UNIVERSIDADE DE SA}O PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Biologicas (Bioquimica)

OTTO LUIZ DUTRA CERQUEIRA

Avaliacdo de marcadores de prognostico no

cancer de mama e analise funcional de CIP4

Versao da Tese corrigida

Sao Paulo

Data de depdésito na CPG

07/03/2014



OTTO LUIZ DUTRA CERQUEIRA

Avaliacdo de marcadores de progndstico no cancer

de mama e analise funcional de CIP4

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo para obtencdo do
Titulo de Doutor em Ciéncias (Bioguimica).

Orientador: Prof. Dr. Eduardo Moraes Reis

Sao Paulo

2014



Otto Luiz Dutra Cerqueira

Avaliacdo de marcadores de progndstico no cancer de mama e anéalise

funcional de CIP4

Aprovado em:

Banca examinadora:

Prof. Dr.

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo para obtencdo do
Titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica).

Instituicao:

Assinatura;

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura;

Prof. Dr.

Instituicdo:

Assinatura;

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicdo:

Assinatura;




AGRADECIMENTOS

A minha familia: Meu pai César Cerqueira, minha Mae, Rosa Maria Dutra Cerqueira e meu
irmao Ezequiel R. Dutra Paraguassu, por sempre me incentivarem a perseguir meus sonhos
e pelo exemplo de garra, luta e perseveranca.

A Elaine Cristina Cardoso, o grande amor de minha vida, companheira em todos esses anos
de doutorado. Vem compartilhando sonhos comigo todo este tempo e agora vai me
proporcionar uma das coisas mais importantes em minha vida que € ser pai.

Ao Professor Dr. Eduardo M. Reis por me acolher em seu laboratoério, por sua contribuicdo a
minha formacao e pela liberdade de escolher para estudar o que mais me interessei.

Ao Professor Dr. Sergio Verjovski-Almeida, por me oferecer a estrutura de seu laboratorio
para o desenvolvimento deste trabalho.

A Professora Dra. Maria Julia M. Alves por me abrir as portas do Instituto de Quimica.

A Professora Dra. Nathalie Cella pelos ensinamentos e pelo ano em que trabalhamos juntos.
Ano de muito aprendizado.

Ao Professor Dr. Andrew Craig por me receber em seu laboratério no Canada, por seus
ensinamentos, por sua paciéncia com meu Inglés e pela disponibilidade em me aceitar como
pos-doc.

Ao professor Dr. Fernando Augusto Soares pela colaboragdo e me permitir acesso ao seu
grupo de pesquisa.

A Professora Dra. Mari C. Sogayar por me receber no Nucel.
Aos professores que compdem a banca da defesa de minha tese.

Aos colaboradores do Hospital Ac Camargo: Dra. Cynthia A. B. Osério, e Dra. Mariana P. de
Macedo pela grande ajuda e contribui¢cdes para os estudos com TMA.

Aos meus contemporaneos de Laboratério: Vinicius Coutinho (Feto), Yuri Moreira, Santiago
Vilella, parceiros e amigos queridos.

Aos amigos de laboratério Ana Tahira, Felipe Beckedorff, Ana Ayupe, Carlos Deocesano,
Kleber Parreira, Rodrigo Borges, Murilo Sena, Lauren Camargo, Angela Fachel, Dinar
Yunusov, Mariana Carvalho, Lucas, Esther Durdes, Ester Bertoldi, Julio Sosa, Luis Bruno
Cruz, Leticia Anderson, Giulliana Tessarin, Katia Oliveira, Gabriel Zaniboni, com todos vocés
coletivamente aprendi muito. Durante bons anos de minha vida vocés foram minha familia
em Sampa.

Ao meu aluno de IC: Willian Felix. O amadurecimento cientifico s6 € completo quando
transmitido. Obrigado por ter me proporcionado isto.



A turma do bloco 10: Mariana Longhi, Ketna Khusal, Mayara Klimuk, Leila Magalhaes,
Mariana Duarte, Renato Astorin, Darlene Pena, Denise Berti, Mateus Bonatto e Eliciane
Matos que sempre me ajudaram seja com um reagente emprestado ou boas conversas a
beira da bancada. O mais importante mesmo foi a amizade que cultivamos.

A turma do Craig Lab: Harish Chander, Peter Truesdell. Joseph Ahn pela receptividade e
boa convivéncia.

A técnica e secretaria Stephanie Everingham pela enorme ajuda em assuntos burocraticos
na Queen’s University, e também por sua amizade.

A técnica Jalna Meens, parceira de bancada que muito ajudou no biotério e me ensinou os
ensaios com animais em minha estadia na Queen’s University, além de sua amizade.

Ao técnico Matt Gordon pela assisténcia no microscépio confocal e também pela excelente
companhia em nossas rodas de musica no Canada.

Ao amigo argentino do Craig’s Lab: Tomas Baldassarre que tanto me ajudou desde a
conseguir a morada, quanto me enturmar no Canada com seu excelente “Portunhol”.

A toda turma da nossa banda “Rock’inase”: Fabio Kendi (Pereré), Rodrigo Ribeiro (Tropeco),
Carlos Gomes (Fufl)), Rodrigo Zaini, Thibério Rangel, Alexandre Bisson pelos momentos
divertidissimos e aprendizado em mdusica. Long Live Rock’n’Roll !

Aos amigos do 1Q: Cicero Alves (Batata), Lucas Blanes, Raphael D. Teixeira, Valdir Blasios,
Guilherme Lousada, Eliezer Stefanello, Erika Stein, Gabriela Mol, Matheus Dias pela
companhia e boas lembrancas que guardarei de vocés.

A turma do Crusp: Cleverson Busso (Bigode), Fernando Gomes, Marlio Silva, Josenilson
Lima, Francisco Rocha, Daniel Silva, Sandro Detoni, Arthur Klick e Alice Lino, pela boa e
divertida convivéncia que amenizaram esses dificeis anos do doutorado.

A excelente assisténcia técnica recebida: Renato Alvarenga, Bianca Dazzani, Jefferson dos
Santos, Sueli Nonogaki (Hospital Ac Camargo), Roberto Zangrandi (Robertinho) e Célia
Ludio (Bloco 10). Agradeco também a secretaria Ana Paula Vidal. Sem vocés a vida na pés
seria muito mais dificil.

A CAPES por ter me financiado com minha bolsa de doutorado, incluindo a de doutorado
sanduiche no Canada.

A Universidade de S&o Paulo. Ndo tenho palavras para descrever o quanto seus
ensinamentos foram grandiosos em minha vida. Agradeco pelo acolhimento em sua
moradia, o Crusp. Orgulho-me por toda sua exceléncia e principalmente por ser uma
Universidade publica! Espero que continue sempre assim.

A conclusdo deste doutorado foi a realizagdo de um sonho. Agradeco a todos aqueles
(mesmo ndo citados aqui) que de alguma forma contribuiram para a conclusdo desta
importante etapa de minha vida.



“Deus sive Natura”
Ethica / Baruch de Spinoza

Spinoza, Benedictus de, 1632-1677

“Come forth into the light of things,

Let nature be your teacher.”
William Wordsworth,1770-1850

Poeta Inglés



Resumo

Cerqgueira, O.L.D. Avaliacdo de marcadores de progndéstico no cancer de mama e
andlise funcional de CIP4. 2014. 141p. Tese de Doutorado. Programa de POs-
Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Séao Paulo, Séo
Paulo.

O cancer de mama é uma doenca extremamente heterogénea compreendendo
diferentes subtipos moleculares que resultam em evolugbes clinicas e condutas
terapéuticas distintas. A maior gravidade desta patologia esta associada a sua
capacidade de formacdo de metastases Mudancas no padréo de expressédo génica
tém sido associadas a manifestacdo do fendtipo metastatico. Neste trabalho,
utilizamos microarranjos de tecido (TMAs) para investigar a expressao de 8
biomarcadores candidatos (CIP4, PPIL1, ITGAV, AKAP14, MICA, FXYD1, ARPCS,
ABG1) e avaliar seu potencial prognostico em pacientes com carcinoma ductal
invasivo da mama. Destes, ARPC3 PPIL1 e CIP4 mostraram associacdes
estatisticamente significativas com a sobrevida cancer especifica e/lou a
probabilidade de desenvolvimento de metastases. Determinamos que a expressao
aumentada de CIP4 nos tumores estd associada a maior probabilidade de
desenvolvimento de metastases. CIP4 é uma proteina adaptadora descrita na
literatura como moduladora de migracdo e invasao celular e portanto selecionamos
este candidato para caracterizacdo funcional detalhada. Observamos que a
expressdo de CIP4 encontra-se aumentada em linhagens tumorais com
caracteristicas invasivas. A partir do silenciamento estavel e regulado de CIP4 na
linhagem metastatica MDA-MB-231, determinamos que CIP4 modula positivamente
a ativacao de MAPK-p38 e a expressao de MMP2, sugerindo que CIP4 participe em
vias de sinalizacdo importantes para a transicdo epitélio-mesenquima (EMT). O
silenciamento de CIP4 resultou em uma reducédo de aproximadamente 50% da
capacidade migratéria e invasiva das ceélulas tumorais in vitro, e na diminuicdo da
formacdo de metastases pulmonares in vivo. Coletivamente, nossos resultados
indicam que CIP4 tem potencial como marcador de prognéstico assim como um
possivel alvo terapéutico no controle da disseminacdo de metastases nos tumores

da mama.

Palavras-chave: cancer de mama, metastase, biomarcadores, CIP4, microarranjos

de tecido.



Abstract

Cerqueira, O.L.D. CIP4. Evaluation of prognostic markers in breast cancer and
functional analysis of CIP4, 2014. 141p. PhD Thesis. Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica. Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo.

Breast cancer is an extremely heterogeneous disease comprising different molecular
subtypes that result in different clinical outcomes and therapeutic procedures. The
severity of this disease is mainly associated with its ability to produce metastasis.
Changes in gene expression profile have been associated with the manifestation of
the metastatic phenotype. In this study, we used tissue microarrays (TMAS) to
investigate the expression of 8 candidate biomarkers (CIP4, PPIL1, ITGAV, AKAP14,
MICA, FXYD1, ARPC3 e ABG1) and to evaluate their prognostic potential in patients
with invasive ductal breast carcinoma. Among these, ARPC3, PPIL1 and CIP4
showed statistically significant associations with cancer specific survival and/or the
patient’s probability to develop metastasis. We found that increased expression of
CIP4 in tumors is associated with a higher probability of developing metastasis. CIP4
is an adaptor protein described in the literature as a modulator of cell migration and
invasion and therefore we selected this candidate for detailed functional
characterization. We observed that CIP4 expression is increased in tumor cell lines
with invasive characteristics. Following the stable and regulated knockdown of CIP4
in the metastatic line MDA-MB-231, we determined that it modulates positively the
activation of MAPK-p38 and the expression of MMP2, suggesting that CIP4
participates in important signaling pathways required for the epithelial mesenchymal
transition (EMT). CIP4 silencing resulted in an approximate 50% reduction of the
migratory and invasive capacity of tumor cells in vitro and decreased the generation
of lung metastases in vivo. Collectively, our results indicate that CIP4 has potential
as a prognostic marker as well as a potential therapeutic target to control the

metastatic dissemination of breast tumors.

Keywords: Breast cancer, metastasis, biomarkers, CIP4, tissue microarrays
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de mama

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo
(excluindo melanomas) e o mais comum entre as mulheres. No Brasil € a principal
causa de morte por cancer entre as mulheres, com 52.680 novos casos previstos
para 2012. Homens também sdo acometidos por cancer de mama, embora com uma
taxa bastante inferior, com cerca de 50 casos documentados no mesmo periodo
(INCA 2012). E uma doenca extremamente heterogénea e de dificil
acompanhamento por compreender um grande espectro de subtipos tumorais com
diferentes caracteristicas bioldgicas, respostas terapéuticas e comportamento clinico
(Ferlay et al. 2010; Siegel et al. 2012). Apesar dos inumeros avancos nha

compreensao desta neoplasia, essas estatisticas persistem.

A predisposi¢cado familiar foi apontada como um fator de risco, sendo que uma
paciente que teve a mae ou irma acometida por cancer de mama tem riscos
significativamente maiores de também desenvolver esta neoplasia (Boyd 2014). O
cancer de mama hereditario é caracterizado pela heranca de mutagfes, geralmente
em heterozigose, que envolve genes envolvidos no reparo de DNA, como BRCAL
(majoritariamente), BRCA2, TP53, CHEK2 e ATM (Hall et al. 1990; Miki et al. 1994,
Wooster et al. 1995; Bogdanova et al. 2013; Boyd 2014). Quando ha perda da
heterozigose (LOH), seja por mutacdo somatica ou metilacdo do promotor inativando
a expressao do alelo normal, a célula acumula muta¢des que fatalmente resultam na
instabilidade genbémica precursora de neoplasias (Ha et al. 2012). Embora os alelos
mutantes acelerem o processo, eles ndo sédo determinantes, e mutacdes adicionais

incluindo aquelas no alelo normal do gene mutante, sdo necessarias para a
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manifestacdo do fendtipo maligno. Apesar de sua importancia, menos de 5% dos
casos de cancer de mama pode ser atribuida a historia familiar da doenca (Lux et al.

2006).

De fato a maiorias dos casos de cancer de mama sédo esporadicos, ou seja, sao
ocasionados por efeitos ambientais ou fatores de risco ligados ao estilo de vida da
mulher. A idade é o principal fator de risco, 65% dos pacientes tém mais de 55 anos
de idade no momento do diagndstico (Lux et al. 2006). Alguns estudos sugerem que
a terapia de reposicdo hormonal, a exposicdo a radiacdo ionizante ou a
carcindgenos quimicos, tabagismo, alta densidade da mama, estados inflamatorios
cronicos, obesidade, sedentarismo e excesso de ingestdo de alcool tendem a
aumentar o risco de desenvolvimento do cancer de mama. Enquanto que a gravidez
(especialmente precoce), a amamentacdo, exercicios fisicos e dieta saudavel sédo
associados com uma diminuicdo do risco (Apter and VIHKO 1983; Helmrich et al.
1983; Kelsey et al. 1993; McPherson et al. 2000; Boyd et al. 2002; Pierobon and
Frankenfeld 2013). O uso de contraceptivos orais parece nao aumentar o risco de
cancer mamario (Pike et al. 1981), embora hajam controvérsias (Grabrick et al.

2000).

1.2. Anatomiafuncional da mama e componentes celulares

O 6rgdo mamario da mulher adulta, em condi¢des fisioldgicas normais, é formado
por tecidos epiteliais e estromais, dispostos numa arquitetura ramificada e
arborescente (Figura 1A). O componente epitelial € formado por células lobulares,
ductais e mioepiteliais (Figura 1B e 1C). As células lobulares se agrupam formando

0s acinos (ou alvéolos), que séo responsaveis pela producao de leite durante a fase
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lactante (Figura 2A). As células ductais organizam-se para formar os ductos, que
interconectam os acinos (unidade ducto-lobular terminal). Estas estruturas confluem
para a formacdo de ductos lactiferos progressivamente maiores que desembocam

no mamilo (Figura 1A).

A) ﬂ_,./""mm“__'_'-\_hx

1. Derme

2. Ducto lactifero

3. Lobulo

4. Tecido conjuntivo e adiposo (fat pad)
5. Seio do ducto lactifero

6. Confluéncia de ductos lactiferos

C)

s Células Epiteliais Ductais

—» Células Mioepiteliais
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S

|
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Figura 1. Anatomia da mama e tipos celulares constituintes. A) Esquema de corte
longitudinal da mama revelando sua organizacdo histolégica. (Modificado de:
(The_Human_Protein_Atlas_1 2014)). B) Corte histoldgico da mama em condicéo fisiolégica
normal, corado com H&E, mostrando a Unidade Ducto-lobular Terminal. C) Esquema
representativo nominando os constituintes celulares do ducto terminal em azul e alveolares
(acinos) em roxo. As células mioepiteliais, em branco, podem ser visualizadas margeando
toda a Unidade ducto-lobular terminal.
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As células mioepiteliais recobrem tanto os acinos, quanto os ductos, sendo
responsaveis pelas contracées que conduzirdo o leite produzido nos acinos até sua
secrecao final no mamilo (Figura 1B e 1C). O componente estromal € composto de
guantidade variavel de tecidos adiposo e conjuntivo, que compreende a maior parte
do volume da mama no estado fisioldgico ndo lactante (Figura 1A). (Vorherr 1974;

Hassiotou and Geddes 2013).

Na maioria dos casos, 0s carcinomas mamarios originam-se do epitélio dos
|6bulos e/ou ductos da glandula mamaria. Quando tem origem na por¢éo glandular é
denominado Carcinoma lobular. J& o Carcinoma Ductal é o que se origina da
camada epitelial precursora dos ductos mamarios. Em termos clinicos, ambos
podem se apresentar sob a forma de carcinoma in situ, no qual o tumor permanece
confinado ao tecido mamario, e carcinoma invasivo, o qual em estagios mais
avancados pode atravessar os limites teciduais e disseminar metéstases para sitios

secundarios (Ellis 2010).

O corpo feminino pode prescindir de suas glandulas mamarias sem
comprometimento de funcdes fisioldgicas vitais, exceto nha amamentacdo. Nesse
sentido, quase todos os carcinomas de mama benignos, ndo comprometem a
sobrevivéncia enquanto estdo confinados as mamas. As areas acometidas por
carcinoma in situ, quando detectadas precocemente, podem ser removidas
cirurgicamente (mastectomia total ou conservadora) sem maiores riscos a paciente.
Embora traga impactos psicolégicos e na autoestima da mulher, a mastectomia €,
em muitos casos, uma opc¢ao terapéutica curativa e com minimas chances de
recidiva (Fisher et al. 1985; Veronesi et al. 2002). A maior morbidade de neoplasias

mamarias, entretanto, refere-se ao carcinoma invasivo, principalmente quando
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metastases sao detectadas. O que repercute numa doenca sistémica com

prognostico muito mais desfavoravel.

Uma caracteristica fundamental da diferenciacdo maméaria € a formacéo de
membrana basal, sintetizada e disposta na interface do epitélio das unidades ducto-
lobulares e o estroma subjacente (Figura 2A) (Streuli et al. 1991). Seus principais
constituintes sdo o colageno tipo 1V, nidogénio, laminina, fibronectina e
proteoglicanos heparan-sulfato. As células mioepiteliais expressam altos niveis de
colagenase tipo IV, e postula-se que tenha atividade critica nos processos de
renovagdo da membrana basal e remodelagem de glandulas. (Monteagudo et al.
1990). Ha relatos na literatura que apontam as células mioepiteliais como
supressoras naturais da progressao de neoplasias mamarias (Sternlicht et al. 1997),
bem como, regulam negativamente a invasado tecidual e metastases. Isto se da, ndo
sO pela formagéo de uma barreira fisica entre as células luminais e o estroma, bem
como o controle paracrino exercido pelas células mioepiteliais (Sternlicht et al. 1997,

Barsky and Karlin 2005).

Héa evidéncias de que as células mioepiteliais também exercam interacfes
heterotipicas com células do estroma (Figura 2B). Por muito tempo, o papel dessas
células foi negligenciado na progressao tumoral de neoplasias mamarias, porém
evidéncias apontam que as células mioepiteliais perdem suas funcbes e,
eventualmente, diminuem a populacdo em lesdes in situ pré-malignas, sendo
ausentes no carcinoma invasivo. (Figura 2B). (Nakanishi et al. 2010). Por razdes
ainda ndo compreendidas, as ceélulas malignas (sobretudo as Basal-like) no
carcinoma invasivo mostram um padrdo de expressao génico semelhante ao das
células mioepiteliais. Essa mudanca do perfil de expressao foi demonstrado para o

gene da Maspina (Bergamaschi et al. 2009). Evidéncias acumuladas sugerem que
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durante a progressdo de lesGes pré-malignas, algumas células sofram uma

mudanca fenotipica conhecida como Transicdo Epitélio-Mesenquima (Nakanishi et

al. 2010).

Membrana Basal

Células Mioepiteliais

Células Luminais

B) NORMAL CARCINOMA CARCINOMA
=== dotélio IN SITU INVASIVO

Luminais

Mioepiteliais

Macf-éfégos

-

-~
Fibroblastos Miofibroblastos

Figura 2. Corte transversal de acino mamério em condi¢fes normais e
neoplasicas. A) Esquema mostrando estrutura de um acino completamente
circunscrito pela membrana basal. As células mioepiteliais interagem intimamente
com a membrana basal e, do outro lado, com as células luminais suportando a
estrutura acinar. (Figura adaptada de (Hayes 1995)). B) Representacdo esquematica
de acinos em condi¢des normais, no carcinoma in situ e no carcinoma invasivo.
(Modificado de (Nakanishi et al. 2010)).

1.3. Transicéo Epitélio-Mesenquima
A Transicdo Epitélio-Mesenquima (do Inglés Epithelial-Mesenchymal
Transition: EMT) pode ser definida como uma mudanca fenotipica sofrida por células

epiteliais que passam a se comportar como células mesenquimais (Yang et al. 2004;
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Kalluri and Weinberg 2009). Em termos funcionais, na EMT as células adquirem
forma de fibroblasto, com perda da polaridade, reorganizacdo dos filamentos
intermediarios do citoesqueleto, mudanca do padrdo de integrinas na superficie
celular, diminuicdo da adesao celular, aumento da mobilidade, maior capacidade de
invasdo e formacdo de projecdes citoplasmaticas (Figura 3C). Devido a dissolugéo
das interacbes homotipicas nas juncdes célula-célula, as células apresentam
desagregadas umas das outras. O padrao epitelial cubdide € substituido pelo padréao
fusiforme de células individualizadas (Anastasiadis and Reynolds 2001; Grosheva et

al. 2001; Jeanes et al. 2008).

Dentre as caracteristicas fenotipicas afetadas neste processo, podem se
destacar a perda da expressao de citoqueratinas (filamento intermediario), perda da
expressao de E-caderina presente nas juncdes aderentes epiteliais, concomitante a
aguisicdo de programa de expressdo de genes mesenquimais como N-caderinas
presente nas juncfes aderentes de células mesenquimais, expressao de vimentina
(filamento intermediario), expressdo da metaproteinase MT-MMP1, secrecdo e
ativacdo de metaloproteinase MMP2 (principalmente) e expressao de diferentes
perfis de integrinas (Yang et al. 2004; Taki et al. 2006; Cheang et al. 2009; Kalluri

and Weinberg 2009).

A B-catenina é uma proteina que tem dupla localizac&o (e funcdo) — faz parte
das juncbes aderentes na membrana associando a E-caderina ao citoesqueleto e
também pode se translocar para o nacleo atuando como fator de transcricdo de
genes sob controle do promotor Tcf/Lef (Figura 3A) (Polakis 1999; Cheang et al.
2009; Denadai and Souto 2013). Quando a E-caderina tem sua expressao reprimida,
a B-catenina torna-se livre para translocar ao nucleo e induzir a expressao de genes

envolvidos na manifestagdo do fendtipo mesenquimal (Polakis 1999; Graham et al.
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2000). A B-catenina citoplasmatica é parte de um complexo multi-proteico formado
por GSK3B, APC, axina entre outras (Figura 3B). Em situacbes de homeostasia
epitelial, este complexo € responsavel pela inativacdo e protedlise d B-catenina
impedindo-a de translocar-se. Em situacfes que deflagram a EMT, como estimulo
por ligante Wnt, ativacdo da cascata via Ras, inibicdo de GSK3p, entre outras, a
Catenina € liberada deste complexo e transloca-se para exercer suas funcbes
moduladoras da transcricdo (Polakis 1999; Charpentier and Martin 2013). Portanto,

inibidores de GSK3[3 podem induzir EMT.

Kim e colaboradores demonstraram que na linhagem celular epitelial néo
maligna MCF10A, o tratamento com TGFB induziu a manifestacdo do fendtipo
mesenquimal. Foi demonstrado que TGF induziu a ativacdo de MAPK-p38, o que
resultou, de forma dependente, no aumento da expresséo e da atividade de MMP2 e
MMP-9 (Kim et al. 2004). A ativacdo de MMP2 por MAPK-p38, também foi
demonstrada por outros grupos (Zhong et al. 2006; Kumar et al. 2010). Alguns
grupos tem utilizado a expressdo de MMP2 como um dos parametros fundamentais

para a constatacdo de EMT (Taki et al. 2006; Wu 2006; Xu et al. 2009).
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Figura 3. Transicao epitélio-mesenquima. A) Esquema mostrando a interposigdo de [3-
catenina entre as proteinas de jungéo celulares E-Caderinas e os filamentos de F-Actina do
citoesqueleto (Figura retirada de:(Weinberg 2006)). B) No citoplasma, p-catenina é parte de
um complexo proteico que esta sujeito a regulagao de Wnt, Ras e GSK3B. Quando liberada
deste complexo transloca-se ao nucleo modulando a expressdo de genes downstream a
Tcf/Lef. (Figura retirada de:(Weinberg 2006)) C) llustragdo resumindo as principais
mudancas morfo-funcionais sofridas pela célula durante a EMT.
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A EMT, na maioria dos casos, acontece normalmente como um processo
fisiolégico e € associado a diferentes etapas do desenvolvimento embrionario.
Alguns fatores de transcricdo foram identificados como controladores de EMT em
etapas especificas da embriogénese, dentre os quais destacam-se o SLUG, Twist,
Snail, SIP1 e FOXC2. (Papin et al. 2002; Thiery 2002; Zhang and Klymkowsky 2009)
Em adultos, a EMT pode ser desencadeada transitoriamente com o objetivo de
reparo em tecidos injuriados (cicatrizacao) e os fatores transcricionais previamente
descritos sdo expressos de maneira analoga. (Savagner 2001). Ja em situacdes
patolégicas como o cancer, algumas evidéncias suportam que a expressao desses
fatores transcricionais, agindo separadamente ou sinergicamente, podem induzir o
fendtipo mesenquimal, sobretudo na borda da lesdo com interface ao tecido

estromal (Machado and Denadai 2013; Viana et al. 2013).

Além das mudancas fenotipicas associadas ao aumento de migracao e
invasdo, alguns trabalhos sugerem que a EMT induz aparecimento de
caracteristicas de células-tronco, como potencial de auto renovacao (self-renewal
potential) que lhes permitem gerar as grandes populacdes de células que constituem
metastases macroscopicas (Martin and Cano 2010). O subtipo de cancer de mama
mais agressivo, classificados como Basal-Like (descrito a seguir), apresentam
marcadores tipicos de células mesenquimais, como por exemplo, a expressao de

vimentina (Sarri6 et al. 2008).
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1.4. Invasao e metastase

A principal causa de mortes por cancer, sobretudo em cancer de mama, esta
relacionada com o aparecimento de metastase, em que as células tumorais
adquirem a capacidade de se espalhar para outros tecidos através do sistema
linfatico ou vasos sanguineos (Coleman and Rubens 1987). A invasdo para 0s
ndédulos linfaticos adjacentes € uma das primeiras indicacdes clinicas de tumores de

mama que tem uma alta propenséo para metastase (Goyal et al. 2008).

A disseminacdo de metastases propriamente dita € a Ultima etapa de um
longo processo desde a formacdo do tumor primario inicial. Como abordado
anteriormente, a formacdo da membrana basal separando a unidade ducto-lobular
terminal do estroma (Figura 1) é essencial ndo so6 para funcdo, como também atua
delimitando neoplasias benignas. Assim, o0 primeiro passo da geracdo de
metastases é a invasdo da lamina basal feito ativamente populacdes de células da
massa tumoral com adaptacdes fenotipicas que as conferem tal habilidade. Para a
manifestacdo deste fendtipo, alteracdes em programas de expressao génica como a

EMT ja foram sugeridas (Cheang et al. 2009).

As células dotadas desta capacidade invasiva possuem modificacées no
citoesqueleto que suportam projecdes na base da membrana ricas em filamentos de
F-actina chamadas invadopodia (Figura 4A) (Weaver 2006). Estas estruturas
possuem a habilidade de degradar matriz extracelular (ECM) (Buccione et al. 2009)
permitindo as células invadir através de membranas basais onde migram para 0s
vasos sanguineos e/ou linfaticos (Linder 2007). A formacdo e maturacdo da
invadopodia sdo dependentes da sinalizagcédo via EGFR, seguida de ativacédo da Src

kinase, e, decorrentes disso, a localizacdo de proteinas regulatorias responsaveis
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pela polimerizacéo e ramificacdo dos filamentos de actina (Cdc42/N-Wasp/Cortactin)

(Mader et al. 2011).

