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RESUMO

VASCONCELOS, Juliana Lucia de Albuquerque. Estudo do microRNA-30c e
seu envolvimento na modificacdo da glicosilagdo tumoral mediada pela
GALNT7 no Carcinoma Ductal Invasivo Mamario. Tese. Universidade Federal
de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

O cancer de mama é o tipo de tumor que mais acomete as mulheres no
mundo. No Brasil estimam-se para 2016/2017, 57.960 novos casos de cancer
de mama por ano. O desenvolvimento destes tumores envolve um mecanismo
complexo e multifatorial, onde glicosiltransferases e microRNAs (miRNASs)
desempenham papeis importantes. O objetivo deste estudo foi avaliar a
galactosiltransferase 7 (GALNAC7) e o miRNA 30c no carcinoma ductal
invasivo maméario (CDI). Nosso estudo demonstrou, uma baixa expressao do
antigeno Tn nos tumores mamarios, diante da baixa expressdo da GalNAC7 e
do seu carboidrato-substrato N-acetil-galactosamina (GalNAc). O estudo
evidenciou, também, que o0 gene GALNT7 ndo apresenta influéncia significativa
guanto a um prognostico reservado para CDI, diante de sua baixa expresséo
génica e proteica, demostrando que o mecanismo de O-glicosilagdo na
formacdo de mucinas pode ser estimulado, também, por outros genes da
familia GALNT, porém observamos que o0 gene GALNT7 pode ser modulado
pelo o miRNA 30c frente ao aumento de sua expressdo nos tumores
estudados, levantando a hipétese de um novo alvo diagndstico e terapéutico
via modulagdo da expressdo de genes da glicosilacdo. A andlise dos dados
clinicopatologicos, ndo demonstrou correlacdo significativa, com excecdo da
expressdo de GalNAc e tamanho do tumor. Diante da andlise do segmento
clinico de cada paciente, na curva de sobrevida, ndo houve resultados
significativos quando comparados com 0s subtipos moleculares, estadiamento
clinico, idade e tamanho do tumor. Assim, nossos resultados sugerem que o
MiRNA 30c pode ser um potencial regulador da expressao do gene GALNT7 e
gue assim favorece a menor expressao da enzima GALNAC7 levando a uma
menor insercdo do carboidrato GalNAc nos glicoconjugados de superficie de
células de carcinoma ductal invasivo.

Palavras-chave: carcinoma ductal invasivo de mama, glicosiltransferase,
miRNA-30c.
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ABSTRACT

VASCONCELOS, Juliana Lucia de Albuquerque. Study of microRNA-30c and
its involvement in changes of tumor glycosylation mediated by GalNAC7 in
Breast Invasive Ductal Carcinoma.Theses.Federal University of Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil.

Breast cancer is the most common cancer in women in world. In Brazil, it is
estimated 57,960 new cases of mammary cancers per year in 2016/2017. The
development of these tumors comprises a complex and multifactorial
mechanism where glycosyltransferase and microRNAs (miRNAs) play important
roles. This study aimed to evaluate the galactosyltransferase 7 (GALNAC7) and
the mMiIRNA-30c in mammary invasive ductal carcinoma (IDC). Our results
showed a low expression of Tn antigen in mammary tumors resulting from the
low expression of GALNAC7 which leads to a low insertion of its saccharide-
substrate N-acetyl-galactosamine (GalNAc) in tumor cell glycoconjugates. The
study also evidenced that the gene GALNT7 did not influenced the poor
prognostic of IDC, since a low gene expression and, consequently, a low
protein expression was observed. Such fact indicates that other genes of the
GALNT family may stimulate the O-glycosylation. However, we observed that
MiRNA-30c might modulate GALNT7 expression and can be a new potential
target for diagnosis and therapeutic via modulation of the expression of
glycosylation genes. Among the clinocopathologic data, only GalNAc
expression and tumor size present a correlation. Patient’s survival curve did not
present correlation with tumor molecular subtyping, clinic staging, age and
tumor size. Our results suggest that miRNA-30c may be a potential regulator of
the GALNT7 gene expression and so favoring a lower expression of the
enzyme GALNACY7 leading to a lower insertion of the saccharide GalNAc in
glycoconjugates of cell surface in invasive ductal carcinoma.

Key words: invasive ductal carcinoma, glycosyltransferase, miRNA-30c.
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1 INTRODUCAO

De acordo com dados divulgados pela Organizacdo Mundial da Saude o
cancer é um problema de saude publica mundial onde se estima que 8,2
milhées de pessoas morrem por cancer no mundo (WHO, 2015). O tumor que
mais acomete as mulheres em paises em desenvolvimento e desenvolvidosé o
Cancer de Mama (CM). No Brasil estimam-se para 2016 e 2017, 57.960 novos
casos de CM por ano, com incidénciade 56,2 casos novos de cancer de mama
para cada 100 mil mulheres (INCA, 2016).

O cancer é o resultado de um conjunto de alteragBes celulares, que
levam a uma divisao celular sem controle, podendo invadir tecidos adjacentes
ou distantes através da circulacdo sanguinea e do sistema linfatico (INCA,
2016), apresentando um mecanismo de desenvolvimento bastante complexo.
Sonnenschein e Soto (2008) descrevem a principal teoria da carcinogénese, a
Teoria da Mutagdo Somatica (TMS), que defende o surgimento do céncer a
partir de uma unica célula somatica que sofre multiplas mutacdes em seu DNA,
descontrolando assim, o ciclo de proliferacao celular. Os mesmos sugerem as
teorias de Desorganizagdo Tecidual e Teoria Hibrida que relacionam a TMS
com o conceito que o cancer € também dado inicialmente pela desorganizagao
tecidual (SONNENSCHEIN; SOTO, 2008).

Entretanto, o processo da carcinogénese pode também ser examinado e
caracterizado mais amplamente no contexto da perda de controle da
homeostase na arquitetura tecidual, atipia celular, destruicdo das camadas de
revestimento, mudancas na estrutura do estroma, angiogénese e metéstase
(CUNHA et al, 2004). Muitas destas caracteristicas sdo também resultantes de
mecanismos alterados de expressdo de proteinas e glicoconjugados celulares
gue proporcionam alteracdes nas vias de sinalizagdo, havendo mudangas no
microambiente tumoral, que favorecem, na maioria das vezes, ©
desenvolvimento do tumor e metastase (KARAVANI, 2013; CHRISTIANSEN et
al, 2014).

Estes glicoconjugados apresentam uma alta variagéo estrutural quanto
aos seus residuos de carboidratos os quais sdo expressos diferentemente
entre espécies, tecidos e grau de maturacdo celular (SCHJOLDAGER,
CLAUSEN, 2012). A insercdo e/ou retirada dos -carboidratos nos
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glicoconjugados é um evento bioquimico denominado de glicosilacdo. Este é
um dos mais importantes processos bioldgicos pos-traducdo de modificagdo na
estrutura e funcdo de lipidios e proteinas, mediado por enzimas chamadas de
glicosiltransferases e glicosidases (CHRISTIANSEN et al, 2014). A
apresentacdo de glicosilacdo aberrante ocorre, geralmente, precocemente no
processo de transformacédo e € importante para o diagnostico e tratamento do
cancer (POTAPENKO et al, 2010).

Dentro dos quatro tipos de glicosilacéo, dois tipos sdo mais comuns e
envolvidos com o cancer. O tipo N-glicosilacdo, caracterizado pela ligacado dos
monossacarideos no aminoacido asparagina da proteina e o tipo O-
glicosilagdo, que promove ligacdo do arcabouco glicidico aos residuos dos
aminodacidos serinal/treonina da proteina, existindo diferentes tipos incluindo a
O-glicosilagéo tipo mucina que pode ser iniciada por uma N-Acetil-a-D-
galactosamina (GalNAc), caracterizando os antigenos Tn (CORFIELD, 2014).
Ambos os tipos de glicosilagdo estdo relacionados com a estabilidade e
dobramento das diferentes glicoproteinas formadas inicialmente no Reticulo
Endoplasmatico Rugoso (RER).

Um tipo especifico de enzima que atua no processo de O-glicosilagédo
para formacdo do antigeno Tn, sdo as galactosiltransferases (GALNACS),
codificada pela familia de genes GALNTs e que inserem especificamente 0s
residuos de carboidratos N-Acetil-a-D-Galactosamina (GalNAcs) (PARK et al,
2010; SCHJOLDAGER; CLAUSEN, 2012).Para identificagdo daGalNAc e dos
mais diversos tipos de monossacarideos em tecidos normais e transformados,
ha uma familia de moléculas glicoproteicas ubiquas utilizadas como ferramenta
biolégica denominadas de lectinas (FERREIRA et al, 2010). Como componente
deste grupo de moléculas a lectina Vicia Villosa Aggutinin (VVA) é especifica
para reconhecer carboidratos do tipo N-Acetil-a-D-galactosamina (antigeno Tn)
(KOROURIAN et al, 2008).

Ha pequenas moléculas ndo codificantes de proteinas que atuam como
reguladores da expressao génica, denominadas de microRNAs (miRNA). Estas
moléculas atualmente sdo vistas como inibidores da expressdo de RNAs
mensageiros (MRNA) ou promotores da degradacdo destas moléculas,

favorecendo um erro ou ndo producéo das proteinas/enzimas de glicosilacéo e
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modificando toda biologia celular, tornando-se alvo para diagndstico e terapia
no cancer (KASPER et al, 2014).

Assim, este trabalho se propbepesquisar a expressdo do miRNA 30c e
seu envolvimento na modificacdo da glicosilagdo tumoral mediada pela
galactosiltransferase 7 (GALNAC7) no carcinoma ductal invaviso mamario

(CDI) e suas possiveis correlacdes clinicopatolégicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compreendendo o cancer: principais caracteristicas e génese tumoral

No século passado, Bishop e Weinberg (1996), jA apresentavam o
cancer como uma doenca que envolve uma série de alteracBes gendmicas
gueapresentavam uma exacerbacdo na producdo de oncogenes e uma
supressdo na expressdo de genes supressores de tumor (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Atualmente, o céancer pode ser entendido como um
conjunto de mais de 100 tipos de doencas das quais as células sofrem
inicialmente alteragbes genéticas, dividindo-se segundo seu préprio controle,
podendo consequentemente invadir tecidos adjacentes ou distantes através da
circulagdo sanguinea e do sistema linfatico (INCA, 2016).

Essas doengas apresentam-se de maneira diferenciada diante de uma
vasta complexibilidade molecular e de varios mecanismos adaptativos que
dificultam a obtencdo do total entendimento sobre o cancer no organismo.
Atualmente sdo descritos seis caracteristicas-chave que influenciamou definem
as mudancas biolégicas que acontecem durante o desenvolvimento e
progresséo tumoral. Elas foram descritas por Hanahan e Weinberg em 2000 e
séo conhecidas como os “hallmarkers of cancer” (marcos do cancer) (Figura 1).

Além do poder de replicacdo descontrolada, fuga a apoptose, evasao de
agentes supressores, producao de fatores angiogénicos e poder de invaséo e
metastase, outras quatro caracteristicas foram sugeridas posteriormente por
Hanahan e Weinberg, em 2011, tais como: a grande instabilidade genomica e
mutacdo, desregulacdo do metabolismo energético celular, fuga da destrui¢éo
imune e promoc¢do de mecanismo inflamatério foram incluidas como “marcos
do cancer”. Compreendendo que todos estes mecanismos sdo mediados por
alteracbes da expressdo de inUmeros oncogenes e supressores de tumor, que

desencadeiam uma sequéncia de alteragBes moleculares nas células tumorais.



25

Proliferacao
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Figura 1. Marcos do Cancer (Adaptado de Hanahan e Weinberg, 2000).

O céancer tem seu desenvolvimento sendo investigado constantemente e
teorias tem sido propostas. Sonnenschein e Soto (2008) sumarizaram a
principal teoria da carcinogénese, a Teoria da Mutacdo Somatica, que defende
o0 surgimento do cancer a partir de uma Unica célula somatica que sofre
multiplas mutagBes em seu DNA. Os mesmos sugerem uma nova teoria que
preconiza que o cancer é um problema de organizagdo tecidual, comparado a
organogénese que acontece durante o desenvolvimento embrionario e que a

proliferacdo é um estado defeituoso de todas as células.

Ha ainda a Teoria Hibrida que aponta altera¢des acima do nivel nuclear,
defendendo que este ndo €é o0 Unico caminho para se entender a
carcinogénese. Essa teoria relaciona a Teoria da Mutacdo Somatica com o
conceito que o cancer é também fruto da desorganizacao tecidual que leva a
adaptacdes metabdlicas (SONNENSCHEIN; SOTO, 2008). Porém, ha
vertentes de estudos que colocam como principal causa do cancer o0s
distarbios no metabolismo celular (BENEDETTINI; NGUYEN; LODA, 2008;
FURUTA et al, 2010). Silva, Serakides e Cassali (2004) apontam como uma

das causas do cancer o descontrole hormonal que promove a perda da
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homeostasia celular, sendo indutores da carcinogénese através de alteracfes
metabdlicas favorecendo uma predisposicao as alteragcdes genéticas.

