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RESUMO

A proteina Lamelipodina (Lpd), codificada pelo gene RAPHL1, funciona como
adaptadora de sinais para modular a montagem do citoesqueleto de actina,
através de sua ligacdo as proteinas Ena/VASP, e atua na protrusédo
lamelipodial e motilidade celular. A regido a qual pertence o gene RAPH1
(2933) ja foi descrita como deletada em diversos tipos de canceres e a
expressdo do gene ja se mostrou alterada em canceres quando comparada a
tecidos normais. Optou-se neste trabalho por investigar alteracdes estruturais
(amplificacdes e delecbes) do gene RAPH1 em amostras de carcinoma
mamario, a fim de determinar sua possivel relagdo com os processos de
tumorigénese e metastase. Foram utilizadas amostras de tumor para 52
pacientes nas quais o sangue periférico foi utilizado como controle. As
alteracbes do gene RAPH1 foram determinadas a partir da quantificacdo
relativa e do método da curva padrdo, por meio da técnica PCR em Tempo
Real. O gene RAPH1 se mostrou alterado em todas as amostras analisadas,
sendo em sua maioria alteracbes do tipo delecdo (63,5%) e nas demais
amostras o gene se mostrou amplificado (36,5%). Foram realizadas analises de
regressao e correlacdo entre as amplificacdes e dele¢bes do gene RAPHL1 e
dados clinico-histopatolégicos das pacientes a fim de determinar alguma
relacdo causal entre as variaveis, no entanto os valores obtidos ndo se
mostraram significativos para nenhuma das caracteristicas. A partir dos
resultados foi possivel concluir que as alteragdes estruturais do gene RAPH1
nao influenciam diretamente o processo de tumorigénese em carcinomas
mamarios e que as amplificacdes e dele¢cbes encontradas também néo sdo
responsaveis por aumentar ou diminuir a motilidade celular e por consequéncia
a incidéncia de metastase nos linfonodos, em pacientes com cancer de mama.
Foram encontradas correlagbes positivas para as alteracdes estruturais do
gene RAPH1 e o gene das colinesterases (ACHE e BCHE), no entanto esta
relacdo ndo pode ser considerada uma influéncia direta para o
desenvolvimento e/ou progressdo de tumores de mama, uma vez que as
alteracdes estruturais dos genes em separado jA ndo possuem contribuicdo
efetiva.

Palavras-chave: Lamelipodina. RAPH1.Amplificacdo e delecdo génica. Cancer
de mama. PCR em Tempo Real.
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ABSTRACT

The Lamellipodin protein (Lpd), encoded by the RAPH1 gene, functions as
signal adapter to modulate the assembly of actin cytoskeleton through its
binding to the Ena/VASP proteins, and works in lamelipodial protrusion and
cellular maotility. The region which the RAPH1 gene belongs (2g33) has been
described as deleted in various cancer types and the gene expression changes
in cancers when compared to normal tissues. This work chose by investigate
structural alterations (amplifications and deletions) in the RAPH1 gene on
mammary carcinoma samples in order to determine its possible relationship
with the processes of tumorigenesis and metastasis. Tumor samples were used
for 52 patients in which the peripheral blood was used as a control. The
changes of the RAPH1 gene were determined from the relative quantification
and standard curve method, through Real Time PCR technique. The RAPH1
gene proved to be changed in all samples analysed, being mostly changes
deletions (63.5%) and in other samples the gene showed amplified (36.5%).
Regression and correlation analyses were conducted between gene
amplifications and deletions of the RAPH1 gene and clinico-histopathological
data from patients in order to determine any causal relationship between the
variables, however the values obtained were not significant to none of the
features. Based on the results was possible to conclude that the structural
changes of the RAPH1 gene do not influence directly the process of
tumorigenesis in breast carcinomas. Besides that the amplifications and
deletions found are not also responsible for increase or decrease cellular
motility and consequently the incidence of lymphnode metastasis in patients
with breast cancer either. Positive correlations were found for structural
changes between the RAPH1 gene and the cholinesterases genes (ACHE and
BCHE), however this relationship could not be considered a direct influence to
development and/or progression of breast tumors, since the structural changes
of separate genes already do not have effective contribution.

Key-words: Lamellipodin. RAPH1.Genic amplification and deletion. Breast
Cancer. Real Time PCR.
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1 INTRODUCAO

O céancer se desenvolve devido a falhas nos mecanismos responsaveis por controlar
a proliferagdo e crescimento normal das células, que se dividem de maneira rapida e
descontrolada gerando massas de células anormais, chamadas tumores (NUSSBAUM et
al., 2001). A transformacéo de células normais em células tumorais envolve um conjunto
de alteracdes genéticas e/ ou epigenéticas em genes importantes no controle celular,
denominados de proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Além das alteracdes
genéticas, influéncias ambientais também sdo determinantes no desenvolvimento do
cancer (HUNT et al., 2001; KVITKO, 2003).

O cancer de mama € uma doenca na qual células epiteliais e estromais do tecido
mamario sofrem alteracdes moleculares e histopatoldégicas que determinam sua
malignidade (VARGO-GOGOLA e ROSEN, 2007). Com estimados 1.152.161 novos casos
por ano, o cancer de mama feminino é o segundo cancer mais comum no mundo e 0 mais
comum entre as mulheres, responsavel por cerca de 400 mil mortes anuais (KAMANGAR
et al., 2006).

O objetivo de muitos estudos sobre o cancer de mama € a identificacdo de genes
gue estejam relacionados a progressao de células normais a malignas, e que tal
informacdo possa servir de base para o desenvolvimento de novas estratégias de
diagndstico, prognadstico e terapéutica mais eficientes (TLSTY et al., 2004).

O gene RAPH1 (Ras association (RalIGDS/AF-6) and pleckstrin homology domains
1) humano consiste de 17 exons e esta localizado no braco longo do cromossomo 2,
regido 3, banda 3 (2933). Diversas possibilidades de processamentos alternativos ja foram
descritos para 0 mMRNA do gene, os quais resultam em transcritos que codificam uma
proteina com maior ou menor nimero de aminoécidos (EPPERT et al., 2005).

A proteina Lamelipodina humana (Lpd), codificada pelo gene RAPH1, pertence a
familia de proteinas MRL. Esta familia é caracteristica por possuir os dominios PH
(pleckstrin homology), RA (Ras-association) além de um polipeptidio rico em prolina na
regido C—terminal. Estes dominios s&o sitios de ligagdo que estdo associados a membrana
celular, & sinalizacdo, e as proteinas Ena/VASP, respectivamente. A proteina Lpd funciona
como adaptadora de sinais para modular a montagem do citoesqueleto de actina através
das proteinas Ena/VASP (LAFUENTE et al., 2004; KRAUSE et al., 2004), relacionadas

com a protrusado lamelipodial e a motilidade celular.



A regido onde esta localizado o gene RAPHL1 (2g33) esta deletada em diversos tipos
de canceres, além de alguns trabalhos terem sugerido que ele possa ser expresso de
maneira diferente em tecidos tumorais quando comparado a tecidos normais (DAHL et al.,
2005; EPPERT et al., 2005). Dessa maneira, 0 gene RAPH1 pode desempenhar um
importante papel na origem e/ou progressao do cancer de mama assim como nos demais
tipos de cancer, e seu estudo pode levar a descricdo de um novo alvo molecular para a
intervencdo terapéutica e desenvolvimento de novos tratamentos (LYULCHEVA et al.,
2008) principalmente nas vias que acarretam em aumento da motilidade celular e

metastase.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 GENE RAPH1

O gene humano RAPH1 (Ras association (RalGDS/AF-6) and pleckstrin homology
domains 1) foi identificado por Nagase e colaboradores em 2000 como localizado no brago
longo do cromossomo 2 (NAGASE et al., 2000) e denominado de KIAA1681.

EPPERT et al. (2005), ao investigarem a expressdo de uma série de genes em
amostras de osteossarcomas, identificaram o gene RMO1 (reduced expression in
metastatic osteossarcoma) incluindo suas nove formas alternativas (Figura 1A). O gene
RMOL1 foi localizado na posi¢cdo 2933, e uma de suas formas alternativas foi denominada
de RMO1-RAPHL1 e posteriormente de RAPH1 (DAHL et al., 2005).

O gene RAPH1 consiste de 17 exons (Figura 1B). Existem duas regides de
processamento alternativo (exons 5 e 6) localizadas no interior do gene. O transcrito do
exon 15 possui uma regido que pode se ligar tanto com o transcrito do exon 16, quanto
com o do 17. Todas as possibilidades de processamentos descritas podem resultar em
transcritos alternativos do gene resultando em uma proteina com maior ou menor namero
de aminoacidos (Figura 1A) (EPPERT et al., 2005).

A)
RA PH
RMO1 I | — 597aa
RMOla | — 622aa
RMO1b L Eu | | — 624aa
RMOlab (ALS2CRY) I | - [l = 649aa
RMOIc¢ I | 5] 592aa
RMOlac | 1] 617aa
RMO1bc | 6] 619aa
RMO | abe L R | 6] 644aa
RMO1-RAPHI I | T . 250aa
B)
~ NN 7777
I 2 34 56 T89W0I121314 15 16 17

FIGURA 1 — A) FORMAS ALTERNATIVAS DO TRANSCRITO DO GENE RMO1, ENTRE ELAS A FORMA
RAPH1. B) ESTRUTURA DO GENE RAPH1. FONTE: ADAPTADO DE EPPERT et al., (2005). LEGENDA: A
regido hachurada néo é traduzida. Os transcritos dos exons 5 e 6 podem sofrer processamento alternativo. O
transcrito do exon 15 contém uma regido criptica de processamento alternativo que quando utilizada pode se

ligar ao transcrito do exon 16 ou 17.



Também foi verificado por EPPERT et al. (2005) a existéncia de homologia entre a
sequéncia do gene RMO1 (RAPH1) e as sequéncias dos genes que codificam as proteinas
humanas Grb7, Grb10 e Gb14 (29% a 35% de identidade), e MIG10, encontrada em C.
elegans (42% de identidade) (Figura 2) estando tanto as proteinas Grb (7,10 e 14) quanto
MIG-10 envolvidas na proliferacdo e migragéo celular (MANSER et al., 1990; MANSER et
al., 1997; DALY, 1998; HAN et al., 1999; HAN et al., 2000; HAN et al., 2001; HAN et al.,
2002; JAHN et al., 2002).

RMOI "'-'" "’T"""""""T"»ii""' ANL ?"-i'»”’f:?""t" "T"'T"-"":""'T "'T""}":"‘»'?""'i"t"'.'t“t"hi""j 'I:'I'_j"?'f"f"v
MIGID 1 === e MDTYDFPDPYPVQIRARPOVPPKPPIDTVRY SMNNIKES—---ADAQLDELLEELEALETQLNS SNGDQLLLG======~~
SRR I e e e T e e e L
L LT B —— MALAJCPDSFLEHPYYQDF

GRB7

RMO1
MIG10
GRB14
GRB10
GRB7

RMO1
MIGI10
GRB14
GRBIO
GRB7

RMO1
MIG10 4r
GRB14 14
GRB10
GRB7

RMOI
MIGI0
GRB14
GRB10
GRB7

RMO!1
MIGI0
GRB14
GRBIO ¢
GRB7?

RMOI
MIGI0
GRB14
GRB10
GRB7

FIGURA 2— SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DE RMO1. FONTE: EPPERT et al., (2005). LEGENDA:
Sequéncia completa codificadora de RMO1 alinhada com Grb7, 10, 14 e MIG10. As setas denotam as
regides de processamento alternativo de RMO1. O dominio RA e o dominio PH de RMO1 estdo nas caixas
(aa321-405 e aa449 -555, respectivamente) e a regido rica em prolina e o0 dominio SH2 das proteinas GRB
estdo sublinhados. A regido destacada em preto representa aminoacidos com a mesma identidade e a regiao

em cinza aminoéacidos similares (THOMPSON et al., 2006).



2.2 PROTEINA LAMELIPODINA HUMANA

2.2.1 Dominios estruturais

A proteina Lamelipodina humana (Lpd), codificada pelo gene RAPH1, possui 1250
aminoacidos e juntamente com as proteinas RIAM e MIG-10 (encontrada em C. elegans),
relacionadas evolutivamente (Figura 3A), sdo parte da familia de proteinas MRL (MIG-10,
RIAM e Lamelipodina). Esta nova familia proposta por KRAUSE et al. (2004) é
caracteristica por possuir os dominios PH (pleckstrin homology), RA (Ras-association)
além de um polipeptidio rico em prolina na regido C—terminal (Figura 3B). Estes dominios
sdo sitios de ligacdo que estdo associados a membrana celular, & sinalizacdo, e as
proteinas Ena/VASP, respectivamente. As proteinas MRL funcionam como adaptadores de
sinais para modular a montagem do citoesqueleto de actina através das proteinas
Ena/VASP (LAFUENTE et al., 2004; KRAUSE et al., 2004), intimamente relacionadas com

a protrusdo lamelipodial e a motilidade celular.

GRB14 (Humana)

GRB10 (Humana) Lpd

GRB7 (Humana) RIAM

Lamelipodina (Humana)

HF

RIAM (Humana) MIG-10

CG 11940 (Drosophila)

01 e MIG-10 (C. ologans)

FIGURA 3 — A) ARVORE FILOGENETICA DA RELACAO EVOLUTIVA DA LAMELIPODINA COM AS
PROTEINAS RIAM E MIG-10. FONTE: CHANG et al., (2006). LEGENDA: A) A distancia horizontal
representa o grau de divergéncia e a barra de escala no canto inferior 10% de eventos de substituicdo. B)
Representacéo esquemética dos dominios das proteinas Lamelipodina, RIAM e MIG-10. N representa a
regidao amino-terminal; RA — dominio Ras association; PH — dominio Pleckstrin Homology; Proline, dominio

rico em prolina; FP4, motivos que contém FPPPP para ligacdo aos dominios EVH1 nas Ena/VASP.



As proteinas Ena/VASP (em mamiferos Mena - mammalian enabled, VASP -
vasodilator stimulated phosphoprotein e EVL - Ena VASP like) s&o definidas
estruturalmente por um dominio rico em prolina (o qual é importante para interacbes com a
proteina ligadora de actina, Profilina) flanqueado pelos dominios amino-terminal EVH1 e
carboxi-terminal EVH2 (Ena/VASP homology 1 e 2). O dominio EVH1 reconhece
sequéncias (D/E) FPPPP-X (D/E)(D/E) e o EVH2 €& responsavel por mediar a
tetramerizacdo das Ena/VASP através de um motivo coiled-coil e se ligar tanto a actina G
guanto a actina F (KRAUSE et al., 2003).

A partir de buscas em bancos de dados de possiveis proteinas ligadoras do dominio
EVH1 das proteinas Ena/VASP, KRAUSE et al. (2004) identificaram o cDNA de KIAA1681
(NAGASE et al., 2000) como possuidor da sequéncia rica em prolina e seu sitio de ligacao
(FPPPP-X) e nomearam a proteina de Lamelipodina (Lpd) por estar localizada nas pontas
dos lamelipddios e filopddios juntamente com as proteinas Ena/VASP.

Os seis dominios de ligacdo a EVH1 (separados em quatro grupos) de Ena/VASP
da Lpd estéo localizados na extremidade C terminal, rica em prolina, juntamente com oito
potenciais sitios de ligacdo aos dominios SH3, e trés potenciais sitios de ligacédo a proteina
Profilina (Figura 4). O dominio PH da Lpd se liga especificamente ao sinalizador celular
PI1(3,4)P,, produto da cinase PI3K (KRAUSE et al., 2004). Apesar de PI(3,4)P, ter seus
niveis regulados por sinais extracelulares e sua distribuicdo ser preferencial & membrana
plasmatica e nuclear, o seu papel especifico na motilidade celular ainda é incerto (LEGG e
MACHESKY, 2004).

