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RESUMO

Saraiva TF. ldentificacdo de marcadores moleculares em céancer de
mama relacionados a progressdo e metastase. Sao Paulo; 2008.

[Dissertacdo de Mestrado-Fundag¢ao Anténio Prudente]

O cancer de mama é uma das neoplasias de maior incidéncia no mundo,
afetando uma em cada oito. Dois tipos histolégicos de cancer de mama,
ductal e lobular, somam aproximadamente 90% dos casos, O carcinoma
ductal é o mais frequente (80%). O céncer de mama é uma doenca
heterogénea e pacientes com o mesmo diagndstico e prognostico clinico
podem apresentar diferentes evolugdes da doencga. Essa diferenga ocorre,
pela limitacdo da atual classificagdo, baseada principalmente na morfologia e
em alguns marcadores moleculares, que agrupam tumores molecularmente
distintos em um mesmo grupo. Nesse estudo, para identificar marcadores
moleculares relacionados a progressao e metastase em cancer de mama,
nos analisamos o perfil de expressdo génica de tumores primarios de
carcinoma ductal. As amostras foram divididas em dois grupos, amostras
com e sem comprometimento de linfonodo. Para se obter uma populacao
celular mais homogénea e um perfil de expressdo mais fidedigno, as
amostras foram microdissecadas a laser. Doze amostras com e 17 sem
comprometimento linfonodal foram microdissecadas a laser, o RNA foi
extraido, tratado com DNase e amplificado. Uma plataforma customizada de
cDNA microarray contendo 1808 genes foi utilizada, sendo desses, trezentos
e quarenta e nove genes pertencentes a vias de sinalizagdo como a PI3K,
Wnt e processo de transicdo epitélio-mesénquima (EMT), envolvidas na
diferenciagdo embrionaria, invasao e progressao do cancer. Na comparagao
do perfil de expressao génica entre os dois grupos, ndés identificamos 67
genes diferencialmente expressos (p<0,05), dos quais 8 (CTNNB1, DAAM2,
SKP1A, WNT10B, PLCD1, PLCB4, DAAM1, KRT19) pertencem a uma das
trés vias de interesse. CTNNB1, DAAM2, SKP1A foram mais expressos e



SKP1A, WNT10B, PLCD1, PLCB4, DAAM1 foram menos expressos no
grupo com comprometimento de linfonodo. Além disso, ndés analisamos a
correlacdo entre pares de genes nos dois grupos de amostras e
identificamos pares de genes com diferenga de correlagao significativa. Essa
perda de correlagcdo entre os dois grupos pode estar relacionada ao
processo de invasao linfonodal. Esse estudo identificou alguns genes
candidatos, potencialmente envolvidos no processo de invaséao linfonodal no

carcinoma ductal de mama e devem ser investigados mais profundamente.



SUMMARY

Saraiva TF. [Identification of molecular markers in breast cancer related
to progression and metastasis]. Sao Paulo; 2008. [Dissertacdo de

Mestrado-Fundagao Anténio Prudente]

Breast cancer is one of the most incident neoplasia in the world, affecting
one in eight women. Two histological types of breast cancer, ductal and
lobular, represent approximately 90% of all cases. Ductal carcinoma is the
most frequent (80%). Breast cancer is a heterogeneous disease and patients
with the same diagnostic and clinical prognostic profile can have markedly
different clinical outcomes. This difference is due to the limitation of the
current classification based mainly on morphology and use of some
molecular markers, which groups molecularly distinct diseases into the same
group. In this study, to identify molecular markers related to progression and
metastasis in breast tumor, we examined gene expression profile of primary
ductal carcinoma samples. The samples were divided in two groups, samples
without and with lymph node metastases. Laser microdissection was used to
obtain homogenous cell population and therefore a cellular-based gene
expression profile. Twelve samples without and 17 with limph-node
metastases were laser microdissected, RNA was extracted, DNase treated
and amplified. A customized cDNA microarray platform containing 1808
genes was used. Three hundred forty nine of the genes belonged to cancer-
related pathways such as PI3K, WNT signaling pathway and Epithelial-
mesenchimal transition (EMT). These processes are involved in embryonic
differentiation and also in tumors invasion and progression. Comparison of
the gene expression profiles of the 2 groups, identified 67 genes as
differentially expressed (p<0,05). Eight of them (CTNNB1, DAAM2, SKP1A,
WNT10B, PLCD1, PLCB4, DAAM1, KRT19), belong to one of the 3
pathways. CTNNB1, DAAM2, SKP1A were up and SKP1A, WNT10B,
PLCD1, PLCB4, DAAM1 were down regulated in the group with lymph node



metastases. Moreover, we analyzed the correlation between pairs of genes
in the 2 sample groups and identified the gene pairs with significant
difference in the correlation values between them. Some gene pairs showed
loss of correlation in the 2 groups, which may be related to the lymph node
invasion process. This study identified some candidate genes potentially
involved in lymph node invasion process in ductal carcinoma of the breast,

that have to be deeper investigated.
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1  INTRODUCAO

Dentre os diversos tipos de cancer, o cancer de mama esta entre as
neoplasias de maior incidéncia mundial, afetando em média uma em cada
oito mulheres. Devido a sua alta freqiéncia, € o mais temido, sobretudo
pelos seus efeitos psicologicos. No Brasil, o cancer de mama € o que mais
causa mortes entre as mulheres, dos 466.700 novos casos de cancer com
previsdo de diagnostico em 2008, o cancer de mama, sera responsavel por
49.3000 (Ministério da Saude 2008).

A mama feminina normal adulta apresenta uma estrutura
arborescente e ramificada, sendo composta por elementos epiteliais e
estromais. O componente epitelial da mama é organizado em Iébulos que
sao compostos por grupos de acinos, estes se conectam em ductos
terminais (unidade ducto-lobular terminal) abertura é na papila. Ja o estroma
€ composto de quantidade variavel de tecido adiposo e tecido conectivo
fibroso, que consiste a maior parte do volume da mama no estado nao

lactente (Figura 1).
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Fonte — http://members.tripod.com/Reivax/cancerpg12.htm

Figura 1 - Esquema representando a mama normal.

Quanto ao aspecto histologico, o epitélio ductal normal da mama
consiste de camada interna (luminal) de células epiteliais cubdides e camada
externa de células mioepiteliais (apoiada na membrana basal do ducto).

Dentre os tipos histolégicos de neoplasia de mama, o carcinoma
ductal e lobular somam aproximadamente 90% dos casos, sendo o ductal o
mais frequente, somando 80% dos casos. O carcinoma in situ (ndo-invasivo)
€ o resultado de uma proliferacdo de células neoplasicas dentro dos ductos
ou lébulos. Ha dois tipos de cancer de mama n&o-invasivo, o carcinoma
ductal in situ (DCIS) e o lobular in situ (LCIS), caracterizado pela divisao
anormal das células ductais ou lobulares respectivamente, permanecendo
dentro dos ductos e/ou lébulos. Estes dois tipos de lesbdes diferem nas suas

caracteristicas clinicas, na morfologia e comportamento biolégico. Ja o



carcinoma invasivo ocorre quando as ceélulas se espalham além dos ductos
(IDC) e lobulos (ILC), com ruptura da membrana basal, apresentando
invasdo de células tumorais em tecidos adjacentes, sangue e linfa. Uma

representacado do DCIS e IDC pode ser visualizada na Figura 2.

Fonte: www.e-radiography.net/radpath/d/dcis.htm

Figura 2 - llustragao da localizagao do IDC e do DCIS.

Antes da utilizagdo da mamografia como método de prevengéo, o
DCIS era incomum, contando com aproximadamente 2-3 % de todos os
canceres de mama (ERNSTER et al. 1996). Com o incremento de sua
utilizacado a taxa de deteccdo aumentou 300% e o DCIS conta atualmente
com cerca de 20-30% dos casos de cancer de mama (ERNSTER e

BARCLAY 1997).



A remocao do tumor seguido de radioterapia e hormonioterapia é o
tratamento empregado em DCIS, sendo curativo em 98% dos casos e
apresentando progressao em 2% (NAKHLIS e MORROW 2003). Ja para as
mulheres que apresentam o tipo histoldgico IDC (invasivo), o que é levado
em consideragdo na escolha do tratamento, sdo os fatores progndsticos
(idade da paciente, tamanho do tumor, status dos linfonodos axilares, grau
patolégico e status hormonal) juntamente com outros marcadores
moleculares recentes que foram incluidos na rotina clinica (NAKHLIS e
MORROW 2003; LEONARD e SWAIN 2004).

O status linfonodal certamente representa o mais importante fator
progndéstico que guia a selegdo de pacientes elegiveis a terapia adjuvante,
embora pacientes com cancer de mama linfonodo negativo com pelo menos
um fator de risco adicional (por exemplo, T>3, status ER negativo ou alto
grau) sao indicados a terapia adjuvante (CARTER et al. 1989,
GOLDHIRSCH et al. 1995; ZUJEWSKI e LIU 1998; GOLDHIRSCH et al.
2001). Assim, a quimioterapia sistémica adjuvante fica reservada para
pacientes linfonodo-negativos de alto risco e todos os pacientes linfonodo-
positivos.

A bidpsia de linfonodo sentinela (SLNB) é um procedimento cirurgico
comum (MAGGARD et al. 2005) e uma técnica altamente acurada
(VERONESI et al. 2003) e segura para o estadiamento do cancer de mama.
E um procedimento minimamente invasivo, e utilizado para identificar o
primeiro linfonodo que drena e esta em direta comunicagdo com o tumor

primario, permitindo uma linfadenectomia seletiva. A presenca de



metastases no linfonodo sentinela (SLN) € um dos mais importantes fatores
prognésticos para a doenga, uma vez que indica que células tumorais
intravazaram os vasos linfaticos e poderdo migrar através deles para
colonizar sitios metastaticos distantes.

O Status hormonal também é um fator prognéstico muito importante,
o estrogeno atua no crescimento e desenvolvimento das glandulas
mamarias e tem grande contribuigdo na carcinogénese do cancer de mama
(HENDERSON et al. 1988). O estrogeno atua na proliferagdo celular
mediada por receptores intracelular (receptor de estrégeno - ER), e quando
ativado, atua como fator de transcri¢do, regulando a expressao de varios
genes. Em geral tumores ER negativos estdo associados a uma menor
sobrevida, quando comparado com ER positivo. Portanto ER é utilizado
como marcador progndstico e na predicdo de resposta a hormonioterapia
(BLOOM et al. 1980; OSBORNE et al. 1980; BEZWODA et al. 1991).
Pacientes ER negativo, raramente respondem a terapia enddcrina, o que
mostra a correlagao entre o nivel de expressio de ER e a resposta a terapia
(BEZWODA et al. 1991).

Outros marcadores moleculares também séo utilizados como fatores
progndésticos em cancer de mama, como o receptor de progesterona (PR).
Os estrogenos sdo conhecidos por estimular ndo apenas a proliferagéo
celular como também pela indugao de sintese de proteinas especificas, tais
como receptor de progesterona. Portanto, a determinagcdo do receptor de
progesterona aumenta a sensibilidade do progndstico e na previsdao de

resposta a hormonioterapia (PAYNE et al. 2008).



Outro marcador molecular utilizado na clinica € o oncogene HER-2/neu
(c-erbB-2), membro da familia do receptor de fator de crescimento
epidérmico e encontra-se amplificado em aproximadamente 25% dos casos
de cancer de mama, inumeros estudos da literatura indicam o c-erbB-2 como
fator progndstico independente e preditivo na resposta a quimioterapia
adjuvante baseada no uso da adriamicina. Além disso, com a introdug¢ao do
anticorpo monoclonal humanizado Herceptin®, como nova modalidade
terapéutica em cancer de mama, o status do c-erbB-2 tornou-se muito
importante na avaliagdo terapéutica global dessa doengca (PAYNE et al.
2008).

Outra proteina que apresenta relagdo com o progndstico é a p53,
codificada pelo gene P53 responsavel pelo controle da proliferacéo celular.
O descontrole de sua fungao fisioldgica, através de mutagdes, pode levar a
perda do controle de proliferagdo. Mutacbes de p53 podem levar ao
surgimento de proteinas com alteragées conformacionais funcionalmente
defeituosas, que tém uma meia vida maior em relacdo a proteina p53
selvagem (YAN et al. 1996). A proteina p53 selvagem acumulada na célula,
promove a parada do ciclo celular na fase G1. Esta € uma pausa reversivel e
permite que a célula repare o DNA. Se, por algum motivo, este mecanismo
falha, a p53 leva a célula a apoptose, para que células mutadas nao se
dividam (COX e WALKER 1996). A perda de p53 faz com que muitas células
repliquem o DNA danificado, incorporando essas mutagdes ao genoma
(COTRAN et al. 1994). Embora uma mutagao apenas nao seja suficiente

para transformar uma célula, a perda da p53 predispbe as células a



mutacdes adicionais e finalmente a transformacdo maligna. Alteragcdes
estruturais acumulam-se no nucleo (LAVIEILLE et al. 1998) levando a
reatividade imuno-histoquimica da proteina p53 (WONG et al. 1998).
Aproximadamente 30-40% dos canceres primarios da mama expressam
proteina p53, sendo esses casos, segundo alguns estudos, de
comportamento clinico mais agressivo (KUMAR et al. 2007). No entanto
esse marcador nao € utilizado para avaliacio clinica de rotina.

Além desses, tem sido sugeridos dois marcadores: uPA (Urokinase
plasminogen activator) e PAI-1 (plasminogen activator inhibitorl) para
selecdo de pacientes com cancer de mama linfonodo-negativo que nao
requerem quimioterapia adjuvante (MOLINA et al. 2005). uPA é uma
protease serina implicada na proliferacdo celular do cancer, invasdo e
metastase, e PAI-1 é um inibidor endégeno de uPA, porém paradoxalmente
esta também envolvido na progressao do tumor (ANDREASEN et al. 1997).
Esses marcadores ainda n&o sao utilizados na rotina clinica.

Apesar do emprego de marcadores moleculares na rotina clinica,
muitas pacientes com mesmo diagndstico e progndstico clinico podem
apresentar resultados muito diferentes tanto em nivel de resposta a
tratamento, como recidiva e surgimento de metastase. Isso ocorre, porque a
classificacao atual baseada nos marcadores utilizados € limitada e classifica
pacientes com doengas molecularmente heterogéneas em uma unica
entidade (NAKHLIS e MORROW 2003), levando pacientes com perfis
moleculares distintos terem a mesma classificacdo por falta de outros

indicadores (SORLIE et al. 2001; SOTIRIOU et al. 2003). Assim, uma das



areas mais importantes na pesquisa contra o0 cancer de mama é a
identificacao de novos marcadores moleculares tumorais que possibilitem o
desenvolvimento de métodos diagndsticos para detecgdo precoce,
prognésticos mais precisos e também para tratamentos mais individuais,

especificos e eficientes.

1.1 METASTASE E CANCER DE MAMA

A metastase é a principal causa de morte em cancer de mama.
Alguns estudos sugerem que ocorre uma sele¢cdo clonal das células
tumorais e a célula que adquire capacidade invasora é responsavel pelo
estabelecimento do processo metastatico (FIDLER e HARTE 1982). O
processo metastatico é dividido basicamente em 4 etapas (FIDLER 2003).
No primeiro passo denominado invasdo as células epiteliais neoplasicas
perdem a adesdo célula-célula e ganham motilidade o que permite que
invadam tecidos adjacentes. Durante o segundo passo, intravasdo, as
células tumorais penetram através do endotélio sanguineo ou vasos
linfaticos entrando na circulagéo sistémica. Apenas algumas células tumorais
circulantes sdo capazes de sobreviver a passagem através da circulagao.
Algumas destas sobreviventes se dirigem para completarem o proximo
passo, extravasdo, quando elas extravasam através do endotélio capilar.
Finalmente, em um novo ambiente, um pequeno grupo de células
metastizantes obtém sucesso na proliferagcdo e crescimento, concluindo a

micrometastase, resultando em tumores malignos secundarios (Figura 3).



| invasao | | intravasao || extravasao |

Fonte: GIMENEZ (2008)
Figura 3 - Esquema em 4 etapas demonstrando como ocorre a metastase.

1.1.1 Vias de sinalizacdo que atuam nos processos de diferenciacao e
invasdo tumoral

Para que ocorra o acometimento linfonodal por células tumorais, a
célula tumoral tem que gerar alteragdes moleculares suficientes para se
tornar apta a concluir as duas primeiras etapas, invasao e intravasao. Para a
conclusdao dessas duas etapas, varias propriedades celulares estao
envolvidas.

Alteragdes nas propriedades de adesdo das células tumorais estao
associadas com progressdo tumoral e formagdo de metastases e
frequentemente, coincidem com a perda da adesao celular mediada por E-
caderina (epithelial cadherin), alteragdo na morfogénese e arquitetura
anormais do tecido epitelial, perda da polaridade celular e inibicdo por
contato, crescimento desregulado e invasédo de tecidos adjacentes
(CHRISTOFORI et al. 1999; HANDSCHUH et al. 1999). O processo
denominado de transicdo epitélio-mesénquima (EMT, epithelial-

mesenchymal transition), que envolve a diminuicdo da expressao das
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moléculas de E-caderina tem sido relatado nas primeiras etapas da invasao
e metastases de células tumorais (BOYER et al. 2000). Esse processo
ocorre normalmente durante o desenvolvimento embrionario, o qual é
caracterizado por uma diminuicdo da fungdo da E-caderina que marca o
surgimento de um programa complexo no qual as células epiteliais adotam
um fendtipo fibroblasto-like e apresentam atividade invasiva, denominado
EMT (CONACCII-SORREL et al. 2002; NELSON e NUSSE 2004). Este
evento é essencial durante os movimentos de gastrulagdo e formagéo da
crista neural no desenvolvimento embrionario (SHOOK e KELLER 2003) e
recentemente tem sido associado com as mudangas moleculares
observadas nas células neoplasicas metastaticas mais agressivas (THIERY
2003).