Os processos anormais de modificagdo e multiplicagéo celulares estao
diretamente ligados ao surgimento do céancer, relacionados as alteracfes
genéticas, que comandam estes parametros. Entretanto, o processo da
carcinogénese pode também ser examinado e caracterizado mais amplamente
no contexto da perda de controle da homeostasia, atipia celular, destruicdo das
camadas celulares de revestimento, mudangas no estroma, angiogénese e até
metastase, além das alteracdes genéticas (CUNHA et al, 2004).

Estes mecanismos ocorrem por mudancgas na expressao de proteinas e
glicoconjugados celulares que proporcionam alteragdes nas vias de sinalizacéo
e mudangas no microambiente tumoral, muitas vezes favorecendo o
desenvolvimento do tumor (SHIMMA et al, 2006; KOPF; ZHARHARY, 2007).
Neste contexto os glicoconjugados apresentam uma alta variacdo estrutural
guanto aos seus residuos de carboidratos 0s quais S80 expressos
diferentemente entre espécies, tecidos e grau de diferenciacdo (KARAVANI,
2013).

Provavelmente, a glicosilacdo molecular é o principal mecanismo que
esta relacionado com a modificagdo precoce da estrutura de glicoconjugados
da superficie de células transformadas, apresentando alteracfes que motivam
e/ou promovem a génese e progressao tumoral (POTAPENKO et al, 2010).

2.2 Biomarcadores oncoldgicos

Em 1847, o pesquisador Sir Bence identificou uma proteina na urina de
pacientes com Mieloma Multiplo, denominada de proteina de Bence Jones.
Esta descoberta foi o marco inicial para as pesquisas sobre novas moléculas
gue poderiam caracterizar estados normais e patolégicos, denominadas
posteriormente de biomarcadores e/ou marcadores bioldgicos (ALMEIDA et al,
2007).

Atualmente, biomarcadores sao classificados como moléculas que tem
como objetivo mensurar qualitativamente e quantitativamente um processo

biol6gico normal, patolégico ou a resposta a terapia farmacoldgica (MISHRA,;
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VERMA, 2010) e no cancer, onde diversos estudos s&o voltados para
compreender a maquinaria biolégica da célula neopldsica e desvendar
moléculas alvo para diagnéstico precoce e tratamento (HANASH, BAIK,
KALLIONIEMI, 2011; ANDORFER et al, 2011; KANG et al, 2012).

Estes biomarcadores, na oncologia, sdo importantes para avaliar
parametros tais como: individuos com alto risco de desenvolver o cancer
precocemente, prognostico tumoral, formulacdo de terapias alvo, além de
possibilitar o estadiamento clinico e patolégico mais preciso, localizar
metastases e até uma deteccdo precoce de recidiva tumoral (PARK, 2004;
ALMEIDA et al, 2007; ANDRE et al, 2011; HAYES et al, 2014).

Além destas caracteristicas, a busca de novas moléculas para predizer a
probabilidade de desenvolver tumor € um grande desafio quando a patologia
em analise é o cancer. O diagnéstico precoce anterior a deteccdo de uma
massa tumoral diagnosticavel clinicamente é perseguido na clinica e na
pesquisa cientifica, visto que proporcionara melhor progndstico, valor preditivo
e consequentemente qualidade de vida (LEVENSON, 2007) (Figura 2).

T ol o
E Sintomas ..'
_E Deteccdo Precoce ...‘ C
= Alteracdo molecular. b e d
Q s
£ Inicio de risco :
§ a l & Monitoramento
5 *« Predicdo e sobrevida
PO L e diagndstica
TEMPO

Figura 2. Associagdo do crescimento tumoral com o tempo para diagndéstico e
tratamento: a) biomarcador preditivo; b) biomarcador de deteccdo precoce; c)
biomarcador de diagndstico (estadiamento clinico e histolégico tumoral) e d)
biomarcador de monitoramento da doenga e avaliacdo de tempo de sobrevida.
(Adaptado de Levenson et al, 2007).

Atualmente, ha critérios para classificagdo dos biomarcadores tumorais
(Figura 3), que sao essenciais para acompanhamento dos individuos

acometidos por tumores malignos, compreendendo que essas moléculas
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podem ser provenientes de tecidos, sangue e outros fluidos bioldgicos
(MISHRA; VERMA, 2010).

Héa diversos tipos de biomarcadores descritos e utilizados na rotina
clinica utilizando o sangue (soro) como a enzima Desidrogenase Latica (LDH),
Antigeno Prostatico Especifico (PSA), Antigeno Carcinoembrionario (CEA),
alfafetoproteina (AFP) (DUFFY, 2006; HANASH; BAIK; KALLIONIEMI, 2011) e
tecido tumoral proveniente de bidpsias como Receptor de Estrogeno (RE),
Receptor de Progesterona (RP), Receptor para o Fator de Crescimento
Epidermal Humano do tipo 2 (HER-2), Vimentina e Citoqueratinas (WU et al,
2010; GOBBI, 2012) Também ha pesquisa de expressao génica para 0s genes
BRCAL e BRCA 2, PTEN, e genes que codificam as proteinas acima citadas
(COYLE; JOHNSTON, 2010; MISHRA;VERMA, 2010)

BASEADO NO ESTADIO DA DOENGA BASEADO NO TIPO DE MOLECULA BASEADO EM QUTROS CRITERIOS

‘ A\

BIOMARCADORES DNA POR
(' PREDITIVOS IMAGEM
BIOMARCADORES RNA =
[ DE DETECCAO ] [ ] [ PATDLDGICD]
BIOMARCADORES
ONCOLOGICOS

\ ) [ mmmmm] [ PROTEINAS ] [ IN SILICO ]

DE DIAGNOSTICO

K BIOMARCADORES CARBOIDRATOS
DE PROGMNOSTICO

Figura 3. Critérios para classificagdo dos biomarcadores. (Adaptado de Mishra
e Verma, 2010).

Um biomarcador valido deve apresentar um custo acessivel, além de
uma boa sensibilidade e especificidade (KULASINGAM; DIAMANDIS, 2008),
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porém ainda ndo h& biomarcadores 100% sensiveis e especificos utilizados no
Brasil e no mundo, deste modo, percebem-se algumas dificuldades em
diagnoéstico, estratificacdo tumoral e monitoramento da terapéutica aplicada
(MISHRA; VERMA, 2010).

2.3 Epidemiologia do cancer de mama e fatores de risco

O céancer é um problema de saude publica no mundo. Em 2030, estima-
se no Brasil 21,4 milhdes novos casos de cancer e 13,2 milhées de mortes por
esta doenca, diante do crescimento demografico e envelhecimento da
populacédo (INCA, 2016).

O céancer de mama apresentamaior incidéncia mundial entre as
mulheres (MUNGRUE, 2014). Também no Brasil os canceres mamarios
lideram em quase todo o pais, estimando-se 57.960novos casos para 0S anos
de 2016 e 2017 (Figura 4). Apenas na regido Norte o CM nao esta em primeiro
lugar, perdendo para Céancer de Colo de Utero. Pernambuco esta em 2° lugar
no Nordeste com a maior incidéncia de CM, apresentando 2.450 novos casos
por 100.000 mil habitantes, perdendo apenas para Bahia com 2.560 novos
casos por 100.000 mil habitantes (INCA, 2016).

Atualmente sdo considerados fatores de risco para o cancer de mama
sedentarismo, tabagismo, habitos alimentares e heranga genética
apresentando parentes de primeiro grau com cancer de mama e de ovario.
Estes fatores devem ser trabalhados nas politicas de saude para inferir
diretamente nos dados epidemiolégicos desta patologia de alta taxa de
morbimortalidade (WHO, 2015; INCA, 2016).
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Brasil Regiao Regiao Regiao Regiao Regiao
Norte Nordeste Centro-Oeste Sudeste Sul
10 Mama feminina Colo do Gtero Mama feminina Mama feminina Mama feminina Mama feminina
(56,20) (23,97) (38,74) (55.,87) (68,08) (74,30)
20 Cdlon & Reto Mama feminina Colo do utero Colo do utero Colon e Reto Caolon & Reto
(17,10) (22,26) (19,49) (20,72) (22,66) (23,27)

Figura 4. Taxa de incidéncia de cancer de mama, por regido, para o ano de
2016/ 2017 no Brasil. (Fonte: INCA, 2016).

2.4 Classificacdo e Estadiamento histopatoldégico de tumores mamaérios

Atualmente h4 mais de 30 tipos de tumores mamarios classificados
histopatologicamente, de acordo com painéis de classificagfes histopatoldgicas
j estabelecidas pela a Organiza¢cdo Mundial da Saude (GOBBI, 2012, INCA,
2016).

Vale salientar que mais de 80% dos tumores sdo classificados como
carcinoma invasivo tipo ndo especifico (tradicionalmente denominados de
ductais) e o grupo de tumores chamado carcinoma invasivo especial
(tradicionalmente denominados lobulares) que equivale a 8% a 15% dos casos
de tumores maméarios(INCA, 2016).

Para classifica-los histologicamente, fragmentos dos tumores s&o
adquiridos através de métodos invasivos como as biopsias e/ou cirurgias e sao
analisados diante de trés eixos que compdem um sistema de classificagdo
conhecida como Sistema TNM desenvolvido por Pierre Denoix (Franga), entre
0s anos de 1943 e 1952 (DENOIX, 1952) e que pode ser de classificacédo
patoldgica(p) e clinica(c), avaliando a extensdo anatémica e clinica da doencga,
através da analise dos pontos abaixo citados (INCA, 2016):

1. T - Extens&do do Tumor Primario (tamanho do tumor);
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2. N - Auséncia ou presenca de metastase em linfonodos locorregionais;
3. M- Auséncia ou presenca de metastase a distancia.

No cancer de mama, a Classificacdo TNM tem suas particularidades
para o estadiamento clinico de acordo com o INCA (2016).

Além do estadiamento que é dado pela a Classificacdo TNM, nos
tumores mamarios. Também h& uso de outro tipo de Sistema Graduacao
Histol6gico conhecido como de Scarff, Bloom e Richardson (modificada por
Elston e Ellis em 1991), que realiza um somatoério dos pontos determinados na
escala para avaliar o grau histologico de classificagdo, como abaixo descrito
(DEROSSIet al, 2003):
 3-5 pontos: grau 1 ou bem diferenciado;

» 6-7 pontos: grau 2 ou moderadamente diferenciado;
* 8-9 pontos: grau 3 ou pouco diferenciado.

Essa pontuagdo € dada diante do somatdrio dos valores dos 3
parametros histopatologicos analisados: formacgéo tubular, caracteristicas
nucleares e contagem mitética (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo de Scarff, Bloom e
Richardson (modificada por Elston e Ellis em 1991).
Escala de subdivisdo dos Carcinomas Mamarios

Formacgé&o Tubular Escala
Maioria de tumor (>75%) 1
Grau moderado (10%-75%) 2
Pouca ou nenhuma (<10%) 3

Pleomorfismo Nuclear
Nucleo pequeno, regular, uniforme 1

Moderado aumento no tamanho e 2
variabilidade

Variagdo marcante, nucléolo 3
presente

Contagem Mitotica*

indice baixo (0-10/10 campos) 1
indice moderado (11-20/10 campos) 2
indice alto (>21/20 campos) 3

Fonte: Adaptado de Derossi et al, 2003; Elston e Ellis, 1991.
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2.5 Classificacdo molecular das patologias mamarias

Além da classificacdo histopatolédgica, é imprescindivel, a realizacdo da
subtipagem molecular, que surgiu através de novas técnicas para analise
molecular como os microarranjos de DNA complementar, realizando andlise
paralela de milhares de genes permitido correlacionar perfis de expressdo
génica dos CM com a evolugédo clinica dos pacientes e com as respostas as
terapias utilizadas (RAKHA et al, 2008).

Foram analisados mais de 8 mil genes, assim identificando-se alguns
genes alvo com superexpressao em tumores mamarios mesmo com
classificacdo histopatologica diferente. Assim, houve a classificacdo dos
subtipos moleculares do CM que s&o atualmente utilizados na assisténcia
oncolégica, denominados de: luminal A, luminal B, superexpressao de HER2,
basaloide e triplo negativo ndo basaloide ou mama-normal simile (Tabela 2)
(PEROU et al, 2000). Mais recentemente, outro subtipo foi descoberto,
denominado Claudin-Low (HERSCHKOWITZ et al, 2007).

Os subtipos moleculares sao dados através da técnica de imuno-
histoguimica, uma técnica atualmente simples queavalia a expressdo de
proteinasou glicoproteinas (produto final da transcricdo e tradugdo génica) tais
como: proteina Receptor de Estrogeno (RE), proteina Receptor de
Progesterona (RP), proteina Receptor de Crescimento Epidermal Humano 2
(HER-2), além da citoqueratina 5 , proteina Ki-67 e proteina Receptor de
Crescimento Epidermal tipo 1 (EGFR) (CIQUEIRA et al, 2011) (Tabela 2).