Os dominios RA sao conhecidos por terem diferentes especificidades para GTPases
(VICIANA et al., 2004) e ainda ndo se sabe ao certo qual GTPase esta fisiologicamente
associada com a Lpd e como esta ligacdo afeta suas atividades celulares (LEGG e
MACHESKY, 2004).
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FIGURA 4 — SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DA PROTEINA LAMELIPODINA. FONTE: KRAUSE
et al., (2004). LEGENDA: O dominio RA (sublinhado), o dominio PH (negrito), os oito sitios de ligacdo
a SH3 (negrito e italico), os trés sitios de ligacédo a Profilina (nas caixas) e 0s quatro grupos contendo

seis sitios de ligacdo a EVH1 das Ena/VASP (negrito e sublinhado) sdo mostrados.



2.2.2 Funcgdes e interacdes

A locomocéo celular resulta da coordenacdo dos movimentos gerados por diferentes
partes de uma célula. A migracdo é iniciada pela formacdo de uma grande e larga
protrusdo de membrana celular na dire¢cdo do movimento, com a principal caracteristica
sendo a polimerizacdo da proteina actina que se interconecta para a formacao de
filamentos e redes em uma direcdo de protrusdo, denominada lamelipédio. Em alguns
casos, projecdes delgadas da membrana em formato de dedos, chamadas de filopddios,
também sédo estendidas da margem de direcdo (LODISH et al., 2005).

A migracéo celular direcionada € essencial para o desenvolvimento e a fisiologia dos
organismos, além de estar diretamente envolvida em certas patologias. Processos como
quimiotaxia de linfdcitos, direcionamento de axénios, angiogénese e metastase de células
tumorais requerem mudancas na motilidade em resposta a sinais ambientais (SERVANT et
al., 1999; YAMAZAKI et al., 2005) e mudancas na dinamica da actina séo induzidas por
uma variedade de proteinas associadas a actina incluindo as proteinas da familia
Ena/VASP em associacdo com diversas proteinas, entre elas a Lpd.

KRAUSE et al. (2004) verificaram que a Lpd quando superexpressa aumenta a
velocidade da protrusdo lamelipodial, um efeito observado também quando proteinas
Ena/VASP sao superexpressas. Quando a expressao da Lpd é suprimida a formacao do
lamelipddio é prejudicada assim como podem ser observadas uma reducédo na velocidade
de protrusdo lamelipodial e uma diminuicdo de actina F. Tais fen6tipos sdo mais severos
do que os observados com somente a perda das proteinas Ena/VASP, sugerindo que a
Lpd é responsavel pela regulacdo de outros efetores do citoesqueleto de actina, além de
cooperar com as proteinas Ena/VASP na transducao de sinais.

Foi sugerido no mesmo trabalho de KRAUSE et al. (2004) que a Lpd poderia atuar
como um meio de ligacao entre sinais assimétricos a jusante de receptores de quimiotaxia
e proteinas Ena/VASP, assim como de outros reguladores da polimerizacdo da actina, por
ser ligante tanto de PI(3,4)P,, presente na membrana celular quanto das proteinas
Ena/VASP.

MIG-10 (ortélogo da Lpd encontrada em C. elegans) é uma proteina adaptadora
citoplasmatica que tem sido relacionada a migracdes neuronais antero-posteriores
(MANSER et al., 1990; MANSER et al., 1997; CHANG et al., 2006). Resultados obtidos por
QUINN et al. (2006) indicam que MIG-10/RIAM/lamelipodina funcionam a jusante das

moléculas UNC-6/netrin e SLT-1/slit, guiando de maneira atrativa e repulsiva



(respectivamente) a migracao ventral dos axénios AVM e PVM em C. elegans. Além disso,
a superexpressao de MIG-10, na auséncia de UNC-6 e SLT-1, induz um fendtipo multipolar
com crescimento axonal sem diregao definida. No entanto, a adicdo de UNC-6 ou SLT-1
tornam os neurdnios monopolares, sugerindo que as moléculas UNC-6 e SLT-1 tém a
habilidade de direcionar o crescimento dos axénios AVM e PVM mediado pela MIG-10.

CED-10 é uma GTPase ortdloga da Racl, envolvida no direcionamento dos axénios
(KAUFMANN et al., 1998; LUNDQUIST et al., 2001; NG et al., 2002). Resultados obtidos
por QUINN et al. (2008) indicam que CED-10/Racl ativa € responsavel por se ligar e
causar a localizacdo assimétrica de MIG-10/Lamelipodina e também de actina-F e
microtibulos em C. elegans, induzindo a montagem do citoesqueleto e por consequéncia
crescimento polarizado dos axdnios em resposta a UNC-6/netrin.

Resultados encontrados por MICHAEL et al. (2010) sugerem que a Lpd € um
substrato das cinases Abl e que a Lpd se liga ao seu dominio SH2. A fosforilacdo da Lpd
regula positivamente sua interagdo com as proteinas Ena/VASP. Dessa forma, o
recrutamento eficiente de Mena e EVL pela Lpd depende das cinases ABL para a
formagdo dos lamelipddios. Tanto a tirosina-cinase Abl quanto as proteinas Ena/VASP
atuam a jusante da molécula netrin-1 no direcionamento dos axénios via receptor DCC
regulando a motilidade celular (KRAUSE et al., 2003; PULA et al., 2008; DREES et al.,
2008; BRADLEY et al., 2009) e a proteina Lpd foi proposta como sendo o intermediario,
até entdo desconhecido, entre as cinases Abl e as proteinas Ena/VASP neste processo.

Também foi proposto por MICHAEL et al. (2010) que a Lpd e as proteinas
Ena/VASP regulam a ondulacdo dorsal de fibroblastos sob tratamento com o fator de
crescimento PDGF e que a funcdo da Lpd neste processo é também controlada pelas
cinases Abl mediada pelas proteinas Ena/VASP, e que tanto a Lpd quanto c-Abl cooperam
durante a morfogénese axonal de uma maneira dependente de Ena/VASP.

LI et al. (2008) verificaram a existéncia de fragmentos derivados da Lpd em
tetrAmeros da Butirilcolinesterase humana (BChE) e de cavalos. Estes peptideos estdo
presentes tanto na BChE sérica como também na BChE da juncdo neuromuscular e do
sistema nervoso central. Os fragmentos ricos em prolina da Lpd encontrados, além de
dirigirem a formacdo dos tetrameros, fazem parte do complexo final e permanecem
intrinsecos organizando suas quatro subunidades.

Resultados obtidos por LYULCHEVA et al. (2008) sugerem que um ortdlogo da
Lamelipodina humana encontrado em Drosophilas (chamado “pico”), € importante para a

proliferacao celular e o crescimento dos tecidos e do organismo de forma geral. Reducao
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nos niveis da proteina pico ocasionam reducdo nas taxas de divisdo celular, retardo no
crescimento, aumento na proporcao de actina G em relacéo a F e letalidade, enquanto que
sua superexpressao resulta em uma diminuicdo da proporcéao de actina G em relacdo a F e
crescimento acentuado dos tecidos de uma maneira dependente de EGF (fator de
crescimento epidermal). Em células HeLa a Lpd foi requerida para a inducdo de
proliferacdo dependente de EGF, evidenciando que o efeito da proteina pico na
proliferacdo é conservado na Lpd humana.

SRF (serum response factor) € um fator de transcricdo responsivo a mitdgenos
envolvido no crescimento de tecidos e inibido por ligacdo da actina-G celular ao seu cofator
Mal (POSEM e TREISMAN, 2006). As proteinas Ena/VASP podem induzir a atividade da
SRF por uma regido que medeia a formacdo de actina-F (SOTIROPOULUS et al., 1999;
GROSSE et al., 2003). LYULCHEVA et al. (2008) demonstraram que tanto a proteina pico
guanto a Lpd também possuem a habilidade de ativar uma resposta do fator de transcricao
SRF pela sua interacdo as proteinas Ena/VASP, sugerindo que as proteinas MRL também
estdo envolvidas na via de sinalizagcdo mal/SRF no crescimento de tecidos e proliferacao

celular.

2.3 CANCER

O cancer se constitui de um conjunto de mais de 100 doencas normalmente
decorrentes de falhas nos mecanismos que controlam o crescimento e a proliferacao
celular. As alteracdes que propiciam a oncogénese modificam varias propriedades
fundamentais das células, permitindo que elas escapem aos controles normais de
crescimento, e finalmente, exibam o fendtipo de uma célula neoplasica (LODISH et al.,
2005).

Dividindo-se de forma rapida e descontrolada, as células neoplasicas formam
tumores (termo genérico utilizado para indicar um aumento anormal de uma parte ou da
totalidade de um tecido), que podem ser classificados como benignos ou malignos
(NUSSBAUM et al., 2001). Aqueles que crescem localizados, sem invasdo a tecidos
subjacentes sao classificados como tumores benignos, enquanto aqueles capazes de
invadir tecidos préximos e se disseminarem pelo corpo (metastases) sdo chamados de
tumores malignos, ou cancer (WEINBERG, 2008).
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A transformacao de células normais em células tumorais envolve um conjunto de
alteracdes genéticas e/ ou epigenéticas em genes importantes no controle da homeostasia
celular, somadas as interagdes aberrantes com o microambiente. Os principais genes
envolvidos neste processo Sao 0S proto-oncogenes e 0S genes supressores de tumor.
Estes genes regulam direta ou indiretamente os mecanismos celulares de controle de
proliferagdo, morte celular e integridade genémica (HUNT et al., 2001; KVITKO, 2003).

Os proto-oncogenes sao genes extremamente conservados na evolucdo das
espécies e seus produtos regulam o crescimento e diferenciagdo celular nos eucariotos.
Estéo localizados em diversos sitios do DNA e seus produtos sao responsaveis por regular
a cascata de eventos que mantém a progressdo ordenada do ciclo celular, divisédo e
diferenciacdo celular (LOURO et al., 2002). Quando mutado, um proto-oncogene se
transforma em um oncogene, ocorrendo a perda do seu controle normal na regulacéo do
crescimento, o que contribui para o aumento de certos produtos protéicos, desregulacao
da divisdo celular e o consequente fenotipo maligno da célula (SUGIMURA, 1998 apud
OLIVEIRA, 2008).

O termo amplificacdo génica se refere a um aumento seletivo do numero de cépias
de determinado gene e normalmente resulta em um aumento do produto do gene
amplificado. A amplificacdo é um dos mecanismos que permite a expressdao em
guantidades elevadas que excederia a capacidade de transcricdo de uma Unica cépia do
gene. A amplificacdo de oncogenes € conhecida por exercer um papel fundamental no
desenvolvimento de tumores soélidos em humanos e ao mesmo tempo reflete a
instabilidade genética de células tumorais (SCHWAB, 1999).

Os genes supressores de tumor por sua vez, atuam como reguladores negativos da
proliferacdo celular, retardando a progressao do ciclo e assim bloqueando a diferenciacéo
ou induzindo a morte programada por apoptose, reduzindo a probabilidade de que um
tumor clinicamente detectavel venha a aparecer em algum tecido do corpo (WEINBERG,
2008). Alteragdes que inativam estes genes liberam a célula da inibicdo regulada em
determinadas fases do ciclo celular (pontos de checagem), levando a proliferacao
desordenada, caracteristica da célula neoplasica (WEINBERG, 1991).

Alteracbes nos genes supressores de tumor determinam a perda de funcgéo, e por
estas alteragbes serem consideradas recessivas ao nivel celular a fungcédo destes genes
somente é perdida quando ambos os alelos sdo inativados (BIECHE et al., 1993 apud
OLIVEIRA, 2008). Conforme o modelo de Knudson para o gene do retinoblastoma (RB1)
(KNUDSON, 1971 apud OLIVEIRA, 2009), o primeiro alelo geralmente é inativado por uma
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mutacdo génica (somatica ou germinativa), e o segundo por delecbes cromossdémicas
envolvendo a regido na qual o gene esta localizado ou entdo por mecanismos
epigenéticos. Genes que antes da progressdo tumoral se encontravam em heterozigose
podem sofrer uma reducgédo, alcancando a perda alélica total. Este mecanismo é conhecido
como perda de heterozigose (Loss of Heterozygosity - LOH) (WEINBERG, 1991). Delec¢bes
cromossOmicas parecem ser as primeiras assim como as mais frequentes mutacdes
somaticas que ocorrem durante a carcinogénese (DONG, 2001).

Durante a formacdo do tumor, seis propriedades celulares fundamentais
relacionadas aos proto-oncogenes e genes supressores de tumor normalmente estdo
alteradas (Figura 5): as células se tornam auto-suficientes em sinais de crescimento e
insensiveis aos sinais de anti-crescimento; tornam-se capazes de driblar o processo de
morte celular programada (evasado da apoptose); adquirem um potencial de replicacéo
ilimitado; promovem angiogénese continua ao redor da massa em crescimento e, no caso
dos tumores malignos, adquirem a capacidade de invadir tecidos adjacentes e provocarem
metastases (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Os tumores menos agressivos podem

apresentar apenas algumas destas caracteristicas (LODISH et al., 2005).
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FIGURA 5 — ALTERACOES CELULARES ENVOLVIDAS NO DESENVOLVIMENTO DO CANCER.
FONTE: LODISH et al., (2005) ADAPTADA DE HANAHAN E WEINBERG, (2000).
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Os tumores malignos primarios sao responsaveis fundamentalmente por apenas
10% das mortes por cancer. Os 90% restantes de pacientes apresentam crescimentos
neoplasicos em locais distantes do tumor primério. Essas metastases sdo formadas por
células que migraram da massa tumoral primaria e por meio do sangue e vasos linfaticos
estabeleceram novas colbnias em novos locais. Tais células (moveis/migratérias) sao as
manifestacdes mais agressivas do processo de cancer (WEINBERG, 2008).

Os tipos mais prevalentes de cancer sao derivados de populacdes de células que se
dividem ativamente, entre elas as células epiteliais nos intestinos, nos pulmdes ou na
glandula prostatica, e sdo denominados carcinomas. Esses tumores sd0 responsaveis por
mais de 80% dos 0Obitos relacionados ao cancer no mundo ocidental. As formas mais raras
desenvolvem-se de populacdes celulares que tipicamente nao se dividem, por exemplo, as
células musculares ou nervosas. Estas células originam os sarcomas (que se desenvolvem
tipicamente de células do tecido conjuntivo), e os gliomas (células do sistema nervoso
central e periférico), além de ja terem sido descritos diversos outros tipos de canceres que
se originam a partir de outros tipos celulares e que nédo se enquadram nestes grandes
grupos (SNUSTAD e SIMMONS, 2008; WEINBERG, 2008).

Além dos fatores genéticos, existe uma série de outros fatores considerados de
risco associados ao desenvolvimento de canceres, entre eles: idade avancada, dieta,
exposicdo a radiacdo ou outros agentes fisicos, agentes quimicos, infeccBes por agentes
patogénicos, entre outros (COOPER, 1994).

Segundo relatério da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC)/ OMS
(World Cancer Report, 2008), o impacto global do cancer mais que dobrou em 30 anos.
Estimou-se que, no ano de 2008, ocorreriam cerca de 12 milhdes de casos novos de
cancer e 7 milhdes de 6bitos. No Brasil, desde 2003, as neoplasias malignas constituem-
se na segunda causa de morte na populacéo, representando quase 17% dos Obitos de
causa conhecida, notificados em 2007 no Sistema de Informacdes sobre Mortalidade
(INCA, 2009).
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2.4 CANCER DE MAMA

O céncer de mama € uma doenca que acomete o tecido mamario, na qual células
epiteliais e estromais colaboram para gerar a malignidade (TLSTY et al., 2004). A doenca
tem inicio quando células, na maioria dos casos, dos l6bulos ou ductos, por alguma razao
ainda nao totalmente esclarecida, comecam a se dividir de forma anormal e incontrolavel, e
formam uma massa de tecido independente, o tumor (DeFELICE, 2002).