Quando N-Wasp é fosforilada neste complexo, torna-se ativa e recruta Arp2/3
para a nucleacdo das ramificagcdes dos filamentos de F-Actina necessarias a génese
do invadopodia (Gligorijevic et al. 2012). Além dessa estruturagdo no citoesqueleto,
o invadopodia necessita para a sua maturacdo da proteina MT1-MMP (também
chamada Matrix metalloproteinase-14 - MMP14,) que desencadeia 0 processo de
degradacdo da matriz extracelular (ECM) através da ativagdo de outras
metaloproteinases (MMP2 e MMP9) secretadas pela célula maligna durante a

invasdo (CHEN and WANG 1999; Deryugina et al. 2001; Wang et al. 2004).
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Figura 4. Da invaséo local a disseminacdo de metastases. A) Esquema mostrando as
protusbes citoplasmaticas, lamelipodias, filopodias e invadopodia, e sua relacdo com os
filamentos de actina do citoesqueleto. Em maior aumento é mostrada a estrutura do
invadopodia, estrutura responsavel pela digestdo da lamina basal durante a invaséo celular.
(Figura retirada com modificacdes de (Pichot 2010)). B) A disseminacdo de metéstases
esquematizada como um processo de multiplas etapas (Figura retirada com adaptacdes de

(Alberts 2007).
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CIP4 (nome oficial do gene é TRIP10) é uma proteina adaptadora composta
pelo dominio F-BAR (Fer/ CIP4 homology Bin/Anphiphysin/Rvs), envolvido no
reconhecimento de membrana, pelo dominio HR1 (Cdc42-binding Homology Region
1) e o dominio SH3 (Src Homology 3) de reconhecimento a regides ricas em prolinas
em suas proteinas alvo. CIP4 reconhece regides de curvatura na membrana atraves
do dominio F-BAR, e recruta nesta regiao as proteinas efetoras Cdc42 ativada e N-
Wasp, pelos dominios HR1 e SH3, respectivamente (Takano et al. 2008). Neste
contexto, foi demonstrado que CIP4, quando fosforilada por Src, € direcionada ao
invadopodia colocalizando-se simultaneamente com MT1-MMP e N-Wasp ativada
(Hu et al. 2011). Além disso, foi demostrado que o silenciamento transiente de CIP4
reduziu o niumero de invadopodia em células invasivas MDA-MB-231, o que reduziu
a capacidade migratoria e invasiva dessas células in vitro (Pichot et al. 2010). Outras
evidéncias mostraram que o silenciamento de CIP4 prejudica a disseminag¢do de
metastases em osteossarcoma, indicando que esta proteina atua como modulador

positivo do processo metastatico (Koshkina et al. 2013).

Deflagrada a etapa inicial, a invaséo local, a geracdo de metéstases ainda
requer etapas adicionais, que estdo brevemente ilustradas na figura 4B. As células
invasivas ganham o limen dos vasos sanguineos e/ou linfaticos e migram para
tecidos periféricos ao sitio primario (Wyckoff et al. 2000). Esta etapa € conhecida
como intravasao e reflete outra habilidade celular adquirida que € a resisténcia a
anoikis, sendo assim independentes da necessidade de ancoragem para sua
sobrevivéncia. ApOs entrarem na circulacdo, caso sobrevivam a esta etapa, em
algum momento essas células aderem o [imen dos vasos, migram novamente para
o ambiente estromal (ou parenquimatoso) do sitio metastatico. Esta etapa,

conhecida como extravasao, também é critica para a formacao de metastases (Miles



29

et al. 2008). As células que se adaptarem ao microambiente inéspito, muito diferente
do tecido que foram originadas, podem colonizar e proliferar gerando assim o foco

metastatico (Habashy et al. 2010).

O processo desde a geracdo do tumor primério até a formacdo de metastases
requer uma série de adaptacdes celulares e geralmente remete um longo tempo.
Isso reforca a importancia do diagnostico precoce, para que haja reducdo da

morbidade associada ao cancer de mama.

1.5. Graduacdo histolégica e estadiamento do carcinoma mamario

invasivo

O cancer de mama compreende um conjunto heterogéneo de neoplasias com
evolucao clinica diversa. Para garantir a conduta mais apropriada em cada caso, €
necessaria a classificacdo dos tumores de acordo com indicadores de progndstico.
Classicamente, esses indicadores surgiram da associacdo de achados clinicos,
anatdmicos e histologicos, com o histoérico de evolucdo da doenca neoplésica. Esses
indicadores de progndstico continuam sendo amplamente utilizados, embora tenham

suas limitacdes, como discutido abaixo.

Na classificagdo dos carcinomas de mama, descrita pela World Health
Organization (WHO), os tumores sao divididos pelo tipo histoldgico (Lakhani 2012).
A WHO descreve mais de 40 carcinomas mamarios invasivos, entre tipos e seus
subtipos. O carcinoma ductal invasivo (CDI) apresenta a maior ocorréncia entre os
tipos histologicos de carcinomas invasivos, com 50 a 80% dos casos, seguido pelo

lobular invasivo (CLI), responsavel por 5 a 15% dos casos (Weigelt et al. 2005).
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A graduacado histologica do carcinoma de mama é baseada no método de
SBR (Scarff-Blom e Richardson) modificado (Elston and Ellis 1991), que € um
método semiquantitativo que se baseia na somatoéria da pontuacdo em trés fatores
histolégicos: i) a formacdo de tubulos e glandulas [maioria do tumor (>75%);
quantidade moderada (10-75%); pouca ou nenhuma (<10%)], ii) o pleomorfismo
nuclear (células pequenas, regulares e uniformes; variagdo moderada do tamanho
do nucleo e marcada variacdo com a presenca de nucléolos proeminentes) e iii) a
contagem mitética em 10 campos de grande aumento (essa, dependente da area de
campo microscopico). Um valor numérico de 1 a 3 é atribuido para cada fator
independentemente. A somatéria dos trés valores atribuidos para cada fator varia de
3 a 9, correspondendo finalmente ao grau histolégico, assim designado: 3-5 pontos
(grau 1, bem diferenciado); 6-7 pontos (grau 2, moderadamente diferenciado) e 8-9
pontos (grau 3, pouco diferenciado) (Bloom and Richardson 1957; Lakhani 2012;

Osorio 2013).

O estadiamento dos tumores mamarios segue o sistema de classificacdo de
tumores malignos (sistema TNM) (Sobin et al. 2011) Neste sistema, 0 estadiamento
clinico é baseado em exames fisicos e o diagnéstico por imagem. A letra “T” (tumor)
refere-se a presenca e extensao do tumor primario e € classificado em T1, T2, T3 e
T4, com tamanho menor ou igual a 2cm, entre 2 e 5cm, maior que 5cm, ou tumor de
qualquer tamanho que apresente extensdo direta a parede toracica ou a pele,
respectivamente. A letra “N” (linfonodos) refere-se a metastase em linfonodos
regionais, sendo: NO a auséncia de metastases linfonodais regionais; N1, na
presenca de células tumorais em linfonodos axilares ipsilaterais moveis, niveis | e Il

axilares; como N2, na presenca de ceélulas tumorais em linfonodos axilares

ipsilaterais fixos, ou cadeia mamaria interna ipsilateral, na auséncia de evidéncia
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clinica de metastase axilar; N3, na presenca de células tumorais em linfonodos
infraclaviculares (nivel axilar Ill), linfonodos ipsilaterais da cadeia mamaria interna
(detectado por exame clinico ou por estudos de imagem), com evidéncia clinica de
metastase axilar em niveis | e Il, ou com metastase ipsilateral em linfonodo
supraclavicular, com ou sem envolvimento de mamaria interna. A letra “M”
(metastases ou M) refere-se a presenca de metastases a distancia e pode ser
classificado segundo a auséncia ou presenca de metastases em MO e em M1,

respectivamente. (Rakha et al. 2010; Sobin et al. 2011; Lakhani 2012; Osério 2013).

1.6. Classificacdo de neoplasias mamarias baseadas em marcadores

moleculares

A classificacdo dos tumores de acordo com critérios histoldégicos constitui uma
importante ferramenta para rapida avaliacdo do prognéstico dos pacientes.
Entretanto, tumores com histologias similares ou aparentemente idénticas, podem
apresentar diferencas, ao nivel molecular, intrinsecas a cada tumor. O que repercute
em diferentes prognosticos, bem como em diferentes respostas clinicas quando

aplicadas as mesmas terapias (Irvin and Carey 2008).

Essas diferencas moleculares entre tumores podem ser desde padrdes de
expresséo génica diferenciados, bem como a mudancga de localizag&o subcelular de
determinadas proteinas regulatérias (Xu et al. 2013) ou ainda o status de
modificagcdes pos-traducionais, tais como fosforilagbes (Rush et al. 2005; Viatour et
al. 2005), acetilagdes (Krueger and Srivastava 2006), sumoilacdes (Alarcon-Vargas
and Ronai 2002) metilacbes (Krueger and Srivastava 2006) e etc. Essas

modificacdes pos-traducionais regulam a atividade/funcdo, como também podem
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regular a localizacdo subcelular dessas proteinas (Zha et al. 2000; Meek and
Knippschild 2003; Krueger and Srivastava 2006). Tais caracteristicas bioquimicas
tem sido correlacionadas a agressividade dos tumores com o intuito de fornecer
evidéncias preditivas da malignidade do neoplasma (Goncalves et al. 2006; Krueger

and Srivastava 2006).

Cerca de 30% das pacientes que ndo apresentaram micrometistases em
ndédulos linféticos, irdo sofrer recorréncia da neoplasia nos primeiros 5 anos apos
ressecgdo. Enquanto as outras 70% irdo permanecer livres da doenga
(Subramaniam and Isaacs 2005). A decisdo sobre o emprego de uma terapia
sistémica, bem como o tipo que sera adotado apds a remocao cirtrgica do tumor é
ainda feita majoritariamente baseando-se em parametros histologicos classicos. No
entanto, o uso de marcadores moleculares vem sendo incorporados rapidamente a
rotina clinica (Anders and Carey 2008). Determinadas formas de tratamentos
somente surtirdo efeito se aplicadas num contexto bioquimico condizente. Por
exemplo, o uso de inibidor de receptores hormonais somente quando estes estao

sendo expressos pela célula (Sorlie et al. 2001).

Dentre os principais marcadores moleculares ja incorporados a rotina clinica
podem ser citados os receptores hormonais de Estrégeno (ER) e Progesterona (PR)
(Weigel and Dowsett 2010; Caldarella et al. 2011). A detec¢do imunohistoquimica
positiva destes em carcinomas de mama é um marcador molecular estabelecido
como indicativo de bom progndstico, sendo utilizado ainda na predicdo ao
tratamento (Rakha et al. 2010). Os antiestrogénicos, tal como o tamoxifeno, séo
inibidores competitivos de estrégeno e diminuem a atividade mitogénica nas células
gue expressam esse receptor (Paik et al. 2004). O uso de tamoxifeno como terapia

adjuvante reduz significativamente as taxas de recidiva em pacientes portadoras de
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cancer de mama que expressam esses receptores (Canon et al. 2012; Cardoso et al.

2013).

Outro importante marcador molecular na rotina clinica do cancer de mama é o
receptor de EGF2 (HER2). Este gene é um dos quatro membros da familia de
receptores do fator de crescimento epidermal: EGFR (HER1/ERBB1); ERBB2 (HER2
ou HER2/ neu); ERBB3 (HER3); e ERBB4 (HER4). As proteinas dessa familia sao
receptores transmembranares com dominio citoplasmatico tirosina quinase e estao
envolvidas com a transducdo de sinais proliferativos e antiapoptéticos e com a
ativacao de vias como MAPK, PI3K/Akt e mTOR. Assim, elas podem desempenhar
um importante papel no desenvolvimento e progressao tumoral, sendo o gene HER2
0 membro da familia com maior importancia para o cancer de mama . Em torno de
25 a 30% dos carcinomas mamarios invasivos superexpressam a proteina HER2,
especialmente devido a amplificacdo do gene HER2, o que confere um progndstico
mais agressivo (Weigelt et al. 2005; Piccart-Gebhart 2006; Taneja et al. 2010), com
menores taxas de sobrevida (Pegram et al. 1998; Curtis et al. 2012). Na rotina
clinica, a deteccéo da proteina HER2 é determinada por imunohistoquimica. Ja para
verificar a amplificacdo do gene, € empregada a técnica FISH (Wolff et al. 2007). A
droga Trastuzumab, também conhecido como Herceptin®, €& um anticorpo
monoclonal que reconhece o dominio extracelular do receptor, impedindo sua
dimerizacéo e inibindo sua atividade de quinase (Vu and Claret 2012), ao passo que
o Lapatinib inibe de dominios tirosina-quinase responsaveis pela transducao do sinal
guando este receptor é ativado (Emde et al. 2012). O valor preditivo da expressao
dos marcadores moleculares € maior em combinacdo, do que considerados

individualmente (Rakha et al. 2009; Rakha et al. 2010).
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Para a classificacdo dos tumores em subtipos de acordo com o status de
receptores sdo considerados principalmente o receptor HER2 e os receptores dos
horménios Estrogeno e de Progesterona, separando os pacientes em 4 diferentes
subtipos principais: Basal-like, HER2+, Luminal A e Luminal B (Sotiriou and Pusztai
2009). No subtipo Basal-like, que representa de 10% a 27% dos casos de cancer de
mama (Rakha et al. 2008), os tumores deixam de expressar HER2 e os receptores
de Estrogeno e Progesterona por isso também sdo chamados de triplos negativos
(TNBC, do Inglés: Triple Negative Breast Cancer) (Lehmann et al. 2011). Geralmente
este subtipo € o de pior progndstico, frequentemente associado a uma grande
massa tumoral, comprometimento linfonodal, resisténcia as quimioterapias
convencionais e de comportamento biolégico agressivo (Haffty et al. 2006; Rakha
and Ellis 2009). Por outro lado, o subtipo Luminal A, que expressa o receptor de
Estrogeno e/ou receptor de Progesterona, mas ndo expressa HER2, sdo os de
melhor progndstico; expressam baixos niveis de Ki67 e geralmente sdo lesbes de
baixo grau (Rakha et al. 2009; Habashy et al. 2012). O subtipo Luminal B expressa o
receptor de Estrégeno e/ou receptor de Progesterona, além de HER2. Finalmente, o
subtipo HER2+, que expressa o receptor para HER2, mas n&o os receptores ER e
PR (Rakha et al. 2009; Habashy et al. 2012). Esta classificacdo € Gtil para predizer o
progndéstico, bem como direcionar terapias, como por exemplo, o uso das terapias
hormonais (Perou et al. 2000; Lehmann et al. 2011). Além disso, pode ser util em
pesquisa ao categorizar os tumores e transpondo-os para modelos de linhagens
celulares de mama com fenoétipos semelhantes (Marangoni et al. 2007; Irvin and

Carey 2008).

Além desses marcadores classicos, a expressdo de outros genes tém sido

implicados ao prognéstico do cancer de mama, como 0s marcadores de progressao
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do ciclo celular como ki-67 e PCNA (Subramaniam and Isaacs 2005) e outros como
p53, p1l4ARF, ciclina D1, ciclina E, TBX 2/3, BRCA1/2, VEGF e o ativador de
plasminogénio da uroquinase (UPA) (Duffy and Duggan 2004; Esteva and Hortobagyi
2004; Anders and Carey 2008). Os genes expressos durante a EMT também estao
apontados como marcadores moleculares, como a expressdo de Vimentina,
Claudinas e Citoqueratinas (CKs) (Rakha et al. 2010). De forma que as medidas de
expressdo destes foram incorporadas na classificacdo dos subtipos moleculares
previamente descritos. As Citoqueratinas 8 e 18 séao tipicas dos subtipos luminais (A
e B), enquanto que as Citoqueratinas 5, 6 14 e 17 expressas no subtipo Basal-
like,(Yu et al. 2009) além da diminuicdo da expressdo de Claudina (Low-Claudins)

(Prat et al. 2010; Badve et al. 2011)

1.7. Andlise de expressdo génica em tumores de mama em larga-

escala utilizando microarranjos de DNA

O valor preditivo de marcadores de progndéstico do cancer de mama quando
utilizados individualmente é limitado. Além disso, quando avaliados em analises
multivariadas, o valor prognostico de muitos desses biomarcadores perde a
significancia (Howat et al. 1983; Battaglia et al. 1988; Sgrlie et al. 2001). A
heterogeneidade celular e molecular de tumores de mama e o grande nimero de
genes potencialmente envolvidos nos fendtipos tumorais, incluindo genes
codificadores para proteinas que controlam o crescimento celular, a morte e
diferenciacdo celular, ressaltam a importancia de se estudar varias alteracfes
genéticas simultaneamente. A investigacdo sistematica dos padrdes de expressao
de milhares de genes em tumores usando microarranjos de cDNA, e sua correlacéo
com parametros clinicos relevantes, encontrados tem permitido a identificacdo de

assinaturas de expressao génica associadas aos subtipos moleculares de tumores
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(Golub et al. 1999; Perou et al. 2000). Sinergicamente, 0s genes expressos de forma
concomitante, contribuem para a manifestacdo do fendtipo intrinseco ao subtipo

especifico.

A andlise dessas assinaturas de expressdo de amostras de tumores de
pacientes com informagao de seguimento temporal tem sido empregada para a
identificar subconjuntos de genes com valor preditivo de evolugdo clinica. Esta
abordagem, tem sido largamente utilizada para a triagem de biomarcadores de
malignidade no cancer de mama (Perou et al. 2000; Sorlie et al. 2001; van 't Veer et

al. 2002; van de Vijver et al. 2002).

Van't Veer e colaboradores identificaram genes preditivos de surgimento de
metastases de mama fazendo uso de uma plataforma de microarranjos de DNA que
interrogava 25.000 genes (van 't Veer et al. 2002). A anélise do padrdo de expressao
de um subconjunto de cerca de 70 genes revelou-se capaz de estratificar pacientes
em funcdo da probabilidade de desenvolvimento de metastases apés a remocao
cirirgica do tumor primario. O poder preditivo dessa assinatura foi validado em
estudos multicéntricos envolvendo um grande numero de pacientes (van de Vijver et
al. 2002; Ein-Dor et al. 2005; Bueno-de-Mesquita et al. 2009) e hoje compde um kit
de prognéstico molecular disponivel comercialmente com o nome de Mammaprint®
(Agendia Inc.). Atualmente, estdo disponiveis comercialmente outros kits para
progndéstico molecular do cancer de mama desenvolvidos a partir de estudos de
expressao génica em larga-escala, como o Oncotype DX (Genomic Health, Inc.) e

Theros H/I (AvariaDx Inc.)

Um estudo prévio realizado em nosso laboratério (Canevari et al., dados nao

publicados) buscou identificar novos marcadores de progndstico de cancer de mama
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utilizando amostras de pacientes bem acompanhadas e com seguimento clinico
conhecido. Neste estudo foi utilizada a plataforma de microarranjo de DNA Codelink
Whole Human Genome (GE Healthcare). As laminas Codelink contem cerca de 57
mil sondas, na forma de oligonucleotideos com 30-mer depositados em uma matriz
de gel tridimensional (Nakaya et al. 2007). As 57.000 sondas representadas nas
laminas Codelink sdo complementares a sequencia de mRNAs de genes bem
anotados no genoma humano, além de ESTs, sendo portanto capazes de interrogar
a expressdo de um numero de transcritos significativamente superior aos 25.000
usados por Van't Veer (van 't Veer et al. 2002). Neste estudo foram analisados perfis
de expressao génica de um conjunto de amostras de tumores primarios de casos de
carcinoma ductal invasivo, selecionadas do Banco de Amostras do Laboratorio
NeoGene, Depto de Urologia, Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, SP e
provenientes da Fundacdo Hospital Amaral Carvalho, Depto de Mastologia (Jau —
SP), ap6s a obtencdo do Consentimento Livre e Esclarecido e da aprovacdo do

Comité de Etica em Pesquisa do referido Hospital.

De posse da evolugdo clinica das pacientes, foi realizada uma andlise
supervisionada para identificar uma assinatura de expressao génica capaz de
distinguir pacientes em funcdo do surgimento de metastases em um periodo de 60
meses apos a mastectomia. Foi identificada uma assinatura de expressao génica
com 60 transcritos capaz de discriminar grupos de pacientes que desenvolveram ou

nao metastases no periodo pos-operatorio de 5 anos (Figura 5).
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Figura 5. Genes diferencialmente expressos entre tumores primarios de pacientes
com cancer de mama que apresentaram ou nao metastase. Grafico de heat map
mostrando o padrdo de expressado génica de um conjunto de 60 transcritos que apresentam
expressao diferencial entre amostras de tumores de mama de pacientes que desenvolveram
(painel da direita, circulos cheios) ou nédo (painel da direita, circulos vazios) metastase ao
longo de pelo menos 5 anos apds a remogéao do tumor.

A partir desses resultados, selecionamos 8 genes candidatos a marcadores
de progndstico, principalmente no que refere ao desenvolvimento de metastases. A
escolha destes pautou-se tanto nas diferencas de expressdo, evidenciadas
evidéncias pelo experimento de microarranjo de DNA, bem como em evidéncias
apontadas na literatura de envolvimento destes com processos celulares
relacionados ao processo metastatico. A tabela 1 resume esquematicamente 0s
genes elencados como potenciais marcadores de progndstico no cancer de mama
de acordo com a localizacdo subcelular, vias de sinalizacéo envolvidas e possiveis
papeis celulares (Ponten et al. 2008). Como muitos destes candidatos foram
descartados da analise ap0s experimentos iniciais de validacdo, por razbes de
espaco e concisado, optamos por descrevé-los com maiores detalhes nas sec¢des no

item ANEXO.



Tabela 1. Descricdo dos genes candidatos selecionados para caracterizacdo neste trabalho.

TRIP10

(Cip4)

FXYD1

MICA

AKAP14

ITGAV

ABCG1

PPIL1

ARPC3

Thyroid
hormone
receptor
interactor 10

FXYD domain
containing ion
transport
regulator 1

MHC class |
polypeptide-
related
sequence A

A kinase
(PRKA) anchor
protein 14

integrin, alpha
V  (vitronectin
receptor, alpha
polypeptide,

antigen CD51)

ATP-binding
cassette,
subfamilia G

(WHITE),

membro 1

Peptidylprolyl
isomerase
(cyclophilins )
likel

Actin related
protein 2/3
complex,
subunit 3,
21kDa

Membrana
plasmatica,
periferia  celular,
microtubulos e
nicleo

Membrana
plasmatica,
nicleo

Membrana
plamastica,
citoplasma e pode
ser secretada

Axonemas, cilios,
citoplasma e
nucleo (Sobretudo
em células
mucociliares)

Membrana apical
e basolateral,
borda celular,
vesiculas
citoplasmaticas,
adesao focal e
fracdo de rafts de
membrana
resistente a
detergentes e/ou
pH

Superficie celular,
membrana
plasmatica,
complexo de golgi
e do reticulo
endotelial

Spliceossomos,
citoplasma

Cauda de actina,
vesiculas clathrin-
coated,
lamellipodia,
nucléolo

CDC42 (RhoGAP) e
Src.

Bombas de Na+/K+

ATPase, fosforilada
sob estimulo
adrenérgico e
insulina

Crosstalk entre
células dendriticas e
Natural Killer

Sinaliza¢@o mediada
por cAMP,
sinalizacao (-
adrenergica, Insulina,
sinalizagédo via
Proteina Kinase A

Sinalizacéo de
Integrina;
Sinalizacéo de
endocitose mediada
por Caveolina; NF-
KB; Akt;

Funcéo inibitéria
mediada por LPS/IL-
ik

Envolvida no splicing
de RNA

RhoA Signaling,
Ramificacéo de
filamentos de actina.
Sinalizacéo de
endocitose mediada
por Clathrin

Organizacéo e polimerizacao
do citoesqueleto,
citotoxicidade e morte celular

Bombas de efluxo.
Crescimento celular

Resposta ao dano no DNA,
resposta a reconhecimento
celular e citotoxicidade

Transducdo de sinais.
Possivelmente envolvido em
apoptose.

Adesao, ligacao, migracéo,
proliferacéo apoptose,
invaséo, crescimento,
mobilidade e sobrevivéncia

Metabolismo lipidico.
Efluxo de toxinas
(quimioterapicos)

Atividade de isomerase cis-
trans de prolina.
Dobramento de proteinas

Migracéao celular,
polimerizacéo de filamentos
de actina ao movimento
celular
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1.8. Microarranjos de tecido como ferramenta de validacdo de

marcadores de progndstico

A progressédo tumoral é orquestrada por mudancas no padrdo de expressao
génica que se correlacionam as etapas da progressdo tumoral (Hanahan and
Weinberg 2000; Hanahan and Weinberg 2011). Conhecer 0s genes que orquestram
este fendbmeno, bem como mensurar sua expressdo, € de suma importancia para
predizer o grau de malignidade dos tumores de mama. Ferramentas de analise de
expressdo génicas em larga escala sdo Uteis para este propdsito. No entanto €
necessario correlacionar as medidas dos niveis de expressdao medidos em
transcritos (RNAs), como os medidos por microarranjos de DNA por exemplo, com
0s niveis das proteinas propriamente ditas (Schraml et al. 1999). Uma vez que em
nosso estudo foram considerados apenas genes codificadores de proteinas,
empregamos microarranjos de tecidos (do inglés Tissue Microarrays, TMAS) para a
validacdo da expressdo proteica nas pacientes. Esta transposicdo de tecnologias
(microarranjo de DNA para TMA) é bastante utilizada, pois permite 0 acesso a um
grande nimero de amostras com acompanhamento clinico conhecido e é facilmente
transponivel para a rotina de um laboratério de patologia molecular (Ludwig and
Weinstein  2005). Avaliar a expressdao de proteinas utilizando técnicas
imunohistoquimicas em larga escala permite a identificacdo e validacdo de
diferentes genes candidatos como diferencialmente expressos de forma simultanea

(Ludwig and Weinstein 2005; Berglund et al. 2008).

As laminas de TMA sao confeccionadas de forma a permitir arranjos contendo
colecdes de amostras provenientes de varios de pacientes com diferentes estadios
clinicos. O uso de TMAs permite obter dados em paralelo de um grande nimero de

amostras, e assim estabelecer a importancia do candidato com valor diagnéstico,
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prognoéstico ou terapéutico. Além disso, devido a condensacdo de centenas de
casos numa mesma lamina de TMA, o processo de coloracdo por imunohistoquimica
torna-se simplificado e uniforme. O que representa economia de reagentes e
diminuicdo no tempo de execucao. Entretanto, a principal vantagem é a reducéo de
viéses decorrentes de diferentes coloracfes, uma vez que todas as amostras sao
executadas simultaneamente com as idénticas condi¢cdes. Isso repercute em
mesmos tempos de incubacao, lavagens, diluicbes de anticorpos e tempos de
exposicao aos cromogenos (DAB) ocasionando em medidas mais proximas do real e

facilmente comparaveis (Schraml et al. 1999; Camp et al. 2000).

No céancer de mama, poucos marcadores sdo utilizados na rotina clinica. Os
receptores de hormdnios, ER e PR, HER2+ sdo os mais empregado. Além disso,
alguns centros também utilizam os marcadores de proliferagdo (ki67 e PCNA) e
marcadores basais como as citoqueratinas CK5/6 (Rakha et al. 2009). Os estudos
feitos com TMAs tem indicado muitos biomarcadores como promissores, Ciclina D.e
E, Catepsina D, uPAR mas no entanto ainda existem limitagbes na implementacéo
destes possiveis biomarcadores na rotina clinica (Esteva and Hortobagyi 2004;

Ludwig and Weinstein 2005).

Apesar dessas limitacbes para aplicacdo na clinica, os estudos com TMAs
sdo Uteis para apontar proteinas a serem investigadas bioquimicamente, onde o
mecanismo de acdo dessas proteinas na tumorigénese ou manutencao/progressao
dos tumores pode ser dissecado através de ensaios funcionais, por exemplo,
atraves da deplecdo ou super-expressao dessas proteinas in vitro utilizando culturas

de linhagens de células humanas.
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1.9. O uso de linhagens celulares como ferramenta de estudo

funcional de genes no cancer de mama

Uma parte consideravel do conhecimento consolidado sobre o céncer de
mama advém de estudos in vivo ou in vitro feitos com linhagens celulares de cancer
de mama (do Inglés: Breast cancer cell: BCC) (Lacroix and Leclercq 2004). Dentre
as potencialidades podem ser citadas a facilidade de obtencdo de material, uma vez
podem ser propagadas utilizando-se meios de cultura relativamente simples. O fato
de estarem livres de elementos estromais pode representar algumas vantagens para
determinadas abordagens, mas por outro lado, isso pode acarretar limitacdes a
depender do foco do estudo (Lacroix and Leclercq 2004). Neste trabalho, utilizamos
linhagens derivadas de tumores de mama em ensaios para avaliar fenotipos
associados ao potencial metastatico ap6s o silenciamento de genes candidatos

utilizando RNA de interferéncia.