Um novo subtipo molecular esta sendo proposto, através de estudos
sobre as proteinas de adesdo como as Claudinas, Ocludinas e a E-caderina,
denominado de Claudin-Low, porém novos estudos ainda sdo necessarios para
estabelecer um perfil imuno-histoquimico adequado (CIQUEIRA et al, 2011).

No Consenso de Saint-Gallen, evento internacional, bianual e que reuni
grandes especialistas para discutir sobre as diretrizes de diagnostico e
tratamento do CM mundialmente, estabeleceu em 2011 a necessidade da
subtipagem molecular utilizando andlise imuno-histoquimica de expresséo
proteica, além de outros procedimentos para realizar diagndstico e tratamento
do CM, porém em 2015, na mesma reunido, este tipo de classificacao
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molecular perdeu forca e h& o estimulo para analise genética na determinagéo
dos subtipos moleculares. (GOLDHIRSCH et al, 2011).

Estes subtipos moleculares séo essenciais para diagnosticar e direcionar
o tipo de tratamento que devera ser aplicado em cada paciente. O tipo
morfolégico pode ser o mesmo, porém o0s subtipos moleculares diferentes,
justificando os diferentes tratamentos, além de estimativas sobre o tempo livre
da doenca e prognéstico de paciente (GOBBI, 2012; PARK et al, 2012).

Tabela2: Perfis imunofenotipicos para a classificacdo por imuno-histoquimica
dos tumores de mama.

Classificacdo com o indice de Ki-67

Subtipo molecular Padrdo de Imunomarcacao
Luminal A RE+ e/ou RP+, HER-2- e Ki-67 10 a 30%
Luminal B RE+ e/ou RP+, HER-2- e Ki-67 >30% ou

RE+e/ou RP+, HER-2 (lumB-, Her2+)
Superexpressao de HER-2 RE-, RP- e HER-2+
Basaloide (basal-like) RE-, RP-, HER-2-, CK5+ e/ou EGFR +
Triplo-negativo ndo basaloide RE-, RP-, HER-2-, CK5- e EGFR-

HER-2: receptor do fator de crescimento epidérmico humanotipo 2; EGFR: receptor do fator de
crescimento epidérmicotipo 1; RE: receptor de estrogéno; RP: receptor de progesterona; CK5:
citoqueratina 5. (Fonte: Adaptado de Ciqueira, 2011; St Galen, 2015).

2.6 Glicosilagéo versus Progressao tumoral

2.6.1 Aspectos gerais da glicosilacao

Mais de 200 modificagbes pds-traducdo acontecem apds o processo de
traducgdo proteica, finalizando o processo de maturagao e funcionalidade destas
moléculas (SCHJOLDAGER; CLAUSEN, 2012) (Figura 5). Dentre estes
inimeros processos, a glicosilagdo molecular destaca-se diante da sua
complexidade e importancia bioquimica (MAEDA; NISHIMURA, 2008;
SCHJOLDAGER; CLAUSEN, 2012).

Essas modificacbes promovem varias influéncias moleculares, que
participam do processo de reconhecimento de patégenos, reconhecimento
celular, adesdo celular, diferenciacdo e desenvolvimento embrionario,
regulacao e outros processos de comunicacao celular (processos inflamatoérios)
e ainda em diversas patologias (ROSENFELD et al, 2007; MAEDA;
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NISHIMURA , 2008; VALBUENA et al.,, 2010) dadas de acordo com o tipo
celular, etapa de desenvolvimento e diferenciacao celular (CAZET et al., 2010).
A (glicosilagcdo além do papel estrutural aumenta a estabilidade proteica,
protege as proteinas da protedlise e € importante para sua solubilidade
molecular (ROSENFELD et al, 2007).

In vivo as proteinas sdo glicosiladas pela acdo de uma série de enzimas
denominadas de glicosidases e glicosiltransferases, que tem funcao de retirar e
adicionar carboidratos do arcabouco glicidico, respectivamente, resultando na
variabilidade da estrutura de glicanos(ROSENFELD et al, 2007).

Os carboidratos que participam da formagdo de glicoconjugados
(glicoproteinas e glicolipideos), sdo encontrados fazendo parte de oligo ou
polissacarideos que formam uma cadeia linear ou ramificada de agucares,
composta freqientemente por Manose (Man), L-fucose (Fuc), galactose (Gal),
glicose (Glc), N-Acetil-a-D-Galactosamina (GalNAc), N- Acetil-a-D-glicosamina
(GIcNAC) e acido sialico (Sia) (Figura 5) . Estes carboidratos sdo presentes nos
glicoconjugados, porém apresentam diferentes combinagdes, formando
moléculas com diferentes sequéncias de carboidratos e consequentemente
funcdes distintas (VALBUENA et al., 2010).
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Figura 5. llustracdo da heterogeneidade dos carboidratos encontrados em
glicoproteinas e glicolipideos da superficie celular (Adaptado de Ghazarian,
Idonil, Oppenheimer, 2011).

O tipo de ligacdo mais comum no processo de glicosilacdo celular é do
tipo N-ligado, que apresenta ligacdes grandes e complexas, contendo varias
ramificacdes (POTAPENKO et al, 2010). Esta ligacdo é dada pela ligacdo do
carboidrato ao grupamento amina livre pertencente ao radical do aminoacido
asparagina (Asn) (Figura 6). Outro tipo de ligacdo € a O-glicosilacdo, que
promove ligacdo do grupamento hidroxila livre do radical dos amino&cidos
serina (Ser) ou treonina (Thr) ao arcabouco glicidico, existindo assim diferentes
tipos (Figura 6) incluindo a O-glicosilagdo tipo mucina que pode ser iniciada por
uma GalNAc, apresentando varios nucleos O-glicidicos no tecido normal
(Figura 7) (BROCKHAUSEN; SCHACHTER; STANLEY, 2009). Ambos 0s tipos
de glicosilagdo estdo relacionados com a estabilidade e dobramento das
diferentes glicoproteinas (PARK et al, 2010, SCHJOLDAGER; CLAUSEN,
2012).
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Figura 6: Tipos de ligagdo que acontecem na glicosilacdo celular, demostrando
a N-glicosilacao e a O-glicosilacéo (Adaptado de Varkiet al, 2009).
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Geralmente, a biossintese de todos os glicoconjugados inicia-se com a
formacédo de um precursor glicidico, ligagcdo ao complexo dolicol-pirofosfato, na
membrana do Reticulo Endoplasmatico Rugoso (RER) formado por duas
moléculas de GIcNAc e 5 moléculas de Man, que é internalizado para o limen
do RER (Figura 8) dando continuidade ao processo de insercdo dos residuos
de carboidratos, mediados por enzimas glicosiltransferases codificadas pela
familia de genes ALG (glicosilacdo asparagina-ligado). Ainda no RER h& um
processo de encurtamento dos glicoconjugados e encaminhamento para o
complexo de Golgi, passando pelas diferentes cisternas que compdem a
organela e sofrendo atuacao das enzimas que atuam na glicosilacdo molecular,
finalizando a glicosilagdo e direcionando o gliconjugado formado para suas
fungcbes especificas no organismo humano (Figura 9) (ROSNOBLET et al,
2013).

Extens3ao do
nucleo 1

Extens3ao do
nucleo 2

Extens3ao do

nucleo 3
Extens3o do o Ser/
nucleo 4 T
O Galactose ﬁ Xilose
[] N-acetilgalactosamina 0 Acido N-acetilneuraminico
[ Galactosamina ¢ Acido N-glicolilneuraminico

Glicose Q Acido deoxinononico
g N-acetilglicosamina ‘ fucose

Figura 7. Sequéncia de carboidratos que constituem o inicio da O-glisosilacdo
tipo mucina. (Adaptado de Varkiet al, 2009).
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Porém, na O-glicosilcdo, o seu inicio € dado havendo a ligacédo direta,
mediada por GALNACSs, no Complexo de Golgi, dos carboidratos GalNAcs aos
residuos de aminoacido serina e treonina, ndo necessitando do complexo

Dolicol-pirofosfato para iniciar este tipo de ligacdo glicidica (CHUNG et al,

2015).
.
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Figura 8. Esquema exemplificando um processo de glicosilacao tipo N-ligado de

proteinas ainda no Reticulo Endoplasméatico Rugoso (Adaptado de Potapenko et
al, 2010).
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2.6.2 O-Glicosilacao e progresséao tumoral: producao de O-

glicoconjugados tipo mucinas.

Diante de alteragcfes pos-traducado no tipo O-glicosilacédo relacionadas a
algumas patologias, as glicoproteinas podem apresentar-se de forma aberrante
com o encurtamento (glicosilacao truncada) das cadeias de glicanos (JOSHI et
al, 2014). Estas alteracbes sao mediadas, na maioria das vezes, por
desregulacédo na expressao dos genes da familia GALNTSs, que codificam as
enzimas GALNACSs.

Em 1865 foi feito o primeiro relato sobre proteinas O-glicosiladas tipo
mucinas, por E. Eichwald, um pesquisador Alemdo (BROCKHAUSEN;
SCHACHTER; STANLEY, 2009). As mucinas sao glicoproteinas presentes em
secre¢cfes mucosas e na membrana citoplasmatica e estdo envolvidas na
protecdo contra proteases (sistema imune), lubrificacdo, adesividade e
diferenciacao celular, e viscosidade das secre¢des (CORFIELD, 2014; CHUGH
et al, 2015).

Como a maior parte das mucinas sao tipo O-glicosilagcdo, as enzimas
que atuam diretamente para a producdo deste tipo de glicosilacdo é
responsabilidade da familia de enzimas N-Acetil-o-D-galactosiltransferases
(GALNACSs) (POTAPENKO, 2010). Mas também as mucinas podem apresentar
O-glicosilagéo iniciada por O-manose, O-fucose, O-glicose e O-galactose
(BENNETT et al, 2012).

As estruturas O-glicosiladas truncadas iniciadas por GalNAcs séo: (1) o
antigeno Thomson-Nouvelle (antigeno Tn) apresentando a ligacdo GalNaca-O-
Ser/Thr, (2) antigeno de Thomson-Friedrich (antigeno T ou TF) com estrutura
Galp1-3GalNaca-O-Ser/Thr e (3) antigenos sialil Tn (antigeno STn) formado
por Neu5Aca2-6GalNaca-O-Ser/Thr (KARAVANI, 2013;CHUGH et al, 2015).
Essas moléculas, quando truncadas, estdo envolvidas diretamente na
progressdo tumoral mediada pela O-glicosilagdo, que € dado diante de uma
alteracdo que promove o encurtamento das estruturas glicidicas, ndo formando
assim os nucleos alongados O-glicosilados como mostrados na figura 9.

O mecanismo de O-glicosilacdo como alvo motivador de progresséo
tumoral é explicado por Varkiet al(2009), caracterizado por alteracdes na

expressdo das proteinas mucinas que promovem mudancas de carga
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molecular em proteinas de adesdo como caderinas e interinas, deste modo,
desencadeia um mecanismo de repudia entre as células. Este mecanismo
classifica as mucinas truncadas como anti-adesinas, estimulando o
desprendimento de células do tumor primario e contribuindo para o aumento do
poder de metéstase tumoral (Figura 10) (VARKI et al, 2009).

TECIDO NORMAL CANCER

. Glicanos alterados
Mucinas ’;

Secre¢do de mucinas
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basal ] ‘
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Figura 10. Mecanismo de progressdo e metastase tumoral diante de alteracéo
na O-glicosilacdo tipo mucina versos epitélio com expressdo normal de
mucinas (Adaptado de Varki et al, 2009).

Deste modo, as O-mucinas estdo sendo usadas no diagnostico clinico
tumoral com a analise da Glicoproteina MUC1 que estd diretamente
relacionada a progressdo de tumores mamarios, principalmente do tipo
histologico lobular que apresenta o aumento de expressao destas moléculas a
nivel intracelular (PARK et al, 2010). Além disto, as O-mucinas, tem sido alvo
de muitas vertentes de investigacéo, principalmente com a intengédo de novas
estratégias para prevencdo e terapia contra o cancer, pois algumas células
carcinogénicas utilizam cadeias de carboidratos para escapar do
reconhecimento imunoldgico, além de migrar através da corrente sanguinea

(JANKOVIC, 2011).
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2.6.3 Oncodiagnostico: uso das lectinas como ferramentas biolégicas

O termo lectina, refere-se a sua especificidade da reacdo, provém do
latin “legere” que significa selecionado, escolhido (MAURYA et al, 2010). E uma
familia de proteinas reconhecedora de carboidratos que s&o classificadas
dentro de um numero de grupos especificos baseados na afinidade a
monossacarideos, dissacarideos ou oligossacarideos (ROSENFELD et al,
2007).

