+/M- 
Nº amostras testadas no 

qPCR 

Microarranjo 
PCR em 

tempo real 
Livre de 

metástase 
Presença de 
metástase 

CAB39 0.64 0.30 5 5 

CNOT4 -0.90 -0.11 5 5 

DNAJC3 0.67 0.50 6 6 

GATA3 -1.80 -2.77 3 4 

GFRA1 0.58 5.37 3 3 

JMJD2C -0.92 0.44 3 4 

MLLT3 -0.23 -1.42 5 6 

ZBTB16 -0.06 -0.82 4 5 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. Hibridização das amostras de tecido tumoral mamário 

 As amostras de tecido tumoral mamário que foram objeto de estudo deste projeto 

foram enviadas de Portugal ao Brasil, onde foram processadas e analisadas 

experimentalmente. À princípio, esta distância foi um obstáculo que tivemos que 

contornar através da padronização de formas diferentes de envio deste material, de 

maneira que o RNA fosse preservado ao máximo. A melhor forma encontrada foi o 

envio do RNA ainda sob a forma de tecido, conservado em RNALater. No Brasil, em 

nosso laboratório, estas amostras foram processadas e analisadas quanto à qualidade e 

quantidade obtidas de RNA total. 

 Um dos métodos de avaliação da qualidade do RNA total obtido é a 

quantificação da razão dos valores de espectrofotometria medidos a 260 e 280nm. Uma 

razão próxima de 2 indica uma ótima eficiência de extração de RNA já que há pouca 

contaminação com proteínas. Das 74 amostras de RNA total obtidas, 80% apresentaram 

razão 260/280 entre 1,8 e 2,0 indicando que nosso protocolo de extração de RNA é 

eficaz para obtenção de RNA livre de proteínas. 

 Uma forma de se avaliar a degradação do RNA total é através da razão de 

intensidade das bandas de RNA ribossomal 28S e 18S. Novamente, o valor referência 

para esta razão é 2, que indica uma preparação de RNA com ausência de degradação. No 

entanto, amostras clínicas de fragmentos de tumores têm qualidade variável devido à 

presença de necrose e manipulação durante o procedimento cirúrgico, que 

freqüentemente resultam na obtenção de RNA de pior qualidade. De fato, do  conjunto 

total de 74 amostras de RNA total obtidas, a maior parte (90%) apresentou razão 

28S/18S inferior a 1,3. 
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Nossa experiência no laboratório mostra que dados de expressão gênica obtidos com 

amostras clínicas com valores acima de 0,5 resultam em medidas reprodutíveis. Por essa 

razão optamos por hibridizar todas as amostras de RNA com razão 28S/18S superior a  

0,5. A análise dos dados de expressão obtidos indicou que o número médio de 

transcritos detectados nas hibridizações com RNAs apresentando razão 28S/18S entre 

0,5 e 1,3 são comparáveis aos detectados nas hibridizações com amostras apresentando 

razão 28S/18S maior que 1,4. Além disso, as correlações intra-lâminas de amostras com 

razão 28S/18S entre 0,5 e 1,3 apresentaram valores semelhantes às lâminas hibridizadas 

com amostras com razões maiores que 1,4.  

 Assim, utilizando as 74 amostras de tecido tumoral mamário, foi possível 

detectar 3.221 cDNAs com expressão válida em 46 pacientes e 265 em 58 pacientes, 

incluindo 56 transcritos intrônicos. A qualidade aceitável dos RNAs utilizados também 

foi constatada ao se avaliar as correlações do conjunto de 148 microarranjos obtidos a 

partir da hibridização destas amostras de tumor de mama: somente 4 lâminas não 

atingiram os critérios mínimos exigidos de qualidade (correlação inter-lâminas ≥ 0,8 e 

correlação intra-lâminas ≥ 0,9) e estes experimentos foram novamente realizados para 

reposição.  

 Quanto à quantidade de RNA total obtida, é sabido que amostras derivadas de 

remoção cirúrgica têm massa muito limitada e que esse é um problema enfrentado por 

muitos grupos no mundo (Gomes et al., 2003; Stoyanova et al., 2004). As amostras de 

tecido disponíveis para o projeto também eram limitadas e de um total de 74 amostras 

processadas, apenas cerca de 50 resultaram em uma quantidade de RNA total suficiente 

para os experimentos de hibridização (mínimo de 10μg). Com a aplicação de um método 

de amplificação linear do RNA mensageiro (Wang et al., 2000; Kaposi-Novak et al., 
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2004), foi possível analisar o perfil de transcrição de todas as amostras disponíveis, 

viabilizando a execução do projeto. 

 

5.2. Expressão de ncRNAs intrônicos em tumores de mama  

 Neste estudo observamos níveis de expressão ubíqüos de ncRNAs intrônicos e 

intergênicos em amostras de tecido tumoral de mama, representando tipos histológicos 

distintos. Resultado semelhantes já haviam sido observados por nosso grupo utilizando 

tecidos tumorais de próstata (Reis et al., 2004)e rim (Brito et al., 2008). 

 Devido ao fato dos tumores de mama se desenvolverem de tecido epitelial de 

dutos e lóbulos mamários, a remoção cirúrgica de tecido não tumoral de mesma 

etiologia do tumor é muito difícil, impossibilitando nosso acesso a estas amostras. Dessa 

forma, esta limitação nos impossibilitou analizar o nível de expressão destas moléculas 

no tecido mamário normal. No entanto, a observação da expressão de ncRNAs em 

margens cirúrgicas histologicamente normais de próstata (Reis et al., 2004) e rim (Brito 

et al., 2008), sugere que a expressão de ncRNAs em tecido mamário não esteja associada 

somente ao tecido neoplásico. Serão necessários estudos adicionais comparando a 

expressão gênica em amostras de tecido normal mamário e adenocarcinoma da mama 

para avaliar alterações no padrão de expressão de ncRNAs associadas à transformação 

maligna. 

 Foi observado que em média, a abundância relativa dos ncRNAs intrônicos 

presentes no microarranjo é comparável a dos transcritos codificadores para proteínas. 

Resultados obtidos anteriormente por nosso grupo durante a análise de tumores de 

próstata e rim utilizando essa mesma plataforma de microarranjos de cDNA indicaram 

que a expressão de ncRNAs intrônicos é em média 20-40%  inferior a de transcritos 

codificadores para proteína (Reis et al., 2004; Brito et al., 2008). A expressão em menor 
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nível de ncRNAs já foi também descrita em outros trabalhos da literatura (Kampa et al., 

2004; Sasaki et al., 2007).  Uma diferença no presente trabalho é que foi feita a 

amplificação linear do RNA mensageiro, posteriormente usado para a marcação de alvos 

fluorescentes. É possível que a estratégia de amplificação do mRNA empregada neste 

projeto tenha contribuído para aumentar a sensibilidade de detecção dos ncRNAs 

intrônicos, de forma que as diferenças de intensidade em relação aos transcritos 

codificadores sejam menos evidentes. 

 

5.3. Avaliação de uma metodologia para obtenção de medidas de expressão 

gênica utilizando um oligonucleotídeo referência (RefOligo) 

 As amostras de tecido tumoral mamário enviadas pelo HDES não eram pareadas, 

ou seja, não possuíam o tecido mamário não-tumoral adjacente correspondente. Este 

aspecto não pemitiu um desenho experimental onde cada amostra tumoral fosse 

comparada ao tecido normal correspondente através da co-hibridização no microarranjo. 

Uma alternativa seria a montagem de um pool de RNAs a ser utilizado como referência 

nos experimentos de hibridização competitiva com 2 cores, contra o qual todas as 

amostras tumorais seriam comparadas. A estratégia de utilização de um RNA referência 

apresenta dificuldades em projetos prospectivos onde as amostras experimentais são 

recolhidas ao longo do tempo. Nestes casos, não é fácil assegurar a disponibilidade de 

RNA referência em qualidade e quantidade suficientes durante toda a duração do 

projeto. Como alternativa, optamos testar um desenho experimental baseado na 

utilização de um oligonucleotídeo como referência externa aos experimentos de 

hibridização (Dudley et al., 2002). 

 Dados resultantes de três metodologias foram testados e comparados com a 

acurácia e eficiência de razões obtidas através de experimentos de hibridização diretos, 
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em que dois tecidos que se quer comparar são hibridizados em uma mesma lâmina. As 

três metodologias a serem testadas, incluíam: razões construídas a partir do uso de uma 

referência comum construída a partir de um conjunto de amostras de RNA, hibridizadas 

juntamente com o RNA do tecido de interesse à lâmina (RefPool); razões construídas a 

partir do uso de um oligonucleotídeo complementar a todos os pontos de cDNA no 

microarranjo como uma referência comum (RefOligo); razões construídas a partir de 

hibridizações distintas de dois microarranjos de dois tecidos que se quer comparar e que 

foram hibridizados, cada um deles, contra o RefOligo (One-Color). 

 Os resultados obtidos da análise dos conjuntos de dados provenientes das 

diferentes comparações dos 3 tecidos testados mostraram que o uso de hibridizações 

diretas produzem resultados mais acurados (menor variância dos dados) e eficientes em 

relação a indicar conjuntos de transcritos expressos diferencialmente. As razões obtidas 

através do uso do RefOligo e de One-Color apresentaram resultados comparáveis aos 

obtidos com o uso do RefPool. No entanto, o uso de uma metodologia como o RefPool 

traz dificuldades operacionais já que são necessárias grandes quantidades de amostras de 

RNA para a confecção de um pool com quantidade suficiente para todas as 

hibridizações. A coleção prospectiva de amostras em relação ao início dos experimentos 

de hibridização, como no nosso caso, traria uma dificuldade adicional, já que a 

quantidade de amostras no início do projeto era pequena, insuficiente para a montagem 

de um pool que seria utilizado em muitos outros experimentos de hibridização. 