Existem muitos tipos de carcinomas mamarios classificados de acordo com sua
histologia. A maioria, aproximadamente 90%, surge nos ductos (Figura 6) e sdo chamados
de Carcinomas Ductais. O mais comum dentre estes é chamado de Carcinoma Ductal
Invasor (CDI). Seu diagnoéstico é feito por exclusdo quando a lesdo ndo preenche os
critérios diagnosticos para 0s tipos especiais de carcinomas mamarios, sendo classificado
como carcinoma ductal infiltrante sem outra especificagdo (SOE). Outros tipos de
carcinomas mamarios menos frequentes sdo os medulares, tubulares e mucinosos. O
carcinoma lobular, caracteristico por acometer os I6bulos do tecido mamario, €

responsavel por quase 5% dos casos cancer de mama (COOPER, 1992).

Tecido glandular
Duto lacteo
Células miopiteliais

\ Duto

Seio lactifero

Tecido
conjuntiva — {

Células glandulares

FIGURA 6 — ANATOMIA DA MAMA FEMININA. FONTE: ADAPTADO DE MATUHARA E NAGANUMA
(2006).
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O céancer de mama considerado esporadico, ou seja, sem associacdo com o fator
hereditario, representa mais de 90% dos casos de cancer de mama em todo mundo.
Dados clinicos, epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado que o risco de
desenvolvimento de cancer de mama esporadico esta fortemente relacionado a producao
de esterbides sexuais. Condi¢cdes endocrinas moduladas pela funcdo ovariana, como a
menarca precoce, menopausa tardia e gestacéo, assim como a utilizacdo de estrégenos
exdgenos, sdo componentes relevantes do risco de desenvolvimento do cancer de mama
(MACMAHON et al., 1970; LAMBE et al., 1996; GREENLEE et al., 2000). Em sinergismo
com os fatores hormonais, estudos observacionais indicam que o comportamento humano
relacionado ao estilo de vida, o que inclui modificacdes na dieta e na atividade fisica,
podem contribuir para o aumento da incidéncia do cancer de mama em todo o mundo
(BRAY et al., 2004).

Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom progndéstico, se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade por cancer de mama
continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda é
diagnosticada em estadios avancados. Na populacdo mundial, a sobrevida média apdés
cinco anos € de 61%, sendo que para paises desenvolvidos essa sobrevida aumenta para
73%, ja nos paises em desenvolvimento fica em 57% (INCA/MS, 2009).

No Brasil, o cancer de mama € o segundo maior responsavel pela mortalidade
feminina (ZAGO et al., 2005). De acordo com a Estimativa de Incidéncia de Cancer no
Brasil para 2012 e 2013 (INCA/MS, 2011), o numero de casos novos de cancer de mama
esperados para o Brasil em 2012 é de 52.680, com um risco estimado de 52 casos a cada
100 mil mulheres. Na Regido Sudeste, o cancer de mama é o mais incidente entre as
mulheres, com um risco estimado de 65 novos casos por 100 mil. Sem considerar os
tumores de pele ndo melanoma, o cancer de mama também é o mais frequente nas
mulheres das regides Sul (64/100.000), Centro-Oeste (38/100.000) e Nordeste
(30/100.000). Na Regido Norte € o segundo tumor mais incidente (17/100.000). Nos
Estados Unidos, calculou-se o surgimento de 207.090 novos casos de cancer de mama
invasivo entre as mulheres, e 1.970 novos casos entre os homens, durante o ano de 2010
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010).

A quantificacéo dos receptores hormonais — receptor de estrogénio (RE) e receptor
de progesterona (RP) — € uma estratégia fundamental para estabelecer o tratamento
adequado a mulheres com cancer de mama. Sabe-se que cerca de 70% dos tumores de

mama expressam esses receptores variando de acordo com a idade, sendo mais frequente
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em mulheres apds a menopausa. Deste modo, a presenca de RE e RP € um importante
fator preditivo para a probabilidade de resposta a terapia endocrina com tamoxifeno
(PRITCHARD, 2000; WINNER et al., 2001). O tamoxifeno se liga ao receptor de estrogénio
e forma um complexo capaz de atenuar a transcricdo de determinados genes, resultando
no bloqueio da fase G; do ciclo celular. Este bloqueio € responsavel por um retardo na
proliferacdo das células tumorais (CLEMONS et al., 2002).

O Gene HER2 esta amplificado ou superexpresso em 25% a 30% dos carcinomas
mamarios representando um pior prognéstico para as pacientes, como por exemplo,
tumores indiferenciados (grau Ill), presenca de metastase nos linfonodos axilares e
diminuicdo da expressdo dos receptores hormonais, além de um potencial aumentado de
metastases. Todas estas caracteristicas estdo associadas a um maior risco de recorréncia
da doenca e também de morte (SLAMON et al., 1987; SLAMON, 1990). Quando o receptor
HER-2/neu se encontra superexpresso nas células tumorais, o tratamento com anticorpos
monoclonais humanizados trastuzumab (Herceptin, Roche Biomedical Laboratories)
aumenta a expectativa de vida das pacientes, uma vez que a ligagdo do anticorpo com o
receptor inibe a proliferacdo dos tumores em crescimento (BASELGA et al., 1996;
SLAMON et al., 1998; PEGRAM et al., 1998).

Os genes supressores de tumor BRCA1 e BRCA2 séo considerados genes de
manutencdo (OLDENBURG et al.,, 2007), pois suas funcbes estdo ligadas a processos
metabdlicos chaves para o organismo, como reparo de danos no DNA, regulacdo da
expressdo génica e controle do ciclo celular (VENKITARAMAN, 2002; CIPOLLINI et al.,
2004). Estima-se que 5 a 10% dos casos de cancer de mama sejam hereditarios e
atribuidos a mutacdes nos genes BRCAL1 e BRCA2. Mutacdes no BRCAL sao associadas
com o cancer familial de mama e ovario, enquanto mutagcdes no BRCA2 séo associadas
fortemente com o cancer de mama masculino (HONRADO et al., 2005). Estimativas iniciais
indicavam que os genes BRCA1 e 2 seriam responsaveis por 75% dos casos de cancer de
mama em familias com multiplos casos, entretanto dados posteriores sugeriram que estas
estimativas poderiam estar superestimadas. Mutacdes nestes genes foram encontradas
em 45% das familias com tumores de mama e ovario, enquanto que a frequéncia de
mutacdes em familias com casos apenas de cancer de mama foram menores, variando de
15% a 35% (FORD et al., 1995). A penetrancia dessas mutac¢des é incompleta e depende
de diferentes fatores como, tipos da mutacéo, populacdo e/ou fatores exdégenos. Em geral,
mutacdes nas linhagens germinativas em BRCA1 e BRCA2 conferem risco de cancer de
80% em pessoas com idade de 70 anos ou mais (EASTON et al., 1994).
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Mutacbes germinativas nos genes TP53, PTEN, ATM, CHECK2 (genes supressores
de tumor que codificam proteinas reguladoras do ciclo celular e/ou com fun¢des no reparo
do DNA) e HMMR (interage com o BRCAl aumentando a instabilidade genética e
interferindo no ciclo celular) também estdo associadas ao carcinoma de mama hereditario
(BOGLIOLO, 2006; PUJANA et al., 2007).

2.5 CANCER, GENE RAPH1 E LAMELIPODINA

A regido onde estéa localizado o gene RAPH1 (2g33) esta comumente deletada em
diversos tipos de céanceres, entre eles: carcinoma cervical, carcinoma de células
escamosas de boca, carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, carcinoma de
células escamosa do esbdfago, neuroblastoma e cancer de pulmao (OTSUKA et al., 1996;
PACK et al., 1999; TAKITA et al., 2001; BEDER et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2003).
Além disto, trabalhos sugerem que o gene RAPH1 possa estar sendo expresso de maneira
diferente em céanceres quando comparado a tecidos normais (DAHL et al., 2005; EPPERT
et al., 2005).

EPPERT et al. (2005) analisaram a expressao de aproximadamente 950 genes com
0 intuito de selecionar aqueles que apresentassem um padrdo diferente de expressao
entre osteossarcomas primarios e metastaticos, a fim de analisar genes envolvidos na
progresséo do cancer. O gene RAPH1, chamado pelo autor de RMO1 (reduced expression
in metastatic osteossarcoma), foi isolado baseado na baixa expressdo em amostras
metastaticas quando comparadas com sua correspondente amostra de osteossarcoma
primario (mesmo paciente), 6 de 7 amostras pareadas apresentaram menor expressao do
gene (p = 0,034 teste-t). No mesmo trabalho também foi verificada uma frequéncia de
Perda de Heterozigose (LOH) de 6 em 9 amostras (67%) em tumores primarios, indicando
um possivel papel do gene também no desenvolvimento de osteossarcomas primarios.

A diminuicdo da expressao foi observada mais comumente durante a progressao de
tumores primarios para metastaticos (analisadas do mesmo paciente) enquanto que a LOH
foi mais evidente somente em tumores primarios. Estes fatos sugerem que os dois eventos
estdo separadamente envolvidos no cancer e que a LOH ndo é responsavel pela
diminuicdo da expressdo em osteossarcomas, sendo a causa desta diminuicdo nao

determinada pelo autor. Tanto a LOH quanto a diminuicdo da expressdo génica indicam
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gue o gene RAPH1 pode estar potencialmente envolvido tanto no desenvolvimento quanto
na progresséo de osteossarcomas.

DAHL et al. (2005) identificaram vinte e nove genes que Sse apresentavam
diferentemente expressos em canceres de ovario e mama quando comparados com tecido
normal. Entre estes genes estava o gene RAPH1, que se apresentou menos expresso em
25% das amostras de canceres de ovario e em 43% da amostra de céncer de mama,
guando comparado com amostras de tecido normal.

A proteina Profilina (Pfnl) também regula a dindmica de polimerizacdo do
citoesqueleto de actina promovendo uma eficiente troca de ADP para ATP na actina G e
adicionando ATP as actinas G criadas as pontas dos filamentos para que ocorra a
polimerizacdo (WITKE, 2004). Resultados obtidos por BAE et al. (2009) mostraram que
guando a proteina Pfnl estd silenciada ocorre a formacdo de lamelipddios mais lentos
porém estaveis; aumento na taxa de protrusdo lamelipodial e aumento da motilidade de
maneira geral em células MDA-MB-231 de linhagem celular de cancer de mama. A perda
da Pfnl leva a um aumento do recrutamento das proteinas VASP na membrana celular,
envolvendo a proteina Lpd. Tanto a Pfnl quanto a Lpd podem se ligar aos dominios
PI1(3,4)P, da membrana celular, competindo por este sitio. Na auséncia da Pfnl a Lpd esta
livre para atuar nestes sitios juntamente com a proteina VASP (uma vez que o
recrutamento desta é feita pela Lpd) causando um aumento na motilidade celular (BAE et
al., 2010).

Coletivamente, os dados encontrados na literatura sugerem que a Lpd (assim como
as demais proteinas da familia MRL) podem desempenhar um importante papel na
patogénese de determinados canceres e podem representar novos alvos moleculares para
a intervencdo terapéutica (LYULCHEVA et al., 2008) principalmente nas vias que

acarretam em aumento da motilidade celular e metastase.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

= Verificar se ha alteracdo estrutural do gene RAPH1, responsavel por codificar a

proteina Lamelipodina, em tumores mamarios.

3.2 Objetivos Especificos

» |nvestigar se existe amplificacdo ou delecdo do gene RAPH1 em tecido mamario
tumoral em relacé@o ao tecido normal, utilizando a técnica PCR em tempo real.
= Correlacionar o0s resultados encontrados com o0s parametros clinico-

histopatoldgicos das pacientes.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Caracterizacdo da Amostra
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Foram utilizados fragmentos de tumores de mama juntamente com amostras de

sangue periférico (utilizadas como controle) ja coletadas e gentilmente cedidas pela equipe

do Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, de 52 pacientes portadoras de

carcinomas mamarios esporadicos do Hospital Nossa Senhora das Gracas e do Hospital

de Clinicas de Curitiba, Parana, totalizando 104 amostras. As informacdes clinico -

histopatolégicas das pacientes estdo descritas na Tabela 1. Em algumas caracteristicas a

informacéo era inexistente para certas pacientes e dessa forma foram agrupadas em “SI”

(Sem Informacdo); os tipos histolégicos que ndo se incluiam em Carcinomas Ductais,

Lobulares e Tubulares foram classificados na categoria “Outros”.

TABELA 1 — INFORMACOES CLINICO-HISTOPATOLOGICAS DAS PACIENTES.

(continua)
. Idade Ocorréncias %
Idade Menarca Ocorrencla % 12 Gravidez
51 39 75% 5l 43 B3%
10-11 3 % 17-21 3 E%
12-13 8 15% 22-26 2 4%
14-15 2 4% 27-32 B
Total 52 100% Total 52 100%
MNamero de filhos Ocorréncias % Ida E,IE da Ocorréncias %
Paciente
Sl 36 ES% 5l B 159
1 3 B 30-44 8 15%
2 4 &% 45-59 17 33%
3 4 8% e0-74 14 27%
4 1 2% 75-B9 4 B
] 1 2% S0-104 1 2%
0 3 5% Total 52 100%
Total 52 100%:
E;l?i:;ﬂi Ocorréncias % MEt:stt:;:D:m Ocorréncias %
Sl 18 35% | 10 1%%
Nao 2% 56% Ausente 24 46%
Sim 3 10% Presente 18 35%
Total 52 100% Tatal 57 100%
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TABELA 1 — INFORMACOES CLINICO-HISTOPATOLOGICAS DAS PACIENTES.

(concluséo)

Patologia Ocorréncias %

| 4 B
Ductal® 3% 75%
Lobulars 2 4%

Tubular: 2 4%
Chutrosd 5 1%
Total 52 1002

Fumante Ocorréncias %

51 45 B7%
MNao 3 B3
Sim 4 B3
Total 52 1007
Mel:::aeusa Ocorréncias %
51 43 B3%0
45-4%5 3 B
50-55 & 12%
Total 52 1003

Grau do Tumor Ocorréncias %

5l 9 17
| 7 13%
Il 26 502
Il 10 193
Total 52 100%%

Pilula Ocorréncias %
51 a& BB
Nio 3 5, E%
Sim 3 5,8%
Total 52 100%

Tamanho do

Ocorréncias %
Tumor [mm}

51 11 21%
5-24 15 25%
25-44 19 37%
45-64 4 B3
EB5-B4 3 &%
Total 52 1003
R Eceptn:jr FlE Ocorréncias %%
Estrogenio
5 1B 35%
Ausente 5 10%
Presente 25 56%
Total 52 1005
Receptor de Ocorréncias -
Progesterona
5 15 3T
Ausente & 12%
Presente 27 52%
Total 52 1005

&Carcinoma Ductal
® carcinoma Lobular
¢ Carcinoma Tubular

4 Outros tipos histolégicos de Carcinoma de Mama

FONTE: O AUTOR (2012)

Sl — Sem Informacao

I- Bem diferenciado e crescimento lento
II- Moderadamente diferenciado

llI- Indiferenciado e com alta proliferacédo
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4.2 Coleta e Armazenamento das Amostras

Foram coletados cerca de 10 ml de sangue periférico de cada paciente, por meio de
puncdo intravenosa com agulhas e seringas descartdveis estéreis. O material foi
imediatamente colocado em tubos estéreis contendo 1,75 ml de solucdo anti-coagulante-
ACD (0,016 M de é&cido citrico; 0,068 M de citrato de sodio; 0,081 M de glicose,
previamente autoclavados), rotulados e enviados para o Laboratorio de Citogenética
Humana e Oncogenética do Departamento de Genética da UFPR, onde foram mantidos a
4° C até o momento do processamento.

