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Resumo

Introducgdo: O cancer de pulmao é a neoplasia humana mais comum. As taxas de
sobrevida em 5 anos estdo entre as mais baixas para tumores agressivos e seus
valores ndo tém mostrado diferengas importantes nos ultimos anos. Quando
detectado nos estagios precoces, o cancer de pulmao mostra bom progndstico, mas
a maioria dos pacientes apresenta doenga metastatica no momento do diagndstico,
0 que reduz a sobrevida significativamente. Apesar de todo o progresso obtido nos
ultimos anos em tratamento do cancer, o prognéstico desses pacientes permanece
desfavoravel. Objetivos: O presente estudo teve como objetivo investigar o perfil
molecular de cancer de pulmao de células ndo pequenas, bem como de novos
marcadores tumorais relevantes para diagndéstico e prognostico dessa doencga.
Métodos: O RNA total de espécimes cirurgicos congelados foi extraido pelo
método do trizol e o kit RNeasy FFPE foi utilizado para extragcdo de RNA de tecidos
fixados em formalina e emblocados em parafina. Com o objetivo de identificar
genes diferencialmente expressos envolvidos em cancer de pulmao, dados
combinados de bibliotecas SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) publicas
foram analisados. O perfil protéico foi também avaliado em amostras de
adenocarcinoma, carcinoma epidermdide e de margens cirdrgicas normais,
utilizando eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. Resultados: A
andlise estatistica dos dados de SAGE identificou um conjunto de tags
diferencialmente expressas entre as bibliotecas de adenocarcinoma e de margens
cirurgicas. Trés genes com expressao alterada na andlise de SAGE e de
protedmica, dois com niveis elevados (COL3A1, CTSB) e um com nivel reduzido
(ITGB1) em células neoplasicas, foram selecionados para experimentos de PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) em tempo real no mesmo conjunto de amostras.
Consistente com os resultados estatisticos, a PCR quantitativa confirmou a
expressao elevada de COL3A7 e CTSB em carcinomas quando comparados com o
tecido livre de tumor. Conclusdo: O RNA de amostras congeladas e arquivadas é
adequado para amplificagao por PCR em tempo real, embora exiba qualidade mais
baixa nessas ultimas. Portanto, métodos otimizados para tecidos arquivados
permitem analises por PCR quantitativa e podem ser utilizados para avaliacdo do
perfil transcricional de espécimes embebidos em parafina procedentes de pacientes
com cancer. Este é aparentemente o primeiro estudo descrevendo a analise de
dados de SAGE em cancer de pulmdo. As abordagens estatistica e proteémica
foram efetivas em identificar genes e proteinas diferencialmente expressas
envolvidas no desenvolvimento do cancer e podem revelar novos marcadores
relevantes para a tumorigénese de pulmao.



Abstract

Introduction: Lung cancer is the most common malignancy in human. The average
5 years survival rate is one of the lowest among aggressive cancers, showing no
significant improvement in recent years. When detected early, lung cancer has a
good prognosis, but most patients present metastatic disease at the time of
diagnostic, which significantly reduces survival rates. Despite all the recent
advances in cancer treatment, prognostic of these patients have improved
minimally. Objectives: The present study aimed to investigate the molecular profile
of non-small cell lung cancer as well as new tumor makers relevant to diagnosis and
prognosis of this disease. Methods: Total RNA from frozen surgical tissues was
extracted using TRIZOL reagent and RNeasy FFPE kit was used for RNA extraction
from formalin fixed, paraffin embedded tissue. Aiming to identify differentially
expressed genes involved in lung cancer, we analyzed combined data from normal
and tumor SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) libraries available in the
public domain. Proteome profiling was also analyzed in adenocarcinoma, squamous
cell carcinoma and normal surgical margin samples using two-dimensional
electrophoresis and mass spectrometry. Results: The statistical analysis of SAGE
data indentified a subset of differentially expressed tags between normal surgical
margins and adenocarcinoma libraries. Three genes displaying differential regulation
in SAGE or proteomic analysis, two up- (COL3A1, CTSB) and one down-regulated
(ITGB1) in neoplastic cells, were selected for real-time polymerase chain reaction
(PCR) experiments using the same set of samples. Similar to the statistical results,
quantitative PCR confirmed the upregulation of COL3A7 and CTSB in carcinomas
when compared to tumor free tissues. Conclusion: RNA from frozen and arquived
samples is appropriate for amplification experiments by real time PCR, although with
lower efficiency among the last ones. Therefore, improved methods of RNA
extraction in arquived tissues are suitable for Real Time quantitative RT-PCR, and
may be used for gene expression profiling of paraffin embedded tissues from cancer
patients. To the best of our knowledge, this is the first study reporting SAGE data
analysis in lung cancer. The statistical approach as well as the proteomic evaluation
were effective in identifying differentially expressed genes and proteins reportedly
involved in cancer development and may be useful to disclose new tumor makers
relevant to lung tumorigenesis.
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1. Introdugao

Nas ultimas décadas, o cancer se manteve como um dos problemas de
saude publica mais relevantes. Esse fato se deve, em parte, ao aumento
substancial da média de expectativa de vida da populagdo e a forte correlagcao
positiva entre cancer e idade. Aproximadamente, 10 milhdes de casos serao
diagnosticados a cada ano em todo o mundo e é esperado que esse numero
duplique até o ano de 2020. ("

Varias neoplasias apresentam como principal fator etiolégico a exposicao
cronica ao tabaco, que tem no cigarro o seu produto mais popular. De acordo com a
International Agency for Research on Cancer, a fumacga do cigarro contém por volta
de 4000 substancias quimicas, das quais mais de 60 sdo conhecidas como
carcinogénicas®®. Entre os mais potentes ingredientes responsaveis pela
tumorigénese, estdo os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e as nitrosaminas.
Enquanto as nitrosaminas iniciam cascatas de sinalizagdo, como do Akt (v-akt
murine thymoma viral oncogene homolog) e das MAPKs (mitogen-activated protein
kinases), que induzem proliferacao celular® os hidrocarbonetos ligam-se
covalentemente ao DNA para formar adutos e causam mutacgdes, elevando assim o
risco de cancer, em especial o de pulmao.

O principal alcaléide do tabaco € a nicotina que, por si sO, nao €
cancerigena, mas pode induzir proliferagdo, angiogénese e suprimir a apoptose ®.
®) processos estreitamente ligados a tumorigénese. Esse alcaloide atua por meio
dos receptores nicotinicos de acetilcolina, da familia de canais de ion dependentes
de ligantes, que incluem receptores de serotonina e de acido g-aminobutirico. Em
células epiteliais bronquiais, a ativacdo desses receptores pela nicotina leva a
estimulacdo da cascata Akt e de uma variedade de alvos, como os fatores de
transcricdo NFKB (nuclear factor kappa B), contribuindo para sobrevivéncia e
proliferagao celular. "

O cancer de pulmao é uma das neoplasias mais frequentemente ligadas ao
uso do cigarro. Sua associagao ao tabaco foi estabelecida em 1957 e confirmada

nos anos seguintes por varios estudos retrospectivos e prospectivos [revisto por @I



Os resultados obtidos n&o diminuiram o interesse dos pesquisadores e muitos
dados recentes estdo disponiveis ndo apenas sobre o efeito da fumacga do cigarro
na epidemia de cancer de pulmao, mas de outros fatores ocupacionais (asbestos,
arsénico, cromo, niquel e radénio) e do ambiente (fumo passivo e polui¢do), e de
fatores que conferem susceptibilidade a doenca, como sexo, dieta e polimorfismos
genéticos. 12

A cada ano, 1,35 milhées de pessoas sao diagnosticadas com cancer de
pulmdo e mais de 3.000 morrem diariamente. ¥ No Brasil, o nimero de casos
novos estimados para 2010 € de aproximadamente 18 mil entre os homens e 10 mil
entre as mulheres, o que corresponde a 18 casos novos a cada 100 mil homens e
10 a cada 100 mil mulheres. ("

Um estudo recente sobre mortalidade por esse cancer durante 1970-2007
em 37 paises da Europa mostrou que os indices diminuiram no sexo masculino nas
ultimas duas décadas, mas, no sexo feminino, ainda estdo em ascensao em muitos
paises, o que reflete diferentes fases da epidemia de fumo em homens e mulheres.
(15)

Do ponto de vista clinico, os tumores epiteliais de pulmao sao divididos em
dois grandes grupos, os carcinomas de pequenas células e os carcinomas de
células nao pequenas. Esses Ultimos compreendem trés subtipos - os
adenocarcinomas, que sao 0s mais prevalentes, os carcinomas epidermodides e o0s
carcinomas de células grandes - mas, de maneira geral, podem também incluir
qualquer tumor epitelial sem o componente de células pequenas. (16)

Os carcinomas de células ndo pequenas sao responsaveis por 70 a 85% dos
casos de cancer de pulméo e as principais caracteristicas desse grupo sao a baixa
resposta ao tratamento e sobrevida de cinco anos em apenas 15% dos pacientes.
(" Seu prognostico desfavoravel pode ser explicado pelo fato de 50% dos
pacientes apresentarem metastases no momento do diagndstico (18), que estao

(19 O adenocarcinoma é

entre as principais causas de morte dos pacientes.
atualmente o subtipo histolégico predominante e sua taxa de incidéncia continua

crescendo em muitos paises. ?%



Embora as analises morfologicas sejam capazes de estratificar os pacientes
com cancer de pulm&o, € necessario identificar aqueles com riscos mais altos de
apresentarem metastases e recorréncia da doenca.®” Atualmente, o sistema
utilizado para o estadiamento clinico, considera fatores como tamanho e localizagao
do tumor (T), comprometimento de linfonodos regionais (N) e presenga de
metastases & distancia (M). ??