 Em função dos resultados obtidos na etapa inicial do trabalho (Peixoto et al., 

2006), optamos por um desenho experimental onde cada amostra de RNA tumoral de 

mama foi co-hibridizada com a mesma quantidade de RefOligo. Como o RefOligo é 

complementar a uma região do vetor presente na sonda, durante a hibridização não há 

competição entre o RefOligo e os alvos gerados a partir do RNA mensageiro. Este 
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aspecto confere flexibilidade durante a análise dos dados, pois também permite a 

obtenção de medidas de expressão gênica diretas (One-Color) ou indiretas, utilizando 

razões de expressão normalizadas pelo RefOligo.  

 Quando as duas metodologias, RefOligo e One-Color, foram comparadas 

utilizando-se as amostras de RNA tumoral de mama, 60% das razões obtidas a partir do 

RefOligo apresentavam correlação acima da mínima estabelecida para considerar o 

experimento como de boa qualidade (0,9 intra-lâmina e 0,8 inter-lâminas) enquanto 95% 

das medidas obtidas a partir de One-Color ultrapassaram estes mesmos limiares. 

Observou-se também uma maior reprodutibilidade das medidas a partir de uma cor em 

relação às razões normalizadas por RefOligo, medida pela correlação média do conjunto 

das lâminas hibridizadas. 

 O uso das medidas do RefOligo para normalização das intensidades implica em 

agregar a variabilidade de 2 medidas (RNA e RefOligo) na razão de expressão final. A 

menor correlação observada nas medidas com RefOligo obtidas com tumores de mama 

indica que em experimentos envolvendo um grande número de amostras, processadas ao 

longo do tempo, o uso do RefOligo introduz um fator de ruído nas medidas de expressão 

que é preponderante em relação aos benefícios obtidos com a a correção local propiciada 

por este normalizador.  

 Outra evidência de que as medidas diretas de intensidade eram mais confiáveis 

foi obtida empiricamente, utilizando ambos conjuntos de dados (intensidades – One-

Color e razões normalizadas por RefOligo) para identificar assinaturas correlacionadas 

com características clínicas associadas às amostras de mama. A metodologia de One-

Color indicou 320 transcritos expressos diferencialmente entre pacientes com tumores 

de mama com boa versus má evolução da doença, com uma taxa de falso-positivo de 

0,3%, enquanto a metodologia de RefOligo indicou apenas 158 transcritos com uma taxa 
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de falso-positivo igual a 10%. Dessa forma, apesar de ambas as metodologias 

apresentarem eficiência e acurácia muito semelhantes quando avaliadas em um conjunto 

restrito de amostras (Peixoto et al., 2006) a análise dos dados de um número maior de 

amostras clínicas, obtidos ao longo de um intervalo de tempo longo durante o qual foi 

executado o projeto, revelou que as medidas diretas baseadas em uma cor (One-Color) 

se mostraram mais precisas. 

 Em nossa análise dos perfis de tumores de mama, a metodologia baseada nas 

intensidades diretas (One-Color) se mostrou mais reprodutível e sensível para a 

identificação de assinaturas de expressão gênica quando comparada à abordagem de 

normalização por um oligonucleotídeo referência (RefOligo). Este resultado está de 

acordo com evidências da literatura de que classificadores gênicos baseados em medidas 

de intensidade podem apresentar uma maior acurácia em relação a classificadores 

baseados em razões normalizadas para uma referência (Attoor et al., 2004). 

 

5.4. Análises não supervisionadas e supervisionadas utilizando características 

clínicas e anatomo-patológicas das amostras de câncer de mama 

 A análise não supervisionada dos dados de expressão gênica das amostras 

tumorais de mama mostrou que o status do receptor de estrogênio é uma característica 

clínica associada a perfis de expressão gênica muito distintos. A obtenção de perfis de 

expressão correlacionados com o status de estrogênio já foi reportada na literatura 

(Perou et al., 2000; Gruvberger et al., 2001; Ozdag et al., 2006) e esta característica foi a 

única em que se observou o agrupamento de amostras a partir dos perfis de expressão 

gênica na análise não-supervisionada. 

 Além de análises não supervisionadas, foram feitas análises supervisionadas 

buscando identificar assinaturas de expressão gênica correlacionadas a características 
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anatomo-patológicas ou clínicas associadas às amostras de tumor, tais como idade, 

tamanho do tumor, componente hereditário, estágio tumoral, grau histológico, infiltração 

dos nódulos tumorais, status de expressão de REr e RPr e presença/ausência de 

metástase. 

 A presença de tumores em mulheres entre 30 e 35 anos de idade ou ainda a 

presença de tumores maiores que 2cm em pacientes com câncer de mama, são 

indicativos do potencial agressivo da doença. No entanto, uma  análise supervisionada 

agrupando as amostras de tumor em função da idade e tamanho do tumor, não revelou 

perfis de expressão correlacionados a estas características. Este resultado sugere que 

apesar destas informações serem fatores de prognóstico utilizados na clínica médica, elas 

não são tão informativas dos mecanismos moleculares envolvidos com as alterações de 

expressão gênica associadas à doença do câncer. Uma explicação alternativa é que as 

sondas representadas na plataforma de microarranjo utilizada não é capaz de capturar 

diferenças transcricionais existentes entre estes grupos de amostras. 

 Apesar da infiltração dos nódulos linfáticos ser uma informação relevante no 

momento do diagnóstico de tratamentos contra o câncer de mama e prognóstico da 

doença, esta não apresentou perfis de expressão correlacionados aos diversos graus de 

infiltração tumoral apresentados pelas pacientes. Este resultado também pode ser 

explicado pela ausência de uma assinatura molecular associada a esta característica 

clínica.  

  Outro aspecto a ser considerado é uma possível falta de homogeneidade na 

formação dos grupos de amostras para a análise de infiltração linfática. Não houve uma 

avaliação sistematizada do mesmo número de nódulos linfáticos em cada uma das 

pacientes incluídas no estudo. Portanto, não se tinha a informação do número de nódulos 

infiltrados por nódulo analisado para cada paciente, dificultando a criação de grupos de 
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pacientes homogêneos para a realização da análise. A nossa experiência em estudos de 

expressão gênica em amostras clínicas mostra que a dificuldade de sistematização da 

avaliação dos nódulos linfáticos axilares das pacientes não é restrita a este conjunto de 

dados proveniente do HDES, mas também está presente em outros projetos que utilizam 

conjuntos de amostras de hospitais diversos no Brasil. 

 As análises supervisionadas utilizando as informações sobre estágio tumoral de 

cada paciente também não produziram assinaturas de expressão gênica 

significativamente correlacionadas a estes estágios, refletindo a heterogeneidade das 

amostras de mama com mesma classificação patológica e as limitações de utilização do 

sistema de classificação TNM como fator de prognóstico em câncer de mama. Em 

especial, os estágios intermediários da classificação TNM consistem desafios ainda 

maiores no momento de utilizar esta classificação para a decisão sobre tratamentos a 

serem utilizados nas pacientes em questão, confirmando a necessidade de sistemas de 

classificação moleculares mais acurados e eficientes, capazes de estratificar melhor o 

risco das pacientes com câncer de mama. 

 A análise supervisionada utilizando as informações sobre o status do receptor de 

progesterona das amostras de tumor de mama resultou em um perfil de expressão 

gênica, capaz de agrupar as amostras em função do status RPr+ e RPr-. No entanto, o 

nível de acerto era mais baixo (78%) quando comparada à análise do status do receptor 

de estrogênio (85%), e este pareceu ser um fator importante que afetava o agrupamento 

das amostras quando utilizada a assinatura de expressão gênica correlacionada com o 

status do receptor de progesterona. Este resultado indica que o status de expressão do 

receptor de estrogênio é uma característica que tem uma influência maior que o status de 

expressão do receptor de progesterona na determinação do perfil transcricional  do 

tecido tumoral de mama, resultando em grupos mais homogêneos. Esta observação está 
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de acordo com a descrição da literatura de que o status do receptor de estrogênio é um 

fator de prognóstico/predição mais robusto que o de progesterona (Kasami et al., 2008). 

 

5.5. Classificação dos tumores de acordo com status do receptor de estrogênio 

 As análises iniciais realizadas com 62 amostras de mama, antes que houvessem 

sido coletadas e processadas a totalidade de amostras  utilizadas no projeto,  revelaram 

que o status do receptor de estrogênio é a característica molecular capaz de estratificar as 

amostras de modo mais robusto para a identificação de uma assinatura de expressão 

gênica. Este resultado é possivelmente explicado pela importância da sinalização através 

do receptor de estrogênio na definição do padrão transcricional do tecido mamário 

(Gruvberger et al., 2001). 

 Ao final do projeto foram processadas e gerados dados de expressão gênica de 74 

amostras de adenocarcinoma de mama. A maior parte das amostras (78%) pertencem ao 

tipo histológico ductal invasivo, sendo as restantes 16 amostras representativas de quatro 

outros tipos histológicos de menor prevalência (lobular, mucinoso, medular e papilar), 

além de 3 amostras mal-diferenciadas. O número de amostras disponíveis dos tipos 

histológicos menos representados são insuficientes para permitir análises visando 

identificar sub-grupos clínicos. Para aumentar a homogeneidade do conjunto amostral, 

as análises subseqüentes concentraram-se nas 58 amostras de adenocarcinoma de mama 

com tipo histológico tipo ductal invasivo. 

 Uma vez que o status de expressão do receptor de estrogênio é um fator 

extensivamente utilizado para o prognóstico molecular do câncer de mama, 

investigamos em maior detalhe esta característica no conjunto de 58 amostras de 

tumores de mama do tipo ductal invasivo. Utilizando uma abordagem supervisionada, 

foi possível identificar uma assinatura de expressão gênica capaz de distinguir tumores 
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em função do status de expressão do receptor de estrogênio. O grupo de 95 transcritos 

identificados como expressos diferencialmente entre tumores de mama REr+ vs. REr- 

foi capaz de distinguir estes dois grupos de tumores com uma taxa de acerto de 90%. 

Das seis amostras de tumores REr+ que foram classificadas como REr-, quatro 

apresentaram má evolução da doença: duas pacientes (P.17 e P.7) apresentaram 

metástase, uma (P.19) apresentou recidiva da doença e uma (P.13) faleceu. 