O inicio dos estudos com as lectinas ocorreu em 1888, quando Stillmark
durante sua tese de doutorado observou que extratos de sementes de
mamona, Ricinus communis, tinham a capacidade de aglutinar eritrocitos
(MORENO, 2008). Posteriormente, foi visto que as lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas de origem ndo imunoldgica que reconhecem estruturas de
carboidratos livres ou conjugados, tem distribuicdo ubiqua na natureza
incluindo seres vertebrados, invertebrados, bactérias e virus, e € diante deste
mecanismo especifico que elas favorecem a aglutinacéo eritrocitaria (Figura
11) (WANG,; LEE; SU, 2009; MAURYA et al, 2010).
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Figura 11. Interacdo das lectinas e carboidratos na superficie celular e
oreconhecimento de patdgenos (Adaptado de Sharon e Lis, 2004).
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O interesse nas lectinas intensificou-se quando se descobriu que elas
podem ser sondas bioquimicas para investigacdo de glicanos de superficie
celular, para determinagdo do papel na diferenciagdo e crescimento celular,
nas interagfes de células com seu ambiente e também numa variedade de
processos patolégicos (SHARON, 2007).

As lectinas na oncologia estdo sendo estudadas, além de moléculas
para diagndstico, também como alvo terapéutico, havendo aplicagbes em
adenocarcinoma de cdllon como molécula guia para medicamentos 6rgéo
especifico (MAURYA et al, 2010; CHRISTIANSEN et al, 2014). Essas
glicoproteinas tém sido usadas como sondas histoquimicas para
caracterizacdo de varios tipos celulares em varias etapas da diferenciacéo e
maturacdo do céncer (LIMA et al, 2010). Também utilizadas para detectar
alteracbes de glicoconjugados associados ahiperplasia e Adenocarcinoma de
Prostata, Carcinoma de mama e Carcinomas de Pele (KOROURIAN et al,
2008; LIMA et al, 2010, FERREIRA et al, 2013).

2.6.4 Histoquimica com lectinas

As lectinas podem ser empregadas amplamente no estudo de glicanos
através de métodos bioquimicos e histoquimicos (VALBUENA et al., 2010). Em
histoquimica, a aplicacdo das lectinas com diferentes especificidades pode
fornecer um sistema de deteccdo sensivel a mudancas na glicosilagdo e
expressao de carboidratos que podem ocorrer durante a embriogénese,
crescimento e em diversas doengas como o cancer (SOBRAL et al, 2010).

Mudancas na identidade sacaridica de células normais e malignas tem
sido avaliada através da histoquimica com lectinas (BELTRAO et al., 1998,
2001, 2003), com a possibilidade de se estabelecerem como sondas de
diagndstico e/ou prognostico para canceres de mama, estbmago, colon,
pulmao, prostata, pele, entre outros (BELTRAO et al., 1998, BELTRAO et al,
2001; MELO JUNIOR et al., 2004; SANTOS et al., 2006; MELO JUNIOR et al,
2008; OLIVEIRA et al., 2009; REGO; BELTRAO, 2009; FERREIRA, et al,
2013).

A histoquimica com lectinas baseia-se na ligacado especifica da lectina,

geralmente conjugada com diferentes compostos, a uma estrutura glicidica
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expressa na superficie celular. A maioria dos estudos utilizando histoquimica
com lectinas em bidpsias cirurgicas refere-se a tumores derivados de tecidos
epiteliais e mesenquimais, ndo somente pelo fato destes tumores serem de
grande importancia clinica, mas também porque a marcacdo com lectinas é
particularmente satisfatoria (TSAMBAOS et al, 1998; MELO JUNIOR, 2003;
LIMA et al, 2010).

2.6.5 Lectina Vicia villosa Agglutinin (VVA)

A lectina Vicia villosa Agglutinin tem origem na semente da planta Vicia
Villosa e foi descoberta em 1940, pelos pesquisadores William C. Boyd da
Universidade de Boston e Karl O. Renkonen da Universidade de
Helsinki(SHARON; LIS, 2004). E uma glicoproteina quaternaria que apresenta
4 dominios de ligacdo com ions como Ca+ e Mn+ em sua estrutura, peso
molecular entre 102 a 144 kDa e especifica ao carboidrato GalNAc ligada a
proteina através da ligacdo 1a-O- serina/treonina, caracterizando o antigeno Tn
(KAWAGUCHI et al, 2006). Essa lectina tem 4 isoformas VVA-B4, VVA-A2,
VVA-A2B2, com predominancia da isoforma VVA-A4, presentes na membrana
dos eritrécitos de individuos do grupo sanguineo tipo A (KAWAGUCHI et al,
2006).

VVA é utilizada em diversos estudos, caracterizando o perfil de
expressdo de carboidratos nos tecidos normais e transformados, averiguando-
se uma constante modificagcdo na expresséo dos carboidratos 1, 3 N-Acetil-a-
D-galactosaminaligados a residuos deSerina (Ser)/Treonina (Thr), a GalNac-
O-Ser/Thr (antigeno Tn ou Thomsen-Nouvelle) (ITZKOWITZ et al, 1991;
HIRAO et al, 1993; KOROURIAN et al, 2008, KHABAZ et al, 2010;SHERWANI
et al, 2003).

Deste modo, essa lectina, apresenta-se como uma ferramenta para
diagnoéstico, classificacdo molecular através do perfil de expressdo e até
mesmo como alvo para farmacos em outros tumores malignos (GUILLOT et al,
2004; KAWAGUCHI et al, 2006; GHAZARIAN; IDONI;OPPENHEIMER, 2011).
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2.7 microRNAs: biogénese e mecanismo de regulacao

Através de estudos gendmicos, no ano de 1993, houve a descoberta de
uma molécula de RNA nao-codificadora chamada de Lin4 (do inglés lineage-
deficient-4), apresentando uma pequena estrutura e que nao se sabia ao certo
qual sua funcdo, apenas houve a associacdo com a regulacdo do
desenvolvimento larval em Caenorhabditis elegans, uma espécie de nematodio
(SHI& GUO, 2009; JANSON & LUND, 2012). Com o passar do tempo, foi visto
gue era uma molécula de fita simples, composta por 19 a 25 nucleotideos e
que nédo codificava proteinas e foi denominada de microRNA (miRNA) (
ZHANG et al, 2014).

Ha mais de 2.500 moléculas de miRNAs descritos, envolvidas na
regulacdo da expressao génica em um processo poés-traduccdo, em células
normais e alteradas dos mamiferos, seres multicelulares e plantas
(STROYNOWSKA-CZERWINSKA, 2014). Estas moléculas estdo envolvidas
em inumeros processos biolégicos como proliferacdo celular, alteracbes
metabdlicas, diferenciacdo e desenvolvimento celular, e apoptose (JANSON
&LUND, 2012).

Muitos aspectos dos miRNAs ainda nao estdo totalmente esclarecidas,
porém sabe-se que sdo provenientes da transcricdo de RNAmM pela enzima
RNA polimerase Il a nivel nuclear, gerando uma molécula priméria de miRNA,
chamada de priRNA, contendo uma calda poliA. O miRNA primario tem uma
estrutura com inumeros nucleotideos e um hairpin (grampo de cabelo). Ainda
no nucleo ha a agdo da enzima ribonuclease DROSHA e seu co-fator DGCRS,
clivando a molécula e formando um pré-miRNA, com cerca de 70
nucleotideos.O processo final de formacdo do miRNA é dado no citoplasma e a
molécula é transportada através de transporte ativo pela proteina localizada na
membrana nuclear Exportina-5 (Exp 5) (JANSSON & LUND, 2012).

A molécula é novamente processada no citoplasma por outra
ribonuclease conhecida como DICER e h& formagdo de uma molécula de fita
dupla com o miRNA maduro e sua fita complementar. O miRNA maduro pode
ligar-se por complementariedade na regido 3' UTRs do RNAm, modulando
assim sua expressao através da degradacao ou inibicdo de transcrigdo proteica
(HAYES, PERIZZI, LAWLERET, 2014).
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Os miRNAS sdo evidenciados como como moléculas envolvidas
diretamente na regulacdo dos marcos do cancer evidenciados por Hanahan e
Weinberg em 2011. O aumento da expressdo de miRNAs pode servir como
oncogene, favorecendo a supressao de expressao de genes supressores de
tumor, amplificagdo génica, desregulagdo de fator de transcricdo ou
demetilacdo das ilhas CpGs das regi6es promotoras dos genes. Além destas
alteracbes, os miRNAs podem atuar na regulacdo da proliferacdo de células
neoplasicas, na apoptose de células tumorais, no poder de replicacdo sem
limites, na angiogénese, na resposta imune, no poder de invasdo e metéstase,
na instabilidade genémica e no metabolismo das células malignas (RUAN,
FANG, OUYANG, 2009; HAYES, PERIZZI, LAWLERET, 2014 ) (Figura 12).
Porém, compreende-se que o poder de regulacdo da expressdo dos
microRNAs varia de acordo com o tipo de tumor e gene especifico (ESQUELA-
KERSCHER & SLACK, 2006;JANSON & LUND, 2012).

Regulagdo da

- e
Regulagdo do
metabolismo das

células tumorais

Figura 12. Envolvimento dos miRNAs na regulacdo dos hallmarks do cancer
(Adaptado de Ruan, Fang, Ouyang, 2009)
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Estas pequenas moléculas sdo apontadas como biomarcadores
promissores teciduais e em fluidos corpGreos para diagnostico e progndéstico de
tumores, avaliagdo de remissao e recidiva tumoral e metastase. Na perspectiva
de serem analisadas no sangue ou urina de pacientes, usadas na rotina clinica
e como alvo terapéutico com nonoparticulas e exossomos (HAYES et al, 2014;
SCHWARZENBACHet al, 2014).

2.8 GALNT7 versus miRNA 30c: uma analise preditiva

Ccompreende-se a existéncia de 20 genes da familia das GALNTS,
genes que codificam galactosiltransferases e que atuam diretamente na
glicosilagéo celular. Estes sao localizados em diferentes locus cromossdémicos,
exceto 0os genes GALNT7 e GALNT17 que participam do mesmo cluster,
separados apenas por 100kb e os genes GALNT11 e GALNT 20 separados por
apenas 8,5kb. Eles s&o agrupados em subclassificagcbes de acordo com sua
evolucdo e estrutura molecular. E subdivididos como mais ubiquos (GALNT1,
GALNT2 e GALNT7), mais seletivos (GALNT3, GALNT4, GALNT6, GALNT11,
GALNT12, GALNT14, GALNT16 e GALNT18) e os com padrdo de expressao
mais restrito (GALNTS5, GALNTS8, GALNT9, GALNT10, GALNT13, GALNT15,
GALNT17, GALNT19) (BENNETT et al, 2012).

Estes genes estdo associados com expressdo aberrante e estagios do
desenvolvimento de tumores (SCHJOLDAGER, CLAUSEN, 2012), porém o
gene GALNT7 especificamente chama a atencdo de pesquisas e é evidenciado
como molécula diretamente envolvida no processo de O-glicosilacdo truncada
em tumores, promovendo a produgdo de glicoproteinas tipo O-mucinas
alteradas e imunossupressédo diante da sua regulagdo mediada por miRNAS
em tumores e linhagens celulares (KAHAI et al, 2009; PENG et al, 2012). Este
gene ja é visto como alvo do miRNA 30b/d no melanoma e do miRNA 378 na
diferenciacao dos osteoblastos (KAHAI et al, 2009).

A familia de miRNAs 30 tem 6 componentes denominados 30a/b/c/d/e/f.
Os miRNAs componentes desta familia sdo relacionados com diversos
mecanismos bioldgicos e patoldgicos como a superexpressao do miRNA 30b
em Cancer Oral de células escamosas (SHAO et al, 2012), miRNAs
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30a/b/c/d/e nos diferentes tipos moleculares do cancer de mama (IORIO et al,
2013; GYPARAKI, BASDRA, PAPAVASSILIOU, 2014; SERPICO, MOLINO, DI
COSIMO, 2014; SHUKLA et al, 2015), miRNA 30c na diferenciacdo das células
neurais de ratos, miRNA 30b/c na resisténcia a terapia alvo com gefitinibe em
tumores de pulmdo (MACDONAGH et al, 2015), miRNA 30c como regulacéo
da expressao de genes de hipdxia (XING, 2015), miRNA 30c como regulador
de genes da apoptose e supressao tumoral alterando expressao da proteina
p53 (RUAN, FANG, OUYANG, 2009; JANSSON e LUNG, 2012) e miRNA 30c
como potencial regulador de tumores de prostata (LING et al, 2014).

Porém ndo ha na literatura estudos que abordem a regulagdo do gene
GALNT?7 pelo o miRNA 30c em tumores CDI mamarios, mas ha plataformas
online para predicdo dessa possivel correlacdo molecular de regulagéo génica.