A obtencado de culturas de células primarias de cancer de mama a partir de
tumores em pacientes € pouco eficiente. De fato, o nimero de linhagens celulares
obtidas de tumores ndo é muito alto. A maioria das linhagens de cancer de mama
estabelecidas em cultura é proveniente de efusao pleural. Dessa forma, sdo obtidas
muitas células individuais, com boa viabilidade e auséncia de contaminagéo
estromal (Cailleau et al. 1978). A maioria destas linhagens foi obtida no final da
década de 1970. Poucas delas, como MCF7, T47D e MDA-MB-231 séo
responsaveis por mais de dois tercos dos artigos que utilizam as linhagens BCC,
como estima o base do Medline (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/) (Lacroix and

Leclercq 2004).
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Neste trabalho, empregamos 4 linhagens de mama que representam
diferentes estagios da progressao tumoral: MCF10A, MCF7, MDA-MB-231 e
HS578T (Figura 6). A linhagem MCF10A foi estabelecida a partir de uma desordem
fibrocistica em uma paciente que ndo apresentava cancer de mama. Dessa forma,
representa um tecido ndo maligno e seu cultivo depende da adicdo de diferentes
fatores de crescimento, como EGF e outros presentes no soro de cavalo. E uma
linhagem que apresenta marcadores epiteliais classicos, além de morfologia
caracteristica preservando juncfes célula-célula (Soule et al. 1990). A linhagem
MCF7, apesar de tumoral e isolada de efusdo pleural, ainda apresenta fendtipo
luminal/epitelial. A morfologia destas células é epitelial apresentando crescimento
em blocos de células com estreitas interacdes entre si. Expressa os receptores de
Estrogeno e Progesterona, o que permite sua classificagdo como Luminal, além de
apresentar marcadores epiteliais como E-caderina (Soule et al. 1973). Por outro
lado, as linhagens MDA-MB-231 e HS578T sdo representativas de células
mesenquimais com alto potencial metastatico Nessas células é encontrado um perfil
de marcadores mesenquimais como a expressao de vimentina, SLUG e perda da
expressdo de E-Caderina, bem como auséncia de receptores de estrégeno e
progesterona sendo assim caracterizada como Basal-like (Hajra et al. 2002; Lacroix

and Leclercq 2004).

O conhecimento do perfil de expressdo molecular dessas linhagens traz uma
série de vantagens para o estudo de marcadores moleculares. ldealizamos para
este trabalho utilizar as linhagens tumorais de mama como modelos para investigar
a expressao e funcdo dos genes candidatos em diferentes fundos genéticos. Nossa
hipétese é que linhagens celulares tumorais e amostras clinicas classificadas com

sendo do mesmo subtipo molecular apresentam semelhancas fenotipicas. Esse
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aspecto foi considerado na interpretacdo de dados obtidos a partir de ensaios de
deteccdo da expressdo dos candidatos nas células e em amostras clinicas de
tumores e ensaios funcionais in vitro e in vivo para avaliar o papel dos genes

candidatos no processo de metastase.

MCF10A

1. Luminal-Epithelial like:
*  Receptor de estrogénio (+);
* Receptor de progesterona (+);
*  Receptor de EGF (+);
* Marcadores epiteliais:
* E- cadherin (CDH1)
* Citoqueratina 18
* Morfologia cubico-Epitelial.

2. Mesenchimal-like
* Receptor de estrogénio (- );
*  Receptor de progesterona ( - );
*  Receptor de EGF geralmente (- );
* Marcadores mesenquimais:
* Vimentina,
e Slug / Snail,
* Metaloproteinases,
* Morfologia fusiforme-fibroblastica,
e Perfil invasivo e metastatico.

MDA-MB-231  HS578T

Figura 6. Classificacdo das linhagens celulares de cancer de mama utilizadas
segundo pardmetros de transicdo epitelial-mesenquimal (EMT). Quadro destaca as
principais caracteristicas fenotipicas das linhagens celulares de cancer de mama utilizadas
neste trabalho. No primeiro tipo, as células Luminal-Epithelial like, além de expressarem
marcadores tipicos de células epiteliais (destacados em azul), apresenta morfologia cubico-
epitelial com amplo contato entre as células. A linhagem MCF10A é representativa de tecido
mamario nao-tumoral, enquanto que a linhagem MCF7 representa células tumorais, mas
ndo metastaticas. No segundo tipo, as Mesenchimal-like, expressam marcadores
mesenquimais (destacados em vermelho) e exibem morfologia fusiforme-fibroblastica tendo
suas células pouco contato umas com as outras. Estas linhagens séo representativas de
células tumorais com potencial invasivo e metastatico.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Avaliar candidatos a marcadores moleculares para prognostico do carcinoma de
mama utilizando microarranjos de tecido (Tissue Microarrays - TMAS) contendo
amostras de pacientes;

Caracterizar funcionalmente o produto do gene CIP4 em relacdo ao seu papel na

metastase de tumores de mama.

2.2. Objetivos especificos

Validar o potencial progndstico no cancer de mama de oito candidatos (TRIP10
(CIP4), FXYD1, MICA, AKP14, ITGAV, ABCG1, PPIL1 e ARPC3) selecionados a
partir de estudo prévio de expressao génica;
Avaliar o potencial da imunomarcacédo dos candidatos no progndstico do cancer
de mama através da analise de curvas de sobrevida e tempo de desenvolvimento
de metéastase;
Analisar a expressao de CIP4 em linhagens celulares derivadas de tumores de
mama com diferentes graus de malignidade utilizando RT-qgPCR e western blot;
Caracterizacao funcional de CIP4 atraves de seu silenciamento em linhagens de
mama seguido das seguintes analises fenotipicas:

o Potencial migratério e invasivo in vitro,

o Potencial de geracéo de metéstases in vivo,

o Investigacéo de vias de transdugao bioquimicas envolvidas
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Linhagens celulares e meios de cultura

Foram utilizadas linhagens celulares provenientes do tecido mamario de
diferentes estagios clinicos e perfis de agressividade (tabela 2). As linhagens foram
cultivadas segundo o protocolo recomendado pela ATCC. As células MCF10A foram
cultivadas em meio DMEM/F12 (Invitrogen) suplementado com 5% de soro de
cavalo (Gibco), 20 ng/ml de EGF, 100 ng/ml de toxina colérica,10 ug/ml de insulina
500 ng/ml de hidrocortisona e antibidticos (penicilina e estreptamicina). As linhagens
MCF-7, MDA-MB-231 e HS578T foram mantidas em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(FBS), 1,2 g/L de bicarbonato de sédio, 25 mg/L de ampicilina e 100 mg/L de
estreptomicina. Em todas as condicfes supracitadas, foi utilizada atmosfera com 5%
de CO; a 37 °C. O subcultivo foi feito sempre em fase exponencial de crescimento

celular de acordo com as peculiaridades de cada linhagem.

3.2. Western blot

As células em cultura foram lavadas com PBS gelado e ressuspensas em
PBS contendo 5mM EDTA, 1mM Na3VvO4, 1,5mM NaF e coquetel inibidor de
proteases. O material foi raspado da superficie da placa com o auxilio de scrapers
estéreis e descartaveis, sendo coletado e centrifugado a baixa rotagéo (1200 rpm).
O precipitado de células foi finalmente lisado com tampao RIPA (50 mM Tris pH 7,4,
1% Triton X-100, 0,1% SDS, 0,5% deoxicolato de sodio, 150 mM NaCl, 1mM
Na3VvO04, 10 mM NaF, 10 mM beta-glicerofosfato, 1 mM EDTA pH 8,0, 1ImM EGTA,

inibidores de protease). O extrato proteico assim obtido foi fervido em tampao de



47

amostra redutor e separado em gel SDS-PAGE de 10 a 12% de acordo com o
tamanho da proteina. Este gel foi transferido para membrana de PVDF e a
bloqueada por 30 minutos em PBS-leite desnatado 5%. Os anticorpos primarios
foram incubados no mesmo tampéao de bloqueio overnight a 4 °C. A membrana foi
lavada 3 vezes de 10 minutos com PBS-Tween 0,1% e o anticorpo secundario
conjugado a peroxidase (Sigma) foi incubado por 1 hora a temperatura ambiente em
PBS- leite desnatado 5%. Apds a lavagem na membrana como acima descrito, esta
foi incubada com solugdo para quimioluminescéncia (kit “ECL Western Blotting
Analysis System” (Pierce) e exposta a filmes de raio-X (Kodak). As medidas de
densitometria das bandas foram feitas com o programa ImageJ. As bandas relativas
as proteinas a serem quantificadas foram selecionadas e os valores da
densitometria foram normalizadas pelas bandas de actina da mesma membrana a

ser analisada.

3.3. Imunofluorescéncia

A reacdo de imunoflurescéncia seguiu os seguintes passos: (1) fixagcdo com
2% de parafolmaldeido (PFA); (2) permeabilizacdo com PBS+ 0.5% de Triton X-100;
(3) bloqueio com PBS + 0,2% de Triton X-100 + 0,05% de Tween 20 + 0,1% BSA +
10% soro de cabra + anti-lgG de camundongo (fragmento Fab); (4) incubagéo com
anticorpos primarios e anticorpos secundarios conjugados a fluoréforos (Molecular

Probes) em solucéo de bloqueio; (5) analise da coloragcéo por microscopia confocal.
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3.4. PCR em Tempo Real

As linhagens celulares tiveram seu RNA extraido com o reagente Trizol
(Invitrogen) conforme descrito pelo fabricante e purificados com o kit RNeasy
MinElute Cleanup (Qiagen), incluindo tratamento com DNase (Turbo DNase -
Ambion) para eliminacdo de possivel contaminacdo com DNA genbmico. A
qgualidade do RNA foi analisada através de um ensaio de eletroforese capilar
utilizando Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies), no qual a integridade do RNA é
medida pela relacdo entre as bandas de RNA ribossomal 28S e 18S. A quantificacéao
e avaliacdo do grau de pureza do RNA extraido foi feitas através da medida da
absorbancia a 260/280nm (avalia contaminacdo com proteinas) e a 260/230nm
(avalia a contaminacdo com grupos fendlicos resultantes do processo de
extracdo/purificacdo) utilizando o espectrofotometro capilar Nanodrop ND-1000

(NanoDrop Technologies).

Os experimentos de PCR quantitativo em tempo real foram precedidos por
uma etapa de transcricado reversa (utilizando como primer hexameros aleatérios ou
oligos dT) para, entdo, medir-se a quantidade de cDNA de interesse presente nas
células tumorais. A reacdo de transcricdo reversa foi feita com o kit Superscript IlI
First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen), de acordo com o protocolo padrdao do
fabricante. A quantificacao relativa dos transcritos de CIP4 foram feitos utilizando-se
o reagente SYBR Green PCR Master Mix de acordo com o protocolo do fabricante
(Applied Biosystems). Foram utilizados 0s primers Fw:

TGAACGGCTGAAATTGGAAGT e Rv: GTCTCCCCGGTTGCTAAGG especificos
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para diferentes exons do mRNA de CIP4, gerando um amplicon de

aproximadamente 100pb somente se o RNA encontrar-se totalmente processado.

3.5. Producdo de particulas lentivirais para silenciamento génico por short

hairpin RNAs (SshRNAS).

As particulas lentivirais recombinantes foram produzidas por transfeccao
transiente de células HEK293T. Estas células foram cultivadas em DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen). Para a transfeccéo, foram
plaqueadas 2x10° células em placas de 100 mm. No dia seguinte, as células foram
transfectadas com 4 pg de DNA do vector pTRIPZ vazio ou shRNA especifico para
CIP4), 3 ug de pAX e 1,2 ug de pMD2G-VSVG utilizando Fugene (Roche) de acordo
com as recomendacfes do fabricante. Apés 6 horas de transfeccdo, o meio foi
trocado e o meio contendo os lentivirus recombinantes foram colhidas em duas
aliquotas, apos 24 e 48 horas. Este sobrenadante foi submetido a filtracdo com
poros 0,45 uM para retirada da células em suspensao ou seus detritos. As células
alvo MDA-MB-231, que haviam sido previamente semeadas em placas de 60 mm
em baixa confluéncia, receberam 1mL deste meio condicionado (contendo em
particulas lentivirais em suspensdo) num total de 3 mL de volume final. Ap6s a
segunda incubacdo de 24 horas, foi feita a selecdo das células transduzidas
utilizando puromicina (2 pg/ml). Finalmente, as células sobreviventes (transduzidas)
foram induzidas com Doxiclina e fotografadas em microscépio de epifluorescéncia
para verificacdo da expressédo do gene reporter Turbo-RFP. Detectou-se que quase
a totalidade das células expressavam o0 gene repérter, estando portanto

transduzidas com o vetor lentiviral.
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3.6. Ensaios de migrag&o e invaséo in vitro

O potencial invasivo das linhagens celulares das linhagens tumorais de mama
apos silenciamento de CIP4 foi analisado através de ensaios de invasao e migracado
in vitro. Nestes foram utilizadas placas do tipo transwell® (Corning) acrescidas ou
nao de uma camada de Matrigel, que serve de substrato para invasdo. O ensaio foi
feito em placas de 12 pocos contendo plataformas de membrana de policarbonato
porosa de 12 mm de diametro com poros de 8 um. As células foram previamente
privadas de soro (DMEM sem soro) por aproximadamente 12 horas. Nestas
condicdes, foram acrescentadas aproximadamente 5 x 10* células sobre membranas
previamente revestidas com Matrigel (aproximadamente 400 pg/cm?) ou ndo, para
que entdo fossem feitas as analises de invasédo (com matrigel) e migragdo celular
(somente membrana porosa). No compartimento inferior de cada poco
individualmente, foi adicionado 500 pl de meio de cultura contendo 10% de soro e
quimio-atrativos para adesdo/migracdo que se difundem livremente através da
membrana. Apos 24 horas de incubacdo, a plataforma contendo a membrana foi
lavada com PBS e as células fixadas com PFA 4%. Posteriormente, estas
plataformas foram lavadas e as células nela aderidas coradas com DAPI. As células
da parte superior sdo delicadamente retiradas com o auxilio de hastes de algodao
flexiveis (cotonetes). As células aderidas na parte inferior da membrana
correspondem aquelas que invadiram o Matrigel ou, na auséncia deste, migraram
através dos poros da membrana. Ambas foram fotografadas num microscopio de

epifluorecéncia e quantificadas com o software ImagePro.

Outra medida de migracao foi feita pelo ensaio de wound healing. Este foi
realizado conforme ja descrito por Rodriguez e colaboradores (Rodriguez et al.

2005). De maneira resumida, as células foram semeadas em placas de 6 pocos e,
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ao atingir confluéncia total, feito um risco (scratch) na camada de células com o
auxilio de uma ponteira p200 estéril. As células foram entdo lavadas duas vezes
com PBS e fotografadas antes do reestabelecimento do meio de cultura utilizado
(Tempo 0). ApO6s 12 horas, as mesmas regides da placa foram novamente
fotografadas (Tempo final). A diferenca entre as areas corresponde a area de

migracao foi calculada com o software ImagePro.

Os ensaios de invasdao em cultura tridimensional utilizaram um sistema de
placa de 96 pocos especifica de fundo em U onde a matriz extracelular (Matrigel)
empregada favorece a agregacéao celular e/ou formacgéo de esferoides no fundo do
poco (Cultrex® 3-D Spheroid Cell Invasion Assay, Trevigen INC.) Apés 3 dias de
cultura e formacdo dos esferéides, uma nova camada de matriz extracelular
contendo quimioatrativos (soro fetal bovino) € aplicada sob a camada anterior. Ap6s
6 dias de cultura nessas condi¢des, os esferoides sdo examinados em microscopio e

as imagens coletadas analisadas com o software ImagePro (Vinci et al. 2012).

3.7. Tumorigénese e potencial metastatico in vivo

Camundongos (BALB/c) knockout para os genes Rag2 e yc sado deficientes em
células NK, B e T, e foram descritos como um modelo para a deteccdo e
guantificacdo de metastases pulmonares, proveniente de xeno-enxertos ortotopicos,
com MTLn3 e outras células tumorais geneticamente modificadas (Le Devedec et al.
2009). O laboratdrio do Prof. Dr. Andrew Craig utiliza-se de uma facility que aloja os
animais em ambiente com intensidade luminosa controlada, livre de patégenos, com
gaiolas ventiladas, alimentos e agua esterilizados. (Queen University Animal Care

Services). O laboratério possui certificacdo dos procedimentos com animais, que
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foram devidamente aprovados pelo comité de ética e de cuidado em experimentacéo
animal da instituicdo. Foram utilizadas as linhagens MDA-MB-231_TRIPZ e MDA-
MB-231-shCIP4. As células foram cultivadas até a confluéncia 70-85% antes da
tripsinizacdo e contagem. Para a formacdo de xeno-enxerto, as células foram
injetadas em fat pads do tecido mamario toracico direito de fémeas Rag2™.yc”
jovens. Foram utilizadas 1,5 x10° células das linhagens MDA-MB-231_TRIPZ e
MDA-MB-231-shCIP4. O volume a ser inoculado foi ajustado para volume final de 50
ML com 50% de Matrigel, sendo a injegado realizada com uma seringa hipodérmica.
Passadas 4 semanas do inoculo, os animais foram eutanasiados e a massa do
tumor primario entéo registrada. Os pulmdes foram dissecados e excisados, lavados
com PBS gelado, colocados sobre uma lamina de microscopio e fotografados a
fresco com um microscépio de epi-fluorescéncia (objetiva de 4X). Os tumores
primarios e as metastases pulmonares de cada animal foram encaminhados para
andlise histologica. As amostras foram fixadas em formalina e emblocados em
parafina. Cortes de 5 ym foram corados com H&E para analise histoldgica e
contagem das metéastases pulmonares. Para investigar etapas tardias da formacéao
de metastases em pulmdes, as células foram injetadas pela veia caudal fémeas de
Rag”yc”. Ap6s 2 semanas, os animais foram sacrificados, e os pulmdes removidos
e submetidos a analise histolégica, bem como quantificacdo fluorescente de

metastases TurboRFP positivas.
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3.8. Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., USA). Para a analise de dados em relacdo a uma variavel
apenas, utilizou-se a andlise de variancia dos dados das popula¢gbes seguido por t-
test ndo paramétrico (Mann-Withney test). Para andlise considerando duas variaveis,
os dados foram avaliados por analise de variancia ANOVA, seguido do teste de

hipéteses de Tukey.

3.9. Experimentos com Tissue Microarrays
3.9.1. Casuistica

Foram utilizados neste trabalho 4 blocos de Tissue Microarrays (TMA)
contendo 1167 casos de pacientes femininas com diagndstico de carcinoma ductal
invasivo de mama e diferentes graus histolégicos e estadios clinicos selecionados a
partir dos arquivos do Departamento de Anatomia Patoldégica do Hospital AC
Camargo. A montagem destes blocos de TMA foi feita durante a tese de doutorado
de Ménica Maria Agata Stiepcich, aluna do Prof. Dr. Fernando Augusto Soares do
referido Departamento, em 2007. Apos uma busca e andlise de informacdes clinicas
desses pacientes, decidimos selecionar um subconjunto de 292 pacientes. Dentre os
criterios de selecdo desses pacientes, pode-se citar a presenca de area
representativa de lesdes invasivas superiores a 10% da area total do spot. Foram
excluidos casos com lesédo in situ apenas, além de spots gastos ou inexistentes.
Além disso, foram excluidos pacientes que receberam quimioterapias neo-
adjuvantes, pois, nestes pacientes a presenc¢a dos quimioterapicos poderia mudar o

padrdo de expressao génica e assim interferir nas medidas de expressao de CIP4.
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Outro importante critério de selecdo foi incluir apenas pacientes com metastases
distantes, ou seja, todos o0s pacientes que apresentaram recaida foram
necessariamente acometidos pela formacédo de metastases em sitios diferentes da
mama, ou seja, metastase 0ssea, pulmonar, hepatica e assim por diante. Assim, 0s

292 pacientes que se enquadraram nesta selecdo foram incluidos para este estudo.

3.9.2. Reacédo de imunohistoquimica

Os experimentos com TMAs foram realizados em colaboracdo com o Dr.
Fernando Soares, do Hospital AC Camargo. Para a montagem dos Tissue arrays,
secdes cilindricas com 5 mm de espessura de blocos de parafina provenientes de
biopsias de amostras de pacientes selecionados foram cortadas e montadas
ordenadamente em blocos de parafina. A imunohistoquimica para a deteccdo das
proteinas candidatas foi realizada conforme descrito anteriormente (Sharp et al.
1999). Resumidamente, cortes dos TMAs aderidos em laminas de vidro e imersos
em xilol para remover a parafina. Apos a reidratacdo, as peroxidases do tecido foram
bloqueadas com uma solucdo de peréxido de hidrogénio. A seguir, as laminas foram
tratadas com proteinase K e blogueadas antes da adicdo do anticorpo primério de
interesse. ApOs incubacdo por 2 horas a temperatura ambiente, foram feitas
lavagens com PBS. Em seguida, os TMAs foram incubados por 30 minutos com
anticorpo secundario conjugado a peroxidase. Novas lavagens com PBS foram
feitas para retirada dos anticorpos néo ligados e a seguir foi feita a deteccdo com
DAB (diaminobenzidina) por 5 minutos. Finalmente, as laminas foram contra-coradas
com hematoxilina e examinadas num microscopio 6tico (Carl Zeiss) acoplado a
camara fotografica e em seguida escaneadas pelo aparelho Aperio. As proteinas
expressas pelos genes candidatos foram evidenciadas por coloracdo amarronzada

tipica conferida pela imunodeposicédo do DAB.



Tabela 2. Anticorpos utilizados nos experimentos de TMA.
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Peso
Controle Positivo Diluic8o utilizada | molecular
Linhagem

# | Anticorpo Marca # catdlogo IHC celular IHC WB (kDa) Natureza
Carcinoma Rabbit
1| ABCG1 ABCAM ab52617 cervical HUVEC 1:50 1:200 110 monoclonal
Hepato- MDA- Rabbit
2| MICA ABCAM ab93170 carcinoma MB-231 1:50 1:100 43 polyclonal
P21-ARC 293T, Rabbit
3| (ARPC3) ABCAM ab96137 Endometrio HepG2 1:100 1:300 21 polyclonal
Rabbit
4| FXYD1 ABCAM ab76597 Cérebro A-431 1:100 1:500 10 polyclonal
CIP4 Mouse
5| (TRIP10) SantaCruz sc-166810 Estdbmago JAR 1:200 1:1000 75 monoclonal
CD51 Tumor de Mouse
6 | (ITGAV) SantaCruz sc-9969 mama C32a 1::100 | 1::200 125 monoclonal
Rim Rabbit
7 | AKAP14 ProteinTech | 14622-1-AP (glomérulo) Jukart 1::100 | 1::300 35 polyclonal
Mouse
8| PPIL1 Sigma SAB1401704 | Linfonodos Hela 1::200 | 1::500 18 monoclonal

3.9.3. Processamento e andlise estatistica dos dados de imunomarcacao
obtidos com TMAs

Uma vez digitalizadas as laminas de TMA coradas por imunohistoquimica, as
imagens ficam disponiveis no sistema da Aperio que podem ser acessadas
remotamente para andlise. Desta forma, é possivel fazer o uso das ferramentas
disponiveis no pacote do programa do ImageScope (Aperio System, INc). Apos a
inspecdo visual dos spots (casos selecionados para nosso estudo), as medidas
totais de intensidade por coloracdo DAB foram extraidas com o programa CountPixel
V9 (Aperio System Inc.). Em nosso estudo, consideramos 0s resultados expressos
em valores de “positividade” que refletem a intensidade de pixels na cor especifica
do DAB. Correspondem ao numero total de pixels positivos (somatoria dos pixels
fracos, moderados e fortes positivos) divididos pelo numero total de pixels da

amostra, representado através de valores entre O e 1.

A determinacéo do valor de corte para os valores continuos de positividade de

imunomarcacao utilizados na construcéo das curvas de sobrevida e probabilidade de
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desenvolvimento de metastases foi determinado utilizando o programa X-tile (Camp
et al. 2004). O programa determina o valor de corte de positividade que permite
separar otimamente as amostras do conjunto de treinamento em dois grupos em
funcdo do tempo de sobrevida ou tempo até o desenvolvimento de metastases. O
programa cria dois subgrupos (alta ou baixa positividade) utilizando os possiveis
valores de corte. Para cada possivel valor de corte é calculado o Qui-quadrado (X?)
que distingue os dois grupos de amostras. O teste X? permite investigar se o valor de
corte de positividade consegue separar subgrupos de pacientes com tempo de
sobrevida (ou de desenvolvimento de metastases) distinto: quanto maior o valor da
estatistica X?, maior a probabilidade de rejeicdo da hipétese nula, ou seja, que a
sobrevida média dos pacientes seja igual nos subgrupos definidos pelo valor de
corte selecionado. O valor 6timo de corte é aplicado as amostras do conjunto de
validacdo. A significancia estatistica para o valor de corte aplicado ao conjunto de
validacdo € calculada pelo teste log-rank. A utilizacdo da abordagem do X-tile
permite o estabelecimento de um valor de corte com fundamentacao estatistica ao
invés de um valor arbitrario, o que € especialmente importante quando existe uma
distribuicdo linear e difusa de valores de positividade de marcacdo continuos na

populacdo total de amostras, sem uma observacdo evidente da presenca de

subpopulacgdes.

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas Mini-Tab
(v.16), GraphPad Prism (v. 5) e R statistical software package. Primeiramente, para
cada gene foi avaliado se os valores de positividade seguem uma distribuicao
normal, utilizando os testes de normalidade de D'Agostino & Pearson ou Shapiro-
Wilk foram aplicados. Valores de p < 0,05 rejeitam a hipétese nula dos dados néo

possuirem uma distribuigdo normal.
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Quando determinado que os valores de positividade do conjunto total de
amostras assumia uma distribuicdo normal, foi aplicado o teste t de Student (teste t
de Student, bicaudal ndo pareado). Para dados cujos valores de positividade nao
apresentam uma distribuicdo normal, as analises estatisticas foram feitas utilizando
0 U-test ndo paramétrico de Wilcoxon e Mann-Whitney. Para todos os testes, o limiar

de p < 0,05 foi utilizado para considerar uma diferenca significativa.

Para determinar a existéncia de associagcdo entre a imunomarcacdo da
proteina-alvo e as varidveis anatomopatoldgicas, foi empregado o teste Qui-
quadrado (X?). Nas andlises de sobrevida global e sobrevida cancer-especifica foi
empregado o estimador de Kaplan-Meier (KM), utilizando um periodo de seguimento
de 60 meses, decorrido entre a data do tratamento cirdrgico e a data do 6ébito ou do

altimo seguimento.

O tempo de seguimento dos pacientes foi calculado em meses,
correspondendo ao intervalo entre o tempo decorrido data da cirurgia e a data do
altimo seguimento clinico do paciente de 60 meses. A existéncia de diferencas
estatisticamente significativas entre as curvas de KM foi avaliada pelo teste log-rank
(andlise univariada). O modelo de riscos proporcionais de Cox foi empregado para
as analises multivariadas, seguindo a estratégia Stepwise backward. Apenas as
variaveis que apresentaram uma significancia de p < 0,10 na andlise univariada
(teste log rank) foram selecionadas para uma analise multivariada. Permaneceram
no modelo multiplo as variaveis com p < 0,05. A medida de risco estimada foi a
razao das funcdes de risco (hazard ratio — HR), que € a exponencial dos coeficientes

de regresséo do modelo multiplo.
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3.9.2 MMP Array

O meio condicionado das culturas de MDA-MB-231 shCIP4 e seu controle
TRIPZ foi coletado e analisado usando-se o ensaio Human MMP & TIMP Array
Discovery  (Eve  Technologies  Corporation, Calgary AB, Canada).(

http://www.evetechnologies.com/discoveryAssayListHuman.php).
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4. RESULTADOS

4.1. Prevaléncia dos subtipos moleculares de cancer de mama

Os casos de carcinoma mamario representados no TMA foram categorizados
de acordo com a expressao dos receptores hormonais ER e PR, além da expressao
de HER2. A figura 7A mostra a prevaléncia de cada subtipo na populacdo estudada.
Do total de pacientes incluidos nesta andlise (292), apenas 245 pacientes possuiam
todas as informacbes disponiveis para esta classificacdo. Desses, a maioria
enguadra-se no subtipo Luminal A totalizando 69% dos casos (169 casos). O subtipo
Luminal B apresentou apenas 13 casos, representando 5% dos casos. Os casos
categorizados como subtipo HER2+ sdo 22 no total e constituem 9% dos casos.
Finalmente, os pacientes de pior prognéstico, Basal Like, com 41 casos, totalizando
17 dos casos analisados. Essa distribuicdo € condizente aos achados na literatura
(Rakha et al. 2008; Rakha and Ellis 2009; Rakha et al. 2009; Rakha et al. 2010),

conforme sera posteriormente discutido.

