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Caracterizacao Funcional do Wnt4 no Cancer de Préstata

Faget DV, Matos LC, Gimba ERP
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

O cincer de préstata (CaP) € a segunda maior causa de morte por neoplasias e o segundo tipo de cAncer mais
incidente em homens no Brasil (dados do Instituto Nacional de Cancer). Atualmente, hd tracamento efetivo para
a doenga clinicamente localizada através de cirurgia e radioterapia, mas a doenga metastdtica permanece incurdvel.
Quanto mais precocemente for detectado o CaP, maiores sio as chances de cura; entretanto, atualmente, o diagnéstico
precoce do CaP se tornou um grande desafio. Apesar do advento do PSA (antigeno especifico da préstata), que
melhorou a detecgdo do Cal} a maioria dos cAnceres sdo diagnosticados em estdgios avancados. Isto torna desejada
a busca por novos marcadores, tanto quanto a melhoria do tratamento da doenga. Proteinas superexpressas em
tumores podem ser caracterizadas como biomarcadores e desempenharem papéis criticos na progressio do cincer.
Dados da literatura mostram, em ensaios de microarranjos de cDNA, que o gene Wnt4 ¢ superexpresso em
tecidos de CaP de alto grau de Gleason quando comparado a tecidos de baixo grau. Ensaios de imunoistoquimica
obtidos por este grupo de pesquisa sugerem que a proteina Wnt4 tem uma expressio maior em tecidos de CaP
quando comparada a tecidos de hiperplasia prostdtica benigna e atrofia inflamatéria proliferativa, uma lesio mais
precoce ao desenvolvimento do CaP. Wnt4 pertence a familia das glicoproteinas Wnt ricas em cistefna. As proteinas
desta familia j4 foram descritas por desempenhar um importante papel durante a embriogénese e a tumorigénese.
As Wnt desencadeiam cascatas de sinalizagdo através de trés vias, sendo duas nao-candnicas e uma candnica. A via
candnica ¢ capaz de ativar a transcricdo de genes regulados pelos fatores de transcri¢io da familia TCF/LEF e,
dentre eles, estdo o c-MYC e a ciclina D1, cuja participagdo na tumorigénese de vdrios tipos de cincer jd foi
descrita. A via de liberagao de Ca+2, uma das vias nio-candnicas, j4 foi descrita por antagonizar a via candnica. A
via de polaridade, outra via nio-candnica, tem o seu papel bem estudado durante a embriogénese e, mais
recentemente, surgiu uma primeira evidéncia de que essa via seria capaz de induzir hiperproliferacio em queratinécitos
humanos. A proteina Wnt4 ¢ capaz de ativar a via candnica em células de rim canino (MDCK) e a via ndo-
candnica em células embriondrias de rim humano (HEK293). O envolvimento das proteinas Wnt no desenvolvimento
de tumores despertou o interesse deste grupo em caracterizar o papel funcional de Wnt4 em CaP, tendo em vista
que sua fungdo ¢ pouco compreendida durante o desenvolvimento desse tumor. Ensaios de qRT-PCR, gerados por
este grupo, sugerem que a linhagem de adenocarcinoma prostdtico PC3 superexpressa o gene Wnt4. A partir desta
informacio, pode-se usar esta linhagem como modelo para a caracterizagio funcional de Wnt4 no CaP através de
ensaios de interferéncia de RNA. O presente projeto tem como objetivo a caracterizagdo funcional de Wnt4 no
CaP, utilizando modelos experimentais de silenciamento e superexpressio do gene WNT4. Primeiramente, ensaios
de interferéncia de RNA para o gene GAPDH foram realizados a fim de se estabelecer um protocolo de transfecgio
e otimizar as condi¢bes de interferéncia. Através de ensaios de qQRT-PCR, observou-se a diminui¢io da expressio
do mRNA de GAPDH apés tratamento das células com siRNA por 15 horas e 24 horas, quando comparadas as
células nao-tratadas. Ensaios de imunoblor utilizando anticorpo especifico para a proteina GAPDH demonstraram
a diminui¢io da massa de GAPDH intracelular apds 36 horas de tratamento. Este primeiro ensaio de interferéncia
forneceu um protocolo para a transfecgio do siRNA, através do qual comprovou-se a capacidade da linhagem PC3
de processar o siRNA através da sua maquinaria intracelular. As perspectivas deste grupo compreendem o
estabelecimento do modelo experimental de superexpressio ¢ o silenciamento do gene WINT4 para analisar
proliferacio, morte, migragio celulares ¢ as vias de Wnt ativadas em linhagens celulares de CaP PC3, DU145 e
LNCaP pela sinalizagao de Wnt4.

Apoio: CNPq, FAF/INCA, Pronex-RIO, FAPER] e Swiss Bridge Foundation
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Estabelecimento de Vetores Retrovirais para Analise do

NFAT na Proliferacao e Morte Celular

Cruz ALS, Robbs BK, Viola JPB.
Instituto Nacional de Cancer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

O fator nuclear de células T ativadas (nuclear factor of activated T cells - NFAT) foi inicialmente descrito como capaz
de se ligar ao elemento responsivo de receptor de antigeno distal (ARRE-2) no promotor do gene de interleucina-
2 (IL-2) em linhagem de células T Jurkat ativadas. Atualmente, cinco membros distintos constituem a familia
NFAT: NFAT1 (também conhecida como NFATp ou NFAT¢2), NFAT2 (NFATc ou NFATc1), NFAT3 (NFATc4),
NFAT4 (NFATx ou NFATc3) e NFAT5 (TonE-BP). Os membros cldssicos da familia - NFAT1-4 - sdo regulados
por influxo de cdlcio intracelular e localizados no citoplasma de células em repouso. Apés estimulo que leve ao
aumento do nivel intracelular de cdlcio, as proteinas NFAT sdo ativadas pela fosfatase calcineurina, cuja atividade
leva a defosforilagio de 13 residuos de serinas localizadas em seu dominio regulatério. O NFAT defosforilado
sofre mudancas conformacionais, levando a exposicio do sinal de localizagio nuclear (NLS) e a sua translocagio
para o nucleo, onde se liga a0 DNA promovendo ou inibindo a transcri¢do génica. As proteinas NFAT atuam
coordenando a expressio de genes envolvidos na ativa¢do, diferenciagdo celular e apoptose. Com o intuito de
elucidar os efeitos da regulagio génica promovida pelas proteinas NFAT no ciclo e morte celular, vetores retrovirais
foram construidos, contendo os genes NFAT1 ¢ NFAT?2 ou suas formas constitutivamente ativas (CA-NFAT). As
proteinas CA-NFAT foram construidas por mutagdes sitio-dirigidas, pela qual serinas fosforiladas, localizadas na
regido regulatéria das proteinas NFAT e alvo da atividade da calcineurina, foram substituidas por alaninas. Estas
mutacdes mantém as proteinas NFAT permanentemente defosforiladas e conseqiientemente ativadas. Os vetores
apresentam o gene marcador EGFP em fusio com o NFAT (pLEGFP-NFAT) ou separado por um sitio interno de
entrada ribossomal (pLIRES2-EGFP-NFAT). Para comprovar a funcionalidade das construgdes, foram analisados
a expressdo, os niveis de fosforilacao, a localizagdo subcelular e a atividade transcricional das proteinas expressas.
A linhagem HEK 293T foi escolhida para os trés primeiros ensaios pela alta eficiéncia de transfecgdo ¢ por nio
expressar NFAT1 ou NFAT?2 endégeno. A expressdo da proteina NFAT foi confirmada por western blor para todos
os vetores ap6s transfeccdo por fosfato de cdlcio. Observou-se uma redu¢io de peso molecular aparente das
proteinas NFAT constitutivamente ativas em relagdo as proteinas selvagens, comprovando o estado defosforilado
esperado para as proteinas mutadas. Observou-se ainda um aumento no peso molecular aparente das proteinas
NEFAT expressas pelo vetor pLEGFP referente 4 fusio com a proteina marcadora EGFP. Para avaliar a capacidade
de ativagdo e translocagio nuclear das proteinas NFAT, assim como a localizagio constitutivamente nuclear das
proteinas CA-NFAT, a localizagdo subcelular das proteinas expressas foi observada por microscopia de fluorescéncia.
Como esperado, as proteinas NFAT1 e NFAT2 localizaram-se restritas ao citoplasma em células em repouso. Apds
estimulo com ionomicina, observou-se a translocacio das proteinas NFAT selvagens, cujo efeito foi bloqueado
pelo inibidor da calcineurina, ciclosporina A (CsA). As construgées CA-NFAT localizaram-se no nucleo de células
em repouso ou tratadas com CsA, confirmando a esperada localizacio constitutivamente nuclear dessas proteinas.
Para avaliar a atividade transcricional das proteinas NFAT expressas, foi realizado um ensaio de transativagio a
partir da expressio do gene repérter luciferase, cuja expressao é regulada por um promotor contendo trés regioes-
consenso de ligacio para NFAT baseadas no sitio ARRE-2 do promotor de IL-2. Para este ensaio, utilizou-se a
linhagem de células T humanas Jurkat, por ser a linhagem na qual a regulagio e transativagio das proteinas NFAT
foi descrita. Observou-se a atividade transcricional pelas proteinas NFAT selvagens apds estimulo com PMA e
ionomicina, cujo efeito foi inibido por CsA. Como esperado, as proteinas CA-NFAT apresentaram atividade
transcricional na auséncia de estimulo, obtendo mdxima atividade transcricional com administra¢do apenas de
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PMA. Nio houve inibi¢io de transativa¢io por tratamento com CsA. Juntos, estes resultados mostram a
funcionalidade esperada das proteinas NFAT expressas, tanto selvagens quanto constitutivamente ativas, e assim
comprovam a funcionalidade dos vetores retrovirais construidos. O uso abrangente dessas ferramentas visa, como
objetivo final, a elucidar o papel dos membros NFAT1 e NFAT?2 na proliferacio e morte celular.