Através de andlise da platoforma GENE do NCBI o miRNA 30c
apresenta sequencias codificadoras nos cromossomos 1p34.2 e 6q13. Ao
analisarmos especificamente a correlagcdo do gene GALNT7 como possivel
alvo de miRNAS, é visto que a familia dos mIRNAS 30a/b/c/d/e/f estdo
localizados em sitio com alta probabilidade de regulacdo génica, através da
plataforma TargetScanHuman, versdo 5.2: junho de 2011.Na analise in silico
de expressao do gene GALNT7 em tumores mamarios através da platoforma
do Cancer Genome Atlas (TCGA) € visto uma baixa expressdo deste gene,
apresentando apenas 4% de superexpressao de 960 amostras de tecidos
congelados (TCGA, 2015).

Estes dados favorecem novas hipOteses sobre a regulagcdo da O-
glicosilagdo em mucinas através da expressao do gene GALNT7 mediada pela
expressdo do miRNA 30c e no estudo de Andrade e colaboradores (2015)
encontraram uma superexpressao do gene GALNT7 no carcinoma lobular
mamario. Assim, diante da auséncia de dados relacionando GALNT7 e miRNA
30c em Carcinoma mamario Invasivo de tipo ndo especial impulsionou o

desenvolvimento desta tese.
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30BJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdo do microRNA-30c e do gene GALNT7 em bidpsias do

tumor diagnosticados como carcinoma ductal invasivo (CDI).

3.20bjetivos Especificos

Avaliar a expressao do carboidrato N-Acetil-a-D-galactosamina(GalNAc)
através da histoquimica com lectinas utilizando a lectina Vicia Villosa
Agglutinin (VVA).

Avaliar a expressédo da enzima galactosiltransferase 7 (GALNAC7) em
tumores malignos mamarios, utilizando imuno-histoquimica com anti-
GALNT?Y.

Avaliar a expressao do gene GALNT7 e do miRNA3Ocatravés de qRT-
PCR;

Subtipar os casos incluidos na pesquisa utilizando os biomarcadores
utilizados na rotina diagndstica: Receptor de Estrogeno (RE), Receptor
de Progesterona (RP), receptor do fator de crescimento epidermal tipo 2
(HER-2) e o antigeno de proliferacéo celular Ki-67;

Correlacionar os resultados de expressao fenotipica e genotipica com os
subtipos moleculares encontrados;

Correlacionar os resultados de expressao genotipica e fenotipica com os
dados clinico-histopatologicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Casuistica

Foram analisadas 68bidpsias em parafina(56 amostras de carcinoma
ductal invasivo de mama, CDI, e 12 amostras de mama normal obtidas de
mastoplastia) oriundas do setor de Anatomia Patoldégica do Hospital das
Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Também foram
utilizadas 183 amostras congeladas de CDI mamario e 10 amostras de tecido
mamario livre de doenca; 95 amostras em parafina de CDI (sendo 41 néo
pareadas com as amostras do Biobank analisadas), além de 5amostras de
tecido mamario livres de tumor, provenientes do Hospital AC Camargo Cancer
Center (SP).

Hospital das Clinicas de Pernambuco

56 bidpsias embebidas em
parafina de CDI mamario

12 biépsias embebidas em
parafina de tecido livre de
doenca

Hospital AC Camargo Cancer Center/SP

183 bidpsias congeladas de CDI
mamario

10 bidpsias congeladas de tecido
livre de doenca

95 biopsias embebidas em

5 bidpsias embebidas de tecido

parafina de CDI mamario normal

278 CDI e 15 amostras normais

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da UFPE (n° 06586612.9.0000.5208 parecer 305.232) e
pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital AC Camargo Cancer Center
(parecer 522.612). Os dados clinico-histopatologicos foram captados dos
prontuarios arquivados no Servico de Arquivamento Médico e Estatistica
(SAME) do Hospital das Clinicas da UFPE e da Enfermeira Oncoldgica do
Setor de Mastologia e na plataforma interna do Hospital denominada H,TCdo
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Hospital AC Camargo Cancer Center (SP). Foram listadas as seguintes
informacgdes:idade,diagnostico  histopatolégico, estadiamento clinico e
patoldgico, grau nuclear, tamanho do tumor (T), presenca de invaséo linfonodal
(N), presenca de metastase a distancia (M), expressdo de Receptor de
Estrogeno (RE), de Receptor de Progesterona (RP), do antigeno de
proliferacao celular Ki-67 e de receptor do fator de crescimento epidermal
humano tipo 2 (HER-2), histérico familiar e ultimo segmento terapéutico do
paciente.Como critérios de inclusdo foram selecionadas apenas amostras com
diagndstico confirmado de CDI. Amostras normais (livres de tumor) foram
oriundas de mastoplastias e livres de metaplasias e/ou qualquer outra alteracéo
morfolégica, diante da possibilidade de alteragcbes moleculares precoces na
célula com alteracdo benigna. Os critérios de exclusdo adotados foram
amostras com diagnaéstico histopatoldgico duvidoso ou com outro tipo de tumor
diferente de CDI, dados clinico-patoldgicos incompletos, amostras normais com

metaplasia ou outras alteracdes benignas.

4.2Tissue Microarray (TMA)

Foi construido um Tissue Microarray (TMA) com 41 amostras de biopsias
mamarias embebidas em parafina diagndsticadas com CDI e 5 amostras de
tecido livres de neoplasia, provenientes do Hospital AC Camargo Cancer
Center, de acordo com a técnica descrita por Kononen et al. (1998).

4.3Histoquimica com Lectinas

A metodologia empregada foi desenvolvida segundo Beltrdo et al.
(2003). Cortes histolégicos (4um) foram desparafinizados em xilol e hidratados
em alcool etilico (100% e 70%). Em seguida foram tratados com uma solugéo
de tripsina 0,1% (p/v) a 37°C por 2 minutos e incubados com a lectina
conjugada a biotina Vicia Villosa Agglutinin (VVA - 20 pg/mL - Vector, USA)por
2 horas a 4°C. Posteriormente se incubou com solugdo de estreptovidina
(1:100)por 45 minutos a 25°C. A revelacao foi realizada com uma solucdo de
diaminobenzidina (DAB) e peroxido de hidrogénio (H.O2). Os cortes foram
contracorados com hematoxilina. Todas as lavagens, entre as etapas descritas,
foram realizadas com tampdo fosfato de sodio 100mM, pH 7,2 (PBS)
suplementado com NaCl 150mM. O controle da marcagao foi realizado com
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lectinas inibidas por N-Acetil-a-D-Galactosamina (300mM) e com tecidos sem
aplicacao de lectina, como controle negativo.

4.4lmuno-histoquimica

A metodologia utilizada foi segundoVasconcelos, 2013.Cortes histoldgicos
(4um) foram desparafinizados em xilol e hidratados em alcool etilico (100% e
70%). Em seguida foi feita a recuperacéo antigénica em tampao citrato a 10mM
em camara de vapor d"agua (STIMER) por 30 minutos. Apos o resfriamento, 0s
cortes foram incubados com solugédo 0,3% de peroxido de hidrogénio (H202)
em metanol por 30 minutos a 25°C seguido de incubagdo com tampéo PBS-
BSA 1% por 1 h a 25°C. Posteriormente foi realizada a incubacéo dos tecidos
com o anticorpo policlonal anti-GALNAC7 (1:500 - Sigma, USA),anti-
progesterona (1:50 Santa Cruz, USA), anti-estrogeno (1:50 Santa Cruz, USA),
anti-HER-2 (1;150,DAKO, USA) e anti Ki-67 (1:50 Santa Cruz, USA) ,incubados
por 16 horas a 4°C, seguindo de incubacdo com o anticorpo secundario
(ADVANCE ™ HRP LINK - DAKO) e terciario (ADVANCE ™ HRP ENZIME -
DAKO) por 45 minutos cada a 25°C. A revelacdo foi feita com DAB
(diaminobenzidina)-H.O, e realizada a contracoloragdo com hematoxilina.
Todas as lavagens, entre as etapas descritas, foram realizadas com tampéo
fosfato de s6dio 100mM, pH 7,2 (PBS) suplementado com NaCl 150mM. O
controle de marcacéaofoi realizado omitindo-se o anticorpo primario e utilizando
amostras de carcinoma cervical como controle positivo de marcacgéo, seguindo

as recomendacg0des do fabricante do anticorpo.

4.5 Analise digital de imagem

As analises quantitativas e captacdo de imagens foram realizadas
utilziando o equipamento AperioScanScope versédo V10.0.36.1808 do Hospital
AC Camargo Cancer Center. Utilizando como parametros de analise logaritmo
com base em contagem positiva de pixel, considerando marcacéo forte de 0 a
110 pixels de intensidade de marcacdo, moderada entre 100 a 175 pixels e
fraca entre 175 a 220 pixels. Também para aquisicdo de imagens foi utlizando

um sistema de video-camera acoplado a um microscopio optico.
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4.6 Extracdo de RNA e anélise de expresséo génica

Os mMRNAs e miRNAs foram extraidos com o kit miRNeasy Mini (Qiagen)
de acordo com o fabricante. Os RNAs foram quantificados no
espectrofotometro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop) e tratados com 2U de
Ambion® DNase (Life Technologies) para um volume de 50uL, segundo as
instru¢cées do fabricante. Hipoxantina-guanina fosforribosil transferase, HPRT
(5'-GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA-3' e 3-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT-5) foi
usado como controle endégeno para a normalizagdo dos mRNAs enquanto
RNU6B, um small-nucleolar RNA (sequéncia ndo revelada pela empresa) foi
usado como controle enddégeno para a normalizacdo do miRNA.Para a
determinacdo dos valores de expresséo relativa dos mRNAs/miRNAs de
interesse, foram feitos os seguintes calculos de DetlaCt:

ACt = Ct gene alvo Ct gene normalizador (para miRNA: RNU6B; para mRNA: HPRT)
AACt = ACt amostra — ACt

controle

Expressao relativa = 2744

Aos controles foram designados no valor 1 para o calculo da expressao
relativa das amostras. Assim, a expressao relativa da amostra foi obtida a partir
da comparacdo dos niveis de expressdo de cada um deles em relacao

aocontrole normal.

4.7gRT-PCR para GALNT7

Para a transcricéo reversa (RT), foram utilizados os e Superscript Ill First
Strand (Life Technologies, USA) para miRNAs utilizando 500 ng de RNA total
como molde. As amplificagbes em gRT-PCR foram feitas utilizando primers
para amplificagdo dos transcritos dos genes GALNTY (5-
GAGGCTTTGTTGAACTAGGA-3' e 3-ACTTTCCTGAAGGAATATGAGT-5)e
uso do kit Kapa SYBR® FAST gPCR Master Mix (Kapa Biosystems, USA),
utilizando como controle enddégeno o gene HPRT. Para analise dos resultados
foram utilizados os calculos de DeltaCt apresentados acima.

4.8qRT-PCR para miRNA 30c
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Foram utilizados para transcrigdo reversa os kitsmiScript Reverse
Transcription (Qiagen, USA) para miRNAs utilizando 500 ng de RNA total. As
expressdes dos miRNAs foram avaliadas por gRT-PCR utilizando o kit miScript
SYBR Green PCR (Qiagen, USA), que ja contém os iniciadores para o
MIiRNA30c (sequéncias nao divulgadas pela empresa fabricante), segundo as
instrucbes do kit e normalizadas utilizando como controle enddgeno para
mMiRNA o gene RNU6B, um small nuclear RNA (snRNA). Para analise dos

resultados foram utilizados os calculos de DeltaCt apresentados acima.

4.9Anélise in silico

Foi realizada utilizando a plataforma Cancer Genome Atlas (TCGA) para
avaliar a expressdo do gene GALNT7 em tumores mamarios. A possivel
correlacdo entre a regulacdo da expressdo do gene GALNT7 por miRNA-30c
foi realizada na plataforma TargetScanHuman, versao 5.2.
4.10 Andlise estatistica

Os dados foram analisados através do programa GraphPad Prism
versdo 6.0 (GraphPad Software, USA).As andlises foram realizadas com nivel

de significancia p<0,05 com intervalo de confianca de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante da andlise de expressdo deGalNAcutilizando a histoquimica com
a lectina VVA, utilizando 56 casos de tecidos embebidos em parafina,
provenientes do Hospital das Clinicas de Pernambuco (HC), de CDI mamarios,
obtivemos o seguinte resultado: 21 casos (37,5%) com marca¢do moderada e
35 casos (62,5%) com marcagcdo fraca, todos com heterogeneidade de
marcacdao citoplasmatica. Ao passo que os 95 casos de CDI mamério oriundos
do Hospital AC Camargo Cancer Center, apresentaram 6 (14,48%) casos com
marcacdo moderada e 89 (89,65%) casos com marcacgdo fraca (Figura 13).
Entre os 17 casos de tecido livres de tumor (ambos os hospitais), 100%
apresentaram marcacdo moderada. A inibicdo da VVA com carboidrato
especifico aboliu as marcagdes observadas nos tecidos avaliados.