O sistema TNM é util por causa de sua simplicidade, valor prognéstico e
porque permite a avaliagdo da extensdo da doenga no momento do diagnéstico, o
que facilita a escolha da terapia apropriada para o paciente: cirurgia nos casos
precoces, quimioterapia, cirurgia e radioterapia para os localmente avangados e
quimioterapia para os metastaticos. Entretanto, esse sistema contém limitagdes
considerando que o cancer de pulmao € heterogéneo e biologicamente complexo.
3 A principal consequéncia da imprecisdo do estadiamento é o resultado do
tratamento. Por exemplo, quando o estadiamento é subestimado, o paciente pode
nao se beneficiar de terapias sistémicas. Em contrapartida, quando o estadiamento
€ superestimado, o paciente ndo é submetido ao procedimento cirurgico que, em
muitos casos, leva a cura da doenga.(24) Todavia, em 30 a 35% dos pacientes que
sao tratados cirurgicamente, a doenga reaparece, indicando a existéncia de
subgrupos de pacientes que inicialmente sdo diagnosticados como apresentando a
doenca em estagios iniciais mas, na verdade, estdo em fases avangadas, nao
detectadas que podem apresentar células tumorais nao detectadas pelas
abordagens utilizadas para diagnostico e estadiamento. (25)

A avaliacdo de tumores iniciais e restritos ao pulméao n&do é simples por
causa das dificuldades de acesso a lesdo e dos limites de sensibilidade das
técnicas de imagem. Esse fato, somado as limitagdes da avaliagdo de estadiamento
do tumor citadas acima, torna muito importante a investigacdo de alteragdes
moleculares desencadeadas durante o processo de malignizacao para identificagao
de marcadores eficientes no rastreamento de grupos de risco, diagndstico precoce,
escolha do tratamento e previsdo do curso da doenca. ?©
A caracterizacdo dos marcadores moleculares tem evoluido do nivel

histolégico simples até abordagens capazes de avaliar centenas a milhares de



genes e proteinas. Atualmente, algumas formas de cancer ja estdo sendo tratadas
com base no conhecimento gerado por essas técnicas. E o caso da leucemia
mieldide crénica, que apresenta translocagao dos genes BCR e ABL resultando em
elevada atividade da quinase serina/treonina quimérica, dos linfomas positivos para
CD20 e dos tumores de mama com amplificagdo do receptor de membrana
tirosina/quinase HER2/neu [revisto por ?7.

A busca de marcadores moleculares em cancer néo € recente. Um dos
primeiros marcadores foi referido por um estudo de 1848, que detectou a cadeia
leve de imunoglobulina na urina de 75% dos pacientes diagnosticados com mieloma
multiplo. A introdugdo de técnicas imunolégicas facilitou a descoberta da alfa-
fetoproteina e do antigeno carcinoembrionario e iniciou a era moderna de
monitoramento de doencas. Em 1980, a tecnologia do hibridoma permitiu a
descoberta do marcador CA125 (carbohydrate antigen 125) para cancer epitelial de
ovario. No mesmo ano, foi identificado o PSA (prostate-specific antigen) em cancer
de prostata, considerado ainda hoje um dos melhores marcadores moleculares de
cancer [revisto por %),

Nos ultimos anos, com o0 progresso na area de biotecnologia, foram
desenvolvidas algumas abordagens que permitem a analise em larga escala das
caracteristicas das células malignas. Entre elas estdo os arranjos de cDNA 9 as
andlises seriadas de expressdo génica (SAGE)®® e os métodos de

®Y que sdo muito auxiliados na etapa de

sequenciamento de ultima geragao
validacao pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real
(RT-PCR). ®? Essas abordagens tém tornado possivel, de maneira robusta e
reprodutivel, a identificagdo de ganhos e perdas cromossOmicas e a resultante

(33)

alteracdo da expressao génica nos tumores “’, bem como sua correlagdo com a

evolucdo clinica da doenga. #4237

Entretanto, as técnicas referidas acima nao fornecem uma avaliagao precisa
do que ocorre no nivel das proteinas. Por exemplo, alguns genes, por meio de
splicing alternativo, codificam diferentes isoformas. Modificagdes pds-traducionais,
tais como fosforilagcdo, glicosilacdo, clivagem proteolitica e adicao de

oligossacarideos ou lipideos, podem alterar a estrutura e a fungdo de uma mesma



8 Por esse

proteina e determinar a mudanga na sua localizagc&o intracelular
motivo, para o entendimento dos mecanismos envolvidos na tumorigénese, €&
importante que, paralelamente aos dados derivados do genoma e do transcritoma e
dos dados clinicos, sejam também obtidas informagdes sobre as diferengas
protéicas entre a célula normal e a maligna.

A abordagem protedmica utiliza uma combinagdo de técnicas, como
eletroforese bidimensional (2D), espectrometria de massas, sequenciamento de
polipeptideos e bioinformatica, para identificar e caracterizar as proteinas celulares
(Figura 1). %49 A eletroforese 2D, por exemplo, é capaz de separar centenas de
proteinas em um unico gel. @41 Suas principais desvantagens referem-se a
dificuldade de deteccao de certos tipos de proteinas, como as de baixa abundancia
(receptores, transdutores de sinal e reguladores), as muito basicas e hidrofébicas,
as de membrana e aquelas acima de 150 kDa ou abaixo de 10 kDa. 4"

Apesar dessas limitagdes, a protebmica tem se tornado uma ferramenta
eficaz para identificacdo de marcadores moleculares de diagnédstico, progndstico e
predicao de desfecho em cancer. Geralmente, as analises protedmicas utilizam
tecidos frescos, do mesmo modo que as abordagens genémicas. Enquanto a coleta
de sangue e urina é facil de ser realizada e pode ser repetida varias vezes para um
mesmo paciente, a obtencdo de tecidos sdlidos € invasiva e restrita para

procedimentos diagnosticos e/ou terapéuticos.
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Figura 1. Eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. Resumo das etapas da
eletroforese bidimensional e espectrometria de massas (http://www.blackwell-
synergy.com/links/doi/10.1046/j.1525-1438.2002.01200.x/full/).



Nos estudos de busca de marcadores, tais amostras costumam ser obtidas
apenas apos ressec¢ao de grandes tumores e quando nao prejudicam as analises
de rotina para diagnéstico. Para lesdes em estagios iniciais ou pré-malignas, que
sao interessantes para os experimentos de validacdo e frequentemente muito
pequenas, o numero de casos disponiveis € sempre reduzido.

Tais fatores, somados a necessidade de tempos curtos entre a resseccao
cirurgica do espécime e seu armazenamento adequado, limitam a casuistica a
pequenos grupos de pacientes e a tumores ja em estados avangados. “?

Alguns estudos tém comparado extratos protéicos de tecidos frescos e
emblocados em parafina por técnicas classicas de analise de proteinas, como
eletroforese bidimensional, espectrometria de massas, Western blot e arranjos de
proteinas, e seus resultados sdo bastante promissores. #?47)

Os avancos metodolégicos sdo especialmente importantes para a analise
molecular do cancer de pulmao, que nem sempre € tratado por cirurgia e o material
obtido muitas vezes resume-se a pequenas bidpsias. Apesar disso, muitos dados
estdo disponiveis e ja permitiram algumas importantes conclusdes.

Acredita-se que, na tumorigénese de pulmao, o acumulo gradual de 10 a 20
alteragdes genéticas ocorra durante a transformacdao de um epitélio normal para
pré-neoplasico e neoplasico. (Figura 2). Tais alteragbes envolvem mutagdes,
delegcbes e modificagdes epigenéticas que ocorrem na arvore brénquica exposta a
carcindgenos, conferindo vantagem de crescimento e sobrevivéncia as células
(Figura 3). Incluem ativagdo de cascatas de sinalizagao relacionadas & proto-
oncogenes e inativagao de genes supressores de tumor, levando a auto-suficiéncia
de sinais de crescimento e insensibilidade a sinais inibidores de crescimento,
resisténcia a apoptose, perda de mecanismos de reparo de DNA, angiogénese
sustentada, potencial ilimitado de proliferagdo e aquisicdo de fendtipo com
capacidade de migragao e invas&o. “®

No caso do carcinoma epidermdide, o modelo proposto de passos
sequenciais inclui perdas alélicas no epitélio de fumantes, seguidas de reativacéo

da telomerase, inativacdo de genes supressores de tumor, como o TP53 (tumor



protein p53) e o CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), e expressao
elevada da ciclina D1 na passagem de displasia a carcinoma in situ.