Interessantemente, estas amostras foram agrupadas em um sub-grupo dentro do grupo de 

tumores REr- que contém cinco das oito pacientes presentes nesta análise que 

desenvolveram metástase durante os quatro anos de acompanhamento desta doença 

(Figura 17 – grupo indicado pela barra vermelha sólida). Este sub-agrupamento dentro 

do grupo de tumores REr- possui um perfil de expressão ligeiramente distinto dos outros 

tumores REr- deste conjunto (Figura 17 – grupos indicados pelas barras vermelhas vazia 

e sólida), podendo indicar um caráter mais agressivo destes tumores. Neste caso, o perfil 

de expressão associado à agressividade dos tumores foi mais relevante para agrupar as 

amostras REr+ com má evolução da doença que o perfil de expressão associado ao 

status do receptor de estrogênio. Existe uma alta correlação entre tumores REr- e a 

ocorrência de metástase e o tempo de sobrevivência de pacientes com tumores de mama 

(Lower et al., 2005). É possível que a perda do caráter responsivo do receptor de 

estrogênio nestas amostras de tumores de mama reflita um evento mais tardio na 

tumorigênese, decorrente de mudanças moleculares durante a evolução do câncer. 

 Estes sub-agrupamentos existentes dentro dos grupos de tumores REr+ e REr-, 

baseados em um perfil de expressão distinto, podem estar refletindo os diferentes sub-

grupos moleculares definidos por Sorlie e colaboradores (Sorlie et al., 2001). Apesar do 

nosso microarranjo não possuir representantes dos genes utilizados para a classificação 

dos seis sub-grupos moleculares (tumores REr+: epitelial luminal A, B e C, tumores 
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REr-: mama normal, basal e ERBB2+), podemos especular que o conjunto de transcritos 

representados em nosso microarranjo seja capaz de detectar as diferenças fenotípicas 

celulares associadas a cada um destes sub-tipos moleculares, explicando o padrão de 

agrupamento dentro dos conjuntos de amostras de tecido tumoral REr+ e REr- de nosso 

conjunto amostral. 

 As outras duas pacientes com tumores REr+ que foram agrupadas com o grupo 

de tumores REr- (P.25 e P.1) não possuem atualmente evidência da doença de câncer de 

mama de acordo com o acompanhamento clínico destas, isto é, são pacientes que 

apresentaram boa evolução da doença. Em geral, a concordância dos resultados de 

imunohistoquímica em relação ao status do receptor de estrogênio entre laboratórios é 

alta, cerca de 90% de acordo com Badve e colaboradores (Badve et al., 2008). No 

entanto, apesar de erros do tipo falso-positivo (tumores REr- que são classificados como 

REr+ de acordo com teste de imunohistoquímica) serem menos comuns que os do tipo 

falso-negativo, eles também existem. Assim, podemos levantar a hipótese de que estas 

duas pacientes classificadas de acordo com a assinatura do status de estrogênio como 

REr- (P.25 e P.1), foram errôneamente identificadas como REr+ através de testes de 

imunohistoquímica.  

  A assinatura do status do receptor de estrogênio foi comparada a outras 

assinaturas de expressão gênica correlacionadas com o status deste receptor disponíveis 

na literatura. Esta comparação revelou que 41 transcritos da assinatura apresentada neste 

estudo mapeiam em genes encontrados como diferencialmente expressos entre amostras 

de câncer de mama REr+ e REr-, de acordo com outros estudos já publicados. GATA3, 

por exemplo, é um gene integral da via do receptor de estrogênio, apresentando co-

expressão com este receptor e também com a proteína de CCND1 (Wilson e Giguere, 

2008). GATA3 é um gene importante como marcador de prognóstico em câncer de 
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mama e sua baixa expressão está associada a tumores de mama REr- (Mehra et al., 

2005). Ambos os transcritos exônicos que representam os genes GATA3 e CCND1 no 

nosso microarranjo foram também detectados com alta expressão nas amostras REr+ 

quando comparados com REr-, resultado semelhante encontrado em outros estudos de 

expressão gênica, realizando a mesma comparação entre tecidos tumorais mamários. 

Além disso, o alto nível de expressão de GATA3 em nosso estudo foi também 

confirmado através de PCR em tempo real em amostras de tumores de mama REr+ 

comparado com amostras de tumores REr-. Portanto, os dados da literatura corroboram 

nossos achados, confirmando nossas análises e a assinatura correlacionada ao status do 

receptor de estrogênio encontrada. 

 O gene MMP9 foi identificado em nossa análise com alta expressão em tumores 

de mama REr- em relação a REr+. Este resultado é coerente com o encontrado na 

literatura, já que tumores REr- são sabidamente mais agressivos que tumores de mama 

REr+ e o gene MMP9 está envolvido com o caráter invasivo das células mamárias 

tumorais (Rizki et al., 2008). Da mesma forma que as informações da literatura sobre os 

genes CCND1 e GATA3 validam nossas análises de microarranjos, a informação sobre a 

expressão do gene MMP9 em tecido tumoral mamário encontrada na literatura também 

corrobora os dados apresentados neste projeto. 

 Dentre os 95 transcritos da assinatura do status do receptor de estrogênio, 14 são 

provenientes de regiões intrônicas de genes conhecidos. Quando estes 14 transcritos 

intrônicos são excluídos do grupo e os dados são re-analisados por agrupamento 

hierárquico, não se observa mais o agrupamento das amostras em dois grandes grupos de 

tumores REr+ e REr- com expressão distinta. Dessa forma, podemos concluir que os 

transcritos intrônicos contribuem para uma melhor classificação das amostras em função 

de características fenotípicas dos tumores.  
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 Muitos trabalhos vêm apontando para a atividade regulatória de moléculas de 

RNA não-codificadoras derivadas de introns regulando o gênero de plantas (Sugiyama et 

al., 2003; Dai et al., 2007; Hore et al., 2007), a estabilidade de moléculas de RNA em 

camundongos (Hirotsune et al., 2003) e o imprinting e compensação de dose do 

cromossomo X em humanos (Hore et al., 2007; Prasanth e Spector, 2007; Wutz, 2007). 

Nosso grupo também já identificou um conjunto de moléculas de longos RNAs não-

codificadores com expressão altamente correlacionada com o grau de agressividade de 

tumores de próstata (Reis et al., 2004) e responsivo ao hormônio andrógeno (Louro et 

al., 2007). Esta é a primeira vez que um conjunto de moléculas de longos RNAs não-

codificadores têm sua expressão correlacionada a características moleculares de tumores 

de estrogênio, o que abre novas perspectivas de estudo para avaliar o papel desta classe 

de transcritos na modulação da expressão de genes envolvidos na transdução intracelular 

da via de sinalização ativada em resposta ao estímulo por estrogênio. 

 Um dos transcritos detectados como diferencialmente expresso entre tumores de 

mama REr+ e REr- mapeia em uma região intrônica do gene OPCML e se encontra com 

alta expressão em tumores de mama REr-, de acordo com as análises apresentadas neste 

trabalho. Este transcrito ainda possui em sua ponta 5’ sítios para ligação de fatores de 

transcrição e, em especial, sítio para ligação do fator de transcrição c-Myc, envolvido no 

mecanismo pró-mitogênico de células mamárias pois exerce uma regulação positiva 

sobre a via de sinalização WNT (Cappellen et al., 2007). Já está descrita a presença de  

sítios de ligação de fatores de transcrição de genes codificadores para proteínas, 

incluindo c-Myc, em regiões intrônicas e intergênicas do genoma, sugerindo que 

ncRNAs originados nessas regiões genômicas possam ser regulados pelos mesmos 

fatores que modulam a transcrição de genes codificadores para proteínas (Cawley et al., 

2004). A observação de sítios de ligação de c-Myc na vizinhança de um transcrito 
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intrônico no locus OPCML sugere que a ligação do fator de transcrição possa modular 

diretamente os níveis de transcrição do ncRNA intrônico. Esta possibilidade é suportada 

pela identificação de promotores responsivos a estrogênio que contêm sítios de ligação 

do receptor de estrogênio alfa e c-Myc (Cheng et al., 2006). Foi observado que o 

estímulo com estrogênio facilitou a associação  de REr, c-Myc e do co-ativador TRRAP 

na região de genes responsivos ao hormônio, resultando no remodelamento da cromatina 

e aumento da transcrição (Cheng et al., 2006). 

 Já foi mostrado que o gene codificador OPCML sofre uma modificação 

epigenética em tecido tumoral ovariano e linhagens tumorais de mama (metilação das 

ilhas CpG), estando o seu silenciamento gênico associado à presença de tumor neste 

tecido (Sellar et al., 2003; Teodoridis et al., 2005). Já foi descrito na literatura a 

participação de ncRNAs em complexos protéicos envolvendo proteínas Polycomb, 

responsáveis por rearranjos na cromatina através da desacetilação de histonas, 

modulando a expressão de genes (Akhtar et al., 2000; Imamura et al., 2004). Dessa 

forma, podemos postular que os níveis de expressão do transcrito intrônico de OPCML 

são finamente regulados por fatores de transcrição, podendo estar envolvido em 

mecanismos de silenciamento gênico em cis via participação do mecanismo de 

metilação. Este ncRNA estaria regulando os níveis de expressão do gene codificador 

OPCML, presente no mesmo locus gênico e descrito como supressor tumoral em câncer 

ovariano (Sellar et al., 2003; Teodoridis et al., 2005). Assim, já que a descrição do 

envolvimento deste gene em câncer ovariano foi confirmada em linhagem celular 

tumoral de mama, deve ser feita uma investigação do nível de expressão do gene 

codificador OPCML no tecido tumoral humano mamário e sua correlação com o nível de 

expressão do transcrito intrônico derivado do mesmo gene. 
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 Um dos transcritos não-codificadores identificados como diferencialmente 

expresso entre tumores de mama REr+ e REr- mapeia em região intrônica do gene 

PRKCA. Além disso, este gene também foi encontrado diferencialmente expresso em 

outros estudos do Oncomine entre tumores de mama REr+ e REr- e ainda neste trabalho, 

foi encontrado seu transcrito intrônico diferencialmente expresso entre tumores de mama 

com e sem metástase, apresentando alta expressão em tumores de mama livres de 

metástase. O gene codificador PRKCA apresenta expressão suprimida em tecido tumoral 

mamário REr+, de acordo com informações da literatura (Assender et al., 2007). Além 

disso, o nível da proteína PKC-alfa no tecido tumoral mamário parece ser indicativo da 

resposta à terapia endócrina anti-estrogênio (Assender et al., 2007). Nossos resultados de 

microarranjos mostram que o nível de expressão do transcrito intrônico de PRKCA é alto 

em tecido tumoral mamário REr+ e baixo em tecido tumoral mamário metastático, 

indicando sua alta expressão em amostras de tumores de mama com bom prognóstico. 