Figura 13. Histoquimica com VVA. A/Al: CDI de grau histologico Il
apresentou marcacao citoplasmatica difusamoderada (aumentos 10X e 40X,
respectivamente); B/B1: tecido normal apresentou marcacao
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apicalmoderada(aumentos 10X e 40X, respectivamente); C/C1: inibicdo da
VVA com GalNAcem CDI (aumentos de 10X e 40X, respectivamente).

A expressdo de GALNT7, avaliada usando imunohistoquimica, nas 95
amostras de tecidos do Hospital AC Camargo Cancer Center, apresentou 16
casos com marcacdo moderada (16,84%) e 79 (83,16%) amostras com
marcagao fraca. Os cinco casos livres de tumor apresentaram marcagéo fraca

em trés casos e marcagao moderada em dois casos (Figura 14).

Figura 14. Imuno-histoquimica para GALNT7. A: CDI de grau histolégico |
apresentando marcacao citoplasmética fraca (aumento 20X); B: CDI de grau
histologico Il apresentando marcacdo citoplasméatica moderada (aumento
20X);C: tecido normal apresentando marcacao fraca (aumento 20X);D: controle
de marcacao (auséncia de anticorpo) de CDI grau histolégico Il (aumento 20X).

Acorrelacdo entre a expressdo do carboidrato GalNAc e da proteina
GALNAC 7 e os dados clinicopatolégicos ndo foram significativas(Tabela
3).Exceto a correlacdo entre o tamanho do tumor e o carboidrato GalNAc
(p=0,036).
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Tabela 3: Correlacdo entre dados clinico-histopatologicos versus expressao de GalNAc e GALNT?.

Histoquimica com

Imuno-histoquimica

CDI Vicia vilosa (VVA) Anti-GALNT7
(n=151) Marcacdo | Marcacéo Marcagdo | Marcagéo
fraca® | Moderada” p* fraca® Moderada” p*
Dados Clinicopatolégicos n=124 n=27 n=81 n=14
(80%) (18%) (85,3%) (14,7%)
Idade <40 25 05 21 04
(anos) =40 98 21 0,303 75 10 0,301
NI 01 01 0
Grau I 04 01 04
Histolégico® Il 45 06 0,170 21 07 0,243
11 75 20 56 07
Estadiamento | | (A/B) 22 03 18 04
tumoral® Il (A/B) 65 17 43 07
[II(A/BIC) 31 07 0.075 15 03 0,087
v 05 0 05 0
Tamanho do T1 (<2 cm) 28 07 24 05
tumor® T2 (2-5 cm) 57 16 41 08
T3 (>5cm) 23 02 0,036 07 01 0,075
T4** 11 02 04 0
NI 05 0 05 0
Invaséo Sim 62 17 35 04
linfonodal* Nao 56 05 0,152 40 09 0,318
NI 06 02 06 01
Subtipo Luminal A/B 67 05 50 12
Molecular® Triplo Neg 24 06 14 01
LumB/Her2 16 08 0,149 10 01 0,102
Superexpressao
HER-2 17 07 07 0

*Teste ANOVA, p< 0,05 ou 95%;
**axtensao a parede toracica;

a: marcacao fraca (175 a 200 pixels);

b: marcacdo moderada (100 a 175 pixels);
1: Classificacéo de Scarff, Bloom e Richardson (Derrosi, 2003);

2: de acordo com AJCC/UICC 2010 (INCA,2014).

3-5: de acordo com INCA, 2014 e Consensu de Saint Gallen, 2015;
NI: Nao Informado.

GalNAcapresentaram valores similares,

Os resultados dacorrelacdo entre a enzima GALNAC7e o carboidrato

ambas apresentando 95%

com

marcacéo fraca (175 a 200plxs) e 5% marcacdo moderada (100 a 175plxs),

resultando em uma correlacdo néo significativa estatisticamente (Gréfico 1).
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Gréfico 1: Avaliacdo da correlacdo entre a expressao da enzima
GALNACY7 e a presenca do carboidrato GalNAcem CDI (Teste Mann
Whitney).

Assim, pesquisamos a expressdo do gene GALNT7 por qPCR dos
tumores mamarios oriundos do biobank do Hospital AC Camargo. Os
resultados de gPCR para GALNT7 (CDI, n=183 e tecidos livres de
tumor=10)demonstraram 93,44% dos casos (171 amostras) com baixos niveis
de expressao e apenas 6,56% (12 amostras) apresentaram maior nivel de
expressdo génica. Os 10 casos livres de tumor, apresentaram um aumento de
expressao do gene GALNT7 em todos os casos.

Quando subdivididas de acordo com os subtipos moleculares (117 casos
classificados como Luminal A/B;34 triplo negativo, 23 LuminalB/HER-2+ e 8
Superexpressdo de HER-2), aassociagdo estatistica entre 0s subtipos
moleculares e os casos considerados livres de doenca (controle normal),

apresentou p=<0,0001 na variagédo de expressado do gene GALNT7(Gréfico 2).
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Grafico 2: Avaliacdo da expressdo do gene GALNT7 entre os
subtipos moleculares de CDI e tecidos livres de tumor (controle
normal) (Teste Kruskal-Wallis).

A analise apenas entre os subtipos moleculares (intra-CDI) apresentou

resultado significativo (p=0,0002) quanto aexpressdao do gene GALNT7
demostrando a diferenca de expresséo entre os subtipos moleculares (Grafico
3).
Os casos Luminal A/B, luminal B/HER-2, triplo negativo e superexpressao de
HER-2, quando comparados separadamente com o controle normal (tecidos
livres de tumor) apresentaram p=0,0001, p=0,003, p=<0,0001 e p=0,009,
respectivamente.
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Gréfico 3: Avaliagédo da correlacdo da expressao do gene GALNT7
e 0s subtipos moleculares de CDI (Teste Kruskal-Wallis).

Na avaliagdo dos dados clinicopatoldgicos das 11 amostras de CDI que
apresentaram aumento de expressdo do gene GALNT7 (Tabela 4) néao
observamos um estadiamento diferenciado indicando um progndstico
reservado e um ultimo segmento clinico com 6bito dos pacientes. Foi visto que
10 dos 11 casos séo do subtipo molecular Luminal A com estadiamento clinico
entre Il e os pacientes ndo apresentam metéstase a distancia e 66,66% dos
pacientes estdo vivos sem doenca. Ja 83,33% dos pacientes com aumento da
expressdo génica apresentam estadiamento clinico I, porém apresentando
variagbes em relagdo ao estadiamento TNM e grau histolégico com suas
variacbes de classificacdo. Pacientes que apresentaram histérico familiar de
tumores malignos, 27,2% tem casos de tumores de mama ou OVario em

parentes de primeiro grau.
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Tabela 4: Apresentacdo dos dados clinicopatologicos dos casos de CDI com aumento de

expressao do gene GALNT7.

Subtipo 1 2 3 Ultimo 4 5 6 S -
Caso/RGH I EC" | GH Segmento | T N M Historico Familiar
Molecular P
clinico
10388520 | Luminal A 32 | 2B 11 Vivo com I I Neg | ---
doenca
11464940 | Luminal A 32 | 2B 11 Vivo com 11 0 Neg | ---
doenca
50029465 | Luminal A 44 2 I Vivo sem I I Neg | ---
doenca
1043412 Luminal A 46 2 I Vivo sem I 0 Neg | ---
doenca
50111744 | Luminal A 69 2 11 Vivo com I 0 Neg | Irma: cancer de mama
doenca
9230300 Luminal A 58 2 11 Vivo sem Ib I Neg | Pai: cancer de
doenca estdmago
9283010 Luminal A 45 2 I Vivo sem Ib 0 Neg | ---
doenca
6003214 Luminal A 55 2 I Vivo sem I 0 Neg | ---
doenca
7017707 Luminal A 54 1 I Vivo com I 0 Neg | Mé&e: cancer de bexiga
doenca
7088030 Luminal A 44 2 I Vivo sem I 0 Neg | ---
doenca
7148840 Luminal A 64 2 I Vivo sem I 0 Neg | Tia materna: cancer de
doenca mama;lrmao: cancer de
rins; Irm&: cancer de
tireoide; Pai: linfoma de
Hodgkin
10423150 | Triplo 55 2 11 Vivo sem I 0 Neg | Irma: cancer de mama
negativo doenca

Legenda: l.idade (anos);2.estadiamento clinico;3.grau histolégico;4.tamanho do tumor; 5.envolvimento

linfonodal; 6.presenca de metastase.

A analise de expressdo do miRNA 30c, através de gPCR nos casos que
apresentaram 0s subtipos moleculares triplo negativo, Luminal B/Her2+ e
Superexpressao de HER-2, mediante a homogeneidade de expresséo do gene
GALNT?7, foi realizada em 55 amostras pareadas demonstrando associacéo
significativa de diferenca de expressdo em todos os subtipos moleculares,
exceto para o subtipo molecular Superexpressao de HER-2 (p=0,0650) (Grafico
4).



60

p=0,0146
=0,0288 E
E P 3 2-
0 LR =
<t o 1+
P 4] 0 0.5-
5 21 X Q 0.25-
So 1 “\§§§§§§\\ g N 0125
28 N \ £S5  0.0625-
% - Q\\\\\\X E - 0.03125
g ¥ 8 0.015625-
g 012 % 7.8x1003
S 00625 : S 39x10% : :
= <\ %
) ‘“@0 > ! v@c o
& & & &
o & & o
& NG & &
G\ b@ Q\ @
¢ o 2 &
v ¥ & &
V\} Y
C
P~ p=0,0650
P~ p=<0,0001 z .
E 10241 5 0.5-
w
(3; . g 0.25-
3 1 Qo 0.1254
=] <o
2% - ZS 00625
% S E  0.031251
E 2 ]
o 0.03125- 2 0.015625 1
E 5 0.0078125 : :
E -04 uxJ é
980 \R@c §
L (@Q‘-
& o
@o‘b 4?9
& @GJ &.@
$ p o
\o(‘ &@ eﬁ
& &

Grafico 4: Avaliagdo entre o gene GALNT7 e o miRNA 30c nos subtipos
moleculares de CDI. A. correlagdo estatistica significativa dos casos livres de
doenca (p=0,0288); B.correlacdo estatistica significativa para o subtipo
molecular triplo negativo (p=<0,001); C. correlacao estatistica significativa para
0 subtipo molecular Luminal B/Her2+ (p=0,0146) e D.correlacdo né&o
significativa para o subtipo molecular Superexpressdao de HER-2 (p=0,0650).
(Teste Mann Whitney).
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A andlise de todos os 55 amostras pareadas, apresentou correlacao
estatistica significativa entre a expressdo do gene GALNT7 e o miRNA 30c
com p=<0,0001 (Gréfico 5).
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Gréfico 5: Avaliacdo da correlacdo entre o gene GALNT7 e miRNA
30cem amostras de CDI mamario (Teste Mann Whitney).

Para a andlise da possivel correlacdo da expressdo do gene GALNT7,
da enzima GALNAC7 e do carboidrato GalNAcusamos 41 casos. Dentre eles
apenas 14 apresentam também amostras pareadas para analise de miRNA
30c. A correlagdo estatistica foi significativa entre os grupos analisados
(Gréfico 6).

Deste modo, nossos resultados demonstraram que a expressado da
enzima GALNACTY e a presenca do carboidrato GalNAc apresentam 95,1 % de
fraca e a expressao génica com valores proximos a zero, demonstrando baixa
expressdo. Apenas 4,9% apresentaram expressao moderada fenotipica, porém
quase 100% dos casos apresentaram baixa expressao génica, exceto 1 caso
gue apresentou expressao génica de acima de 1 (1,19) e expressao fenotipica
da proteina e carboidrato moderada.
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Gréfico 6 Avaliacdo da correlagdo entre os quatro tipos de moléculas
analisadas em amostras de CDI pareadas (Teste Kruskal-Wallis).

A andlise do Ultimo segmento clinico, averiguamos a morte de 7
pacientes ap0s o diagnostico da doenca. Ao analisar a sobrevida destes
pacientes de acordo com a idade, subtipos moleculares, estadiamento clinico e

tamanho do tumor, obtemos as curvas de sobrevida apresentadas no Gréfico 7.
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Gréafico 7. Curvas de sobrevidade pacientes diagnosticados com CDI (n=183) com os
subtipos moleculares (A), estadiamento clinico (B), Idade (C) e tamanho do tumor (D)
apresentando resultados né&o significativos em todos os casos (Teste Kaplan Meier).