Ao contrario, o desenvolvimento dos adenocarcinomas, que surgem no
epitélio alveolar periférico, envolve pelo menos duas vias separadas, dependendo
dos pacientes serem fumantes ou ndo. Entre os primeiros, sdo frequentes as
mutagdes no oncogene KRAS e a inativagdo de genes supressores, por metilagao
(CDKNZ2A) ou mutagéo (TP53). Entre os ndo-fumantes, especialmente mulheres de
origem asiatica, sdo observadas amplificagdo ou mutagdes no gene do receptor do
fator de crescimento epidérmico (EGFR), que séo suficientes para transformagao
maligna e progressao (Figura 1). 49

A cascata do EGFR é a principal via transdutora de sinais de crescimento e
sobrevivéncia nas células do pulméo e, portanto, um alvo para terapia. As mutacoes
nesse receptor estdo geralmente presentes nos exons que codificam o dominio
tirosina quinase da proteina e s&o associadas a uma maior sensibilidade a
inibidores de tirosina quinase, como o gefitinibe e o erlotinibe. ®®°? Essas drogas
competem com o ATP pela ligagdo ao dominio catalitico e inibem a autofosforilagao
do receptor, bem como os efetores secundarios, como quinases MAPK e Akt e
fatores de sinalizagao e transcrigdo da familia STAT (signal transducer and activator

of transcription). ®
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Figura 2. Eventos genéticos ocorridos durante a transformagao do epitélio normal

para pré-neoplasico e neoplasico Lantuéjoul et al. (2009), com modificagdes.
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Muitos marcadores potenciais do cancer de pulmao ja foram descritos e

estdo detalhados na revisdo feita por Coate et al. *®

, que selecionou 0s mais
importantes para os tumores de células ndo pequenas e didaticamente agrupou-os
por padrbes moleculares: (a) reparo por excisdo de nucleotideo (NER) e seus
principais membros envolvidos: ERCC1 (excision repair cross-complementation
group 1), RRM1 (ribonucleotide reductase messenger 1) e BRCA1 (breast cancer
gene 1); (b) reguladores do ciclo celular, como a proteina p27 e as ja citadas p53 e
KRas; (c) beta tubulin classe lll, envolvida na formagdo de microtubulos que
participam da separacdo das cromatides na divisdo celular e, portanto, sao
importantes para a divisao celular; e (d) padrao EGFR.

A principal pergunta € qual desses marcadores ou de outros que serao
descritos se mostrara mais util para diagnéstico e predigdo de desfecho ou para
selegao de tratamento personalizado e quais serdo validados em grande numero de

pacientes com cancer de pulmao.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo geral identificar o perfil molecular dos
carcinomas de pulmao bem como investigar novos marcadores tumorais relevantes
para diagnostico e prognostico dessa doenga. Seus objetivos especificos
compreendem:

A. Investigar perfis de expressado génica caracteristicos de cancer de pulmao em
bancos de dados publicos para sele¢cdo de genes candidatos e vias bioquimicas
relacionados com a tumorigenése de pulmé&o.

B. Implantar e otimizar a técnica de extracdo de RNA e proteinas a partir de
amostras de tumores de pulmao emblocadas em parafina.

C. Investigar o perfil protéico de amostras de cancer de pulmé&o frescos e
emblocados em parafina.

D. Validar a expressdao de marcadores potencialmente relacionados com o

processo de desenvolvimento e progressao do cancer de pulmao.
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3. Casuistica e Métodos

3.1. Casuistica

No presente trabalho, foram estudadas cinco amostras frescas de
adenocarcinoma e duas de carcinoma epiderméide de pulmdo, bem como suas
respectivas margens cirurgicas aparentemente livres da doencga, colhidas apds
ressecgado cirurgica (lobectomia), realizada pela equipe de cirurgia toracica do
Hospital de Base de Sao José do Rio Preto, SP. Foram também estudadas oito
amostras de adenocarcinoma e oito de carcinoma epidermdide de pulméo
emblocadas em parafina. As amostras foram armazenadas até o momento de uso a -
80°C, no caso de material fresco, ou em temperatura ambiente, no caso de material
arquivado. Os dois grupos de amostras foram utilizados em experimentos para
avaliagcao de expressao génica e protéica.

Todos os pacientes concordaram em participar da pesquisa e assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo Comité de Etica (CONEP
parecer 270/2005) da Instituicdo participante (Anexo 3).

Para selecédo de genes diferencialmente expressos em tecidos neoplasicos e
normais, foram analisados os dados de duas bibliotecas SAGE (Serial Analysis of
Gene Expression) de adenocarcinoma de pulmao e uma de tecido pulmonar normal,
disponiveis no banco de dados publico do Cancer Genome Anatomy Project
(http://cgap.nci.nih.gov/SAGE). Essas bibliotecas sao denominadas
SAGE_Lung normal B 1, SAGE_Lung_adenocarcinoma_MD L9 e

SAGE_Lung_adenocarcinoma_MD_L10.
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3.2. Métodos

3.2.1. Andlise de dados de bibliotecas SAGE

O método estatistico de semelhanga parcial desenvolvido por Cox (1975), foi
utilizado para as analises das trés bibliotecas SAGE. Resumidamente, o teste
considera trés frequéncias de um tag especifica formando uma distribuigdo trinomial,
onde o tamanho da amostra e o total de tags. A probabilidade do trindbmio
desconhecido de tags € representada por (p1, p2, p3) e o tamanho da biblioteca é
representado por (N1, N2, N3). A homogeneidade das médias pode ser testada
utilizando o modelo de hipétese trinomial H: (p1,p2,p3) = (N1,N2,N3)/N onde N =
N1+N2+N3 (Anexo 1 e 2) Silveira et al. (2008). ®® Apés essa andlise, foram
selecionados dois genes que apresentaram padrao de expressdo aumentada
(COL3A1 CTSB) ou diminuida (/ITGB1) nas bibliotecas de tecido tumoral em relagao
ao tecido normal correspondente, para validacdo por PCR em tempo real.

3.2.2. Extragcao de RNA de amostras frescas

As amostras frescas foram submetidas a extracdo de RNA utilizando TRizol
(solugao de extracdo de RNA, Life Technologies, Grand Island, NY, USA) e protocolo
ja estabelecido no laboratério (Sambrok, Russel, 2001). Em resumo, os fragmentos
de tecidos com aproximadamente 100mg foram macerados manualmente em
almofariz, com pistilo e adicdo de nitrogénio liquido. Para cada 10mg de tecido, foram
adicionados 1000uL de TRizol, que mantém a integridade do RNA enquanto promove
a lise celular. O material foi, entdo, distribuido em tubos de 1,5mL e mantido a
temperatura ambiente por S5Smin.

O préximo passo foi a adicao de 200uL de cloroférmio gelado para cada mL de

amostra em TRizol. O material foi agitado vigorosamente por aproximadamente 20s e
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permaneceu por 3min a temperatura ambiente sendo, em seguida, acondicionado em
gelo. As amostras foram centrifugadas a 12.000g, por 15min a 4°C, para separagao
da fase aquosa, que contém RNA, da interfase branca e leitosa que contém
principalmente DNA, e da fase organica com proteina. A fase aquosa com RNA foi
transferida para um novo tubo com 400uL de isopropanol gelado e 10ug de
glicogénio, por 15min a temperatura ambiente. Apds essa etapa de precipitacdo, as
amostras foram centrifugadas a 12.000g, por 15min a 4°C, e o sobrenadante foi
descartado por inversdo. O sedimento foi lavado com 1mL de etanol 75% gelado e
agitado até se soltar do tubo. A amostra foi centrifugada a 7.500g por 5min a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi seco sobre papel absorvente a
temperatura ambiente, sendo posteriormente ressuspendido em 20-50uL de agua
livre de nucleases (dependendo do tamanho do sedimento). As amostras foram
colocadas em banho seco a 500g por 10min a 57°C. O RNA foi quantificado e a
razao de absorbancia foi obtida em espectrofotdmetro NanoDrop ND1000 (Thermo
Scientific, Delaware, USA). A qualidade do RNA extraido dos tecidos frescos foi
avaliada pela presencga das duas bandas riboss6micas 18S e 28S em gel de agarose

1% corado com brometo de etidio.

3.2.3. Extragcao de RNA de amostras emblocadas em parafina

A extracao de RNA dos tecidos emblocados em parafina foi realizada utilizando
o Kit RNAesy (Quiagen, Germany), seguindo as instru¢des do fabricante.
Primeiramente, foram obtidos quatro cortes histologicos com 10um de espessura,
que foram colocados em tubos de 2mL contendo 1mL de xilol, para desparafinizagao

dos cortes. As amostras foram agitadas vigorosamente por 10s e centrifugadas a
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15.000g, por 2min a 20°C. O sobrenadante foi removido e, ao sedimento, foi
adicionado 1mL de etanol 100% para completa retirada do xilol.