480 Revista Brasileira de Cancerologia 2007; 53(4): 477-508



IV Jornada de Iniciagéo Cientifica do INCA

Biogénese de Autofagossomos em Resposta a Radiagdao em
Células de Adenocarcinoma de Célon Humano, HCT-116

Albuquerque-Xavier AC, Morgado-Diaz JA.
Instituto Nacional de Cancer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Introdugao: Autofagia ¢ uma via de degradacio intracelular de macromoléculas e organelas, que pode ser induzida
por privagao de aminodcidos, tratamento hormonal e irradiagio ionizante. A biogénese de autofagossomos induzida
por privagio de aminodcidos inicia-se com a formagio do fagopdro, uma membrana dupla derivada de reticulo
endoplasmdtico que seqiiestra organelas citoplasmdticas e porgoes de citossol, formando um vacdolo conhecido
por autofagossomo inicial. Em seguida, ocorre o amadurecimento dessa organela apds fusio com vesiculas
endolisossomais, onde o autofagolisossomo contendo hidrolases lisossomais digere contetido citoplasmdtico. Em
cAncer, nos tltimos anos, o estudo de autofagia tem apresentado duas faces antagdnicas: a eliminagio de tumor
através de estimulo de morte celular nio-apoptdtica ou uma resposta adaptativa de células tumorais. Por outro
lado, os mecanismos moleculares que estariam mediando esses eventos ndo sio muito conhecidos. Objetivo:
Estudar a biogénese de autofagossomos apds radiagio ionizante em células de adenocarcinoma de célon humano,
HCT-116, e identificar as vias de sinalizagdo celular que estariam regulando esse processo. Resultados: Andlise por
citometria de fluxo ndo mostrou diferengas significativas nos niveis de apoptose em células irradiadas, comparadas
ao grupo-controle 48 horas apés irradiacio, indicando um mecanismo de prote¢do celular. Neste mesmo periodo
de tempo, foi possivel observar a formagdo de grandes organelas com material eletrondenso variado em seu
interior, ocupando grande parte do citoplasma, como visto por microscopia eletrdnica de transmissio (MET).
Andlise usando BSA-Au e monodansilcadaverina como marcadores autofdgicos e inibidores especificos de vias de
sinalizacdo indicaram que PI3K, Erk 1/2 e Src participam da biogénese dessas organelas. Esses inibidores foram
capazes de prevenir a formacgdo dessas organelas, como observado por MET e microscopia de fluorescéncia.
Andlise por imunoblotting permitiu quantificar a expressio total e o nivel de fosforilagao dessas proteinas, em
diferentes tempos apés tratamento com radiacdo. Resultados mostraram aumento significativo na atividade das
proteinas Erk 1/2, Akt e Src 12 horas apds radia¢do, como visto pela andlise das formas fosforiladas dessas
proteinas, apresentando queda nos tempos posteriores, o que indica a participagio dessas protefnas em estdgios
iniciais de biogénese de autofagossomos. E importante salientar que, na andlise por microscopia de fluorescéncia
em células pré-tratadas com inibidor de PI3K e irradiadas, observou-se intensa formagio de corpos apoptéticos,
sugerindo que a inibi¢do de autofagia como um mecanismo protetor de morte celular por irradiagio induziria
apoptose em células HCT-116. Andlise por microscopia eletrénica de amostras de tecidos colorretais de pacientes
mostrou células enterociticas bem diferenciadas, com microvilosidades e forma¢do de brush borders em epitélio
normal. Em contraste, no epitélio maligno, a camada de células epiteliais apresentou morfologia alterada, com
microvilosidades escassas, distribui¢ao e formato irregulares. Além disso, o epitélio tumoral apresentou intensa
vacuolizagio citoplasmdtica, apresentando lamelas envolvendo material residual digerido e organelas, e vesiculas
contendo material eletrondenso em seu interior, estruturas estas que caracterizam a formagio de autofagossomos
em diferentes estdgios de sua biogénese. Conclusio: Os resultados indicam o envolvimento das protefnas PI3K,
Stc e Erk 1/2 na biogénese dessas organelas apds radiacio e sugerem que esta resposta estaria relacionada a
protecdo de morte celular por apoptose. Assim, estes resultados podem contribuir para melhor compreensio do
desenvolvimento e fungio dessas organelas e poderia ser tGtil nas terapias de cinceres epiteliais.

Apoio financeiro: CNPq, INCA/MS, FAF, FAPER]
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Correlacao dos Polimorfismos Génicos da Familia GST com a
Resposta ao Tratamento da LLLA na Infancia

Briggs B, Faccion RS, Kwee JK, Emerenciano M, Pombo de Oliveira MS, Maia RC, Klumb CE.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

As enzimas do sistema glutationa-S transferase (GST) participam da fase IT da detoxificagio celular, e estdo envolvidas
no metabolismo de diversos quimioterdpicos empregados no tratamento do cincer. Certos membros dessa
superfamilia possuem polimorfismos associados a suscetibilidade a algumas doengas hematolégicas malignas e a
outros tipos de tumores. Este projeto tem por objetivo estudar a freqiiéncia de delegdo dos genes GSTMI1 e
GSTT1 em uma série de pacientes pedidtricos com leucemia linfobldstica aguda (LLA), e a sua associagdo ao risco
de desenvolver a doenca e a resposta ao tratamento quimioterdpico. Para isso, amostras de DNA de 73 pacientes
com diagnéstico de LLA e 177 individuos sauddveis foram analisadas por PCR Multiplex, sendo determinada a
freqiiéncia dos diferentes genétipos. Os resultados preliminares apontam para uma freqiiéncia da delegio do gene
GSTT1, inferior a relatada na populagio caucasiana e também inferior ao relatado previamente na populagio
brasileira. Por outro lado, a freqiiéncia da presenca de ambos os genétipos GSTM1 e GSTT1, no presente estudo,
foi superior ao observado previamente nas populagbes caucasiana e brasileira. A freqiiéncia da dele¢io do gene
GSTML1 e da delegio de ambos os genes, GSTM1 e GSTT1 foi semelhante & descrita na literatura, tanto para
caucasianos quanto para brasileiros. Por essa andlise, o estudo poderd contribuir para a avaliagio do impacto
desses gendtipos na suscetibilidade & LLA infantil no Brasil. Posteriormente, tais gendtipos serdo correlacionados
aos dados clinicos e i resposta ao tratamento, manuten¢io da remissio completa, e recidiva da doenga ou
refratariedade ao tratamento quimioterdpico.
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Expressao de Transcritos para Herstatina, um Inibidor Natural
de HER2, em Linhagens Hematopoéticas Malignas Humanas e
em Mononucleares de Sangue Periférico de Individuos Normais

Souza AC, Rios GP. Moraes (S, Freitas SC.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Introdugao: HER2 ¢ o dnico receptor da familia HER/ErbB (ligantes dos fatores de crescimento da familia do
EGF) para o qual nio foi descrito um fator ativador soltvel. No entanto, HER2 funciona eficientemente como
tirosina-quinase em heterodimeros com os outros HER (1, 3 e 4). Ativa-se também "espontaneamente”, formando
homodimeros, especialmente quando superexpresso, relacionando-se assim 2 proliferacio celular em diversos
tipos de cincer. Objetivos: Observou-se, anteriormente, a expressdo de transcritos para HER2 em linhagens
celulares hematopoéticas (leucemias e linfomas humanos), e também em mononucleares de sangue periférico de
individuos normais. Aqui, busca-se a expressao de transcritos para herstatina nessas células. Métodos: RT-PCR:
RNA total das linhagens celulares foi extraido, cDNA sintetizado com poli-T, e amplificado com seqiiéncias
iniciadoras especificas para HER2 ou herstatina. Mononucleares de sangue periférico de individuos normais
foram obtidos pela centrifugacio em Ficoll. A linhagem HEK293T de rim fetal humano foi usada como controle
positivo para herstatina. Resultados: Todas as células co-expressavam transcritos para HER2 e herstatina, inclusive
as mononucleares de individuos normais, sendo exce¢oes a HL60, duplo-negativa e a CCRF-CEM, que expressava
apenas herstatina. Conclusdes: Caso os transcritos observados sejam traduzidos na proteina HER2 (ainda nio
estudado), a atividade desta em homo ou heterodimeros poderd ser regulada pela herstatina, tanto nas células do
sangue normal como nas malignas. Através de ensaios quantitativos futuros (real-time-PCR), poder-se-4 avaliar a
proporgio de transcritos HER2:herstatina nas células hematopoéticas; a resultante dessa proporgio, se traduzida
em proteinas, define a indu¢do ao crescimento celular ou seu bloqueio através dessa via, em linhagens malignas
nao-hematopoéticas.
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Expressao de Receptores da Familia HER e seus Ligantes em
Malignidades Hematopoéticas Humanas