Curvas de Kaplan-Meyer foram calculadas para avaliar a probabilidade de
desenvolvimento de metastase nos pacientes que compde o estudo, agrupados de
acordo com os 4 subtipos moleculares. Embora sem significAncia estatistica,
observou-se uma tendéncia ao menor de desenvolvimento de metastase entre os
pacientes com subtipo Luminal A (Figura 7B). Ao considerar apenas 0s subtipos
classicamente descritos na literatura como de melhor e pior prognostico, Luminal A e
Basal Like, respectivamente (Rakha et al. 2010), nota-se que as pacientes com
tumores subtipo Luminal A apresentam menor chance de desenvolvimento de

metastase (Figura 7C). Apesar de também nao ser significativo (p=0,06) as curvas
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mostram uma tendéncia de separacdo consistente ao observado na literatura

(Rakha et al. 2010) (Figura 7C).

A)

® Luminal A (169/69%)
= Luminal B (13/5%)

Basal Like (41/17%)
® HER2 + (22/9%)

w
N—r
O

=
o
o

—— Basal Like

—— HRE2 +

—— Luminal A
- Luminal B

[oe}
o
1

(o]
o
1

[
1
[ S -

N
o
1

Livre de Metastases

20- —— Basal Like
p = 0.0679 —— Luminal A

N
o
1

Probabilidade de permanecer
Livre de metéastases
Probabilidade de permanecer

p = 0.0939

o

100 200 300 0 100 200 300
Meses Meses

o

Figura 7. Classificagdo dos pacientes de acordo com o status da expressdo de
receptores hormonais e HER2. A) Grafico mostrando a estratificacdo dos casos de cancer
de mama invasivos em 4 subtipos: Basal like (Triple negative), HER2+, Luminal A e Luminal
B. De forma concordante a literatura, a maior parte dos pacientes (69%) esta entre os
classificados como Luminal A. Os subtipos Luminal B, Basal Like e HER2+, perfazem 5%,
17% e 9%, respectivamente. B) Grafico de Kaplan-Meyer mostrando a probabilidade de
desenvolvimento de metastase em pacientes agrupados por subtipo molecular. Apesar de
ndo mostrar significancia estatistica, o grafico mostra um tendéncia de menor chance de
recaida em metastases para o subtipo Luminal A. C) Quando comparados isoladamente os
subtipos Luminal A, de melhor prognéstico, e o subtipo Basal Like, de pior progndstico,
houve uma separacao marginalmente significante na chance em desenvolver recaida por
metastases. Nota-se um pior prognéstico (maior probabilidade de desenvolvimento de
metastase) em pacientes classificados como Basal like quando comparados aos do subtipo
Luminal A.
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4.2. Deteccdo imunohistoquimica das proteinas candidatas em tumores
de mama utilizando TMAs

As reacfes de imunohistoquimica foram realizadas no laboratério de patologia
investigativa no Departamento de Anatomia Patolégica do hospital AC Camargo.
Foram realizadas de acordo com as recomendacdes do fabricante (Dabco),
conforme descrito na secdo MATERIAL E METODOS. As laminas assim
imunomarcadas foram digitalizadas no equipamento ImageScope (Aperio inc.). Em
seguida, foi feita a selecdo dos casos de acordo com a disponibilidade de spot e
representatividade de areas de lesdo invasiva. Depois de manualmente delimitadas
as areas de carcinoma invasivo em cada caso, a intensidade de coloracdo DAB foi
calculada com o Algoritmo “Positive Count Pixel V9” disponivel no programa
ImageScope da Aperio system. A medida de positividade gerada por este algoritmo
remete a intensidade de coloracdo nas regibes previamente delimitadas, o que
também foi conferido visualmente no microscopio com o auxilio da médica
patologista Dra. Cynthia Aparecida Bueno de Toledo Osério. Um painel
correlacionando a positividade numérica dada pelo software e a intensidade de
coloracdo DAB aferida visualmente nos respectivos casos foi montado para
comparacao (Figura 8A). Esta padronizacao foi feita com o intuito de verificar se a
intensidade de coloracdo DAB era diretamente proporcional a positividade fornecida
pelo software. Os casos foram dispostos em ordem crescente de positividade. E
possivel verificar uma clara relacdo entre a positividade e a intensidade de coloragéo
resultante da reagdo imunohistoquimica, validando dessa forma o Algoritmo

“Positive Pixel Count VV9” utilizado.
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Figura 8. Detecgcdo imunohistoquimica de marcadores candidatos em amostras de
carcinoma de mama invasivo. A) O painel de figuras contém imagens representativas de
casos com diferentes intensidades de coloracdo para CIP4 e suas respectivas positividades
calculadas pelo Algoritmo “Positive Pixel Count V9” da Aperio Biosystem. A reacéo
imunohistoquimica foi realizada de acordo com as instru¢cdes do fabricante, (ver item na
secdo MATERIAL E METODOS), com a formacdo do cromégeno DAB (cor amarronzada)
em quantidade proporcional a abundancia da proteina-alvo. A positividade numérica
calculada automaticamente pelo programa Pixel Count estd mostrada acima de cada
micrografia. B) O gréafico de Boxplot mostra a distribuicdo dos valores de positividade dos
genes analisados por Tissue Microarray. Nota-se que os genes ARPC3 e ITGAV tiveram
positividade muito baixa. Por outro lado, ABCG1 apresentou a maioria das amostras com
posividades proximas ao valor maximo 1.
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Uma vez padronizada a reacdo de imunohistoquimica, bem como a
ferramenta para extracdo da positividade, foram feitas as reacfes para os 8 genes
selecionados no estudo. Como etapa prévia a imunohistoquimica, extratos proteicos
provenientes de linhagens celulares de cancer de mama foram submetidos a
western blot e imunofluorescéncia para verificacdo da especificidade do anticorpo.
Além disso, foi feita quantificacdo dessas proteinas nas linhagens, que possuiam
diferentes graus de malignidade e analise preliminar da localizacdo subcelular
(resultados expostos na secdo ANEXOS organizados separadamente de acordo

com o gene analisado).

Os resultados de positividade gerados ap0s a reacdo de imunohistoquimica
para cada gene foram reunidos no grafico mostrado na figura 8B. Como é possivel
observar, os valores de positividade sdo bastante variaveis de acordo com o gene.
Para os genes ARPC3 e ITGAV, as positividade mostraram valores baixos com
médias de 0,08 e 0,06 respectivamente. Por se tratar de uma proteina localizada
preferencialmente na membrana citoplasmética, ITGAV apresenta fraca
imunomarcacao na maioria dos casos. Contrariamente, ABCG1 mostrou uma forte
imunomarcacdo, com meédia de 0,93, mas com varios casos com a positividade
proxima a maxima 1. Apesar de previamente padronizado em amostras de tecidos,
gue conhecidamente expressam ABCG1 (carcinoma cervical), aparentemente a
imunomarcacdo desta proteina foi exacerbada nas amostras mamarias presentes
nos TMAs. Os demais genes, AKAP14, CIP4, FXYD1, MICA e PPIL1, apresentaram
valores de positividades mais distribuidas, ndo sendo nem muito baixas e nem muito
altas. A média para cada um deles foi: AKAP14 - 0,33; CIP4 - 0,69; FXYD1 - 0,17;

MICA - 0,79 e PPIL1 - 0,68.



64

Para cada proteina, foram determinados valores de corte de positividade
otimos para a separacdo dos pacientes em subgrupos em fungcdo da sobrevida ou
da probabilidade de desenvolvimento de metastase utilizando o software X-tile

(descrito em detalhe na se¢cdo MATERIAL E METODOS).

Inicialmente foram feitas andlises com 100 pacientes, selecionados
sequencialmente pelo numero do caso. Para cada proteina investigada, os valores
de positividade foram extraidos e tabelas foram montadas associando esse dado as
informacdes clinicas dos pacientes. De posse de informacdes como tempo de
sobrevida livre da doenca e tempo até a incidéncia de recaida em metastases,
curvas de sobrevida e de probabilidade de risco no desenvolvimento de metastases
foram montadas para cada gene. As proteinas codificadas pelos genes ABCG1,
AKAP14, FXYD1l e MICA ndo apresentaram nenhuma relacdo entre os niveis da
expressdo e a sobrevida cancer especifica e/ou risco de desenvolvimento de
metastases (resultados mostrados no item ANEXOS de acordo com o gene), sendo
assim, descontinuados desse estudo. Apenas 4 dos genes analisados mostraram
resultados de TMA promissores. Sao eles: PPL1, ITGAV, ARPC3 e CIP4.
Posteriormente, a andlise das proteinas codificadas pelos genes PPIL1 e CIP4 foi
estendida para o conjunto completo dos 292 pacientes. Dentre os critérios utilizados
para a priorizacdo destes 2 candidatos e sua analise em um conjunto maior de
amostras, estdo: i) a observacao de valores de positividade ndo muito elevados e
nem muito baixos, ii) associagao significativa entre os valores de imunomarcacao e
pardmetros clinicos na analise preliminar com 100 pacientes, e iii) evidéncias na
literatura que o indicassem como marcador prognostico no cancer de mama. Os
resultados da analise de TMA dos candidatos PPIL1, ITGAV, ARPC3 e CIP4 sao

mostrados abaixo.
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4.3. PPIL1

A proteina codificada por este gene atua como uma isomerase cis/trans de
ligacBes peptidicas contendo prolina. A PPIL1 possui papel crucial no dobramento
de proteinas envolvidas no reconhecimento imune de linfocitos T e no splicing de
pre-RNAm (Hegele et al. 2012). Para verificagdo da presenca e localizagdo, bem
como a quantificagdo de PPIL1 nos tecidos, foram feitas reacgbes de
imunohistoquimica nas laminas de TMA contendo amostras de cancer de mama da
coorte de pacientes previamente descrita. Antes da reacdo de imunohistoquimica,
foram realizados western blots e imunofluorescéncia para padronizacao do anticorpo
anti-PPIL1 (ANEXOS: Figura S1 e S2), utilizando as linhagens de cancer de mama
em cultura. Imagens representativas da imunohistoquimica para PPIL1 nos TMAs
sdo mostradas na figura 9. O conjunto de imagens evidencia as diferentes
localizacdes de PPIL1, que pode ser predominantemente citoplasmatica com pouca
marcacao nuclear (Figura 9A), ou que pode ser excessivamente nuclear, além de
citoplasmatica (Figura 9B). E interessante notar que, quando as linhagens celulares
de cancer de mama foram submetidas a imunofluorescéncia o mesmo padrao
nuclear de PPIL1 foi observado, mas somente na linhagem metastatica MDA-MB-

231 (ANEXOS: Figura S2).
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Figura 9. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de carcinoma
mamaério corados por imunohistoquimica para PPIL1. A) Fotomicrografia demonstrando
a deteccdo imunohistoquimica para PPIL1. Neste caso observa-se, que a localizacédo
subcelular desta proteina foi predominantemente citoplasméatica, com poucas evidéncias de
localizac&o nuclear. A positividade encontrada neste caso foi de 0,87. B) Neste caso, com
positividade semelhante ao anterior, 0,84, observa-se de maneira evidente a localizacédo
nuclear de PPIL1 num grande numero de células. Este caso possui maior acometimento
linfonodal que o anterior, apesar de ambos serem carcinomas ductais invasivos sem
apresentarem desenvolvimento de metastases. As barras horizontais pretas na parte
superior das imagens correspondem a 100 um.
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No estudo anterior usando microarranjos de DNA, PPIL1 mostrou expressao
de transcritos diferencialmente aumentada em pacientes acometidos por metastases
nos 5 anos subsequentes a mastectomia (Figura 5). Nossos resultados de TMA,
considerando todos os subtipos tumorais simultaneamente, mostraram diferencas
significativas entre o nivel de expresséo de PPIL1 e a sobrevida global. A expresséo
aumentada de PPIL1 esta relacionada a menores taxas de mortalidade (Figura.
10A). Da forma similar, a sobrevida cancer especifica também apresentou a mesma
tendéncia, onde a alta expressdo de PPIL1 predispde a menores taxas de
mortalidade relacionada a doenca no conjunto total de pacientes (Figura. 10B). Em
seguida, dividimos os casos de acordo com seu subtipo molecular, bem como seus
respectivos graficos de Kaplan-Meyer (Figuras 10C, 10D e 10E). Em todos os casos,
a tendéncia de maior expressdo de PPIL1 e taxas mais altas de sobrevida cancer
especifica se mantém. Os casos do subtipo Luminal A exibiram esta tendéncia,
embora a margem da significancia estatistica (p=0.0616) (Figura 10C). Enquanto
todas pacientes, exceto Luminal A e as do subtipo Basal Like mostraram
significAncia entre a expressédo de PPIL1 e a sobrevida cancer especifica, com p-

values de 0,038 e 0,045, respectivamente (Figuras 10D e 10E).
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Figura 10: Analise da sobrevida dos pacientes em fungdo da imunomarcacédo de
PPIL1. A) Gréfico de Kaplan-Meyer mostra a sobrevida global das pacientes com carcinoma
de mama (Valor de corte de positividade: 0,64). Foram considerados todos os subtipos
tumorais da coorte estudada. B) Sobrevida cancer especifica (Valor de corte de positividade:
0,85). C) Sobrevida global considerando apenas os pacientes do subtipo luminal A (Valor de
corte de positividade: 0,85). D) Sobrevida global considerando todos os pacientes, exceto
agueles do subtipo luminal A (Valor de corte de positividade: 0,63). E) Sobrevida global
considerando apenas os pacientes do subtipo Basal Like (Valor de corte de positividade:
0,73). Em A e B foram incluidos pacientes ndo caracterizados quanto ao subtipo molecular.
Estes ndo foram considerados nos gréficos C, D e E.
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A expressdo de PPIL1 foi posteriormente avaliada quanto a capacidade de
predizer o aparecimento de metastases. Ao analisar todos o0s subtipos
conjuntamente, verificamos que ha uma tendéncia, sem significancia estatistica
(p=0,075), de que os casos com maior expressao de PPIL1 tenham menor
probabilidade em desenvolver metastases (Figura 11A). Quando o subtipo Luminal A
€ analisado separadamente, observa-se que a maior expressado de PPIL1 se reflete
em uma menor probabilidade em desenvolver metastases (p=0,029) (Figura 11B).
Os demais subtipos com excecdo do Luminal A, ndo mostraram significancia
estatistica na associacdo entre a expressdao de PPIL1 e a probabilidade de
desenvolvimento de metéastase (Figura 11C). Finalmente, os casos do tipo Basal
Like mostraram a mesma relacéo entre a expressao de PPIL1 e a probabilidade de
desenvolver metastases que o subtipo Luminal A, embora com menor significancia

estatistica (p=0,054) (Figura 11e).

Os dados obtidos nos experimentos com TMA para a expressao protéica de
PPIL1 e sua associacdo com a sobrevida ou chance de desenvolvimento de
metastase dos pacientes ndo confirmam os resultados obtidos anteriormente atraves
da quantificacdo de seus transcritos por microarranjo de DNA. Nos experimentos
com microarranjo de DNA o gene PPIL1 apresentou niveis relativamente maiores de
transcritos nos tumores de pacientes com recaida nos 5 anos seguintes ao
tratamento, enquanto nossos resultados de TMA indicam que a proteina esta
diminuida nos tumores de pacientes com maior incidéncia de metastases.
Discrepancias entre achados de microarranjo de DNA e TMA néo séo raras e serao

discutidas com mais detalhes na sec¢éo "Discussao".
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Figura 11: Sobrevida livre de metastases em funcao da expressao de PPIL1. A) Gréfico
de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metastase em toda a
populacdo estudada (Valor de corte de positividade: 0,63). B) Probabilidade de
desenvolvimento de metastases em pacientes do subtipo luminal A (Valor de corte de
positividade: 0,85). C) Probabilidade de desenvolvimento de metastases em todos o0s
pacientes, exceto luminal A (Valor de corte de positividade: 0,91). D) Probabilidade de
desenvolvimento de metastases em pacientes do subtipo Basal Like (Valor de corte de
positividade: 0,73). Em A foram incluidos pacientes ndo caracterizados quanto ao subtipo
molecular. Estes ndo foram considerados nos gréficos C eD.
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4.4. ITGAV

Integrinas sd@o proteinas cruciais na sinalizacdo bioquimica envolvida na
adesd@o celular. Durante a invasdo do tecido conjuntivo adjacente ao epitélio
transformado, as células invasivas reconhecem elementos da matriz extracelular
através das integrinas (Sims et al. 2000; Denadai et al. 2013). Para verificacdo da
presenca e localizacdo, bem como a quantificacdo de ITGAV nos tecidos, foram
feitas reacdes de imunohistoquimica nas laminas de TMA contendo amostras de
cancer de mama da coorte de pacientes previamente descritas. De forma prévia,
foram feitos western blots e imunofluorescéncia para padronizacdo do anticorpo
primério utilizado (ANEXOS: Figuras suplementares S3 e S4). Apés a padronizagao
foram realizados experimentos de marcagdo imunohistoquimica de ITGAV em

amostras de tumores de mama no TMA.

Em geral detectou-se uma fraca imunomarcacdo de ITGAV nas amostras
presentes nos TMAS, o que pode ser reflexo de sua localizacdo de membrana, ou
mesmo pouca abundancia nos tecidos analisados (Figura 8B). As imagens
mostradas na figura 12 ilustram 3 diferentes casos do mesmo bloco de TMA com
situacdes distintas tanto para localizacdo, quanto para a intensidade de ITGAV. A
primeira das Fotomicrografias mostra &acinos normais com a caracteristica
delimitacdo feita por células mioepiteliais, conforme indicado pelas setas pretas.
Neste caso a expressao de ITGAV é baixa e ndo é detectada na interface das
células luminais. Uma discreta imunomarcacdo desta proteina pode ser vista no
contorno do &cino, o que coincide com a localizacdo das células mioepiteliais (Figura
12A). No caso mostrado na figura 12B, a intensidade de imunomarcacgéo de ITGAV
€ maior do que no caso anterior, sendo encontrado nas membranas de forma

individualizada de cada célula neoplasica. Além disso, ndo sdo encontradas células
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mioepiteliais circundando os grupamentos celulares. E possivel notar
desorganizacdo na estrutura acinar, acompanhada de pleomosfismo nuclear com
alguns deles hipercrométicos (Figura 12B). Na Ultima imagem da série, a
Fotomicrografia evidencia células com forte imunomarcacdo de ITGAV pode ser
vista na membrana das células tumorais, mas também em seu citoplasma.
Novamente células mioepiteliais né&o foram visualizadas no contorno dos

grupamentos celulares. (Figura 12C).
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Figura 12 Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de carcinoma
mamaério corados por imunohistoquimica para ITGAV. A) Deteccdo imunohistoquimica
de ITGAV em células epiteliais do parénquima maméario. A imagem mostra elementos
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epiteliais mamarios com hiperplasia ductal usual (HDU). Os &cinos, normais, estao
circundados por células mioepiteliais, como indicam as setas pretas. Observa-se baixa
marcacdo imunohistoquimica, com positividade de 0,003. H4 uma ténue marcacdo de
ITGAV circundando a totalidade dos acinos, mas ndo entre as células individuais. B) Neste
caso, a Fotomicrografia mostra grupamentos celulares malignos invadindo o estroma. Ha
poucas evidéncias de células mioepiteliais margeando esses grupamentos celulares, onde a
reacdo imunohistoquimica evidenciou, de forma marcante, a localizacdo de ITGAV na
membrana celular. O que foi observado para muitas células individuais. A positividade deste
spot, que considera o total de pixels tanto da membrana quanto do citoplasma, foi de 0,65.
C) Fotomicrografia demonstrando a localizacdo citoplasmatica de ITGAV detectada por
imunohistoquimica. A positividade encontrada neste caso foi de 0,73. Da mesma forma que
0 caso anterior, ITGAV foi visualizada predominantemente na membrana celular, além da
presenca citoplasmatica. E possivel notar um padrdo de membrana tipico semelhante ao
observado nas linhagens celulares por imunofluorescéncia (Figura Suplementar S4). As
barras horizontais no canto superior esquerdo correspondem a 100um.

O gene ITGAV mostrou expressao de transcritos diferencialmente aumentada
em pacientes acometidos por metastases nos 5 anos subsequentes a mastectomia
(Figura 5). Nossos resultados de TMA, ao analisar a todos os subtipos tumorais
simultaneamente, ndo demonstraram diferencas significativas entre o nivel de
expressdo de ITGAV e a sobrevida global (Figura. 13A). Da mesma forma, a
sobrevida cancer especifica ndo apresentou relevancia com a expressao de ITGAV
no conjunto total de pacientes (Figura. 13B). Entretanto, ao analisar apenas os
pacientes do subtipo Luminal A, notamos que a expressao aumentada de ITGAV
esta relacionada a menores taxas de mortalidade relacionadas pela doenca (Figura
13C). Por outro lado os pacientes dos outros subtipos tumorais, que ndo Luminal A,
mostraram a tendéncia inversa onde a maior expressao indica menores chances de

sobrevida cancer especifica (Figura 13D).
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Figura 13: Analise da sobrevida dos pacientes em funcdo da imunomarcacédo de
ITGAV. A) Grafico de Kaplan-Meyer mostra a sobrevida global das pacientes de acordo com
a expressao de ITGAV (Valor de corte de positividade: 0,05). Foram considerados todos os
subtipos tumorais da coorte estudada. B) Sobrevida cancer especifica. (Valor de corte de
positividade: 0,05). C) Sobrevida céncer especifica considerando apenas os pacientes do
subtipo luminal A (Valor de corte de positividade: 0,006). D) Sobrevida cancer especifica
considerando todos os pacientes, exceto aqueles do subtipo luminal A. (Valor de corte de
positividade: 0,01). Em A e B foram incluidos pacientes ndo caracterizados quanto ao
subtipo molecular. Estes ndo foram considerados nos graficos C, D..
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A expressdo de ITGAV foi posteriormente avaliada quanto a capacidade de
predizer a incidéncia de recaida em metastases. Ao analisar conjuntamente 0s
subtipos, ndo ha diferencas significantes entre a expressdo de ITGAV e a
probabilidade de recaida em metastases (Figura 14A). Quando o subtipo Luminal A
€ analisado separadamente, observa-se que a maior expressao de ITGAV reflete
numa menor probabilidade de recaida em metastases (Figura 14B). Os demais
subtipos com excecao do Luminal A, mostraram novamente o oposto: Quanto maior
a expressao de ITGAV, maior probabilidade de desenvolvimento de metastases

(Figura 14C).

ITGAV nao foi 0 Unico a apresentar discrepancias entre sua expressao e
comportamentos biolégicos distintos nos diferentes subtipos de carcinomas
mamarios analisados (principalmente Luminal A), como sera exposto a seguir.
Mesmo com resultado promissores, este gene nao foi o escolhido para as anélises

funcionais que se seguiram.
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Figura 14: Sobrevida livre de metastdses em funcdo da expressdo de ITGAV. A)
Gréfico de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metdstase no
conjunto total dos pacientes estudados (Valor de corte de positividade: 0,05). B)
Probabilidade de desenvolvimento de metastases em pacientes do subtipo luminal A (Valor
de corte de positividade: 0,05). C) Probabilidade de desenvolvimento de metastases em
todos os pacientes, exceto luminal A (Valor de corte de positividade: 0,05). Em A foram
incluidos pacientes nao caracterizados quanto ao subtipo molecular. Estes ndo foram
considerados nos graficos B e C
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4.5. ARPC3

A proteina codificada pelo gene ARPC3 (Actin Related Protein 2/3 Complex)
faz parte do complexo efetor de elongacéo dos filamentos de actina em seus pontos
de ramificacdo, que se encontra ativo durante os processos celulares de migragéao e
invasao celular . Para verificacdo da presenca e localizacdo de ARPC3, bem como a
quantificacdo nos tecidos, foram feitas reacdes de imunohistoquimica nas laminas
de TMA contendo amostras de cancer de mama da coorte de pacientes previamente

descrita.

As reacfes de imunohistoquimica feitas para ARPC3 mostraram-se pouco
reativas na maioria dos casos, conforme jA mostrado no grafico da figura 8B. As
imagens mostradas na figura 15 mostram 2 casos constituintes do mesmo bloco de
TMA com diferentes intensidades de imunomarcacdo. Em ambos os casos, a
localizac&o da proteina é citoplasmatica. No primeiro caso, a intensidade €, como na
maioria dos casos, muito baixa com positividade de 0,003 (Figura 15A). Enquanto
gue no caso seguinte, a imunomarcacao foi mais intensa apresentando positividade

0,33 (Figura 15B).
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Figura 15. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de carcinoma
mamarios corados imunohistoquimica para ARPC3. A) Caso com positividade 0.003,
que é préoxima ao valor minimo. A maioria dos casos mostra um padrao de baixa
imunomarcagdo para ARPC3. B) Caso com positividade 0.33. Este spot corresponde ao
caso 365 e é integrante do mesmo bloco de TMA do caso anterior, 363. Isso implica que
ambos os spots foram submetidos as mesmas condi¢des. As linhas pretas no canto superior
esquerdo correspondem a 100um.
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Como sera discutido posteriormente, 0 gene ARPC3 mostrou que seus
transcritos estdo diferencialmente aumentados em pacientes que apresentaram
metastases ap0s 5 anos de mastectomia (Figura 5). Nossos resultados de TMA
apontam que quanto maior a expressao desta proteina, maior a chance de sobrevida
(Figura 16). Isso foi observado tanto na sobrevida global (Figura 16A), quanto na
sobrevida cancer especifica (Figura 16B). Da mesma forma, quando analisado o
subtipo Luminal A separadamente, também foi observada a mesma tendéncia de
maior expressdo de ARPC3 indicando melhores chances de sobrevida (Figura 16C).
Por outro lado, quando analisados todos os outros subtipos com excec¢éo de Luminal

A, observa-se a inversao de tal tendéncia (Figura 16D).
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Figura 16: Analise da sobrevida dos pacientes em funcdo da imunomarcacédo de
ARPC3. A) Gréfico de Kaplan-Meyer mostra a sobrevida global das pacientes com
carcinoma de mama (Valor de corte de positividade: 0.013). Foram considerados todos os
subtipos tumorais da coorte estudada. B) Sobrevida cancer especifica (Valor de corte de
positividade: 0,013). C) Sobrevida cancer especifica considerando apenas os pacientes do
subtipo luminal A (Valor de corte de positividade: 0,013). O gréfico de Kaplan-Meyer indica
gque nesses pacientes, 0s que possuem menor expressdo de ARPC3 mostraram maiores
taxas de Obito pela doenca. D) Sobrevida cancer especifica em todos os pacientes, exceto
luminal A (Valor de corte de positividade: 0,013). Em A e B foram incluidos pacientes nao
caracterizados quanto ao subtipo molecular. Estes ndo foram considerados nos gréaficos C,

D
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De maneira similar aos resultados de sobrevida, foram realizadas anélises
para estimar a probabilidade de desenvolvimento de metastases e a positividade de
ARPC3 (Figura 17). Esses resultados mostram que a expressao aumentada de
ARPC3 favorece a menor probabilidade de desenvolver em metastases (Figura
17A). Da mesma forma, tanto no subtipo Luminal A (Figura 17B), quanto nos outros
subtipos (Figura 17C), a maior probabilidade de desenvolver em metastases foi
encontrada em pacientes com menor expressdao de ARPC3. Desta vez nédo foi
observada inversdo de tendéncia os casos Luminal A quando contrastada com as

demais.