Ja as amostras do tecido tumoral foram removidas cirurgicamente, avaliadas por um
patologista para a confirmagéo da malignidade e devidamente acondicionadas em frascos
estéreis e estocadas em condi¢des ideais de temperatura e conservacdo (-80°C) para
posterior extracdo do DNA no Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética da
UFPR.

A classificacdo histopatologica foi realizada de acordo com os critérios
internacionais estabelecidos pela classificacdo internacional de tumores (WHO) e o

estadiamento clinico foi determinado de acordo com o estadiamento TNM do cancer.

4.3 Extracdo do DNA Sanguineo

O DNA do sangue periférico foi extraido pelo método salting out, segundo Bignon &
Fernandez-Vifia (1997), com modificacdes. Esta técnica permite a obtencdo de DNA de
alto peso molecular e consiste, basicamente, no rompimento mecanico e/ou enzimatico
dos tecidos, extracdo das proteinas e precipitacdo do DNA com etanol.

Cerca de 10 ml de sangue periférico foram centrifugados com tampao de lise para
células vermelhas RCLB 1X (obtido da solucédo estoque 10 X concentrada: 12,1 g de Tris,
110,2 g de MgClz, 5,8 g de NaCl) a 13000 rpm por 2 minutos. Este processo foi repetido
até a obtencao de um botédo de glébulos brancos que foi incubado a 60° C por 40 minutos,
juntamente com 80 pl de tampéao proteinase K 5 X (Invitrogen), 40 pl de uma solucéo de
proteinase K (10 mg/ml), 20 pl de SDS 20% e 240 ul de agua ultrapura.

Em seguida, foram adicionados 100 ul de solugao saturada de NaCl (6M) para a
precipitagdo protéica, aproveitando-se somente o sobrenadante, onde estd o DNA. Apds
nova centrifugacéo, foi realizada a precipitacdo do DNA com a adi¢cado de 700 ul de etanol.
Ao final do processo a amostra de DNA foi ressuspendida em 50 pl de agua ultra-pura e

armazenada a —20° C até o momento da amplificacdo por PCR.
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4.4 Extracdo de DNA do Tecido Tumoral

Apos ser descongelado, o tecido tumoral foi fragmentado com o auxilio de tesouras,
pingcas e bisturis estéreis. Para a obtencdo de DNA de alto peso molecular, seguiu-se o
protocolo de extracdo manual pelo método de Fenol-Cloroformio.

Os fragmentos do tecido tumoral foram colocados em um tubo de microcentrifuga,
ao qual foram adicionados 80 uL de tampao da proteinase K 5 X, 40 uL de proteinase K
(10 mg/mL), 20 pL de Sulfato Dodecil de Sédio (SDS) 20% e 240 pL de agua ultra-pura, e
esse conjunto foi homogeneizado em agitador tipo Vortex. Em seguida, o tubo foi incubado
no bloco de aquecimento a 60°C por 30 minutos, deixando-se atingir a temperatura
ambiente antes de prosseguir com a metodologia. Na sequéncia, foram adicionados 500
ML de fenol saturado pH 8,0 e 400 pL de cloroférmio, homogeneizando manualmente
varias vezes. O tubo, entéo, foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
foi transferido para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL e foram adicionados a ele
50 yL de acetato de s6dio 3 M e 1 mL de etanol absoluto para a precipitacdo do DNA. Em
caso de precipitacdo de pouco DNA, a amostra foi incubada a -20°C por uma hora. Esse
novo tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado.
Logo apds, foram adicionados 500 uL de etanol 70% e o tubo foi invertido gentilmente
varias vezes, para lavar o DNA, antes de uma nova centrifugacdo a 13000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi desprezado e o tubo foi colocado em bloco de aquecimento a
55°C por 10 minutos para que o DNA secasse.

A amostra de DNA foi entdo ressuspendida em 30 a 50 yL de agua ultra-pura e
retornou ao bloco de aquecimento a 95°C por 10 minutos, para que a solugcdo de DNA
ficasse homogénea. ApOs atingir a temperatura ambiente, a amostra de DNA foi

armazenada a -20°C.

4.5 Quantificacdo do gene RAPH1 por PCR em Tempo Real (QPCR)

A técnica PCR em Tempo Real é baseada no método classico de PCR (Polymerase
Chain Reaction — Reacdo em Cadeia da Polimerase) desenvolvido por Kary Mullis na
década de 80 que permitiu aos pesquisadores amplificar regides especificas de DNA em
mais de 1 um bilhdo de copias. (MULLIS; FALOONA, 1987; MULLIS, 1990; SAIKI et al.,
1985 apud VALASEK; REPA, 2005).

A PCR em Tempo Real, desde sua invengcdo na década de 90 (HIGUCHI et al.,

1992, 1993), tem sido amplamente utilizada com diversas finalidades, entre elas:
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diagnostico de doenca e carga viral (HIV, Virus da hepatite B, C e outros); eficacia da
terapéutica de determinadas drogas; deteccdo de patdégenos; quantificacdo génica;
genotipagem entre outras (INFORMATIVO BIESP, 2006).

A grande vantagem da PCR em Tempo Real quando comparada com a PCR
convencional é a possibilidade da deteccdo dos resultados na primeira fase da reacao de
amplificacédo (fase exponencial), considerada mais precisa. Na PCR convencional existe a
necessidade da utilizagdo de géis de poliacrilamida ou agarose, que normalmente
consomem muito tempo e nem sempre garantem um resultado preciso, além de os

resultados s6 poderem ser observados na ultima fase da reacao (Fase Platd) (Figura 7).

Deteccdo da PCR
Convencional

Area de deteccdo da . )
PCR Tempo Real Fase Linear Fase Platé

Deteccéo por
gel

Log [DNA]

z Fase Exponencial

I A e s e e
Ciclo #

FIGURA 7 - FASES DA PCR EM ESCALA LOGARITMICA. FONTE: ADAPTADO DO TUTORIAL DA
APPLIED BYOSSISTEMS (REAL-TIME PCR VS. TRADITIONAL PCR).

A técnica PCR em Tempo Real foi utilizada neste estudo para a andlise da alteracao
do numero de copias do gene RAPHL1 utilizando-se DNA de amostras tumorais e seus
respectivos controles de sangue periférico. A reacdo de amplificacdo foi realizada com o
Master MIX QuantiFast® Probe PCR, que contém a enzima HotStarTage Plus DNA
Polimerase com atividade exo-nuclease 5, dNTPs e tampao especifico para a reacédo de
amplificagdo, também foram utilizados na reagdo iniciadores especificos e sondas

fluorescentes. A atividade exo-nuclease 5 e as sondas TagMan®, permitem a deteccéo da
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reacdo de PCR em Tempo Real por emissao de fluorescéncia. As sondas sdo pequenos
oligonucleotidios especificos para cada regido a ser analisada e se hibridizam entre os dois
iniciadores. Estas sondas contém os fluor6foros Reporteres (extremidade 5’) e Quencher
(extremidade 3’).

Durante a reacdo de amplificacdo a DNA Polimerase € responsavel por clivar as
sondas contendo os fluoroforos que estavam previamente ligadas as fitas de DNA (Figura
8). Ao ser liberado (Figura 9), o fluoréforo de maior energia, Reporter, consegue emitir sua

fluorescéncia antes suprimida pelo fluor6foro de menor energia, o Quencher.

Reporter o

Guencher

| J—— w' 2 b

!

=

FIGURA 8- SONDA LIGADA A FITA DE DNA. FONTE: APPLIED BIOSYSTEMS (REAL-TIME PCR VS.
TRADITIONAL PCR)
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LTI T T T[N

FIGURA 9 - LIBERACAO DOS FLUOROFOROS PELA POLIMERASE. FONTE: APPLIED
BIOSYSTEMS (REAL-TIME PCR VS. TRADITIONAL PCR)

Quando o sinal de fluorescéncia (Rn) aumenta para um nivel detectavel, ele pode
ser capturado por um instrumento de deteccdo e apresentado por um software apropriado
na forma de uma Curva de Amplificacdo (Figura 10). A quantidade de sinal Reporter é

proporcional a quantidade de produto sendo produzido pelas amostras.

Threshold ¢ o ponto
de detecgéo

~

d

Rn: medida do
sinal reporter

Cycle-Threshold (Ct), ciclo
no qual a amostra cruza o

threshold:

NN N N N [ N N N

Ciclo #

FIGURA 10 - CURVA DE AMPLIFICACAO. FONTE: APPLIED BIOSYSTEMS (REAL-TIME PCR VS.
TRADITIONAL PCR)
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4.6 Analise pela Construcdo da Curva Padrao

A amplificacdo dos segmentos realizada pela PCR em tempo real foi analisada por
meio da Quantificacdo Relativa, a qual determina a quantidade do gene alvo em relacdo a
um ou mais controles internos (genes de referéncia). Os genes de referéncia escolhidos
foram: Pumilio Homélogo 1 (PUM1) 18S e B-Actina (ACTB), por terem se mostrado pouco
variaveis em estudos de gPCR em amostras de carcinomas mamarios (MORSE et al.,
2005; LYNG et al., 2008).

Os célculos baseiam-se, indiretamente, na comparagédo dos CTs (Cycle threshold),
gue correspondem aos ciclos de PCR nos quais o sinal de amplificacdo exponencial
alcanca intensidade fluorescente superior ao limiar de deteccao (threshold). Quanto maior
for a quantidade inicial de DNA gendmico, mais cedo o produto acumulado € detectado na
PCR e menor sera o valor do CT.

O método escolhido para as analises foi o da Curva Padrdo que se baseia na
comparacao de dados obtidos em uma diluicdo seriada padrdo com os das amostras
desconhecidas (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004; LARIONOV et al., 2005; DORAK, 2006).
Para a utilizacdo deste método, faz-se uma diluicdo seriada de uma amostra com
concentracdo inicial conhecida relacionando-se os CTs das amostras dessa diluicdo
seriada com os CTs das amostras que serdo investigadas. O software do equipamento
utilizado para as reacdes de amplificacdo é capaz de inferir a quantidade de DNA que as
amostras em analise contém: se uma amostra tiver um CT equivalente ao de algum ponto
da curva de diluicdo significa que ela contém a mesma quantidade do gene alvo que este

determinado ponto representa.

4.7 Anélise dos dados

Para cada amostra a quantidade, em nanogramas, do gene alvo (RAPH1) e dos
genes de referéncia (18S, PUM1 e ACTB) tanto em tecido tumoral quanto em tecido
sanguineo foi determinada pelo Software Realplex 1.5 Eppendorf. Em seguida, foi
calculada a relacdo (Q) utilizando-se as médias das quantidades obtidas das reacdes de
amplificagéo do gene alvo e genes de referéncia nos dois tecidos. O valor de Q foi obtido
separadamente para cada gene de referéncia com auxilio da formula (1) (KONIGSHOFF et
al., 2003).



28

_ Tumeor(Alvo)/Tumor (Referéncia)

" Sangue (Alvo)/Sangue(Referéncia)

Os coeficientes de variacdo (CV) a partir das triplicatas dos tumores do gene alvo e
dos tumores dos genes de referéncia foram utilizados para obter o desvio padréo (S) de Q
para cada amostra, (2) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008).

Desvio Padrio Tumor (Alvo) Desvio Padrio Tumor (Referéncia)
Média Tumor (Alvo) 2=

CV1 =

Média Tumor (Referéncia)
CV = (CV,? + CV,9)¥?
S=CV.Q (2

Arelacdo Q * S resulta em valores maiores, menores ou igual a 1. Se o valor obtido
for > 1 ser4 inferido que o gene alvo encontra-se em maior quantidade que o de referéncia
para aquela paciente, ou seja, amplificado; se o valor for < 1 significa que o gene alvo esta
em menor quantidade e desta forma encontra-se deletado; se o valor for = 1 significa que o

gene nao sofreu alteragéo.
4.8 Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores tanto do gene alvo RAPH1, quanto dos genes de
referéncia (PUM1, 18S e ACTB), foram construidos preferencialmente a partir dos exons
de maior tamanho, com auxilio da ferramenta IDT Scitools Real Time PCR (IDT -

Integrated DNA techologies, acessado em 23/02/2011), e estdo descritos na Tabela 2.

TABELA 2 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DOS GENES DE REFERENCIA E DO GENE ALVO.

Gene Exon Iniciador avante Sonda Iniciador reverso

5 GAGACTCTGGCATGCTAACTAG 3 5 TGCTCAATCTCGGGTGGCTGAA 3’ 5 GGACATCTAAGGGCATCACAG 3

PUM1 15 5 ACGAATGGCAGTGGAAGATAC 3’ 5 TGAAGCCAAGTACCGCAGTGCAA 3 5 CGAGAGGAAGAGAAAAGAGTGC 3
ACTB 6 5 AGTCCCTTGCCATCCTAAAAG 3’ 5 CCAGTCCTCTCCCAAGTCCACAC 3 5 CAATGCTATCACCTCCCCTG 3

RAPH1 4 5 TCTTTGAGTATGGATGAGGCTG 3 5 TGACGCGGTTCTTCTGTGCTGATT 3’ 5 GTGATGCTGGAATGGGAGG 3

FONTE: O AUTOR (2012)
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4.9 Amplificacdo por gPCR e padronizagao

A reacdo de amplificacéo foi realizada no equipamento Mastercycler® ep realplex em
uma placa de 96 pocos (Axygen AB-C), com volume final de 10pul, contendo 8 pl de Mix
geral (com todos os reagentes necessarios para a reacdo de amplificacdo: Master MIX
com dNTPs, tampao e Taq Polimerase além de iniciadores e sondas, nas concentracdes
de 500 nM e 250nM respectivamente) e 2 yul de DNA gendmico de tumor ou sangue
periférico, todas as amostras aliquotadas a uma concentracdo de 20 ng/ul.

Para cada par de iniciadores e sonda especifica foram necessarios varios testes de
padronizacdo, entre eles: teste inicial de amplificacdo, gradiente de temperatura de
anelamento e titulacdo dos iniciadores. Para os genes 18S e PUM1 os primeiros testes
realizados foram suficientes para garantir a padronizagdo das reagfes com uma boa
eficiéncia, no entanto para os genes RAPH1 e ACTB foram necesséarios Varios outros
testes, entre eles: acréscimo de Master MIX, gradiente de MgCl, e de Taqg Polimerase.

Ao final, a reacdo de amplificacdo foi padronizada da seguinte maneira: 1) Genes 18S
e PUML1: 5 pl de Master MIX, 2,5 ul de agua ultra-pura autoclavada, 0,5 pl de iniciadores e
sondas e 2 ul de DNA (por reacdo) 2) Gene RAPH1: 6 ul de Master MIX, 1 ul de agua ultra-
pura autoclavada, 0,5 pl de iniciadores e sondas, 0,3 pl de Platinum® Taq DNA
Polimerase, 0,2 ul MgCl, e 2 ul de DNA (por reacéao) 3) Gene ACTB: 6 pl de Master Mix,
0,6ul de agua ultra-pura autoclavavada, 0,5 pl de iniciadores e sondas, 0,5 de Platinum®
Tag DNA Polimerase, 0,4 de MgCl, e 2ul de DNA (por reacgao).

O ciclo de amplificacdo também sofreu altera¢cdes no decorrer das padronizacdes e
foi definido como: 1) 95°C por 3 minutos, 2) 95°C por 50 segundos, 3) 59.8°C por 30
segundos, 4) 72°C por 30 segundos, 5) passos 2 a 4 repetidos por 45 ciclos.