Os dados da literatura associam baixos níveis da proteína codificada pelo gene PRKCA 

em tecido tumoral mamário REr+. Assim, estes resultados permitem levantar a hipótese 

de que o transcrito intrônico de PRKCA possa estar exercendo uma regulação negativa 

em cis sobre o transcrito codificador para proteína gerado no mesmo locus gênico, 

diminuindo sua expressão. Um efeito regulatório semelhante já foi observado associado 

a ncRNAs intrônicos regulados por andrógeno (Louro et al., 2007). Após confirmada a 

hipótese de regulação do gene PRKCA pelo ncRNA do mesmo locus gênico, a medição 

dos níveis do transcrito intrônico PRKCA pode se tornar um fator de predição da 

resposta de pacientes com câncer de mama à terapia endócrina. 

 Da mesma forma, os resultados dos experimentos de microarranjo apontaram alta 

expressão do transcrito intrônico de STARD13 em tecido tumoral mamário REr-, 

enquanto na literatura o gene STARD13 foi relatado como um supressor de tumor da 
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família Rho GTPase, apresentando baixa expressão em tumores metastáticos de diversas 

topologias, incluindo mama (Ullmannova e Popescu, 2006). Considerando que os 

tumores de mama REr- normalmente apresentam um pior prognóstico da doença, 

podemos comparar os níveis de expressão deste transcrito ao descrito na literatura para 

tumores avançados, pois este gene possui expressão suprimida em tumores metastáticos 

diversos. Dessa forma, assumindo que o gene codificador STARD13 apresente baixa 

expressão em tumores de mama REr-, o transcrito intrônico deste gene pode estar 

modificando sua expressão através de uma regulação em cis, comprovando a 

importância de estudos da função destas moléculas de RNA não codificadoras no 

contexto do câncer. 

 O conjunto de 95 transcritos expressos diferencialmente entre tumores REr+ e 

REr- foi comparado ao conjunto total de 3.221 transcritos válidos do microarranjo para 

verificar o possível enriquecimento de alguma função molecular ou celular. Do conjunto 

de 95 transcritos, 74 foram considerados válidos na análise por interagir com outras 

moléculas e vias na base de dados da ferramenta Ingenuity Pathways Analysis. As vias 

associadas a este conjunto de 74 transcritos com alta significância incluíram vias 

relacionadas a câncer, morte celular e crescimento e proliferação celular (valor p mínimo 

de 10
-34

). De 74 transcritos, 16 apresentaram enriquecimento na função celular e 

molecular de ciclo celular (valor p mínimo de 4,7x10
-02

), dentre estes, 1 corresponde a 

um transcrito intrônico e 15 a exônicos. Outra categoria de função celular e molecular 

que apresentou enriquecimento neste conjunto de dados foi a função de expressão gênica 

(com 10 transcritos exônicos, valor p mínimo de 4,0x10
-02

).  

 Já foi descrito na literatura que a função de proliferação celular parece ser o 

denominador comum da maioria das assinaturas de expressão gênica preditivas do 

prognóstico no câncer de mama, apresentando desempenho melhor até mesmo que a 
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informação do status do receptor de estrogênio (Desmedt e Sotiriou, 2006). O 

enriquecimento de nossa assinatura molecular associada ao status do receptor de 

estrogênio na função de proliferação celular valida nossos resultados, já que estamos 

conseguindo captar diferenças fisiológicas relevantes entre os dois conjuntos de 

amostras comparadas, de acordo com os dados da literatura (Desmedt e Sotiriou, 2006). 

 Outra via apontada como relevante nesta análise da expressão de grupos de 

tumores REr+ e REr- foi a de metabolismo de colesterol regulado por receptor 

hormonal. Esta via conta com 8 genes, sendo 1 deles (Active BCR-related gene - ABR) 

representado em nosso microarranjo por um transcrito que mapeia na região intrônica do 

gene e que se apresenta expresso diferencialmente entre tumores REr+ e REr-. Não 

existem muitas informações disponíveis sobre este gene na literatura mas sua expressão 

já foi detectada em câncer de pulmão em tecido humano (Bangur et al., 2002). Além 

disso, ele foi descrito a partir de sua homologia com o gene BCR, cuja translocação está 

presente em pacientes com leucemia mielóide crônica (Heisterkamp et al., 1989). 

Portanto, este gene é um candidato interessante para um estudo detalhado de sua função 

em tumores de mama, já que sua associação com a doença é inovadora na literatura. 

 O grupo de transcritos intrônicos da assinatura de REr também foi analisado em 

separado para verificar o enriquecimento das funções moleculares ou celulares 

específicas do conjunto de genes em que eles mapeiam, possivelmente envolvidas com o 

câncer. Do conjunto de 14 transcritos intrônicos que compõe o conjunto, 10 foram 

considerados válidos na análise por interagir com outras moléculas na base de dados da 

ferramenta Ingenuity Pathways Analysis. Deste conjunto de dez transcritos intrônicos, 

oito (STAG1, ABR, PDXK, PKCA, STARD13, PRKCA, WDR37, SYT1) apresentaram 

associação significativa com vias funcionais relacionadas a doenças metabólicas, ciclo 

celular e câncer (valor p igual a 10
-19

) (Figura 23) e dentre estes, dois (PRKCA, 
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STARD13) apresentaram enriquecimento da função de crescimento e proliferação 

celular, com um valor p mínimo de 4,3x10
-02

. Estes dois transcritos intrônicos com 

enriquecimento da função celular de crescimento e proliferação (PRKCA, STARD13) 

devem ser estudados em maior detalhe, pois já existem indicações na literatura da 

expressão diferencial dos genes codificadores presentes no mesmo locus gênico que 

estes ncRNAS, em tecido tumoral mamário (informações detalhadas nesta seção, nos 

parágrafos anteriores). 

 

Figura 23. Figura esquemática das relações diretas e indiretas dos genes relacionados a ciclo 

celular e câncer. Sublinhados, estão identificados os transcritos intrônicos (seis de dez transcritos 

intrônicos no total), nomeados de acordo com o RefSeq codificador para proteína em que 

mapeiam. Moléculas brancas correspondem a genes que participam da rede mas não fazem parte 

do grupo de transcritos expressos diferencialmente entre tumores REr+ e REr-; moléculas 

coloridas correspondem aos genes representados no chip que são expressos diferencialmente 

entre tumores REr+ e REr- (cor verde indica baixa expressão e vermelha alta expressão em 

tumores REr+). Setas coloridas indicam inibição (verde) ou ativação (vermelho) da molécula 

relacionada.  

 

 A rede de associações apresentada na figura 23 não mostra apenas as relações 

entre os oito genes onde estão mapeados os transcritos intrônicos que compõem a 
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assinatura de REr+, presentes em vias celulares relacionadas a doenças metabólicas, 

ciclo celular e câncer, mas também alguns outros genes relacionados que estão 

representados em nosso microarranjo por transcritos exônicos. Estes transcritos também 

apareceram diferencialmente expressos na comparação do perfil de expressão gênica de 

tumores de mama REr+ vs. REr-.   

 O transcrito exônico GATA-3 é um dos transcritos exônicos presente na rede da 

figura 23 e é altamente expresso em tumores de mama REr+, como já descrito na 

literatura em tecido tumoral mamário humano (Shen et al., 2005; Naderi et al., 2007). É 

sabido que ele interage diretamente com o fator de necrose tumoral (TNF) diminuindo 

sua expressão em camundongos (Ouyang et al., 1998). Considerando que esta regulação 

também esteja ocorrendo no conjunto de amostras de tumor de mama REr+ desta análise 

(o gene codificador para TNF não está representado no microarranjo), podemos supor 

que TNF apresenta baixa expressão em tumores REr+.  Já se sabe que quando super-

expresso o TNF é capaz de interagir de forma indireta com o transcrito exônico de 

ATF3, aumentando sua expressão nos tumores de mama REr- (Mallory et al., 2005; 

Masumoto et al., 2006). Dessa forma, é possível que nos tumores REr+, o aumento na 

expressão de GATA-3 provoque uma redução de TNF que por sua vez regularia 

negativamente ATF3, o que de fato se observa. 

 Atf3 é um fator de transcrição que regula negativamente a expressão da proteína 

tumoral p53 (Kawauchi et al., 2002). A proteína p53 está envolvida com o mecanismo 

de tumorigênese e um dos tipos de câncer mais freqüentemente associado a mutações no 

gene P53 é o câncer de mama (Petitjean et al., 2007; Soerjomataram et al., 2008). 

Verificamos o nível de expressão deste gene nas amostras de tecido tumoral mamário 

através dos experimentos de microarranjo, mas não foi detectada expressão diferencial 

de TP53 entre tumores REr+ e REr-, já que a razão de expressão deste gene é próximo 
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de zero na escala log (log da razão REr+/REr- é igual a -0,002). Uma explicação 

plausível para a baixa detecção deste transcrito em nossas amostras tumorais de mama é 

alguma caractrística da sonda depositada que não permite a detecção eficiente do 

transcrito. Portanto, não é possível determinar uma relação entre os níveis de expressão 

de ATF3 e TP53 utilizando nossos resultados dos experimentos de microarranjo.  