Nossos resultados de TMA demonstram que a menor expressao de ARPC3
favorece a maior probabilidade de desenvolvimento de metédstases. O que contrasta
com o microarranjo de DNA da figura 5, onde se verificou que a presenca de
transcritos para este gene esté diferencialmente aumentada nos casos acometidos
por metastases nos 5 anos seguintes a mastectomia. No entanto, sua positividade
extremamente baixa e auséncia de evidéncias na literatura que o indicassem como
marcadores de prognéstico nos motivaram a ndo seleciond-lo para uma

caracterizacdo mais detalhada.
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Figura 17: Sobrevida livre de metastases em funcao da expressdo de ARPC3. A)
Grafico de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metastase no
conjunto total dos pacientes estudados (Valor de corte de positividade: 0,013). B)
Probabilidade de desenvolvimento de metédstases em pacientes do subtipo luminal A (Valor
de corte de positividade: 0,014). C) Probabilidade de desenvolvimento de metastases em
todos os pacientes, exceto luminal A (Valor de corte de positividade: 0,007). Em A foram
incluidos pacientes ndo caracterizados quanto ao subtipo molecular. Estes ndo foram
considerados nos graficos B e C
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4.6. CIP4

4.6.1. A expressdao de CIP4 esta diminuida no subtipo Luminal A

Ao analisar os genes ITGAV e ARPC3, previamente apresentados,
verificamos que a expressdo de suas proteinas pode predizer diferentes
comportamentos biolégicos de acordo com o subtipo molecular do tumor. De alguma
forma, o subtipo tumoral parece criar um contexto bioquimico para propiciar
diferencas nos niveis de expressdo de genes analisados. O conjunto de imagens da
figura 18A mostra padroes de imunomarcacdo de CIP4 representativos dos 4
subtipos tumorais abordados. Com o intuito de verificar se a expressdo de CIP4
varia entre os diferentes subtipos tumorais, montamos o grafico apresentado na
figura 18B. Os resultados indicam que o subtipo luminal A possui menor expressao
de CIP4, quando comparado aos subtipos Basal-Like e HER2+ (Figura 18B). Como
comentado anteriormente, Luminal A € o subtipo de melhor prognéstico, geralmente
lesbes de baixo grau e responsivo a tratamentos hormonais por possuir receptores
ER e PR (Rakha et al. 2010). O grafico mostrado na figura 18C mostra a dispersao
dos valores de positividade para CIP4 na categoria Luminal A. Os casos com
positividade maior do que 0,7 compreendem um grupo mais homogéneo do que
aquele com a positividade inferior a esse valor. O ponto de corte 0,7 para a
positividade de CIP4 determinado pelo programa X-tile separou o conjunto das

amostras com subtipo Luminal A aproximadamente ao meio (Figura 18C).
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Figura 18 Padrdo de expressdo de CIP4 em diferentes subtipos moleculares de
carcinoma de mama. A) Imagens representativas de casos de cada subtipo molecular e
sua respectiva marcagdo imunohistoquimica de CIP4. B) Gréafico mostrando mediana e
desvio padréo das positividades para CIP4 de acordo com o subtipo molecular do carcinoma
mamario. C) Grafico mostra a disperséo dos valores de positividade para CIP4 na categoria
Luminal A, considerando valores acima ou abaixo de 0,7.
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4.6.2. Expressao de CIP4, sobrevida e probabilidade de desenvolvimento
de metastases

Assim como realizado para 0s genes previamente apresentados, fizemos
analises para investigar a expressao de CIP4 e sua relacdo com a sobrevida e
probabilidade de desenvolvimento de metastases. O conjunto de gréficos
apresentados na figura 19 apresenta o resultado de analises da associacdo da
expressao de CIP4 e a sobrevida das pacientes acometidas por cancer de mama. O
grafico de Kaplan-Meyer da figura 19A mostra a sobrevida global das pacientes,
analisando todos os subtipos tumorais simultaneamente, em funcéo da expresséo
de CIP4. Nao hé relacao estatisticamente significante entre a expressao de CIP4 e a
sobrevida global das pacientes, considerando o melhor ponto de corte indicado pelo
Algoritmo X-Tile (0,85). No entanto, quando consideradas apenas o0s Obitos
relacionados a cancer, observa-se que pacientes com expressdo de CIP4

aumentada sao os mais acometidos (Figura 19B).

Considerando que o subtipo molecular Luminal A tem expresséo reduzida de
CIP4, interrogamos como seria a curva de sobrevida desses casos em funcéo de
suas respectivas positividades. Uma vez que as amostras com subtipo Luminal A
apresentam em média valores menores de positividade quando comparadas aos
demais subtipos, a adocdo do mesmo ponto de corte determinado a partir das
amostras de todos os subtipos (0,85), ndo seria 0 mais apropriado para os casos
desse subconjunto amostral. Dessa maneira, recorremos novamente ao X-Tile para
determinar o ponto de corte mais adequado para o0 conjunto de amostras subtipo
Luminal A, que foi observado em 0,7. Na curva de sobrevida construida com este
valor de corte observamos que, dentre os casos Luminais A, aqueles que

apresentam menor expressdo de CIP4 sdo os mais acometidos por ébito devido a
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doenca (Figura 19C). Novamente, observamos uma inversdo entre a tendéncia de
sobrevida de acordo com a expressdo do candidato a biomarcador nos pacientes do
subtipo Luminal A e o conjunto total de pacientes analisados. Abordaremos
conjuntamente o0s candidatos que apresentaram esta caracteristica no item
DISCUSSAO. Fizemos ainda curvas de Kaplan-Meyer para analisar a sobrevida em
todos os pacientes com excecdo de Luminal A e apenas naqueles com subtipo
tumoral Basal like. Nao foi observado em nenhum dos casos associagao significativa

entre a expressao de CIP4 e a sobrevida das pacientes (Figuras 19D e 19E).
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Figura 19: Andlise da sobrevida dos pacientes em func&o da imunomarcacéo de CIP4.
A) Curvas de Kaplan-Meyer com a sobrevida global das pacientes em funcdo da
imunomarcagédo de CIP4. Foram considerados todos os subtipos tumorais da coorte
estudada. Nao foram observadas diferencas significativas nas sobrevidas entre grupos de
pacientes com maior ou menor imunomarcacdo de CIP4 (valor de corte de positividade:
0,85). B) Sobrevida cancer especifica (valor de corte de positividade: 0,86). Pacientes com
maior positividade de CIP4 mostraram maiores taxas de 6bito pela doenca. C) Sobrevida
cancer especifica considerando apenas os pacientes do subtipo luminal A (valor de corte de
positividade: 0,7). A curva de Kaplan-Meyer indica que nesses pacientes, 0s que possuem
menor expressao de CIP4 apresentaram maiores taxas de Obito pela doenga. O que
contrasta ao observado na analise com todos os subtipos combinados. D) Curva de Kaplan-
Meyer mostrando que nos demais subtipos moleculares, que ndo Luminal A, ndo ha
associacao entre a imunomarcacédo de CIP4 e a sobrevida cancer especifica (Valor de corte
de positividade: 0,85). E) Sobrevida cancer especifica considerando apenas casos do
subtipo Basal Like. Nao se observa diferencas significativas entre a imunomarcacao de CIP4
e a sobrevida cancer especifica neste subtipo tumoral (valor de corte de positividade: 0,78).
Em A e B foram incluidos pacientes ndo caracterizados quanto ao subtipo molecular. Estes
nao foram considerados nos gréficos C, D e E
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Em seguida prosseguimos com analises para avaliar a associacdo entre o
nivel de expressdo de CIP4 e a probabilidade de desenvolvimento de metastases
apos a cirurgia (Figura 20). Inicialmente, foi feito uma curva de Kaplan-Meyer para
analisar a incidéncia de desenvolvimento de metastase nas pacientes, independente
do subtipo tumoral, em funcéo da positividade para CIP4. De uma maneira geral, as
pacientes que apresentaram maior expressdo de CIP4 foram as mais acometidas
por metastases (Figura 20A). Levando em consideracdo que a maior parte das
pacientes € classificada como Luminal A, decidimos investigar amostras com este
subtipo tumoral separadamente. Inicialmente foi utilizado o mesmo ponto de corte
determinado a partir do conjunto total de amostras. Entretanto, este corte nao
evidenciou diferencas significantes entre a expressdo de CIP4 e a incidéncia de
metastases nas amostras Luminal A, possivelmente porque o nimero de casos com
positividades superiores a 0,87 € muito baixo (dado ndo mostrado). Dessa forma,
recorremos ao X-Tile para determinacdo do ponto de corte 6timo para as
positividades de CIP4, medidos nas amostras subtipo Luminal A, que foi
determinado em 0,7. Como pode ser visto no grafico da figura 20B, os pacientes
Luminais A com positividade inferior a 0,7 possuem maior probabilidade de
desenvolver metastases ap6s 5 anos da remocdo do tumor. Curiosamente,
verificamos a inversdo da chance de recaida em metastases em funcdo da
expressao de CIP4 nas amostras subtipo Luminal A (Figura 20B), em relacdo as
analises realizadas com o conjunto total de amostras de todos os subtipos (Figura
20A). Finalmente, realizamos a analise de tempo de desenvolvimento de metastase
em funcdo da imunomarcacao de CIP4 para aquelas pacientes dos demais subtipos
que nao Luminal A (Figura 20C). Apesar de ndo apresentar significancia estatistica,

a curva mostra uma tendéncia concordante a encontrada para todos os subtipos
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agrupados simultaneamente (Figura 20C e Figura 20A). O subgrupo de amostras de
pacientes do subtipo Basal Like também foram analisadas separadamente, mas nao
foram encontradas evidéncias que nos permitem inferir que a expressédo de CIP4
relaciona-se com a probabilidade de desenvolvimento de metastase neste subtipo

(Figura 20D).
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Figura 20. Sobrevida livre de metastases em funcdo da expressao de CIP4. A) Gréfico
de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metastase (Valor de corte de
positividade: 0,87). Nesta analise foram considerados todos os subtipos moleculares da
coorte de estudada. Pacientes com maior expressdo de CIP4 mostraram maiores
probabilidade de desenvolvimento de metastases. B) Probabilidade de desenvolvimento de
metastases em pacientes do subtipo luminal A (Valor de corte de positividade: 0,70).
Observou-se que, os pacientes do subtipo luminal A que apresentam menores positividades
para CIP4 sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento de metastases do que aqueles com
maior positividade. O que inverte a tendéncia observada para todos os subtipos analisados
conjuntamente, mostrada anteriormente. C) Probabilidade de desenvolvimento de
metastases em pacientes do subtipo luminal A (Valor de corte de positividade: 0,85). D)
Probabilidade de desenvolvimento de metdstases em pacientes do subtipo Basal Like (Valor
de corte de positividade: 0,80). Em A foram incluidos pacientes ndo caracterizados quanto
ao subtipo molecular. Estes ndo foram considerados nos graficos B, C e D.
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Investigamos ainda a associacdo entre a imunomarcacdo de CIP4 e
parametros clinicos e anatomopatologicos dos pacientes com tumor de mama. A
tabela 1 mostra o resultado da analise univariada de correlacdo entre a positividade
de CIP4 e caracteristicas dos pacientes. Observou-se uma associacao
estatisticamente significativa entre a imunomarcacdo de CIP4 e o status de

expressdo de HER2 (p = 0,025) e estadiamento SBR (0,009).



Tabela 3: Associacao entre a imunomarcacéo de CIP4 e parametros clinico-patoldgicos

Numero de casos

CIP4
Positividade Positividade
Variavel Total (n = 245) <0,87 >0,87 p-value ?
(n=201) (n=44)
Idade 0.084
range 24 - 55 anos 127 99 (49%) 28 (64%)
range 56 - 92 anos 118 102 (51%) 16 (36%)
anos, media (+ 56.1
s.d.) (x0.90) 54.8 (£1.77)
Estrogénio 0.409
Negativo 71 56 (28%) 15 (34%)
Positivo 174 145 (72%) 29 (66%)
Progesterona 0.861
Negativo 114 93 (46%) 21 (48%)
Positivo 131 108 (54%) 23 (52%)
HER2 0.025
Negativo 210 177 (88%) 33 (75%)
Positivo 35 24 (12%) 11 (25%)
Status Hormonal 0.109
Pré 91 70 (35%) 21 (48%)
Pos 154 131 (65%) 23 (52%)
TNM 0.097
=1l 152 130 (65%) 22 (51%)
n—1v 92 71 (35%) 21 (49%)
n.d.° 1
SBR 0.009
1 37 35 (18%) 2 (5%)
2 141 118 (59%) 23 (52%)
3 66 47 (24%) 19 (43%)
n.d.*¢ 1
Linfonodos 0.508
Negativos 86 73 (36%) 13 (31%)
Positivos 157 128 (64%) 29 (69%)
Incidéncia metastase 0.060
N&o 137 118 (59%) 19 (43%)
Sim 108 83 (41%) 25 (57%)
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4.6.3. CIP4 tem a expressdo aumentada em linhagem celular metastatica

de cancer de mama e se localiza focalmente na membrana celular

Com o intuito de investigar a variacdo da expressdo de CIP4 em linhagens
celulares de cancer de mama com diferentes potenciais de formacdo de metastase,
medimos sua expressdo em 4 linhagens: i) ndo tumoral (MCF10A), ii) tumoral ndo
metastatico (MCF7) e iii) tumorais com potencial metastatico (MDA-MB-231 e
HS578T). As células foram cultivadas de acordo com recomendacdes para cada
linhagem e foram coletados amostras de RNA e extratos proteicos de trés diferentes
réplicas cultivadas independentemente. Para quantificacdo dos transcritos de CIP4
foram realizados PCR em tempo real com primers especificos, conforme descrito na

secdo MATERIAL E METODOS.

Foi observado que a linhagem tumoral metastatica MDA-MB-231 acumula
aproximadamente 2 vezes mais transcritos de CIP4 do que a linhagem nao tumoral
MCF10A e quase 3 vezes mais do que a linhagem tumoral ndo metastatica MCF7
(Figura. 21A). Westerns blots feitos com o0s extratos proteicos coletados das
mesmas linhagens confirmaram a presenca de maiores niveis da proteina CIP4 na
linhagem MDA-MD-231 (Figura 21B e 21C). De forma similar aos niveis de RNA, os
niveis proteicos de CIP4 estédo elevados na linhagem MDA-MB-231 em comparacao

as MCF10A e MCF7.

Os experimentos de imunofluorescéncia corroboraram o resultado de que
CIP4 encontra-se super-expresso na linhagem MDA-MB-231, demonstrando
adicionalmente que a proteina concentra-se focalmente na membrana celular desta

linhagem (Figura 22). E possivel observar que em algumas células CIP4 colocaliza-
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se com os filamentos de Actina (marcados por faloidina) que margeiam o arcabouco

de sustentacdo a membrana celular (Figura 22).
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Figura 21. A quantificacéo relativa de transcritos de gene TRIP10 por PCR em tempo
real e a sua proteina (CIP4) por Western blot. A) Grafico mostra, por meio de PCR em
tempo real, um aumento significativo da expressdo do gene TRIP10 em linhagens
mesenquimais/metastatico, em especial na linha de MDA-MB-231 quando comparados as
linhagens epiteliais/ndo metastaticas MCF7 e MCF10A. B) Western blot mostrando a
imunodeteccdo da proteina CIP4, como indicado pela seta superior. As bandas obtidas
foram a massa molecular estimada de 75 kDa. A seta inferior refere-se a bandas de actina,
as quais foram utilizadas como normalizador. C) Grafico representa a intensidade relativa de
CIP4 nas respectivas linhagens celulares as quais tiveram seus extratos proteicos
submetidos a Western blot . Houve maior quantidade da proteina na linhagem
mesenquimal/metastatica MDA-MB-231 quando comparada linhagens epiteliais/nao
metastatico MCF7 e MCF10A. Gréfico resultante de valores obtidos por 3 ensaios
independentes.
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Figura 22. Detecc¢ao de CIP4 por imunofluorescéncia em linhagens celulares de mama
com diferentes graus de malignidade. A) Painel mostra imagens de imunofluorescéncia
de CIP4 nas quatro linhagen celulares testadas. A coloracdo vermelha estéa relacionada com
CIP4 e a coloracdo verde mostra F-actina marcada com Faloidina conjugada a FITC. Os
nucleos das células foram marcadas com DAPI, conferindo cor azul. Comparativamente, é
possivel perceber que a linha de coloragdo MDA-MB-231 mostra maior intensidade quando
comparado a outras linhagens. O que é consistente com as medi¢cbes efetuadas em
Western blot (Figura 21c). Além disso, podemos observar que a marcacdo de CIP4 em
células MDA-MB-231 ocorreram em regides adjacentes a membrana plasmatica de co-
localizacéo, os filamentos de actina. As imagens foram adquiridas com lente objetiva de 20x.
B) Fotomicrografia mostrando a localizacdo subcelular de CIP4 em células MDA-MB-231
obtidas com lente objetiva de 40x. C) Fotomicrografia mostrando a localizacdo subcelular de
CIP4 em células MDA-MB-231 obtidas com lente objetiva de 100x (imers&o).
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4.6.4. Células mioepiteliais expressam CIP4 em &cinos normais

Células mioepiteliais sdo fundamentais para a homeostase e manutencdo da
estrutura de acinos, sendo referidas na literatura como responsaveis por exercer um papel
supressor de metastases. Portanto, decidimos investigar o perfil de expressdo de CIP4
neste tipo celular. O conjunto de imagens a seguir foram selecionadas de amostras
representadas no TMA com tumores de mama marcado com anti-CIP4, que ilustram
diferentes momentos da progressdao tumoral. No painel A podemos observar epitélio
mamario histologicamente normal, formando &cinos circundados por células mioepiteliais
que expressam CIP4 em niveis significativos. As células luminais expressam niveis menores
de CIP4 quando comparadas as células mioepiteliais (Figura 23A). No painel B, podemos
observar uma leséo in situ, onde células mioepiteliais sdo escassas e tem menor expressao
de CIP4, acompanhadas de células alveolares displasicas com nucleos hipercromaticos e
polimérficos. No entanto, as células neoplasicas ainda guardam resquicios de sua
arquitetura tecidual, com seus grupamentos celulares inteiramente circundados pela matriz
extracelular, tipicas de les@es in situ. Nota-se a presenca de infiltrado inflamatério em areas
adjacentes a lesdo (Figura 23B). No painel C, é apresentada uma imagem de carcinoma
ductal invasivo onde se observa uma extensa area do estroma invadida pelas células
neoplasicas. Ha forte expressdo de CIP4 nessas células, sobretudo nas areas da borda da
lesdo. As células permanecem agrupadas (Figura 23C). Finalmente, no painel D é mostrado
uma imagem de carcinoma ductal invasivo onde pode-se visualizar pequenos grupamentos
de células neoplasicas, acompanhadas de muitas células individualizadas, com alta
expressao de CIP4. O tecido conjuntivo aparenta estar completamente tomado por células
invasivas (Figura 23D). Células epiteliais ndo séo vistas nos casos de invaséo (23C e 23D)

e, em ambos os caos ha abundante expressao de CIP4.
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Figura 23. Imunomarcacdo de CIP4 em diferentes estagios de progressdo do
carcinoma de mama. A) Fotomicrografia mostrando que em &cinos normais, as células
luminais esté@o circundadas por células mioepiteliais (indicadas por setas), que por sua vez
expressam CIP4 em proporcBes superiores as células luminais. B) Fotomicrografia
mostrando componente epitelial mamario com carcinoma ductal in situ (CDIS). Apesar de
ndo apresentar invasao, observa-se a reducdo do numero de células mioepiteliais com a
tipica expressdo de CIP4. C) A Fotomicrografia demonstra infiltragdo difusa do estroma
maméario por carcinoma ductal invasivo (CDI). E notavel o enriquecimento de CIP4 nas
bordas da lesdo. N&o séo observadas células mioepiteliais. D) Outro caso de carcinoma
ductal invasivo, onde é possivel visualizar células tumorais com forte imunomarcacao de
CIP4 invadindo o estroma mamario. A presenca de CIP4 é vista no espaco perinuclear e nas
bordas da membrana plasmatica. Barras laterais no canto superior esquerdo indicam 100
pm.
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4.6.5. O silenciamento estavel e regulado de CIP4 nédo altera a expresséo
de seus parélogos Tocal e FPB17

Para investigar o papel de CIP4 em processos celulares como migracao,
invasdo e geracdo de metastases, células MDA-MB-231 foram transduzidas com
particulas lentivirais contendo sequencias que codificam RNAs contendo grampos
(short hairpins RNAs — shRNAS) que apos processados pela maquinaria de RNAI da
célula alvejam o mMRNA de CIP4 levando ao seu silenciamento. Apés a transducéo,
este sistema permite a expressao condicionada a presenca do indutor doxiciclina em
meio de cultura celular. O resultado de um experimento de Western blot mostrado na
figura 24A indica que o silenciamento de CIP4 indutivel por Dox foi mais efetivo com
a concentracado final 2 pg/mL, condicdo que foi utilizada nos experimentos

subsequentes.

Com intuito de verificar a especificidade do silenciamento induzido pelo shRNA,
investigamos a expressdo de genes paralogos de CIP4 pertencentes a mesma
familia F-BAR (TOCA-1 e FPB17). Os mesmos extratos proteicos foram analisados
por western blot com anticorpos contra TOCA-1 e FPB17. A figura 24B mostra que
tanto TOCA quanto FPB17 n&do séo afetadas pelo silenciamento de CIP4. Este
resultado indica que o fenétipo resultante do silenciamento de CIP4 é estritamente

relacionado a esta proteina e ndo de seus paralogos.



98

A)
Tripz shCIP4
05 1 15 2 - 05 1 15 2 Dox(ugul)
T U SR CIP4
e — s ]
B)
12 4
1
% 0.8 +
gﬂ 06 1
E 0.4 4
02
o5 4 15 = 2 0 0.5 1 15 2 Dox[]
TRIPZ shCIP4
C)
TOCAI FPB17 CIP4

TREZ shCIP4 TRPZ shCIP4 TRz shCIP4

BN = e
— e —— —— [}~ A CTIN

Figura 24. Silenciamento indutivel de CIP4 e seu efeito sobre a expressdo dos seus
paralogos TOCAl e FPB17. A) Células da linhagem MDA-MB-231 transduzidas com
lentivirus carreando o vetor vazio (TRIPZ) ou vetor contendo shRNA contra CIP4 (shRNA)
foram tratadas com Doxiciclina e extratos celulares foram analisados por Western blot para
guantificacdo dos niveis de CIP4. A inducédo da expressdao dos shRNAs foi testada com 4
concentracdes de Doxiciclina, 0.5, 1, 1.5 e 2ug/ul. B) Grafico mostrando a reducdo da
abundéncia de CIP4 nas células shCIP4 de acordo com a concentracdo do indutor
doxiciclina. Utilizando 2ug/ul de doxiclina, a reducéo de CIP4 foi de 95.8%. C) Western blot
para deteccdo de TOCAL, FPB17 e CIP4 em extratos de células transfectadas com vetor
vazio (TRIPZ) ou vetor contendo shRNA contra CIP4 (shRNA) e mantidas na presenca de

Doxiclina.
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4.6.6. Deplecéo de CIP4 reduz a fosforilagdo de MAPK-p38

Diversos estudos relacionam CIP4 ao controle de exposicdo de EGFR na membrana
citoplasmatica (trafficking) (Hu et al. 2009), bem como as vias de transducéo de sinal
bioquimico a jusante a EGF (Pichot et al. 2010; Hu et al. 2011; Saengsawang et al.
2012; Malet-Engra et al. 2013). Com o intuito de investigar as vias de transducao de
sinal bioquimico afetadas pela deplecédo de CIP4, investigamos a fosforilacdo de um
painel de proteinas envolvidas na transduc@o de sinal intracelular EGFR e seus
efetores (Akt e MAPK-p38), apés o estimulo com EGF (Figura 25). Para isso,
coletamos extratos celulares nos tempos de 0, 1, 2, 4, 8 e 16 minutos ap6s o
tratamento com EGF. Em seguida, foi determinada a quantidade relativa da proteina
total (EGFR, Akt e p38) e suas formas fosforiladas (pY-EGFR-p, pT388-Akt e pY-
p38) através de western blot (Figura 25A). A expressdo e acumulo de formas
fosforiladas das diferentes proteinas na presenca de niveis endogenos de CIP4
(células transfectadas com vetor Tripz vazio) ou em células com CIP4 depletado
(shCIP4) foram quantificadas por densitometria Optica e normalizadas por actina
(Figura 25B). Observamos que a fosforilagdo de EGFR (pY-EGFR) € mais intensa
quando CIP4 esta silenciada quando comparada ao controle Tripz (Figura 25, pY-
EGFR). Os niveis de EGFR total também parecem estar aumentados durante a
deplecdo de CIP4 (Figura 25, EGFR). A fosforilacdo de Akt parece se manter mais
tardiamente na auséncia de CIP4 quando comparada ao controle Tripz (Figura 25, p-
Akt [T388]). Isso sugere uma maior duracdo no efeito desta fosforilacdo. A
fosforilacdo da MAPK-p38 encontra-se reduzida nas células com deplecéo de CIP4
(Figura 25, p-p38). Na condicdo controle (TRIPZ) o acumulo de fosfo-p38 (p-p38)
acontece a partir dos 4 minutos apos a adicdo de EGF. Porém, o mesmo nao é

observado quando CIP4 est4 silenciada (shCIP4).



100

A) B)
Tripz shCIP4 "
01248101 2 4 816 EGF (min) \EGiToj'd ~ p_EGFR
MES S S SEEaEe  DYEGFR i: S
- s  EGFR e
e WRERER S (T389) P_AKt . p_p38
om: rosccass - -
T s
e I |
- CIP4 —Tripz
f‘-----" pseltere -‘- Glrd il e —— e ShCIP4

—— —————————— actin

Figura 25. Efeito do silenciamento de CIP4 sobre a ativagcdo de componentes da via de
transducédo de sinal de EGF. A) Painel de western blots realizado com extratos totais de
células MDA-MB-231 com deplec¢éo de CIP4 (e seu controle TRIPZ) coletadas em diferentes
tempos de tratamento com EFG. Além da fosforilagdo no proprio receptor EGFR (topo),
foram investigados Akt e p38, dois principais componentes na transducdo de sinais
bioquimicos da estimulagcédo do receptor de EGF. N painel inferior, pode ser visualizada os
niveis de deplecao de CIP4, comparada ao controle. B) Graficos mostrando a quantificacédo
das bandas correspondentes a EGFR total, EGFR fosforilada (p_EGFR), Akt fosforilada
(p_Akt), MAPK-p38 fosforilada (p_p38) e CIP4 detectadas em A), normalizadas pela banda
de actina detectada em cada amostra.
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4.6.7. CIP4 modula positivamente a expressao da metaloproteinase MMP2

Os efeitos do silenciamento CIP4 sobre a fosforilagdo de MAP-p38 nos levou a
investigar se houve anormalidades nos niveis de metaloproteinases (MMP). Coletamos o
meio condicionado resultante do tratamento com TGFB e submetemos a analise pelo kit
“‘Human MMP multiplex platform” (Eve Technologies). Esta andlise revelou que, durante o
silenciamento de CIP4, houve uma drastica reducdo dos niveis de MMP2 presente no

sobrenadante de cultura (Figura 26A).

Para definirmos como CIP4 regula os niveis de MMP2, realizamos a medicdo de
seus transcritos por gRT-PCR durante a deplecdo de CIP4. Como pode ser observado na
figura 26C, durante a deplecéo de CIP4 houve uma reducdo de aproximadamente 50% nos
niveis de transcritos de MMP2, quando comparada as células com niveis normais de CIP4
(TRIPZ). Entretanto, CIP4 n&o influenciou a transcricdo de MMP-9. Isso nos levou a deduzir
gue a reducdo dos niveis proteicos podem estar relacionadas com a diminuicdo da
expressdao de MMP2. Em conjunto, esses resultados sugerem que CIP4 promove a

expressao de MMP2 e isso pode ser intermediado pela via de sinalizagdo de MAPK-p38.
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Figura 26. CIP4 promove a expressao de MMP2. A) Imunodeteccao das proteinas MMP2
nas células MDA-MB-231 com ou sem silenciamento de CIP4, antes e apds o tratamento
com TGF-B. Os valores de abundancia relativa foram obtidos utilizando o kit de ELISA
“Human MMP multiplex” (Eve Technologies). B) Expressao relativa dos transcritos de MMP2
em células MDA-MB-231 com (shCIP4) ou sem (Tripz) o silenciamento de CIP4. O RNA
total foi isolado e analisado por qRT-PCR usando primers especificos MMP2 e MMP-9,
sendo normalizados pela expressdo de GAPDH. Todos os experimentos foram realizados 3
vezes de maneira independente. (* (P< 0.05)).
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4.6.8. CIP4 regula positivamente a migracéo e invasao de células MDA-
MB-231 in vitro

Um estudo publicado na literatura demonstrou, usando silenciamento
transiente (SiRNAs), que CIP4 esta envolvido na migracdo e invasao invasao in vitro
da linhagem celulaer maligna MDA-MB-231 (Pichot et al. 2010). Porém outro
trabalho utilizando silenciamento estavel demonstrou resultados contrarios ao
trabalho de Pichot e colaboradores (Hu et al. 2011). Para investigar essa aparente
discrepancia, e verificar a contribuicdo de CIP4 no processo de migracao e invasao
celular nés usamos neste trabalho um sistema de silenciamento por shRNA baseado

em lentivirus (TRIPZ) que permite o silenciamento indutivel pela adicdo de doxiclina.