O gene de referéncia ACTB foi utilizado somente quando os resultados para os genes
de referéncia PUM1 e 18S foram discordantes, desta forma os valores de Q assim como
os desvios (S) obtidos para cada amostra foram resultantes da média entre os valores
obtidos para dois genes de referéncia concordantes em seus resultados.
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4.10 Anélises Estatisticas

O programa SPSS Statistics 17.0 (Windows & Mac) foi escolhido para as analises de
regressdo e correlagdo realizadas para as informacdes clinico-histopatolégicas com as
informacBes organizadas da seguinte maneira: 1) casos de amplificacdo e delecéo
(atribuiu-se valor 0 para as delecbes e 2 para as amplificacbes) e 2) valores da
guantificacao relativa (Q).

Foram realizadas andlises de regressao logistica (método Enter) utilizando como
varidvel independente as alteracdes do gene RAPH1 e os dados das informacdes clinico-
histopatolégicas, um de cada vez, como variavel dependente a fim de verificar se as
alteracbes  estruturais  (amplificagbes ou delegcdes) poderiam ser fatores
determinantes/causais para alguma destas caracteristicas. J4 as correlacdes foram
realizadas utilizando-se os valores da quantificacdo relativa (Q) e os valores dos
coeficientes de correlagdo de Spearman (p) foram considerados nas andlises (valores de
p> 0,05 como néo significativos).

Correlagbes adicionais foram realizadas utilizando os casos de amplificagdo (2) e
delecéo (0) do gene RAPH1 com as alteragdes dos genes ACHE e BCHE, proveniente de
outros projetos de pesquisa.

Os valores amostrais utilizados nas andlises de regressdo e nas correlagfes variam
devido as informacdes disponiveis de cada caracteristica serem diferentes para cada

paciente.


http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A1
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5 RESULTADOS

5.1 Construcdo da Curva Padréao

A curva padrao foi construida em todas as placas, utilizando-se uma amostra de
tumor, com 5 pontos em triplicata, fator de diluicdo 4 nas seguintes concentracfes: 256
ng/ul, 64 ng/ul, 16 ng/ul, 4 ng/ul e 1 ng/pl.

A eficiéncia da reacdo (E) assim como os demais parametros, slope (inclinacdo da
curva), R, (coeficiente de correlacdo) e y-intercept sado fornecidos pelo préprio software,
sendo o slope da curva padréo utilizado para o calculo da eficiéncia utilizando-se a férmula
E = 108P® _1 Um slope de -3.32 indica uma reacdo 100% eficiente, slopes mais
negativos do que -3.32 (ex: -3.9) indicam reacdes com eficiéncia menor de 100% e slopes
mais positivos que -3.32 (ex: -2.5) podem indicar ma qualidade da amostra ou problemas
de pipetagem. Uma curva padrao é graficamente representada como uma regressao linear
semi-log, CT vs. quantidade de acido nucléico (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008) (Figuras 11
e 12).

O R, mede o quao préximo é o ajuste entre a regressao linear da curva padréo e 0s
valores individuais de CT das amostras da curva padréo (um valor de 1 indica um ajuste
perfeito entre a regressao linear e os dados individuais). Valores de R, < 0,99 podem
indicar problemas de pipetagem e nas triplicatas das amostras e dessa forma a precisao
dos resultados pode ser questionavel. O y-intercept indica o valor esperado de CT para
uma amostra com quantidade 1 (por exemplo 1ng/ul) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2006;
APPLIED BIOSYSTEMS, 2008; EUROGENTEC).
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FIGURA 11 — CURVA PADRAO OBTIDA PARA O GENE RAPH1 COM E = 100%, SLOPE -3,323 E R, DE
0,998. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: A) Representacdo das curvas de amplificagdo dos cinco
pontos de diluicdo B) Representacdo semi-log da curva padréo na qual sdo plotados o CT vs. Quantidade
(em nanogramas) de DNA.
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FIGURA 12 - CURVA PADRAO OBTIDA PARA O GENE PUM1 COM E = 100%,

0,997. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: A) Representacdo das curvas de amplificagdo dos cinco

pontos de diluicAo B) Representacdo semi-log da curva padrdo na qual séo plotados o CT vs. Quantidade

(em nanogramas) de DNA
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5.2 Amplificacdo por PCR em Tempo Real

Cada placa foi realizada para um gene em separado contendo: a curva padrédo, 13
amostras de tumor e sangue em triplicata e um controle negativo, também em triplicata.
Para cada amostra em triplicata, sempre um dos pontos era desativado a fim de se obter
0s menores desvios possiveis entre os CTs (foram utilizados os valores obtidos para as
amostras somente se o desvio < 0,3) (APPLIED BIOSYSTEMS, 2008). A figura 13 mostra

os gréaficos de amplificacdo obtidos em cada placa.

1000 4-+-5-1-

100 4 -4

Fluorescence (norm)

ﬁ

N 1 .| 1]

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
91011121314151681718192021 222324 2526 2728253031323334353537383040414243 4445
Cycle

FIGURA 13 - GRAFICO DE AMPLIFICACAO OBTIDO PARA UMA DAS PLACAS REALIZADAS PARA O
GENE RAPH1. FONTE: O AUTOR (2012).

A tabela 3 descreve as eficiéncias, slopes e valor de R? obtidos para as 17 placas
realizadas. Devido ao gene de referéncia ACTB ter sido utilizado somente em 19 amostras
(para as quais os resultados do tipo de alteracéo foram discordantes em relacdo aos outros
dois genes de referéncia), somente 2 placas foram necessarias, diferentemente dos
demais genes nos quais foram necessarias 5 placas cada um para obter-se resultados

para todas as amostras.
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TABELA 3 — VALORES DE SLOPE, R, E EFICIENCIA (E) OBTIDOS PARA TODOS OS GENES.

Gene Slope R® Eficiéncia (E)

-3.323 0.998 100%

-3.333 0.990 100%

RAPH1 -3.333 0.993 100%
-3.319 0.991 100%

-3.333 0.993 100%

-3.301 0.997 101%

-3.287 0.993 101%

PUM1 -3.320 0.996 100%
-3.311 0.993 100%

-3.317 0.997 100%

-3.313 0.997 100%

-3.332 0.993 100%

18S -3.316 0.996 100%
-3.323 0.992 100%

-3.316 0.995 100%

ACTB -3.316 0.996 100%
-3.324 0.994 100%

FONTE: O AUTOR (2012).

5.3 Alteracdo do numero de cépias do gene RAPH1

O valor relativo de Q foi calculado para cada amostra utilizando a formula (1) a partir
dos valores obtidos em nanogramas nas reacfes de amplificacdo para cada gene (Figura
14). Para determinar o tipo de alteracdo (amplificacdo ou delecéo) foi feita uma média dos
valores de Q, assim como uma média dos valores de desvio (S) utilizando dois genes de
referéncia com resultados concordantes (PUM1 e 18S, concordancia em N=31; 18S e
ACTB, N=15 e PUM1 e ACTB, N=6), e verificado se Qmedioy ¥ Smediop > 1 (amostras
amplificadas) ou Qmedio) ¥ Smedio) < 1 (amostras deletadas), com I.C de 95%. Em nenhum
dos casos o numero de copias do gene RAPH1 mostrou-se inalterado. Os valores médios
de Q, a média dos desvios, assim como a alteracdo encontrada para cada amostra estao

descritos na tabela 4.
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FIGURA 14 — CURVA PADRAO DO GENE 18S (E= 100%, R? = 0,997 E SLOPE = 3.313) E CURVA DE
AMPLIFICACAO DE UMA AMOSTRA CONTROLE. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: A) Acima:

Representacdo das curvas de amplificacdo de uma das amostras em duplicata com concentragdo prévia

desconhecida (seta) interpolada na curva padréo (demais curvas de amplificacdo); Abaixo: As cruzes

representam os pontos em que a amostra esté localizada na curva padrdo em sua representacéo semi-log.

B) Acima: Curva de amplificagcdo individual da amostra; Abaixo: A quantidade exata obtida em nanogramas a

partir da curva padréo.
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TABELA 4 — VALOR MEDIO DE QE MEDIA DOS DESVIOS (CONSIDERANDO DOIS GENES DE
REFERENC|A) E TIPO DE ALTERAQAO ENCONTRADA PARA AS 52 AMOSTRAS ANALISADAS PARA O
GENE ALVO RAPH1 E GENES DE REFERENCIA PUM1, 18S E ACTB. A — GENE ALVO AMPLIFICADO
(Qmedioyt Smedio) >1) D - GENE ALVO DELETADO (Q(médioyt S(médio) <1)-

(continua)
Amostra Média do valor de Q Média do Desvio (S) Alteracédo
1 0,56147 + 0,0015 D’
2 1,17344 + 0,0015 AZ
3 0,24823 + 0,0052 D?
4 1,62702 + 0,0020 A
5 2,36422 + 0,0005 A®
6 1,22119 + 0,0043 Al
7 0,63652 + 0,0017 D’
8 0,72151 + 0,0133 D?
9 1,12948 + 0,0012 Al
10 0,43886 + 0,0071 D
11 1,51613 + 0,0044 Al
12 1,83078 + 0,0030 AZ
13 0,59184 + 0,0062 D
14 0,83126 + 0,0024 D?
15 1,39832 + 0,0150 A?
16 1,02816 + 0,0004 Al
17 0,75076 + 0,0078 D
18 0,63167 + 0,0052 D
19 0,4467 + 0,0022 D?
20 0,41857 + 0,0055 D
21 1,63662 + 0,0098 Al
22 0,16573 + 0,0025 D?
23 0,62394 + 0,0030 D®
24 0,77356 + 0,0017 D?
25 0,85011 + 0,0059 D
26 1,4734 + 0,0062 Al
27 2,14605 + 0,0019 A?
28 0,69851 + 0,0060 D
29 1,93462 + 0,0438 Al
30 2,80845 + 0,0008 A3
31 0,91323 + 0,0213 D
32 1,56423 + 0,0025 Al
33 1,48014 + 0,0002 A?
34 2,83062 + 0,0809 AZ
35 0,62089 + 0,0038 D
36 0,39137 + 0,0012 D



38

TABELA 4 — VALOR MEDIO DE QE MEDIA DOS DESVIOS (CONSIDERANDO DOIS GENES DE
REFERENC|A) E TIPO DE ALTERAQAO ENCONTRADA PARA AS 52 AMOSTRAS ANALISADAS PARA O
GENE ALVO RAPH1 E GENES DE REFERENCIA PUM1, 18S E ACTB. A — GENE ALVO AMPLIFICADO
(Qmédioyt Smedio)> 1) D - GENE ALVO DELETADO (Qmedioyt Smedio) < 1)

(concluséo)

Amostra Média do valor de Q Média do Desvio (S) Alteracéao
37 0,81604 + 0,0025 D!
38 0,21365 + 0,0023 D
39 0,50138 + 0,0078 D!
40 0,11186 + 0,0018 D
41 0,84815 + 0,0041 D!
42 0,2974 + 0,0023 D
43 0,86615 + 0,0062 D’
44 0,72755 + 0,0018 D®
45 0,66422 + 0,0401 D’
46 0,72304 + 0,0125 D
47 0,49782 + 0,0027 D
48 0,70661 + 0,0223 D
49 3,56984 + 0,0683 Al
50 6,29024 + 0,0224 Al
51 0,16206 + 0,0049 D
52 0,32196 + 0,0131 D

Genes de referéncia utilizados: © — PUM1 e 18S
2_18Se ACTB
®_PUM1e ACTB

FONTE: O AUTOR (2012).

Observou-se para as 52 amostras analisadas delecdo do gene RAPH1 em 63,5%
delas, enquanto que em 36,5% das amostras 0 gene mostrou-se amplificado (p=0,0522)
(Gréfico 1).

M Deletado
B Amplificado

GRAFICO 1 - ALTERACOES ENCONTRADAS PARA O GENE RAPH1 NAS 52 AMOSTRAS ANALISADAS.
FONTE: O AUTOR (2012).
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A Tabela 5 apresenta a estatistica descritiva considerando o valor médio de Q para

dois genes de referéncia, nas amostras deletadas e amplificadas.

TABELA 5 — ESTATISTICA DESCRITIVA DAS AMOSTRAS AMPLIFICADAS OU DELETADAS PARA O
GENE RAPH1, CONSIDERANDO A MEDIA DE Q PARA DOIS GENES DE REFERENCIA.

Valor Valor

Valor relativo de Q N - o Média Desvio Padr&o
minimo  maximo
Amostras amplificadas 19 1,028 6,290 2,054 1,223
Amostras deletadas 33 0,112 0,91323 0,569 0,230

FONTE: O AUTOR (2012).

5.4 Amplificag6es e delecdes do gene RAPH1 e dados clinico-histopatologicos

Os dados clinico-histopatolégicos escolhidos para as analises de regressao e
correlacdo foram os que apresentaram menos de 40% de auséncia de informacdes para as
pacientes (categoria Sl < 40%, conforme a tabela 1, exceto idade da paciente), uma vez
gue quanto menor o tamanho amostral, menor sera a confiabilidade dos resultados
obtidos. As caracteristicas consideradas nas analises foram: metastases nos linfonodos,
grau do tumor, tamanho do tumor, receptores de estrogénio e progesterona, amplificacéo
do gene HER2 e patologia.

A tabela 6 mostra os resultados obtidos a partir das analises de regressédo binaria
logistica quando utilizado o tipo de alteracdo do gene RAPH1 como variavel independente
e as variaveis com valores dicotdbmicos como varidveis dependentes, sendo elas:
metastases nos linfonodos (1: auséncia e 2: presenca), receptores de estrogénio e
progesterona (1: auséncia e 2: presenca), e amplificacdo do gene HER2 (1. ndo
amplificado 2: amplificado). Nenhuma das varidveis mostrou valores significativos (p > 0,05
I.C 95%) quando relacionadas as alteracdes estruturais do gene RAPHL1. Para as demais
caracteristicas clinico-histopatologicas, categorizadas em mais de 2 classes: grau do tumor
(I, 1M e 1), tamanho do tumor (1. 5-24mm; 2: 25-44mm; 3. 45-64mm e 4: 65-84mm) e
patologia (1: ductais; 2: lobulais; 3: tubulares e 4:outros) foram feitas analises de regressao

multinomais e que também nado apresentaram valores significativos (p > 0,05 I.C 95%).
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Foram realizados testes de correlagdo de Spearman (p) utilizando-se o valor relativo

de Q e todas as demais caracteristicas histo-patologicas (Tabela 7), nos quais os

coeficientes de correlacéo obtidos também ndo se mostraram significativos para nenhuma

das variaveis analisadas (p = 0,05).

TABELA 6 — VALORES OBTIDOS (B, E.P - ERRO PADRAO, TESTE WALD, GRAU DE LIBERDADE - GL,
SIGNIFICANCIA - SIG E EXP (B)) A PARTIR DAS ANALISES DE REGRESSAO REALIZADAS PARA AS
VARIAVEIS CLINICO-HISTOPATOLOGICAS BINARIAS: METASTASE NOS LINFONODOS AXILARES,
RECEPTOR DE ESTROGENIO E PROGESTERONA E AMPLIFICACAO DO GENE HER2, UTILIZANDO AS
ALTERACOES DO GENE RAPH1 COMO VARIAVEL INDEPENDENTE.