 Observou-se expressão diminuída do receptor do fator de crescimento insulin-

like 1 (IGF-1R) nos tumores REr+ quando comparado a tumores de mama REr- (Figura 

23). Os fatores de crescimento insulin-like fazem parte de uma família de polipeptídeos 

com papel importante no crescimento e diferenciação celular (Maor et al., 2006). O 

receptor IGF-1R medeia sua ação dentro das células, configurando como um mecanismo 

importante na iniciação do câncer de mama (Maor et al., 2006). Existem evidências na 

literatura de que a resposta da ligação do estrogênio ao seu receptor estimula a expressão 

e atividade dos componentes da via de IGF-1R (Maor et al., 2006). Sendo assim, a 

expressão de IGF-1R é alta em tecido tumoral mamário REr+ (Chong et al., 2006). No 

entanto, é reportada na literatura a alta expressão de IGF-1R em tecido tumoral mamário 

REr- como uma adaptação a baixos níveis de IGF-1 (Chong et al., 2006). Dessa forma, 

os níveis de expressão dos transcritos identificados na assinatura de estrogênio neste 

trabalho podem ser confirmados através dos dados experimentais relatados na literatura. 

 Também foi observado nos tumores REr+ o aumento da expressão do gene 

codificador para a metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) (Figura 23). A expressão de 

MMP9 é associado ao aumento da expressão da enzima responsável pela última etapa de 

produção de estrogênio em tecido tumoral mamário, as aromatases (Di et al., 2005). A 

super-expressão de aromatases no tecido tumoral causa uma alta concentração de 

estrogênio in situ, aumentando a expressão das metaloproteinases de matriz 2 e 9 (Di et 

al., 2005). O aumento da expressão destas metaloproteinases é um indicativo de pior 
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prognóstico e resistência à terapia com tamoxifeno em câncer de mama, onde os tumores 

são REr+ (Di et al., 2005). Estes dados da literatura também confirmam a validade desta 

assinatura de expressão gênica associada ao status do receptor de estrogênio em tecido 

tumoral mamário. 

  

5.6. Classificação dos tumores de acordo com presença de metástase  

 A partir de análises de expressão entre dois grupos de tumores de mama de 

pacientes com e sem metástase foi possível identificar um conjunto de 113 transcritos 

expressos diferencialmente, capazes de reclassificar as amostras de acordo com a 

correlação com a assinatura de metástase com 100% de acerto. Este resultado foi 

possível devido ao critério rígido e cuidadoso na escolha dos tumores que compuseram a 

análise bem como à robustez da análise que incluiu a criação de grupos de treinamento e 

validação para encontrar e testar a assinatura de metástase (ver seção de Resultados 4.9). 

 Destes 113 transcritos identificados como expressos diferencialmente entre 

tumores de pacientes com e sem metástase, 32 (28%) são transcritos que mapeiam em 

regiões intrônicas de genes conhecidos. Estes dados corroboram resultados anteriores de 

nosso grupo usando a mesma plataforma de cDNA para a classificação de tumores de 

próstata (Reis et al., 2004) e rim (Brito et al., 2008), e reforçam a noção de que a 

inclusão de sondas para ncRNAs intrônicos em plataformas de microarranjos tem o 

potencial de aumentar a robustez das assinaturas de expressão identificadas para a 

classificação molecular de tumores. 

 Este conjunto de transcritos intrônicos presente na assinatura gênica associada 

com a presença/ausência de metástase nas pacientes apresenta uma alta associação a esta 

característica pois é capaz de re-classificar corretamente 17 das 18 amostras testadas em 

bom ou mau prognóstico, baseado em seu perfil de expressão, apresentando 95% de 
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acurácia. Uma hipótese para o motivo deste grupo de transcritos intrônicos não ter 

atingido 100% de acurácia como apresentado pelo conjunto total de 113 transcritos 

(utilizando como limiar para a classificação r < -0,2 para pacientes livres de metástase), 

seria o número reduzido de componentes desta assinatura de expressão gênica (32 

transcritos intrônicos vs. 113 transcritos da assinatura de metástase), que representaria 

em menor grau a variabilidade existente entre as amostras tumorais de cada grupo. No 

entanto, podemos considerar que a utilização da assinatura de 32 ncRNAs intrônicos 

possui um desempenho comparável à assinatura de metástase composta por 113 

transcritos na re-classificação dos tumores. Além disso, quando este conjunto de 32 

transcritos intrônicos é removido da assinatura de 113 transcritos correlacionados à 

ocorrência de metástase, a discriminação entre as amostras dos grupos com 

presença/ausência é prejudicada, mostrando que os transcritos intrônicos melhoram o 

desempenho do classificador. 

 Foi encontrado na assinatura de metástase um ncRNA intrônico que mapeia no 

locus da ATPAse de NA+/K+ (ATP1A1), cujo nível de expressão está relacionado à 

resposta de progestinas sintéticas (compostos utilizados em métodos contraceptivos 

orais, que similam a resposta da progesterona no organismo) em linhagens tumorais 

mamárias (Bray et al., 2005). Observamos que o transcrito intrônico de ATP1A1 possui 

baixa expressão em tecido tumoral mamário metastático quando comparado ao tecido 

tumoral mamário livre de metástase. A possibilidade de uma co-expressão do gene 

codificador e de um transcrito derivado de sua região intrônica no mesmo tipo tecidual 

sugere uma possível regulação do ncRNA sobre o gene codificador. Além disso, 

podemos levantar a hipótese de que a expressão de transcritos intrônicos pode estar 

associada a estímulos hormonais na célula. 
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 Outros dois ncRNAs intrônicos presentes na assinatura correlacionada com 

metástase, mapeiam nos genes ASPH e ARHGEF7. Existem poucas informações na 

literatura sobre o envolvimento destes dois genes em câncer, mas eles estão envolvidos 

com o mecanismo de migração e motilidade celular em neuroblastoma (ASPH) e 

linhagem celular de câncer de cólon e adenocarcinomas (ARHGEF7) (Lahousse et al., 

2006; Jones e Katan, 2007). A supressão da expressão de ARHGEF7 nestas linhagens 

celulares através de siRNA inibe a migração celular (Jones e Katan, 2007). Assumindo 

que o caráter metastático das amostras de tumor de mama utilizadas neste projeto esteja 

associado à alta expressão destes genes no tecido tumoral, a baixa expressão dos 

ncRNAs de ARHGEF7 e ASPH em tecido tumoral mamário metastático verificada nesta 

assinatura molecular de metástase, sugere novamente, uma possível regulação negativa 

destes ncRNAs sobre os genes codificadores dos respectivos locus gênicos. O 

envolvimento dos genes codificadores ARHGEF7 e ASPH em câncer de mama deverá 

ser investigado em maiores detalhes, assim como sua possível regulação negativa, já que 

esta é a primeira vez que se estabelece essas associações com o câncer de mama.  

 O gene CNOT4 possui representação no nosso microarranjo de DNA através de 

uma sonda de um transcrito proveniente de sua região intrônica e foi encontrado na 

assinatura de metástase com expressão aumentada em tumores livres de metástase. Foi 

confirmada a expressão diferencial do intrônico de CNOT4 em tumores de mama com e 

sem metástase por PCR em tempo real. Experimentos de RT-fita específica revelaram 

que o intrônico de CNOT4 é expresso com orientação antisenso em relação ao gene 

codificador para proteína existente no mesmo locus gênico. CNOT4 é um homólogo de 

um gene descrito em levedura que participa do complexo protéico regulador da 

transcrição da RNA Polimerase II (Albert et al., 2000). Sua função ainda não foi descrita 

em tecido humano, mas a expressão diferencial de seu ncRNA pode indicar um posível 
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envolvimento de ambos RNAs codificadores e não codificadores na desregulação da 

transcrição que ocorre em tecidos tumorais humanos, sendo necessário estudos mais 

detalhados para a confirmação desta hipótese. 

 DNAJC3 é um gene que codifica uma proteína inibidora de Pkr (proteína quinase 

ativada por RNA dupla-fita) (Kim et al., 2000). O gene PKR consiste em um supressor 

tumoral em camundongos e sua expressão já foi identificada em linhagens tumorais e 

normais de células mamárias, mas a determinação de seu papel nestas células ainda é 

controversa (Kim et al., 2000). Na assinatura de metástase identificada neste trabalho, 

observamos o aumento da expressão do transcrito intrônico de DNAJC3 nas amostras de 

tumor de mama que apresentaram metástase. Este resultado foi confirmado  por qPCR e 

foi demostrado que a orientação de transcrição é antisenso em relação ao gene 

codificador para proteína através de RT-PCR fita-específica. O envolvimento dos RNAs 

codificadores e não codificadores de DNAJC3 em câncer de mama deve ser estudado de 

forma mais sistemática assim como a relevância do gene PKR como supressor tumoral 

em adenocarcinoma de mama. 

 Quando ligado à molécula de estrogênio, o receptor de estrogênio alfa regula a 

expressão gênica através de sua ligação a seqüências de DNA palindrômicas, conhecidas 

como elementos responsivos ao estrogênio, na região promotora de genes regulados pelo 

estrogênio (Buluwela et al., 2005). Este mecanismo pode levar à iniciação do câncer 

através da resposta de sinalização de crescimento e proliferação celular nas células 

mamárias (Buluwela et al., 2005). Uma forma de inibir esta processo é a super-

expressão da proteína de repressão transcricional Zbtb16, que age através do 

remodelamento da cromatina (Buluwela et al., 2005). O transcrito intrônico do gene 

ZBTB16 foi encontrado diferencialmente expresso entre tumores de mama com e sem 
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metástase, apresentando baixa expressão em tumores metastáticos. Este ncRNA do gene 

ZBTB16 pode estar participando do mecanismo de repressão transcricional de genes 

envolvidos com proliferação e crescimento celular em tecido mamário sadio. 