A amostra foi centrifugada novamente a 15.000g, por 2min a 20°C, e o
sedimento foi incubado em proteinase K por 15min a 55°C, seguidos de 15min a
80°C. O RNA total foi coletado em coluna e eluido em 20uL de agua livre de
nucleases. A quantificagdo do RNA foi realizada em espectrofotémetro NanoDrop
ND1000 e sua qualidade foi avaliada em gel de agarose corado com brometo de

etidio.

3.2.4 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Uma vez avaliada a qualidade dos RNAs extraidos, o cDNA foi sintetizado a
partir de 1ug de RNA total, utilizando o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems, Foster City, Califérnia, USA). A qualidade do cDNA foi avaliada
em reacao de amplificagcdo por PCR de fragmento do gene da alfa tubulina 1c,
TUBAG6, com 106 pb. As condi¢cdes da reacado foram 5min a 94°C e 35 ciclos de 50s a
94°C para desnaturacao do DNA, 30 segundos para anelamento dos iniciadores a
60°C e 45s a 72°C para extensao das cadeias, além de 7min a 72°C para extensao

final. A sequéncia dos iniciadores esta descrita na Tabela 1.
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Tabela 1 — Sequéncias dos iniciadores utilizados para avaliagdo da expressao génica.

Genes Primer F Primer R Fragggntos
TUBA6 5 TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG 5 AGTGCCAGTGCGAACTTCATC 106
GAPDH 5 ACCCACTCCTCCACCTTTGA 5CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 105
COL3A1 5 AAAGGGGAGCTGGCTACTTC 5GTTGAAGGAGGATGTTCCC 126
CTSB 5 AAAGTTCCCCCATCATTCC 5 CTTTGGAGAACGCCAGTCTC 116
ITGB1 5 TGCAACAGCTCTCACCTACG 5 AAGATGGGCAACTCAAATGG’ 120

3.2.5. PCR em tempo real

Os experimentos de validacdo de dois genes selecionados a partir das
bibliotecas SAGE (COL3A1 e ITGB1) foram realizados por PCR em tempo real no
7500 Fast Real-Time PCR System (Apllied Biosystems.cidade,estado,pais). Para
esses experimentos, foi também selecionado o gene CTSB, cujo produto mostrou-se
alterado em amostras de adenocarcinoma de pulmao analisadas por eletroforese
bidimensional e espectrometria de massas.

A expressao desses genes foi avaliada nas amostras frescas de
adenocarcinoma e carcinoma epidermoide de pulmio em relagdo as suas margens.
Os iniciadores foram desenhados manualmente utilizando os seguintes parametros:
23 - 20 pares de bases (pb), 43 - 55% de conteudo de GC, tamanho de produto
pequeno (105-126pb) e pelo menos um iniciador flanqueando os limites intron-exon
para impedir amplificacdo genbmica (Tabela 1). Todos os iniciadores foram
comprados de Invitrogen (Sao Paulo, Sdo Paulo, Brasil).

As reacbes foram feitas em triplicata em volume final de 20uL, com 10uL de
SYBR Green (Applied Biosystems), 50nM de cada iniciador e 20ng de cDNA. As
condigdes de PCR foram: uma primeira etapa a 50°C por 2min, seguida de 10min a
95°C e 40 ciclos de 15s a 95°C para desnaturagdo do DNA, 1min a 60°C para

anelamento dos iniciadores e extensdo das cadeias. Para os iniciadores, foi
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calculada a eficiéncia da reagao (y = 1) em dilui¢gdes seriadas da mesma amostra de
cDNA (5466). A eficiéncia da reacao (E) foi estimada pela férmula E = [10¢"51P¢)] .1 ¢
atingiu os valores de 1.022 a 1.017 nos diferentes experimentos.

Os dados resultantes da reacdo de PCR em tempo real foram analisados
calculando-se as médias geométricas de cada triplicata das amostras a partir dos
valores do C; (C; ou cycle threshold é o ciclo no qual as amostras atingem o ponto de
fluorescéncia detectado pelo equipamento). Posteriormente, foi calculado o AC; a
partir da diferenga entre a média geométrica obtida para a sequéncia de interesse e a
média calculada para o controle interno (gene TUBAG6). Para calcular o A-AC; foram
escolhidas as amostras de margens cirurgicas como calibradores, atribuindo o valor
de zero para essas amostras como resultado da subtracdo com seu proprio AC;. Nas
demais amostras, o A-AC; foi calculado a partir das diferencas dos valores de AC; de
cada uma delas em relagdo ao calibrador. Em seguida, foi calculado o 2-A-AC;, ou
seja, o (A-AC,)%. Finalmente, para uma melhor representacéo grafica, os resultados
foram apresentados em uma escala logaritmica de base 3 (Logs).

Foi considerado aumento ou diminuigdo significativa da expressdo quando o

valor apresentado na forma de Logs esteve acima ou abaixo de um, respectivamente.
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3.2.6. Extracao de proteinas

Extracdo sequencial de proteinas por TRIZOL® Reagent. A fase organica obtida

da extracdo do RNA foi submetida ao isolamento de DNA e proteinas. O material
recebeu etanol 100% e foi misturado por inversdo. A amostra foi incubada por 2-3min
a 15-30°C e o DNA foi sedimentado por centrifugacao a 2.000g por 5min a 2-8°C. O
sobrenadante, com as proteinas, recebeu 1,5mL de alcool isopropil e foi mantido por
10min a 15-30°C. O material foi centrifugado a 12.000g por 20min a 2-8°C e o
sedimento foi lavado trés vezes em solu¢ao de hidrocloreto de guanidina 0,3M em
etanol, mantido a 15-30°C por 20min e centrifugado a 7.500g por 5min a 2-8°C. Em
seguida, o material foi seco em centrifuga a vacuo por 5-10min, dissolvido em 300-
400uL (dependendo do tamanho do pellet) de SDS 1% e incubado a 50°C por 16h.
Apés centrifugagédo a 10.000g por 10min a 2-8°C, o sobrenadante ou extrato protéico
foi transferido para um novo tubo.

A concentracdo de proteinas foi medida em espectrofotdmetro NanoDrop ND
1000. Para essa quantificacdo, foi realizada uma curva de diluicdo utilizando
albumina sérica bovina (BSA) fornecida juntamente com o BCA™ Protein Assay Kit
(Pierce), nas concentragdes de 2000ug/mL, 1.500ug/mL, 1000ug/mL, 500ug/mL,
250ug/mL, 125ug/mL, 62,5ug/ml e Oug/mL (branco).

Extracdo de proteinas de amostras emblocadas em parafina. Para extragao de

proteinas a partir de material emblocado em parafina, foi utilizado o protocolo descrito
por Shi et al. (2006) e Ikeda et al. (1998). > °) Em resumo, quatro cortes histoldgicos
de 10um foram colocados em tubos de 2mL contendo 1mL de xilol, para

desparafinizagdo. O material foi agitado por 10s, centrifugado a 15.000g durante
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5min por cinco vezes e o0 sobrenadante foi desprezado. Apds as lavagens, o material
foi reidratado em etanol absoluto 95%, 90%, 80%, e 60%, sucessivamente, e em
agua destilada, e seco em temperatura ambiente por 2 a 3min. Apos
desparafinizagao, o material foi pré-incubado a 100°C por 20min em tampao RIPA pH
7.6 [fosfato de sodio di-hidrogenado 1 M, fosfato dissédico monohidrogenado 10 mM,
cloreto de sodio 154 mM, triton X-100 1%, desoxicolato sédico 12 mM, azida sddica
0.2%, fluoreto fenil, metil, sulfonil 2 mM, aprotinina 50 mg/mL (Sigma Chemical; St
Louis, MO, USA), leupeptina 50 mM (Bayer, Leverkusen, Germany) e SDS 2%] e,
posteriormente, mantido a 60°C por 2h. Apdés a incubagdo, os lisados foram
centrifugados a 15.000g por 20min a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado
a -80°C. As amostras de proteinas extraidas de material emblocado foram

quantificadas da mesma maneira que as amostras extraidas de tecido fresco.

3.2.7 Precipitagao de proteinas por acetona

Muitos contaminantes organicos soluveis, tais como detergentes e lipideos,
interferem nos resultados da eletroforese bidimensional. ®”) Como esses compostos
sao soluveis em acetona, uma etapa de precipitacdo de proteinas é realizada
previamente a sua utilizagdo. Com esse objetivo, cerca de 1000uL de acetona gelada
foram adicionados a cada extrato protéico obtido de amostras frescas. O material foi
incubado a -20°C por pelo menos 2h e, em seguida, centrifugado a 13.000g por
10min a 2-8°C. Os sedimentos foram secos ao ar por 5-10min a temperatura
ambiente e, posteriormente, ressuspendidos em solugéo de reidratagdo e submetidos

a focalizacgao isoelétrica.
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3.2.8. Eletroforese unidimensional (1DE)

Para minimizar possiveis interferéncias causadas por variabilidade individual,
as amostras foram reunidas em pools seguindo sua classificagdo histologica. Os
pools de amostras emblocadas em parafina de adenocarcinomas e carcinoma
epidermoides foram submetidos a eletroforese unidimensional em gel de
poliacrilamida SDS 12% para separacdo das proteinas. As proteinas foram
desnaturadas a 96°C por 10 minutos em tampao 5X com [(B-mercaptoetanol e 5 e
10ug de cada pool. SDS-PAGE corrido em sistema vertical de gel poliacrilamida (SE
400 Vertical Unit, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) a 120 V. As proteinas foram
detectadas por Comassie Brilhant Blue. O marcador de peso molecular utilizado foi
o LMW calibration kit for SDS-Electrophoresis (Ge Healthcare,Upsala, Sweden).