Esse processo tem sido investigado em varios tipos tumorais,
incluindo cancer de mama (ACKLAND et al. 2003; VINCENT-SALOMON e
THIERY 2003). Acredita-se que a célula epitelial tumoral altere seu processo
de capacidade proliferativa, adquirindo a capacidade de invadir. Além das
alteragdes genéticas que ocorrem nas proprias células do tumor primario,
que resultam na capacidade de invasdo, outros fatores também estio
relacionados a esse processo. Um deles € o microambiente tumoral,
composto principalmente pela matriz extracelular (ECM - Extracellular
matrix) e produzida pelos fibroblastos, tem grande influéncia no crescimento
celular, migracdo, morfologia, proliferagdo e diferenciacdo (NOEL e
FOIDART 1998). Interagdo estroma-epitélio tem um papel importante no

desenvolvimento e progresséo do cancer.
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A B-catenina também esta envolvida nas propriedades de adesao
celular, ancorando a E-caderina ao citoesqueleto de actina (JAWHARI et al.
1999). Esta interagdo é fundamental para que ocorra uma adesao célula-
célula eficiente (HIROHASHi e KANAI 2003). Além disso, participa da via de
sinalizagdo Wnt. O controle da ativacido e desativacido da via de sinalizacao
Wnt é importante durante a embriogénese e para a manutengao do tecido
adulto. Estudos concentram esforgos na compreensao do brago candnico da
via Wnt (PEIFER e POLAKIS 2000), que esta altamente conservado entre as
especies.

Na célula adulta, a B-catenina esta localizada na membrana e
citoplasma. Essa proteina esta envolvida na formacdo de complexos
protéicos responsaveis pela adesao celular, o que impede sua transferéncia
para o nucleo e evita a transcricdo dos seus genes alvos, esse controle é
realizado via fosforilacdo da (-catenina. A fosforilagcdo ocorre nos residuos
de serina e treonina na por¢cdo amino-terminal dessa proteina pelo complexo
formado pela APC e GSK3B (PEIFER e POLAKIS 2000). Essa fosforilagao
resulta na ubiquitinizagcdo da B-catenina levando-a para a degradagao nos
proteossomos (ABERLE et al. 1997). Quando a 3-catenina ndo é fosforilada,
€ transportada para o nucleo onde forma um complexo com a familia de
ligantes de DNA TCF/LEF, que é responsavel pela regulagédo da transcrigao
de diversos genes, tais como o ¢c-MYC (HE et al. 1998) e a ciclina D1
(TETSU e MCCORMICK 1999) e alguns genes envolvidos na transigcéao
epitélio-mesénquima (EMT- epithelial-mesenchymal transition) atuando na

ativagdo da transcricdo de SLUG (CONACCI-SORREL et al. 2003), além da
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estabilizacao da proteina Snail (YOOK et al. 2005), sendo que esses genes
atuam na inibicdo da transcricao de E-caderina.

Alteragdes na regulagao dessa via sdo reconhecidamente importantes
no desenvolvimento de inumeros tumores (MIYOSHI et al. 1998; SPARKS et
al. 1998), uma vez que a B-catenina volta a ativar a transcricdo de genes
que deveriam permanecer silenciados na célula diferenciada. Assim a -
catenina atua nos processos de adesao celular e de transcricdo, ambos
importantes para o desenvolvimento de um érgéo e para a manutengao
celular, portanto, uma desregulagao da B-catenina pode levar a alteragao na
regulacdo da via Wnt e por sua vez levar ao desenvolvimento do cancer
(WALTZER e BIENZ 1999; MOON et al. 2002; HARRIS e PEIFER 2005).

As proteinas Wnts sdo sinalizadoras da ativacdo ou inibicdo da via
Wnt. Quando as células sao expostas a essas proteinas, estas se ligam ao
receptor de superficie celular da familia Frizzled, ativando a via. No processo
de ativagdo, o complexo formado - WNT/FRIZZLED - antagoniza o APC-
Axina bloqueando a fosforilagcdo da [(B-catenina por mecanismos ainda nao
conhecidos, mas que requerem a participacdo das proteinas Dishevelled
(PEIFER e POLAKIS 2000). Este € um processo altamente regulado que
controla diversas funcdes durante o desenvolvimento como a sinalizacéo da
proliferacdo, adesdo, diferenciagdo, morfologia celular e apoptose
(BRENNAN e BROWN 2004). Mutacdes nas proprias WNTs sdo raramente
encontradas como responsaveis pela ativacdo da via durante a
carcinogénese, sendo essa ativacdo mais frequentemente associada com

mutagcdes de APC ou de B-catenina. Esses genes foram associados com a
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promog¢ao da proliferacdo celular, repressdo da diferenciacdo durante a
embriogénese e carcinogénese. Estudos moleculares associaram mutacdes
em diversos genes da via a aproximadamente 90% dos canceres colorretal e
menos frequentemente a outros canceres como o carcinoma hepatocelular
(GILES et al. 2003).

O surgimento do processo EMT é marcado pela diminuigdo da fungao
da E-caderina, as células epiteliais passam a apresentar um fendtipo
fibroblasto-like e apresentam atividade invasiva (BOYER et al. 2000), o que
tem sido recentemente associado as mudancas moleculares observadas nas
células neoplasicas metastaticas mais agressivas (THIERY 2003).

Entre os varios tipos de regulagdo da E-caderina estad a represséao
transcricional causada pelos repressores SIP1 (smad interacting protein 1)
(COMIJN et al. 2001), SNAIL e SLUG (BATLLE et al. 2000; HEMAVATHY et
al. 2000; BOLOS et al. 2003), os quais se ligam as sequéncias E-box de seu
promotor e diminuem sua expressao, afetando a adesio célula-célula e
permitindo a invasdo dos tecidos. Foi demonstrado que o Snail tem um
dominio semelhante ao da B-catenina sendo regulado pela fosforilagdo via
GSK3p. Portanto, a proteina GSK3p (YOOK et al. 2005) é considerada o
ponto de conexao dos dois processos - via de sinalizagdo Wnt e processo
EMT.

PI3K €& também umas das vias fundamentais em algumas
propriedades celulares, como crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia.

Alteracdes no gene PI3K estido freqientemente envolvidas com muitos tipos
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de cancer em humanos, incluido célon, mama, cérebro, estomago e pulmao
(SAMUELS e VELCULESCU 2004).

As proteinas PI3Ks sao heterodimeros compostos por uma
subunidade catalitica p110 e uma subunidade regulatéria p85. As
subunidades cataliticas do gene PI3KCA (gene que codifica a subunidade
p110) sdo compostas por varios dominios modulares: o dominio catalitico
lipidio-quinase, dominio helicoidal, dominio RAS e um dominio terminal NH2
que interage com a subunidade regulatéria.

Um mecanismo que pode induzir a atividade de PI3K,é através da
ativagao de receptores de membrana que se ligam a subunidade regulatéria,
recrutando a subunidade catalitica em complexos subcelulares especificos.
Uma vez recrutada para a membrana, a subunidade catalitica fosforila PIP2
(Phosphatidylinositol bisphosphate) que participa da via de sinalizagao de
PI3K e forma PIP3 (Phosphatidylinositol trisphosphate), que por sua vez
recruta proteinas com dominios de ligagcao fosfolipidicos, para membrana
plasmatica. Em particular, Akt (proteinas fazem parte da familia de
quinases serina/treonina) é recrutada a membrana e quando ativada, se
encaminha para o citoplasma e nucleo onde fosforila seus alvos. Akt tem
varias proteinas como alvo, incluindo mTOR, Bad, caspase 9, GSK33 e
fatores de transcrigdo, que vao regular multiplas fungdes celulares incluindo
proliferagdo, sobrevivéncia e migragao (CANTLEY 2002; VIVANCO e
SAWYERS 2002).

Recentes estudos sugerem que uma ativagdo constitutiva da via

PI3K, pode ocorrer por mutagdo da subunidade p110 do gene PI3KCA.
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Varios estudos mostram que essas mutagdes sdo observadas em 18% a
40% em céncer de mama (KARACAS et al. 2006), sugerindo que mutacdes
em PISKCA podem ativar essas vias.

Outros estudos mostraram a relevancia da mutagcdo de PISKCA em
pacientes com cancer de mama. LI et al. (2005), concluiram que a presenca
de qualquer mutagdo nesse gene é um fator independente de menor
sobrevida. BARBARESCHI et al. (2007) observaram a presenga de mutagao
em 28% dos casos analisados, mas sugerem que a mutacao localizada em
diferentes éxons (éxons 9 e 20) pode levar a diferentes progndsticos.

Estas evidéncias mostram a complexidade da regulagao dessas vias,
destacando a necessidade de um fino controle para manutencdo e
funcionamento da célula no tecido ou 6rgdo onde ela esta inserida. A
caracterizacdo de vias sabidamente envolvidas no processo de
diferenciacao celular, e também invasdao e metastase, como a via de
sinalizacdo WNT, fosfatidilinositol (PI3K) e EMT é de grande importancia
para se entender melhor o processo de transformacao celular e invasado de
tecidos adjacentes. Alteragdes de expressao de genes pertencentes a essas
vias nas células tumorais podem ser de grande importancia na compreensao
do processo de instalagao e progressao tumoral além de apresentar grande

potencial para busca de marcadores moleculares.
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1.2 ANALISE GLOBAL DE EXPRESSAO GENICA E SUA

APLICACAO EM CANCER DE MAMA

Atualmente varias metodologias que permitem avaliagédo de expressao
génica em grande escala, auxiliam na busca de marcadores preditivos e de
prognostico em cancer de mama.

Microarray tem sido muito utilizado para analise global de expressao
génica em cancer (SGROI et al. 1999; VAN'T VEER et al. 2002; SOTIRIOU
et al. 2003; VAN'T VEER et al. 2003; MEIRELES et al. 2004). O método
consiste na hibridizagdo de milhares de genes imobilizados em uma lamina
de vidro ou membrana de nylon, por amostras fluorescentes ou radioativas
de cDNA, preparadas a partir de RNA de células, tecidos ou outras fontes
biologicas. Essas moléculas reagem com suas sequéncias complementares
ordenadas na lamina de vidro ou membrana, que emitem sinais de
diferentes intensidade a partir de cada spot (varias moléculas de cDNA de
mesma sequéncia arranjadas na lamina). A intensidade da fluorescéncia ou
radiacao emitida por cada spot sera, entdo, proporcional ao numero de
moléculas hibridizadas que por sua vez € proporcinal a expressao do gene
que corresponde aquela determinada sequéncia.

Para se ter uma analise mais fidedigna das células de interesse em
experimentos de microarray € importante que se utilize amostras
homogéneas, entretanto em amostras tumorais geralmente se encontram
varios tipos celulares, pois existem células do sistema imunoldgico infiltrando

o tumor, células estromais, como as células endoteliais dos vasos linfaticos e
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sanguineos, e isso pode naturalmente interferir no perfil de expressao
génica. No caso de amostras tumorais de mama, devido a natureza da lesao
onde se encontram células ndo tumorais, € importante que se obtenha RNA
de populagdes celulares homogéneas resultando em uma correlagdo mais
fidedigna da célula tumoral e seu padrdao de expressdao génica. A
microdissecgao a laser (LCM- laser capture microdissection) € uma
metodologia capaz de aumentar a sensibilidade desses estudos
moleculares, uma vez que possibilita a captura de uma populacido celular
homogénea do tumor. Uma problematica em relacdo a esta técnica é a
obtencdo de RNA em pouca quantidade, devido ao pequeno numero de
células capturadas. Portanto, para obtencdo de RNA de alta qualidade,
cuidados extremos durante a captura, extracao do RNA e também durante a
metodologia de amplificagcdo do RNA mensageiro (mMRNA) sdo necessarios,
uma vez que pode ocorrer degradagcdo do RNA durante os processos
(BRENTANI et al. 2005). Procedimentos de amplificacdo de mRNA sé&o
requeridos, pois sdo capazes de gerar quantidades suficientes para garantir
a reprodutibilidade e qualidade dos experimentos (WANG et al. 2000;
GOMES et. al. 2003). Em sintese os métodos de amplificagdo sao baseados
na producao de cDNA dupla fita a partir de RNA total usando para sintese de
primeira fita oligonucleotideos que trazem a sequéncia do promotor da RNA
polimerase do fago T7 e ancoram na cauda poli-A do RNAm. O cDNA dupla
fita, produzido, € entdo submetido a transcricdo in vitro e permite a
producdo de RNA anti-senso. Comparacdes do RNA anti-senso amplificado

(aRNA) com RNA totais sao realizados e mostram que o RNA total pode ser
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substituido por RNA anti-senso amplificado apresentado aceitavel
reprodutibilidade e alta fidelidade dos dados (WANG et al. 2000; GOMES et.
al. 2003).

A técnica de microarray tem sido amplamente utilizada na
comparagao do perfil de expressdo génica em cancer e tem auxiliado na
melhor caracterizacdo molecular de varias neoplasias e a partir de
correlagcdes com informacgdes clinicas esta sendo utilizada também para
subclassificar tumores que apresentam caracteristica clinicas distintas
quanto a progressao da doencga (SORLIE et a I. 2001; VAN'T VEER et al.
2002; SOTIRIOU et al. 2003; NISHIDATE et al. 2004) ,diferentes niveis de
resposta a quimioterapicos (PEROU et al. 2000) e genes envolvidos na
progressao da doenca (VAN'T VEER et al. 2002; FENG et al. 2007).

PEROU et al. (2000), SORLIE et al. (2001) e SOTIRIOU et al. (2003),
mostraram através da andlise de expressao génica por microarray em
cancer de mama que o status hormonal é o fator mais importante na
diferenca de expressdao entre as amostras analisadas, resaltando a
importancia de se conhecer melhor a diferenca entre os subtipos de tumor.

A busca de genes preditivos de metastase atravé do microarray vem
sendo muito empregada, VAN'T VEER et al. (2002) classificou 70 genes
associados a um maior risco de métastase a distancia em pacientes jovens
(abaixo de 55 anos) com cancer de mama e sem comprometimento de
linfonodo que tiveram evolugdes distintas (pacientes que apresentaram

metastase e pacientes que ndo apresentaram). O argumento para esse
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estudo, € que pacientes com diagndsticos semelhentes terdo diferentes
evolucdes da doenca e tratamentos mais especificos sdo necessarios.

WANG et al. (2005), compararam o perfil de expressado génica atraves
de microarray de amostras de 286 pacientes com cancer de mama sem
comprometimento linfonodal, sem distincdo de idade, status hormonal e
tamanho do tumor e com diferentes evolugdes da deoenga, sendo que
nenhuma paciente recebeu tratamento adjuvante. O estudo identificou 76
genes preditores de metastase em 5 anos, que pode ser aplicado
independente das caracteristicas clinico-patolégicas das pacientes (idade,
status hormonal, tamanho do tumor e grau).

FENG et al. (2007) utilizando uma plataforma contendo 21.329 genes
humanos, compararam 26 tumores primarios de pacientes com carcinoma
ductal invasivo de mama com seus respectivos linfonodos comprometidos.
Eles identificaram 79 genes diferencialmente expressos entre o tumor
primario e os linfonodos comprometidos, além disso esses genes também
foram capazes de classificar tumores primarios em dois grupos com
diferentes progndsticos, grupo de alto risco e grupo de alto risco. Pacientes
do grupo de alto risco apresentaram 4,65 vezes mais chances de
desenvolver metastase a distancia dentro de 43 meses, quando comparado

ao grupo de baixo risco.
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2 JUSTIFICATIVA PARA O ESTUDO E DELINEAMENTO

EXPERIMENTAL ADOTADO

Dentre os fatores prognosticos, o acometimento linfonodal € o mais
relevante. Mulheres que apresentam invasdo linfonodal sdo submetidas a
terapias adjuvantes mais agressivas, aumentando a sobrevida das
pacientes. Nesse sentido um problema ocorre com mulheres que
apresentam um bom progndstico por nao apresentarem linfonodo
comprometido e muitas vezes deixam de receber tratamento adjuvante e
acabam por apresentar progressao da doenca e metastase. Foi baseado
nessa problematica que o objetivo desse estudo foi delineado. A
identificacao prévia dos casos com maior potencial de progressao da doenca
e metastase seria de grande importancia, pois essas mulheres poderiam se
beneficiar de terapias adjuvantes mais severas e conseqlientemente terem
maiores chances de cura da doenga.

Assim o objetivo desse estudo é identificar marcadores moleculares
de predigao de metastase através de microarray utilizando uma lamina com
genes pertencentes a vias sabidamente envolvidas no processo de invasao
e metastase (EMT, PI3K e Wnt).

Inicialmente esse projeto foi delineado, utilizando-se como amostras,
carcinoma ductal de mama de pacientes com bom progndstico, isto é,
pacientes sem acometimendo linfonodal, que ndao apresentaram metastase

por pelo menos 10 anos e pacientes que apresentaram metastase. Estudos
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para identificar estes tipos de marcadores moleculares preditivos sao dificeis
de serem delineados e requerem um banco de tumores com um grande
numero de amostras e longo seguimento clinico. Essa dificuldade esta
presente principalmente na selecdo de amostras para o grupo de pacientes
com linfonodo negativo e que apresentaram metastase. Apesar da nossa
instituicdo ja manter um banco de tumores de amostras congeladas ha
quase 10 anos, nao foi possivel encontrar um numero razoavel de amostras
com essas caracteristicas, para um bom delineamento experimental. Assim,
para esse projeto, a unica fonte de amostra seria o arquivo de amostras
emblocadas em parafina fixadas em formol (FFPET).