Rios GP. Moraes CS, Freitas CS.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Introdugao: Receprores da familia HER, assim como seus ligantes soltiveis (fatores de crescimento da familia do
EGF) sdo essenciais ao desenvolvimento de diversos tecidos. Sua expressio ubiqua é mantida nas células maduras,
a excegdo das células do sangue. Sua superexpressio acha-se ligada a proliferagio celular em diversos tipos de
cancer. Objetivo: Busca-se a expressao de receptores HER e seus ligantes em uma colegio de linhagens hematopoéticas
malignas humanas. Métodos: RT-PCR: RNA total das linhagens celulares foi extraido, cDNA sintetizado com
poli-T, e amplificado com seqiiéncias iniciadoras para HER, EGE HB-EGF e TGF alfa. A identidade do produto
de RT-PCR para HER2 foi confirmada por seqiienciamento. Células mononucleares de sangue periférico de
individuos normais, obtidas pela centrifugacdo em Ficoll, foram tomadas como controle negativo. Resultados:
Transcritos para HER1 foram observados em trés dos quatro linfomas de Burkitt testados (Daudi, Ramos e Raji),
além da linhagem eritréide K562. Observou-se ainda transcritos para HER4 em Raji e para HER2 em todas as
linhagens, exceto HL60 ¢ CCRF-CEM, e nos mononucleares normais. Os ligantes transcritos para EGE TGF alfa
e HB-EGF achavam-se amplamente expressos nas linhagens, assim como em mononucleares normais, que, no
entanto, ndo expressavam receptores HER1/4. Concluses: A co-expressio dos receptores HER1/4 e seus ligantes
sugere que possam utilizar essa via de estimulagio em al¢a de crescimento autdloga. A auséncia de receptores
HERI1/4 nas linhagens linféides pré-B sugere que essa via seja de fato "desligada”, reaparecendo no desenvolvimento
linféide B maligno como um evento secunddrio, posterior ao rearranjo da cadeia pesada de imunoglobulina.
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Analise da Importancia da Survivina e da Smac/DIABLO na
Resisténcia a Idarubicina em Células Leucémicas de Origem

Mielé6ide

Nestal de Moraes G, Silva KL, Maia RC.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

A resisténcia & apoptose é uma das principais causas de falha no tratamento das neoplasias malignas. A superexpressio
da Survivina relaciona-se com a resisténcia as drogas e a prognéstico desfavordvel nas leucemias. A Survivina
também atua na transi¢do da fase G2/M do ciclo celular e pode ser regulada pela Smac/DIABLO. Para explorar a
relagdo entre a expressio da Survivina e da Smac com a resisténcia as drogas foi investigada a modulagao da
expressdo dessas proteinas em trés linhagens mielSides HL60, K562 ¢ U937 tratadas com idarubicina. O ensaio de
viabilidade celular MTT foi realizado para determinar a concentragio da droga capaz de inibir a viabilidade de
50% das células tratadas (DL50). O perfil de distribui¢io do ciclo celular e de indugdo de apoptose apds a
incubagio com idarubicina foi verificado por citometria de fluxo. Western blotting foi aplicado para examinar as
mudangas nos niveis de Survivina e de Smac antes e apés o tratamento. A linhagem HLG0 foi a mais sensivel para
a droga testada. A idarubicina provocou um aumento da expressio da Survivina na DL50 nas trés linhagens
estudadas. Esse aumento s6 foi capaz de prevenir a apoptose nas células da U937, uma vez que a K562 e a HL60
foram passiveis de sofrer esse tipo de morte, significando que a linhagem U937 poderia estar sofrendo algum outro
tipo de morte celular. A idarubicina foi ainda capaz de induzir aumento do niimero de células na fase G2/M em
todas as linhagens, depois de incubagio por 48 horas.

Texto truncado.
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Analise da Atividade Macropinocitica em Macréfagos Infectados
com Leishmania Amazonensis e Leishmania Major

Larattini JB, Deolindo P Wanderley JLM, Barcinski MA.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Como descrito para células apoptdticas, amastigotas de Leishmania amazonensis expdem fosfatidilserina (PS) na
face externa de sua membrana plasmdtica, mecanismo descrito como mimetismo apoptético. Essa exposi¢io
induz uma resposta antiinflamatdria, atividade macropinocitica e inibi¢do da produgao de éxido nitrico nos
macréfagos, facilitando a infec¢do. Esses mecanismos sio dependentes da densidade de PS exposta na superficie
do parasita. Em interagbes com macréfagos, amastigotas de L. major ocupam vactolos individuais e justos, com
vérios pontos de contato entre a membrana do parasita e a do vactiolo. Em contrapartida, amastigotas de L.
amagonensis encontram-se em vacuolos largos, normalmente contendo mais de uma amastigota, cuja interagao
com a membrana do vactiolo parece ser apenas em uma regido da membrana do parasita. Por ser a exposi¢io de
PS importante na formagio de grandes vactolos de macropinocitose, comparou-se, neste trabalho, a exposicao de
PS em amastigotas de L. amazonensis ¢ L. major purificados de macréfagos infectados 77 vitro e sua possivel
correlagio com a diferenca de vacdolos observada. Nas infec¢des com L. amazonensis, ocorre um aumento na
exposi¢do de PS pelo parasita intracelular, com valores mdximos de exposi¢io observados entre 72-96 horas. Apds
o aumento de exposi¢io de PS, ocorre aumento da atividade macropinocitica do macréfago infectado e aumento
no tamanho dos vactiolos contendo os parasitas. Em infec¢des com L. major, a exposi¢do de PS na superficie dos
amastigotas ¢é sempre menor do que aquela observada em L. amazonensis. Em macréfagos infectados com L. major,
ndo foi observada atividade macropinocitica relevante.

Texto truncado.
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IV Jornada de Iniciagéo Cientifica do INCA

Estudo Fase II de Gencitabina e Cisplatina Neo-adjuvantes Seguidas
de Cirurgia em Pacientes com Cancer de Bexiga Localmente

Avancado: Avaliagao Molecular para Predicao de Resposta a
Quimioterapia através da Relacgao mRNA XIAP/XAF-1

Séllos J, Pinho M, Costas F, Small 1, Herchenhorn D, Affonso F, Campos F, Quirino R, Guimardes D, Ferreira CG.
Instituto Nacional de Céincer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Introdugdo: Virios estudos demonstraram a correlagio in vitro entre a expressio das proteinas inibidoras de
apoptose (IAP) e a quimiossensibilidade. Dentre as IAP, a XIAP demonstrou ser a mais importante e potente
inibidora da caspase-9 (uma caspase essencial na apoptose induzida por quimioterapia). Recentemente, foi descrita
uma molécula inibidora da XIAP, chamada XAF1. J4 foram descritas duas isoformas de XAF1 geradas por splicing
alternativo, sugerindo que possa haver outras isoformas de XAF1. Mais recentemente (20006), foi publicada uma
terceira isoforma de XAF1 gerada também por splicing alternativo denominada XAF1C. A mesma isoforma havia
sido identificada simultaneamente por este grupo, uma vez que o novo éxon teve sua seqiiéncia obtida de trés
diferentes linhagens celulares. Nenhum estudo, até o momento, foi realizado para avaliar a fun¢do dessa isoforma
ou seu potencial impacto na indugio da apoptose. Métodos e Resultados: 1) Amplificacdo, seqiienciamento e
andlise da primeira metade do cDNA da isoforma XAFIC; 2) Amplifica¢do da segunda metade do cDNA da
isoforma através da técnica RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends); 3) Inibi¢ao da expressio de RNA-m de
XAF1C pela técnica de RNA de interferéncia analisada pela técnica de PCR em tempo real; 4) Indugio de morte
celular por cisplatina na linhagem CalLu-1 XAF1C-silenciada, avaliada em citdémetro de fluxo por marcagio com
iodeto de propideo, anexina e 7-AAD e por PCR em tempo real quanto & expressio de XAF1C. Conclusao: Os
estudos funcionais de XAF1C, atualmente em andamento, poderio ser tteis na elucidagio do papel bioldgico
dessa isoforma na mediagdo da apoptose.
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Deteccao de Mutacoes Constitutivas em Pacientes com