 A assinatura de 113 transcritos correlacionados com metástase foi comparada a 

listas de genes identificados como diferencialmente expressos entre tumores com e sem 

evidência de metástase em trabalhos utilizando plataformas de microarranjos comerciais 

(Desmedt et al., 2007; Radvanyi et al., 2005; Sorlie et al., 2003; van 't Veer et al., 2002), 

através da ferramenta Oncomine (www.oncomine.org). Dos oito transcritos da assinatura 

de metástase que mapeiam em genes encontrados em outros conjuntos de dados já 

publicados, quatro são exônicos (WFDC2, CCT5, CORO1A, JMJD2C), três mapeiam 

em regiões intrônicas (MYO5A, GFRA1, NFATC3) e um mapeia em uma região 

intergênica do genoma (CXorf45). 

 Três transcritos exônicos possuem nível de expressão em tumores de mama 

metastáticos semelhante ao dos genes do mesmo locus gênico encontrado em outros 

estudos, validando esta análise. O único transcrito que não apresentou nível de expressão 

coincidente em nossas análises de microarranjo em relação a outros estudos publicados 

foi JMJD2C. A expressão de  JMJD2C está aumentada em tumores metastáticos (Sorlie, 

T., et al. 2003). Embora os resultados de microarranjo tenham apontado para uma 

diminuição da expressão de JMJD2C nos tumores metastáticos, os ensaios de PCR em 

tempo real apresentaram um resultado inverso, de acordo com os resultados descritos na 

literatura. Uma possível explicação para esta discrepância é que a sonda presente no 

microarranjo esteja detectando outras isoformas de JMJD2C com expressão distinta do 

transcrito medido no experimento de PCR em tempo real. 

 Existem três transcritos não-codificadores que mapeiam em regiões intrônicas de 

genes identificados como diferencialmente expressos em outros estudos comparando 

http://www.oncomine.com/
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tumores de mama com e sem metástase (MYO5A, GFRA1, NFATC3). O nível de 

expressão destes três ncRNAs intrônicos apresentam valores invertidos em relação aos 

genes codificadores identificados nos trabalhos (van 't Veer et al., 2002; Desmedt et al., 

2007). Esta correlação invertida do nível de expressão de transcritos intrônicos em 

relação ao gene codificador de proteína do mesmo locus gênico pode estar associada a 

uma modulação em cis do gene codificador pelo transcrito intrônico associado, causando 

silenciamento da expressão gênica ou modificando o padrão de splicing e metilação do 

gene alvo (Reis et al., 2005). 

 O único transcrito intergênico que está presente como diferencialmente expresso 

em outros estudos de tumores metastáticos de mama é CXorf45, apresentando nível de 

expressão coincidente ao que foi apresentado em nosso microarranjo, confirmando 

também nossos resultados (Radvanyi et al., 2005).  

 Os quatro transcritos exônicos identificados no cruzamento com os dados 

disponiveis no Oncomine (WFDC2, CCT5, CORO1A, JMJD2C) também já foram 

estudados em maior detalhe em relação ao seu envolvimento com o câncer. Por 

exemplo, existem evidências na literatura do envolvimento do gene WFDC2 com 

adenocarcinoma de pulmão (Bingle et al., 2006). Além disso, este gene é um marcador 

de câncer ovariano e a desregulação de sua expressão neste tecido está associada com o 

splicing alternativo (Bingle et al., 2002; Hellstrom et al., 2003). Este gene não havia sido 

implicado até o momento no câncer de mama, abrindo a perspectiva deste estudo 

contribuir não apenas com novos candidatos a marcadores de prognóstico em câncer de 

mama da classe de RNAs não codificadores, mas também de genes codificadores para 

proteínas.  

 O gene CCT5 apresenta um papel importante no processo de desenvolvimento de 

resistência ao tratamento com docetaxel em pacientes com câncer de mama (Ooe et al., 



 

 

157 

 

2007). CORO1A está envolvido com o sistema imune, mais especificamente com 

processo de sobrevivência celular de células T (Mueller et al., 2008) e foi mostrado 

recentemente que o sistema imune humoral possui um papel importante na 

sobrevivência de pacientes com câncer de mama que não apresentam metástases 

(Schmidt et al., 2008). A amplificação do gene JMJD2C está presente na doença de 

leucemia mielóide aguda (Helias et al., 2008) e sua expressão é detectada em câncer de 

esôfago (Yang et al., 2001), pulmão (Italiano et al., 2006) e em células tronco não 

diferenciadas (Katoh e Katoh, 2007), justificando sua alta expressão em células 

metastáticas, encontrada em outros estudos. A presença destes genes em nossa assinatura 

correlacionada com a ocorrência de metástase confirma nossos resultados e aponta para 

um papel dos genes codificadores de proteína CORO1A e JMJD2C na progressão dos 

tumores de mama.   

 Existem diversos grupos no mundo que investigam assinaturas moleculares 

capazes de permitir prognósticos mais eficientes no momento da decisão sobre terapias 

adjuvantes para pacientes com câncer de mama (van 't Veer et al., 2002; Chang et al., 

2005; Wang et al., 2005; Crawford et al., 2007; Liu et al., 2007; Park et al., 2007; Welm 

et al., 2007). Estas assinaturas são extremamente diversas e apresentam uma 

sobreposição muito pequena entre os conjuntos de genes apontados como expressos 

diferencialmente nos diferentes estudos (Xu et al., 2008). Este fato pode ser explicado 

pelo uso de diferentes plataformas de microarranjo com diferentes conjuntos de sondas, 

métodos de normalização e até mesmo diferentes populações estudadas (Sotiriou e 

Piccart, 2007). 

 Neste trabalho também observamos uma  baixa sobreposição entre a assinatura 

de metástase identificada e os conjuntos de genes identificados em outros estudos do 

perfil de expressão de câncer de mama (Desmedt et al., 2007; Radvanyi et al., 2005; 
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Sorlie et al., 2003; van 't Veer et al., 2002). Isto pode ser justificado em parte pelo 

limitado número de alvos de cDNA depositados em nosso microarranjo (4 mil 

elementos, sendo apenas cerca de 2 mil transcritos exônicos) quando comparado a outras 

plataformas comerciais utilizadas em estudos de expressão gênica, contendo de 20 a 40 

mil elementos. Outra explicação para a identificação de genes distintos se relaciona ao 

uso de sondas que interrogam diferentes regiões dos transcritos, diferenças nos métodos 

de contrução dos microarranjos, diferenças nos protocolos de marcação de alvos 

fluorescentes, entre outros. 

 Apesar da baixa sobreposição de genes, a maior parte dos classificadores 

desenvolvidos a partir do uso de microarranjos mostram um alto grau de concordância 

na predição da evolução da doença de grupos de pacientes independentes (van 't Veer et 

al., 2002; Wang et al., 2005). Uma análise do potencial de previsão da evolução clínica 

de assinaturas de expressão gênica relacionadas ao câncer de mama revelou que apesar 

do grau de sobreposição dos genes que participam destas assinaturas ser baixo, a 

concordância em relação à evolução da doença de câncer de mama entre as assinaturas é 

alta (Fan et al., 2006). Provavelmente, estas assinaturas são capazes de identificar os 

mesmos fenótipos biológicos apresentados pelo tumor apesar do diferente conjunto de 

genes envolvido em cada assinatura, assim como no caso da assinatura de metástase 

identificada neste trabalho.  

 Os três transcritos intrônicos resultantes do cruzamento com o Oncomine 

mapeiam em genes que ainda não foram descritos como relacionados ao câncer 

(MYO5A, GFRA1, NFATC3), mas que podem ter um papel na progressão do tumor. O 

gene MYO5A, por exemplo, possui uma importante função de distribuição das moléculas 

de RNA dentro da célula, disponibilizando-as para a tradução (Salerno et al., 2008). Esta 

função no cérebro de camundongos é afetada pela existência de diferentes isoformas da 
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proteína myo5a, causadas por um padrão específico de splicing destas moléculas neste 

tecido (Salerno et al., 2008). É possível que a expressão de um transcrito intrônico de 

MYO5A em tecido tumoral de mama pode afetar seu padrão de splicing neste tecido, 

comprometendo a expressão de outras proteínas envolvidas com o processo tumoral.  

 O gene GFRA1 codifica um receptor da família GDNF, que é um co-receptor  do 

receptor de tirosina quinase RET e ambos são super-expressos em tumores de mama 

invasivos REr+ (Esseghir et al., 2007). Esta super-expressão está associada ao aumento 

da proliferação e sobrevivência celular (Esseghir et al., 2007). O transcrito intrônico e 

antisenso (confirmado por PCR em tempo real) de GFRA1 apresenta alta expressão em 

tumores de mama metastático e, portanto, pode estar atuando uma regulação em cis 

neste tecido, estabilizando a molécula do RNA codificador de GFRA1, exacerbando o 

processo de transformação maligna.  

 Da mesma forma pode estar atuando o transcrito intrônico de NFATC3 sobre o 

RNA codificador proveniente do mesmo locus gênico, pois já existem evidências que 

este gene é um supressor de tumor em células mamárias de camundongos (Lee et al., 

2005) e o nível de expressão de seu transcrito intrônico detectado neste estudo é baixo 

em células metastáticas mamárias. No entanto, em re-análises do Oncomine de estudos 

publicados na literatura, o nível de expressão do RNA codificador de NFATC3 é alto em 

células metastáticas mamárias (van 't Veer, Dai et al. 2002), sendo necessário estudos 

mais detalhados para a confirmação do nível de expressão do gene codificador e do 

ncRNA intrônico de NFATC3 em tecido tumoral mamário. 