Nosso grupo com objetivo de usar esse tipo de amostra para estudos
de expressao vinha trabalhando para o estabelecimento da metodologia de
extracdo e amplificacdo de RNA de amostras FFPET. Varios protocolos de
extracdo de RNA total foram testados e varias adaptacdes no protocolo de
amplificacdo como insercdo de controles para avaliagao do RNA amplificado
(aRNA) foram realizadas para que gerasse resultados confiaveis de
expressdo génica através de microarray. Assim varias adaptagdes e
controles foram estabelecidos durante o procedimento de amplificagdo do
RNA, que resultaram em experimentos de microarray com qualidade
satisfatoria (SARAIVA et al. 2006). Esses resultados obtidos com amostras
FFPET de 2000 a 2004 nos encorajaram a propor esse projeto. Dessa forma
a proposta inicial era a comparagao de expressao génica, de amostra
FFPET de carcinoma ductal de mama sem comprometimento linfonodal,

divididas em dois grupos: pacientes que nao apresentaram metastase em 10
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anos e pacientes que apresentaram metastase. Para tal foram verificados
em um banco de dados do Hospital A C. Camargo, 1.092 casos de cancer
de mama entre os anos de 1990 a 2002. Inicialmente foram selecionados
313 casos (116 casos que apresentaram metastase e 197 casos que néo
apresentaram metastase em 10 anos). Apds uma minuciosa revisdo dos
dados coletados, foram selecionados 30 casos para esse estudo, que foram
separados em dois grupos (10 casos que apresentaram metastase e 20
casos que nao apresentaram metastase em 10 anos) sendo todos pré-
menopausa e que receberam apenas tratamento de quimioterapia e/ou
radioterapia pos-cirurgia, excluindo as pacientes que receberam
hormonioterapia (para evitar influéncias dos diferentes tratamentos sobre a
evolugao da doenga).

Com o intuito de realizar os experimentos com uma populacao celular
mais homogénea possivel, essas amostras foram microdissecadas a laser.
Para uma melhor recuperacdo e amplificagdo do RNA, foi utilizado o kit
Paradise™ Reagente System (Arcturus), especifico para amostras FFPET
microdissecadas a laser. No entanto, a utilizagcdo desse kit ndo apresentou
resultados satisfatérios quando empregado em amostras desse arquivo.

Dessa forma, novas tentativas com essas mesmas amostras foram
realizadas utilizando-se protocolo estabelecido pelo grupo, no qual é
realizada uma microdissec¢gdo manual (MM) possibilitando a extragdo de
uma quantidade maior de RNA. Apods a introducédo dessas modificacdes, nao
houve melhora nos resultados, isso nos levou a concluir que a condicao de

armazenamento dessas amostras FFPET do Hospital A. C. Camargo, nao
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deve ter sido adequada o suficiente para recuperagcdo de RNA total de
qualidade para este tipo de estudo, uma vez que essas amostras sdo mais
antigas quando comparadas com as amostras utilizadas no nosso estudo
anterior (SARAIVA et al. 2006).

Partindo das amostras congeladas de carcinoma ductal de mama
disponiveis no banco de tumores, foi proposto um novo delineamento
experimental na busca de genes candidatos preditivos de metastase
linfonodal, utilizando para esta proposta, amostras de tumor primario de
carcinoma ductal invasivo de pacientes sem comprometimento de linfonodo
e com seguimento minimo de 3 anos (grupo 1) e de pacientes com linfonodo
comprometido (grupo 2). Foram selecionadas 47 amostras de carcinoma
ductal de mama (22 sem comprometimento de linfonodo livre de metastase
em 3 anos e 25 com comprometimento de linfonodo). Na busca de genes
envolvidos com invasédo e metastase, foi utilizada uma lamina com genes de
vias sabidamente envolvidas nesses processos (PI3K, EMT e Wnt) e através
da analise desses dois grupos, buscamos diferengas no perfil de expressao
desses genes de interesse.

Assim, mediante os acontecimentos os resultados desse estudo foram
divididos em duas partes: experimentos utilizando-se amostras FFPET,
detalhando todos os resultados e problemas encontrados e resultados dos

experimentos utilizando-se amostras congeladas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar genes candidatos a marcadores moleculares associados a

progressao e metastase em carcinoma ductal de mama.

3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

o Selecionar as amostras tumorais de mama a partir de revisao dos

prontuarios clinicos;

o Microdissecg¢ao das amostras tumorais;

o Extracdo e amplificacdo do RNA;

o Experimentos de microarray;

o Analises Matematicas e Estatisticas para identificacdo de diferenca no

padrao de expressao entre os dois grupos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DAS AMOSTRAS

Foram selecionadas 30 amostras FFPET de carcinoma ductal de
mama (10 casos que apresentaram metastase e 20 casos que né&o
apresentaram metastase em 10 anos) do arquivo de parafina do Hospital do
A. C. Camargo e 47 amostras congeladas de carcinoma ductal de mama (22
sem comprometimento de linfonodo e sem recidiva em 3 anos e 25 com
comprometimento de linfonodo) do banco de tumores do Hospital do A. C.

Camargo.

4.2 MICRODISSECCAO DAS AMOSTRAS

4.2.1 Procedimento geral para Microdisseccéo a Laser (LCM)

A Preparagcéo das amostras parafinadas para LCM
o Banho com xilol 2 minutos;

. Banho com xilol 2 minutos;

o Banho com etanol 100% 2 minutos;

o Banho com etanol 95% 1 minuto;

° Banho com etanol 75% 1 minuto;

o Banho com agua DEPC 30 segundos;

o Coloragao com azul de toluidina; (0,5g em 100mL de alcool 50%)
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o Banho com etanol 75% 30 segundos;

o Banho com etanol 95% 30 segundos;

. Banho com etanol 100% 1 minuto;

o Xilol 5 minutos.

B Preparacdo das amostras congeladas para LCM
o Banho de etanol 70% 30 segundos;

o Banho com agua DEPC 30 segundos;
o Coloracado com HE;

o Banho com agua DEPC 30 segundos;

o Banho com etanol 75% 30 segundos;
o Banho com etanol 95% 30 segundos;
° Banho com etanol 100% 30 segundos;
o Banho com xilol 5 minutos

C Microdisseccéao a laser (LCM)

Dez laminas para cada amostra (corte de 5um) foram preparadas
para a LCM e rapidamente armazenadas no gelo seco ou diretamente a -
80°C, para que n&o ocorresse degradacdo do RNA. O sistema para
microdissecgao a laser consiste basicamente de um microscépio invertido ao
qual é acoplada uma fonte de raio laser infravermelho de baixa poténcia e
uma camera ligada a um monitor e um computador (Pixcell Laser Capture
Microdissection System- Arcturus Systems for Microgenomics). A lamina

com o corte histolégico é fixada ao charriot por um mecanismo de sucgao a
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vacuo. O feixe de raio laser incide sobre um cap revestido por um filme
termoplastico. O cap fica posicionado entre o feixe de laser e o corte
histolégico. Com o disparo do feixe de laser, o filme termoplastico expande,
se funde e adere a célula escolhida. Quando o pulso cessa, o filme retrai
levando consigo a célula aderida a sua superficie. Desta forma, repete-se a
operacao tantas vezes quantas forem necessarias. O tempo maximo de
captura das células é de aproximadamente 15 minutos por Iamina, a fim de
se preservar o RNA total o maximo possivel. O procedimento de captura das
células foi realizado pela Dra. Renata Coudry do Departamento de Anatomia
Patolégica dessa instituicdo. Para as amostras FFPET foram em média
10.000 disparos e para as amostras congeladas 1.000 disparos, para

diminuir o tempo da microdissec¢ao e preservar melhor o RNA.

4.2.2 Microdissec¢do Manual (MM)
A Preparacdo das amostras parafinadas para a microdisseccao
manual (MM)

Para cada amostra FFPET foram realizados 4 cortes com 5um cada e
uma microdissecgao com bisturi foi feita quando o tumor estava presente em
menos de 70% da amostra. Os cortes foram colocados nas laminas e com
auxilio de uma lamina corada com hematoxilina-eosina (HE), a area tumoral
foi separada com bisturi e colocada em tubo de 2ml. Esses cortes foram
desparafinizados com 1ml de xilol e em seguida acrescentado um tampao

com Proteinase K por 18 horas.
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4.3 EXTRACAO DE RNA TOTAL DAS AMOSTRAS

4.3.1 Extracdo de RNA total de Amostras Parafinadas (LCM)

Ao final da operagdo de LCM, retirou-se o cap com as células de
interesse aderidas e seguiu-se com o procedimento de extragdo do RNA
total, conforme recomendado pelo fabricante Paradise™ Reagente System

(Arcturus).

4.3.2 Extracdo de RNA total de amostras congeladas (LCM)
Para as amostras congeladas o procedimento de extragdo foi
realizado através do kit PicoPure RNA Isolation Kit —(Arcturus) conforme

recomendac¢des do fabricante.

4.3.3 Extracdo de RNA total de amostras parafinadas (MM)
Para amostras parafinadas que sofreram MM o RNA total foi extraido
utiizando-se  Rneasy Mini Kit- QIAGEN conforme recomendag¢des do

fabricante.

4.4 AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO RNA TOTAL

4.4.1 Avaliacdo por RT-PCR dos genes NOTCH2 e GAPDH
Na auséncia de equipamentos para avaliar a integridade do RNA a
partir de poucas nanogramas de amostra, essa avaliagao foi realizada

através de sintese de fita dupla de cDNA seguida de uma reagao de PCR
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para o gene NOTCH2 que possui 11.413 pb. Os produtos foram analisados
em gel de poliacrilamida 8 %, corados por nitrato de prata (SANGUINETTI et
al. 1994). A reacédo de PCR do gene NOTCH2 consiste na utilizagdo de um
par de primer, localizado a 6.336 pb da regido 3" que amplifica um fragmento
de 231 pb. Outro controle utilizado, foi a PCR do gene GAPDH, que possui
1.283pb, e o par de primers se anela a 463 pb da extremidade 3’ e amplifica
um fragmento de 292 pb.

A extensao dos fragmentos de tamanho esperado reflete a integridade
do RNA total e a eficiéncia da sintese do cDNA. A extensao de fragmento do
gene NOTCH2 e GAPDH reflete indiretamente a integridade do RNA total e
a qualidade do cDNA. A extensao do fragmento NOTCH2, reflete um cDNA
de qualidade extremamente alta e a do fragmento do GAPDH é considerado

condigdo necessaria para seguimento dos experimentos.

Primers
NOTCH2-2F - GGTGAACAAGAACAGGAG

NOTCH2-2R — GATGACAACAGCAACAGC

GAPDH-F- CTGCACCACCAAGTGCTTA

GAPDH-R-CATGACGGCAGGTCAGGTC

4.4.2 Avaliacao pelo 2100 Bioanalyzer (Agilent)
Esse aparelho permite a analise de integridade de quantidade infima

de RNA total (RNA 6000 Pico Chip- sensibilidade 0.2 - 5ng de RNA total) e
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gera um numero de integridade do RNA (RIN, RNA Integrity Number). Esta
ferramenta é baseada em uma rede neuronal que determina o numero RIN.
O algoritmo permite a classificagdo do RNA total em um sistema de
numeragao de 1 a 10, com 1 sendo o perfil mais degradado e 10 o mais

intacto e se baseia no padrao das bandas 18S e 28S do RNA.

4.5 AMPLIFICACAO DO RNA MENSAGEIRO (MRNA)

4.5.1 Amplificacdo do RNA Mensageiro de amostras FFPET
Microdissecadas a laser (LCM)
Os mRNAs foram amplificados em dois rounds com a utlizagdo do Kit

Paradise™ Reagente System (Arcturus).

4.5.2 Amplificagdo do mRNA de amostras FFPET Microdissecadas
Manualmente e da amostra Referéncia (linhagem HB4A)

A metodologia de amplificagéo utilizada no experimento € baseada no
protocolo descrito por GOMES et al. (2003) com algumas modificagdes para
amostras FFPET estabelecido em nosso grupo (SARAIVA et. al. 2006). O
método de amplificacdo consiste na reagcdo de sintese de primeira fita de
cDNA utilizando RNA total e Oligo dT(24)-T7 primer (5AAA CGA CGG CCA
GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG CGC T(24)3)[57-mer]
(relacdo de RNA total e primer de 1:0,1 para amostras FFPET e relagédo de
1:1 para linhagem HB4), em um volume total de 7,0ul. Esse primer carrega o

promotor do fago T7 bacteriano, que sera utilizado para a transcrigao in vitro.
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O RNA total com o primer Oligo dT(24)-T7 foi desnaturado a 70°C por
15 minutos e esfriado em gelo e entdo adicionaram-se 4,0ul do tampéao
primeira fita 5X (Invitrogen), 1,0ul RNaselN (Promega), 2,0ul dNTP 10mM
(Pharmacia), 2,0ul DTT 0,1M (Invitrogen), 2,0ul de agua DEPC e 2,0ul
Superscript Il (Invitrogen). A sintese do cDNA foi completada apdés 2h a
42°C.

A segunda fita do cDNA foi feita pela adigdo de 53,0ul agua DEPC,
20,0ul de second strand (Invitrogen), 1,0ul ANTP 10mM (Pharmacia), 1,0ul
RNase H (Invitrogen), 1,0ul de E. coli DNA ligase 10U/ul (Invitrogen), 4,0ul
E. coli DNA polimerasel 10U/ul (Invitrogen), a reacao foi incubada por duas
horas a 16°C, ao fim desse periodo foi adicionado 2,0ul de T4 DNA
polimerase | 50U/ul (Invitrogen) e novamente incubado a 16°C por 5
minutos. A reagéo foi finalizada pela adi¢do de 10,0ul de 0,5M EDTA.

A purificacao do cDNA dupla fita foi feita pela adicdo de 1000,0 ul de
fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) pH 8,0. Essa mistura foi
centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos / TA. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo contendo 100,0 ul de cloroférmio e a mistura foi
centrifugada por mais 5 min a 14000 rpm / TA. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo para precipitacdo do cDNA.

O cDNA foi precipitado pela adicao de 3,0X o volume recuperado da
fase aquosa (V) de etanol 100% (MERCK) a -20°C, 40ul de acetato de
amoénio 7,5M e 2,0ul de acrilamida 200 ng/pl (Ambion, Inc. — Applied

Biosystems), incubacédo por 30 min a -80°C e centrifugagcdo a 14000 rpm
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durante 30 min / 4°C. O precipitado foi lavado 3 vezes com etanol 70% e
ressuspendido em 10,0 ul de H,O-DEPC.

Para a transcri¢ao in vitro, o ds-cDNA (cDNA dupla fita) foi utilizado o
RiboMAX™ Large Scale RNA Production Systems — T7 - Promega. O cDNA
dupla fita foi ressuspendido em 11,0ul de agua DEPC, sendo 1,0ul utilizado
para avaliacdo da integridade do RNA por PCR do gene NOTCH2 e
GAPDH, e os 10,0ul restantes acrescidos de 7,5ul rNTP 25mM, 5,0ul
tampao de reacgao 5X, 2,5ul da solugéo de misturas de enzimas (RNase IN e
fago T7 polimerase - Promega) e incubado a 37°C por 6h. A purificagdo do a
RNA foi feita pelo método de Trizol conforme indicagbdes do fabricante
(Invitrogen) e precipitado com isopropanol (volume/volume), acetato de sddio
(3M) e 0,5ul de glicogénio (20mg/ml).

Para o segundo ciclo de amplificagdo, ressuspendeu-se o aRNA em
6,0ul de agua DEPC, utilizou-se 3,0ul de primer dN6 a 3ug/ul e foi incubado
a 70°C/5min, depois foram acrescido de 4,0ul de tamp&o primeira fita 5X
(Invitrogen), 2,0ul DTT 0,1M (Invitrogen), 1,0ul RNaseIlN (Promega), 2,0ul
dNTP 10mM (Pharmacia) e 2,0ul Superscript Il (Invitrogen). A sintese do
cDNA foi completada apds 2h a 42°C. A segunda fita do cDNA foi feita pela
adicao de 4,0ul Oligo dT(24)-T7 primer (0,1ug/ul), 61,3ul 4gua DEPC, 10,0ul
tampao Advantage PCR (Clontech) , 2,0ul dNTP 10mM (Pharmacia), 0,7l
RNase H (Invitrogen) e 2,0ul Advantage Polimerase (Clontech) seguindo os
seguintes ciclos de incubagbes: 37°C/10min para digestdo do RNA,;
94°C/3min para denaturacédo; 65°C/5min para a ligacdo dos primers e

75°C/30min para extensdo. A parada da reagéo e a degradacgao ribossémica



33

foi realizada pela adicdo de 6,5ul de NaOH 1N/EDTA pH 8,0 por 15 min a
70°C.

A partir desse ponto repetiu-se exatamente os passos do primeiro
ciclo de amplificagao, resultando no aRNA segundo round. A concentragao
do RNA amplificado foi verificada em espectrofotbmetro utilizando o
comprimento de onda equivalente a 260nm (10D a 260nm equivale a
40ng/ul de RNA) e a pureza através da relagao entre as leituras OD 260 e

280.

4.5.3 Amplificagdo do RNA mensageiro de amostras congeladas
(LCM).

Os mRNAs foram amplificados em dois rounds com a utlizagdo do Kit
RiboAmp (Arcturus) segundo recomendacdes do fabricante. A concentragéo
do RNA amplificado foi verificada utilizando-se o aparelho NanoDrop (ND-

1000 Spectrophotometer).

4.6 AVALIACAO DA QUALIDADE DO RNA AMPLIFICADO

(ARNA)

4.6.1 Avaliacdo da Qualidade do RNA Amplificado das Amostras
FFPET

Os produtos dos RNAs amplificados foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1%, corados com brometo de etidio na presenca de

marcador de peso molecular. O critério de avaliacdo dos produtos
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amplificados utilizados no laboratério € uma maior concentragao de produto

amplificado maior que 200pb.

4.6.2 Avaliacdo da Qualidade do RNA Amplificado das Amostras
Congeladas

Os produtos dos RNAs amplificados foram analisados no Bioanalyzer
2100 (Agilent). O critério de avaliagdo dos produtos amplificados utilizados
no laboratério € uma maior concentragao de produto amplificado maior que

200pb.