A glicosilagcdo em moléculas de superficie celular é importante para a o
desempenho de fungdes como adesdo, motilidade, sinalizagdo e eventos
bioquimicos intracelulares (SHARON e LIS, 2007).0 aumento ou diminuicdo da
expressdo dos carboidratos em tumores sao mediados por alteracbes na
expressdo de glicosiltransferases e glicosidades no processo pés-traducao e
maturacdo proteica (KAVARANI, 2013). Ao estudarmos a presenca do
carboidrato GalNAc em células neoplasicas de CDI mamério, foi visto que mais
Os
carboidratos GalNAcs participam da formagdo de estruturas glicidicas,

de 80% dos casos apresentaram baixa expressado deste carboidrato.

demostrando-se uma molécula primordial para o inicio da O-glicosilacéo tipo-
mucina, formando antigenos Tn, além dos antigenos sialil-Tn e T (Thomson-
Friendrich).Os antigenos Tn apresentam um tipo de O-glicosilagdo truncada
células

observada caracteristica de

neoplasicas(KARAVANI, 2013).

que ¢é como alteracbes em
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Apenas cinco estudos publicados entre os anos 1998 e 2008, relacionam
a expressdo do carboidrato GalNAc e formagdo do antigeno Tn em tumores
mamarios e/ou em linhagem de células malignas de cancer de mama utilizando
como ferramenta a lectina VVA em diferentes métodos de andlise (KONSKAet
al, 1998; KONSKA et al, 2002; KONSKA et al, 2006; KAWAGUCHI et al, 2006;
KOROURIAN et al.2008).

Nossos resultados discordam com o estudo de Konska et al (2006) que
utilizou a lectina VVA-B4 em tumores de mama invasivos (ductais e lobulares),
hiperplasia, fibroadenoma e outras patologias mamarias totalizando sete
alteracOes celulares. Na maioria dos casos a marcagéao foi de moderada a forte
observadas usando um método de analise qualitativo baseado em escala de
intensidade (+ até ++++). Ao passo que o método utilizado em nosso estudo foi
guantitativo utilizando uma escala de medida de pixels por campo celular
avaliado.

Em outro estudo, utilizando 322 casos de carcinoma ductal in situ (CDIS)
houve uma maior porcentagem de casos positivos, considerando um caso
positivo na presencga de > 5% de células marcadas apds analise de 500 células
neoplasicas. Diante disto, se nossos resultados fossem analisados com o
mesmo método nossos resultados seriam semelhantes, porém com perda de
especificidade quantitativa (KAWAGUCHI et al, 2006)

Resultados de KOROURIAN et al. (2008), utlizando VVA como
ferramenta de andlise, em 60 casos de CDIS observou o aumento de marcacgao
nos tumores quando comparados com os tecidos normais. Avaliando nossos
resultados e comparando-os com o estudo de Korourian et al.(2008), utilizando
meétodos de avaliagdo diferentes, houve um maior nimero de casos com
marcacdo moderada nos tumores (50% dos casos), enquanto que em NOSS0OS
estudos obtivemos apenas 18% de marcacdo moderada, porém a analise
histoquimica apresentou 0 mesmo tipo de marcagdo celular do tipo
citoplasmatica heterogénea.

A marcagao celular apresentada em nosso estudo foi similar com os
resultados comparados acima. Este resultado é esperado ao compreendermos
gque o0 processo de glicosilacdo inicia-se no Complexo de Golgi e que
posteriormente, a glicoproteina madura e funcionalé encaminhada por

vesiculas para o citoplasma, membrana celular ou meio extracelular, de acordo
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com sua funcdo molecular especifica. Porém, este processo bioquimico sofre
alguns mecanismos de controle celular que pode justificar nossos resultados.
Existem fatores que determinam o controle de expressdo das
glicosiltransferases O-GALNACtipo-mucinas. Dentre eles a sobreposicdo de
enzimas nas vesiculas Cis e Mediado Complexo de Golgi das células de
cancer de mama. Por exemplo, a enzima 2-31-6-N-
acetilglucosaminiltransferase compete com a o2-3-sialiltransferase, assim a
atividade relativa destas duas enzimas determinante para o tipo de O-glicano
sintetizado e sua propriedade antigénica de superficie celular (VARKI, 2009).

Neste cenério de sialilagdo, a expressao do antigeno Tn tecidual € visto
como um cofator relacionado a um prognostico reservado em Vvarios
carcinomas de mama, bexiga, préstata, figado, ovario, estbmago e coélon,
envolvendo a expressdo modificada e/ou truncada das proteinas mucinas,
principalmente mucina 1, MUC 1 (HAUSELMANN, BORSIG, 2014). As mucinas
sdo (glicoproteinas relacionadas a protecdo, lubrificagdo e resisténcia a
alteracfes de pH na célula normal (OSINAGA, 2007). A O-glicosilacao truncada
apresenta-se como uma das principais alteragbes pos-tradu¢do no cancer,
devido a alteracdo na expresséo das glicosiltransferases da familia GALNACSs,
responsaveis por inserir os carboidratos GalNAcs aos gliconjugados e
favorecer a formacdo do antigeno Thomsen-Nouvelle (Tn) (WU et al, 2010;
BENNETT et al, 2012; HAUSELMANN, BORSIG, 2014).

Diante disto, no nosso estudo, realizamos a avaliagdo da enzima
GALNACY7, que faz parte da vasta familia das glicosiltransferases que inserem
especificamente o carboidrato GalNAc nos glicoconjugados.Nossos resultados
mostraram que o reconhecimento de GalNAc pela VVA e a expressdo de
GALNAC7 foram compativeis quando observamos uma baixa expressédo de
GALNACT? e o reconhecimento de GalNAc nas células de CDI.

Estes resultados fortalecem a hipotese da correlacdo direta entre a
insercdo/utilizacdo deGalNAc na estrutura glicidica em glicoconjugados
celulares e a expressdo da proteina GALNAC7. Apenas dois estudos que
avaliaram a expressdo de GALNAC7 em tumores cervicais e hepatocarcinoma,
demonstraram um aumento de sua expressao, quando comparados com 0S
respectivos tecidos normais (PENG et al, 2012; SHAN et al, 2013), sendo
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importante destacar que nenhum dos dois avaliaram tecidos mamarios nem
avaliaram os resultados de forma quantitativa como em nosso estudo.

KAHAI et al. (2009) verificaram usando protedmica uma diminuicdo de
expressdo do gene GALNT7 em cultura celular de osteoblastos. Também no
estudo de SOVRAN et al. (2011)a avaliacdo da expressao do gene GALNT7
em melanoma apresentou uma baixa expressao génica.

Atualmente se conhecem 20 genes da familia das GALNTs, que
codificam galactosiltransferaseslocalizados em diferentes locus cromossdémicos
(BENNETT et al, 2012). Compreendendo esta familia de genes GALNTs e o
compartilhamento da mesma funcao de inserir carboidrato GalNAc, porém um
diferencas de tipos de ligacao bioquimica no arcabouco proteico (VARKI, 2009;
POTAPENKO, 2010), nossos resultados se apresentam de forma coesa e
inédita, demostrando que a baixa expressao do antigeno Tn nos CDI
mamarios, pode ser mediada pela baixa expressao da proteina GALNACY.

Compreendendo que nosso estudo é pioneiro nesta analise, avaliamos
além da expressao molecular desta enzima em tecidos maméarios transformado
(CDI) e normal, a possibilidade de correlagdo com dados clinicopatolégicos.
Nosso estudo buscou verificar se a expressdo do antigeno Tn e de GALNAC7
estava correlacionada com 0s seguintes dados clinicopatoldgicos (idade, grau
histologico, estadiamento tumoral, tamanho do tumor, invasdo linfonodal e
subtipo molecular), contudo ndo se observou correlacdo estatistica, exceto na
correlagdo entre tamanho de tumor e expressao do carboidrato GalNAc. Estudo
recente, aponta a glicosiltransferase GALNAC 4 e o0 seu respectivo gene
GALNT4 estéo relacionados com o fator de transcricdo FOX2, demonstrando o
envolvimento da O-glicosilagdo em células de tumores maméarios estrogeno
positivo (NIANG et al, 2016). Também, investigando a expressdo de outros
tipos de glicosiltransferases como a FUT3, responsavel pela fucosilacdo celular
NASCIMENTO, 2015 observou uma correlagdo significativa com o potencial de
malignidade em pacientes que apresentavam aumento de expressao desta
enzima, assim relacionada com o pior prognéstico de tumores mamarios.

Analises de expressao génica de glicosiltransferases evidenciam que
diversos fatores influenciam o processo de glicosilacdo nas células
influenciando suas funcdes e interagcdes nos tecidos. Assim alteracdes

genéticas na expressao da familia de genes GALNT7foram observadas (VARKI
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et al, 2009; BENNETT et al, 2012). Esta familia tem 20 genes, porém apenas
17 sdo mais estudados, sendo o gene GALNT7, localizado na regido
cromossomica 4q34.1, pouco estudado(BENNETT et al, 2012).

A expressao de GALNT7Y foi vista apenas em trés estudos que utilizaram
tecidos humanos ou linhagem de células humanas. KAHAI et al (2009)
observaram uma diminuicdo de expressdo do gene em cultura de células de
osteoblastos. Resultados semelhantes foram observados em cancer cervical
(PENG et al, 2012) eem melanoma (SOVRAM et al, 2011). Nossos resultados
guanto a expressdo de GALNT7 em carcinoma ductal invasivo mamario
aumentam o numero de neoplasias que apresentam baixa expressdo deste
gene.

Estudos reportam a relacdo da expressao do gene GALNT7 com a
superexpressdao domiRNA-378 (KAHAI et al, 2009), miRNA-214 (PENG et al,
2012) e miRNA 30b/30d (SOVRAM et al, 2011) em vérios tecidos. Rodriguez-
Gonzélez et al, (2011) observaram uma alta expressao do miRNA-30c em 246
amostras de tumores mamarios receptor de estrogeno (RE) positivo. Nossos
resultados ndo corroboram os achados de Rodriguez-Gonzéalez et al, (2011).
Observamos em nosso estudo que 127 amostras positivas para RE (69,4%),
das 140 amostras luminais apresentaram baixa expressdao de miRNA-30c.
SHUKLA et al, 2015, utilizando cultura de células mamarias,observaram uma
baixa expressdo em células receptor de estrogeno (RE) negativas. Estudos em
cancer endometrial e hepatocarcinomas, apresentam também o miRNA-30c
como molécula reguladora envolvida nestas patologias malignas (KONG et al,
2014; LIU et al, 2015). Porém nao existem estudos destacando seu papel na
regulacao da glicobiologia celular como abordado em nosso estudo.

Quando relacionamos os resultados de expressao do gene GALNT7 e
do miRNA-30c, verificamos uma correlacao significativa em todos os subtipos
moleculares. No estudo de Hayes, Peruzzi, Lawler, 2014, demonstra que 0s
mMiRNAs podem atuar de diferentes formas na regulacdo génica, podendo atuar
diretamente na modulacdo de expressdo de um RNAm especifico, modulando
a expressao de trés RNAm para favorecer o efeito modulador e dois miRNAs
podem atuar juntos na modulacdo de expressao de determinado RNAmM. Em
nosso estudo pode haver uma modulacdo direta sobre o gene GALNT7,
indicando o papel do miRNA-30c como regulador da O-glicosilacdo, diante da
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regulacdo negativa de expressao do gene GALNT7, favorecendo assim a baixa
expressao de GALNACY7.