Em resumo cerca de 1000ug de cada amostra foram adicionados a 250uL de
solugao de reidratagéo (uréia 8M; CHAPS 2%; tampao IPG 0,5%; 70mg DTT e azul

de bromofenol).

3.2.9. Eletroforese bidimensional (2DE)

As proteinas extraidas, apos precipitacdo por acetona no caso de amostras
frescas, foram submetidas a focalizagdo isoelétrica e separadas na segunda
dimensdo. Cada amostra contribuiu com a mesma quantidade de massa protéica
para a confecgdo dos pools. Um pool de adenocarcinoma foi formado por cinco
amostras, um pool de carcinoma pulmonar por duas amostras e o pool de normal por
sete amostras.

As tiras de pH 3-10 imobilizado foram reidratadas nessa solugao e, em seguida,

as proteinas foram submetidas a focalizagao isoelétrica, com acumulo total de 26.500
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V/h. Apés a corrida de primeira dimensao, as tiras foram incubadas na solucédo de
equilibrio (Tris-Cl 50mM pH 8,8, uréia 6M, glicerol 30%, SDS 2%, bromofenol e 100
mg de DTT/10 mL de solugédo) por 15min e, em seguida, tratadas com solugédo de
Tris-Cl 50mM pH 8,8, uréia 6M, glicerol 30%, SDS 2%, bromofenol; 250mg de
iodoacetamida/10mL de solugéao.

Apods o equilibrio, as proteinas foram separadas na segunda dimensao em géis
SDS-PAGE 12%. As tiras de pH imobilizado da primeira dimenséo foram colocadas
entre duas placas de géis de poliacrilamida pré-montadas juntamente com um
marcador de peso molecular de proteina. A eletroforese compreendeu uma pré-
corrida a 30mA, por 15min, e uma corrida a 60mA, durante 5h.

Os géis de eletroforese 2D foram fixados e corados por coomassie blue, suas
imagens foram capturadas em scanner modelo ImmageScaner e analisados pelo
software ImageMaster 2D Elite (Amersham Bioscience/GE Healthcare, Uppsale
Sweden). A analise de imagens foi iniciada pela marcagdo manual dos spots
presentes nos géis. Os marcadores de peso molecular e a escala de Pl foram
calibrados. O background dos géis foi subtraido e a imagem foi normalizada para a

realizagao do matching ou sobreposi¢cao dos spots.
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3.3. Coloragao por coomassie blue

Primeiramente, os géis foram fixados em solucéo fixadora (etanol 50%, acido
acético glacial 10%), por 30min até 16h. Em seguida, os géis foram descorados em
solugao de descoloragao (etanol 50%, acido acético glacial 5%) por 3min. O préximo
passo compreendeu a coloragao por solugédo de coomassie (coomassie brilliant blue
R-250, etanol ou metanol 40%, acido acético glacial 10%), durante 90min. Os géis
foram submetidos a quatro lavagens (15, 45, 120 e 120min) com solugdo de
descoloragao, para que fosse retirado o excesso de corante. Finalmente, os géis
foram colocados em solugao de preservacéao (acido acético glacial 5%), por 30min ou
mais.

Os géis foram mantidos em solu¢gdo de metanol 15% durante 48h. Em seguida,
cada gel foi colocado em sacos plasticos com 2mL da solugéo de glicerol 50% (1mL

de cada lado do gel) e os sacos foram lacrados com seladora.

3.3.1. Coloragao de géis unidimensionais por nitrato de prata

A coloragao por nitrato de prata seguiu as instrugdes do Silver Staining Kit
Protein (Amersham Biosciences,cidade,estado,pais). Inicialmente, os géis foram
fixados em solugao fixadora (etanol 40%, acido acético glacial 10%) por 30 minutos.
Posteriormente, foram mergulhados em solugdo sensibilizadora (etanol 30%,
glutaraldeido 0,125%, tiossulfato de sédio 0,2%, acetado de sodio 6,8%) por mais
30 minutos e submetidos a trés lavagens sucessivas de 5 minutos cada com 250
mL de agua. Os géis foram corados por nitrato de prata (solu¢do de prata 0,25%,
formaldeido 0,015%) por 20 minutos. Para retirada do excesso de prata dos géis,

foram realizadas duas lavagens sucessivas em agua, que nao ultrapassaram um
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minuto de duracdo. Para revelagdo dos géis, foi adicionada a solugao reveladora
(carbonato de sédio 2,5%, formaldeido 0,0074%) por aproximadamente 2-5 minutos
(tempo suficiente para que as proteinas fossem visualizadas). O bloqueio da
revelagao foi realizado com solugao bloqueadora (Na;EDTA 1,5%) por 10 minutos.
Finalmente, os géis foram submetidos a trés lavagens sucessivas com agua por 5

minutos cada.

3.3.2. Digestao dos spots e espectrometria de massas

Os spots de proteinas que apresentaram expressao diferencial foram recortados
do gel 2D juntamente com um controle positivo (banda do marcador) e um controle
negativo (por¢do do gel sem marcagéao) e descorados com 250uL de solugdo de
bicarbonato de aménio 50 mM / acetonitrila (ACN) 50%. Em seguida, a solugdo de
descoloracao foi retirada e 200uL de ACN 50% ou 100% foram adicionados. Apds
15min, a solugado de ACN foi retirada e o material foi seco em centrifuga speedvac
durante 30min. O fragmento de gel foi submetido a tratamento com 20uL de solugao
contendo 0,4ug de tripsina em solugao de bicarbonato de aménio 50 mM e incubado
a 37°C por 24h para digestdo enzimatica. A reagao foi interrompida com 50uL de
acido trifluoroacético (TFA) 1%.

Uma aliquota de cada digesto triptico foi analisada por espectrémetro de
massas Maldi Q Tof (Matrix Assisted laser Desorption lonization — Quadrupole Time
of flight, Waters Corporation, Milford, MA, USA) e as massas dos peptideos foram
determinadas. Essa etapa foi realizada no Laboratério Nacional de Luz Sincroton

(LNLS), Campinas, SP.
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O “mapa” de peptideo obtido pela espectrometria de massas foi analisado com
a utilizacdo de banco de dado de sequéncias nao redundantes:

Mascot: http://www.matrixscience.com/cgi/index.pl?page=../home.html



Resultados
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4. Resultados

4.1. Casuistica

Foram analisadas sete amostras de tecidos tumorais frescos e suas margens
cirurgicas aparentemente livres da doenga, sendo cinco de adenocarcinoma de
pulmdo (trés mulheres e dois homens, com 45 a 61 anos) e duas amostras de
carcinoma epiderméide de pulméao (ambas de pacientes do sexo feminino, com 50 e
58 anos). Em relagdo as amostras emblocadas em parafina, foi estudado um total de
oito pacientes com adenocarcinoma (quatro homens e quatro mulheres, com 55 a 75
anos) e oito pacientes com carcinoma epidermdide de pulmao (cinco homens e trés
mulheres, 49 a 76 anos), que incluiram os sete casos cujos tecidos frescos foram
estudados.

Os adenocarcinomas eram geralmente pequenos, moderadamente
diferenciados, sem invasao perineural e vascular e sem infiltragao inflamatéria. Os
carcinomas epidermoides apresentaram caracteristicas similares, exceto que eram
geralmente pouco diferenciados. Apenas um caso mostrou margens cirurgicas
comprometidas por células neoplasicas. Os dados demograficos e

anatomopatolégicos desses casos estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3.
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4.2. RNA de amostras frescas

Os RNAs extraidos das amostras frescas mostraram, pela analise em
espectrofotdmetro, quantidade e razdo de absorbancia satisfatérias (Tabela 4). Sua
analise em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio também mostrou bom

resultado, com bandas ribossémicas 18S e 28S nitidas (Figura 4).

4.3. RNA de amostras emblocadas em parafina

Os RNAs extraidos de amostras emblocadas em parafina mostraram, pela
analise em espectrofotdmetro, quantidade e razdo de absorbancia similares aquelas
dos tecidos frescos (Tabela 5). Entretanto, quando submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etidio para visualizagdo das bandas

ribossémicas 18S e 28S, sua qualidade nao foi satisfatoria (Figura 5).

4.4. Anadlise de genes constitutivos

A concentragao relativa de transcritos dos genes TUBA6 e GAPDH foi avaliada
em experimentos de PCR em tempo real utilizando cDNA confeccionado a partir de
RNAs de amostras de adenocarcinomas e carcinomas epidermoides de pulmé&o.
Tanto as amostras frescas como as emblocadas em parafina mostraram resultados
satisfatorios, embora a maioria dessas ultimas tenha exibido um cycle threshold
maior (25 versus 21), o que sugere menor concentracdo de transcritos de boa
qualidade nesses casos. Os resultados das reagdes de PCR em tempo real estao

apresentados nas Figuras 6 a 9.