  O grupo de 32 transcritos intrônicos expressos diferencialmente entre tumores 

com e sem metástase foi comparado ao conjunto total de 3.177 transcritos válidos do 

microarranjo para verificar possíveis enriquecimentos de alguma função molecular ou 

celular envolvidas com o câncer. Do conjunto de 32 transcritos intrônicos, 22 foram 
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considerados válidos na análise por interagir com outras moléculas e vias na base de 

dados da ferramenta Ingenuity Pathways Analysis. O resultado obtido relacionou seis 

dos 22 transcritos intrônicos associados à função celular de crescimento e proliferação 

(MLLT3, ZBTB16, GFRA1, PRKCA, YY1AP1, MSI2) e cinco transcritos foram 

associados à morte celular (ATP1A1, MLLT3, PRKCA, ZBTB16, GFRA1) (valor p 

mínimo de ambas as associações de 0,05). Além disso, o conjunto de 22 transcritos 

intrônicos apresentou alta associação a vias funcionais relacionadas à expressão gênica, 

ciclo celular e compromisso celular (esta última função envolve atrofia, dano, 

rompimento e inchaço celular ) (valor p associado a essas vias de 10
-3

), câncer, morte 

celular e doenças do tecido esquelético e muscular (valor p de 10
-8

) e desenvolvimento 

celular, desenvolvimento e função dos sistemas linfático e imune e crescimento e 

proliferação celular (valor p de 10
-32

). Destas 22 moléculas de ncRNAs, treze interagem 

de forma direta e indireta e esta rede de interação está apresentada na figura 25. Destes 

treze ncRNAs, três possuem sítio de ligação para fatores de transcrição na porção 5’ de 

suas seqüências (MLLT3, PRKCA, ZMIZ1) e ainda o transcrito intrônico de MLLT3 

mapeia em uma região genômica identificada como sítio de ligação de histonas H3 

contendo a lisina 27 trimetilada (H3K27me3). Estes dados apontam para um possível 

mecanismo de controle da expressão destes ncRNAs, da mesma natureza dos genes 

condificadores para proteínas, indicando a relevância de seus níveis de expressão dentro 

da célula.  
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Figura 24. Figura esquemática das relações diretas e indiretas dos genes relacionados a 

desenvolvimento celular, desenvolvimento e função dos sistemas linfático e imune e crescimento 

e proliferação celular. Em negrito e sublinhado estão identificados os transcritos intrônicos (13 

de 22 transcritos intrônicos no total), nomeados de acordo com o RefSeq codificador para 

proteína em que mapeiam. Moléculas brancas correspondem a genes que participam da rede mas 

não fazem parte do grupo de transcritos expressos diferencialmente entre tumores REr+ e REr-; 

moléculas cinzas correspondem a genes que participam da rede, estão representados no 

microarranjo de cDNA, mas não foram indicadas como expressas diferencialmente entre 

tumores de pacientes com e sem metástase; moléculas coloridas correspondem aos genes 

representados no chip que são expressos diferencialmente entre tumores REr+ e REr- (cor verde 

indica baixa expressão e vermelha alta expressão em tumores REr+). 

 
 

 Novamente, o enriquecimento deste grupo de transcritos intrônicos da assinatura 

de expressão gênica correlacionada à metástase na função de proliferação celular, valida 

o desempenho desta assinatura molecular como um fator de prognóstico em câncer de 

mama, comparável à informação do status do receptor de estrogênio, de acordo com a 

literatura (Desmedt e Sotiriou, 2006). 

 O transcrito intrônico de NFATC3 faz parte da via funcional relacionada ao 

desenvolvimento celular, desenvolvimento e função dos sistemas linfático e imune e 

crescimento e proliferação celular e apresenta baixa expressão em tumores de pacientes 
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que desenvolveram metástase (Figura 25). Os processos biológicos associados a este 

gene (categorias de ontologia gênica do projeto Gene Ontology – 

www.geneontology.org) incluem regulação da transcrição dependente de DNA, 

regulação da transcrição através do promotor da RNA Polimerase II e resposta 

inflamatória. A proteína codificada pelo gene NFATC3 é um fator de transcrição que se 

liga à região promotora de genes envolvidos com o processo de tumorigênese, como 

várias interleucinas (Humar et al., 2004), fator de necrose tumoral (Chen et al., 2003) e 

etc. modificando sua atividade transcricional. Especificamente, Nfatc3 aumenta a 

transcrição da interleucina 2 (Rao et al., 1997), que tem o perfil de expressão muito 

alterado na presença de antígenos provenientes de tumores de mama quando comparado 

a outras infecções como vírus, tornando a resposta imune menos efetiva aos tumores de 

mama (Inokuma et al., 2007). Dessa forma, o transcrito intrônico de NFATC3 deve 

exercer um papel regulatório sobre o fator de transcrição codificado pelo gene NFATC3. 

Este papel regulatório deve estar desregulado no tecido tumoral mamário, uma vez que 

já foi inclusive mostrado na literatura a expressão diferencial do gene codificador para 

proteína NFATC3 entre tumores de mama com e sem metástase (análise de sobreposição 

da assinatura de metástase deste estudo com outros disponíveis na literatura através da 

ferramente Oncomine – seção 4.9) (van 't Veer, Dai et al. 2002) e este gene já foi 

descrito como supressor de tumor em células tumorais mamárias de camundongos (Lee 

et al., 2005). Dessa forma e como já discutido anteriormente, este gene deve estar 

contribuindo para a progressão do câncer e constitui em um candidato interessante para 

estudos mais detalhados em câncer de mama.  

 Outros genes relacionados com o câncer de mama como o PRKCA (Tan et al., 

2007), GFRA1 (Naderi et al., 2007) e MIR16 (Kobayashi et al., 2003), estão 

representados no microarranjo através de transcritos provenientes de RNAs não-
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codificadores e fazem parte da via funcional relacionada ao desenvolvimento celular, 

desenvolvimento e função dos sistemas linfático e imune e crescimento e proliferação 

celular (Figura 25). O transcrito intrônico de PRKCA também compõe a assinatura de 

REr pois se apresenta diferencialmente expresso entre tumores de mama REr+ e REr-, 

mostrando que a assinatura de estrogênio também reflete, ainda que de forma limitada, 

as transformações associadas à evolução da doença em câncer de mama.  

 Aos RNAs não codificadores são atribuídas funções regulatórias e catalíticas 

controlando muitos processos fundamentais dentro das células através de três 

mecanismos básicos: catálise de reações biológicas, ligação e modulação da atividade 

protéica e pareamento com um ácido nucléico alvo (Goodrich e Kugel, 2006). Por 

exemplo, o transcrito intrônico de NFATC3 pode estar exercendo uma destas funções 

sobre outros genes ou até mesmo sobre o gene codificador de NFATC3, pois já foi 

mostrado que este mesmo gene é regulado por um RNA não codificador longo (NRON 

RNA com 2-4 kilobases), que inibe sua ativação através da modificação de sua 

localização nuclear dentro da célula (Willingham et al., 2005). Além deste, existem já 

outros RNAs não codificadores descritos na literatura que atuam na regulação 

transcricional em algum nível, como o NRSE (Neuron-restrictive silencer element), 

RNA fita dupla de aproximadamente 20 nucleotídeos, que interage com a proteína 

NRSF/REST (Neuron-restrictive silencing factor/RE-1-silencing) convertendo-a em um 

fator de transcrição ativador ao invés de repressor, estimulando a diferenciação de 

células-tronco em neurônios (Kuwabara et al., 2004). Na classe dos RNAs não-

codificadores longos, foi descrito o SRA (RNA ativador de receptor de esteróides), com 

cerca de 700 nucleotídeos, que funciona como um co-ativador transcricional para muitos 

receptores de hormônios esteróides (Lanz et al., 1999). Portanto, além de um mecanismo 

de regulação em cis, é plausível que um sub-conjunto de transcritos intrônicos 
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identificados neste trabalho exerçam regulação transcricional em trans, atuando sobre 

outros genes que participam da mesma via ou em vias distintas. Estes ncRNAs 

intrônicos poderiam agir através da formação de estruturas secundárias capazes de 

interagir com outros RNAs ou proteínas, ou alternativamente serem processados em 

pequenos RNAs com funções regulatórias. Estudos recentes utilizando tiling arrays 

indicam a existência de uma grande quantidade de pequenos RNAs complementares a 

regiões 5’ e 3’ de genes humanos, sendo uma fração destes originada de regiões 

intrônicas (Kapranov et al., 2007). 

 O envolvimento de microRNAs com câncer e, em especial, com o câncer de 

mama, tem sido mostrado de forma muito relevante na literatura para o processo de 

progressão da doença (Blenkiron et al., 2007; Zhang et al., 2007; Lehmann et al., 2008). 

No entanto, esta é a primeira vez que é mostrado um conjunto de RNAs longos, sem 

potencial codificador para proteínas, relacionado a vias de receptores hormonais e com a 

ocorrência de metástase. É possível que alguns destes ncRNAs desempenhem um papel 

na regulação da expressão gênica associada à tumorigênese ou progressão metastática no 

câncer de mama.  

 

5.7. Caracterização de ncRNAs intrônicos correlacionados com metástase 

 A investigação da fita expressa dos transcritos intrônicos revelou que quatro dos 

seis transcritos testados (GFRA1, DNAJC3, PTRH2, CNOT4) possuem apenas expressão 

da fita antisenso e um (CAB39) possui expressão do par senso-antisenso. 

 A presença abundante de pares de transcritos senso-antisenso exônicos 

conservados evolutivamente já foi mostrado em plantas (Ma et al., 2006), camundongos 

(Kiyosawa et al., 2003) e também em humanos (Shendure e Church, 2002; Yelin et al., 

2003; Chen et al., 2004), apontando para o fato de que este pode ser um mecanismo de 
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regulação pós-transcricional da regulação gênica em eucariotos (Silverman et al., 1992; 

Farrell e Lukens, 1995; Wutz et al., 1997). No entanto, existem poucos casos 

documentados mostrando evidências de funções regulatórias exercidas por ncRNAs 

intrônicos ou ainda por pares senso-antisenso formados por estas moléculas (Reis et al., 

2005). 

 Um dos casos de regulação por pares senso-antisenso envolvendo ncRNAs é o 

descrito por Yan e colaboradores sobre o controle da apoptose celular exercido pelo 

gene Fas (Yan et al., 2005). Um transcrito intrônico não codificador denominado Saf de 

1,5kb e expresso em diversos tecidos humanos e linhagens celulares, é derivado do 

intron 1 do gene Fas e está associado ao splicing alternativo deste gene, modificando a 

apoptose celular dos linfócitos T (Yan et al., 2005). Outro controle da regulação da 

expressão gênica exercido por pares senso-antisenso de ncRNAs intrônicos envolve o 

impedimento físico da transcrição das duas fitas de DNA opostas, já que os transcritos 

senso e antisenso se encontram no mesmo locus gênico (Prescott e Proudfoot, 2002). 