Os ensaios de wound healing foram realizados como descrito na secao
"MATERIAL E METODOS". Com uma ponteira p200, foi feito uma raspagem numa
monocamada de células e fotografados com 0, 12 e 18 horas (Figura 27A). As
imagens mostram uma reducdo na area de células migradas com CIP4 silenciado
(shCIP4), quando comparado a controle vetor vazio (TRIPZ). As areas de migracao
foram medidas e representados em grafico de barra mostrando que houve
aproximadamente 60% de reducdo na capacidade migratéria em células com CIP4

silenciada (Figura 27B).
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Figura 27. O silenciamento de CIP4 na linhagem MDA-MD-231 reduz as taxas de
migracdo e invasdo in vitro. A) Imagens representativas do ensaio wound healing
realizado nas células MDA-MB-231 com silenciamento de CIP4 e respectivo controle TRIPZ.
As células foram semeadas e cultivadas até atingir a completa confluéncia, quando a
monocamada foi riscada e imediatamente fotografada (tempo 0). Em seguida retornadas
para a incubadora e novamente fotografadas apds 12 e 18 horas. B) Grafico comparando as
medidas da area de migracéo apds 12 horas, medidas em trés réplicas experimentais. As
células com o silenciamento de CIP4 apresentaram reducdo na capacidade migratéria de
aproximadamente 60%.

Em seguida, avaliamos a capacidade migratéria de células tumorais de
mama na presenca e auséncia de CIP4 utilizando camaras transwell. As células
foram semeadas no compartimento superior de camaras transwell com poros de
8um em meio de cultura na auséncia de soro fetal bovino (SFB), enquanto o
compartimento inferior recebeu meio de cultura completo (10% de SFB), como
estimulo para a migracdo. Apdés 12 horas de incubacdo, estes transwells foram
fixados e corados com DAPI para a quantificacdo de células que migraram para a
superficie inferior da membrana. Corroborando os ensaios de wound healing, o

silenciamento de CIP4 diminuiu a migracdao da linhagem celular MDA-MB-231
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(Figura 28A). Este resultado foi observado em trés ensaios independentes e

corresponde a aproximadamente 50% de reducéo.

A seguir, expandimos esta andlise para invasao celular em matrigel usando a
mesma camara transwell, como descrito na secdo MATERIAL E METODOS.
Contrastando com ensaio de migracdo em transwell, o ensaio de invasao oferece
uma barreira fisica a movimentagédo das células de um compartimento para o outro,
mimetizando a lamina basal, que neste caso foi utilizado Matrigel. Além de barreira &
movimentacdo celular, esta camada de matriz evidencia o potencial que as células
possuem em degradar ativamente os componentes desta matriz. Nossos resultados
indicam nas células com deplecdo de CIP4 ocorreu aproximadamente 50% de

reducado da invasao de Matrigel, em comparacédo ao controle TRIPZ (Figura 28B).
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Figura 28. CIP4 é um modulador positivo da migragéo e invaséo celular em cultura. A)
Ensaio de migracdo medido em camaras transwell com poros de 8um. Células transduzidas
com vetor vazio (Tripz) ou vetor contendo shRNA contra CIP4 (shCIP4) foram semeadas na
parte do superior do transwell suspensas em meio de cultura carenciado (sem soro) e na
presenca de doxicliclina. Na parte inferior do transwell foi adicionado meio de cultura
completo (10% soro fetal bovino). As células que migraram a parte superior foram contadas
e seu numero representado no grafico de acordo com o grupo experimental. Observou-se
reducdo de aproximadamente 50% da capacidade migratéria em células com CIP4
silenciada (12 campos contendo acima de 100 células; ensaio feito em triplicata,;
significancia s.e.m; *student’s test (P<0.05)). B) Ensaio de invasdo de matrigel in vitro
utilizou das mesmas condi¢des descritas em A, porém, foi adicionada uma camada de 20%
de matrigel a parte superior do transwell de modo a oferecer uma barreira fisica as células.
As células capazes de invadir esta camada de matrigel e colonizar a parte inferior do
Transwell foram fotografadas, contadas e seu nimero representado no grafico. As células
com CIP4 silenciadas apresentaram uma reducdo superior a 50% na capacidade invasiva
silenciada (12 campos contendo acima de 100 células; ensaio feito em triplicata;
significancia s.e.m; *student’s test (P<0.05)).
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Ensaios de invaséo celular in vitro em transwell falham em mimetizar as
condigBes fisiolégicas que ocorrem in vivo. Para tentar contornar essa limitacao,
utilizamos o sistema de invaséo celular em esferoides tridimensionais. Este sistema
oferece uma condicdo um pouco mais realista, ao proporcionar as células formacao
de agregados, aumentando assim as interacfes célula-célula e ainda possibilitando
total imerséo a matriz extracelular. Os resultados indicam que ha reducado da area de
invasdo em células com o silenciamento de CIP4 (Figura 29A e B), o que é
concordante com o ensaio de invasao em transwell realizado anteriormente (Figura
28B). A reducdo na area decorrente no silenciamento de CIP4 ¢é de

aproximadamente 50% quando comparada ao controle TRIPZ (Figura 29B).

Em conjunto estes resultados apontam CIP4 como um regulador positivo na

promocado da migracédo e invasao em células humanas de cancer de mama.
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Figura 29. Silenciamento de CIP4 reduz as taxas de invasdo em modelos
tridimensionais de cultura de células. A) Fotomicrografias representativas do ensaio de
invasdo dos esferoides 3D. Acima sao vistos os esferoides antes do estimulo a invasdo, e
abaixo 6, dias ap0s o inicio do estimulo. B) Gréfico representando as diferencas nas areas
de invasdo nas diferentes condi¢cdes estudadas. A deplecdo de CIP4 mostrou reducéo
significativa na area de invaséo. Significancia s.e.m; *student’s test (P<0.05)
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4.6.9. O silenciamento de CIP4 reduz a incidéncia de metastases em
pulmdes de camundongos Rag2”yC

Para estudar a contribuicdo de CIP4 para a propagacdo de metastases in
vivo, conduzimos experimentos em camundongos fémeas Rag2” yc” com 5-7
semanas de idade. Culturas de células MDA-MB-231 transduzidas com o vetor vazio
(TRIPZ) ou vetor contendo o shRNA contra CIP4 (shCIP4), com e sem inducgéo de
doxiclina, foram injetadas no fat pad da mama desses animais. Este modelo € muito
atil na compreenséo da disseminacdo de metastase (Le Devedec et al. 2009). A
doxiciclina foi adicionada a racdo dos animais para induzir a expressao do shRNA in
vivo, assim como do gene reporter TurboRFP presente no vetor lentiviral. Apés 4
semanas os animais foram sacrificados para coleta do tumor primério e observacéo
de metéstases pulmonares. Foi medida a massa do tumor primario, onde
observamos que nao houve diferencas significativas entre tumores formados em
animais inoculados com células contendo o vetor vazio (TRIPZ) ou vetor com
shCIP4, na presenca ou auséncia de Doxiclina (Figura 30B). Em seguida, os
tumores primarios foram macerados e 0s extratos totais foram analisados por
western blot. Observou-se o0 silenciamento sustentado de CIP4 in vivo apos 4
semanas do inoculo inicial com a manutencdo de Dox na dieta (Figura 30A). Este
achado demonstra que o silenciamento de CIP4 ndo resulta em maior crescimento
do tumor primario. A figura 3C apresentra imagens representativas dos tumores
primario. As lesdes apresentam-se como hipercoradas em roxo e nao aparentam

conter diferencas na morfologia e extensao das lesdes (Figura 30C).
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Figura 30. CIP4 néo esta relacionado com as taxas de crescimento do tumor primario
nas mamas de camundongos Rag2-/-yc- fémeas. A) Western blot de lisados de tumores
primarios camundongos fémea Rag2”yc” sujeitos a inje¢do intra-mamaria de MDA-MB-231,
HCC1806 e Mtin3-PL com CIP4 silenciadas e seus respectivos controles. A droga
doxiciclina foi adicionada a dieta e ao fim de 4 semanas de crescimento tumoral, CIP4
permaneceu silenciado. B) Grafico mostra a massa tumoral, em gramas, dos tumores dos
camundongos Rag2”y”. N&o houve diferencas significativas entre os grupos controle e
shCIP4_Dox + (p> 0,05). C) Imagens representativas demonstrando que o tumor primario
em diferentes linhagens celulares utilizadas ndo evidenciaram diferencas de crescimento ou
diferencas morfologicas entre os controles shCIP4 e respectivos controles.
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Durante a disseminacdo de metastases, a independéncia de ancoragem no
[limen de vasos, extravasdo desses e colonizacdo pulmonar séo estagios finais do
processo (Figura 4B). Com o intuito de simular estas etapas tardias a disseminacao
de metastases, as células das linhagens celulares descritas (Figura 30A) foram
injetadas na veia caudal de camundongos Rag '~ yC /. Apés 4 semanas esses
animais foram eutanasiados, tendo seus pulmdes coletados e submetidos a cortes
histoldgicos e coloracdo por H&E. O conjunto de Fotomicrografias mostra os nédulos
de metastases pulmonares (marcados pelas setas pretas) e evidencia que nédo ha
diferencas no numero e extensdo dessas (Figura 31A). O grafico mostra medidas
resultantes de 3 ensaios independentes, que demonstram ndo haver diferencas
entre a formacado de metastases pulmonares a partir de injecdes de células pela veia
caudal (Figura 31B). Tomadas em conjunto, esses dados indicam que a deplecéo de

CIP4 ndo interfere em estagios finais da geracdo de metastases.
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Figura 31. CIP4 nédo esta relacionado com as taxas de aparecimento de metastases a
partir de células tumorais circulantes administradas pela veia caudal em
camundongos RAG2" yC ' . A) Imagens representativas dos pulmdes que indicam o
namero e extensdo destas metéstases (setas pretas). Em ambos, controle e shCIP4, ha
formacdo do mesmo numero de metastases do pulméo, indicando que CIP4 influéncia
apenas 0s estagios iniciais da disseminacdo de metastases. B) Grafico mostra o nimero de
metastase do pulm&o nos respectivos grupos. As analises estatisticas foram realizadas e
ndo mostra diferencas significativas entre shCIP4 e respectivos controles (p> 0,05).
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Finalmente, o potencial de geracdo de metastases foi avaliado no modelo de
camundongos Rag2 ~/“yc */ . As células foram preparadas e indculadas via intra-
mamaria. Passadas 4-5 semanas, os animais foram sacrificados e os pulmdes foram
examinados em um microscopio de epifluorescéncia, buscando a presenca
metastases positivas para a expressao de TurboRFP (ou GFP na linhagem MtIn3-
PL). A analise inicial dessas Fotomicrografias mostrou um reduzido nuamero de
metastases nos pulmdes dos animais que receberam células com CIP4 silenciada,
guando comparadas aos respectivos controles (Figura 32A). Analises posteriores
utilizaram seccbes destes tecidos pulmonares corados com hematoxilina-eosina
para quantificacdo de metastases. Animais que receberam células com CIP4
silenciada mostraram uma diminuicdo significativa no numero de metastases
pulmonares (Figura 32B). Imagens representativas destes grupos mostram a
presenca de destas metastases no parénquima pulmonar. As setas indicam a
quantidade e localizacdo destas metastases de acordo com o grupo experimental.
(Figura 32C). Tomados em conjunto, nossos dados indicam que CIP4 € um potente

modulador do processo metastatico.
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Figura 32. O silenciamento de CIP4 reduz as taxas de disseminacdo de metastases no
pulmdo de camundongos Rag2’yC”. A) Fotomicrografias de epifluorescéncia em
pulmdes de camundongos Rag2-/-yc. As metastases, que sao TurboRFP ou GFP (em
MtIn3-PI) positivos, estdo indicadas na figura. Ha uma reducdo significativa no namero de
metastases nas células com CIP4 silenciados em todas as linhagens celulares testadas. B)
Grafico mostra o nUmero de metastases encontradas em cortes de pulmao de camundongos
Rag2”yc”, corados com H&E (* Anova, p=0.0092 média + - no, N = 24 animais; # Anova,
p=0.0055 média + - no, N = 12 Animais, e T test, p=0.0675 média + - no, N = 14 Animais).
C) As fotomicrografias de cortes representativos dos pulmdes de camundongos fémeas
Rag2”yc” coradas com H&E como o grupo experimental (setas indicam as posicdes das
metastases).
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5. DISCUSSAO

Um dos maiores desafios para o tratamento do carcinoma de mama resulta
da enorme heterogeneidade tumoral caracteristica destes carcinomas (Page et al.
1998; Sorlie et al. 2001; SCHMITT 2008). A classificacdo morfologica (anatomo-
patolégica) atualmente utilizada € insuficiente para caracterizar os carcinomas de
mama, uma vez que 0S tumores com 0 mesmo grau, estadio e tipo histolégico
podem apresentar diferentes progndésticos e respostas a terapia (Elston and Ellis
1991; Reis-Filho et al. 2006; SCHMITT 2008). As limitacbes na classificacao
morfolégica, em grande parte, sdo devidas a incapacidade de distinguir as
caracteristicas moleculares destes tumores (Van De Vijver et al. 2002; Pultti et al.

2004; SCHMITT 2008).

Neste trabalho, tivemos como o ponto de partida um estudo de expressao
génica em larga-escala em tumores de mama (Canevari et al., dados néo
publicados), para a escolha de 8 genes candidatos a marcadores de prognéstico e
predicdo de metastases. Nosso objetivo inicial era validar esses candidatos, que
foram identificados como diferencialmente expressos em experimentos com
microarranjos de DNA, utilizando outra metodologia, que desta vez, mede a
abundancia proteica por IHQ em laminas de TMA. Foram utilizados blocos de TMAs
ja montados e previamente estudados durante a tese de doutorado da Dra. Monica
Maria Stiepcich (Stiepcich 2007). Em seu trabalho, cortes histolégicos desses TMAs
foram utilizados em reacdes de IHQ para pesquisar a expressdo de diferentes
marcadores tumorais ja conhecidos, dentre os quais os receptores ER, PR e HER2,

0 que nos foi extremante util pois permitiu classificar as amostras de acordo com
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subtipos moleculares ja descritos (Rakha et al. 2010), e assim, poder agrupar a

expressdo de nossos candidatos a marcadores de prognostico

Dessa forma, priorizamos trés abordagens para os estudos com TMAs, que
serdo discutidas abaixo: i) avaliar se os resultados de imunomarcagao obtidos com
TMAs em um conjunto independente de amostras que corroboram os dados de
expressao génica obtidos com microarranjos de DNA ii) investigar a relacao entre o
nivel de expressdo proteica dos genes candidatos e a sobrevida / incidéncia de
metéstases nos pacientes com carcinoma de mama, e iii) associar os Concentracao
das proteinas expressas pelos genes candidatos de acordo com 0s subtipos

moleculares do carcinoma de mama.

5.1. TMA como ferramenta de validagao do microarranjo de cDNA

Os experimentos com microarranjos de DNA que serviram de base para este
trabalho indicou 60 genes diferencialmente transcritos em pacientes que
desenvolveram metastases em até 5 anos apos a remocdo cirdrgica do tumor. A
partir da anotacdo dos genes presentes neste conjunto, selecionamos 8 desses
genes como candidatos a biomarcadores de malignidade no carcinoma de mama
para serem validados em um conjunto independente de amostras por TMA. Cabe
salientar que o microarranjo de DNA mediu os niveis de RNAmM, enquanto que o0s
ensaios com TMAs estimaram a abundancia destas proteinas por método
imunoenzimatico (IHQ) em amostras de tumores independentes. Para checar se
havia concordancia entre esses niveis, agrupamos ambos os resultados conforme

pode ser observado na tabela abaixo.
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Tabela 4. Associacdo entre a expressédo relativa do mRNA e da proteina codificada
pelos genes candidatos a biomarcadores de prognoéstico do carcinoma de mama. Os
niveis relativos dos transcritos foram medidos nos microarranjos de DNA. A abundéncia
relativa das proteinas foi medida por TMA utilizando o conjunto total de amostras. Ambos se
referem as amostras de pacientes com pior prognéstico.

Expressdo do mRNA Expresséao da proteina
Gene (microarranjo de DNA) (TMA)
Metastase Sobrevida Metastase
ARPC3 Aumentado Diminuido Diminuido
PPIL1 Aumentado Diminuido Sem diferenca
AKAP14 Aumentado Sem diferenca Sem diferenca
ITGAV Aumentado Sem diferenca Sem diferenca
ABCG1 Aumentado Sem diferenca Sem diferenca
EXYD1 Diminuido Sem diferenca Sem diferenca
MICA Diminuido Sem diferenca Sem diferenca
CIP4 Diminuido Aumentado Aumentado

Dos 8 genes escolhidos para validacdo com TMAs, apenas ARPC3 e CIP4
mostraram associacdo estatisticamente significativa a abundancia das proteinas
codificadas pelos genes e o risco do paciente desenvolver metastases. Para o gene
ARPC3, os experimentos com microarranjos de DNA indicou que o nivel de seus
transcritos estd aumentado nos pacientes que desenvolveram metastases.
Contrariamente, os resultados de TMAs sugerem que a abundancia proteica de

ARPCS3 esteja reduzida naqueles pacientes com maior probabilidade de metastases.

Para CIP4, os resultados de microarranjo de DNA indicaram niveis de
transcritos reduzidos nos pacientes acometidos por metastases. No entanto, sua
abundéancia proteica esta aumentada nos pacientes com maior incidéncia de
metastases, conforme os resultados de TMA mostrados na figura 20. Foi também
observada maior abundéancia proteica de CIP4 nos pacientes com menor sobrevida

cancer especifica.
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Relatos na literatura que compararam em escala global a expressao de
MRNAS respectivas proteinas indicam que o coeficiente de correlacdo encontra-se
em torno de 0,4 a 0,5 (Tew et al. 1996; Anderson and Seilhamer 1997). Esta
correlacdo pode ser ainda menor em células tumorais (Tew et al. 1996). Isso sugere
que a abundancia de mRNA & um “pobre” indicador dos niveis de suas proteinas
correspondentes (Tew et al. 1996; Anderson and Seilhamer 1997; Anderson and
Anderson 1998; Futcher et al. 1999; Gygi et al. 1999; Pradet-Balade et al. 2001,

Greenbaum et al. 2003).

Os niveis de expressdo de uma determinada proteina ndo depende somente
das taxas de transcricdo do gene, mas também de mecanismos de controle
adicionais que atuam ao nivel pds-transcricional como a localizagdo e exportacao
nuclear do mRNA (Lipshitz and Smibert 2000), estabilidade dos transcritos (Belasco
and Brawerman 1993), existéncia de regulacdo por microRNAs (Bartel and Chen
2004), regulacédo da traducdo (Sonenberg et al. 2000) e a degradacédo proteica
(Bochtler et al. 1999; Kirschner 1999; Voges et al. 1999; David 2013). Desse modo,
a deteccdo de niveis aumentados de transcritos ndo necessariamente implica que as

proteinas irdo se acumular nas células em niveis maiores

A determinacdo dos niveis de mRNA, tanto por métodos em larga escala,
como individualmente, podem ser uteis na predicdo do prognéstico de lesbes
neoplasicas (Hui et al. 1996; Brase et al. 2010). No entanto avaliar a abundéancia do
MRNA possui limitado valor preditivo para determinar a terapia a ser adotada
quando se trata de avaliar a presenca de uma proteina necesséria para a resposta a
um tratamento por exemplo. Por exemplo, o tratamento quimioterapico com
anticorpo anti-HER2 (Trastuzumab ) s6 é indicado apdés verificada a expressédo do

receptor ao nivel protéico (Ithimakin et al. 2013). Essas evidéncias sugerem que a
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medicdo da abundancia proteica tem grande relevancia na predicdo do fendtipo

tumoral, especialmente na decisao do tipo de terapia a ser empregada no tumor.

5.2. Relacdo do nivel de expressao proteica dos genes candidatos e a

sobrevida/incidéncia de metastases

Tradicionalmente, a IHC € um dos principais métodos para determinar o perfil
de expressdo protéica em anatomia patologica (Camp et al. 2000; Marquez et al.
2004). A possibilidade de interrogar centenas de casos em apenas uma lamina
revolucionou o estudo do perfil molecular no diagndstico de neoplasias (Zellweger et
al. 2003). Descrita pela primeira vez em 1998 (Kononen et al. 1998), a técnica de
microarranjos de tecido (TMA) evoluiu e conta hoje com novas metodologias
automatizadas para obtencao e analise dos resultados (Camp et al. 2008; Rojo et al.
2010). Algumas dessas ferramentas digitalizam as laminas de TMA coradas por IHC
gerando imagens de alta resolucdo que podem ser acessadas remotamente em
qualguer computador, dispensando o uso do microscépio. Apesar de criticas por
parte de alguns patologistas tradicionais, evidéncias acumuladas na literatura tém
demonstrado uma estreita correspondéncia entre os resultados obtidos a partir da
observacdo tradicional usando o microscopio e a determinacdo dos valores de
imunomarcacao utilizando sistemas automatizados (Turbin et al. 2008; Alvarenga et
al. 2013). A correta utilizacdo destas tecnologias possui inimeras vantagens frente
ao uso do microscopio, como a eliminacdo das possiveis variabilidades inerentes a
subjetividade ou fadiga do observador, ou de outras interferéncias relativas a
instrumentacdo como fonte de luz do microscopio, tipos de lentes objetivas utilizadas

entre outros (Cregger et al. 2006; Alvarenga et al. 2013; VILELLA-ARIAS 2013).
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Neste trabalho, utilizamos a tecnologia fornecida pelo sistema da Aperio, que utiliza
0 equipamento “ScanScope” para digitalizacdo das laminas, e posteriormente utiliza
ferramentas que integram o sistema “ImageScope” para a extragdo e processamento

de dados (Aperio Inc.).

Uma vez digitalizadas as laminas, a intensidade de coloracdo relativa a
imunomarcacdo foi convertida em valores numéricos utilizando o software
“‘CountPixel V9" na plataforma "ImageScope". Essa medida de intensidade,
denominada "positividade", foi determinada em amostras com diferentes
intensidades de imunomarcacéo, e a comparagao com medidas obtidas visualmente
no microscopio revelou uma relacdo direta e proporcional entre as medidas visuais e

os valores de positividade (Figura 8A).

Os valores de positividade mostraram-se bastante heterogéneos de acordo
com o gene estudado (Figura 8B). Inicialmente tentamos estabelecer, de forma
arbitraria, os valores de corte de positividade que possibilitassem a separacdo dos
pacientes em diferentes grupos de riscos. Entretanto, ao perceber a vulnerabilidade
desta estratégia frente aos diferentes valores de positividade nos 8 genes
analisados, buscamos na literatura e encontramos a ferramenta de andlise X-Tile
(Camp et al. 2004). Esta ferramenta indica o melhor valor de corte (positividade) que
permite separar estatisticamente subgrupos de pacientes em funcédo sobrevida e
probabilidade de desenvolvimento de metastases (Mazumdar and Glassman 2000;

VILELLA-ARIAS 2013).

Estabelecidos esses pressupostos, prosseguimos com a analise dos
biomarcadores candidatos. A analise dos candidatos ABCG1, MICA, FXYD1 e

AKAP14, nao revelou uma associacao significativa entre a imunomarcagcao das
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proteinas e a sobrevida dos pacientes ou a probabilidade de desenvolver
metastases, e 0s resultados estdo apresentados na secdo "ANEXOS". Os
candidatos que apresentaram associacdo estatisticamente significativa com o
seguimento clinico do paciente foram apresentados na secdo "RESULTADOS" e

estao resumidos na tabela abaixo.

Tabela 5: Relagcado entre a imunomarcagao da proteina e a sobrevida cancer
especifica e probabilidade em desenvolver metastases

Gene Sobrevida cancer p- Probabilidade em p-
especifica Value desenvolver metastases Value
MENOR expressao associada e
PPIL1 . o 0,026 N&ao significante 0,07
a pior prognéstico
MENOR expresséo associada MENOR expresséo associada
ARPC3 ) L 0,033 . - 0,003
a pior prognéstico a pior prognostico
MAIOR expressao associada MAIOR expresséo associada
CIP4 ] i 0,048 i ] 0,027
a pior progndstico a pior progndstico

Como é possivel constatar, a menor expressao da proteina PPIL1 esta
associada a menor probabilidade de sobrevida cancer especifica do paciente,
embora nao tenha relacdo significativa com a probabilidade em desenvolver
metastase. Analisando o candidato ARPC3, observamos que a menor abundancia
proteica deste, esta relacionada a piores chances de sobrevida cancer especifica,
acompanhada de maior probabilidade de desenvolver metastases. Por outro lado,
CIP4 expressa de forma aumentada esta relacionada a maior probabilidade de

desenvolver metastases, incidindo num pior indice de sobrevida cancer especifico.

Nossa abordagem utilizada para a analise dos TMAs, mostrou a correlacédo
entre a abundancia das proteinas e parametros clinicos de sobrevida e incidéncia de
metastases apenas 2 dos 8 genes analisados. Entretanto, os outros 6, que nao
apresentaram tais correlacdes de maneira estatisticamente significantes, podem ter

peculiaridades que fogem a maneira como abordamos o problema. Abordaremos
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mais essas questdes posteriormente, ao falarmos das limitacbes da abordagem

utilizada para validagao dos candidatos por TMA (ver item 5.4).

5.3. Concentracdo das proteinas expressas pelos genes candidatos de

acordo com o subtipo molecular do tumor

A classificacdo dos tumores de acordo com o0s subtipos moleculares nos
permitiu avaliar separadamente o perfil de expressédo dos candidatos a marcadores
nos principais subtipos representados em nossa amostra e sua possivel influéncia
na predicdo do prognostico. O subtipo Luminal A como ja discutido, expressa 0s
receptores ER e/ou PR mas ndo expressa HER2, e quando assim classificado o
tumor tem indicativo de bom progndéstico (Yanagawa et al. 2012). Alguns genes
analisados por TMA neste trabalho mostraram interessantes achados quando
discriminados por subtipos moleculares. As curvas de sobrevida das pacientes em
fungdo da imunomarcacdo de ITGAV apresentaram uma inversdo de tendéncia
quando o subtipo Luminal A foi contrastado com os demais subtipos (Figura 13C e
D). Em Luminal A, a menor abundancia de ITGAV esta relacionada a menores taxas
de sobrevida, enquanto que nos demais subtipos observou-se o oposto. A mesma
tendéncia de inversao para Luminal A € observada nas curvas de probabilidade de
desenvolvimento de metastases de acordo com a expressao de ITGAV (Figura 14B
e C). E interessante notar ainda que para ITGAV, quando as curvas de sobrevida e
de chance desenvolvimento de metastases sao analisadas sem a distincdo do
subtipo Luminal A, ambas ndo possuem significancia estatistica (Figura 13B e 14A,
respectivamente). Esta peculiaridade do subtipo Luminal A mostrando inversdo de

tendéncia da expressdo proteica na capacidade de predizer o prognostico de
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sobrevida e de incidéncia de metastases, também foi observada em outros genes
candidatos: ARPC3 e CIP4 ([Figuras 16C,D e 17B,C — ARPC3] e [Figuras 19C,D e
20 B,C — CIP4]). A expressao do gene PPIL1 também apresentou esta tendéncia
inversdo para a sobrevida de Luminal A, embora ndo mostre significancia estatistica

(p=0.0616) (Figura 10C e D).

Os dados apresentados neste trabalho indicam que a expressao de CIP4 esta
associada ao prognéstico de pacientes portadoras de carcinoma ductal invasivo.
Com excegao de pacientes com subtipo Luminal A, a maior expressédo de CIP4 se
correlaciona com uma maior probabilidade de desenvolvimento de metastases.
Curiosamente, observa-se uma relacao inversa nos pacientes com tumor Luminal A.
Apesar disso, o0 subtipo Luminal A apresentou menor expressao de CIP4 quando

comparado os subtipos triplo negativo e HER2+.

As diferencas de expresséo observadas entre diferentes subtipos moleculares
do carcinoma de mama reforca a ideia de que o valor preditivo da expressao dos
marcadores moleculares é maior em combinacdo, do que considerados
individualmente (Rakha et al. 2010). Durante a progressédo de tumores do subtipo
luminal para os do subtipo basal-like, diversas mudancas fenotipica acontecem.
Uma das mais impactantes para essas células é o fato de deixar de expressar o
receptor ER, que influencia diretamente a expressao de outros genes. Até mesmo a
expressao do receptor PR € influenciado por ER (Rakha et al. 2010). Isto implica em
diferentes genes sendo expressos, e sendo assim, possivelmente diferentes
contextos de sinalizagdo celular devem estar funcionais nos distintos subtipos
tumorais. A presenca dos receptores ER e/ou PR, uma caracteristica do subtipo

Luminal A, sugere que neste contexto a abundéancia relativa dos biomarcadores
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ITGAV, ARPC3 e CIP4 pode estar associada a diferentes comportamentos

biolégicos do tumor, dependendo da presenca ou auséncia destes receptores.
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5.4. Principais dificuldades e limitacdes da estratégia adotada para as

analises de TMA

Em nossa abordagem para analisar os TMAs, utilizamos a quantificagdo por
IHC para o total de proteinas, ndo havendo distincdo do compartimento celular que
estaria localizada. O software utilizado (CountPixel v.9) quantifica o total de pixels
das areas selecionadas para a analise. Isso traz uma importante limitacdo, pois, é
sabido que a localizagdo subcelular da proteina pode se refletir em diferentes
contextos de sinalizagdo (Peifer and Polakis 2000; Krieghoff et al. 2006). Foi
demonstrado que algumas proteinas quando mudam a sua localizacao subcelular
influenciam alteragbes fenotipicas dos tumores (Liu et al. 2002; Bettstetter et al.
2005; Haudek et al. 2010). Apesar de existirem ferramentas no sistema ScanScope
que permitem selecionar apenas a marcacdo da regido nuclear ou citoplasmatica,
estas necessitam de ajustes que devem obrigatoriamente ser feitos com pelo menos
dois patologistas independentes. Infelizmente, ndo tivemos a oportunidade de validar
essas ferramentas da forma adequada, e consequentemente, optamos por nao fazer
a deteccdo de imunomarcacéo de acordo com o subcompartimento celular. A seguir
falaremos brevemente a respeito de cada um dos candidatos que tiveram resultados

relevantes no que se refere a localizacdo subcelular.