95% |.C para EXP(B)

Variaveis
Dependentes N B E.P Wald g.l Sig. Exp(B) Menor Maior
Metastase nos
linfonodos 42 0,347 0,320 1,173 1 0,279* 1,414 0,755 2,648
axilares
Constante® -0,575 0,417 1,977 1 0,167 0,563
Receptor de
o 34 | 0447 0,591 0,572 1 0,449+ 1,563 0,491 4,978
Estrogénio
Constante 1,504 0,553 7,404 1 0,007 4,500
Receptor de
33 0,539 0,583 0,856 1 0,355* 1,715 0,547 5,375
Progesterona
Constante 1,224 0,509 5,786 1 0,016 3,400
Amplificacéo do
34 0,118 0,496 0,057 1 0,812* 1,125 0,425 2,978
gene HER2
Constante -1,846 0,621 8,827 1 0,03 0,158

& A constante é utilizada para os célculos de regresséo e é obtida separadamente em cada analise

* Valores considerados néo-significativos >0,05

FONTE: O AUTOR (2012).
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TABELA 7 — COEFICIENTES DE CORRELACAO DE SPEARMAN (p) ENTRE OS VALORES RELATIVOS
DE Q PARA O GENE RAPH1 E AS VARIAVEIS CLINICO-HISTOPATOLOGICAS.

x o Valor de p
Correlagéo de Variaveis N i

Spearman ©) (bicaudal)
Metastase nos 42 0,159 0,315+
linfonodos axilares
Grau do tumor 43 -0,061 0,698*
Tamanho do tumor a1 0.162 0.312*
(cm)
Receptor de 34 0,174 0,326*
Estrogénio
Receptor de N
Progesterona 33 0231 0,196
Amplificagcéo do
HER? 34 -0,123 0,489*
Patologia 47 0,061 0,683*

* Valores considerados néo significativos (p >0,05)

FONTE: O AUTOR (2012).

5.5 Amplificacdes e dele¢des do gene RAPH1 e genes ACHE e BCHE

A fim de enriquecer os resultados obtidos neste estudo, utilizaram-se informagdes
disponiveis de outros projetos de pesquisa do presente grupo, entre eles BERNARDI et al.,
(2010), nas quais foram analisadas as amplificacbes e dele¢cbes dos genes ACHE e
BCHE, para as mesmas amostras de carcinoma mamario utilizadas neste estudo. Para
tanto, foram realizadas analises de correlagdo de Spearman considerando as alteracfes
do gene RAPH1 juntamente com os resultados obtidos para os genes ACHE e BCHE.

Para o gene ACHE foram observados 51,16% de casos de amplificacdo em relacéo
a 48,84% casos de delecado, j4 para o gene BCHE estavam amplificadas 42,55% das
amostras e 57,45% deletadas. Estes valores ndao foram significativamente diferentes
guando comparados aos casos de amplificacdo e delecdo do gene RAPH1 utilizando o
teste x2cor (P = 0,2208 e p=0,6850 para os genes ACHE e BCHE, respectivamente).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%A1
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Foram observadas correlacdes positivas e significantes de 38% (p=0,012) e 33%
(p=0,020) entre os genes RAPH1 e os genes ACHE e BCHE, respectivamente, quando 0s
casos de amplificacdo e delecdo foram considerados (Tabela 8, grafico 2 para o gene
ACHE e 3 para o gene BCHE). O numero de delecdes e amplificacbes encontrado tanto
para 0 RAPH1 e ACHE quanto RAPH1 e BCHE estdo descritos nos graficos 4 e 5,

respectivamente.

TABELA 8 — COEFICIENTES DE CORRELAGAO DE SPEARMAN (p) ENTRE AS ALTERAGOES
(AMPLIFICACOES E DELECOES) DO GENE RAPH1 E AS AMPLIFICAGOES E DELEGOES DOS GENES
ACHE E BCHE.

3 Valor de p
Correlagéo de Gene N ©) \
Spearman (bicaudal)
ACHE 43 0,381 0,012**
BCHE 47 0,337 0,020**

** Valores significativos (p <0,05)

FONTE: O AUTOR (2012).
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GRAFICO 2 - GRAFICO DE CORRELAGCAO ENTRE A VARIAVEL~ AMPLIFICAC;(:)ES E DELECOES
ENCONTRADA PARA O GENE RAPH1 E A VARIAVEL AMPLIFICACOES E DELECOES ENCONTRADA
PARA O GENE ACHE. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: Alteracdo RAPH1 = amplificacdes e delecdes

do gene RAPH1,; Alteragcdo ACHE = amplificacdes e dele¢cbes do gene ACHE. 0 = delecéo, 2 = amplificacéo
(N=43 I.C 95%).
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GRAFICO 3 — GRAFICO DE CORRELACAO ENTRE A VARIAVEL AMPLIFICACOES E DELECOES
ENCONTRADA PARA O GENE RAPH1 E A VARIAVEL AMPLIFICACOES E DELECOES ENCONTRADA
PARA O GENE BCHE. FONTE: O AUTOR (2012). LEGENDA: Alteracdo RAPH1 = amplificacdes e delecdes
do gene RAPH1,; Alteragcdo BCHE = amplificacdes e delecbes do gene BCHE. 0 = delecéo, 2 = amplificacéo
(N=47 1.C 95%).
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GRAFICO 4 — AMPLIFICACOES E DELEGOES DOS GENES RAPH1 E ACHE. FONTE: O AUTOR (2012).
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GRAFICO 5 — AMPLIFICAGCOES E DELEGOES DOS GENES RAPH1 E BCHE. FONTE: O AUTOR (2012).
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6 DISCUSSAO

6.1 Alteracdes do gene RAPHL1 e cancer

O céancer é causado, em parte, por mutacdes irreversiveis no material genético as
quais podem ocorrer em diferentes locais no genoma e contribuir para a progressao da
doenca (TAYLOR et al., 2008). As alteracdes mais frequentes sdo aquelas que alteram o
numero de copias de genes essenciais ao desenvolvimento e progressado das neoplasias,
e entre elas encontram-se as amplificacbes e as delecdes (BUERGER et al., 1999;
FOROZAN et al., 2000).

A proteina lamelipodina (Lpd), codificada pelo gene RAPH1, esta envolvida em
processos como protrusdo lamelipodial e motilidade celular, assim como em proliferacédo
de células e tecidos (LAFUENTE et al., 2004; KRAUSE et al., 2004; LYULCHEVA et al.
2008). Dessa forma, optou-se por investigar se alteracdes estruturais (amplificacdes e
delecBes) do gene RAPH1 estariam envolvidas na tumorigénese ou progressao de células
de carcinoma mamario e principalmente se estariam envolvidas no processo de metastase,
uma vez que a Lpd é uma proteina que contribui de modo consideravel para a motilidade
celular.

Conforme o grafico 1, foi observado que todas as amostras das pacientes
analisadas (N=52) possuem alteragédo no gene RAPH1, sendo que em 63,5% dos casos
verificou-se que o gene encontra-se deletado em relacdo aos 36,5% de amostras em que
ele encontra-se amplificado. Este resultado coincide com os resultados descritos na
literatura para os quais a regiao do gene RAPH1 (2g33) esta deletada em diversos tipos de
canceres, entre eles: carcinoma cervical, carcinoma de células escamosas de boca,
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, carcinoma de células escamosa
do esb6fago, neuroblastoma e cancer de pulmédo (OTSUKA et al., 1996; PACK et al., 1999;
TAKITA et al., 2001; BEDER et al., 2003; YAMAMOTO et al., 2003).

A delecdo frequente da regido 2g33 em canceres e consequentemente do gene
RAPHL1 poderia explicar a diminuicdo da sua expresséo observada por DAHL et al., (2005)
em 43% das amostras de canceres de mama e 25% em amostras de cancer de ovario.

Resultados encontrados por EPPERT et al., (2005) mostram uma frequéncia de
67% de Perda de Heterozigose (LOH) do gene RAPH1 em amostras de osteossarcomas
primarios assim como uma diminuicdo da expressdao do gene quando comparadas

amostras de tumores primarios e metastaticos (pareadas), sugerindo uma possivel
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importancia do gene tanto para o desenvolvimento da doenca, uma vez que ele encontra-
se deletado em tumores primarios, quanto para a progressao de tumores primarios para
tumores metastaticos, por mecanismos de diminuicdo da expressdo génica. De maneira
geral, para osterossarcomas, seria possivel sugerir que o gene RAPH1 estaria atuando
como um gene supressores de tumor, por supor que sua delecdo ou diminuicdo da
expressao possa ser importante para conceder vantagens ao tumor em crescimento ou
permitir que as células se tornem metastéticas.

Apesar de a maioria das amostras encontrarem-se deletadas, 36,5% delas mostrou
amplificagédo para o gene RAPH1. N&o existe nenhum trabalho na literatura relatando
amplificacdo do nimero de copias deste gene, no entanto € possivel que ele se encontre
proximo a proto-oncogenes e sua amplificagdo ocorra de maneira acidental em alguns
tumores (ZAKUT et al., 1991). O gene erbB-4, da mesma familia do gene erbB-2 (também
conhecido como HER2), relacionado a crescimento, diferenciacéo e proliferacao de tecidos
(CARRAWAY et al., 1997), situa-se na posicao 2934 muito préxima da regido em que se
localiza 0 gene RAPH1 (2g33) e ja foi descrito como amplificado em 13,1% de amostras de
cancer de mama (VOGT et al., 1998).

A fim de se obter alguma relacdo entre alteragbes do gene RAPH1l e
desenvolvimento e progressédo do cancer em amostras de carcinoma mamario, foram feitas
analises utilizando os resultados obtidos e as informagfes clinico-histopatolégicas das

pacientes.

6.2 Amplificacdes e delecdes do gene RAPH1 e dados clinico-histopatolégicos.

As principais caracteristicas clinico-histopatolégicas das pacientes amplamente
utilizadas como fatores de progndstico em cancer de mama séo: tamanho do tumor, grau
histologico, receptores hormonais, amplificacdo do gene HER2 e metastases nos
linfonodos axilares. Estas informacdes sédo importantes também para modelos terapéuticos
especificos para cada paciente, aumentando a sobrevida (WINER et al., 2001;
GOLDHIRSCH et al., 2003; MARTY et al.,, 2005; CHIURI et al., 2007). As informagdes
disponiveis para estas caracteristicas, incluindo também tipo de patologia, foram
analisadas em conjunto com os resultados de amplificacéo e delecdo encontrados para o

gene RAPHL1 através de andlises de regresséo e correlagéo.
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Nas andlises de regressdo foram utilizadas as alteragcdes encontradas, sendo (2)
amplificacbes e (0) delecbes, como variavel independente e as caracteristicas: grau do
tumor, metastase nos linfonodos axilares, tamanho do tumor receptores de estrogénio e
progesterona, amplificacdo do gene HER2 e patologia como variavel dependente. O
objetivo foi determinar se as alteracdes do gene RAPHL1 seriam fatores determinantes ou
causais para alguma destas caracteristicas, principalmente para metastase nos linfonodos
e tamanho do tumor, caracteristicas as quais ja foram associadas a fung¢éo da proteina Lpd
(motilidade e proliferacdo celular, respectivamente), no entanto nenhum dos valores
obtidos mostrou-se significativo.

Também foram realizadas andlises de correlacdo de Spearman utilizando os valores
de Q ao invés do tipo de alteragdo, com as mesmas caracteristicas clinico-histopatoldgicas
descritas acima e também ndo se observou nenhuma correlacdo significativa. No caso
especifico do tamanho do tumor, mesmo se o resultado para esta caracteristica tivesse
sido significativo ndo seria possivel afirmar com certeza uma relacéo causal uma vez que o
tamanho do tumor é determinado por diversos fatores, entre eles: tempo decorrido até o
diagnostico e as caracteristicas biolégicas de cada tumor (WEEDON-FEKJAR et al.,
2008).

Dessa forma, pode-se admitir que as alterag6es encontradas no gene RAPH1 néo
podem ser consideradas fatores preditivos acerca das informacdes analisadas, e desta
forma o fato de o gene estar amplificado ou deletado ndo apresenta nenhuma importancia
em relacdo ao desenvolvimento ou progressdo da doenca, diferentemente do que foi
encontrado por EPPERT et al. (2005) em osteossarcomas, como acima referido (pagina
46). Uma das justificativas seria o fato de que cada tipo de cancer possui caracteristicas
peculiares de desenvolvimento e progressao e genes de grande importancia no processo
de tumorigénese em osteossarcomas podem ndo ser os mesmos envolvidos em cancer de
mama, embora existam alguns de importancia comum (HANSEN, 1991; WEINBERG,
2000; FUTREAL et al., 2004; DAHL et al., 2005).

Sabendo a relagdo da proteina Lpd com motilidade celular e metastase descrita na
literatura, € possivel analisar os motivos pelos quais as alteracdes no gene RAPH1 néo
estariam interferindo para um aumento ou diminuicdo de casos de metastase nos

linfonodos.
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Existem dois aspectos a serem considerados:

1) A amplificacdo do gene RAPH1 ndo aumenta a incidéncia de metastase nos
linfonodos;

2) A delecao do gene RAPH1 nao diminui a incidéncia de metastase nos linfonodos.

Devido ao trabalho publicado por KRAUSE et al. (2004) no qual foi verificado um
aumento da velocidade de protrusdo lamelipodial quando a proteina Lpd estava
superexpressa, poderia ser levantada a hipotese de que a amplificacdo do gene RAPH1
levaria a um aumento da expressdo da proteina Lpd em céncer de mama e que desta
forma aumentariam as chances de metastase nos linfonodos pelo aumento da motilidade
celular. No entanto, nem sempre o aumento do numero de coOpias de um gene determina
aumento significativo da expressao génica, estes valores podem variar dependendo do tipo
de tumor (MYLLYKANGAS e KNUUTILA, 2005). Em cancer de mama estudos indicaram
aumento da expressdo em 44 e 62% dos casos de amplificacdo génica (HYMAN et al.,
2002; POLLACK et al., 2002).

Uma das possiveis explicacdes para o ndo aumento da incidéncia de metastases
apesar da amplificacdo do gene RAPHL1 e hipoteticamente do aumento da expressdo da
proteina Lpd, seria 0 de que existem outras proteinas que seriam capazes de regular
negativamente e de forma intensa a motilidade celular. O trabalho de BAE et al. (2010)
mostrou que a proteina Profilina (Pfnl) pode inibir a motilidade celular em células MDA-
MB-231 de linhagem de cancer de mama, por se ligar aos mesmos fosfoinositideos (PI
(3,4)P2) que a Lpd utiliza para recrutar as proteinas Ena/VASP e induzir a montagem do
citoesqueleto de actina, os sitios indisponiveis para a Lpd impediriam que esta atuasse a
favor da motilidade celular. Da mesma forma, quando a proteina Pfnl estd menos
expressa, os sitios se tornam livres para que a Lpd atue e cause hipermotilidade. Sendo
assim pode-se sugerir que, neste caso, a presenca da proteina Pfnl poderia ser essencial
para impedir o aumento da motilidade celular em células de cancer de mama e o papel da
Lpd estaria atenuado.

O segundo aspecto a ser considerado seria o de que quando o gene RAPH1 esta
deletado poderia ocorrer por consequéncia uma diminuicdo da incidéncia de metéstase
nos linfonodos, uma vez que a proteina Lpd ndo estaria disponivel para atuar como
adaptadora de sinais e promover a montagem do citoesqueleto de actina. No entanto,
existe uma série de outras proteinas sabidamente envolvidas no processo de
remodelamento do citoesqueleto de actina e que também atuam no processo de
metastase, entre elas: cofilina, Arp 2/3, LASP-1, Mena e Palladina (ROY et al., 2004;
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WITTENMAYER et al., 2004; DI MODUGNO et al., 2007; GOICOECHEA et al., 2009) que
poderiam estar desempenhando seus papeis normalmente mesmo com a auséncia da Lpd.

O trabalho de GERTLER et al., (2011) sugere a importancia da proteina Mena
(pertencente a familia Ena/VASP) como um possivel marcador para risco de metastase.
Foram encontradas isoformas superexpressas desta proteina responsaveis por aumentar o
nivel de protrusdo celular e habilidades migratérias, ao mesmo tempo em que outras
isoformas estavam seletivamente menos expressas. A mudanca de expressdo das
isoformas permite ao tumor metastizar em resposta a varios estimulos, entre eles o fator
EGF. Outras proteinas ja foram descritas como associadas a proteina Mena, entre elas as
proteinas TES e Palladina (STRICKLAND et al., 2006; GOICOECHEA et al., 2009). A
proteina Palladina possui a mesma capacidade da Lpd em se ligar as proteinas Ena/VASP
(BOUKHELIFA et al., 2004) e também é conhecida por contribuir para a motilidade invasiva
de células em cancer de mama. GOICOECHEA et al., (2009) mostraram um aumento da
expressao da proteina Palladina em quatro linhagens de cancer de mama invasivas, além
de um importante papel desta proteina na formacdo de podossomas (estruturas que
funcionam para aderir e degradar a matriz extracelular), os quais tém sido encontrados em
muitos tipos de células invasivas.