4.7 MARCACAO

Para a marcacéo foi utilizado 6ug de aRNA, e adicionado um controle
(1,2 yL de Q-gene) na reagdo de hibridizagdo que hibridiza com um spot
especifico presente na plataforma. Em seguida, foi realizada a sintese do
cDNA adicionando 3,0ul de primer dN6 a 3ug/ul ao aRNA, a reacgéo foi
submetida a temperatura de 70 °C por 5 minutos. Em seguida adicionou-se
quantidade igual (0,6uL dNTP) de adenina, timina e guanina (25mM cada) e
citosina (10mM). Foi acrescentado na reagdo 2uL de Cy3 ou de Cy5
(25mM), que consiste numa solugéo de citosinas ligadas a um fluoréforo,
6,0ul de tampéao primeira fita 5X, 0,5ul RNaselN (Promega) e 2,0uL da
enzima Super Script Reverse Transcriptase. A reacao permaneceu a 42°C

por duas horas. Para a degradacdo do aRNA foi acrescentado 1,5uL de
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EDTA 0,5M e 1,5uL de NaOH 1M, e a reacao foi submetida a 70°C por 20
minutos e finalmente neutralizada com uL de HCI 1M.

Para a eliminacao de nao-incorporados e residuos de reagao, passa-
se a solucdo numa coluna de purificacdo, denominada AutoSeq G50
(Armeshan Pharmacia), conforme recomendagdes do fabricante. Apods
purificacdo a amostra e sua referéncia sao misturadas e acrescidas de poliA
DNA (4ug - Armeshan Pharmacia), Cot 1 (4ug) e BSA ( 20 uyg — BSA fragéo
5 - Sigma ). Ajuste do volume para 12,35 uL e em seguida, adiciona-se os
reagentes na concentragao final de: tampao de hibridizagao 1X (previamente
aquecido a 70 °C), formamida 25%, Denhardt’'s 5X e 10ug de DNA de
esperma de salmao para um volume final de reacao de 95 pL. A solucéo
final € aquecida a 95 °C por 5 minutos para total desnaturacdo das fitas e
aplicadas na estacdo de hibridizagdo, cujas laminas sao previamente
hibridizadas a 42 °C (de 6-16h) em tampao SSC 5X, SDS 0,2%, BSA 1%,
solugdo de Denhardt’s 5X (filtrada em membrana de poro 0,22 ou 0,45 pm) e
lavadas em agua destilada, sendo entdo montada na estagdo GeneTac 2000
(Genomic Solutions).

Cada amostra teste e referéncia foram marcadas em duplicata,
utilizando o sistema inverso de incorporacdo dos corantes (Dye swap) com
os fluoréforos Cy3 e Cy5. Essas amostras sdo misturadas e hibridizadas em

duplicata.
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4.8 HIBRIDIZACAO, LAVAGEM E CAPTURA DE IMAGEM

O processo de hibridizagao é realizado a 42 °C por no minimo 16 h e
no maximo 22h. Apés hibridizagdo, as laminas passam por um processo de
lavagem, no qual os tampdes de lavagem séo pré-aquecidos a 42° C. As
laminas sao lavadas nas seguintes condi¢des: uma vez em solugdo SSC 2X,
duas vezes em solucdo de SSC 0,1% e SDS 1X e duas vezes em solucio
de SSC 0,1%, todos os passos séo realizados sob agitagado por 10 minutos,
sendo as laminas centrifugas em tubo Falcon 50uL a 1.000rpm por 2
minutos para secagem.

As laminas sdo submetidas a uma varredura por laser utilizando
scanner a laser confocal ScanArray Express (Perkin Elmer Life Sciences,
Inc., EUA) sendo que as moléculas de Cy3 e Cy5 quando estimuladas pelo
laser, emitem fluorescéncia em tamanhos de ondas especificos capazes de
serem detectadas pelo scanner. Para as amostras testes foi utilizado PMT
de 60% e para a amostra referéncia PMT de 50%.

Os sinais gerados pela hibridizagdo competitiva entre moléculas das
amostras marcadas com os Cy3 e Cy5, sdo entdo capturados e
quantificados. Este programa permite a localizagdo automatica dos pontos
de cDNA hibridizados na lamina baseando-se em marcadores de posicao,
necessitando checagem e ajuste manual. O programa realiza o calculo da
intensidade de cada ponto de hibridizagcdo para cada uma das amostras.

Todas as tabelas geradas apdés a quantificagdo dos dados foram

submetidas ao Laboratorio de Biologia Computacional do Hospital A. C.
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Camargo coordenado pela Dra. Helena Brentani para analises de qualidade.
Para cada amostra foi possivel obter informagdes sobre as correlagdes entre

as replicas.

49 PLATAFORMAS DE CDNA MICROARRAY

4.9.1 Plataforma 4.8K

A lamina contém 4.800 (4.8K) sequéncias imobilizadas sendo que
4.608 correspondem a clones de ORESTES que representam genes
humanos (BRENTANI et al. 2005). Essa plataforma foi utilizada apenas para
os testes inicias de hibridizacdo das amostras FFPET, pois nesse periodo a

construcéo da plataforma 2.3K (lamina vias) estava sendo finalizada.

4.9.2 Plataforma 2.3K de vias metabdlicas

A plataforma customizada 2.3K contém 1808 fragmentos de cDNA
correspondentes a genes humanos (Projeto FAPESP 06-00054). Os genes
pertencentes a via de sinalizagdo Wnt e PI3K foram selecionados do banco
de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes-KEGG. Os genes
pertencentes ao processo EMT foram selecionados através de literatura e
em outros estudos em desenvolvimento no nosso grupo. Do total de 1808
genes, 349 correspondem a genes selecionados que representam as vias de
sinalizagao de interesse e que foram avaliados nesse estudo. Desses 349,
174 representam genes da via de sinalizagdo Wnt, 97 da via PI3K, 78 do

processo EMT (Tabela em Anexo 2) e mais 8 genes de expresséo
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constitutiva. Outros genes das vias do acido retindico, diferenciagao
neuronal e outros cDNA correspondente a genes humanos oriundos de
outros projetos do nosso grupo e colaboragbes, também foram
representados nessa lamina, somando aproximadamente 1808 sequéncias
de cDNA, além de 48 controles positivos e 384 controles negativos. Os
fragmentos foram organizados em grupos de 48 subarrays, dispostos em 4
colunas com 12 fileiras cada um, e cada subarray com 49 spots, dispostos

em 7 colunas com 7 fileiras cada um.

4.10 NORMALIZACAO DOS DADOS

A fim de se ajustar variagbes sistematicas lineares e nao-lineares,
ambas do tipo intensidade-dependentes, principalmente para elementos de
baixa intensidade, foi empregado o método de regresséo linear localmente
ponderada LOWESS - Locally Weighted Scatter-plot Smoothing
(QUACKENBUSH 2001). Seguindo a abordagem de comparagédo indireta,
empregamos uma referéncia comum (RNA amplificado de linhagens de
mama HB4A). Desta forma, para cada gene foi determinada a raz&o de
expressdo, em log2, entre as intensidades da amostra e referéncia
(CHURCHILL 2002; QUACKENBUSH 2002; YANG e SPEED 2002)

realizado pelo grupo da Dra. Helena Brentani.
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4.11 ANALISES DOS DADOS

As andlises matematicas e estatisticas foram realizadas pelo grupo do
Dr. Eduardo Jorddo, IME-USP. Resumidamente, foi empregada uma
linguagem computacional e grafica R (IHAKA e GENTLEMAN 1996) do
Contributed R Archive Network - CRAN (2007), que promove analises
estatisticas e graficas, incluindo modelos lineares e nao-lineares, clusters,
predicbes, analises resampling survival e time-series. Além disso, foram
aplicadas ferramentas do projeto bioconductor (http://www.bioconductor.org)
que permitem analise de dados de gendmica e de expressdo génica

(QUACKENBUSH 2001; BALL et al. 2003; DUDOIT et al. 2003).

4.11.1 Dendograma (método de ligacdo completa e métrica de
correlacéo)

O dendograma foi construido utilizando-se método de ligagcéo
completa e métrica de correlagao, para isso foi medida a distancia entre as
amostras definida entre o par de genes mais distante, um par de cada

amostra (controle e swap).

D(r,s) = Max { d(i,j) : onde o gene i esta no cluster r e 0 gene j no cluster s }

A distancia entre todos os possiveis pares de genes (i) foi

computada, onde o gene i esta no cluster r e o gene j esta no cluster s e o

valor maximo dessa distancia foi a distdncia entre esses dois clusters. Ou
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seja a distancia entre dois clusters, r e s, foi dada pela maior distancia entre
0s genes i e | pertencentes a cada um deles respectivamente. (Figura 4)
(XLMINER 2007). Nesse projeto, para uma lamina ser considerada de boa

qualidade, essa correlacao foi igual ou superior a 80% apds a normalizagao.

Cluster B

L L .. Cluster A

Fonte: XLMINER (2007)
Figura 4 - Esquema demonstrando como € medida a disténcia entre os
pares de genes na métrica de correlagao.
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4.11.2 Genes diferencialmente expressos
Para se determinar a significAncia da diferenca de expressao foi
aplicado o teste paramétrico de T-student para todos os genes do conjunto

de dados.

4.11.3 Método de clusterizacdo SOM (self-organization map).

Para se verificar a similaridade entre os dois grupos de amostras, foi
construido um cluster pelo método SOM, € um método de visualizacdo de
dados multidimensionais. O objetivo é diminuir a dimensado dos dados,
tipicamente para uma ou duas dimensodes, de modo que a representaciao de
baixa dimensao seja coerente com o espago multidimensional.

O método funciona da seguinte forma: uma topologia é definida para
grade, que pode ser retangular ou hexagonal e o numero de dimensdes em
X € y que irdo determinar o numero de nés da mesma. A cada ponto dessa
malha escolhe-se aleatoriamente um vetor de dados. Em seguida, repete-se
esse processo para os outros pontos de modo que, por competicdo, os
dados mais similares, medidos de acordo com uma métrica pré-selecionada,
vao se deslocando e agregando em regides proximas.

Dessa forma, ao final do processo, além de uma representacado de
baixa dimensédo dos dados, obtém-se os dados agrupados de acordo com
sua similaridade (http://www.cis.hut.fi/projects/somtoolbox/theory/

somalgorithm).



42

4.11.4 Construcéo e andlise de redes de relevancia

Essa analise foi realizada para se identificar estes pares de genes
com correlagao linear alterada entre os grupos, foi feito uma comparagao
entre pares de genes, dentro de cada grupo, e a seguir, foram determinados
seus coeficientes de correlacdo. A partir destes valores, foi construida uma
rede, por representacao grafica, atribuindo coloragado verde para correlagéo
positiva e, vermelha para correlagao negativa. A idéia original proposta por
BUTTE et al. (2000) foi ligeiramente modificada para a busca por pares de
genes com valores de correlagado linear significativamente alterado entre
determinados grupos amostrais.

Para comparar as alteracbes entre os coeficientes de correlagao,
entre os dois grupos (com e sem comprometimento de linfonodo), foi
aplicada primeiramente a transformacao Z de Fisher, onde a diferencga entre
os valores de correlagao para cada par de genes, nos dois tipos biolégicos
estudados, foi transformada em uma nova variavel Z, que apresenta
distribuicdo normal aproximada. Esta informagao para aferir a significancia
da diferenga de correlagdo entre os grupos ao aplicarmos o teste de

hipétese para esta variavel Z.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DADOS REFERENTES AS AMOSTRAS PARAFINADAS DO

ARQUIVO DO HOSPITAL A. C. CAMARGO

5.1.1 Selecao das amostras FFPET

Inicialmente foram selecionados 313 casos, todos sem linfonodo
acometido (116 casos que apresentaram metastase e 197 casos que nao
apresentaram metastase em 10 anos) a partir de informagdes de 1.092
casos de cancer de mama entre os anos de 1990 a 2002, operados nessa
instituicdo. Esse banco de dados foi disponibilizados pelo Dr. Fernando
Soares.

Os casos de interesse foram selecionados e foi realizada uma revisao
de prontuarios, a fim de selecionar apenas os casos de carcinoma ductal
sem comprometimento de linfonodo e sem tratamento prévio (quimioterapia,
radioterapia e tratamento por outro tipo de cancer anterior). Apds essa
revisdo detalhada de 118 casos, foram selecionados (44 casos que
apresentaram metastases e 74 casos que nao apresentaram metastase em
10 anos). Com o objetivo de comparar grupos mais homogéneos possiveis
foi verificado o tipo de tratamento que cada paciente foi submetida apoés a
cirurgia (quimioterapia, radioterapia e hormonioterapia), além do status
hormonal (pré ou pds-menopausa). Essa analise resultou na sele¢cao de 30

amostras, todas pré-menopausa, sem tratamento prévio e que receberam
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apenas tratamento de quimioterapia e/ou radioterapia (10 casos que
apresentaram metastase e 20 casos que nao apresentaram em 10 anos).
Para se trabalhar com um numero equivalente de amostras em cada grupo,
inicialmente foram selecionadas 10 casos de cada grupo (Tabela 1).

A idade das pacientes variou de 30 a 52 anos (média de 41,4 anos) e
a média de numero de linfonodos examinados foi de 19,2 para o grupo com
metastase e de 23,4 para o grupo que nao apresentou metastase em 10

anos.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinico-patologicas das pacientes - Amostras
FFPET.
Amostra- | Idade pTNM Linfonodos Tratamento | RE RP Metéstase | Local
Ano da comprometidos
cirurgia /Linfonodos
examinados
1- 1993 T1cNOM RT Sim
39 0 0/15 - - Osso
3- 1994 43 T1NOMO | 0/19 RT - + Sim Osso
5-1995 44 T2NOMO | 0/28 QT - - Sim Osso
7-1993 43 T2NOMO | 0/21 RT/QT - - Sim Pulméo, SNC
9-1990 RT/QT Sim Osso, Mama e
38 T2NOMO | 0/23 + + Pulméo
11-1992 37 T2NOMO | 0/25 RT/QT - + Sim Osso
13-1991 RT/QT Sim Mama, SNC,
33 TINOMO | 0/17 - - Pulmé&o, Osso
15-1994 42 T2NOMO | 0/26 RT/QT + + Sim Osso, Pleura
17-1996 41 T2NOMO | 0/8 RT/QT - - Sim Pulméo
19-1992 52 T2NOMO | 0/10 RT/QT - - Sim Linfonodo axilar
2- 1993 42 T2NOMO | 0/22 RT/QT - - Nao
4-1992 46 T2NOMO | 0/28 RT + + Néo
6-1993 46 T2NOMO | 0/18 RT/QT - - Néo
8-1993 46 TINOMO | 0/25 RT/QT - + Nao
10-1994 43 TINOMO | 0/17 RT/QT + - Nao
12-1995 T1cNOM RT Néo
39 0 0/28 - -
14-1994 45 TINOMO | 0/26 QT - - Nao
16-1992 T1CNO RT/QT Nao
30 MO 0/21 - +
18-1994 46 T2NOMO | 0/32 RT/QT + + Nao
20-1995 33 T2NOMO | 0/17 RT - - Nao

RT- radioterapia, QT- quimioterapia
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5.1.2 Extrac&o de RNA total e amplificagcdo das amostras FFPET

Dessas 20 amostras, 10 amostras (cinco de cada grupo, amostras: 1,
2,3,4,5,6,7,8,9, 10) foram selecionadas para os experimentos iniciais de
extracdo de RNA total e amplificacdo. Para cada amostra foi preparada uma
lamina corada com HE para confirmagao do diagndstico anatomopatolégico
e também quatro laminas sem coloragdo com 4um de espessura preparadas
para a microdisseccio a laser.

O RNA total foi extraido e ¢ controle de integridade foi realizado
através da PCR dos genes NOTCH2 e GAPDH, utilizando como molde 1,0ul
de cDNA separado durante o primeiro round da amplificacao.

Para o gene GAPDH houve extensdo do fragmento no tamanho
esperado para 6 das 10 amostras (nove delas apresentadas na Figura 5).
Das 10 amostras analisadas para o gene NOTCH2, nenhuma apresentou
bandas do fragmento amplificado em gel de poliacrilamida 8%, mostrando
indiretamente que o RNA apresenta certo nivel de degradagdo o que é

esperado para esse tipo de amostra FFPET.
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300pb

Figura 5 - Gel de Poliacrilamida 8%. RT-PCR do gene GAPDH. Amplificado
de 292 pb. M- Marcador de 100pb, 1-9 amostras tumorais extraidas por

LCM, C+: controle positivo, No: controle negativo.

Para esse tipo de amostra (FFPET), sabidamente de qualidade
inferior a amostras congeladas, o controle de qualidade através da PCR do
gene GAPDH apresenta melhor resultado, pois o par de primer se anela bem
proximo a regido 3 do gene (463pb). Assim, seguiram-se com o experimento
de amplificacdo somente as amostras que apresentaram extensdo de
fragmento do gene GAPDH (1, 2, 3, 5,8 € 9).

Apdés a amplificacdo do RNA das 6 amostras utilizando-se o kit
Paradise (Arcturus), a qualidade do aRNA foi analisada em gel de agarose
1% (Figura 6). Nesse periodo nosso grupo ainda ndo tinha experiéncia em
julgar a qualidade do aRNA com esse novo Kit, através da avaliagdo do
smear em gel de agarose. No entanto, os resultados obtidos através do
smear, foram classificados como satisfatérios, aqueles que apresentam

concentragdo de moléculas de aRNA a partir de 200pb.
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200pb —

Figura 6 - Gel de Agarose 1%. M- Marcador de 1000pb, 1, 2, 3, 5, 8 e 9

aRNA de amostras tumorais microdissecadas a laser.

Das 6 amostras amplificadas, apenas 3 amostras (5, 8 e 9) tiveram
quantidades suficientes e qualidade aparentemente satisfatoria de aRNA
para experimentos de microarray (mais de 6ug). Essas amostras foram
marcadas (6pg) e hibridizadas na lamina 4.8K para avaliar a qualidade de
hibridizacdo. O resultado da hibridizacdo foi de baixa qualidade, verificado
na Figura 7, que mostra a lamina marcada com a amostra 5 em verde e a
referéncia em vermelho e o composite da lamina (sobreposicdo das
fluorescéncias emitidas pelo Cy3 e Cy5 da amostra e da referéncia). Pode-
se notar, que apenas o cDNA da referéncia (vermelho) apresentou
intensidade de sinal detectado na representacdo da lamina, e a amostra
marcada com Cy3 (verde) apresentou baixo ou nenhum sinal. Esse sinal
obtido é proporcional ao numero de moléculas hibridizadas com o cDNA
correspondente imobilizado na plataforma, sugerindo uma baixa hibridizagao

dessa das moléculas dessa amostra.
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Essas laminas ndo passaram por pré-analise de qualidade devido a

baixa qualidade da hibridizag¢ao verificada visualmente.