Retinoblastoma através da Analise do cADN do Gene RB1

Santos RP, Barbosa RH, Ferman S, Vargas VR.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Mutagbes envolvendo o gene RB1 sio responsdveis pelo desenvolvimento do retinoblastoma. O retardo no tratamento
leva 4 enucleagio do globo ocular afetado e 2 extensio do tumor através do nervo dptico, atingindo o cérebro. Os
portadores de mutagdes constitutivas no gene RBI possuem risco aumentado de desenvolver outros tumores na
vida adulta. A detecgio dos eventos mutacionais que desencadeiam o processo neopldsico ¢ de essencial importincia
para o aconselhamento genético e o tratamento do retinoblastoma. Devido ao extenso tamanho do gene RBI e A
auséncia de hotspots mutacionais, hd a necessidade de utilizagio de técnicas mais rdpidas e eficientes de detecgio
de mutagdes. A metodologia de investigagio por ADN inclui o seqiienciamento dos 27 éxons e regides intronicas
adjacentes aos éxons do gene RBI, que ocupam uma extensio gendémica de 180kb. Detectar mutagdes, através do
seqiienciamento direto do ARNm do gene RBI, otimiza o rastreamento de mutagbes, pois a regido de andlise ¢
menor, jid que o ARNm possui apenas 4,7kb, diminuindo também o custo total, além de aumentar a capacidade de
rastreamento do espectro mutacional. Na primeira fase do estudo, foram utilizadas células leucocitdrias controle,
extraidas do sangue periférico de individuos nao-portadores de retinoblastoma. O ARN dessas células foi extraido
e em seguida tratado com DNAse. Apés a obtengdo do ARN, o cADN foi sintetizado com a enzima SuperScriptL],
e iniciadores random primer[] foram utilizados para esta reagdo. O cADN obtido foi amplificado com iniciadores
para o GAPDH, um gene constitutivo utilizado como controle, a fim de verificar a qualidade do ARN obtido.
Texto truncado.
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Incidéncia e Fatores Associados ao Arco Incompleto de
Movimento para Flexao do Ombro no Pés-operatério do
Tratamento do Cancer de Mama

Silva MM, Ribeiro ACP, Bezerra T, Silva JG, Bourrus NS, Castro ER, Bergmann A.
Instituto Nacional de Céincer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Objetivo: Avaliar a incidéncia de arco incompleto de movimento (AIM) para flexdo do ombro e os fatores associados
A sua ocorréncia no pds-operatdrio para tratamento do cAncer de mama. Métodos: Estudo de coorte em mulheres
(n=90) com diagnéstico de cincer de mama e indicagdo cirdrgica de LA, que foram submetidas a avaliagdes
fisioterapéuticas pré e pés-operatdrias. Foi realizada andlise univariada para descrever o perfil da populagio e
andlises bivariada e multivariada para identificar os fatores associados as patologias de ombro. Resultados: A idade
média foi de 59,8 anos (DP=13,9), 51% casadas e 48,9% apresentaram como escolaridade minima o primeiro
grau. A maior parte das mulheres (59,3%) tinha como principal atividade afazeres domésticos e 74,4% apresentam
sobrepeso e obesidade (IMC>25). A avaliagdo fisioterapéutica foi realizada, em média, com 30 dias de pds-
operatdrio, sendo a incidéncia de AIM de 43,7%. O modelo final de risco para AIM de flexdo foi composto por:
seroma (RR=2,47 IC 95% 0,93-6,54) e linfonodos comprometidos (RR= 3,39, IC 95% 1,31-8,77). Conclusio: A
incidéncia de AIM apés LA foi de 43,7%. Apés controle das varidveis de confundimento e interagdo, as mulheres
que evoluiram com seroma e linfonodos comprometidos no exame histopatoldgico tiveram maior risco de evoluirem
com arco incompleto de movimento no periodo do seguimento. Estudos so necessdrios para avaliar propostas
fisioterapéuticas visando A recuperagio dos movimentos do ombro para essa populagio.
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O Retinoblastoma e a Analise Mutacional do Gene RBI:

Experiéncia com Pacientes do Instituto Nacional de Cancer

Aguiar FCC, Barbosa RH, Vargas FR, Ferman S, Leontina L, Bonvicino CR.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Este trabalho objetiva a detec¢do de mutagbes constitutivas em pacientes com retinoblastoma e a sua confirmacio
nos seus familiares, mediante andlise mutacional do gene RBI. Para tanto, foi feita a extragio de ADN de sangue
periférico de 7 pacientes e seus familiares atendidos no INCA. Devido i grande extensio do gene RBI, os 27
éxons foram amplificados em trés etapas. Primeiro foram investigados os éxons com maior freqiiéncia de relatos
de mutagbes, e depois o restante. Em seguida, esses produtos foram verificados em gel de agarose 1,5% e processados
em um seqiienciador automdtico ABI Prism 377™. As seqiiéncias obtidas foram analisadas e comparadas a
referéncia depositada no Genebank. A amplificagio em etapas proporcionou uma maior rapidez na obten¢ao de
resultados, pois 50% das alteragdes foram encontradas na primeira etapa. Foram detectadas trés mutagdes e um
polimorfismo. Duas mutages sdo transigoes C>T, afetando os éxons 10 e 23. Essas substitui¢des de bases levaram
a formagio de cédons de parada prematura, com geraco de proteinas truncadas. A terceira mutagio ¢ uma
transversao A>T detectada no éxon 25 em um paciente bilateral, levando a uma proteina truncada. O polimorfismo
foi encontrado no intron 4 de um dos pacientes bilaterais, cuja mutagdo patogénica nio foi encontrada. Nenhuma
das referidas mutagoes foi encontrada nos familiares, indicando que esses trés pacientes sio casos de novo. A
andlise de 81% do gene RBI nio revelou alteracio patogénica nos pacientes unilaterais.

Texto Truncado.
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Incidéncia de Escapula Alada no Pés-operatério de
Linfadenectomia Axilar

Ribeiro ACP, Bergmann A, Bezerra T, Silva MM, Silva JG, Ribeiro MJP, Dias RA
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Introdugao: Entre as complicagbes cirdrgicas da linfadenectomia axilar, encontra-se a escdpula alada (EA). Objetivo:
Avaliar a incidéncia de EA apés a linfadenectomia axilar (LA) e analisar os possiveis fatores de risco envolvidos no
seu desenvolvimento. Metodologia: Estudo de coorte em mulheres com indicagdo cirdrgica de LA (n=91). A
populacio elegivel foi submetida a avaliagbes fisioterapéuticas pré e pés-operatérias (PO). Resultados: A idade
média foi de 59,8 anos (DP=13,9), 54% exerciam tarefas do lar e 75,6% das mulheres tinham IMC>25. O cincer
de mama foi diagnosticado no estddio IIA em 33%, sendo a mama esquerda a mais acometida (54,9%). A maioria
das mulheres foi mastectomizada (87,9%). A LA foi parcial em 27% dos casos ¢ total em 73%. A quimioterapia
neo-adjuvante foi necessdria em 44% dos casos. Ao exame fisico realizado no pré-operatério, 18,1% apresentavam
assimetria de ombros ¢ 19,3%, alguma dor no membro afetado. A incidéncia de EA no PO foi de 74,7%. Na
regressdo logistica, o modelo final de risco para EA foi composto por: idade >60 anos (RR=3,14 IC 95% 1,01-
9,77); lado direito afetado (RR=3,57 IC 95% 1,15-11,12); tempo de seguimento <90 dias (RR=3,14 IC 95 %
1,09-9,02). As demais varidveis estudadas ndo foram estatisticamente significativas. Conclusio: A incidéncia de
EA no PO foi de 74,7%. Apés controle das varidveis de confundimento e interagdo, foi observado que: o cAncer
de mama 2 direita teve um risco 3,57 vezes maior de evoluir com EA em relagdo a cirurgia do lado esquerdo; a
idade >60 anos apresentou um risco 3,14 vezes maior em relagdo as mais jovens e, quanto menor o tempo
transcorrido entre a cirurgia e a avaliagdo, maior o risco de EA (RR= 3,14).
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Estudo Citogenético em Pacientes com Sindrome
Mielodisplasica Primaria Tratados com Transplante de Medula
Ossea Alogeneico: Citogenética Classica e Molecular (FISH)