Outra limitagdo que pode ser apontada na interpretagcao dos resultados com
TMAs é que os anticorpos empregados na IHC ndo discriminam variantes de
splicing, mutacbes e nem modificacdes pos-traducionais sofridas pelas proteinas.

Sabemos que estas nuances podem influenciar grandemente o fenétipo tumoral.

A seguir abordaremos os candidatos a biomarcadores que nao apresentaram

significancia estatistica nas curvas de Kaplan-Meier de sobrevida e de incidéncia de
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metastases. Serdo abordadas as possiveis razbes que possam ter limitado sua
correlacdo com esses parametros clinicos. Como ja discutido, nossa abordagem
adotada nas andlises dos TMAs priorizou a quantificacdo total das proteinas
independente de sua localizacdo. Entretanto, neste trabalho procuramos também
observar diferencas na localizacdo subcelular destas, embora visualmente e sem o
uso de programas de quantificacdo, listando a seguir nossos principais achados.
Além disso, listamos as principais dificuldades e limitacdes encontradas em cada

candidato, que encontram-se ordenados por ordem de relevancia.

5.4.1 PPIL1

Em nosso estudo, a proteina expressa pelo gene PPIL1 mostrou na maioria
dos casos, localizacdo citoplasmatica. Entretanto, em alguns casos observou-se
uma forte marcacdo nuclear. A Figura 9, exemplifica bem este fendmeno, pois,
casos com positividades bem préximas (0,87 e 0,84) apresentam diferentes
disposicdes nucleares destas proteinas. Comparados isoladamente, o caso com
maior disposicao nuclear de PPIL1 apresentou maior comprometimento linfonodal.
Interessantemente, a localizacéo nuclear de PPIL1 foi observada de forma marcante
na linhagem celular de mama com maior potencial metastatico MDA-MB-231

(ANEXOS: Figura S2).

E importante salientar que as func¢ées descritas de PPIL1 no enovelamento de
proteinas, pela isomerizacdo cis/trans de seus residuos de prolina, acontecem nao
s6 no citoplasma, mas também sdo fundamentais para o correto enovelamento de
proteinas precursoras de particulas ribonucleoproteicas (snRNP) no spliceossomo

(Wang et al. 2010; Hegele et al. 2012). Esta grande e complexa maquinaria de
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remocao de introns de pre-RNA, o spliceossomo, € regulada por uma série de
etapas e depende da relagdo de PPIL1 com proteinas SKIP (Ski Interaction Protein)
gue estabilizam ou ndo a correta sua montagem (Jurica and Moore 2003). Sabe-se
gue os nucléolos sdo responsaveis pela maturacdo das snRNPs que compdem o0s
spliceossomos. A quantidade e forma com que estes nucléolos se dispdem no
ndcleo mudam de acordo com a malignidade de tumores de mama (Helpap 1989),
indicando que a dinamica destas organelas nucleares estdo em constantes

transformacdes no decorrer da progressao tumoral.

Essas evidéncias nos levam a seguinte indagagcao: Porque alguns tumores
apresentam maiores de taxas de localizagéo nuclear de PPIL1? Estariam envolvidas
em algum passo da transformacéo maligna? Isso poderia ser um indicativo de piora
no prognoéstico? Estas perguntam ndo foram aprofundadas nesta tese,

representando interessantes perspectivas do trabalho.

5.4.2. AKAP14

Este gene nao foi abordado no corpo da tese (RESULTADOS), pois, nao
apresentou curvas de Kaplan-Meier estatisticamente significantes, na separacao de
pacientes de acordo com sua abundancia proteica e prognostico de sobrevida e
incidéncia de metastases. O que nos levou a inclui-lo no item ANEXOS. Entretanto,
julgamos valido discutir neste sub item pois, também mostrou diferente status de
localizagéo. Nossos resultados com TMAS, evidenciaram que no caso de carcinoma
ductal in situ AKAP14 encontra-se disposto mais acentuadamente na membrana
celular, embora tenha uma marcacédo citoplasmatica de menor intensidade

(ANEXOS, Figura S17A). Por outro lado, a amostra de carcinoma ductal invasivo
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(ANEXOS, Figura S17B) mostrou uma ténue marcacdo de membrana, moderada
marcacao citoplasmatica e, em algumas células, marcacédo nuclear. Cabe ressaltar
ainda que ambos o0s casos apresentaram positividades para AKAP14 muito
préximas, 0,85 e 0,82 respectivamente. Interessantemente, nossos resultados de
imunofluorescéncia usando linhagens celulares, mostraram a presenca de AKAP14
na membrana apenas das linhagens luminais MCF10A e MCF7 (ANEXOS: Figura
S18). Ao passo que nas linhagens mesenquimais/metastaticas MDA-MB-231 e
HS578T mostraram ténue marcacao nuclear, ndo dispondo dessa proteina em suas

membranas celulares.

Ha poucos relatos na literatura a respeito de AKAP14, sendo que nenhum
deles investiga esta proteina no contexto de neoplasias. Sabe-se que esta
enriquecida nos axonemas ciliares do trato respiratério modulando a frequéncia do
batimento ciliar (Kultgen et al. 2002). AKAP14, assim como 0s outros membros desta
familia de proteinas adaptadoras (AKAP), interagem com Proteina Kinase A (PKA)
confinando sua forma ativa em compartimentos celulares especificos, de forma que
sua acao seja restrita e ndo abrangente. Dessa forma, criam-se microgradientes de
cAMP de forma heterogénea na célula (Tasken and Aandahl 2004; Carnegie et al.
2009). As diferentes localizacdes de AKAP14 nos diferentes casos, bem como, nas
diferentes linhagens, podem estar refletindo diferentes contextos da sinalizacéo de

PKA. Este aspecto nao foi explorado neste trabalho de forma mais detalhada.

5.4.3 ITGAV

Esta integrina, também conhecida como CD51 ou receptor de vitronectina,

atua como um dos principais receptores de ades&do associada a matriz extracelular
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(Sims et al. 2000). As forcas mecanicas provenientes da adesdo de integrinas a
matriz extracelular, sendo fundamentais para a organizacdo do citoesqueleto,
migracédo, proliferacdo e diferenciacéo celular (Sims et al. 2000; Jiang et al. 2003).
Alem disso, tem implicacbes em muitos processos do desenvolvimento e sao alvos

terapéuticos para a inibicdo de angiogénese e da osteoporose (Bader et al. 1998).

Nossos resultados de IHC nos tecidos indicam que na maioria dos casos
ITGAV encontra-se na membrana citoplasmatica e no citoplasma (Figura 12). E
interessante notar que, quando os &cinos normais estdo delimitados pela lamina
basal, e consequentemente segregados da matriz extracelular, ITGAV apresenta
uma ténue marcacdo na margem da circunferéncia acinar (Figura 12A). Esta
localizacdo periférica no acino coincide com a localizagdo esperada das células
mioepiteliais, onde estas exercem seus efeitos paracrinos e morfogénicos (ver se¢éao
INTRODUCAO, Figura 2). Interessantemente, nos casos de carcinoma ductal
invasivo por sua vez, a marcacao de ITGAV mostrou-se de maneira singular na
membrana de cada célula invasiva (Figura 12B e C). Nestas células, talvez o
comportamento invasivo faga com as moléculas ITGAV medeiem sua adesdo a

matriz, para que finalmente migre e invada os tecidos adjacentes.

Nossos resultados de imunofluorescéncia mostram que na linhagem
mesenquimal/metastatica HS578T, a proteina ITGAV apresentou uma marcacao de
membrana, mas de forma semelhante a adesfes focais. O que mostrou-se bem
diferente do observado para a linhagem luminal MCF10A, onde ha o margeamento
total, e ndo em focos, da membrana celular (Figua S4). A disposicao de ITGAV
encontrada em HS578T é similar ao encontrado na linhagem celular A-431,

proveniente de carcinoma epidermoide (The Human Protein Atlas,

http://www.proteinatlas.org/ENSG00000138448/subcellular). Apesar de muito
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interessante e promissores, nao investigamos a fundo o porqué dessas diferencas.
Entretanto, permanece a perspectiva de investigar mais a respeito dessas

diferencas.

5.4.4 MICA

Existem evidéncias de Lo e colaboradores demonstraram que alguns alelos
do gene MICA tornam individuos mais susceptiveis ao cancer gastrico (Lo et al.
2004). Enquanto que em outro trabalho, sua importancia no prognostico de cancer
esb6fago também foi demonstrada (Mei et al. 2012). Foram observados altos niveis
de MICA em soros de pacientes com o cancer do colo do utero e lesdes
precursoras, quando comparados com os individuos saudaveis (Arreygue-Garcia et
al. 2008). Surpreendentemente, produtos sollveis de MICA desempenham
importantes papéis na evasao imune por células tumorais (Kim et al. 2007). Madjd e
colaboradores sugiram que a indugéao da expressao de MICA pode ser um indicativo
de mau progndstico no carcinoma da mama (Madjd et al. 2007).

Ye e colaboradores documentaram por ELISA niveis aumentados da fracdo
secretada de MICA em pacientes com cancer de mama. Nesse estudo, o estadio
clinico do cancer de mama foi correlacionado positivamente com o nivel de
expressdo da proteina. Os autores inferiram que a expressdo de MICA conferiam
propriedades evasivas a resposta imune anti-tumoral (Jemal, Siegel et al. 2008). Foi
demonstrado ainda que o aumento dos niveis plasmaticos de MICA reduziu a
expressao de NKG2D em linfécitos T e células NK de pacientes com cancer cervical

(Arreygue-Garcia et al. 2008).
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Nossos resultados com TMA para MICA (ANEXOS: Figura S12)
demonstraram diferentes localizacdes subcelulares para esta proteina. Observou-se
a localizacédo citoplasmatica na maior parte dos casos (ANEXOS: Figura S12A).
Alguns poucos casos apresentaram marcacao clara na membrana celular, como
observado na figura S12C. Entretanto, o que mais nos chamou a atencéo, foi que
em alguns casos constituintes do mesmo bloco de TMA, a matriz extracelular estava
com forte imunodeposicdo de DAB, sugerindo que nesta seccdo houvesse maior
presenca de MICA secretada. Esses resultados foram discutidos com a equipe de
patologistas no Hospital AC Camargo. Apesar da aparente localizacdo de MICA
detectada por IHC no microambiente tumoral, 0 que traria interessantes perspectivas
para investigacbes futuras, técnicas adicionais para confirmacdo seriam
necessarias, objetivando minimizacdo de interferéncias artefatuais decorrentes da

técnica utilizada.

5.4.5. FXYD1

Este gene codifica uma proteina que mais comumente conhecida como
Dysadehrin ou phospholemman (PLM). Esta, ao se associar a bomba de Na+ K+
ATPase regula suas propriedades de transporte (Crambert et al. 2002; Mahmmoud
et al. 2003). Feschenko e colaboradores mostraram que esta proteina e altamente
expressa em estruturas especificas do sistema nervoso central. Utilizando cérebros
de rato, mostraram que € abundante no cerebelo, em neurbnios de Purkinje, e no
plexo de coroide (Feschenko et al. 2003). Foi identificada na membrana de
neurdnios do cortex frontal de camundongos, onde foi caracterizada no contexto da

sindrome de Rett (Deng et al. 2007). E uma proteina que pode estar presente em
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diferentes membranas celulares, desde a membrana citoplasmatica até vesiculas

intracitoplasméticas (Feschenko et al. 2003; Deng et al. 2007).

Alguns trabalhos existentes na literatura ja a sugeriram como marcador de
prognostico, tumores de pancreas, pulméo, gastricos e de mama (Ino, Gotoh et al.
2002; Shimamura, Yasuda et al. 2004; Nam, Kang et al. 2006; Mitselou, Batistatou et
al. 2010; Ono, Uramoto et al. 2010; Maehata, Hirahashi et al. 2011). Entretanto,
nossos resultados ndo apontaram correlagdo estatisticamente significante entre a
abundancia desta proteina e a sobrevida cancer especifica, bem como a

probabilidade de desenvolvimento de metastases (ANEXOS: Figura.S23 e S24).

Nossos resultados de imunofluorescéncia nas linhagens celulares de cancer
de mama, indicaram que em MDA-MB-231 (maior potencial metastatico), PLM
mostrou localizacdo citoplasmatica, mas de uma forma vesicular que néo foi vista
nas demais linhagens celulares (ANEXOS: Figura S21). Fato que nos chamou
atencdo, pois novamente esta linhagem de comportamento agressivo mostra
nuances de localizacdo diferentes quando comparadas as outras linhagens,
sobretudo as luminais. Nao investigamos, entretanto, se nestas linhagens ha maior
atividade da bomba de Na K ATPase e se isto contribuiria para a maior

agressividade desta linhagem.

Nossas secc¢des de tecido mamario acometidos por carcinoma ductal invasivo
coradas por IHC para PLM, mostraram na maioria das vezes a localizacéo
citoplasmatica desta (ANEXOS: Figura S22). No entanto, em C, observamos uma
disposicdo diferente desta proteina, que apesar de mostrar localizacao
predominantemente citoplasmatica, apresenta um aspecto vesicular, com

granulagcdes. O que nos levou a questionar se haveriam semelhancas aos achados
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de imunofluorescéncia da linhagem MDA-MB-231. Embora néo investigado a fundo,

esse gene teria promissores propostas de estudo.

5.4.6. ABCG1

A proteina codificada por este gene € um membro da superfamilia de
transportadores ABC (ATP-binding cassette), que estdo envolvidos no transporte de
varias moléculas através da membrana plasmatica ou membranas de
compartimentos intracelulares (Klucken et al. 2000; Jakobsson et al. 2009). Alguns
estudos sugerem que ABCG1l age como transportador no efluxo de drogas

resultando menor eficicia da quimioterapia empregada (Janvilisri et al. 2003).

Nossos resultados obtidos com as andlises de TMA ndo mostraram relacao
significativa entre a abundéancia proteica de ABCG1l com a sobrevida céncer
especifica e a probabilidade de desenvolvimento de metastases (ANEXOS: Figuras
S8 e S9). Adicionalmente, as imagens representativas dos cortes histolégicos de
casos constituintes dos TMAs corados por IHC para ABCG1, mostraram forte
marcacao citoplasmatica desta proteina. Por ser uma proteina de membrana,
esperariamos encontra-la nesta localizacdo subcelular, ou mesmo em membranas
intracelular, o que néo corresponde aos nossos achados (ANEXOS: Figura S7).
Nossos resultados de western blot utilizando o mesmo anticorpo apresentou bandas
compativeis ao tamanho esperado, mas bandas adicionais e rastros de
inespecificidade também foram detectados (ANEXOS: Figura S5). Estes resultados
nos leva a pensar que o anticorpo anti- ABCG1 usado nos experimentos com TMA

nao é tao especifico o que nos motivou a descontinua-lo de nossa abordagem.
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5.4.7. ARPC3

A proteina codificada por este gene faz parte de um grande complexo multi-
proteico, que tem implicagbes ramificagdo e extensédo dos filamentos de actina
constituintes do citoesqueleto (Machesky et al. 1997). O fato do gene ter se
mostrado diferencialmente expresso no microarranjo de DNA, juntamente com CIP4
nos chamou a atencdo, uma vez que ambos 0s produtos proteicos supostamente
estariam envolvidos em mudangas no metabolismo do citoesqueleto sofrido por
células tumorais durante a disseminacdo de metastases. No entanto, tivemos
algumas dificuldades na utilizacdo do anticorpo contra ARPC3 (p21-Arc como
também é conhecida). Entre elas, podemos citar a dificuldade de obtencédo de
resultados preliminares de western blot e imunofluorescéncia realizados com as
linhagens celulares de cancer de mama. Estes dados foram considerados uma
etapa fundamental na validagcdo do anticorpo para os ensaios de TMA que se
seguiram. Ainda sim, insistimos com este gene para 0s ensaios de TMA. As curvas
de Kaplan-Meier usando valores e imunomarcacdo para ARPC3,
surpreendentemente mostraram significancia estatistica. As curvas de sobrevida e
incidéncia de metastases mostraram relagdo com a abundancia de ARPC3, embora
com pontos de corte muito baixos (Figuras. 16 e 17). Por ser interessantes, julgamos
valido incluir esses resultados no corpo da tese, mas devemos admitir que
careceram de validacdo adequada. O que limita as conclusdes que poderiamos tirar
a respeito de sua contribuicio no processo metastatico. Dessa forma,

descontinuamos o estudo desta proteina.
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5.5. Anélise funcional de CIP4

As proteinas F-BAR (CIP4, Tocal e FPB17) tém sido correlacionadas a
estabilizacdo de curvaturas na membrana, implicando em processos celulares como
invaginacao celular mediada por clatrinas, filopodia, lamelipodia e formacdo de
podossomos (Takano et al. 2008; Bu et al. 2009; Bu et al. 2010). Porém, apenas
recentemente foi demonstrado o envolvimento de proteinas F-BAR na formacao do
invadopodia em células tumorais de mama (Pichot et al. 2010). No trabalho de
Pichot e colaboradores, foi demonstrado que CIP4 localiza-se em invadopodias
(Pichot et al. 2010). Posteriormente, em 2011, o grupo do Prof. Andrew Craig da
Universidade Queen’s (Kingston, ON, Canada) publicou outro importante trabalho
correlacionando CIP4 ao fendtipo invasivo. Neste trabalho foi demonstrado que CIP4
€ substrato de Src e transloca-se para o invadopodia quando fosforilada (Hu et al.

2011).

As areas de invadopodia digerem ativamente a matriz extracelular (ECM, sigla
do Inglés) (Pichot et al. 2010; Hu et al. 2011; Chander et al. 2012). Pichot e
colaboradores sugeriram que CIP4 estariam atuando como modulador positivo da
formacdo de invadopodia, uma vez que, seu silenciamento transiente diminui o
namero de invadopodias por células. Além disso, demonstraram que esta deplecéo

de CIP4 diminui as taxas de migragéo e invaséo celular (Pichot et al. 2010).

Simultaneamente a publicacédo do trabalho de Pichot et. al., foram obtidos
neste trabalho dados de PCR em tempo real e Western blot concordante,
demonstrando que a expressédo do gene CIP4 encontra-se aumentada na linhagem
mesenquimal/metastatica MDA-MB-231. Obtivemos também dados de

imunofluorescéncia demonstrando a presenca de foci de CIP4 na membrana
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citoplasmatica adjacentes as fibras de stress de F-Actina. Como estes resultados
foram apresentados no trabalho de Pichot et al e perderam o ineditismo, seguimos
explorando aspectos mecanisticos de CIP4 ainda nao elucidados, a investigacéo de
seu potencial metastético in vivo, bem como a sua quantificacio em amostras

clinicas de pacientes portadores de carcinoma de mama utilizando TMAs.

Para os ensaios em cultura, utilizamos um sistema de silenciamento indutivel
por Dox para o silenciamento de CIP4, diferente do empregado anteriormente por
Pichot. Este sistema foi eficaz para a deplecdo de CIP4 na linhagem MDA-MB-231
tanto em cultura (Figura. 24), como in vivo (Figura 30). Realizamos ensaios de
wound healing (cicatrizacdo), migracéo e invasdo em transwell e ensaios de invasao
empregando cultura 3D. Nossos resultados indicam que a deplecao de CIP4 reduziu
as taxas de migracdo e invasdo em transwell, corroborando com os achados Pichot
e colaboradores. O ensaio de invasdo em 3D recapitula o microambiente tumoral,
uma vez que as juncdes célula-célula e a total imersdo na matriz extracelular
(matrigel neste caso) simulam com mais proximidade o que aconteceria in vivo. Por
isso, fornece medidas de invasdo mais robustos. Nossos resultados em invaséo 3D
corroboram com os ensaios em Transwell, indicando que com a deplecédo de CIP4 o

potencial invasivo das células reduz-se em aproximadamente 50% (Figura 28).

A sinalizacdo anormal de EGF tem sido relacionado a varios tipos de cancer,
sobretudo nos carcinomas mamarios (Yao et al. 1988; Yarden 2001; Canil et al.
2005; Chang et al. 2011). Estas anormalidades podem ser devido a aumento da
expressao do receptor de EGF (EGFR) (Rusch et al. 1997), a amplificacdo do gene
(Hirsch et al. 2008) ou mutagdes com ganho de funcéo (Lynch et al. 2004). Com o
intuito de verificar como a sinalizagdo de EGFR é afetada por CIP4, realizamos o

tratamento com EGF em células MDA-MB-231 com e sem deplecdo de CIP4 e
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investigamos seus efeitos apos exposicao ao fator de crescimento (Figura 25). Além
do receptor EGFR e sua forma fosforilada, avaliamos também a abundancia de dois
importantes efetores da transducéo de sinais a jusante de EGFR: MAPK-p38 e Akt.
A deplecdo de CIP4 aparentemente aumentou a concentracdo de EGFR. Também
verificamos que a abundancia relativa de EGFR é maior nas células que estavam

com CIP4 silenciada no momento do tratamento com EGF (Figura 25).

Nossos resultados indicam ainda que CIP4 esta envolvida na ativacdo de
MAPK-p38. Malet-Engra e colaboradores observaram na linhagem JVM3, derivada
de Leucemia Linfocitica Crénica (LCC), que a deplecéo de CIP4 prejudica a ativacao
de PAK1l e MAPK-p38 (Malet-Engra et al. 2013), resultando na diminuicdo da
formacao de lamellipodia e inibicdo da migracao direcionada por quimiotaxia (Malet-

Engra et al. 2013), corroborando com nossos resultados.

De maneira concordante a diminuicdo da ativacdo de MAPK-p38, notamos
gue durante o silenciamento de CIP4, houve reducdo da expressdo de MMP2 na
linhagem MDA-MB-231. Essa metaloproteinase, também conhecida como gelatinase
(Nagase et al. 1991), é secretada exercendo importante papel na degradacdo de
matriz extracelular tanto em processos fisioldgicos normais (Irwin et al. 1996), quanto
na disseminacdo de metastases (Gupta et al. 2007) (Egeblad and Werb 2002).
Alguns trabalhos demonstraram que MAPK-p38 controla a expressdo MMP2 (Kim et
al. 2004; Zhong et al. 2006; Kumar et al. 2010). De maneira concordante, Nn0oSs0s
resultados indicam que nas células em que CIP4 foi silenciada, houve diminuicdo na
ativacdo de MAPK-p38 (Figura 25), com a concomitante redugcéo da expressao de
MMP2 (Figura 26). O que nos leva a inferir que CIP4 é um modulador positivo da
expressao de MMP2. Além disso, alguns trabalhos sugerem que MMP2 é parte da

assinatura de EMT (Yokoyama et al. 2003; Kasai et al. 2005; Taki et al. 2006).
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Desse modo, também podemos sugerir que CIP4 tem influéncia no processo EMT,
corroborando outros indicios apontados na literatura (Bai et al. 2012; Zhang et al.

2013).

Em 2012, foi publicado um trabalho que sugere que Tocal (paralogo de CIP4)
€ um indutor positivo na promog¢do de migracdo e invasdo de tumores de mama in
vitro, bem como na geracdo de metastases espontaneas nos pulmdes (Chander et
al. 2012). Os efeitos da deplecdo de CIP4 em tumores in vivo e na geracao de
metéstases foram sugeridos pela primeira vez no inicio deste ano. Koshkina e
colaboradores, sugeriram que o silenciamento de CIP4 com shRNAs impede a
progressdo de osteossarcomas e sua disseminacdo metastatica (Koshkina et al.
2013). Nosso trabalho, utilizou 0 modelo de camundongos Rag” yc’™ que receberam
células MDA-MB-231 transduzidas com os vetores lentivirais carreando os shRNA
contra CIP4 bem como os respectivos controles. Nossos resultados indicam que o
silenciamento de CIP4 reduziu em aproximadamente 50% o nimero de metastases
pulmonares (Figura 32). Nossos experimentos in vivo com as células inoculadas
pela veia caudal indicam que CIP4 é necessario apenas em etapas iniciais do
processo metastatico, sendo indiferente nas etapas finais de extravasdo e
colonizacdo metastéatica (Figura 4). Como o invadopodia esta envolvido com a
migracao e invaséo celular, nossos resultados reforgam o conceito de que CIP4 é
uma proteina adaptadora fundamental na génese e maturacédo do invadopodia. Ao
recrutar Cdc42 ativa e N-Wasp, CIP4 parece desencadear um processo crucial para
a formacédo e maturacdo do invadopodia. Outras proteinas F-BAR como TOCA-1 e
FPB17 possuem o0s mesmos dominios proteicos e aparentemente podem
desempenhar o mesmo papel. Quando CIP4 ¢é silenciada ha reducdo de

aproximadamente 50% de reducdo na capacidade migratéria, invasiva e na geragao
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de metastases. Possivelmente, as outras proteinas F-BAR estdo sobrepondo a
funcdo de CIP4, o que gera uma interessante perspectiva de estudo envolvendo o

silenciamento simultdneo ou combinado de todas as proteinas F-BAR.

Tomados em conjunto, nossos resultados indicam que CIP4 é um potente
modulador positivo na formacdo de metéstases, apresentando expressado
aumentada tanto em pacientes com pior prognéstico para desenvolver metastases,
como em linhagens celulares metastaticas. Os ensaios funcionais in vitro e in vivo
indicaram que a deplecdo de CIP4 diminui o potencial metastatico da linhagem
tumoral MDA-MD-231. O silenciamento de CIP4 ndo afetou a capacidade de
formacao de tumores primarios na mama de animais inoculados com células MDA-
MB-231. Ensaios adicionais ainda sdo necessarios para expandir a compreensao
acerca da funcdo de CIP4 no microambiente tumoral, incluindo a deteccdo de
formas fosforiladas da proteina. Entretanto, seu potencial como marcador de
prognostico e alvo terapéutico pode ser sugerido pelos resultados aqui

apresentados.
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CONCLUSOES

Os 8 candidatos selecionados para avaliacdo como marcadores de prognostico
do carcinoma de mama a partir de experimentos de microarranjos de DNA
apresentaram resultados discrepantes quando avaliados em um conjunto
independente de amostras utilizando TMAs.

Trés candidatos apresentaram potencial como marcadores de prognéstico nos
ensaios de TMA com amostras de carcinoma de mama invasivo. A expressao
reduzida de ARPC3, PPIL1 ou aumentada de CIP4 mostraram-se associadas
significativamente a uma menor sobrevida cancer especifica. Adicionalmente, a
expressao reduzida de ARPC3 ou aumentada de CIP4 mostraram-se associadas
significativamente a uma maior probabilidade de desenvolvimento de metastases
apoOs a remocao cirargica do tumor.

Para ARPC3 e CIP4, observamos uma relacdo inversa ao analisar
separadamente as amostras de tumores com subtipo luminal A, onde a
expressdo aumentada (ARPC3) ou reduzida (CIP4) da proteina, apresentou-se
associada a um pior prognéstico. Este resultado sugere que a abundancia
relativa dessas proteinas pode ter significados distintos dependendo do contexto
de sinalizacdo molecular das células tumorais.

A expresséo de CIP4 encontra-se aumentada na linhagem
mesenquimal/metastatica MDA-MB-231, se acumulando focalmente na
membrana citoplasmatica.

Nossos resultados indicam que CIP4 modula a fosforilagdo de MAPK-p38 e é um
modulador positivo da expressdo de MMP2. Estes dados apontam que CIP4
deve ter um papel importante nas vias de sinalizacdo da EMT durante a

disseminagdo metastatica no cancer de mama.
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O silenciamento estavel e regulado de CIP4 na linhagem MDA-MB-231 resultou
em uma reducéo de aproximadamente 50% da capacidade migratéria, invasiva e
de geracdo de metastases.