Figura 7 - Representagcédo das laminas 4.8K, mostrando respectivamente a

controle, swap e composite.

As amostras 8 e 9, apresentaram resultados de hibridizacdes
semelhantes ao da amostra 5. Esse resultado mostra que apesar dessas
amostras terem apresentado fragmentos de aRNA a partir de 200pb, nao
apresentou qualidade nos experimentos de hibridizagao, provavelmente esta
relacionado a pior conservacdo do RNA de amostras FFPET. Além disso,
elas foram microdissecadas a laser, que diminui a quantidade de RNA total
extraido, prejudicando experimentos de amplificagéo.

Os resultados de todos os experimentos realizados com as amostras

FFPET microdissecadas a laser se encontram na Tabela 2 a seguir.
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Tabela 2 - Resultados obtidos nos experimentos utilizando as 10 amostras
Selecionadas FFPET microdissecadas a laser e amplificadas com o Kit
Paradise.

Amostra | Amplificacdo do | Amplificagéo do | Massa total de | Marcagdo e
gene NOTCH2 gene GAPDH RNA ap6s | Hibridizagao

amplificacao
H9

1 Nao Sim 0,5 N&o

2 Nao Sim 1,8 Néo

3 Nao Sim 3,5 Nao

4 Nao Nao - N&o

5 Nao Sim 23,8 Sim

6 Nao Nao - Nao

7 Néo Néo - Néo

8 Nao Sim 19,5 Sim

9 Nao Sim 7,3 Sim

10 Nao Néo - Néo

Novos testes com essas mesmas amostras foram realizados
utilizando o protocolo estabelecido por nosso grupo utilizando amostras
FFPET microdissecadas manualmente (SARAIVA et al. 2006) para as quais
€ possivel obter maiores quantidade de RNA total na ordem de
microgramas, o que favorece o sucesso no procedimento de amplificacéo.
Assim, com o objetivo de testar nosso protocolo nessas amostras, elas
foram entdo microdissecadas manualmente para obter maiores quantidades
de RNA total.

A qualidade do RNA total extraido foi analisada através do aparelho
2100 Bioanalyzer (Agilent) (Figura 8), que nessa época ja estava disponivel

na nossa instituicao.
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—F 2E5
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Figura 8 - Matriz Gel (Bioanalyzer). L- ladder, 1-10- RNA total de amostras

tumorais microdissecadas manualmente, 11- C+.

As amostras nao apresentaram uma boa qualidade (bandas 28s e 18s
do RNA ribossémico), quando comparadas ao RNA controle (amostra 11-
RNA total de linhagem HB4). No entanto, esse resultado ja é esperado, uma
vez que RNAs totais extraidos de amostras emblocadas em parafina
apresentam degradacao (FOSS et al. 1994). Assim nds avaliamos a
qualidade da sintese de cDNA através da RT_PCR do gene NOTCH e
GAPDH (Figura 9).

Para 5 (6, 7, 8, 9, 10) das 10 amostras avaliadas houve amplificacao
do fragmento de 292pb do gene GAPDH, as quais foram, utilizadas para os
experimentos seguintes. Para o gene NOTCH2, ndo houve amplificacdo do

fragmento para nenhuma amostra.
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M1 9 8 7 6 5 4 3 21 No

300pb

Figura 9 - Gel de Poliacrilamida 8%. RT-PCR do gene GAPDH. Amplificado
de 292 pb. M- Marcador de 100pb, 1-10 amostras tumorais extraidas por MM

e No: controle negativo.

Dessa forma, o RNA mensageiro dessas 5 amostras foram
amplificados, segundo protocolo estabelecido no nosso grupo utilizando a
relacdo de RNA total e primer oligo dT-T7 de 1:0,1 para sintese de primeira
fita de DNA (SARAIVA et al. 2006). A qualidade do aRNA foi analisada em

gel de agarose 1% (Figura 10).

M6 7 8910

500pb

Figura 10 - Gel de Agarose 1%. M- Marcador de 1000pb, 6, 7, 8, 9 e 10

aRNA de amostras tumorais extraidas por MM.
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Das 5 amostras avaliadas as amostras 6, 7 e 10 foram as que
apresentaram melhor qualidade do aRNA, verificada pelo tamanho das
moléculas de RNA geradas. Essas amostras apresentaram aRNA com
fragmentos a partir de 100pb, com maior concentragdo de 100 a 200pb e
outra concentragcdo menor entre 500 a 850pb. Essa maior concentracdo dos
fragmentos amplificados nessa faixa, ocorre devido a formacéo de dimeros
de primers (oligo dT-T7) durante a sintese de primeira fita. Quando sao
utilizados em excesso, e a qualidade do RNA inicial & ruim, o primer oligo
dT-T7 deixa de se anelar a molécula de RNA, e passa a formar esses
dimeros que sdo amplificados juntamente com o RNA.

Apenas a amostra 10 apresentou quantidade suficiente de aRNA
(6ug), quantidade necessaria para a realizagdo do experimento de
microarray.

O aRNA da amostra 10 (6ug) foi entdo utilizado na sintese do cDNA
marcado com fluoroforo, e entdo hibridizado na lamina 4.8K, mas os
resultados de hibridizacdo foram de baixa qualidade, semelhantes as
hibridizagdo das amostras LCM (dados nao mostrado).

O resultado da hibridizagdo utilizando FFPET microdissecadas
manualmente foi bem inferior aos resultados prévios alcangados pelo grupo.
O motivo para essa grande diferenga, provavelmente esta relacionado ao
maior tempo de armazenamento dessas amostras, que tem como
consequéncia uma maior degradagcdo do RNA. As amostras utilizadas no
estudo prévio eram de 2000-2004 e as amostras testadas nesse estudo

foram de 1990-1994.
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Os resultados de todos os experimentos realizados com as amostras

FFPET microdissecadas manualmente se encontram na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3 - Resultados obtidos nos experimentos utilizando as 10 amostras
selecionadas FFPET microdissecadas manualmente e amplificadas com o
protocolo baseado em Saraiva et al. (2006).

Amostra | Amplificacdo do | Amplificagéo do | Massatotal de | Marcagdo e
gene NOTCH2 gene GAPDH RNA apo6s Hibridizagao
amplificacao
H9
1 Nao Nao - N&o
2 Nao Nao - Nao
3 Nao Nao - Nao
4 Néo Néo - Néo
5 Nao Nao - Nao
6 Nao Sim 2,4 Nao
7 Nao Sim 4,1 Nao
8 Nao Sim 21 Néo
9 Nao Sim 1,3 Nao
10 Nao Sim 15,2 Sim

A qualidade do RNA total das amostras € de grande importancia para
andlise de expressdo génica, tanto para permitir a execugdo dos
experimentos, como para a confiabilidade dos dados gerados, pois como foi
visto no estudo piloto, RNA com baixa qualidade pode gerar artefatos
durante o processo de amplificacédo, isso acontece devido ao excesso de
primer (oligo dT-T7) utilizado, se a qualidade do RNA é baixa e ha
degradagdo da calda poliA, o primer (oligo dT-T7) n&o se anela as

moléculas de RNA, e como consequéncia, formam dimeros que sao
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amplificados e quantificados como aRNA, interferindo na qualidade e
confiabilidade dos experimentos de microarray.

Com esses resultados preliminares, ficou inviavel a continuacdo do
projeto utilizando amostras FFPET para estudo de expressdo génica com
microarray. Porém, essas amostras poderao ser utilizadas para validagao de
expressdo génica através de RT_PCR em tempo real. Nesse tipo de
experimento, cada amostra apresenta um gene normalizador interno que
corrige provaveis “vieses” introduzidos pelas diferengas na qualidade das
amplificagdes, diferente dos experimentos de microarray, no qual a
referéncia € Unica para todas as amostras e ndao ha um controle interno

especifico.

5.2 DADOS REFERENTES AS AMOSTRAS CONGELADAS DO

BANCO DE TUMORES DO HOSPITAL A. C. CAMARGO

5.2.1 Selecdo das amostras congelada

Com o proposito de manter o objetivo inicial do trabalho, na
identificacdo de genes candidatos a marcadores moleculares associados a
progressao e metastase em carcinoma ductal de mama, foi realizada uma
busca no banco de tumores de amostras congeladas do Hospital A.C.
Camargo, para selecionar amostras de carcinoma ductal sem
comprometimento de linfonodo e sem tratamento prévio. Foram encontrados
57 casos, no entanto somente trés pacientes apresentaram metastase a

distancia apods o tratamento, inviabilizando a manutencdo desse desenho
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experimental para identificar genes preditivos de metastase, pois 0 numero
de casos de pacientes sem comprometimento de linfonodo e que
apresentaram metastase foi muito baixo.

Partindo das amostras congeladas de carcinoma ductal de mama
disponiveis no banco de tumores, foi proposto um novo delineamento
experimental, utilizando amostras de tumor primario de carcinoma ductal
invasivo de pacientes sem comprometimento de linfonodo e com seguimento
minimo de 3 anos (grupo 1) e de pacientes com linfonodo comprometido
(grupo 2). Foram selecionadas 47 amostras de carcinoma ductal de mama
(22 sem comprometimento de linfonodo livre de metastase em 3 anos e 25
com comprometimento de linfonodo, todas sem tratamento prévio e que
apresentaram receptor de estrogeno positivo (Tabelas 4 e 5).

No grupo de pacientes que nao apresentaram metastase linfonodal, a
idade variou de 24 a 80 anos (média de 50,4 anos) e a média de numero de
linfonodos examinados foi de 19,2 e 81% apresentaram receptor de
progesterona positivo para o grupo de pacientes sem comprometimento
linfonodal. Nas pacientes com comprometimento de linfonodo a idade variou
de 28 a 78 (média de 60,2 anos), o numero de linfonodos examinados foi em

média 25,7 e 76% apresentaram receptor de progesterona positivo.
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Tabela 4 - Caracteristicas clinico-patologicas das amostras congeladas das
pacientes sem comprometimento de linfonodo.

Linfonodos comprometidos /
Amostras Idade | pTNM Linfonodos examinados RE RP
1-NO 34 T2NOMO 0/26 + -
2-NO 39 T2NOMO 0/33 + +
4-NO 34 T2NOMO 0/11 + +
6-NO 34 T2NOMO 0/11 + +
7-NO 43 T1NOMO 0/30 + +
8-NO 48 T2NOMO 0/48 + +
10-NO 51 T2NOMO 0/14 + +
11-NO 49 T1NOMO 0/2 + +
12-NO 80 T2NONO 0/16 + +
14-NO 44 T3NOMO 0/32 + +
15-NO 72 T2NOMO 0/21 + +
16-NO 59 T2NOMO 0/30 + +
19-NO 55 TINOMO 0/22 + +
20-NO 80 T1NOMO 0/11 + +
23-NO 59 T1CNOMO 0/14 + +
24-NO 76 T1CNOMO 0/3 + -
36-NO 24 T2NOMO 0/29 + +
41-NO 29 T2NOMO 0/23 + -
42-NO 29 T2NOMO 0/22 + -
45-NO 48 T1CNOMO 0/2 + +
46-NO 46 TINOMO 0/10 + +
50-NO 76 T2NOMO 0/14 + +
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Tabela 5 - Caracteristicas clinico-patologicas das amostras congeladas das

pacientes com comprometimento linfonodal. Meta- amostras
apresentaram metastase a distancia.
Linfonodos comprometidos
Amostras Idade | pTNM / Linfonodos examinados RE RP
1-N1 36 T2N1MO 2/25 + +
4-N1 40 T2N3MO 15/33 + +
5-N1 61 T1CN1MO 4/25 + +
6-N1 50 T2N1MO 317 + -
7-N1 78 T2N1MO 1/20 + +
8-N1 70 T2N2MO 24/44 + +
9-N1 67 T4N2MO 36/36 + +
11-N1 78 T2N1MO 4/30 + +
12-N1 68 T4BN1MO 2/30 + +
13-N1 74 T2N1MO 3/30 + -
14-N1 58 T2N1MO 10/20 + +
16-N1 70 T2N1MO 8/25 + +
17-N1 62 T2N1MO 1/13 + +
18-N1 61 TIN2MO 5/15 + +
19-N1 53 T2N1MO 111 + +
20-N1 69 T4N1MO 1/28 + +
22-N1-meta 61 T2N3MX 18/30 + -
23-N1-meta 73 T4BN3MX 11/14 + +
24-N1 76 T2N1MO 113 + +
25-N1 58 T2N1MO 1/32 + -
28-N1 72 T2N1MO 57/57 + +
32-N1 30 T2N1MO 5/15 + -
33-N1 28 T2N1MO 1/36 + +
36-N1-meta 45 T2N1MX 2/30 + +
38-N1 67 T1CN1MO 114 + -

que
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5.2.2 Processamento das amostras

As 47 amostras foram cortadas para confeccdo de laminas de HE e
verificadas pela patologista Dra. Renata Coudry. O procedimento para cada
ldmina de LCM foi realizado em um tempo maximo de 15 minutos e o
numero meédio de disparos de laser foi de 1500. O RNA foi extraido
utilizando o PicoPure RNA Isolation Kit —(Arcturus), sendo que a integridade
do RNA total de todas as amostras microdissecadas a laser foi verificada no
2100 Bioanalyzer (Agilent), aparelhno com sensibilidade para analisar

quantidades de RNA da ordem de picogramas (Figura 11).

L1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
L » |
— — 5 28S
2000pb——— — » 18S
1000ph_____
500pb
200pb

L 1 2 3 q | B T a 2

Figura 11 - RNA total analisado no Bioanalyzer. L- Ladder, 1- 6NO, 2- 4N1,
3- 5N1, 4- 14NO, 5- 11N1, 6- 15NO, 7- 1N1, 8- 4NO, 9- 12N1, 10- 25N1 e 11-
Referéncia.
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As 47 amostras selecionadas apresentaram RNA total de boa
qualidade avaliado pelo RIN, apresentando valores >5 (valor estipulado
através de experimentos realizados pelo grupo, como sendo suficiente para
gerar RNA amplificado de boa qualidade). Para as amostras que
apresentaram RNA de baixa qualidade o procedimento de LCM foi repetido
de modo que todas as amostras apresentassem qualidade suficiente para os
experimentos seguintes.

Todas as 47 amostras foram amplificadas, utilizando-se o RiboAmp kit
(Arcturus), que se baseia na sintese de primeira fita utilizando o iniciador
oligo dT-T7 que carrega um sitio de reconhecimento da RNA polimerase
permitindo a transcricdo in vitro, essa amplificacdo € realizada em dois
rounds para um maior rendimento final em massa de RNA. Esse Kit foi
utilizado a fim de se manter uma menor diferenca possivel no procedimento
de amplificacdo entre as amostras, pois ha uma menor manipulagao e, além
disso, o tempo do procedimento de amplificac&o utilizando o kit € bem menor
que o tempo necessario para amplificacdo do protocolo estabelecido no
nosso laboratério para esse tipo de amostra.

A qualidade dos aRNAs foi analisada utilizando-se o 2100 Bioanalyzer
(Agilent) (Figura 12). Essa analise é realizada para identificar amplificacdes
com qualidade suficiente para experimentos de microarray. Normalmente
amplificagdes que resultam em fragmentos muito pequenos (100-200pb)
apresentam hibridizagdes de baixa qualidade, pois representam dimeros de

primers oligo dT-T7 amplificados.
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L 1 2 3 4 k] =] 7 8 9 10 11 12
Figura 12 - aRNA analisado no Bioanalyzer. 1- 1NO, 2- 4NO, 3- 6N0,4- 20NO,
5- 14NO, 6- 15NO, 7- 24NO, 8- 19NO, 9- 41NO, 10- 42NO, 11- 45NO, 12-

Referéncia.

Os resultados de amplificacdo obtidos por ndés utilizando esse Kkit,
apresentaram aRNA com tamanho variado, ndo apresentando o padrao
esperado quando utilizamos o nosso protocolo de amplificagdo. Para
comparagao foi utilizado aRNA da linhagem HB4A, sabidamente de boa
qualidade, previamente verificada (Figura 12 — linha 12). No perfil de
amplificagdo resultante quando utilizamos o kit apresentou uma alta
concentracido abaixo de 200pb, que poderia ser sinal de baixa eficiéncia da
amplificagdo ou uma caracteristica do proéprio kit. No entanto, foi observado

aRNA de tamanho maior a 200pb, o que sugeriu que esses aRNAs poderiam
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ser utilizados para marcacao, ja que foram as primeiras amplificacoes
utilizando-se esse kit e ndo tinhamos experiéncias prévias.

Das 47 amplificagdes realizadas, 35 apresentaram massa acima de
12ug, quantidade necessaria pra realizar a marcagao em sistema dye swap.
Dessas 35 amostras amplificadas, 16 e 19 pertencem ao grupo de amostras

sem e com comprometimento linfonodal, respectivamente.

5.2.3 Marcacdao e Hibridizacao

Seis microgramas de cada uma das 35 amostras testes e 4ug da
amostra referéncia foram utilizadas para sintese de cDNA marcado com os
fluoréforos Cy3 e Cy5 e posteriormente hibridizadas na lamina vias 2.3K. Na
Figura 13 esta representado o resultado da hibridizacdo de uma das

amostras na plataforma utilizada.
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Figura 13 - Representagédo da lamina 2.3K Marcagcédo da amostra com Cy3

(verde), referéncia com Cy5 e composite.