Pozzo AR, Corréa D, Tavares RC, Azevedo A, Bouzas LF, Fernandez TS.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Este estudo tem como objetivo analisar as caracteristicas citogenéticas e clinicas de pacientes com Sindrome
Mielodispldsica (SMD) primdria tratados com o Transplante de Medula Ossea (TMO) alogeneico, para verificar a
importincia das alteracdes cromossdémicas para o diagndstico e seu impacto progndstico. Foram estudados,
retrospectivamente ¢ prospectivamente (1991-2007), 90 pacientes com SMD primdria, tratados com TMO
alogeneico, sendo 31 criangas e 59 adultos. Os diagndsticos seguiram os critérios da classificagao FAB (1982). A
andlise citogenética foi realizada através do bandeamento G; os cromossomos foram identificados e classificados
de acordo com ISCN, 1995. Para alguns pacientes, foi empregada a metodologia do FISH. Alteragbes cromossdmicas
foram detectadas em 53 pacientes (59%). As anomalias cromossdmicas mais freqiientes foram: alteragoes envolvendo
cromossomo 7 (7q-/-7), del(17p), cariétipos complexos e del(12p). Outras alteragées com menor freqiiéncia foram:
inv(3q), del(5q), del(6q)(q21), +6, +8, alteragdes envolvendo o cromossomo 9 [del(9)(p21) ¢ i(9)(q10)], del(11q),
del(20q), alteragdo cromossdmica biclonal. Neste estudo, as criangas apresentaram uma melhor resposta do que os
pacientes adultos. Apenas 8 (26%) criangas faleceram e apresentaram os seguintes cariétipos: monossomia do 7,
trissomia do 8, isocromossomo 9q, marcador e cariétipo normal. Dos pacientes adultos, 29 (49%) faleceram e
apresentaram os seguintes caridtipos: del(5q), del(11q23), del(12p), del(17p), cariétipos complexos. Os resultados
mostraram que a andlise citogenética foi uma ferramenta fundamental para os pacientes com diagndstico inconclusivo,
principalmente para os casos de hipoplasia medular, sendo um diagnéstico diferencial entre anemia apldstica e
SMD hipocelular. A andlise citogenética desempenhou um papel prognéstico importante, selecionando pacientes
com alteragbes cromossdmicas de mau progndstico em estdgios iniciais da doenga para o0 TMO alogeneico.
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IV Jornada de Iniciagéo Cientifica do INCA

Sarcomas Primarios do Retroperitonio: Morbimortalidade e
Sobrevida dos Pacientes Tratados no Instituto Nacional de Cancer

Santos CER', Correia MM', Rymer EM', Stoduto G', Kesley R, Maluly V2, Carvalho RM?, Gruezo LD?, Dias JA'.
UInstituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil
YInternato em Medicina da Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Objetivo: Avaliar a morbimortalidade, a sobrevida ¢ os fatores progndsticos dos sarcomas primdrios do retroperitdnio.
Método: Anilise retrospectiva de 95 pacientes com sarcoma de retroperitonio, operados na Se¢io de Cirurgia
Abdominopélvica do Instituto Nacional de Cancer no periodo de junho de 1992 a secembro de 2006. Resultados:
As queixas mais comuns foram dor abdominal ¢ massa abdominal. A taxa de ressecabilidade foi de 78,94% ¢ a de
radicalidade entre os ressecados de 56%. Houve quatro ébitos pés-operatérios (4,21%) e 27 pacientes com
complicacbes pds-operatérias (28,42%). Os leiomiossarcomas e os lipossarcomas foram os mais incidentes. O
grau de diferenciagio tumoral mais freqiiente foi o G3 (33,68%) e o didmetro tumoral médio, de 20,25cm. A
sobrevida global média foi de 33 meses, ¢ a média de sobrevida livre de doenga foi de 29 meses. A anilise
univariada, o didmetro do tumor (> ou <12cm), o grau de diferenciagio tumoral ([G1 + G2] X [G3 + G4]), a
resseccao radical (RO) ou paliativa (R1+R2), a hemotransfusao no ato operatdrio e a re-ressec¢io, mesmo que
paliativa, nos casos de recidiva ou persisténcia de doenga (n=51), foram significativos para a sobrevida. Conclusao:
No momento, somente o diagndstico precoce, a cirurgia radical RO, a auséncia de hemotransfusio intra-operatéria
e a re-ressecgao nos casos de recidiva ou persisténcia de doenga possibilitardo a sobrevida a longo prazo.
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Carcinoma de Vesicula Biliar: Morbimortalidade e Sobrevida
dos Pacientes Tratados no Instituto Nacional de Cancer

Santos CER, Correia MM, Gruezo LD, Dias JA.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Objetivo: Avaliar a morbimortalidade, a sobrevida e os fatores progndsticos do adenocarcinoma de vesicula biliar.
Método: Andlise retrospectiva de exame histopatoldgico de 40 pacientes com adenocarcinoma de vesicula biliar,
operados no INCA, no periodo de junho/1997 a julho/2006. Resultados: Sexo feminino predominante; idade
média de 64 anos; sintomas mais comuns: dor abdominal, perda ponderal ¢ ictericia. Onze pacientes eram
assintomdticos (27,5%); 27 pacientes encontravam-se no estiddio IV (67,5%), 4 no estddio III (10%), 5 no estddio
II (12,5%), 2 no estddio I (5%) e 2 pacientes no estddio 0 (5%). Vinte e cinco pacientes (62,5%) apresentaram
associagdo com colelitfase. Dezenove pacientes (47,5%) tiveram diagndstico fortuito de carcinoma de vesicula
ap6s andlise histopatolégica da doenca litidsica, com sobrevida global média de 33 meses. J4 os 21 pacientes
(52,5%) cujos tumores foram diagnosticados no pré-operatério apresentaram uma sobrevida global média de 10
meses ¢ o estadiamento foi: 20 pacientes no estddio IV (95,2%) e 1 no estddio II (4,8%). A doenca litidsica estava
associada a outros tipos de ciAncer em 6 casos (15%). A taxa de ressecabilidade total foi de 82,5% (33 pacientes)
e a de radicalidade entre os ressecados foi de 36,3% (12 pacientes). Houve 19 complicagbes em 11 pacientes
(27,5%) e 5 Sbitos pds-operatérios (12,5%). O grau de diferenciagdo tumoral mais freqiiente foi o G2 (18 pacientes
[45%]). A média de sobrevida global foi de 21 meses e a média de sobrevida livre de doenca foi de 35 meses.
Conclusao: O diagndstico de adenocarcinoma de vesicula biliar foi fortuito na maioria dos casos e a sobrevida
desses pacientes foi maior do que aqueles que tiveram diagndstico pré-operatério da doenga.
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Analise das Hepatectomias para Sarcomas - 17 Anos de
Experiéncia do Instituto Nacional de Cancer

Santos CER, Gruezo LD, Correia MM ,Dias JA.
Instituto Nacional de Cncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Sarcomas so tumores raros, de origem mesodérmica que, freqiientemente, chegam em fase avangada aos servigos
cirtrgicos. Quando se apresentam com doenga mestastdtica, associam-se a sobrevida curta. Vinte a 60% dos
pacientes com sarcoma retroperitoneal desenvolverdo metdstase hepdtica, o que torna o figado um dos principais
sitios metastdticos. O progndstico em relagdo ao tumor primdrio depende do grau de diferenciagio, do tamanho
(pior se >5cm) e da idade (pior se >60 anos). O valor da ressec¢do hepdtica para metdstases hepdticas de sarcoma
¢ ainda desconhecido e, geralmente, sdo insensiveis & quimioterapia e quimioemboliza¢do. Sem tratamento, a
média de sobrevida no momento do diagnéstico das metdstases hepdticas é de somente 14 meses. O presente
estudo analisa retrospectivamente 22 pacientes submetidos a ressecgbes hepdticas no Instituto Nacional de Cincer
(INCA), devido a sarcomas de partes moles metastdticos para o figado, no perfodo de 1988-2005, com a finalidade
de determinar tanto o papel da ressec¢io hepdtica em seu tratamento, quanto os fatores influentes na
morbimortalidade e sobrevida. Os resultados apontam significativo aumento da sobrevida em pacientes submetidos

a ressec¢do hepdtica de sarcomas de partes moles metastdticos.
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Modulac¢io da Resisténcia as Drogas Mediada pelo Sistema
Glutation em Linhagens Tumorais Exibindo Diferentes Fenétipos
de Resisténcia

Ferreira ACS, Vasconcelos FC, Silva KL, Maia RC, Kwee JK.
Instituto Nacional de Céincer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