Além das proteinas responsaveis por atuar diretamente no citoesqueleto de actina,
existem outros genes responsaveis por codificar muitos outros componentes que atuam
nas vias que fazem com que uma célula adquira a capacidade de migrar (WANG et AL.,
2005). Desta maneira o gene RAPH1 seria somente mais um componente de inUmeras
vias que culminam em aumento de motilidade e metastase e ndo apresenta um papel
determinante em células de carcinoma mamario. Em outros tipos de cancer talvez ele

apresente alguma contribuicdo mais efetiva.

6.3 RAPH1 e as colinesterases

Foi observada uma correlacdo positiva e significativa entre as amplificacdes e
delecdes do gene RAPHL1 e as mesmas alteracdes nos genes das colinesterases (graficos
4 e 5), ACHE (p= 0,012) e BCHE (p=0,020) os quais ja foram previamente associados ao
processo de tumorigénese (ZAKUT et al., 1990; STEPHENSON et al., 1996; SMALL et al.,
1996; BURDALL et al., 2003).
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O trabalho de BERNARDI et al., (2010) j& havia mostrado dele¢cbes em 43,64% e
56,36% das amostras de carcinoma mamario, respectivamente para os genes ACHE e
BCHE e amplificacbes em aproximadamente 23% dos casos. No mesmo trabalho também
foram observadas correlacdes positivas entre amplificacdes e delecdes entre estes dois
genes. Uma das explicacfes proposta para as amplificacdes ou delecdes conjuntas seria a
de alteracbes casuais que poderiam ocorrer devido a proximidade a outros genes
importantes no desenvolvimento do cancer, como proto-oncogenes e genes supressores
de tumor (ZAKUT et al, 1991; BERNARDI, 2008), uma vez que 0S genes das
colinesterases se localizam em regides cromossomicas distintas (ACHE - 7922 e BCHE
3026.1-g26.2). O mesmo € possivel dizer para a correlacdo encontrada entre estes genes
e 0 gene RAPH1, ja que sua localizacdo cromossdémica (2933) também é diferente das
colinesterases.

Outra hipoétese seria a da instabilidade genémica, muito importante para o acumulo
de mutacdes essenciais para o desenvolvimento do cancer. A instabilidade genémica, de
maneira geral, pode ser observada a nivel de nucleotideo e resulta em substituigfes,
insercdes ou dele¢bes causando mutacdes funcionais em genes de certas proteinas. Ou
entdo, como observado na maioria dos tumores, a instabilidade ocorre a nivel
cromossOmico, resultando em ganhos e perdas de todo o cromossomo ou de parte dele
(LENGAUER et al., 1998).

Ao contrario de muitas caracteristicas adquiridas por células de céancer, a
instabilidade gendmica, uma vez adquirida pela célula, ndo oferece vantagem imediata
para a proliferacdo ou sobrevivéncia. No entanto, em longo prazo esta instabilidade
favorece mutacdes adicionais consideradas essenciais ou nao para a proliferacéo
agressiva do clone de células que a possui (WEINBERG, 2000). Esta informacédo permite
supor que a correlagdo encontrada entre as alteragdes do gene RAPH1 e os genes das
colinesterases seria devido a instabilidade genbmica, que pode ocorrer no
desenvolvimento de qualquer tumor em crescimento, tornando-a responsavel por causar
as alteracdes descritas neste trabalho e no trabalho de BERNARDI et al., (2010), e ndo
uma relacdo direta entre amplificacdes e dele¢cbGes destes genes com o0 processo de

tumorigénese.
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7 CONCLUSOES

A patrtir dos resultados encontrados neste trabalho, p6de-se concluir que:

1. O gene RAPH1l encontra-se alterado (amplificado ou deletado) em todas as
amostras de carcinoma mamario analisadas.

2. As alteracbes estruturais encontradas para o gene RAPH1 ndo apresentam
correlacao significativa com os dados clinico - histopatologicos das pacientes e nem
podem ser consideradas como um fator preditivo para alguma destas
caracteristicas.

3. As amplificagbes e dele¢cdes do gene RAPH1 nédo contribuem de maneira efetiva
para o processo de tumorigénese e nem para 0 aumento ou diminuicdo da

motilidade celular e incidéncia de metastase nos linfonodos em carcinoma mamario.
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ANEXO

Amplificacéo e Delecado do gene RAPHL1 e sua correlagcao com
dados clinico-histopatologicos em pacientes com cancer de
mama

Meire Batistela ¢ Dellyana Boberg -«
Fabiana Andrade * Enilze de S.F. Ribeiro *
Iglenir J. Cavalli * Ricardo L.R. Souza

Resumo

Revisdo.A proteina Lamelipodina, codificada
pelo gene RAPH1, modula a montagem do
citoesqueleto de actina, através de sua ligacéo
as proteinas Ena/VASP, e atua na protrusdo
lamelipodial e motilidade celular. A regido do
gene RAPH1 (2933) esta deletada em diversos
tipos de canceres e a expressdao do gene
alterada em tumores quando comparada a
tecidos normais. Desse modo foram
investigadas amplificacGes e delecdes do gene
RAPH1 em amostras de carcinoma mamario,
com o objetivo de determinar sua possivel
relagdo com a tumorigénese e metastase.
Métodos.Foram utilizadas amostras de tumor e
de sangue periférico de 52 pacientes. As
alteracbes do gene RAPH1  foram
determinadas pela quantificacdo relativa,
método da curva padréo, utilizando a técnica
PCR em Tempo Real. Foram realizadas
analises de regressdo e correlacdo entre as
amplificacOes e delecdes do gene RAPH1 e
dados clinico - histopatolégicos.
Resultados.Das 52 amostras analisadas,
observou-se 63,5% casos de delecdo e 36,5%
casos de amplificacdo. As analises de
regressdo e correlacdo com as informacoes
clinico-histopatoldgicas ndo  apresentaram
resultados significativos.

Conclusdes.As alteragdes estruturais do gene
RAPH1 ndo exercem papel determinante no
processo de tumorigénese em carcinomas
mamarios e as amplificacbes e delegBes
encontradas também nédo s&o responsaveis por
aumentar ou diminuir a motilidade celular e a
incidéncia de metastase nos linfonodos,
podendo outras proteinas relacionadas ao
processo de metastase estarem envolvidas de

maneira mais efetiva, entre elas a Profilinal e
a Palladina.

Palavras-chave: Lamelipodina,gene
RAPH1,amplificacdo e delecdo génica, Cancer
de mama, PCR em Tempo Real.

1 Introducédo

Nas ultimas décadas tém ocorrido em todo
o mundo significativo aumento da incidéncia
do cancer de mama e consequentemente da
mortalidade associada a neoplasia. O
desenvolvimento da malignidade é o resultado
da interacdo de fatores genéticos com estilo de
vida, habitos reprodutivos e meio ambiente
[14]. O gene RAPH1 (Ras association
(RalGDS/AF-6) and pleckstrin  homology
domains 1), é responsavel por produzir a
proteina Lamelipodina humana (Lpd). A
ligacdo desta proteina as proteinas Ena/VASP
auxilia a montagem do citoesqueleto de actina
[17, 16], e desempenha uma importante
funcdo na protrusdo lamelipodial e na
motilidade celular. Ja foi mostrado que a
proteina Lpd funciona como mediadora
contribuindo para um aumento de motilidade
celular in vitro, em células de cancer de mama
(MDA-MB-231), na auséncia da proteina
Profilinal [2]. Outros trabalhos j& mostraram
que a regido em que se encontra 0 gene
RAPH1 (2g33) esta deletada em diversos tipos
de canceres, entre eles: carcinoma cervical,
carcinoma de células escamosas de boca,
carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescoco, carcinoma de células escamosa do
esofago, neuroblastoma e céncer de pulméo
[21, 31, 26, 3, 22]. Além de o gene ja ter sido
descrito como estando menos expresso em



alguns tipos de cénceres, entre eles canceres
de ovario e mama [6].

Considerando a importancia de
amplificacdes e delecdes génicas na origem e
progressao dos tumores humanos [24, 8]
objetivamos investigar tais alteracdes no gene
RAPHL1 a fim de determinar seu envolvimento
no processo de tumorigénese e metastase.

2 Material e Métodos

2.1 Caracterizacdo da Amostra

Foram utilizados fragmentos de tumores de
mama juntamente com amostras de sangue
periférico (utilizadas como controle) coletadas
pela equipe do Laboratério de Citogenética
Humana e Oncogenética, de 52 pacientes
portadoras de  carcinomas  mamarios
esporadicos atendidas no Hospital Nossa
Senhora das Gracgas e do Hospital de Clinicas
de Curitiba, Parand, Brasil, totalizando 104
amostras. Foram coletados cerca de 10 ml de
sangue periférico de cada paciente, por meio
de puncdo intravenosa com agulhas e seringas
descartdveis  estéreis. O material foi
imediatamente colocado em tubos estéreis
contendo 1,75 ml de solucdo anti-coagulante-
ACD (0,016 M de acido citrico; 0,068 M de
citrato de sodio; 0,081 M de glicose,
previamente autoclavados), rotulados
eenviados para 0 processamento. Ja as
amostras do tecido tumoral foram removidas
cirurgicamente, avaliadas por um patologista
para a confirmacdo da malignidade e
devidamente acondicionadas em frascos
estéreis e estocadas em condicOes ideais de
temperatura e conservacdo (-80°C) até a
extragdo do DNA. A classificacdo
histopatolégica foi realizada de acordo com o0s
critérios internacionais estabelecidos pela
classificacdo internacional de tumores (WHO)
e 0 estadiamento clinico foi determinado de
acordo com o estadiamento TNM do céncer. O
DNA do sangue periférico foi extraido pelo
método salting out e 0 DNA do tecido tumoral
pelo método Fenol-Cloroformio. Todas as
amostras  foram  aliquotadas a uma
concentragédo de 20ng/pl.
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2.2 Amplificagdo por gPCR

Para a andlise da alteracdo do numero de
copias do gene RAPHL, foi utilizada a técnica
PCR em Tempo Real e as reagOes de
amplificacdo foram realizadas utilizando-se
sondas TagMan® como método de deteccdo e
Master MIX QuantiFast® Probe PCR,
utilizando o equipamento Mastercycler® ep
realplex em uma placa de 96 pocos, com
volume final de 10 pl. Todas as sequéncias de
primers e probes foram desenhadas com
auxilio da ferramenta IDT Scitools Real Time
PCR. As sequéncias do gene alvo RAPHI,
assim como dos genes de referéncia
escolhidos, Pumilio Homélogo 1 (PUM1), 18S
e B-actina (ACTB) [19, 18] utilizadas estdo
descritas na Tabela 1. A amplificacdo dos
segmentos, realizada pela PCR em tempo real,
foi analisada por meio da Quantificacdo
Relativa, método da curva padrdo. Cada placa
foi realizada para um gene em separado,
contendo: a curva padrdo, 13 amostras de
tumor e sangue em triplicata e um controle
negativo, também em triplicata, foram
utilizados os valores obtidos para as amostras
somente se o desvio entre os Cts das triplicatas
fosse < 0,3. A curva padrdo foi construida em
todas as placas, com 5 pontos em triplicata,
fator de diluicdo 4 nas seguintes
concentragdes: 256 ng/ul, 64 ng/ul, 16 ng/ul,
4 ng/ul e 1 ng/ul, estando suas eficiéncias
variando de 100 a 101%. O ciclo de
amplificacdo utilizado foi: 1) 95°C por 3
minutos, 2) 95°C por 50 segundos, 3) 59.8°C
por 30 segundos, 4) 72°C por 30 segundos, 5)
passos 2 a 4 repetidos por 45 ciclos.

2.3 Analises estatisticas

Para cada amostra a quantidade, em
nanogramas, do gene alvo (RAPH1) e dos
genes de referéncia (18S, PUM1 e ACTB)
tanto em tecido tumoral quanto em tecido
sanguineo foi determinada pelo Software
Realplex 1.5 Eppendorf. Em seguida, foi
calculada a relagdo (Q) para cada amostra
utilizando-se as médias das quantidades
obtidas das reagOes de amplificacdo do gene
alvo e genes de referéncia, nos dois tecidos.
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Tabela 1 — Iniciadores e sondas utilizadas nas reagdes de amplificacdo do gene alvo e dos genes de referéncia

Gene Exon Iniciador avante

Sonda Iniciador reverso

18S - 5 GAGACTCTGGCATGCTAACTAG 3’

PUM1 15 5" ACGAATGGCAGTGGAAGATAC3’

ACTB 6 5 AGTCCCTTGCCATCCTAAAAG 3°

RAPH

1 4 5’ TCTTTGAGTATGGATGAGGCTG 3’

5’ TGCTCAATCTCGGGTGGCTGAA 3’

5" CCAGTCCTCTCCCAAGTCCACAC 3’

5 GGACATCTAAGGGCATCACAG 3’

5’ TGAAGCCAAGTACCGCAGTGCAA 3’ 5 CGAGAGGAAGAGAAAAGAGTGC 3’

5> CAATGCTATCACCTCCCCTG 3’

5’ TGACGCGGTTCTTCTGTGCTGATT 3 5> GTGATGCTGGAATGGGAGG 3’

O valor relativo de Q foi obtido
separadamente para o gene alvo e para cada
gene de referéncia a partir da formula (1) [15].

Tabela 2 — Caracteristicas clinico-histopatoldgicas das
pacientes

Caracteristicas N° de pacientes,(%) N (total)
Idade da paciente (anos)®
<60 25 (57) 44
>60 19 (43)
Tamanho do tumor (mm)
5-24 15(36,6)
25-44 19(46,3)
45-64 4(9,8) 41
65-84 3(7,3)
Grau do Tumor
| 7(16,3) 43
1 26(60,4)
1 10(23,3)
Metastase dos Linfonodos 24(57,1) 42
Axilares
Amplificacdo HER2 5(14,7) 34
Receptores de Estrogénio 29(85,3) 34
Receptores de 27(81,8) 33
Progesterona
Patologia
Ductal 39(81,3)
Lobular 2(4,2)
Tubular 2(4,2) 48
Outros 5(10,3)

®Caracteristica disponivel porém ndo utilizada nas
analises

Q = Tumor (Alvoy(Tumor (Referéncia)/
Sangue (Alvo)/Sangue(Referéncia) (1)

Os coeficientes de variacdo (CV) foram
calculados a partir das triplicatas dos tumores
do gene alvo e dos tumores dos genes de
referéncia para obter o desvio padrao (S) de Q
para cada amostra, (2) [1].

CV; = Desvio Padrdo Tumor (Alvo)/ Média
Tumor (Alvo)

CV, = Desvio Padrdao Tumor (Referéncia)/
Média Tumor (Referéncia)

CV = (CV.2 + CV,)¥2
S=CcV.Q (2

Para determinar o tipo de alteracdo
(amplificacdo ou delecdo) de cada amostra foi
feito uma média dos valores de Q, assim como
uma média dos valores de desvio (S)
utilizando dois genes de referéncia com
resultados concordantes (Tabela 4) e
verificado se Qmedioy + Smedioy > 1 (amostras
amplificadas) ou Q(médio) + S(me’dio) < 1
(amostras deletadas), com 1.C de 95%. Foram
realizadas analises de regressdo e correlacdo
entre os resultados obtidos e os dados clinico-
histopatoldgicos (Tabela 2) com auxilio do
programa SPSS Statistics 17.0 (Windows &
Mac).