Vimos também que o tempo de sobrevida dos pacientes de acordo com
sua idade, subtipo molecular, estadiamento clinico e tamanho do tumor nao
apresentou resultado significativo. A curva de sobrevida é um indicador
importante para estudos dos aspectos clinico-patologicos, compreendendo
também, que a glicobiologia dos tumores é bastante atual e se faz necessario
diante da grande complexibilidade dos mecanismos glicobiologicos alterados
em tumores, que estao correlacionados com a progressao e desenvolvimento
de malignidade (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

Deste modo, nosso estudo evidenciou de forma linear a possivel relagao
da baixa expressao fenotipica do carboidrato GalNAc e da proteina GALNT7
com a regulagao do gene de glicosilgdo GALNT7, mediada provavelmente, pelo
aumento da expressao do miRNA 30c em CDI de mama.
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6 CONCLUSOES

- A presenca do antigeno Tn, através da andlise da expressdo do
carboidrato GalNAc, em tumores mamarios apresentou baixa juntamente com a
enzima de O-glicosilacdo GALNAC7, demonstrando assim que a formacao de
antigenos Tn esta deficiente nos tumores mamarios e ou ha um processo
bioquimico mascarando as moléculas de GalNAc;

- A analise de expressao da proteina GALNAC 7 demonstrou também
uma baixa expressdo nos CDI mamarios estudados, sugerindo que ha baixa
expressao do gene GALNT7,

- Através da subtipagem molecular, foi visto que a maior quantidade de
casos sao Luminais, corroborando com a literatura e pratica clinica;

- Nosso estudo evidenciou que o gene GALNT7 apresenta baixa
expressao, corroborando com os resultados da imuno-histoquimica;

- Realizando a correlagéo estatistica com dados clinico-histopatolégicos
e expressdo de moléculas, ndo houve resultado com correlacdo estatistica
significativa, exceto em relagdo a tamanho do tumor e o carboidrato GalNAc
nos pacientes com CDI mamario;

-Foi visto que GALNT7 pode ser um possivel alvo para a acdo do miRNA
30c, atuando como molécula inibidora de expressao génica e levando a um
processo mais lento de desenvolvimento e poder de metastase;

- Fica evidente a necessidade de mais estudos in vitro para
superexpressao e knockdown do gene GALNT7 e miRNA30c na busca da

compreensao completa deste possivel mecanismo de regulagcdo molecular.
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8.2Parecer Consubstanciado Centre de Ciéncias da Saude —CCS/UFPE

Gnmitede (1= B NYERSIDADE FEDERAL DE
UpImeIie =2 PERNAMBUCO CENTRODE Q) Wmﬂ
[ ::J'_"TElI-.' Hasmanns EI EJENEI'AE DA EAI:IDE 1 UFPE-

PARFCER CONSUBSTANCLIADD DO CEP

OADOS M PROJETD DE PESQUISA

Tiulo da Pesquisa: IDENTIFICACAD DE MOWOS BIOMARCADCIRES DE USD POTENCIAL NG
DLASHOSTICD E PROSHOSTICE DE ALTERAGOES MAMARIAS E PROSTATICAS

HUSLAMAS
Posquisador: Eduandp isidoro Carneiro Beir3o
Aroa Temitica:
Worska: &

CAAE: OGEBEET2.5. 00005209
In=ttule 3o Projpeoresha: LAEORATOAXD DE IMUMDPATOLIOELS KEISD ASAMI
Patrocinadar Principal: CONS HAC DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECKROLOSGICD

OADOE 00 PARECER

Nimare do Parocor: 672053
Data da Rlaoriac: DEDLEDAS

Apresontas 30 do Projoto:
enfica-se quena cardnogENEse, OCOMEM MUdangas Na EIpressda de projeins cellares gue levam a
alieraptes nas vias de snalizagdo induzinda,
freqieniements, mudancas no microambients tumoral, causanda inflamapsa e resulanda em misdanca no
peril das projeinas keciduals que podemn

ser secreladas (Kopf & Zharhary, 2007). © grau de malignidade do cncer esk refacionado 4 sua habiidade
£m desamangar a anquitetura feddual,

imadr fonieims de tecidos adjacentes & mesiasiizar pam drgdos diskantes. Em lermos simples, o cincer 4
uma doenca de desenvokimento

resutianie da perda dos cantrodes noMmals que conduzem as ciulas para acumular-se nos tecidos & que as
malem denfro dos kmiies dos sos

argdas [De Melja el al., 2003} O padrla de glicosilagan de projeinas de teddos pode ser influenciado por
diversas mudangas fisiplgicas, ks como

papeis em diversas processas bialbgices coma, sinalizagda celufar, reconhecimento imunoidglco,
metastase, diferenciagao cefular enire autros

[Ambrosi et &, 7005; Rosenield el al., 2007).Lecinas, projeinas lgadoms de carboldraios e de distibuico
uhigua na natureza, poSsUem &

B Ax. i Ergy = - ¥ mrrter, maln 4, Pridiic oo GES

Bakrr Cidacs Univeradiris GEF- = TEcam

ur: PE Nunkciphe RECIFE

Telsfone (Erz18-2528 Fox: (@12 18-a%88 E-mal cxpoosEupebr

ki 1

91



Gomiede (e B | NIVERSIDADE FEDERAL DE
IS =2 PERNAMBUCO CENTRO DE ’\g 2 Erm‘“m me
| Saras 'rll.;.'IFJn:_'r'J = CIENCIAS DA SAUDE f UFPE-
Crrimeg i e Fasese S0

capaddade de agr como modéouas de reconbedmentodentm de ctulas & na superfice osfular {Geimeiner
el al, 2008).

Cihjothvo da Fosquisa

1 Hdemiiicar naos: biomarcadores de uso potendal no diagnisicn & prognasico de allerapSess mamarnas e
prashalicas humanas ubkzando sondas

irmdcionals & inoyadoras;

2}hjeavo Seoundaria

= {Jbder ameosiras dinicas (becido e sangue) de packrtes submetidas a drurgias reaizadas nos seiofes de

Uroksgia = Masiologia do Haspital das.
Clinicas de Pemambuca ¢, UFPE; « Sbier blocns de tecldos mamanios £ proskboos embebidos em parafina

peErencentss. ao seior de Analomia

Paloksgica do Hospial das Clinicas de Permmambuca . UFPE; =

Avallacio dos Riscos o Banofickos:

L= isoos e beneficios citados es130 adequados.

Comaontarios g Conskioragdas sobro a Pesquisa:

Verfca-se que,n Grupe Elomarcadores no Cancer {BmG) da Universidade Federal de Pemamboce (LUFFE)
iem

empregade a histoquimica com lecinas, imunchistogueimica & bislogla molecular pam acalar o perfil
{enalipice & genotipica de carboidratos em

gicoconjugados de superfide ceular £ a expressha de glicsiransierases em becidos humanos normais =
trarsformados.

Consideras fes sohine os Temos da apresemagio obrigadtadac
£ lemnas apresertadcs es130 adequados.

Rocomondar e
SRecomendaph;

Conclusdes ou Pandénclas e Lisia de inadequagchas:
Aprovado,

Situacyo do Parscar

Apmado

Mecessita Aprociagdo da COMEP:

Endarsga: Ay o Engesheris s - P eoder, sl 4, Prisisds OCS

Baire  Cidmde Linsaraiinis G- = Taoaam
ur: PE Municiple MECIFE
| Telafonec  (EIj2128-2%28 Fa: @1]21m-A2E0 E-mal: cepouEufpe br

gt £ e £

92



93

omi defrica B2 | yIVERSIDADE FEDERAL DE

PMPOSILR (o5 PERNAMBUCO CENTRODE W |
SEres H:-;rlan:‘.:r.»: - CIENCIAS DA SAUDE f UFPE-

Crriaagio do Fesces: ET10E

Ham
Conslderag das Fimals a critério do CEP:

© Coleglade aprova o panecer do profocolp B questa &0 pesquisadar esla auiorzada para iniciar a
oalk=la de dados.

Prajeln dal avaliade & sua APROWAGAD defintiva serd dada, apts a enirega da relaitrio final, na

PLATAFORMA ERASIL, atraves de "Notiicagda * &, apts apreciagan, sera emitida Parecer
Cansubslanciada -

RECIFE, 0@ de Junho de 2074

Asz=zinado par:
GERA LD BASCO LINDOS0 COUTO
[Coordenadar]

Encamcx A, da Engenheris w'i® - * eoder, sl 4, Pridio de C8 5
Babrr  Cldacde Unsarliis CGEF- =0 740
ur: PE Nunkigic MECFE

Tolafonee (mp18-2220 Fax: @ATIIE-ALEN R ——

g 1 3 XN



8.3 Parecer Consubstanciado AC Camargo

A€ Camargo FUNDAGCAD ANTONIO
Cances Cenler  PRUDENTE-HOSPITAL DO W
CANCER A C CAMARGO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
Elaborado pala Insttulc3e Coparticipants
DADGS DO PROJETD DE PESGLISA

Titulo da Pesquisa IDENTIFICACAC DE NOVOS EIOMARCADORES DE USO POTENCIAL NO
Eﬁﬁ'ﬁjﬂllm E PROGNOSTICO DE ALTERACDES MAMARIAS E PROSTATICAS

Pecequiastor: Edusrdo ksldor Camenn Bairdo

Araa Tematica:

Versdo: 5

CAAF: 06586612 90000 5208

inaftulgAe Proponents; LABORATORID DE IMUNOPATOLOGIA KEISD ASAM

Patrocinador Principal COMS NAC DE DESEMVOLVIMENTC: CIENTIFICO E TECHCLOECD

DADGS DO PARECER

Homens do Parecer. 522812
Diata dia Relatoria: 20012014

Apresantacio 8o Projsto:

O cancer s mama acomeia mﬂmﬂmﬂﬂlrﬂ!ﬂ!ﬁ no mundo (340 evands a abito um nimero
consideravel desta poputagSo, principalmenie em palses com baixa renda, onde a diagnostico ocome de
maneira tardla Pam identficar esta neopiasia Mutos biomarcadores foram propostos, no entanta, ndo ha
LI COMEEnE0 E0bie O LS 08 marcadonss efevos prndpaimentes para melhor dfsrenclagio no dagnosticn
héstopatciogico & para avalagio de melnor e plor prognostico do desenvolvimento do tumor. Além dissn, o
envolvimenio das gicosiitransferases & 005 MICRMNAS [4 550 visios como possivels blomarcadones pam
MEMM.MM.MlmM anmmdenmmmpaan
cancer de mama 3 partr de estudos genolipicos @ fanotiplcos.

Oijethvo &3 Peaquisa
&yallar 3 expressan do microRMA-30d @ micoRMA-214 & da Ganac T em Didpslas do tumor dagnostizados
como Carcinoma Ductal Invashe (COHL

DEJETIVOS ESPECIFICOS:
- Exirair RMAM & o micmRMA fe bacidoe freecos dagnisticos com CIN;

- Redlzsr protocolos pars pasquisa 08 Contoles endoganis Pars 35 aMosias estudadas;

Erdaness: Fom Profeescr S-freo Prodera, 211

Balrio:  Literdecds CEP: 01 SOetid
ue: g5p snksipda: S50 PALILO
Tolaforen: 412 E80-00000 Fi: 0100 E0-5{00 E-mall: oop Somsconiscomrnega org b
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A€ Camarga FUNDACAQ ANTONIO
Cances Center  PRUDENTE-HOSPITAL DO w
CANCER A C CAMARGO
Comtramsglia 4o Parscar: 52T

- Quanbfcar 3 express30 do MicToRMNA-30d & microRMNA-214 & do gene da. glicosifransferase GalMac 7
araves de PCR em tempo real:

- Comelacionar o5 resuitados de expressao de RNA & MicroRNA. com o5 blomaradonss uizados na rotna
dlagnostica (Recepior de Estrdgens, Recaptor de Progesterona, HER-2, KIET, pS3, ecadenna) abraves de
Imunohistoquimica;

- Avalar 3 express30 da profeing GaiMac 7 utiizando ant-GALNTT araves da imunchistoquimica & Westem
Elot

- Avaliar 3 expressA0 tos caroidratos dpha 1,3 N-acetigalaciosaming airaves da histoquimica com lectinas
uilizando 3 lectna Vicia vilsa aggiutin (VViA-Vector)

- Comelacionar o5 resuitados de express3n genotipica e fenotiplca com o dadas dinico-histopatningicos.

Lvalla;do mos Riscos o Beneficioa:

ME0 52 apics; setdo refrospectivio, BEM MEC06 OU Denefltios direios 305 partisinaniss Que Serdo Incultos
red esudo.

Comentanios e Conalderagies sobre a Pesquiza

A pesquisa pode razer Informagdies rdevantss para o entendmenio do cincer de mama

Conalderagles sobre o8 Temnos de apresentagio obrigstoria:

% lemmos pheigatonios exigidos por este CEP foram adequadaments apreseniados peios pesILIsadones.
Esta InsTiuicdo esta clente da realizagdo deste esiuds em nossas dependdncias, conforme consta em

Deciaraches 0e Clénda de Institulcdo Coparlicipanie @ 0 estudo conta com 3 responsabllidade de
pesquisatiores Instiuconals (Dr. Viclor Plana ge Andrage & Or. Emmanuel Tas-Neato).

Racomendaqdees:
Racomenda-&2 aprovacao o protocolo de eshuda proposto.

Concluades ou Pendéncias o Lista de Inadequagias:

M0 52 Fpica; ndo ha pendéncias ou questionamenics 0o pomo o Wsta &fco.
Situagio do Parecer:

ADIDVETD

Meceesita Apreciagao da CONEP:

M3

Conalderacies Anas a crteno oo CEP:

Erdanesmn:  Sow Profosor S Fudere 201

Bairm  Lizsdsca CEF. 01 50%-0
LiF: &P MunsEhsl  Bel FEULL
Telaform: |10 RS Fax: (0720 E-500 E-mal: oop brascenlysramearg ong b



A€ Camargo FUNDAGAO ANTOMIO
Cances Center  PRUDENTE-HOSPITAL DO w
CANCER A C CAMARGO
Contramciln do Perscer 50T

Analse da Comisslo de Pesquisa {COPE): Aprovada.

MOTA: Informnacies 3 respeio do andamento 0o referido projedo deverdo s&f encaminhadas a0 CEF dentro
de 06 meses em reatond (modek CEP)

SA0 PALLGC, DS ge Feversim de 2014

Againador por:
Lulz Paule Kowalzkl
[ Coordenador]
Erdarect:  Boa Frofescr S Prudonta, 211
Bairm: Lisemsdy CEF: (1. 508000
UF: 5P Mamiksiph: S50 PRULD
Talafods: |17\ i80oa00s Pz (07000 Bl E-ral. crp ScEecmiEtuTeegT wmm

“hgrd ol =
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