5.2.4 Anédlise matematica e estatistica

Das 35 amostras, 29 amostras tiveram l|aminas de qualidade
satisfatoria apresentando correlagdo de Pearson entre as laminas controle e
swap = 0.8 apos normalizagdo e foram selecionadas para as analises
seguintes. Para essas amostras foi construido um dendograma de
correlagdo onde se verifica a similaridade entre as amostras controle e swap

(Figura 14).
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Figura 14 - Dendograma (correlagéo- controle-swap) apds normalizagao por
LOWESS.

Das 29 amostras selecionadas que apresentaram correlagdo controle-
swap > 0.8, 26 (89%) apresentaram maior similaridade entre as replicatas da
mesma amostra, do que qualquer outra lamina do estudo, revelando alta

reprodutibilidade experimental.
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Para a identificacdo de genes diferencialmente expressos entre os 2
grupos de amostras de nosso estudo foram utilizadas 12 amostras do grupo
de linfonodo negativo (NO) (1NO, 4NO, 6NO, 14NO, 15N0O, 19NO, 20NO, 24N0,
42N0, 45N0, 46NO, 50NO) e 17 amostras do grupo com linfonodo acometido
(N1) foram utilizadas (1N1, 4N1, 5N1, 11N1, 12N1, 13N1, 14N1, 16N1,
17N1, 18N1, 19N1, 22N1, 24N1, 25N1, 28N1, 36N1, 38N1).

Na comparagdao entre as amostras dos dois grupos, foram
identificados 67 genes diferencialmente expressos entre os grupos, que
foram selecionados pelo critério estabelecido de p value < 0,05 (Tabela 6),
sendo que 8 deles pertencem a as vias de interesse; WNT (WNT10B,
SKP1A, DAAM1, DAAM2 e PLCB4), EMT (CTNNB1l e KRT19) e
PI3K(PLCD1) e 5 (ALDH1A1, BDNF, SALL4, THRB, TUBB) pertencentes a
via do acido de retindico também presente na lamina. O fold maximo
encontrado entre o grupo com comprometimento e 0 grupo sem
comprometimento de linfonodo foi de 3,48 e o minimo de -1,35.

Para os 67 genes diferencialmente expressos foi construido um
cluster através do método SOM, que foi capaz de discriminar 70% das
amostras do grupo com comprometimento de linfonodo e 75% das amostras
sem comprometimento de linfonodo, sugerindo um padrdo de expressao

baseado nesses genes associado ao acometimento linfonodal (Figura 15).
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Tabela 6 - Genes diferencialmente expressos (p<0,05). Comparagao entre o

grupo N1 com NO, valores positivos de fold indicam maior expresséo do

gene no grupo N1.

S(;;T)%I P.value Fold S(;rfwrz)%l P.value Fold
PIP 0,04 3,48 EPHB6 0,03 -1,03
APOD 0,01 2,37 WNT10B 0,05 -1,03
CN484301 0,02 2,04 BDNF 0,04 -1,04
T09065 0,02 1,77 CR2 0,05 -1,04
SPATA11 0,04 1,74 MOG 0,01 -1,05
GSTM3 0,01 1,74 PLCD1 0,05 -1,05
VPS24 0,00 1,68 ADAM23 0,03 -1,05
LOC648326 0,01 1,64 PLCB4 0,05 -1,05
LOC387930 0,01 1,63 SALL4 0,03 -1,05
VWF 0,00 1,61 DAAM1 0,03 -1,06
NPNT 0,04 1,53 PHACTR2 0,05 -1,06
AZGP1 0,00 1,52 THRB 0,01 -1,07
BX538341 0,00 1,46 KLK3 0,03 -1,08
RPL32 0,02 1,43 PHB2 0,04 -1,12
AB209172 0,03 1,39 ASNS 0,05 -1,14
TSPAN1 0,04 1,37 DNAJB1 0,05 -1,15
C1s 0,02 1,33 KRT19 0,05 -1,15
RAI17 0,03 1,33 TUBB 0,04 -1,15
TMEM98 0,04 1,25 FLJ21439 0,01 -1,16
CHMP4A 0,04 1,24 GPNMB 0,01 -1,16
PCBP1 0,03 1,21 PSMB5 0,00 -1,19
CTNNB1 0,04 1,21 PPP1CA 0,05 -1,21
DST 0,04 1,18 SNRPB 0,00 -1,23
MAP3K1 0,02 1,18 KTN1 0,00 -1,24
RPS9 0,04 1,18 FLJ20257 0,01 -1,26
HSP90AA1 0,03 1,16 DERP6 0,00 -1,26
SDHB 0,03 1,15 S100A6 0,01 -1,27
ZBTB4 0,02 1,15 PSMD13 0,00 -1,27
FRY 0,04 1,15 GNAS 0,03 -1,29
SLC39A8 0,02 1,11 TNRC15 0,02 -1,29
PRKCBP1 0,04 1,11 GNB1 0,00 -1,35
DAAM2 0,03 1,09
PHYHIP 0,02 1,08
ALDH1A1(3) 0,02 1,07
SKP1A 0,05 1,05
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Figura 15 - Cluster (método SOM) dos genes diferencialmente expressos
(p=<0,05).

Entre os genes diferencialmente expressos (p<0,05) pertencentes as
vias de interesse desse estudo, cinco de apresentaram mais expresso no
grupo NO (KRT19, WNT10B, PLCD1, PLCB4, DAAML1) e 3 se apresentaram
mais expressos no grupo N1 (CTNNB1, DAAM2, SKP1A).

Alguns desses genes apresentam envolvimento no céancer

previamente relatado na literatura, além dos outros, pouco descritos, € que
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foram relatados nesse estudo, sendo novos candidatos a estarem envolvidos
com a progressao do carcinoma ductal de mama.

Gene - CTNNB1- catenin (cadherin-associated protein), beta 1 (B-
catenina).

Esse gene apresentou super expressao no grupo de amostras com
comprometimento linfonodal.

B-catenina esta presente na juncdo aderente, € responsavel pelo
estabelecimento e manutencdo da camada epitelial, pois ancora a E-
caderina ao citoesqueleto de actina, impedindo que em células normais
adultas, a B-catenina migre para o nucleo e regule fatores de transcrigao
(TCF/LEF), responsaveis pelo crescimento e sobrevivéncia celular.
Apresenta grande influéncia no desenvolvimento embrionario, além disso,
esta fortemente relacionada ao ganho de potencial metastatico, devido a
perda do contato célula-célula e migracdo para o nucleo onde atua sobre
fatores de transcricio e consequente ganho de motilidade
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Alguns trabalhos vém demonstrando o aumento da expresséo de [3-
catenina em cancer de mama. PARK et al. (2007) avaliaram a expressao
dessa proteina em 196 casos de IDC primario com seus respectivos
linfonodos axilares acometidos, e verificou uma maior expressao de [3-
catenina nesses linfonodos em relagéo ao tumor primario e downregulation
no tumor primario e linfonodo em relagdo ao tecido normal. BUKHOLM et al.
(2000), também encontraram resultados semelhantes usando esse mesmo

tipo de comparagdo mostrando uma downregulation de [(-catenina em



69

tumores primarios, quando comparados ao tecido normal, e uma re-
expressao dessa proteina em fases mais avangadas do tumor (mestastase).

Nesse sentido nossos dados corroboram com esses estudos, pois
ouve um aumento da expressdo desse gene no grupo de pacientes com
linfonodo acometido. A re-expressao de moléculas de adesdo (E-caderina,
B-catenina, a-catenina) tem sido verificada em estagios mais avangados do
tumor de mama (BUKHOLM et al. 2000; PARK et al. 2007) o mecanismo que
atua para o aumento dessa expressao ainda nao esta elucidado, mas um
argumento para essa re-expressao € que essas proteinas vao capacitar as
células tumorais a colonizar outros meios. Falha na fungao de alguns genes
pode estimular a expressao de cateninas, como por exemplo, mutacédo na E-
caderina. A alta expressado pode desequilibrar a fosforilagdo da B-catenina
por GSK3, essa fosforilagdo direciona a [3-catenina ao proteossomo para
ser degradada, ocorrendo um desequilibrio dessa atividade por excesso de
B-catenina, ela deixa de ser degradada e se direciona ao nucleo, onde vai

agir sobre fator de transcricao (PARK et al. 2007).

Gene: DAAM2 e DAAM1-- dishevelled associated activator of
morphogenesis.

O gene DAAM2 apresentou super expressao no grupo de amostras
com comprometimento linfonodal e o gene DAAM1 foi menos expresso no
grupo de amostras com comprometimento linfonodal

As proteinas Damm1 e Daam2 pertencem a familia das proteinas

Formin homology (FH), e estdo implicados na polaridade celular em
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humanos. A ativagcado da via Wnt, via ativacdo do complexo Wnt/Fz - Rho (via
Wnt) requer proteinas citoplasmaticas Dishevelled (Dvl) além da proteina
Daam que se liga a Dvl e Rho, e faz a mediagdo do complexo Wnt-DvI-Rho.
A inibicao ou perda de Daam evita a ativacdo de Rho por Wnt/Fz. Rho por
sua vez vai atuar na reorganizagao do citoesqueleto de actina, Assim o
aumento de Daam pode sinalizar a ativacado da via Wnt via complexo Wnt/Fz
— Rho, levando a ativagao aberrante dessa via de sinalizacdo em cancer,
resultando em fendtipos mais agressivos, como polaridade anormal, invaséao
e metastase (KATOH 2005).

DAAM1 mostrou resultado de expressao contraditorio a DAAM2, que
foi super expresso no grupo com comprometimento de linfonodo, o que nao
era esperado, pois até o momento parece que as duas proteinas exercem a
mesma fungdo. No entanto esse dado deve ser investigado mais

profundamente.

Gene - PLCD1- phospholipase C, delta 1

Esse gene foi menos expresso no grupo de amostras com
comprometimento linfonodal.

A proteina codificada por esse gene esta associada a parada do ciclo
celular na fase G1 - S (checkpoint), por regular positivamente p21. Esta
transicao é particularmente importante no estudo de células tumorais, pois é
na fase S que se da a replicagdo do DNA, uma das fases onde existe maior
probabilidade de ocorrerem mutagdes. A proteina p21 se liga as ciclinas D e

E, inibindo as quinases dependentes destas ciclinas (cdk2 e cdk4)
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necessarias para a progressao do ciclo celular. Devido a sua funcao e
intercooperagdo com a proteina p53, a p21 é considerada uma proteina
supressora de tumores. Além disso, PLCD1 regula negativamente Akt, que
esta envolvido em multiplas funcbes celulares incluindo proliferacao,
sobrevivéncia e migracao (CANTLEY 2002; VIVANCO e SAWYERS 2002)
(http://www.genecards.org/).

Assim, nossos dados sugerem uma maior proliferagdo celular nos
tumores primarios dos pacientes que apresentaram linfonodo acometido,
ocasionado pela menor expressao desse gene que controla negativamente o
ciclo celular.

Além desses genes com possivel envolvimento na progressao
tumoral, outros genes das vias (PI3K, Wnt e EMT) também foram

diferencialmente expressos (p<0,05).

Gene - SKP1- S-phase kinase-associated protein 1.

Esse gene apresentou super expressdo no grupo de amostras com
comprometimento linfonodal.

Este gene codifica uma proteina F-box, que funciona como um
substrato de reconhecimento para a ubiquitina. Essa proteina participa da
rede de proteinas que controlam o nivel de B-catenina e afeta o nivel de
atividade dos fatores de transcricdo dependentes de [-catenina
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov). Em uma avaliagdo simples, esse dado de
certa forma contraria o resultado encontrado no nivel de expressao

aumentado de B-catenina no grupo com comprometimento linfonodal, pois o
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gene SKP1 tem acao indireta na degradacao B-catenina. No entanto, como
essa via tem varios fatores reguladores, esse gene por si s6 ndo deve ser
capaz de diminuir a expressdo de B-catenina. Além disso, o aumento de
expressao desse gene pode ser uma estratégia para controlar a expressao
de B-catenina como resultado da busca de um equilibrio celular. Essas
colocagdes, sao apenas especulagdes frente a nossos dados obtidos,

confirmacdes através de experimentos funcionais sao necessarias.

Gene symbol- WNT10B- wingless-type MMTYV integration site family,
member 10B.

Esse gene foi menos expresso no grupo de amostras com
comprometimento linfonodal.

A familia de genes WNT codifica proteinas de sinalizagdo. Essas
proteinas tém sido implicadas em processos de desenvolvimento e na
oncogénese. WNT10B esta envolvida em cancer de mama por estar
relacionada ao controle da adipogénese.

Era esperado um aumento da expressao desse gene no grupo com
linfonodo comprometido, ja que € uma proteina de ativagdo da via Whnt,
porém outras proteinas Wnt também exercem essa atividade e podem estar

ativando essa via (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Além dos genes envolvidos nas vias de interesses, outros genes com
expresséo alterada entre os grupos foram encontrados e ndo deixam de ser

importantes na busca de marcadores de invasdo e metastase.
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Gene - PIP- prolactin-induced protein

Esse gene apresentou a maior super expressao de todos os genes da
plataforma (p<0,05) no grupo de amostras com comprometimento linfonodal
(fold 3,14).

PIP € um gene expresso em glandulas exdcrinas, em condigdes
patoldgicas, € expresso em cancer de mama, apresentando caracteristica
apocrina. Esta localizado no brago longo do cromossomo 7, uma regiao
freqientemente alterada em tumor de mama. AUTIERO et al. (2002)
analisaram a estrutura do gene PIP em cancer de mama e notaram sua
amplificacdo e formacao de DNA extracromossdmico em 21,4% dos casos
analisados, sugerindo um aumento da instabilidade desse gene.

Nossos dados indicam que esse gene pode estar expresso em
estagios mais avangados do cancer de mama, devido a maior expressao
(fold 3,14) das amostras com linfonodo comprometido em relagdo as
amostras sem linfonodo comprometido, ainda ndo se tem muitos trabalhos
relacionando esse gene a progressao tumoral. Nesse estudo, este gene
apresentou-se como candidato a estar envolvido na progressdo do cancer

de mama.

Gene - ADAM23- ADAM metallopeptidase domain 23
Esse gene foi menos expresso no grupo de amostras com

comprometimento linfonodal.
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Esse gene codifica uma proteina membro da familia ADAM e esta
envolvido na adesao célula-célula e interacdo célula-matriz e alteracdes de
adesao celular € um processo importante na progressao tumoral.

COSTA et al. (2004) utilizaram linhagens celulares de céancer de
mama e tumor primario e analisaram a presenga de metilagdo desse gene.
Foi visto que a menor expressdo desse gene estava relacionada com
hipermetilagdo do promotor, sendo que 66,7% das linhagens celulares
tumorais e 69,2% das amostras de cancer de mama, apresentaram
hipermetilagdo no promotor desse gene. Também foi visto que tumores com
grau mais avangado apresentaram maior nivel de metilagdo, sugerindo que
a molécula de adesdo ADAM23 deve estar implicada na progressdao do
cancer de mama. Esses dados corroboram com nossos resultados,
indicando uma menor expressao desse gene em estagios mais avangados
da doencga, nesse caso, pacientes com comprometimento de linfonodo.

Além desses genes citados, outros genes que apresentaram maiores
folds entre os grupos, se mostram bastante interessante para uma possivel
validagdo, mesmo que até o momento nido apresente nenhuma funcio
relacionada a progressao tumoral, sdo candidatos que devem ser avaliados.

Comparando nosso set de genes presentes na lamina vias 2.3K com
os 70 genes identificados no trabalho da VAN'T VEER et al. (2002),
classificados como indicadores de pior prognoéstico em pacientes sem
comprometimento linfonodal, identificamos 6 genes em comum. Esses 6
genes foram utilizados para a construgdo de um cluster (método SOM) para

analisar o comportamento das amostras desse estudo. Nosso resultado
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mostrou que nao ocorreu uma separagao eficiente entre os dois grupos
(58% do grupo NO, e 66% do grupo N1). Entre os 6 genes em comum,
apenas 1 (GSTM3) se apresentou diferencialmente expresso (p<0,05) na
comparagao entre os grupos N1 e NO, no entanto nosso resultado foi
diferente ao encontrado por VAN'T VEER et al. (2002). No nosso estudo o
gene GSTM3 se mostrou mais expresso no grupo N1, e no trabalho da
VAN'T VEER et al. (2002) esse gene foi mais expresso no grupo NO que nao
apresentou metastase. Essa diferenga encontrada pode ser devido a
heterogeneidade molecular dos sets das amostras utilizadas nos dois
estudos. Nesse trabalho foram utilizadas apenas amostras ER positivo,
sendo que VAN'T VEER et al. (2002) utilizaram amostras ER positivo e
negativo. Trabalhos atuais mostram que o status hormonal € a principal
caracteristica clinico-patolégica que se associa a padrbes de expressao
génica em cancer de mama (SORLIE et al. 2001; VAN'T VEER et al. 2002;
SOTIRIOU et al. 2003) e pode estar influenciando o nivel de expressao
desse gene. Além disso, nesse estudo todas as amostras foram
microdissecadas a laser, o que permite uma analise de expressdo mais
fidedigna das células tumorais, pois apenas essas células sdo capturadas,
No estudo da VAN'T VEER et al. (2002) foi realizada microdissecgdo manual
(minimo de 50% de tumor na amostra) que resulta na analise de expressao
génica ndo apenas das células tumorais, mas de todas as células presentes
no microambiente tumoral.

Além disso, nesse trabalho, foi empregado o conceito de redes de

relevancia, na qual se busca pares de genes cujo padrdo de expressao
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génica apresenta-se linearmente correlacionado, procuramos quebra de
correlagao entre os pares de genes nos dois grupos de amostras, para isso
identificamos as correlagdes entre pares de genes em cada grupo de
amostras e comparamos o valor de correlagao entre eles.

Assim, apds essa comparagao identificamos pares de genes cujos
coeficientes de correlagdo foram significativamente alterados (p<0,05) entre
0s grupos de amostras, sem e com comprometimento linfonodal.