Ensaios utilizando animais inoculados com células MDA-MB-231 com CIP4
silenciado revelaram que a proteina CIP4 ndo ¢é essencial para o
estabelecimento/crescimento dos tumores primarios mas €& um potente

modulador positivo de eventos iniciais da disseminagédo de metastases in vivo.
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ANEXOS
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CiP4

CIP4 (Cdc42-interacting protein 4) € uma proteina adaptadora envolvida na
regulacao do trasnducgéo de sinais via EGFR. (Hu et al. 2009; Pichot et al. 2010; Hu
et al. 2011). CIP4 é membro de uma subfamilia de proteinas que sédo caracterizadas
pelo dominio F-BAR, (Fer/CIP4 homology-Bin/Amphiphysin/Rvs) (Aspenstrém 1997,
Aspenstrom et al. 2006). Este dominio se liga a varios tipos de Fosfatidil-Inositol (PI),
incluindo os segundos mensageiros de Pl (4,5) P2, Pl (3) P, e PIP3 (Itoh et al. 2005;
Tsujita et al. 2006; Hu et al. 2009; Saengsawang et al. 2013). Uma das funcdes
descritas para esse dominio é reconhecer, através da formacdo de dimeros,
curvaturas de membranas (Shimada et al. 2007; Frost et al. 2008). Além do dominio
F-BAR, gue localiza-se na porcdo N-Terminal, CIP4 possui 2 dominios adicionais: i)
Homology Region-1 (HR1) e ii) Src homology-3 (SH3), localizado na por¢édo C-

terminal. Enquanto Cdc42°™

€ o ligante exclusivo do dominio HR1 de CIP4
(Aspenstrém 1997), o dominio SH3 interage com um conjunto diverso de proteinas,
incluindo os factores que promovem a nucleacdo de actina (WASP, N-WASP,
WAVE), forminas (DAAM-1), Dynamin, e proteina Cdc42/Rac GTPase-activating
(RICH-1). (Tian et al. 2000; Richnau and Aspenstrom 2001; Itoh et al. 2005;

Aspenstrom et al. 2006; Takano et al. 2008).

A internalizacdo de MT1-MMP é promovida por CIP4, que tem sua funcéo
inibida por fosforilacdo mediada por Src (Hu et al. 2011). Outro estudo propbe que
CIP4 promove a formacéo de e quimiotaxia de células de leucemia linfocitica cronica

(LLC) (Malet-Engra et al. 2013).
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PPIL1

Este gene € um membro da familia de isomerases peptidylprolyl (PPlases).
As ciclofilinas, como também s&o conhecidas, s&o altamente conservadas e
ubiquas. Os membros dessa familia desempenham um papel importante no “folding”
de proteinas catalisando a isomerizacdo cis-trans de ligacdes peptidicas do grupo

imidico de prolinas (Hunter 1998).

Risal e colaboradores sugeriram que a elevada expressdo de PPIL1 esta
relacionada ao crescimento de células de cancer de célon (Risal et al. 2012). N&do ha
relatos na literatura que a relacionem com neoplasias mamarias, tampouco com o

desenvolvimento de metastases.
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Figura S1. Western blot realizado com anticorpos anti-PPIL1 nas linhagens celulares.
A) Quadro mostra o status aumentado de PPIL1 em pacientes que desenvolveram
metastases nos 5 anos seguintes a mastectomia. Indica ainda que PPIL1 possui apenas
uma variante de splicing com peso molecular de 26 kDa. B) Western blot mostrando a
imunodetec¢do da proteina PPIL1, como indicado pela seta inferior. As bandas encontradas
correspondem a isoforma descrita de 26 kDa A seta superior refere-se as bandas de actina,
gue foram utilizadas como normalizador. C) Grafico representa a intensidade relativa de
cada banda de PPIL1 detectada no western blot. Houve aumento da abundancia proteica de
PPIL1 na linhagem mesenquimal/metastatica MDA-MB-231 quando comparada as linhagens
epiteliais/ndo metastaticas MCF10A e MCF7.
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Figura S2. Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-PPIL1 nas linhagens
celulares. A) Painel mostra as imagens de imunofluorescéncia contra PPIL1 nas 4
linhagens testadas. Houve marcacgédo citoplasmética e nuclear de maneira difusa em todas
as linhagens. Além disso, é possivel perceber que a marcacao de PPIL1 na linhagem MDA-
MB-231 evidenciou aglomeragdes nucleares de forma ndo observada nas outras linhagens.
Em B) e C), podem ser comparadas as linhagens MCF10A e MDA-MB-231
respectivamente, em imagens ampliadas.
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ITGAV

Integrinas servem como receptores importantes para a matriz extracelular
(MEC), mediando adesdo e migracdo celular, organizacdo do citoesqueleto,
proliferagdo celular, sobrevivéncia e diferenciacdo. Integrina alfa-V (ITGAV) pode
reconhecer, através de seus dominios RGD (comum a todas as integrinas), uma
variedade de ligantes como vitronectina, fibronectina, osteopontina, sialoproteina
0ssea, trombospondina, fibrinogénio, fator de von Willebrand, tenascina e agrin
(Helfrich et al. 1992; Schnapp et al. 1995; Sung et al. 1998). Um trabalho recente
demonstrou o envolvimento desta integrina, em conjunto com BV, na ativagao da via
Akt. Isto confere protecdo a apoptose TRAIL-dependente em cancer de ovario
ascitico (Lane et al.). Outro trabalho mostrou que anticorpos contra ITGAV
(CNTO95) inibem o crescimento celular, migracdo e invaséo através da interrupgao
de vias mediadas pelas adesdes focais (FAK) e os sinais de motilidade celular (Chen
et al. 2008). Borrirukwanit e colaboradores demonstraram que integrina alfaV beta3
inibe metaloproteinases (MT1-MMP e MMP2) em células humanas de céancer de
mama (Borrirukwanit et al. 2007). Lu e colaboradores sugerem que o gene ITGAV
pode tornar-se um marcador de progndstico e alvo promissor novo tratamento para
carcinoma escamoso de laringe (Lu et al. 2009). Schittenhelm e colaboradores
demonstraram que a superexpressao de ITGAV favorece a piores prognésticos em
gliomas (Hollestelle et al. 2010). Em outro estudo, Denadai e colaboradores
sugeriram, por PCR em tempo real e TMA, que a expressdo dessa integrina esta
associada com tumores de alto grau (TMN Ill) e aumenta as riscos de invasao
vascular e neural . Liu e colaboradores demostraram que o silenciamento

transcricional de ITGAV (mediado por MYC) provoca uma supressdo nha
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disseminacdo de metastases em enxertos de linhagens de células tumorais de

mama inoculados em camundongos (Liu et al. 2012).
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Figura S3. Western blot realizado com anticorpos anti-ITGAV nas linhagens celulares.
A) Quadro mostra o status aumentado de ITGAV em pacientes desenvolveram metastases
nos 5 anos seguintes a mastectomia. Além disso, indica que ITGAV que possui 3 variantes
de splicing com pesos moleculares de 111, 112 e 116 kDa. B) Western blot mostrando a
imunodetec¢do da proteina ITGAV, como indicado pela seta. A deteccao ocorreu somente
nos extrato proteicos obtidos através de centrifugacdo diferencial, que deu origem a fracao
de membrana. Nao foi possivel a co-imunomarcacdo de proteinas normalizadoras e, por
isso, ndo foi possivel determinar a abundancia relativa de ITGAV entre as diferentes
linhagens testadas. Aparentemente, ha maior abundancia de ITGAV na linhagem HS578T,
se considerada a mesma quantidade de proteina aplicada por pogo (50ug).
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Figura S4. Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-ITGAV nas linhagens
celulares. A) Painel mostra as imagens de imunofluorescéncia contra ITGAV nas 4
linhagens testadas. E possivel perceber que a marcacdo de ITGAV em MCF10A ocorreu
principalmente na membrana citoplasmatica. Um padrdo diferente de localizagdo é
observado na linhagem HS578T que, apesar de aparentemente estar na membrana
citoplasmatica, mostrou-se enriguecida em apenas algumas regides e em forma de foci. Em

B e C, podem ser comparadas as linhagens MCF10A e HS578T, respectivamente, em
imagens ampliadas.

MCF10A
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ABCGl1

A proteina codificada por este gene € um membro da superfamilia de
transportadores ATP-binding cassete (ABC). Atua como regulador do transporte de
colesterol e fosfolipideos em macrofagos (Klucken et al. 2000) e pode também
regular a homeostase lipidica celular em outros tipos celulares (Jakobsson et al.
2009). O silenciamento de ABCA1, mas ndo ABCG1, inibiu a proliferacdo celular, a
migracdo e a transducgédo via ERK1/2 e Akt induzidas por HDL em células de cancer
prostatico humano PC-3 (Sekine et al.). ABCG2 foi descrito como um dos fatores
que conferem resisténcia de células de céancer de mama ao tratamento
quimioterapico. Age como transportador no efluxo multidrogas (Janvilisri et al. 2003).
Outro trabalho demonstrou que, utilizando LXR, houve inducdo de ABCG1 que por
sua vez efluxo de colesterol em células MCF7, resultando na inibi¢cdo da proliferacéo

celular e estimulo a apoptose (El Roz et al. 2012).
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Figura S5. Western blot realizado com anticorpos anti-ABCG1l nas linhagens
celulares. A) Quadro mostra o status aumentado de ABCG1 em pacientes que
desenvolveram metastases nos 5 anos seguintes a mastectomia. Indica ainda ABCGL1
possui 6 variantes de splicing com pesos moleculares variando de 74 a 76 kDa. A descricdo
do anticorpo fornecida pela empresa fabricante do anticorpo (ABCAM) mostra que o anti-
ABCG1 reconhece bandas de 110 kDa. B) Western blot mostrando a imunodeteccéo da
proteina ABCG1, como indicado pela seta superior. As bandas encontradas correspondem a
aproximadamente 110 kDa. A seta inferior refere-se as bandas de actina, que foram
utilizadas como normalizador. E possivel ainda notar bandas de aproximadamente 74 kDa,
peso previsto para esta proteina. C) Gréfico representa a intensidade relativa de cada banda
de ABCG1 detectada no western blot Nao houve diferencas na abundéncia proteica de
ABCG1 entre as linhagens testadas.
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ABCG1 Dapi Sobreposicao

Figura S6. Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-ABCG1 nas linhagens
celulares. O painel mostra as imagens de imunofluorescéncia contra ABCG1 nas 4
linhagens testadas. Comparativamente, é possivel perceber que ndo ha diferencas de
marcacao entre as linhagens. O que é concordante com as quantificacdes relativas feitas
por western blot (FiguraS5). As imunomarcacdoes mostraram fraca intensidade e
localizacdo difusa de ABCG1. As imagens foram captadas com a objetiva de 20x no
microscépio de imunofluorescéncia .
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Figura S7. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de carcinoma
mamaério corados por imunohistoquimica para ABCG1l. A) Os grupos de células
marcadas nesse caso tiveram positividade 0,47, valor que foi o segundo mais baixo dentre
as positividades encontradas para esta proteina. B) A Fotomicrografia deste caso, assim
como a maioria dos outros, mostraram alta positividade, 0,96. Além de forte imunomarcacéo
citoplasmatica, é possivel vé-la também no nucleo de algumas células. Ambos 0s casos sao
integrantes do mesmo bloco de TMA e foram submetidas as mesmas condi¢cbes de
imunohistoquimica. As linhas pretas indicam as medidas de 100pum aferidas na captura da
imagem.
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Figura S8: Analise da sobrevida dos pacientes em funcdo da imunomarcacédo de
ABCG1. A) Grafico de Kaplan-Meyer mostra a sobrevida global das pacientes com
carcinoma de mama (Valor de corte de positividade: 0.95). Foram considerados todos os
subtipos tumorais da coorte estudada. B) Sobrevida cancer especifica. (Valor de corte de
positividade: 0,92). C) Sobrevida céncer especifica considerando apenas os pacientes do
subtipo luminal A. (Valor de corte de positividade: 0,96). D) Sobrevida cancer especifica
considerando todos os pacientes, exceto aqueles do subtipo luminal A. (Valor de corte de

positividade: 0,94).
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Figura S9: Sobrevida livre de metastdses em funcdo da expressdo de ABCG1. A)
Grafico de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metastases no
conjunto total dos pacientes estudados (Valor de corte de positividade: 0,94). B)
Probabilidade de desenvolvimento de metédstases em pacientes do subtipo luminal A (Valor
de corte de positividade: 0,94). C) Probabilidade de desenvolvimento de metastases em
todos os pacientes exceto Luminal A (Valor de corte de positividade: 0,94).
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MICA

O complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de classe | é codificado por
genes polimorficos cujos produtos medeiam o reconhecimento de antigenos
intracelulares por células T citotoxicas (Groh et al. 1998). Motivados pela associacao
de HLA-B27 com doencas inflamatérias e reumaticas, Bahram e colaboradores
encontraram uma familia de sequéncias no MHC humanos, MHC class | chain-
related gene —MIC, que é altamente divergente de todos os genes classe MHC |
conhecidos (Bahram, Bresnahan et al. 1994). Os genes MIC (A e B)
presumivelmente derivaram de genes MHC | no inicio da evolu¢cao dos mamiferos, e

ramificaram ao longo do tempo.

O gene MICA foi caracterizado como pertecente a superfamilia das MHC
(MHC-I Class related, MIC) e codifica um polipeptideo com massa prevista de 43
kDa (Bahram, Bresnahan et al. 1994), embora estejam também descritas multiplas
variantes originadas por splicing alternativo. Pode estar presente na membrana
celular, como também pode ser secretado, que neste caso parece nao estar
associado a cadeia B2-microglobulina (Arreygue-Garcia et al. 2008). MICA é um
ligante de NKG2-D, que esta expressa em células do sistema imune como linfocitos
T gamma/delta T cells, CD8+ e Natural Killer (NK) (Bauer et al. 1999). Foi sugerido
que esta interacdo impede a maturacdo de linfocitos T (Groh et al. 2002). S&o
crescentes as evidéncias de que isto possa estar de alguma forma modulando
negativamente a resposta imune anti-tumoral (Arreygue-Garcia, Daneri-Navarro et

al. 2008).
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Figura S10. Western blot realizado com anticorpos anti-MICA nas linhagens celulares.
A) Quadro mostra o status diminuido de MICA em pacientes desenvolveram metastases nos
5 anos seguintes a mastectomia. Além disso, indica que possui 2 variante de splicing com
pesos moleculares de 36 e 43 kDa. B) Western blot mostrando a imunodetecgéo da proteina
MICA, como indicado pela seta inferior. As bandas encontradas aparentemente
correspondem a isoforma de 43 kDa. A seta superior refere-se as bandas de actina, que
foram utilizadas como normalizador. C) Gréfico representa a intensidade relativa de cada
banda de MICA detectada no western blot Ao contrario do observado em PCR em tempo
real para os transcritos, houve diminuicdo da abundéancia proteica de MICA nas linhagens
mesenquimais/metastaticas HS578T e MDA-MB-231 quando comparada a epitelial/ndo
tumoral MCF10A. Convém salientar que que MICA pode ser secretada para fora da célula e
nenhuma medida foi feita no sobrenadante de cultivo. O que foi observado aqui foram
apenas extratos proteicos das linhagens utilizadas de apenas uma réplica bioldgica.
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Figura S11. Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-MICA nas linhagens
celulares. O painel mostra as imagens de imunofluorescéncia contra MICA nas 4 linhagens
testadas. E possivel perceber que a linhagem MCF7 mostra menor intensidade de marcacéo
quando comparadas as outras linhagens. O que é concordante com as quantificacdes
relativas feitas por western blot (Figura S10). De uma maneira geral, a marcacdao de MICA
mostrou fraca intensidade e localizagdo celular difusa. As imagens foram captadas com a
objetiva de 20x no microscopio de imunofluorescéncia.
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Figura S12. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de carcinoma
mamario corados por imunohistoquimica para MICA. A) Fotomicrografia demonstrando
a deteccdo imunohistoquimica de MICA, evidenciando sua localizagdo citoplasmatica. A
positividade encontrada neste caso foi de 0,43. A matriz extracelular adjacente né&o
apresentou marcacao imunohistoquimica para esta proteina, preservando sua tonalidade
hialina azul-clara. B) Imagem representativa de caso com maior intensidade de marcacao
imunohistoquimica para MICA. A positividade de 0,76 encontrada, reflete apenas as células
epiteliais do parénquima mamario devidamente delimitadas para a analise. No entanto, a
matriz extracelular apresenta coloragdo carcteristica da imunodeposicdo de DAB. C) Os
grupamentos celulares mostrados neste caso, evidenciam a localizagdo de MICA na
membrana citoplasmética, além de citoplasmatica como j& observada nos casos anteriores.
A intensa marcag¢do imunohistoquimica de MICA neste caso resultou na positividade de
0,96. D) Neste caso, tanto os grupamentos celulares, quanto a area de matriz extracelular
mostraram forte imunodeposicdo de DAB. A positividade encontrada foi de 0,96 e, assim
como nos casos previamente abordados, foi calculada excluindo-se as areas de matriz
extracelular e demais componentes do estroma. Todos 0s casos acima sao constituintes do
mesmo bloco de TMA sendo submetidas exatamente as mesmas condicbes e
concentracdes do anticorpo primario anti-MICA. As barras transversais no canto inferior
esquerdo indicam 100um.
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Figura S13: Andalise da sobrevida dos pacientes em funcdo da imunomarcacgdo de
MICA. A) Grafico de Kaplan-Meyer mostra a sobrevida global das pacientes com carcinoma
de mama (Valor de corte de positividade: 0.95). Foram considerados todos os subtipos
tumorais da coorte estudada. B) Sobrevida céncer especifica. (Valor de corte de
positividade: 0,95). C) Sobrevida cancer especifica considerando apenas os pacientes do
subtipo luminal A. (Valor de corte de positividade: 0,67). D) Sobrevida cancer especifica
considerando todos os pacientes, exceto aqueles do subtipo luminal A. (Valor de corte de

positividade:

0,95).
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Figura S14: Sobrevida livre de metastases em funcdo da expressdo de MICA. A)
Grafico de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metastase no
conjunto total dos pacientes estudados (Valor de corte de positividade: 0,95). B)
Probabilidade de desenvolvimento de metédstases em pacientes do subtipo luminal A (Valor
de corte de positividade: 0,69). C) Probabilidade de desenvolvimento de metastases em
todos os pacientes, exceto luminal A (Valor de corte de positividade: 0,95).
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AKAP14

Ancoras de proteinas quinase A (AKAPS) sdo um grupo de proteinas
estruturalmente diversas, que tém a funcdo comum de ligacdo com a subunidade
reguladora da proteina quinase A (PKA) e restringindo o holoenzima a locais
especificos dentro da célula (Trendelenburg et al. 1996). Este gene codifica um
membro especifico da familia AKAP, o AKAP14 (também conhecida como AKAP28).
As AKAPs sdo encontradas em axonemas ciliares possivelmente desempenhando
um papel na regulacéo da frequéncia de batimento ciliar (Kultgen et al. 2002). Saini
e colaboradores indicaram que esta proteina como marcador de prognostico em
cancer de mama, utilizando 91 amostras de tumores de mama por
imunohistoquimica e hibridizagdo de RNAs in situ (Saini et al. 2013). Contudo, 0s
autores ndo avaliaram a expressdo de AKAP14 nos diferentes subtipos moleculares

de cancer de mama.
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Figura S15. Western blot realizado com anticorpos anti-AKAP14 nas linhagens
celulares. A) Quadro mostra o status aumentado de AKAP14 em pacientes desenvolveram
metastases nos 5 anos seguintes a mastectomia. Além disso, indica que possui 3 variante
de splicing com pesos moleculares de 10, 16 e 28 kDa. B) Western blot mostrando a
imunodeteccdo da proteina AKAP14, como indicado pela seta inferior. A seta superior
refere-se as bandas de actina, que foram utilizadas como normalizador. As bandas
encontradas aparentemente correspondem a isoforma de 16 kDa. Na linhagem MCF10A foi
detectada uma banda adicional mais pesada de aproximadamente 36 kDa. C) Grafico
representa a intensidade relativa de cada anda de AKAP14 detectada no western blot.
Aparentemente, ha diminuicdo da abundéncia proteica de AKAP14 na linhagem
mesenguimal/metastatica HS578T quando comparada a epitelial/ndo tumoral MCF10A.
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MCF10A MCF7
MDA231 HS578

Figura S16. Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-AKAP14 nas linhagens
celulares. O painel mostra as imagens de imunofluorescéncia contra AKAP14 nas 4
linhagens testadas. E possivel visualizar acimulo desta proteina na membrana celular na
linhagem epitelial / ndo tumoral MCF10A e MCF7. Nas linhagens Mesenquimais /
Metastaticas MDA-MB-231 e HS578T, ndo se observa a mesma localizagdo na membrana,
apresentando apenas uma fraca e difusa marcagao no citoplasma.
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Figura S17. Fotomicrografias representativas de cortes histol6gicos de carcinoma
mamaério corados por imunohistoquimica para AKAP14. A) Fotomicrografia
demonstrando a deteccdo imunohistoquimica de AKAP14, que neste caso mostrou
localizag@o predominante na membrana celular. A positividade encontrada neste caso foi de
0,85. B) Caso representativo de reacdo imunohistoquimica que demonstrou a localizacéo
nuclear de AKAP14 em muitas das células expostas na Fotomicrografia. Entretanto, a
localizagdo de membrana, apesar de presente, ndo foi tdo marcante quanto no caso anterior
(painél A). A positividade encontrada neste caso foi de 0,82 (semelhante ao caso anterior).
Em ambos os casos é possivel observar a localizacao citoplasmatica de AKAP14. Esta
sequéncia de imagens é compativel com os achados de imunofluorescéncia realizados nas
linhagens celulares (Figura S16). As barras (vertical em a) e horizontal em b)) indicam
100pm.
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Figura S18: Analise da sobrevida dos pacientes em funcdo da imunomarcacao de
AKAP14. A) Grafico de Kaplan-Meyer mostra a sobrevida global das pacientes com
carcinoma de mama (Valor de corte de positividade: 0,15). Foram considerados todos os
subtipos tumorais da coorte estudada. B) Sobrevida cancer especifica (Valor de corte de
positividade: 0,15). C) Sobrevida global apenas os pacientes do subtipo luminal A. (Valor de
corte de positividade: 0,14). D) Sobrevida cancer especifica considerando todos os
pacientes, exceto aqueles do subtipo luminal A. (Valor de corte de positividade: 0,39).
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Figura S19: Sobrevida livre de metastases em funcdo da expressdo de AKAP14. A)
Gréfico de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metdstase no
conjunto total dos pacientes estudados (Valor de corte de positividade: 0,38). B)
Probabilidade de desenvolvimento de metastases em pacientes do subtipo luminal A (Valor
de corte de positividade: 0,18). C) Probabilidade de desenvolvimento de metastases em
todos os pacientes, exceto luminal A (Valor de corte de positividade: 0,22).
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FXYD1

O gene FXYD1, também conhecido como Dysadehrin ou phospholemman
codifica uma uma glicoproteina que se localiza na membrana plasmatica, e que é
fosforilada em resposta a insulina (Chen et al. 1997) e sensivel as mudancas
provenientes de estimulacédo adrenérgica (Chen et al. 1997). Adicionalmente, PLM
pode servir de substrato na membrana plasmatica para varias quinases, incluindo
proteina quinase A (PKA), a proteina quinase C (PKC) e NIMA quinase (Franzin et
al. 2007). Sua funcao foi documentada como uma proteina acessoria da bomba Na
+, K + / ATPase (Feschenko et al. 2003; Teriete et al. 2007). Um trabalho
demonstrou que FXYDL1 diferencialmente expresso em sarcomas (Takahashi et al.
2006). Posteriormente, Lee e colaboradores verificaram que a expressdao de
Dysadehrin promove motilidade e estimulos de sobrevivéncia em células de cancer
de mama via sinalizacdo de Akt (Lee et al. 2012). Além disso, alguns trabalhos a
sugeriram como marcador de prognostico, tumores de pancreas, pulmao, gastricos e
de mama (Ino et al. 2002; Shimamura et al. 2004; Nam et al. 2006; Mitselou et al.

2010; Ono et al. 2010; Maehata et al. 2011).
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Figura S20. Western blot realizado com anticorpos anti-FXYD1 nas linhagens
celulares. A) Quadro mostra o status diminuido de FXYD1l em pacientes que
desenvolveram metastases nos 5 anos seguintes a mastectomia. Indica ainda que possui
apenas uma variante de splicing e o peso molecular descrito, que é de 10 kDa. B) Western
blot mostrando a imunodeteccdo da proteina Phospholeman (PIm). Foram detectadas
bandas de peso molecular compativel ao esperado, embora algumas bandas interferentes,
de menor intensidade, também apareceram. Abaixo podem ser visualizadas as bandas da
actina, que foram utilizadas como normalizadores. C) Grafico representa a intensidade
relativa de cada banda de PIm detectada no western blot. Houve diminuigdo da abundéancia
de PIm nas linhagens mesenquimais/metastéticas (sublinhada em vermelho) quando
comparadas as linhagens luminal-epiteliais (sublinhada em azul). Entretanto, esta
guantificacao foi feita com apenas uma réplica bioldgica.
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Figura S21. . Imunofluorescéncia realizada com anticorpos anti-FXYD1 nas linhagens
celulares. Em A, o painel mostra as imagens de imunofluorescéncia contra FXYD1 nas 4
linhagens testadas. E possivel visualizar pequenas aglomeracdes nucleares em todas as
linhagens testadas, além de uma fraca e difusa marcag¢do pelo citoplasma. Na linhagem
MDA-MB-231 houve uma maior aglomeracdo no citoplasma, hum aspecto que lembra
vesiculas. Em B e C, podem ser comparadas as linhagens MCF10A e MDA-MB-231 ,
respectivamente, numa imagem ampliada.
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Figura S22. Fotomicrografias representativas de cortes histolégicos de carcinoma
mamaério corados por imunohistoquimica para FXYD1 em amostras de cancer de
mama. A) Fotomicrografia demonstrando a detec¢do imunohiatoquimica de FXYD1, que
neste caso mostrou ténue marcacao citoplasmatica. A positividade encontrada foi de 0,11.
B) Neste caso, a intensidade de marcacdo imunohistoquimica foi maior que a anterior, e
portanto, reflete a maior abundancia da proteina FXYD1. A positividade encontrada foi de
0,58. C) Os grupamentos celulares mostrados nesta Fotomicrografia, da mesma forma que
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0s anteriores, mostram a localiza¢éo citoplasmética de FXYD1. Entretanto, ha uma maior
presenca de vacuolos citoplasmaticos, acompanhados de uma deposi¢ao irregular de DAB,
que aparenta maior granulacdo de FXYD1. Este padrdo assemelha-se ao encontrado na
linhagem celular metastatica MDA-MB-231 (Figura S21c).
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Figura S23: Andalise da sobrevida dos pacientes em funcdo da imunomarcacdo de
FXYD1l. A) Grafico de Kaplan-Meyer mostra a sobrevida global das pacientes com
carcinoma de mama (Valor de corte de positividade: 0,20). Foram considerados todos os
subtipos tumorais da coorte estudada. B) Sobrevida cancer especifica. (Valor de corte de
positividade: 0,20). C) Sobrevida céncer especifica considerando apenas o0s pacientes do
subtipo luminal A (Valor de corte de positividade: 0,02). D) Sobrevida cancer especifica
considerando todos os pacientes, exceto aqueles do subtipo luminal A. (Valor de corte de
positividade: 0,20).
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Figura S24: Sobrevida livre de metastases em funcdo da expressao de FXYD1. A)
Gréfico de Kaplan-Meyer mostrando a chance de desenvolvimento de metastase de acordo
com a positividade de FXYD1 (Valor de corte de positividade: 0,02). B) Probabilidade de
desenvolvimento de metastases em pacientes do subtipo luminal A (Valor de corte de
positividade: 0,08). C) Probabilidade de desenvolvimento de metastases em todos o0s
pacientes, exceto luminal A (Valor de corte de positividade: 0,15).



188

ARPC3

Os complexos protéicos Arp2/3 tém sido implicados no controle da
polimerizacdo de actina de células. O complexo humano é constituido de sete
subunidades: ARP2 (ACTR2) e ARP3 (ACTR3) relacionadas a actina, e as demais
ARC41 (ARPC1B), ARC34 (ARPC2), ARC21 (ARPC3), ARC20 (ARPC4), e ARC16
(ARPC5) (ARP, do Inglés: Actin Related Protein), cujos dominios foram conservados
através da evolucdo (Welch et al. 1997). Tais proteinas desempenham um papel
regulador na remodelagem do citoesqueleto de actina inerente ao processo de
migracdo celular (Machesky et al. 1997). Sabe-se, que durante a transi¢ao epitélio-
mesenquimal que ocorre em metastases, mudancas no padrdo de citoesqueleto
celular sdo observadas. Rauhala e colaboradores demonstraram que o0
silenciamento de ARP 2/3 reflete negativamente na migracdo de células tumorais

pancreaticas (Rauhala et al. 2013).
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