As alteragdes da atividade das enzimas da familia da Glutationa S transferase (GST) e altas concentracoes do seu
substrato Glutationa (GSH), além da superexpressao de protefnas inibidoras de apoptose como a survivina sio
correlacionadas com a resisténcia a multiplas drogas (MDR). Neste trabalho, analisou-se, comparativamente, as
concentragoes de GSH e as atividades da GST nas linhagens tumorais que exibem diferentes fenétipos MDR,
avaliando o seu papel nessas linhagens e o seu papel de resisténcia, utilizando moduladores especificos. A atividade
da enzima GST ¢ a concentragio de GSH foram monitoradas por espectrofotometria. O ensaio de viabilidade
celular foi realizado com K562, K562-lucena, GLC4, GLC4-ADR, MCF7, na presenca ou auséncia dos
quimioterdpicos e dos inibidores de GSH (BSO) e de GST (4cido etracrinico). Para a determinagdo da acumulagio
intracelular de espécies reativas de oxigénio, utilizou-se a citometria de fluxo, e a expressio da proteina survivina
foi determinada por Western blotting. Os ensaios de viabilidade celular mostraram que a inibi¢do da sintese de
GSH pode reverter a resisténcia ao triéxido de arsénico nas linhagens celulares GLC4 ¢ GLC4 - ADR, ao passo
que a inibi¢ao da GST estd relacionada com a reversio da resisténcia a doxorrubicina na linhagem K562. Observa-
se que a inibicdo da sintese de GSH estd relacionada a regulagio negativa da expressio de survivina nas linhagens
GLC4 e GLC4-ADR tratadas com triéxido de arsénico. Os antioxidantes exercem um importante papel na resisténcia
celular a agentes antineopldsicos, sendo responsdveis pela extrusio celular de drogas com diferentes estruturas,
indicando ser uma ferramenta importante no tratamento de pacientes que apresentam o fenétipo MDR, portanto
resistentes ao tratamento convencional.
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Diversidade Genética de Papillomavirus Humano (HPV) em
Amostras Cervicais de Mulheres do Estado do Rio de Janeiro

Lordello CX', Oliveira-Silva M2, Zardo LMG', Moreira MAM.!
'Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil
“Fundaggio Oswaldo Cruz - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

O cncer do colo do ttero € a segunda maior causa de morte. Infecgdes por HPV tém sido detectadas em 95-100%
dos casos de cincer cervical. Os tipos de HPV classificam-se de acordo com o seu potencial oncogénico em: baixo
risco - freqiientemente isolados de lesbes genitais externas ou de lesdes cervicais benignas; ¢ em alto risco -
associados com displasias de alto grau e carcinomas. Este estudo se propde analisar a diversidade genética de
amostras cervicais positivas para HPV, relacionando os gendtipos virais obtidos com os dados citopatoldgicos e
histopatoldégicos das mulheres incluidas neste estudo. Para tal, 175 amostras de swab de secregdo cervical, cedidas
pela Secdo Integrada de Tecnologia em Citopatologia (SITEC) do INCA, foram neutralizadas e o DNA isolado.
Esse material foi entdo submetido a reagdes em cadeia da polimerase (PCR), para a amplificagdo de trés regies do
gene L1 do capsideo viral, nas quais 44 amostras foram amplificadas. Os amplicons obtidos foram seqiienciados, e
31 amostras foram tipadas e as seqiiéncias alinhadas para a andlise da diversidade genética, utilizando seqiiéncias
de referéncia de banco de dados. Nas andlises filogenéticas, foram observadas 13 amostras agrupadas com HPV16,
1 amostra com HPV31, 5 amostras com HPV33 e 6 amostras com HPVG66. Foram ainda encontradas 2 amostras
com co-infeccao de diferentes gendtipos, a amostra CH30-A agrupada com HPV83 ¢ CH30-B agrupada com
HPV16; e a amostra CH157-A agrupada com HPV16 e CH157-B agrupada com HPV66. Exceto o HPV83, todos

os gendtipos encontrados sio classificados como de alto risco.
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Padrio de Metilagao da Linhagem MCF7 nos Promotores de
BRCAI e MDR1

Bagni C, Lourenco JJ, Moreira MAM.
Instituto Nacional de Céincer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Alteragio do padrio de metilagio do DNA estd entre os fatores associados ao desenvolvimento de diversos tipos
de cincer. Esse fendmeno estd relacionado 2 inativagdo (metilagdo de sitios CpG no promotor) de genes supressores
tumorais e 2 ativago de outros genes (demetilagdo de CpGs no promotor de proto-oncogenes). Hd diversas
metodologias para estudar o padrio de metilagdo, entre elas o tratamento de amostras de DNA com bissulfito de
sédio. O presente trabalho mostra a padronizacio da metodologia para detecgao de metilagdo, utilizando a linhagem
celular MCF7 derivada de cincer de mama humano, da qual a regido promotora de dois genes (BRCAI ¢ MDRI)
foi estudada. A linhagem celular foi mantida em meio Dulbeco com 10% de soro fetal bovino em 5% de CO,.
O DNA foi isolado por precipitagdo salina ¢ 1 a 2pg de DNA foram utilizados para o tratamento com bissulfito de
sédio. Dois protocolos foram utilizados: " CpGenome Fast DNA Modification Kit" da Chemicon International, e
outro estabelecido em nosso laboratdrio. Apéds a transformagio, os DNA foram amplificados por PCR para a
regidao promotora de BRCAI e MDRI. Foram obtidas boas amplificagdes com 1, 1,5 ou 2pg de DNA tratado
inicialmente. Para o fragmento amplificado de BRCAI, foi utilizada amplificagio em ninho, resultando em um
fragmento de aproximadamente 720 pares de base. O fragmento do promotor de MDR1 corresponde a uma
regido de aproximadamente 230 pares de base. Seqiienciamento foi feito diretamente dos produtos amplificados,
no entanto apenas os fragmentos de MDR] resultaram em seqiiéncias de boa qualidade.

Texto Truncado.
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Estabelecimento de Culturas de Curta Duracao de Células
Estromais Humanas Derivadas da Medula Ossea e Analise
Preliminar de seu Perfil Proteémico

Costa JAC, Lazzarotto-Silva C, Binato R, Pizzatti L, Abdelhay E.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Existe na medula dssea uma populagio de células multipotentes, as células-tronco esqueléticas que, quando cultivadas
in vitro, sio conhecidas como células-tronco mesenquimais (CTM). Devido 2 auséncia de marcadores especificos,
a Sociedade Internacional de Terapia Celular (SITC) propds critérios minimos para definir CTM humanas: aderéncia
ao pldstico em condigdes-padrio de cultivo; expressar CD105, CD73 e CD90, e nio expressar CD45, CD34 e
HLA-DR; diferenciar iz vitro em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos. Trabalhos recentes tém sugerido que a
infusao de CTM co-adjuvante ao Transplante de Medula Ossea (TMO) ¢ capaz de melhorar a "pega” e prevenir o
desenvolvimento da doenca enxerto-contra-hospedeiro (DECH). Os objetivos deste trabalho foram: 1) isolar e
estabelecer culturas de CTM, determinando-se protocolos especificos, a partir de amostras de doadores de medula
6ssea; 2) utilizar ferramentas protedmicas para caracterizar molecularmente as CTM. Para isolar CTM, células
mononucleares da Medula éssea (MO) de doadores foram colocadas em cultura, em DMEM de baixa glicose (1g/
L) e 15% de soro bovino fetal (passagem 0). A densidade inicial de células plaqueadas foi determinada através do
plaqueamento de concentragdes sucessivas de células mononucleares, e contagem das col6nias obtidas apds 13
dias. As culturas isoladas foram expandidas apds tripsinizagio, ¢ caracterizadas como CTM de acordo com a
defini¢ao da SITC. Foram processadas e colocadas em cultura 34 amostras de MO, segundo o protocolo descrito.
Das amostras de CTM estabelecidas, foram realizados ensaios de caracterizagao i vitro, utilizando os parimetros
da SITC e, em 95% das culturas testadas, esses ensaios confirmaram o sucesso no protocolo de isolamento e
€Xpansao.

Texto Truncado.
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A Influéncia de fatores sociais e da alimentacao no
desenvolvimento de ciancer de préstata (CaP) no Rio de Janeiro

Souza DRS', Sandim V'2, Ornellas AA'3, Quirino R', Alves G.'?
UnstitutoNacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

2Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil
SHospital Mario Kroeff - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Introdugao: O papel dos fatores ambientais na génese do cincer de préstata (CaP) ainda nio estd bem compreendido;
sugere-se que componentes dietéticos especificos, como gorduras e carnes, além do consumo de dlcool e o tabagismo
sejam possiveis fatores de risco. Objetivos: Estabelecer relagio de causa-efeito entre os fatores de risco selecionados
com o CaP e identificar o perfil dos pacientes acometidos por CaP de dois hospitais ptblicos do Rio de Janeiro.
Métodos: Estudo comparativo descritivo entre casos e controles. Como instrumento foi utilizado um questiondrio
a pacientes portadores de CaP (tratados em dois hospitais puiblicos: Instituto Nacional de Cincer ¢ Hospital
Mirio Kroeff) ¢ aos controles voluntdrios (doadores do banco de sangue do INCA). Esse questiondrio, aplicado de
fev/2006 a jun/2007, incluiu informagdes referentes a idade, etnia, heranga genética, tabagismo, etilismo e hdbitos
alimentares. Resultados e Conclusdes: Foram entrevistadas 197 pessoas, sendo 159 pacientes e 38 controles;
utilizados, até¢ 0 momento, 38 pares caso-controle, chegando a um n=76. Foram encontrados 52,63% brancos,
entre 42-59 anos (84,27%), nio possuem heranca genética (84,21%), tabagistas (44,73%). Em relagio aos hébitos
alimentares: consumo de enlatados e embutidos, entre uma e duas vezes/semana, em 39,47% dos pacientes; e a
falta do consumo de frutas na dieta didria (39,46%). Em relagdo ao uso de agticar refinado, 61,98% dos pacientes
consomem-no diariamente. Quanto 2 alimentagio em geral, destaca-se o consumo em larga escala de produtos
agressores a0 DNA em relagio aos produtos protetores, sugerindo que a influéncia desses fatores pode ser um
grande contribuinte no desenvolvimento do Cal
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Analise de variantes por splicing alternativo do gene GBP-2
humano selecionadas por uma abordagem de bioinformatica
em um painel de linhagens celulares de cancer humano