 Outras formas de regulação dos níveis de expressão gênicos por ncRNAs 

antisenso envolvem a alteração do padrão de splicing do gene codificador em questão, 

que pode ser dado em trans. Esta regulação pode ocorrer através da ligação do transcrito 

intrônico antisenso a elementos do enhancer intrônico do splicing ou silenciador, 

inibindo ou ativando a formação do spliceossomo, como ocorre com o receptor de 

hormônio da tireóide (Hastings et al., 2000). Além disso, é especulado que ncRNAs 

longos e antisenso ao gene codificador do mesmo loucs gênico podem modular a 

expressão gênica através da intervenção em várias etapas da transcrição ou 

processamento do RNAm, de forma semelhante à regulação por microRNAs (Bartel, 

2004). 
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 A maior parte dos transcritos intrônicos identificados nas assinaturas de 

metástase mapeiam em genes que estão envolvidos em vias relacionadas com o câncer. 

O estudo detalhado da possível função dos ncRNAs identificados na regulação da 

transcrição dos respectivos transcritos codificadores é altamente relevante e abrem a 

perspectiva de uma melhor compreensão do processo de progressão do tumor primário 

em tumor metastático. 

 Um sub-conjunto de transcritos identificados como diferencialmente expressos 

entre amostras de tumor provenientes de pacientes com ou sem metástase foi 

selecionado para confirmação do nível de expressão dos transcritos em experimentos de 

PCR em tempo real. Sete dos oito transcritos selecionados (CAB39, DNAJC3, GFRA1, 

ZBTB16, MLLT3, CNOT4 e GATA3) apresentaram uma tendência de validação dos 

resultados de qPCR. Nas condições apresentadas, dois transcritos apresentaram uma 

diferença estatisticamente significativa: o exônico GATA3, p <0,09 e o intrônico 

DNAJC3, p  <0,1.  

 Uma limitação para a validação de alguns transcritos de interesse por PCR em 

tempo real foi a pequena quantidade de RNA total disponível de amostras com tempo de 

seguimento longo (maior que quatro anos) e presença ou ausência de metástase. Das 18 

amostras incluídas que atendiam os critérios de inclusão nas análises de microarranjo, 

apenas algumas dispunham de RNA total em quantidade suficiente para os experimentos 

de validação do nível de expressão por qPCR. 

 Como alternativa, foi testada sem sucesso a utilização de aRNA para a validação 

técnica dos dados de microarranjo. As reações de transcrição reversa utilizando-se 

aRNA não foram eficientes, produzindo resultados com alta variância tanto para 

transcritos exônicos como intrônicos. Uma hipótese para explicar este resultado é que 

durante a reação de amplificação do RNA total, são incorporadas uracilas com um 
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grupamento modificado para se acoplar o fluoróforo numa etapa posterior. Por isso 

decidimos utilizar o RNA total das amostras disponíveis para os experimentos de PCR 

em tempo real. 

 A existência de uma grande variabilidade individual no padrão transcricional 

entre amostras do mesmo tecido e tipo histológico, é sabidamente um fator que dificulta 

a identificação de genes com padrão de expressão semelhante em amostras de diferentes 

indivíduos. Para minimizar o efeito da variabilidade individual, utiliza-se 

freqüentemente as medidas de expressão gênica no tecido sadio, não-tumoral, do mesmo 

indivíduo para corrigir a variabilidade individual e tornar os perfis de expressão gênica 

dos tumores mais comparáveis. Neste caso, não nos era disponível o tecido sadio de 

cada umas das pacientes analisadas e por isso, as comparações dos níveis de expressão 

foram feitas entre pacientes diferentes, o que introduziu um nível maior de ruído 

experimental. Se houvesse, no entanto, quantidade de RNA disponível de todas as 18 

amostras para os experimentos de PCR em tempo real, possivelmente a significância 

estatística da expressão diferencial entre os grupos com e sem metástase seria maior. 

 Será importante extender a validação da assinatura de metástase identificada a 

novos conjuntos de amostras tumorais com seguimento conhecido para avaliar o 

potencial preditivo deste conjunto de transcritos. A partir destes experimentos, espera-se 

que um conjunto mínimo de transcritos, possa ser otimizado em um teste baseado em 

reações de PCR tempo real, individualmente ou em reações multiplex, e utilizado como 

ferramenta complementar de prognóstico no câncer de mama. 

 Uma vez que RNAs não-codificadores compõem uma classe ampla de moléculas 

que possuem mecanismos muito diversos de regulação e em diferentes níveis (Goodrich 

e Kugel, 2006; Mattick e Makunin, 2006), antecipa-se que serão necessários estudos in 

vitro utilizando células em cultura para elucidar o mecanismo de ação dos ncRNAs 
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intrônicos identificados neste trabalho, assim como dos transcritos codificadores para 

proteína presentes nos loci correspondentes,  para aprofundar o entendimento de seu 

papel na regulação da expressão gênica. 
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6. CONCLUSÕES 

 

» Um estudo piloto indicou que metodologias de análise dos dados de microarranjo 

baseadas em razões de expressão a partir de uma referência externa/interna (RefPool ou 

RefOligo) ou de dados provenientes das intensidades diretas do canal de RNA (One-

Color) produzem resultados comparáveis aos dados obtidos de hibridizações diretas de 

duas amostras que se deseja estudar em um mesmo microarranjo. No entanto, a 

utilização das medidas de intensidade (One-Color) se mostrou mais acurada e sensível 

em relação a razões de expressão baseadas em RefOligo quando ambas as metodologias 

foram aplicadas para a análise de dados de amostras clínicas numerosas, processadas ao 

longo de quatro anos do projeto.  

 

» RNAs intrônicos não codificadores possuem níveis de expressão ubíqüos em tecido 

tumoral mamário. Observou-se que os ncRNAs intrônicos e exônicos apresentaram nível 

de expressão comparáveis nas amostras de mama. 

 

» Não foi possível identificar assinaturas de expressão gência correlacionadas com 

idade, tamanho do tumor, presença de células metastáticas nos nódulos linfáticos, grau 

histológico e estágio tumoral, possivelmente refletindo a grande heterogeneidade entre 

as amostras que compõem os grupos baseados nestas características. 

 

» Foi identificada uma assinatura de expressão gênica, contendo transcritos 

codificadores de proteínas e ncRNAs intrônicos, capaz de distinguir amostras de tecido 

tumoral mamário de acordo com o status de expressão do receptor de estrogênio, 
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apontando um conjunto de ncRNAs intrônicos possivelmente envolvidos na modulação 

da resposta intracelular a este estímulo hormonal. 

 

» Foi identificada uma assinatura de expressão gênica, contendo transcritos 

codificadores de proteínas e ncRNAs intrônicos, capaz de distinguir com alta acurácia 

amostras de adenocarcinoma de mama com ou sem ocorrência de metástase. Este 

contitui um novo conjunto de genes marcadores no câncer de mama, com potencial 

aplicação na estratificação de risco de metástases à distância em pacientes com tumores 

do tipo ductal invasivo, que deverá ser ainda investigado em novos e independentes 

conjuntos de amostras. 

 

» Uma assinatura contendo exclusivamente ncRNAs intrônicos apresentou 95% de 

acurácia na re-classificação de amostras de tumor de mama com ou sem ocorrência de 

metástase. O uso combinado de ncRNAs e transcritos codificadores para proteínas 

resultou em uma melhor acurácia de re-classificação de amostras em função da presença 

ou ausência de metástase, quando comparado a um classificador composto apenas por 

transcritos codificadores.  

 

» Esta é a primeira vez que é mostrado um conjunto de RNAs longos, sem potencial 

codificador para proteínas, com expressão relacionada ao status de expressão do receptor 

de estrogênio e com a ocorrência de metástase em amostras de adenocarcinoma de 

mama do tipo ductal invasivo. Este achado levanta a hipótese de que alguns desses 

ncRNAs possam desempenhar um papel relevante na regulação da expressão gênica 

associada à tumorigênese ou progressão metastática no câncer de mama. 
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» Os níveis dos transcritos intrônicos não codificadores nas assinaturas de expressão 

gênica de REr e metástase se apresentam, muitas vezes, contrários ao relatado na 

literatura no mesmo tecido tumoral e análise, mas outras vezes se apresenta igual, 

sugerindo que a regulação gênica exercida por estas moléculas de ncRNAs deve se dar 

de modo complexo e diverso, possivelmente afetando em cis o padrão de splicing ou a 

abundância do gene codificador para proteína expresso no mesmo locus. 

 

» As assinaturas de expressão gênica apresentadas neste trabalho indicaram transcritos 

intrônicos que mapeiam em genes que apresentam função relevante em câncer mais que 

ainda não foram descritos como envolvidos em tecido tumoral de mama (OPCML, 

ASPH, MYO5A, CNOT4). Dessa forma, os transcritos gerados em regiões codificadoras 

para proteína e não-codificadoras nestes loci gênicos devem ser estudados em maior 

detalhe para determinar uma possível correlação do nível de expressão, e um possível 

papel na tranformação maligna/progressão do câncer de mama. 

 

»  Alguns transcritos identificados nas assinaturas de expressão gênica apresentadas 

neste projeto mapeiam em genes com função relevante descrita em câncer de mama 

(PRKCA, STARD13, GFRA1, NFATC3, DNAJC3, ZBTB16). Novos experimentos devem 

ser propostos para investigar o envolvimento dos ncRNAs derivados de regiões 

intrônicas destes genes na desregulação da função dos RNAs codificadores dos mesmos 

loci gênicos em tecido tumoral mamário. 

 

» Foram identificados transcritos codificadores para proteínas que constituem novos 

candidatos a alvos moleculares no adenocarcinoma de mama ductal invasivo. Entre eles, 

destacam-se alguns genes já associados com câncer na literatura, porém nunca estudados 
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no câncer de mama: WFDC2 (marcador de câncer ovariano), CORO1A (sistema imune – 

sobrevivênica de células T) e ABR (câncer de pulmão ). 
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