Tabela 4. Quantificagcdo do RNA extraido de amostras frescas e razao
de absorbancia. N= margem cirurgica; T — tumor.

Amostras ng/uL 260/280 nm
5414-N 425,00 1,94
5414-T 1046,50 2,00
1862-N 388,09 1,90
1862-T 1750,06 2,00
7967-N 356,76 1,90
7967-T 591,70 1,93
5496-N 529,00 1,88
5496-T 1589,24 1,94
5466-N 426,72 1,96
5466-T 1742,41 1,95
7894-N 378,54 1,97
7894-T 829,37 1,92
3391-N 331,87 1,92
3391-T 386,45 1,86

1 2 3 4 5 6 14

7 8 9 10 11 12 13
78S £ - e - D “
18 E 2 B ' ' u -

Figura 4. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando as
bandas 18s e 28s de RNAs obtidos de amostras frescas. Casos 7894-N,
7894-T, 3391-N, 3391-T, 5466-N, 5466-T, 5496-N, 5496-T, 7967-N, 7967-T,
1862-N, 1862-T, 5414-N, 5414-T, nas linhas 1 a 14, respectivamente.




Tabela 5. Quantificagcdo do RNA extraido de amostras emblocadas e
razao de absorbancia. T — tumor.

Amostras ng/uL 260/280 nm
10960-T 714,60 1,91
5249-T 696,40 2,00
1350-T 197,24 1,95
*14140-T 11,40 1,94
1382-T 1599,05 2,03
7467-T 1028,32 1,98
18628-T 498,49 1,92
14794-T 1795,33 1,97
5466-T 1309,25 1,96
5414-T 707,69 1,97
3391-T 822,24 2,03
7894-T 689,58 1,92
*3968-T 26,96 1,93
3883-T 1187,20 2,01
3001-T 1726,89 1,99
5271-T 342,15 1,86

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 5. Gel de agarose 1% corado com brometo de etidio mostrando a
degradagao dos RNAs obtidos de amostras parafinadas. Casos 10960, 5249,
1350, 1382, 7967, 1862, 14794, 5466, 5414, 3391, 7894, 3883, 3001, 5271 nas
linhas 1 a 14, respectivamente.
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Figura 6. Analise por PCR em tempo real de transcritos do gene TUBA6 nas amostras
emblocadas em parafina 7894, 3391, 5496, 5414, 5466, 7967, 1862.
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Figura 8. Andlise por PCR em tempo real de transcritos do gene GAPDH nas
amostras emblocados em parafina 7894, 3391, 5496, 5414, 5466, 7967, 1862.
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Figura 9. Analise por PCR em tempo real de transcritos do gene GAPDH nas
amostras frescas 7894, 3391, 5496, 5414, 5466, 7967, 1862.
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4.5. Validagao por PCR em tempo real dos dados das bibliotecas SAGE

As analises estatisticas das bibliotecas SAGE revelaram 372 e 416 genes com
expressao aumentada nas bibliotecas L9 e L10 de adenocarcinoma de pulmao e 204
e 451 genes com expressao diminuida respectivamente, em relagéo a biblioteca B1
de tecido normal de pulm&o (Anexo 1).

Desses dados, foram selecionados 240 genes, sendo 60 mais expressos e 60
menos expressos de cada uma das bibliotecas. A partir dessa lista, foi selecionado
um gene com padrao de expressao aumentada (COL3A7) e um gene com padrao de
expressao diminuida (/ITGB1), para validagao por PCR em tempo real. Para esse
experimento de validagao, foi também selecionado o gene (CTSB) que, embora nao
tenha ficado entre os 240 genes da lista, seu produto mostrou nitida elevagao de
expressao em amostras de adenocarcinoma de pulmao analisadas por técnicas
protedmicas.

Em sete amostras de tecido tumoral fresco, o gene COL3A7 mostrou niveis
elevados de transcritos em seis e auséncia de amplificacdo em uma delas, quando
comparadas ao tecido normal. No caso do gene CTSB, todas as sete amostras
mostraram expressao elevada. Para o gene ITGB1, apenas trés das sete amostras
confirmaram o resultado esperado de expressao diminuida. Nenhuma das amostras
parafinadas mostrou amplificacdo para os trés genes estudados. A Figura 10
apresenta os resultados obtidos pelos experimentos de PCR em tempo real para os

trés genes selecionados.
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em tempo real em sete amostras de tumores frescos de pulmao. A quantificacéo
relativa estd apresentada em log3 e foi calculada utilizando a amostra normal

Figura 10. Expressao de
pareada como calibrador.
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Figura 11. Foto de gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% corado por Comassie
Blue relativo a eletroforese 2D de (A) pool de duas amostras de carcinoma (B) pool
de 2 amostras de sete amostras de tecido pulmonar normal (C) pool de sete
amostras de adenocarcinoma de pulmgao e (D) pool de sete amostras de tecido
pulmonar normal. MW = marcador de peso molecular LMW Calibration (kD). Os
spots assinalados foram retirados para analise por espectrometria de massas.
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Figura 12. Regidbes ampliadas dos spots diferencialmente expressos
comparandos entre adenocarcinoma de pulmdo (Tumor) e margens

cirurgicas (Normal).
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4.6. Espectrometria de Massas

Para analise por espectrometria de massas, foram selecionados spofts
diferencialmente expressos nos géis 2D obtidos dos tumores frescos em relagéo aos
tecidos normais. Desses, nove de onze spots de adenocarcinoma e 20 de 41 spots
de carcinoma epidermoide de pulmao foram conclusivos em relagcédo a identificagao
de proteinas (Tabela 6). Algumas proteinas identificadas foram comuns a ambos os
tipos de tumores.

Os processos biologicos e as categorias funcionais aos quais as proteinas
identificadas estdo associadas foram obtidos de bancos de dados publicos
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/, http://www.expasy.ch) e estdo apresentados na Tabela

7.
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Tabela 7. Processos biolégicos aos quais as proteinas estdo relacionadas
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Proteinas Processos Biolégicos

Catepsina B Protedlise
Catepsina D Protedlise
Galectina-1 Apoptose
Heat shock protein beta-1 Apoptose,

Tradugéo
Heat shock 70kDa protein 8 isoforma 1 variante Apoptose
Peroxirredoxina-2 Apoptose

Proteina S100-A9

Alfa enolase

Alfa enolase

Anidrase carbénica 1
Cadeia Beta do Fibrinogénio

Inibidor 1 da dissociagdao Rho GDP-1

Galectina 1

Peptidil-prolil cis-trans isomerase

Proteina pro-apoptotica adaptadora de caspase
Proteina reguladora da glicose 78 kDa

Triose fosfato isomerase

Tropomiosina 2 (Beta)

Cadeia alfa 4 da Tropomiosina

Cadeia Beta da tropomiosina

Superéxido dismutase Mn mitocondrial

Transdugéo de sinais,

Resposta inflamatéria
Transcrigdo

Transcrigdo

Resposta a estimulos

Apoptose,
Regulagdo negativa da adeséo celular,
Mobilidade,

Transdugéo de sinais
Apoptose

Metabolismo de proteina
Apoptose

Resposta a estimulo

Metabolismo

Mobilidade
Contragao muscular

Apoptose,
Transcrigéo,

Resposta a estimulos
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5. Discusséao

O cancer de pulmao é o tumor mais comum no mundo ®7) Somente 16%
dos pacientes apresentam lesdes em estagios precoces, ainda restritos ao 6rgao
e sem sinais de metastases. Na maioria dos casos, que exibem estagios
avancgados e inoperaveis ho momento do diagnostico, a quimioterapia e a
radioterapia nao sdo mais consideradas curativas, um fato que contribui para a
reduzida taxa de sobrevida desses pacientes. ®6"

Aproximadamente 30 a 35% dos portadores de cancer de pulmao
submetidos a ressecgao cirurgica nos estagios iniciais da doenga apresentam
recorréncia em dois ou trés anos, evidenciando que as células tumorais
residuais ndo sdo detectadas pelas técnicas utilizadas atualmente. (18 24 61.62)
Portanto, torna-se de extrema importancia a identificacdo de marcadores
moleculares eficientes para diagndstico precoce e para predicdo de risco de
recorréncia apds cirtrgia. ©

No presente estudo, foram analisadas amostras frescas e emblocadas em
parafina de adenocarcinoma e carcinoma epidermdide de pulmao, utilizando
técnicas de genémica, protedbmica e bioinformatica, na tentativa de identificar e
validar marcadores biolégicos potenciais desses tumores.