Machado ACD, Moreira MAM, Ferreira CG, Passetti F, Guimardes DP
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Proteinas ligadoras de guanilatos (GBP) sio GTPases de alto peso molecular capazes de se ligar & GTPE, GDP e
GMP. Foram descritas, at¢ o momento, sete diferentes GBP humanas (HuGBP-1- HuGBP-7) que apresentam dois
dominios conservados entre as GTPases, o de ligacdo aos guanilatos na regido N-terminal e outro de isoprenilagio
na regidao C-terminal. As GBP mais bem estudadas sio GBP-1 ¢ GBP-2. A superexpressio de MuGBP-2 em
fibroblastos leva ao aumento da proliferagio celular e induz a transformagao oncogénica, sendo identificado um
aumento da expressio de HuGBP-2 no tumor de eséfago quando comparada ao do epitélio adjacente ao tumor,
sugerindo uma relagio de GBP-2 com carcinogénese. Foi demonstrada a expressio diferencial de variantes por
splicing alternativo de HuGBP-5 em tecidos tumorais. Nao existe descri¢ao de variantes por splicing alternativo em
GBP-2 com fungbes ¢ suas expressoes diferenciadas. Este trabalho teve como objetivo investigar variantes por
splicing alternativo no gene GBP-2 em linhagens celulares originadas de diferentes tecidos tumorais humanos.
Utilizando uma base de dados, pode-se verificar indicios de eventos de splicing alternativo no gene GBP-2 através
do alinhamento de seus mRNA ao seu respectivo genoma. Foi possivel observar quatro variantes por splicing
alternativo. Dentre estas, a variante GBP-2d tem inser¢do de 12 nucleotideos ¢ ¢ traduzida em uma proteina com
4 aminodcidos a mais na regido C-terminal quando comparada 3 GBP-2 constitutiva. Para validar a existéncia
dessa variante, a expressio génica da mesma foi analisada em diferentes linhagens tumorais humanas através de
RT-PCR, utilizando primers especificos.

Texto Truncado.
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Analise da Expressao do Gene Regulado pelos Interferons Gbp-2 e
Mutagao do Gene Tp53 no Carcinoma Epiderméide de Esofago

Marques (B, El-Jaick KB, Simdo TA, Rossini A, Pinto LFR, Moreira MAM, Olmedo DB, Carvalho RT, Ferreira MA, Small 1A, Ferreira (G, Guimardes DP.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

A mutagio no gene 7P53 é uma das principais alteracdes genéticas encontradas no carcinoma epidermdide de
esdfago (CEE). J4 foi demonstrado um aumento significativo da expressdo da proteina humana regulada pelos
Interferons, HuGBP-2, no tecido tumoral do es6fago quando comparada & expressio no epitélio normal adjacente
a0 tumor, indicando um possivel papel da HuGBP-2 no cincer de eséfago. O presente estudo teve como objetivo
principal correlacionar a expressio de GBP-2 em bidpsias endoscépicas de tecido tumoral de esofago e de tecido
ndo-tumoral adjacente com dados clinicos de pacientes com CEE; e analisar a freqiiéncia ¢ o padrio de mutagio
no gene 7P53 nessas amostras. A expressido génica de GBP-2 foi quantificada através da PCR em tempo real e as
caracteristicas clinicopatoldgicas foram obtidas através da revisio dos prontudrios. A andlise mutacional nos éxons
5-9 do gene TP53 foi feita pelas técnicas de DHPLC e SSCP. As amostras alteradas foram submetidas ao
seqiienciamento automdtico. Em 13/19 (68,4%) dos pacientes, GBP-2 apresentou-se mais expresso no tecido
tumoral em relagdo ao tecido nao-tumoral adjacente, sendo a média da razdo de 2,58+2,67. A idade mediana dos
pacientes foi de 57 anos (41-74 anos), predominando o sexo masculino (78,9%). O seguimento mediano foi de
15+2,57 meses. Dezoito, dentre os 19 pacientes, foram estadiados de acordo com a classificagio TNM em: in situ
- 1 paciente (5,6%); ITIA - 7 (38,9%); IIB - 1 (5,6%); I1I - 6 (33,3%); IVA - 1 (5,6%); IVB - 2 (11,1%). Nao houve
correlagdo estatistica entre os dados clinicopatoldgicos com a média da razio T/N.

Texto Truncado.
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Identificacao de Mutagoes Germinativas no Gene VHL em
Familias com a Doenga de von Hippel-Lindau

Barreto EA', Vidal JPCB', Gomy I, Casali da Rocha JC!
IInstituto Nacional de Céincer - Rio de Janeiro (RJ), Brasil
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (USP) - Ribeirdo Preto (SP), Brasil

O desenvolvimento tumoral ¢ o resultado de alteragbes genéticas nas quais pode estar envolvida a ativagdo de
proto-oncogenes, assim como a inativa¢io de genes supressores de tumor e de reparo do DNA. A perda da fungio
por mutagio germinativa nesses genes dd origem as sindromes de cincer hereditdrio, como por exemplo, a
sindrome de von Hippel-Lindau. Essa sindrome de padrio autossémico dominante ¢ causada por mutagdes
constitutivas no gene VHL, e predispde o paciente ao desenvolvimento de uma série de tumores malignos e
benignos. Os sintomas podem aparecer a partir dos primeiros anos de vida e incluem: angioma de retina,
hemangioblastoma de sistema nervoso central, feocromocitoma, carcinoma renal do tipo células claras e cistos
muldplos renais, pancredticos, hepdticos e de epididimo. A andlise molecular das mutagdes germinativas é uma
ferramenta que possibilita o diagndstico precoce de familiares de afetados que ndo apresentam sintomas clinicos
da doenca. Os diagndsticos clinico ¢ molecular da doenga baseiam-se em critérios que consideram a histdria
familiar e a apresenta¢do clinica das lesdes. Para a andlise das mutagoes foram empregadas técnicas para a extragio
de DNA genémico de sangue periférico, PCR com uso de primers especificos para o gene VHL e seqiienciamento
das regides amplificadas por PCR. Das 19 familias estudadas até o momento, foram identificadas oito mutagoes
diferentes (pequenas delectes, frame shift, nonsense, missense e sitio de splicing) nos probandos. O teste preditivo foi
aplicado aos familiares assintomdticos sob risco. Em 8 familiares estudados, 4 eram portadores de mutagio ¢
foram incluidos em um programa de rastreamento de lesoes.

Texto Truncado.

Revista Brasileira de Cancerologia 2007; 53(4): 477-508 503



Geracao de Células Citotéxicas contra a Leucemia e Utilizacao
do Sistema de Gene Suicida CD20/Rituximab para o
Enriquecimento e Eliminagao das Células Alo-reativas

Chicaybam L', Leal AC', Bonamino M.2
'Curso de graduagiio em Biomedicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil
YInstituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

A utilizagio de componentes do sistema imunoldgico para o tratamento das leucemias representa uma alternativa
promissora. Um dos tratamentos baseado nessa estratégia ¢ a infusio de linfécitos do doador (DLI), que tem tido
particular sucesso na leucemia mieléide cronica (LMC), mas ndo se mostrou eficaz quando utilizado em pacientes
com leucemia linféide aguda (LLA). O objetivo desse projeto é a geragio de linfécitos T especificos contra o
tumor que podem, hipoteticamente, ser utilizados na eliminagdo de clones leucémicos residuais, evitando uma
recaida do paciente apds Transplante de Medula Ossea (TMO) ou tratamento com quimioterdpicos. Neste modelo
experimental, incubaram-se células dendriticas (DC) com células leucémicas CD40L+ em apoptose e depois com
linfécitos T. Nesse sistema, o CD40L atua como sinal maturativo para a DC e os corpos apoptdticos como fonte
de antigenos, ativando e induzindo a proliferagio dos linfécitos responsivos. Para isso, DC foram geradas a partir
de mondcitos purificados de doadores sadios, apresentando uma média de 52% (20%-95%) de expressio de
CDla (marcador de DC) apés sete dias de cultura. A cinética de proliferacio de linfécitos T em um contexto
autdlogo foi estabelecida com base na diluicdo do corante CFSE. Nesse experimento, as DC maduras (média de
34% de expressio de CD83) induziram uma maior resposta proliferativa das células T, entre os dias 3 ¢ 5, apds o
inicio do co-cultivo, nos quais aproximadamente 40% dos linfécitos tornaram-se CESE"". Para diminuir as chances
de desenvolver doenga enxerto-contra-hospedeiro apds a transferéncia desses linfécitos, o sistema de gene suicida
CD20/Rituximab serd utilizado.