As analises das redes de relevancia foram aplicadas apenas entre
genes pertencentes as vias de interesse nesse estudo (Wnt, PI3K e EMT).
Os valor de correlagdo dos niveis de expressdo dos pares de genes
pertencentes a cada via isoladamente, foram comparados entre os grupos
de amostra, além de uma rede de relevancia com os genes de uma via
contra os genes das 2 vias restantes, com o objetivo de identificar
associacdes ainda nao descritas. Para isso foi obtido os coeficientes de
correlagao entre a expressao de 2 genes utilizando os valores de expressao
das amostras dentro de cada grupo. A partir destes valores, foi construida
uma rede de relevancia por representagao grafica, atribuindo coloragéo
verde para correlagao positiva e, vermelha para correlagao negativa.

Para comparar as alteracbes entre os coeficientes de correlagao,
entre os dois grupos (com e sem comprometimento de linfonodo), foi
aplicado teste Z de Fisher, onde a diferenca entre os valores de correlagcao
para cada par de genes, nos dois tipos biolégicos estudados, foi
transformada em uma nova variavel Z, que apresenta distribuicdo normal

aproximada. E usamos esta informacdo para aferir a significancia da
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diferenca de correlagdo entre os grupos ao aplicarmos o teste de hipotese

para esta variavel Z.

Assim, os pares de genes que apresentaram diferenca de correlagao

estatisticamente significante estdo apresentados nas Figuras 16 a 19.

" Ow N N1 | GENES NO N1
| e BMP7 - COL5A1 0,81 -0,50
— PCDH11Y - SPARC 0,48 |-0,76
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“m \ SPARC - PAX1 0,55 |0,65
|as - 0683 \I"O-WS PAX9 - EYA4 048 |0,76
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Figura 16 - Rede de relevancia para genes pertencentes ao processo EMT.

NO-grupo sem comprometimento de linfonodo, N1- grupo com acometimento
de linfonodo.



PPP2R28 No FiD2 FaDg
05365
07783 0338

| .
-0.5216| SFRP2
wrss s
ROCKL 0.8003 WATSA
W 0.7239

03483

06768 e
FZD10

ALCBL

VLl Vi3 CSNKZAL CSNKIAL
0.963 0.949
|-0.1954(SFRP1
05108

G5K38

CAMKZG PCE| | PPRIRIC FID
074 07907 07214
TBLDRL W78 watcs| | cacrs NODAL
0.6202 -0.5791 -0.5127
KD mKACE|  |swAD2 wee| [ 18
-0.7037 -0.4885 0.4393
108 pes|  [ress swrs] o D2
0.6958 -0.1612 0.4529

N1 FD2 F208

0.9588 0.6973

— Toron 0.7138 | SFRP2
-03684

-0.8109 SOX17

-0.4822

__—{RockL

-0.6273
-0.6337

DVLL DVL3 CSNK2AT CSNK1AT MYC
0.3695 03625
086 | SFRPL

0.8126
CSK3B

CAMK2G PLCB3 PPP2R2C FZD9
-0.3881 -0.4212 0.46911
TELIXR1 WNT78 NFATC3 CACYBP NODAL
-0.6303 0.744 0.7417
NKD1 PRKACB SMAD2 LRPE AXINT TLES
06271 08311 -0.7629
TCRE PLCBY RGS4 SFRP4 DAB2 NKD2
-0.6341 08715 -0.75951

Figura 17 -

78

Genes NO N1
PLCB4 - TCF8 0,70 -0,63
MYC - CSNK1A1 0,95 0,63
NFATC3 - WNT7B -0,58 0,74
PPP2R2B - AKT1 0,78 -0,48
DVL1 - GSK3B -0,20 0,86
NKD2 - DAB2 0,45 -0,76
NODAL - CACYBP -0,51 0,74
SFRP1 - GSK3B -0,51 0,81
TLE3 - AXIN1 0,44 -0,76
RAC3 - PPP2R2C 0,79 -0,42
ROCK1 - AKT1 0,72 -0,63
AKT1 - PLCB1 0,68 -0,64
PRKX - FZD9 -0,79 0,47
CSNK2A1 - DVL3 0,96 0,37
LRP6 - SMAD2 -0,49 0,83
FZD2 - WNT5B 0,33 0,96
SFRP4 - RGS4 -0,16 0,87
RAC1 - TBL1XR1 0,62 -0,63
FZD10 - WNT5B 0,35 -0,81
PRKACB - NKD1 -0,70 0,63
FZD8 - SOX17 -0,52 0,71
FZD8 - SFRP2 -0,54 0,70
PLCB3 - CAMK2G 0,78 -0,39
WNT9A - WNT5B 0,80 -0,37

Redes de relevancia para a via Wnt.

NO-grupo sem
comprometimento de linfonodo, N1- grupo com acometimento de linfonodo.
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Figura 18 - Redes de relevancia para a via PI3K. NO-grupo sem
comprometimento de linfonodo, N1- grupo com acometimento de linfonodo.
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Genes NO N1
NCAM2 - WNT9B 0,82 -0,57
GAK - GRK4 -0,79 0,61
WASPIP - AKT1 0,80 -0,49
BMP7 - COL5A1 0,80 -0,50
NFATC3 - WNT7B -0,58 0,74
CDH13 - TBL1XR1 -0,62 0,82
CDH13 - DYRK1A -0,70 0,73
PCTK2 - DAAM2 -0,80 0,47
PORCN - SPARC 0,74 -0,61
SFRP1 - GSK3B -0,51 0,81
TLE3 - SPARC 0,66 -0,68
ROCK1 - AKT1 0,72 -0,63
SPARC - CDS2 0,89 -0,37
SPARC - PIK3C2A 0,88 -0,28
SPARC - PPP2CB 0,80 -0,54
LRP6 - SMAD2 -0,49 0,83
DYRK4 - CDC7 -0,75 0,59
PAX9 - PPP2R1B -0,03 0,94
SDC1 -DVL2 0,70 -0,67
DLL1 - GSK3B -0,70 0,66
PRKACB - NKD1 -0,70 0,63
CSNK1G2 - PCTK3 0,68 -0,71
PIK3C2A - PLCD3 0,92 -0,09

Figura 19 - Redes de relevancia para EMT e vias WNT e PI3K. NO-grupo
sem comprometimento de linfonodo, N1 - grupo com acometimento de

linfonodo.
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A partir da obtencao desses graficos foi avaliado o scatter-plot de
cada par de genes cujo valor da diferenca de correlagao entre os genes dos
2 grupos tenha sido >0,8 para selecionar as melhores duplas de genes com
expressao linearmente correlacionadas. Nenhum deles sugeriu associagao
no nivel de expressdo do par de genes analisado entre os grupos de
amostras (NO e N1). Provavelmente o fator limitante para analisar essas
diferencas de correlagcbes entre os genes dos dois grupos, foi 0 pequeno
numero de amostras, além de provavelmente existir diferengcas mais ténues
entre os dois grupos, uma vez sdo tumores de mama que se diferem apenas
pelo status linfonodal. Ao analisar o scatter-plot, o que se nota, é que a
correlacao linear entre os pares de genes dos dois grupos € extremamente
débil e ndo permite sugerir associagao de expressao que foi perdida entre os
pares de genes a algum fenbmeno bioldgico (invasdo e metastase).

Exemplos desses graficos estao apresentados na Figura 20.

+ Positivo, R =-0.375
o Negativo, R =0.887

CDs2
GSKIB

-2.0
L
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-25
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1) 0z 04 0.6 08 1.0 -0.6 -0.4 -0z 0o 02
SPARC SFRP1

Figura 20 - Scatter-plot da correlacdo entre os pares de genes CDS2 e
SPARC e entre os pares de genes GSK3[3 e SFRP1 nos grupos NO e N1.
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6 CONCLUSAO

Nossos dados mostraram que as amostras emblocadas em parafina,
nao apresentaram RNA de qualidade suficiente para avaliagdo de expressao
génica através de experimentos de microarray nas condi¢cbes testadas,
porém para avaliacdo de expressao génica através de RT-PCR esse tipo de
amostra se mostra bastante promissor.

Amostras congeladas de mama se mostraram adequadas para
microdissecgao a laser, para amplificacao de RNA e utilizagao na plataforma
customizada 2.3K.

Na comparagao entre o grupo com comprometimento de linfonodo e o
grupo sem comprometimento de linfonodo, foram encontrados 67 genes
diferencialmente expressos com P valor estatisticamente significante.

Utilizando-se os 67 genes diferencialmente expressos encontrados,
foi possivel discriminar razoavelmente bem os dois grupos de amostra (70%
grupo N1 e 75% grupo NO). Sugerindo que o padrao de expressao esta
associado com o comprometimento linfonodal.

Foram construidas redes de relevancia, e encontramos significancia
na diferenga de correlagéo entre varios pares de genes dos dois grupos. No
entanto, ao se analisar o scatter-plot desses genes, nao foi possivel
encontrar nenhum par de genes promissor, provavelmente por ndo termos

um numero grande de amostras no estudo.
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Foram revelados genes candidatos a estarem envolvidos no processo
de invasao e metastase, alguns anteriormente relacionados a progressao da
doenga (DAAM2, DAAM1, CTNNB1, PLCD1 e ADAM23) e grande parte dos
outros genes diferencialmente expressos que sédo candidatos a marcadores

moleculares e que ainda ndo foram relacionados a progressao e metastase.
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Abstract

Introduction: Formalin-Fixed Paraffin-Embedded Tissue samples (FFPET) represent a valuable source for studies of gene
expression comparisons, since a great number of these samples is available in archive and presents a long time of clinical
follow-up. However, the quality of total RNA of these samples is known to be inferior to frozen samples, being many times
inadequate for studies of gene expression using conventional methodologies. Objective: This study aims to establish a protocol
for amplification of messenger RNA (mRNA) derived from FFPET samples for using in microarray experiments. Material and
Methods: 4 tumoral samples of invasive ductal breast carcinoma FFPET-buffered 10% were used. Total RNA was extracted and
the mRNA was linearly amplified in two rounds based on T7 RNA polymerase methodology using different concentrations of
oligo dT-T7 Primer for first strand cDNA (1st-cDNA) synthesis. Amplified antisense RNA (aRNA) was labeled with cianine-Cy3
through reverse transcription in the presence of random primers and co-hybridized with reference RNA (HB4a) labeled with
cianine-Cy5 in a customized platform containing 4,608 cDNAs corresponding to human genes. Results: The amplified RNA
quality was influenced by the relative amount of oligo dT-T7, showing better results for ratio of 1:0.1 (total RNA : oligo dT-T7).
Hybridizations showed value of intensity signals for the most of cDNAs immobilized in the platform. Conclusion: This study
showed that the control of the relative amounts of RNA derived from FFPET material and oligo dT-T7 is extremely important to
obtain high-quality amplified RNA, allowing its use in microarray experiments.

Keywords: Microarray analysis. Nucleic Acid Amplification Techniques. Tissue Fixation.

Introduction clinical-oriented studies, the demand for
appropriate tumoral samples has increased in the
last years. An important requirement for this type
of gene expression analysis is the quality of total
RNA. Frozen tumor samples are normally used,
since they present a better RNA preservation.
Several groups have made efforts for adequately

With the development of new technologies
for comparative analysis of gene expression, such
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are required. This methodology allows
simultaneously analysis of the expression profile
of thousands of genes and it has been extensively
used in the characterization of the biological events
that lead to tumors development.! Moreover, this ~ Corespondence
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storing surgical material in biorepositories. ° The
advances of diagnostic methods have allowed
early tumor detection significantly increasing the
possibilities for cure. In these cases, collected
material is totally embedded in paraffin and used
for anatomopathological examinations. Fixation
and preservation of this material aim especially
to maintain its morphology. Currently, great
attention has been given to the RNA preservation
using more adequate fixative and also fixation
time "* with the aim of gene expression studies.
Real time RT_PCR methodology '*!*> has been
preferentially applied for gene expression studies
using FFPET samples stored in archives, because
this methodology requires small amounts of to-
tal RNA (not necessarily of excellent quality) that
can be converted into cDNA using random
primers as triggers. These primers anneal to any
mRNA region, and do not require intact poli-A
tail. However, mRNA amplification is required
for analyzing gene expression by microarray
technology due to insufficient amount of mRNA
normally recovered from frozen or FFPET. Several
linear amplification protocols are available in the
literature showing acceptable reproducibility and
high data fidelity when compared to total RNA
1617 from the same source. These protocols are
based on in transcription using
oligonucleotides that carry RNA polymerase T7

vitro

phage promoter. As this primer anneals in mRNA’s
poly-A tail for synthesizing 1-cDNA, the presence
of a significant amount of mRNA molecules with
intact polyA tail is necessary. In the present study,
in order to establish an amplification protocol for
total RNA obtained from FFPET samples, we
compared the quality of amplified RNA after two
rounds of amplification using different oligo dT-
T7concentrations for 1#-cDNA synthesis from
total RNA. The quality of the two-round
amplified RNA (aRNA-2nd) was evaluated by
agarose gel. Our results showed that relative
amount of total RNA and oligo dT-T7 primer
influences the quality of aRNA-2nd. Thus,
through the control of this ratio we were able to
obtain amplified RNA of satisfactory quality from
FFPET samples appropriated for microarray
experiments.
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Materials and Methods

Samples description and extraction of

total RNA

Four FFPET (buffered 10%) samples of
breast invasive ductal carcinoma from years 2000,
2001, 2003 and 2004, were obtained from the
archive of Hospital A. C. Camargo. Four 5um
sections were cut from each paraffin block. The
cuts were deparaffinized in ImL of xylol and
centrifuged at 14000rpm for 10min. After
removing xylol, the pellet obtained was washed
in 70% ethanol. The proteins and membranes
digestion was carried out with proteinase K
(Invitrogen) for 18 hours at 52°C.18 For extraction
of total RNA, RNEasy Mini Kit (Qiagen) was used
according to the manufacturer recommendations.
Total RNA extraction from Cell line HB4a was
performed with TRIzol® reagent (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA), according to the
manufacturer protocol. The RNA integrity was
evaluated by 1% agarose gel and ethidium
bromide staining.

Double-strand DNA synthesis

For 1*'strand cDNA synthesis, 1mg total
RNA was used with different amounts of
oligodT-T7 (5’5" GGC CAG TGA ATT GTA ATA
CGA CTC ACT ATA GGG AGG CGG TTIT TTIT
ITT TTT TTT TTT TTT TTT (24)3 *) [57-pb]

Total RNA and oligo dT-T7 were denatured
at 70°C for 15 minutes and snap cooled on ice.
Four microliters of first strand buffer 5X, 0.01M
DTT (Invitrogen), 40U rRNasin (Promega,
Madison,WI), 1mM dNTP (Amersham
Biosciences, NJ), 400U Superscript II (Invitrogen)
and 4ul of DEPC (diethylpyrocarbonate) treated
water were added to the reaction in a 20ul final
volume. The reaction was incubated at 42°C for 2
hours. For 2™ strand cDNA synthesis (double
strand cDNA), 53ul of DEPC-treated water, 20ml
of 2" strand buffer (Invitrogen), ImM dNTP
(Amersham Biosciences, NJ), 1.4U RNase H
(Invitrogen), 10U E. Coli DNA ligase, 40U E. Coli
DNA polymerase I were added to the reaction in
100ul final volume. The reaction was incubated
at 16°C for two hours. Next, 10U T4 DNA
polymerase I was added and incubated at 16°C for



5 minutes. The reaction was stopped by adding
0.05M EDTA. Double strand DNA (ds-cDNA)
purification  was  carried out by
phenol:chloroform:isoamilic alcohol (25:24:1)
(pH 8.0) and precipitated in 300ul absolute
ethanol, 40ul sodium acetate (3M) and 1ul of
acrylamide (5mg/ml). The pellet was washed 5
times with 1ml of ethanol 70%, and resuspended
in 11ul of DEPC treated water. For indirect
evaluation of RNA integrity recovered from
FFPET samples RT_PCR reaction of the GAPDH
gene (NM_002046.2) wusing Forward-
CTGCACCACCAAGTGCTTA and Reverse-
CATGACGGCAGGTCAGGTC primers was
performed. This primer pair anneals in exon 7
and exon 8 at 463bp of 3' end amplifying a 292
bp fragment. One microliter ds-DNA of each
sample was diluted in 9ul water. Two pl of this
dilution was used as template for the RT_PCR
reaction adding 1.25mM MgCl2, 0.2mM dNTPs
(Amersham Biosciences, NJ), 0.5mM of each
primer, 2 pl reaction buffer 10X, 1U Tag DNA
Polymerase (Invitrogen), in a final volume of 20ul.
The program consisted of 2 minutes initial
denaturation at 940C, 40 cycles of 45 seconds at
940C, 45 seconds at 610C and 1 minute at 720C,
followed by an additional 7 minutes at 720C.
The product was visualized by 8%
polyacrylamide gel electrophoresis and silver
nitrate stained.”

In vitro Transcription

In vitro transcription was performed with
ds-DNA used as template and 7.5mM rNTP,
5.0ul reaction buffer 5X, 2.5ul enzyme solution
(RNase inhibitor and T7 RNA polymerase -
Promega) in a 10ul final volume. The reaction
was incubated at 37°C for 6h. The purification
of aRNA was carried out with TRIzol®
(Invitrogen Corp., Carlsbad, CA) following the
fabricant recommendations and the precipitation
was performed with absolute ethanol (3X volu-
me), 60ul sodium acetate (3M) and 0.5ul glycogen
(20mg/ml). The pellet was washed 5 times with
1 ml of 70% ethanol prepared in DEPC-treated
water. For the second round of amplification,
aRNA-1* (aRNA first round) was resuspended
in 6ul DEPC-treated water and incubated at
70°C with 9ug of dN6 random primer for Smin.
After that, 4l first strand Buffer 5X, 10mM DTT
(Invitrogen), 40U rRNasin (Promega, Madison,
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WI), ImM dNTP (Amersham Biosciences, NJ) and
400U SuperScriptll (Invitrogen) were added in 20ul
final volume. The reaction was incubated for 2h at
42°C. The 2™ strand ¢cDNA was produced by
adding 0.4ug OligodT(24)-T7 primer, 61.3ul of
DEPC-treated water, 10ul Advantage PCR Buffer
(Clontech), 1mM dNTP (Amersham Biosciences, NJ),
1.4U RNase H (Invitrogen) and 5X Advantage cDONA
Polymerase mix (Clontech, CA) in a final volume of
100ul, following the program 37°C for 10min, 94°C
for 3min, 65°C for 5min, 75°C for 30min. For
enzymatic inactivation 7.5ul 1M NaOH and 2mM
EDTA was used and the reaction was incubated at
65°C for 10 minutes. The ds-cDNA was recovered
and the second round of in vitro transcription was
carried out following the exactly steps of the first
round amplification. The RNA amplification from
normal breast cell line HB4a 20 was carried out
following the same procedure used for FFPET
samples.