As amostras frescas ou congeladas em temperaturas inferiores a -80°C
imediatamente apds sua retirada mantém boa qualidade do material genético,
principalmente do RNA, que é utilizado para estudos de expressdo génica.
Contudo, esse procedimento ndo é padrao e poucos hospitais possuem bancos
de tecidos congelados acompanhados de informagdes clinicas detalhadas. De

maneira geral, todas as amostras de tumores obtidas para diagndstico ou

tratamento séo rotineiramente fixadas em formalina e emblocadas em parafina
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para analises histolégicas. Consequentemente, a maioria das instituicbes possui
grandes arquivos de tecidos assim armazenados, que permitem estudos
retrospectivos para todos os tipos de canceres, incluindo os mais raros. Embora
essa metodologia de preservacdo de amostras conserve as caracteristicas
morfologicas dos tecidos, o DNA, a proteina e o RNA sofrem degradagcao, em
especial esse ultimo. ¢

Na verdade, uma parcela muito pequena, aproximadamente 3% do RNA
extraido a partir de material fixado, pode ser utilizada para sintese de cDNA. O
restante provavelmente estd quimicamente alterado pelo processo de fixagéo e

) Apesar dessa limitacdo, varios

emblocamento e ndo pode ser transcrito.
pesquisadores obtiveram sucesso na extracdo de RNA de varios tecidos, mesmo
para espécimes conservados por periodos de 10 a 20 anos. (23)

A utilizacdo de material arquivado para analise do perfil de expresséo
génica do cancer é, portanto, viavel e pode permitir a obtencao de respostas a
questdes importantes sobre o processo neoplasico bem como de dados que
auxiliem a tomada de decisdes durante o tratamento dos pacientes. Como as
informacgdes clinicas e anatomopatolégicas no momento do diagndstico e as
informacdes sobre desfecho e resposta a terapia estdo disponiveis para a
maioria dos casos arquivados. Sua ligacdo a dados moleculares dos tumores
devem permitir a obtencdo de importantes conclusdes sobre o processo
neoplasico.

As principais técnicas para avaliagdo da expressao génica e com maior

custo-beneficio sdo aquelas que utilizam arranjos de cDNA e PCR em tempo

real. Varios estudos tém demonstrado que é possivel analisar amostras
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emblocadas em parafina por tais técnicas, entre elas as de cancer de cdlon (66,

67) (68, 69

: mama ) e pulmao.

O trabalho de Doleshal e colaboradores ?

fez algumas analises
controladas sobre extragdo de RNA de tecidos parafinados e seus resultados
sao bastante interessantes. Esses autores compararam os métodos de extragio
utiizando amostras de diferentes idades e também pares de espécimes
emblocados em parafina e congelados do mesmo paciente. Como esperado, a
qualidade dos transcritos obtidos de tecidos parafinados mostrou, ao contrario
dos tecidos frescos, produtos de peso molecular baixo, em média menor que
100 nucleotideos independentemente do kit utilizado. Entretanto, um dos kits
(RecoverAll, Ambion) revelou-se melhor na recuperagdo de RNA puro e forneceu
dados de PCR em tempo real mais consistentes e reprodutiveis, embora o
RNeasy (Qiagen) tenha também demonstrado boa performance.

No presente trabalho, de forma similar ao estudo de Doleshal e
colaboradores, foram utilizadas amostras pareadas de tecidos frescos e
parafinados de pacientes com cancer de pulmdo. Os RNAs, obtidos pelo kit
RNeasy, tiveram sua qualidade e quantidade avaliadas em espectrofotdmetro e
por eletroforese em gel de agarose. Os resultados da eletroforese mostraram as
duas bandas ribossomais para o material extraido de tecidos frescos, mas nao
para os tecidos emblocados, o que indica degradagdo na fase de fixagao e
emblocamento.

Para avaliagcdo da qualidade e da eficiéncia de extracdo de RNA
mensageiro (MRNA) de tecidos parafinados, foram analisados, por PCR em
tempo real, os niveis de expressao de transcritos do gene GAPDH. Foi

observado um cycle threshold (Ct) mais alto em tecidos parafinados em relagao
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aos tecidos frescos. Essa diferenca pode ser resultante de inibidores da reacao
de PCR presentes no material ou de modificacdes irreversiveis no RNA por
causa de tempo prolongado de fixagdo durante o processamento inicial da
amostra. A formalina, que é o fixador mais frequentemente utilizado em
laboratérios de Patologia, induz ligagdes cruzadas entre proteinas e DNA ou
RNA, resultando na inibicdo de amplificacdo de sequéncias. Essas ligagdes
cruzadas preservam a estrutura celular, mas por outro lado, tornam mais dificil a
extracdo de acidos nucléicos, impedem a elongacdo do DNA nascente e
modificam o RNA pela adicdo de grupos de mono-metilol (—CH>OH),
interrompendo a transcricdo reversa [revisto por (71)]. A extensdo de tratamento
da amostra por proteinase melhora a extracao 72) provavelmente liberando o
RNA bem como o DNA das liga¢des cruzadas.

Embora enfrentando as mesmas dificuldades que outros autores, os
dados obtidos pelo presente estudo demonstram que é relativamente simples a
recuperacdo de RNA amplificavel a partir de amostras arquivadas, cujo
processamento nao teve precaugdes quanto ao tipo e ao tempo de fixagao.

Em relagdo as proteinas, o protocolo utilizado ndo teve sucesso para
material arquivado. Apesar da coloragdo por prata ser mais sensivel que o
corante Coomassie blue e ter permitido a visualizagdo de algumas bandas nos
géis unidimensionais, a quantidade de proteinas foi insuficiente para analise por
eletroforese 2D e espectrometria de massas. A otimizagado dos protocolos e o
desenvolvimento de novos kits comerciais compreendem desafios importantes
que precisam ser vencidos por causa do potencial das amostras arquivadas para
estudos retrospectivos e porque as proteinas representam o produto final do

gene e participam diretamente do processo tumorigénico. Com o propésito de
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superar as dificuldades observadas, inovagcdes na técnica de fixacdo de tecidos
foram recentemente propostas pela literatura e mostram resultados promissores.
(73)

Varios artigos ja foram publicados sobre analises protedmicas utilizando
amostras frescas de cancer de pulmao ©% 7). entre outros. Por exemplo,

Conrad e colaboradores (2007), ¢

com essa abordagem, atingiram um valor de
98% de acuracia na diferenciagdo de adenocarcinomas e carcinomas
epiderméides de pulmao. Outros dados também ja foram publicados utilizando

78, 79)

plasma ou soro de pacientes ( e sobre o0 secretoma do cancer de pulméo.

(80)

Na presente analise, foi investigado o padrao de expressdo protéica de
adenocarcinomas e de carcinomas epidermoides de pulmdo e de suas
respectivas margens cirurgicas. Os resultados mostraram proteinas com
expressao elevada nas amostras dos carcinomas, varias delas envolvidas em
processos biolégicos associados com a tumorigénese, entre eles, apoptose
(galectina 1, inibidor 1 da dissociagdo Rho GDP, proteina heat shock 27 kDa,
heat shock 70 kDa, peroxirredoxina-2, superoxido-dismutase Mn mitocondrial),
regulacdo negativa da adesao celular (inibidor 1 da dissociagdo Rho GDP),
mobilidade (cadeia alfa 4 da tropomiosina, inibidor 1 da dissociagdo Rho GDP),
transducao de sinais (inibidor 1 da dissociagdo Rho GDP, S100-A9), tradugao
(proteina heat shock 27 kDa), transcricao (alfa-enolase, superdxido-dismutase
Mn mitocondrial), protedlise (catepsina B e D), resposta inflamatéria (S100-A9) e
resposta a estimulos (superéxido-dismutase Mn mitocondrial). Duas proteinas
exibiram padrao de expressdao diminuido apenas nos adenocarcinomas, a

galectina 1 e a catepsina D.
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As catepsinas B e D ja foram observadas com expressao elevada em

(81) 82)

carcinomas epidermdides de pulmao e em cancer colorretal ®? e estao
relacionadas positivamente com um progndstico desfavoravel em diversos tipos
de neoplasias. Esse fato deve estar relacionado com a capacidade dessas
enzimas proteoliticas facilitarem a degradagdo da matriz extracelular e

73,8385 No presente trabalho, ao contrario do

contribuirem para a invasao local. (
esperado, um nivel de expressédo diminuido de catepsina D foi observado nos
adenocarcinomas. Em outros tumores, ela aparentemente possui uma fungao
mitogénica independente de sua atividade proteolitica e atenua a resposta imune
anti-tumor. ©®

Outras proteinas também contribuem para o processo de invasao e
metastase, que ¢é bastante complexo e envolve varios passos. @) As
tropomiosinas, por exemplo, ja foram associadas com esse processo em cancer

a %) provavelmente por causa de seu papel na manutengéo do

de mam
citoesqueleto de actina e na motilidade celular ", dais quais também participam
as proteinas ligadoras de calcio da familia S110. ©2

Sao particularmente importantes no processo de metastatizagdo os
inibidores de dissociagdo Rho GDP e, portanto, reguladores criticos das
GTPases Rho. Sua expressdo foi vista marcadamente elevada em tumores
colorretais metastaticos ®" e o bloqueio com RNA de interferéncia em linhagens
celulares de cancer de mama e de pulméo demonstrou seu papel na inibigdo da
apoptose. &9
A protecdo contra apoptose ou fatores de estresse € uma importante

caracteristica da célula neoplasica, especialmente durante o tratamento com

quimioterapicos. Algumas proteinas, como as heat shock proteins (HSPs) 27 e
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70 49 participam desse mecanismo protetor em situagdes de estresse e
podem promover resisténcia ao tratamento com drogas. Portanto, sua expresséo
elevada, como aquela observada neste trabalho, deve conferir vantagens
seletivas para o tumor.