Texto Truncado.
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Mecanismos Inibitérios de Granulécitos Ativados sobre a
Doenca Enxerto-Contra-Hospedeiro em Modelos Experimentais

Galvani RG', Lemos R'?, Vasconselos Z'%, Bonomo A2
"Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil
YInstituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

A doenga enxerto-contra-hospedeiro aguda (DECHa) ¢ a principal complicagio do transplante de células-tronco
hematopoéticas (TCTH). As principais fontes de CTH sao a medula dssea e o sangue periférico mobilizado com
G-CSF (SG-G). Recentemente demonstrou-se que a fracio de baixa densidade de SG-G possui por volta de 85%
de granuldcitos (GBD). Essas células além de inibirem a atividade de células T #n vitro, in vivo inibem a DECHa
experimental. O mecanismo de agdo in vivo é pouco claro, pois sabe-se que a meia-vida dessas células é muito
curta para manter a inibi¢do de uma doenga que pode se manifestar até 100 dias pés-transplante. Uma possibilidade
seria a acdo dos GDB sobre a infec¢do inicial, conseqiiente 4 radioterapia que permite a translocagio de bactérias
intestinais e seus produtos que ativardo as células da imunidade inata favorecendo a ativa¢io das células T. O
objetivo do trabalho foi estudar qualitativa e quantitativamente a atividade fagocitica e ativagio dos GDB tanto iz
vitro quanto i vivo. In vitro, os resultados preliminares indicam que tanto a atividade fagocitica quanto o metabolismo
oxidativo de GBD sd3o quatro vezes mais alto do que os granulécitos nio tratados com G-CSE In vivo, foram
examinados os linfonodos mesentéricos de animais irradiados que receberam ou nio GDB (24 horas apds) quanto
a presenga ou nio de bactérias intestinais. Encontrou-se uma enorme variabilidade nos ensaios em cultura de
Agar-sangue, levando a procurar outras técnicas para abordar o assunto.
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Estudo para a Transdugao Preferencial de Linfécitos
Alo-ativados com o Sistema de Gene Suicida para o
Tratamento da Doenca Enxerto-Contra-Hospedeiro

Leal AC', Chicaybam L', Bonamino M2,
'Curso de graduagfio em Biomedicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil
YInstituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

A doenga enxerto-contra-hospedeiro é o fator responsdvel pelas elevadas taxas de mortalidade e morbidade pés-
transplante alogénico de precursores hematopoéticos. Este efeito, exercido pelo reconhecimento por parte de
células T do doador contidas no enxerto de antigenos expressos nos tecidos do receptor, acomete cerca de 70% dos
pacientes submetidos a esse tipo tratamento. A simples eliminacio das células T do enxerto previne o desenvolvimento
da DECH, mas estd associada ao aumento nos indices de recorréncia da doenca de base. Assim, sio necessdrios
protocolos nos quais se possa controlar os efeitos exercidos por essas células no hospedeiro. Neste trabalho,
propde-se a introdu¢do de um gene suicida nas células T, por meio da utilizagdo de vetores retrovirais, de modo
que essas células possam ser eliminadas quando for conveniente. Para tal, foram estabelecidos protocolos para a
produgio e concentragao dos vetores lentivirais e derivados do MuMLV. Foi também determinada a melhor forma
de fornecer o estimulo alogénico as células T, através de células dendriticas maduras ou imaturas ou através de
esplendcitos irradiados. Para isso, foram desenvolvidos protocolos para a geracio de células dendriticas e indugdo
de maturagio nessas células. A avaliagio da cinética de proliferagio dos linfécitos revelou que o estimulo vis DC
madura parece ser o mais apropriado, com a proliferagio dos linfécitos ocorrendo entre os dias +3 e +5 pds-
estimulo. Além disso, determinou-se a relagio entre DC e linfécito T que gera a melhor resposta proliferativa,
sendo a propor¢io 1/5 a melhor condigdo. Baseado nestes dados, realizou-se a transducio de linfécitos T nas
condicoes estabelecidas.
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Rastreamento de Mutacées no Exon 4 do Gene GATA1 em
Desordens Hematolégicas

Herszterg SH, Amorim M, Pombo-de-Oliveira MS.
Instituto Nacional de Céncer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Doengas hematoldgicas herdadas e adquiridas foram associadas a mutagdes em diferentes regides do gene GATAI.
Este gene estd localizado no cromossomo X e codifica a proteina GATA-1, fator de transcri¢ao imprescindivel para
a diferenciagio eritrocitica e megacariocitica. Mutagbes no éxon 4 do GATAI foram descritas em doengas
hematoldgicas herdadas, exemplificadas pelas anemias refratdrias e trombocitopenias ligadas ao X. Mutagbes nos
éxons 2 e 3 foram identificadas em desordens hematoldgicas clonais de criangas portadoras de Sindrome de Down
(SD), como a leucemia megacariobldstica (LMA-M7) e a leucemia transitéria (LT). No entanto, um estudo anterior
demonstrou uma mutagio até entdo nio descrita em um caso de LMA-M7/LT nio acompanhado de SD. Embora
os resultados desse estudo quanto as mutacdes do GATAI em LMA-M7/LT encontradas na coorte brasileira
corroborassem os estudos internacionais, 35% das criangas com SD e alteragdes hematoldgicas nio apresentavam
alteragdes no éxon 2. Além disso, recentemente, Hollanda et al. identificaram a presenca de uma mutagio no éxon
2 do GATAI em individuos com anemia e trombocitopenia idiopdticas sem SD. Este fato gerou a hipétese de que
mutacdes no éxon 4 do gene GATAI, associadas até entdo as anemias ¢ trombocitopenias ligadas a0 X, possam
estar envolvidas nos casos de SD sem alteragdo no éxon 2, assim como em outras doengas malignas acompanhadas
ou ndo de SD. Este trabalho se propée 4 andlise do éxon 4 do GATAI em amostras caracterizadas como disttrbios
hematoldgicos que afetam as linhagens eritrocitica e megarcariocitica, tanto em individuos portadores de SD
como em individuos nao-sindroémicos, a partir do rastreamento de mutagoes feito através do dHPLC, seguido de
seqiienciamento automdtico.

Texto Truncado.
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Analise Fenotipica da Superexpressiao de Claudinas em Células

HEK 293T

Souza PS, Tanaka MN, Cruz ALS, Viola JPB, Morgado-Diaz JA.
Instituto Nacional de Céincer (INCA) - Rio de Janeiro (RJ), Brasil

Proteinas da familia das claudinas compreendem proteinas integrais de membrana que formam as jungdes #ght em
células epiteliais, conferindo-lhes polaridade e permeabilidade seletiva. O aumento e a diminuigdo da expressio
dessas proteinas parecem contribuir no processo migratério e invasivo em diversos tipos de tumores. Este estudo
visa a estabelecer uma metodologia para superexpressar claudinas em células embriondrias de rim humano, HEK
293T e avaliar alteragdes nos padrées morfoldgicos, proliferativos e de diferenciagdo celular. Esta linhagem celular
foi escolhida por ser de origem epitelial e de vidvel transfec¢do. Andlises iniciais por immunoblotting mostraram
que essa linhagem ndo expressa claudinas -1 e -3 e, através de microscopias de contraste de fase e eletrdnica de
transmissdo, verificou-se o crescimento indiferenciado dessas células, auséncia de polaridade celular e nio-
apresentacio de jungdes zght. O ensaio de vermelho de ruténio que visa a analisar a permeabilidade paracelular
dessas células confirmou a ndo-funcionalidade das juncoes #ight. Para superexpressar claudinas -1 e -3, os vetores
pCCL1 e NGFP-mCld3 (cedidos pelo Dr. Mikio Furuse, Universidade de Kyoto - Japao) foram transfectados por
precipitacio de DNA com fosfato de cdlcio. Os vetores enviados foram seqiienciados utilizando os primers
3" TCGGCTTCTGGCGTGTGAC-5" ¢ 5'TCAGTGGTATTTGTGAGCCAG-3' para a confirmacio dos
insertos. A superexpressio da claudina-3 foi confirmada por citometria de fluxo pela detec¢do da fluorescéncia do
gene reporter EGFP fusionado & proteina. Para claudina-1, essa andlise foi feita por immunoblotting. A localizagio
das claudinas, analisada por microscopia de fluorescéncia, 48 horas apés a transfec¢do, mostrou marcagio de
claudina-1 tanto no citoplasma quanto nos contatos intercelulares, enquanto que a marcagio de claudina-3 foi
observada somente nos contatos intercelulares.

Texto Truncado.
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