3 Resultados

3.1 Amplificacbes e delecdes do gene
RAPH1

O gene RAPH1 apresentou alteracdo em todas
as amostras analisadas (63,5% delegfes vs.



36,5 % amplificagdes p=0,0522) (Tabelas 3 e
4). Com o objetivo de avaliar se as alteracfes
no gene RAPH1 estdo envolvidas no
desenvolvimento e progressao de tumores de
mama, com énfase para O processo de
metéstase, foram realizados testes de regressdo
com os dados das caracteristicas clinico-
histopatoldgicas e alteragbes do gene
RAPH1(0= deletado e 2=amplificado) e de
correlacdo entre os valores relativos de Q, e as
mesmas caracteristicas. Nenhum dos valores
obtidos foram estatisticamente significantes.

4 Discussdo

O gene RAPH1 estd deletado em grande
parte das amostras analisadas neste estudo
(63,5%, N=52). Este resultado estd de acordo
com os descritos na literatura para 0s quais a
regido do gene RAPH1 (2033) estad deletada
em cénceres de células escamosas de boca,
cervicais, de células escamosas de cabega e
pescoco, de células escamosa do esbfago,
neuroblastoma e de pulméo [21, 31, 26, 3, 22].
A delecdo frequente desta regido em canceres
e consequentemente do gene RAPH1 poderia
explicar a diminuicdo da sua expressao
observada por Dahl et al. [6] em 43% das
amostras de canceres de mama e 25% em
amostras de cancer de ovario. Resultados
encontrados por Eppert et al. [9] mostram uma
frequéncia de 67% de Perda de Heterozigose
(LOH) do gene RAPH1 em amostras de
osteossarcomas primarios assim como uma
diminuicdo da expressdo do gene quando
comparadas amostras de tumores primarios e
metastaticos  (pareadas), sugerindo uma
possivel importancia do gene tanto para o
desenvolvimento da doenca, uma vez que ele
encontra-se deletado em tumores primarios,
quanto para a progressdo de tumores primarios
para tumores metastaticos, por apresentar
mecanismos de diminuicdo da expressdo
génica. De maneira geral, para
osterossarcomas, € possivel que o gene
RAPH1 possua um efeito protetor,
desempenhado por muitos genes chamados
supressores de tumor, por supor que sua
delecdo ou diminuicdo da expressdo possa ser
importante para conceder vantagens ao tumor
em crescimento ou permitir que as células se
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tornem metastaticas. O mesmo ndo foi
observado para as amostras de carcinoma
mamario, na qual as alteragbes do gene
RAPH1 ndo se mostraram preditivas para
nenhuma  das  caracteristicas  clinico-
histopatoldgicas analisadas, nem mesmo para
metastase  nos linfonodos,  considerada
inicialmente. Uma das justificativas seria o
fato de que cada tipo de céncer possui
caracteristicas peculiares de desenvolvimento
e progressao e genes de

Tabela 3 — Quantidade relativa do gene RAPH1 (Q) e 0
Desvio Padrdo (S) em 52 pacientes.

Caso  Qqmediyt S (medioy Alt  Caso  QumedioyE S (médioy  Alt

1 056147 +0,0015 del 27 2,14605*0,0019 amp
2 117344 £0,0015 amp 28 0,69851+0,0060 del
3 0,24823+0,0052 del 29 1,93462+0,0438 amp
4 162702 +0,0020 amp 30 2,80845+0,0008 amp
5 2,36422£0,0005 amp 31 0,91323+0,0213 del
6 1,22119+0,0043 amp 32 1,56423 +0,0025 amp
7 0,63652+0,0017 del 33 1,48014 £0,0002 amp
8 0,72151+0,0133 del 34 2,83062 £0,0809 amp
9 112948 +0,0012 amp 35 0,62089 +0,0038 del
10 0,43886 £0,0071 del 36 0,39137 +0,0012 del
11 1,51613 £+0,0044 amp 37 0,81604 +0,0025 del
12 1,83078 +0,0030 amp 38  0,21365+0,0023 del
13  0,59184 +0,0062 del 39 0,50138 +0,0078 del
14  0,83126 +0,0024 del 40 0,11186 +0,0018 del
15 1,39832£0,0150 amp 41  0,848150,0041 del
16  1,02816 £0,0004 amp 42  0,2974 £0,0023  del
17  0,75076 £0,0078 del 43  0,86615+0,0062 del
18 0,63167 £0,0052 del 44  0,72755+0,0018 del
19  0,4467 +0,0022 del 45 0,66422 +0,0401 del
20 0,41857 +0,0055 del 46 0,72304 £0,0125 del
21 1,63662 +0,0098 amp 47  0,49782 +0,0027 del
22 0,16573+0,0025 del 48 0,70661 +0,0223 del
23 0,62394 +0,0030 del 49 3,56984 +0,0683 amp
24 0,77356 +0,0017 del 50  6,29024 £0,0224 amp
25 0,85011 +0,0059 del 51  0,16206 +0,0049 del

26 1,47340,0062 amp 52  0,32196 +0,0131 del

AbreviacOes: Alt - alteracdo; del — deletado no tumor;
amp — amplificado no tumor



66

Tabela 4 - Genes de referéncia utilizados para determinar as delecdes e amplificacdes do gene RAPH1.

Alteracdes do gene RAPH1

Genes de referéncia (N°,%)

18S e PUM1 PUM1eACTB  18SeACTB Total %
Delegdes 22(66,6) 2(6,1) 9(27,3) 33(63,5)
Amplificagbes 9(47,4) 4(21,1) 6(31,5) 19(36,5)
52(100)

importancia relevante no processo de protrusdo  celular e  habilidades

tumorigénese em osteossarcomas podem
ndo ser os mesmos envolvidos em cancer
de mama, embora existam alguns de
importancia comum [13, 29, 10, 6].
Considerando a relacdo da proteina Lpd
com motilidade celular e metastase, é
possivel supor os motivos pelos quais as
alteracdes no gene RAPH1 nédo estariam
interferindo  para um aumento ou
diminuicdo de casos de metastase nos
linfonodos. A delecdo do gene RAPH1
poderia resultar, a priori, em uma
diminuicdo da incidéncia de metastase
nos linfonodos, uma vez que a proteina
Lpd ndo estaria disponivel para atuar
como adaptadora de sinais e promover a
montagem do citoesqueleto de actina. No
entanto, uma série de outras proteinas
estdo envolvidas no processo de
remodelamento do citoesqueleto de
actina e que também atuam no processo
de metéastase, entre elas: cofilina, Arp
2/3, LASP-1, Mena e Palladina [23, 30,
7, 12] que poderiam estar
desempenhando suas funcbes
normalmente mesmo na auséncia da Lpd.
O trabalho de Gertler et al. [11] aponta a
importancia  da  proteina  Mena
(pertencente a familia Ena/\VVASP) como
um possivel marcador para risco de
metastase. Foram encontradas isoformas
superexpressas desta proteina
responsaveis por aumentar o nivel de

migratorias, a0 mesmo tempo em que
outras isoformas estavam seletivamente
menos expressas. A mudanca de
expressdo das isoformas permite ao
tumor metastizar em resposta a varios
estimulos, entre eles o fator EGF. Outras
proteinas ja foram descritas como
associadas a proteina Mena, entre elas as
proteinas TES e Palladina [25, 12]. A
proteina Palladina possui a mesma
capacidade da Lpd em se ligar as
proteinas Ena/VASP [4] e também ¢
conhecida por contribuir para a
motilidade invasiva de células em cancer
de mama. Goicoechea et al. [12]
mostraram aumento da expressdo da
proteina Palladina em quatro linhagens
de cancer de mama invasivas, além de
um importante papel desta proteina na
formacdo de podossomas (estruturas que
funcionam para aderir e degradar a matriz
extracelular), os quais tém sido
encontrados em muitos tipos de células
invasivas. O gene RAPH1 se mostrou
amplificado em 36,5% das amostras
analisadas. Ndo existe nenhum trabalho
na literatura descrevendo amplificacdo do
namero de cépias deste gene, no entanto
sua proximidade a proto-oncogenes
poderia  explicar a  amplificagéo
encontrada em alguns tumores [32]. O
gene erbB-4, da mesma familia do gene
erbB-2 (ou HER2), relacionado a
crescimento, diferenciacdo e proliferacéo



de tecidos [5], situa-se na posi¢do 2q34
muito préxima da regido em que se
localiza 0 gene RAPH1 (2g33) e ja foi
descrito como amplificado em 13,1% de
amostras de cancer de mama [27]. Krause
et al. [16] verificaram aumento de
velocidade de protrusdo lamelipodial
quando a proteina Lpd encontrava-se
superexpressa. Desta forma, poderia ser
levantada a hipOtese de que a
amplificagdo do gene RAPH1 levaria a
um aumento da expressdo da proteina
Lpd em cancer de mama e que desta
forma aumentariam as chances de
metéstase nos linfonodos pelo aumento
da motilidade celular, mesmo sabendo
que nem sempre 0 aumento do nimero de
copias de um gene determina um
aumento significativo da expressdo
génica [20]. Uma das possiveis
explicagbes para 0 ndo aumento da
incidéncia de metéastases apesar da
amplificacdo do gene RAPH1 e
hipoteticamente do aumento da expressdo
da proteina Lpd, seria o de que existem
outras proteinas capazes de regular
negativamente e de forma intensa a
motilidade celular. BAE et al. [2]
mostraram que a proteina Profilinal pode
inibir a motilidade celular em células
MDA-MB-231 de linhagem de cancer de
mama, por se ligar aos mesmos
fosfoinositideos (P1 (3,4)P2) que a Lpd
utiliza para recrutar as proteinas
Ena/VASP e induzir a montagem do
citoesqueleto de actina. Os sitios
indisponiveis para a Lpd impediriam sua
atuacdo a favor da motilidade celular. Da
mesma forma quando a proteina
Profilinal estd menos expressa, 0s sitios
se tornam livres para que a Lpd atue
causando hipermotilidade. Sendo assim,
a presenca da proteina Profilinal, neste
caso, poderia ser essencial para o0 ndo
aumento da motilidade celular em células
de cancer de mama e o papel da Lpd
estaria atenuado. Além das proteinas
responsaveis por atuar diretamente no
citoesqueleto de actina, existem outros
genes responsaveis por codificar outros
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componentes que atuam nas vias que
fazem com que uma célula adquira a
capacidade de migrar [28]. Desta maneira
0 gene RAPH1 seria somente mais um
componente de inumeras vias que
culminam em aumento de motilidade e
metéstase e acaba por ndo apresentar um
papel determinante em ceélulas de
carcinoma mamario, podendo apresentar
em outros tipos de cancer uma
contribuigcdo mais efetiva.
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APENDICE
Dados clinico-histopatoldgicos das paciente e alteracdo do gene RAPH1
(inicio)
Met4stase
Paciente Idade Etnia Idade Idade Uso de Pl’lqla ~ nos Grau do Tamanho NO de
Menarca Menopausa Contraceptiva linfonodos Tumor Tumor Filhos
axilares

1 77 Euro - 50 1 2 2 70 3
2 53 - - - - 1 3 21 -
3 68 - - - - 1 2 18 -
4 68 Euro 12 49 - 2 2 - 1
5 55 - - - - 2 - 68 -
6 51 Euro - 48 - 2 2 55 0
7 - - - - - - 2 - -
8 -- - - - - - 2 - -
9 57 Euro 12 53 2 1 3 20 3
10 59 Euro 12 53 2 2 2e3 - 2
11 40 - - - - 1 3 32 -
12 - - - - - 1 2 50 -
13 63 - 13 55 - 1 1 40 4
14 - - - - - - - 25 -
15 44 Euro 15 45 2 - - - 2
16 72 Euro 13 52 1 1 1 35 3
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17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39

56

39
65
31
97
56
33
44

56
47
62
70
45
72
67
67
44
48
45
45

11

11

Histerectomia*

Histerectomia*

N PN

N P DN

P R P N N N N NN P DN

w w N

R W N N W N N DNMNDNMNMNDNDMNEDN

40

40
25
42

37
40
50

27
25
15
80
35
35

50
18
16
23

72



40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52

Uso de Pilula Contraceptiva: 1- Ndo 2- Sim

62
49
83
33
46
49
71
74
81
73
46

78

11

12

Histerectomia*

Histerectomia*

Metastase nos linfonodos axilares: 1- Auséncia 2- Presenca

*Remocéo do utero

20
25

17
40
10
35
20
32
40

13

(concluséo)

73
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(inicio)
Paciente Idadg 12 Fumante ReceptorAes de Receptores de An:j%h;lgggao Patologia Alteracéao
Gravidez Estrogénio Progesterona HER? gene RAPH1
1 23 2 - - - Carcinoma Intra-ductal Invasor D
2 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor A
3 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor D
4 - 2 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor A
5 - - - - - Infiltracdo Cuténea p/ Ca mamario A
6 - 1 2 2 1 Carcinoma Ductal Invasor A
7 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor D
8 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor D
9 27 1 2 - 2 Doenca de Paget associada a Carcinoma A
Ductal Invasor e Intraductal
10 26 1 2 1 1 Carcinoma Ductal Invasor D
11 - - - - - Carcinoma Ductal Invasor A
12 - - - - - Carcinoma Ductal Infiltrante A
13 - - - - - Carcinoma Tubular Invasor D
14 - - - - - Carcinoma Medular D
15 21 - - - - Carcinoma Ductal A
16 21 - - - - Carcinoma Ductal Multicentrico A
17 - - - - - Neoplasia maligna D
18 - - 2 2 2 Carcinoma Ductal Invasor D
19 - - Carcinoma Ductal Invasor D
20 - - 2 1 1 Carcinoma Ductal Invasor D
21 - - 2 2 1 Carcinoma Papilar Invasor A
22 - - 1 2 1 Carcinoma pouco diferenciado, pleomarfico D

invasor




75

23
24

25
26
27
28

29
30
31

32
33
34
35

36
37
38

39
40
41
42

43
44
45
46
47

e N

N NN DNDN

=N

N N NN

R N NN

N

N NN DNDN

=N

R N NN

N N NN

e

R PN P

(=Y

(=Y

R P NN

N

Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Ductal Invasor associado a
Carcinoma Ductal in situ
Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Ductal Invasor Bilateral

Carcinoma Ductal Invasor associado a
Carcinoma Intraductal solido e cibriforme
Carcinoma Lobular Invasor

Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Lobular Invasor Associado a
Carcinoma Lobular in situ
Carcinoma Invasor Misto, Ductal e Lobular

Carcinoma Ductal Invasor
Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Ductal Invasor associado a
Carcinoma Intraductal
Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Ductal Invasor associado a
Carcinoma Ductal in situ
Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Ductal Invasor
Carcinoma Tubulo Lobular

Carcinoma Ductal Invasor Apdcrino,
Carcinoma "in situ" tipo comedo e cibriforme

Carcinoma Ductal
Carcinoma Ductal Invasor
Carcinoma Ductal Invasor
Carcinoma Ductal Invasor
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48 - - 2
49 - - 2
50 - - 2
51 - - -
52 32 - 2

Fumante: 1- N&o 2- Sim

Receptores de Estrogénio: 1- Ausente 2- Presente
Receptores de Progesterona: 1- Ausente 2- Presente
Amplificagdo do gene HER2: 1- N&o 2- Sim

Alteracédo do gene RAPH1: A- Amplificado D- Deletado

Carcinoma Ductal Invasor
Carcinoma Ductal Invasor

Carcinoma Ductal Invasor associado a
Carcinoma Ductal in situ sélido cibriforme

Carcinoma Misto Ducto Lobular associado a
Carcinoma Ductal in situ sélido
cibriforme/Carcinoma Lobular invasor mama E

(concluséo)
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