A galectina 1 também protege da apoptose e da resposta imune contra o
cancer, esta associada com adeséao celular e atua como fator angiogénico. Por
esse motivo, ndo é surpresa sua expressao elevada em diferentes tumores, que
parece contribuir para um prognoéstico desfavoravel. Em nosso estudo, a
galectina 1 apresentou nivel de expressao elevado em carcinomas epidermaoides
e diminuido em adenocarcinomas de pulmado. Essa discrepancia deve ser
produto das diferengas entre os dois tipos de tumores e ja foi observada por
diversos autores [revisto por ®¥].

Outras proteinas foram vistas com expressao aumentada nos carcinomas
estudados, entre elas, alfa enolase, anidrase carbbdnica 1, cadeia beta do
fibronogénio, ciclofilina A, peroxirredoxina-2, proteina adaptadora da caspase
proapoptética, S100-A9, superdxido dismutase e triosefosfato-isomerase.

A expressao aumentada da subunidade alfa da enolase ja foi detectada

em pacientes com cancer de pulméo 9

e a importancia dessa enzima para a
célula neoplasica esta relacionada com sua participacdo no metabolismo da
glicose. De fato, a ativagdo de enzimas glicoliticas € uma consequéncia da
tumorigénese, como postulado por Otto Warburg no inicio do século XX.
Provavelmente, em resposta a hipdxia provocada pela proliferagcdo excessiva
das células, a via glicolitica é utilizada como fonte de energia e, embora menos

eficiente na producdo de ATPs, representa uma fuga da dependéncia de

oxigénio [revisto por (1]
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As peroxiredoxinas 1 e 2 também sao referidas com niveis elevados em
alguns tipos de cancer, como o de mama, cabega e pescogo e 0os mesoteliomas.
(101-103) A peroxirredoxina 2 parece conferir resisténcia contra alguns agentes
quimioterapicos, mas sua auséncia provoca sensibilidade a radiagdo e ao agente
anti-neoplasico cisplatina, dependendo do tipo tumoral. (194197

A ciclofilina A é uma peptidil-prolil isomerase, inicialmente identificada
como um receptor intracelular para ciclosporina (CsA). Essa enzima possui
importantes papéis na determinacdo da estrutura e trafego de proteinas, na
sinalizagdo celular e na imuno-modulagdo, e sua forma secretada pode atuar
como fator de crescimento para varios tipos celulares. A literatura sugere seu
envolvimento em proliferagdo celular, regulagdo negativa da apoptose e
migragao/invasdo. Varios estudos relatam niveis substancialmente elevados em
tecidos frescos e soro de pacientes com cancer, incluindo carcinoma
epidermoide de pulmao. (18199

Do exposto acima, pode ser concluido que os dados da literatura, para
varias proteinas identificadas nos géis 2DE deste estudo, referem padrdes de
expressao similares em células tumorais, validando os achados presentemente
obtidos.

Neste trabalho, também foi investigado o potencial de dados publicos
para identificacdo de marcadores de cancer de pulmao, utilizando informacdes
geradas pela técnica de SAGE.

Os dados de algumas bibliotecas SAGE de pulmao estdo disponiveis na

literatura.(""1-114

) Entretanto, foram identificadas apenas duas de adenocarcinoma
e uma de tecido pulmonar normal com informagdes completas sobre a

expressao de cada sequéncia ou tag (etiqueta) obtida. Como a técnica de SAGE
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gera uma grande quantidade de informagdes, muitas associadas com o fenétipo
tumoral e outras representando eventos casuais, um tratamento estatistico
previamente validado para tumores de cabeca e pescogo ®4) foi utilizado para
superar essas limitacdes e melhorar a eficiéncia de identificacdo de um perfil de
expressao com significado bioldgico.

A partir da lista gerada pela analise estatistica, foram selecionados para
validagdo por PCR em tempo real um gene com numero elevado de tags
(COL3A1) e um gene com reducédo de tags (ITGB1) em células neoplasicas.
Para esse experimento de validagao, também foi selecionado o gene CTSB
(catepsina B) que mostrou nitido aumento de expressdo em amostras de
adenocarcinoma de pulmdo pela técnica protedmica utilizada. Essa selecao
também levou em conta o fato da literatura ndo apresentar dados de expressao
(COL3A1 e ITGB1) ou de existirem poucos estudos (CTSB) em pacientes com
cancer de pulmao. Em outros tumores, os dados sao igualmente escassos.

Em carcinomas de mama do tipo lobular e dutal invasivos, o gene COL3A1, que

atua na adesédo celular e no padréo de sinalizacdo mediado pelas integrinas,

110 (111

mostrou expressao elevada (1% bem como em cancer de ovario. ) No caso
do produto de /ITGB1, uma integrina que também trabalha na adesdao e na
migragdo celular, altos niveis ja foram associados com sobrevida em céancer
gastrico mas seu papel nesses tumores ndo é bem entendido "'?. Em
carcinomas cervicais positivos para HPV de alto risco, esse gene mostrou baixa
expressao, de forma similar ao presente estudo. ("

Os experimentos de validagao confirmaram os dados das bibliotecas SAGE
e de protebmica para os genes COL3A1 e CTSB, mas néao para o ITGB1, que

exibiu padrao variavel de expressado entre as amostras. Como nao € possivel a
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microdissecgado da lesdo pulmonar, os resultados negativos desse ultimo gene
podem ser explicados pela contaminacao do tecido tumoral por células normais
e, consequentemente, pela presenca de transcritos. O caso inverso também
deve ocorrer, mas a auséncia de transcritos nas células normais certamente tem
um impacto muito menor no resultado positivo.

Utilizando ferramentas de bioinformatica, abordagens protebmicas e
experimentos para validagdo de expresséo génica, o presente trabalho detectou
alguns marcadores potenciais de carcinoma de pulmdo que merecem posterior
analise detalhada. Além disso, os resultados confirmam a viabilidade de utilizacao
de material arquivado para analise genética do cancer, que representa uma fonte
importante de informagdes sobre etiologia € mecanismos envolvidos em resposta

a terapia e desfecho em carcinomas de pulmao e de outros 6rgaos.
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6. Conclusoes

As principais conclusdes obtidas no presente trabalho estdo relacionadas
a segquir:

1 — As amostras de cancer de pulmido emblocadas em parafina permitem
a extracdo de RNA com qualidade apropriada para estudos de expressao
génica.

2 — As amostras de cancer de pulmao emblocadas em parafina mostram
sucesso reduzido na extracdo de proteinas para a utilizacdo em analises
protedmicas.

3 — A metodologia SAGE, compreendem uma fonte importante de
informacdes sobre o cancer, que pode ser utilizada para busca de marcadores
moleculares dessa doencga.

4 — A abordagem protebmica permite a selecdo de marcadores protéicos
diferencialmente expressos em tumores de pulmao

5—- 0 gene COL3A1 e a proteina CTSB mostraram expressao elevada em
adenocarcinoma de pulmdo o que sugere seu envolvimento na progressao
neoplasica.

6 — O gene ITGB1 mostra expressdo diminuida em alguns
adenocarcinoma de pulmao, mas seu papel ndo esta ainda esclarecido.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E INFORMADO

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico do cancer, os médicos e
pesquisadores desta Institui¢do estdo desenvolvendo um projeto que devera ajudar na
obtencdo de conhecimento sobre o cancer e, consequentemente, de oferecer novas
possibilidades de diagnéstico e tratamento para essa doenca. O projeto intitulado
“Marcadores de agressividade em amostras de tecido pulmonar” envolve o estudo do
material bioldgico do paciente.

E rotina nesse Hospital usar parte do material bioldgico para exames laboratoriais
que sdo importantes para o diagnostico definitivo da doenga. Se vocé concordar, a parte
ndo utilizada do material bioldgico serd armazenada para estudos sobre as proteinas do
cancer. O material armazenado sera identificado no laboratério por cédigo formado por
numeros e letras e, portanto, sua privacidade e identidade serdo preservadas. A eventual
publicacdo em revistas cientificas dos resultados de pesquisa utilizando esse material sera
feita de modo a manter o anonimato dos participantes.

Se vocé concordar com o uso do material biologico do modo descrito acima, €
necessario esclarecer que vocé ndo terd quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se voc€ nao concordar em doar o material
para pesquisa ou decidir retirar seu consentimento em qualquer momento, sua decisao
nao influenciara, de modo nenhum, o seu tratamento.

Caso vocé tenha questdes a fazer ou alguma davida que ndo tenha sido esclarecida
pelo seu médico, por gentileza, entre em contato com o Pesquisador Responsavel pelo

projeto ou com o LMMBM, pelo telefone (17) 3201-5737.

DECLARACAO

todo o teor do presente Termo.
Sdo Jose do Rio Preto, de de

Assinatura do Responsavel ou Paciente
Nome:
N. do Protuario:

Declaro estar ciente das informacoes dadas, tendo lido atentamente e concordado com