Evaluation of aRNA-2" quality

The evaluation of aRNA-2" quality was
carried out by electrophoresis for 50 minutes at
60mV. Five microliters TAE buffer with 7M urea,
3X bromophenol blue Loading Buffer and lug
ethidium bromide were added to 1ug aRNA-2™
and the mixture was applied into the agarose gel.

Labeling and hybridization

Five micrograms of aRNA-2" from FFPET
samples and 4ug of aRNA-2" from HB4a were
labeled with cyanine. To each aRNA-2¢, 1.2ul 4.5X
mRNA control (Q-gene) and 9ug random hexamer
primer (AN6) were added, and primer annealing
was performed at 70°C for 5 minutes. To this
mixture 1X first strand buffer, 0.01M DTT
(Invitrogen), 20U rRNasin (Promega, Madison, WI),
0.6uL ANTP in equal amounts of adenine, thiamine
and guanine (25mM each) and cytosine (10mM),
2uL of dCTP, Cy3 for test sample and Cy5 for
reference sample (25mM) and 400U SuperScript
Reverse Transcriptasell (Invitrogen) were added in
30ul final volume. The reaction was incubated at
42°C for 42 hours. For RNA degradation 0.025M
EDTA and 0.05M NaOH was added and incubated
at 70°C for 20minutes, followed by neutralization
with 0.05M HCI. For eliminating the non-
incorporated dNTPs, the solution was purified by
AutoSeq G50 (Armeshan Pharmacia) purification
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column according to the manufacturer
recommendations. Sample and its reference were
mixed and concentrated in speed vac. Four
micrograms of poly-A DNA (Armeshan Pharmacia),
4ug Cot 1 (Gibco-BRL), 20ug BSA (BSA fraction 5 -
Sigma), 47,5ul hybridization buffer (10X SSC, 0.2%
SDS), preheated at 70°C, formamide 25%, 5X
Denhardt’s solution and 10ug salmon sperm DNA
were added to the mixture in 95ul final volume.
The final solution was heated at 95°C for 5 minutes
for denaturation and applied on cDNA plataform
21 containing 4.608 ORESTES clones
corresponding to human genes. The platform was
previously hybridized at 42°C (6 to 16 hours) in
5X SSC SDS 0.2%, BSA 1%, 5X Denhardt’s solution
(filtered in pore membrane 0.45um). The slides
were mounted in GeneTac 2000
(GenomicSolutions) hybridization station at 42°C
for 20hours. After hybridization, the slides were
washed in the following conditions: one time in
2X SSC solution, twice in 0.1% SSC solution and
1X SDS and twice in 0.1% SSC solution. All steps
were carried out under agitation for 10 minutes
and all solutions were previously heated at 42°C.

Signal capture

Signals generated by competitive
hybridization of samples were captured with
ScanArrayTM Express (Packard BioScience)
dualchannel confocal laser scanner using PMT 50%
for all slides (Photomultiplier voltage). Data were
recovered by ScanArray (Perkin Elmer Life
Sciences,Inc., U.S.A.) using the histogram method.

Mathematical analyses

Saturated points (higher or equal to 63000
approximately 16 BITS) were eliminated and lo-
cal background subtraction was performed. Only
spots with positives values were considered for
analysis.

Results and Discussion

Evaluation of the aRNA-2" quality

It has been reported in the literature that a
high initial concentration of oligo dT-T7 used for
amplification can influence the quality of amplified
RNA,* by generation of primers dimers that ser-
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ves as template in the in vitro transcription
reaction. These primer dimers yield a great
amount of amplified RNA with low molecular
weight.” In this study we first tested the Jenson
et al. findings in our conditions. In an attempt to
simulate FFPET samples, which normally present
low quantity of intact mRNA, we used small
amount of a high quality total RNA (50ng)
recovered from the HB4a cell line. Three amounts
(500, 50 and 5 ng) of oligo dT-T7 were tested in
the 15-cDNA synthesis, resulting in 3 different
relative amounts (RNA:primer) 1:10, 1:1, and 1:0.1
listed in Table 1. The same steps of the
amplification procedure were performed in the
3 experiments. In experiment 1, with a 1:10 ratio
(RNA:primer), aRNA-2"* was predominantly of
200 to 500bp obtaining a total mass of 96.72ug.
In experiment 2, with a 1:1 ratio (RNA:primer),
aRNA-2" predominantly of 300 to 800bp
obtaining a total mass of 5.84ug; and finally, in
experiment 3, with a 1:0.1 (RNA:primer) ratio
aRNA-2" was predominantly of 300 to 800bp,
equivalent to the 1:1 ratio, but with total mass of
0.8ug (Figure 1,Table 1). Data provided by our
laboratory have showed that aRNA-2™
molecules with size ranging from 300 to 800bp
produce excellent quality hybridizations. In
contrast, aRNA-2™ molecules with size ranging
from 100 to 300bp produce poor quality
hybridizations, showing intensity signal of
hybridization in a few cDNAs immobilized in our
customized platform. Taking this data into
consideration we can suggest that the ratios 1:1
and 1:0.1 produced aRNA-2"" adequate for
microarray experiments. However, this was not
observed in the 1:10 ratio, which produced
aRNA-2" molecules of lower molecular weight.
Our findings confirmed Jenson et al.* data and
showed that higher aRNA size range was
obtained when lower primer concentrations
related to total RNA were used. Although in the

Table 1 - Different ratio of total RNA and oligo dT-T7,
final mass and aRINA-2"

Experiments RNA:primer aRNA mass aRNA-2™

ratio (pb)
1 1:10 96.72ug 200-500
2 1:1 5.84ug 300-800
3 1:0.1 0.8ug 300-800
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Figure 1 - Agarose Gel- 500ng aRNA-2nd from HB4a
using different amounts of oligo dT-T7 in 1st-cDNA
synthesis (1, 2 and 3- 500ng, 50ng and 5ng, respectively).
M- ladder; 1, 2 and 3- aRNA2nd

experiment 3 (1:0.1) an excellent quality aRNA-
2" was obtained the total mass (0.8ug) produced
was not enough to perform microarray
experiments, which normally use 4ug. 8 However,
in experiment 2 (1:1) the amount of aRNA-2"
produced (5.84ug) was enough for hybridizing
one microarray platform.

Evaluation of aRNA-2" quality from FFPET

samples

To test if equivalent results would be
observed using RNA of inferior quality, the same
experiment using the same relative concentrations
of experiments 2 and 3 (1:1 and 1:0.1, respectively)
was performed with one FFPET sample (year
2004). One ug of total RNA was evaluated by
agarose gel and presented degradation (data not
shown). Therefore, its quality was indirectly
evaluated by RT_PCR of GAPDH gene using ds-
DNA as template, cited in material and methods.
One hundred nanograms of total RNA were used
as starting material for the amplification
experiments. In this procedure two quantities of
oligo dT-T7 were used, 100 and 10ng, reproducing
the 1:1 and 1:0.1ratios, respectively. In experiment
4 (1:1 ratio), 7ug de aRNA-2" was obtained,
ranging from 200 to 400bp. In the experiment 5
(1:0.1ratio), 0.5ug of aRNA-2" was obtained in
the range of 300 to 700bp (data not shown), which
produces high-quality hybridizations, based on
our previous data. These results showed that the

optimized RNA:primer ratio for FFPET sample
(low quality total RNA) differed from the
optimized ratio for HB4a (high quality total
RNA). The alteration of the RNA:primer ratio can
be explained by the lower number of intact
mRNA molecules in FFPET sample than in HB4a
cell line, even when using double quantity of to-
tal RNA as starting material. In experiment 5
(1:0.1 ratio) the aRNA-2"! ranged from 300 to
700bp corresponding to high quality
hybridization. However, the total amount
obtained was insufficient for microarray
experiments. Similar to the previous results, these
data showed that the amount of oligo dT-T7
affected the quality of amplified RNA (Table 2).
To obtain the necessary amount for performing
microarray experiments (around 5ug), the next
step was to increase the amount of starting ma-
terial (total RNA) recovered from FFPET samples
and to use a 1:0.1 RNA:primer ratio, that showed
to be more appropriated for this type of sample.
For this, total RN As were extracted from 4 FFPET
samples (years 2000, 2002, 2003 and 2004) and the
amplification procedure were initiated with 1pg
of total RNA and 100ng of oligo dT-T7 for 1%-
cDNA synthesis (RNA:primer ratio: 1:0,1). The
RNA integrity of these samples was indirectly
evaluated by RT_PCR for GAPDH gene (Figu-
re2).

The samples were amplified, producing
aRNA-2" with a satisfactory quantity (more than
5ug), as shown in Table 3. aRNA-2" quality was
evaluated by agarose gel for 3 out of 4 samples
(which presented sufficient amount) (Figure 3).
Although the sample 1 was not checked by
agarose gel, due to the low quantity obtained
(5.2ug), all aRNA-2" from the FFPET samples
were used in microarray experiments.

Microarray experiments

For hybridization, 5ug aRNA-2" from
FFPET samples and 4pg aRNA-2" from HB4a

Table 2 - Different ratio of total RNA and oligo dT-T7,
final mass and aRINA-2"

Experiments RNA:primer aRNA aRNA-2™
ratio mass (pb)

4 1:1 Tug 200-400

5 1:0.1 0.5ug 300-700
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C+ No

GAPDH

Figure 2 - Polyacrylamide Gel. GAPDH gene RT_PCR.
M- ladder; 1, 2, 3 and 4- FFPET samples; C+ - positive
control and No- negative control

Table 3 - aRNA-2" data of FFPET samples using 1:0.1
RNA:primer ratio

Table 4 - Number of spots with intensity signal lower
than background

Year of FFPET  Number of spots with intensity signal lower

fixation than background signal
FFPET samples Reference samples
2000 12 73
2002 4 63
2003 5 84
2004 0 10

Samples RNA: primer aRNA aRNA-2"
ratio mass (pb)
2000 1:0.1 5.2ug -
2002 1:0.1 14.5ug 200-800
2003 1:0.1 13.4pg 200-500
2004 1:0.1 14.8ug 200-800
600pb

Figure 3 - Agarose Gel- lug aRNA-2nd from FFPET
samples. M- ladder; 1- FFPET from 2002; 2- FFPET from
2003 and 3- FFPET from 2004.

(used as reference) were labeled with Cy3 and
Cy5, respectively, and co-hybridized in the
customized 4.8K platform. The hybridizations
showed that most cDNAs produced positive
intensity signal (Table 4) corresponding to signals
higher than the background. Figure 4 presents the
images produced by the ScanArray program
(Perkin Elmer Life Sciences, Inc., U.S.A.) showing
high quality of hybridization for all slides. The
higher number of cDNAs with signal intensity
lower than the background signals was observed
in the slides correspondent to the reference
samples. This fact is probably due to two reasons;
the two dyes incorporate into samples at different
rates, creating “dye bias” 23-25 and a lower

19 Applied Cancer Research, Volume 26, Number 1, 2006

Figure 4 - Representation of the results of hybridization
4.8K microarray platform. A) ¢cDNA hybridization of
FFPET from 2000, 2002, 2003 and 2004; B) cDNA
hybridization of reference sample and C) Composite
(green: FFPET and red: reference).

amount of aRNA-2" (4ug) used in hybridization.
These preliminary results produced in this article
showed that starting amount of oligo dTT7 used
in the amplification procedure of paraffin
embedded samples caused a great influence on
the quality and amount of amplified RNA.
Moreover, due to the relatively good quality in
hybridization experiments provided in this study
our data suggested that FFPET samples of the
Archive A. C. Camargo Cancer Hospital can be
used for gene expression studies. However,
further experiments are necessary for evaluating
the reproducibility and reliability of the data. One
must emphasize the necessity of improving the
procedures used to fixation of paraffin-embedded
samples for a better RNA preservation, thus
allowing its use for gene expression studies.
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Anexo 2 - Tabela com os Genes das vias PI3K, WNT e EMT, na lamina

PI3K EMT
ALS2CR7 | GRK5 PIPSK2A | BCDO1 IGFIR TWIST1
BCR GRK6 PIP5K2B | BHLHB2 |IGF2 VEGF
CALM1 GRK7 PIP5K2C | BMP7 ITGA2 WAGSPIP
CALM2 HIPK1 PIPSK3 |C10QDC1 |ITGA5
CALM3 HIPK2 PLCB1 |CALD1 KRT19
CALML3 |IMPA1 |PLCB2 |CDC42 LAMA3
CARKL IMPA2 |PLCB3 |CDH1 MEOX1
CDC2L1 INPP1 PLCB4 |CDH13 MET
CDC2L5 INPP4A |PLCD1 | CDH6 MSN
CDC7 INPP4B |PLCD3 |CITED4 |MYCN
CDIPT INPPSA |PLCD4 |COL4Al1 |NCAM1
CDS1 INPP5B  |PLCE1 |COL4A2 |NCAM2
CDS2 INPP5D |PLCG1 |COL5A1 |NGFR
CSNK1G1 |INPPL1 |PLCG2 |COL5A2 |NID2
CSNK1G2 |ITPKA |PLCZ1 |CRABP2 |NNAT
CSNK1G3 |ITPKB PRKAAL1 | CTNNA1 |NOX1
DCAMKLL1 | ITPKC PRKAA2 | CTNNA2 | OFD1
DGKA ITPR1 PRKCA |CTNNB1 |PAX1
DGKB ITPR2 PRKCB1 | CTNND1 |PAX2
DGKD ITPR3 PRKCG |DDR1 PAX3
DGKE OCRL PTEN DDR2 PAX4
DGKG PCTK1 |RIPK4 DLL1 PAX5
DGKH PCTK2 |SNF1LK | DSG2 PAX6
DGKI PCTK3 |SYNJ1 |EDN1 PAXT7
DGKQ PIK3C2A |SYNJ2 |ETV4 PAX8
DGKZ PIK3C2B | TESK1 |EYA1l PAX9
DMPK PIK3C2G | TESK2 |EYA2 PCDH11X
DYRKIA |PIK3C3 |TTK EYA3 PCDH11Y
DYRKI1B |PIK3CA EYA4 PRAME
DYRK?2 PIK3CB FGFR3 RARG
DYRKS PIK3CD FRZB SDC1
DYRK4 PIK3CG GATA3 SIP1
EEF2K PIK3R1 GH1 SIX1
EIF2AK2 | PIK3R2 GH2 SPARC
EIF2AK3 | PIK3R3 HDGF TCF3
EIF-4E PIK3R4 HOXA1l | TCF8
FASTK PIK3R5 ID1 TGFA
FN3K PIK4CA ID2 TGFBR2
GAK PIPSK1A ID3 TIMP1
GRK1 PIP5K1B 1D4 TIMP3
GRK4 PIP5K1C IGF1 TITF1




WNT

AKT1 DVL1 MAPK10 PPP3R1 TBL1Y
APC DVL2 MAPK8 PPP3R2 TCF7
APC2 DVL3 MAPK9 PRICKLE1 TCF7L1
AXIN1 EP300 MMP7 PRICKLEZ2 TCF7L2
AXIN2 EVI1 MTA1 PRKACA TCF8
BTRC FOSL1 MYB PRKACB TLE1
CACYBP |FOSL2 MYC PRKACG TLE2
CAMK2A | FRAT1 NFAM1 PRKCA TLE3
CAMK2B |FRAT2 NFATS5 PRKCB1 TLE4
CAMK2D |FZD1 NFATC2 PRKCG TP53
CAMK2G |FZD10 NFATC3 PRKX TWIN
CAV1 FZD2 NFATC4 PRKY VANGL1
CCND1 FZD3 NKD1 PSEN1 VANGL2
CCND2 FZD4 NKD2 RAC1 WIF1
CCND3 FZD5 NLE1 RAC1P4 WNT1
CD44 FZD6 NLK RAC2 WNT10A
CER1 FzD7 NODAL RAC3 WNT10B
CHDS8 FZD8 NOTCH2NL | RBX1 WNT11
CITED1 FZD9 OPN1LW RGS4 WNT16
CLDN1 GREM1 PLAUR RHOA WNT2
CREBBP GSK3B PLCB1 ROCK1 WNT2B
CSNK1Al |ID2 PLCB2 ROCK2 WNT3
CSNK1AI1L | JUN PLCB3 RP1-303F19.1 | WNT3A
CSNKI1E KIF2 PLCB4 RUVBL1 WNT4
CSNK2A1 |[KIF3A PORCN SBNO1 WNT5A
CSNK2A2 | KIF4A PPARA SDC2 WNT5B
CSNK2B KIF5A PPARBP SENP2 WNT6
CTBP1 KIF7 PPARD SFRP1 WNT7A
CTBP2 KNY PPARG SFRP2 WNT7B
CTNNB1 LEF1 PPARGCIA | SFRP4 WNT8A
CTNNBIP1 | LGALS3 PPARGCI1B | SFRP5 WNT8B
CUL1 LOC442511 | PPP2CA SIAH1 WNT9A
CXXC4 LOC644293 | PPP2CB SKP1A WNT9B
DAAM1 LOXL2 PPP2R1A SMAD2 WT1
DAAM2 LRP1 PPP2R1B SMAD3

DAB?2 LRP2 PPP2R2A SMAD4

DALLY LRP3 PPP2R2B SOST

DKK1 LRP4 PPP2R2C SOX17

DKK2 LRP5 PPP3CA SOX9

DKK4 LRP6 PPP3CB TBL1X

DNER MAP3K7 PPP3CC TBL1XR1
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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