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O Programa de Iniciagao Cientifica do INCA: nossa semente

O Programa Inicia¢io Cientifica do INCA teve inicio no ano 2000, numa iniciativa da entdo Coordenadora
de Ensino, Maria Alice Sigaud, juntamente com o Coordenador de Pesquisa da época, Guilherme Kurtz. Naquele
momento, foram concedidas dez bolsas pelo Ministério da Satide para a formag¢do de estudantes de graduacio,
distribuidas por mérito entre os diversos solicitantes. Em 2003, o Professor Marcello A. Barcinski sugeriu que
solicitdssemos ao CNPq nossa inclusao no Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica, PIBIC, um
programa de concessio de bolsas de IC as institui¢des de ensino em pesquisa. Foram concedidas dez bolsas a
nossa Institui¢io apesar da auséncia de uma Pés-Graduagio Stricto Sensu na época. Obviamente, nosso corpo de
pesquisadores foi quem conseguiu a confianca do CNPq. O sucesso do programa foi tal que, em 2005, jd contdvamos
com 20 bolsas do MS e, recebemos mais dez bolsas do CNPq perfazendo um total de 40 bolsas concedidas para
estudantes de graduagio que estagiavam em nossos laboratérios e servicos onde havia atividades de pesquisa.

A partir de 2003, foi criada a Jornada de Iniciagio Cientifica do INCA onde os estudantes tém a oportunidade de
apresentar seus trabalhos e discutirem seus dados com outros profissionais da drea. A jornada, além de servir aos
estudantes, ¢ 0 nosso objeto de avaliagio de desempenho do Programa de Iniciagao Cientifica e conta com a participagio
de avaliadores internos e externos a Instituigio. A qualidade dos trabalhos apresentados e o profissionalismo dos nossos
estudantes tém surpreendido a todos, justificando o aumento do niimero de bolsas dados pelo CNPq 4 nossa Instituicgo.

Este ano, dez trabalhos foram apresentados oralmente e todos (41 no total) foram apresentados na forma de
painéis. Desta forma, todos os estudantes tiveram a chance de conversar com seus pares, discutir seus resultados
e experimentos, permitindo a divulgagdo das linhas de pesquisa e gerando novas colaboragdes. Com o apoio das
Coordenadoras de Pesquisa, Marisa Breitenbach, ¢ de Ensino, Eliana Claudia Otero Ribeiro, foram concedidas
viagens a congressos nacionais aos quatro melhores trabalhos selecionados pelo comité avaliador que também
receberam uma Mengao Honrosa (vide abaixo os alunos e os titulos dos trabalhos premiados).

Para 2006/2007, o Programa de Iniciagdo Cientifica do INCA contard com cursos e semindrios dirigidos para o
ensino de pesquisa no nivel da gradua¢do. Pretendemos com isto contribuir para a formagio de novos cientistas,
refor¢ando o ensino de métodos ¢ a metodologia da ciéncia, aumentando a interface de troca entre as diversas dreas.

A possibilidade de ter os resumos da III Jornada de Iniciagdo Cientifica do INCA publicados na Revista
Brasileira de Cancerologia foi "uma porta aberta" pelo Dr. Luiz Claudio Thuler. Esta iniciativa, sem dudvida,
incentiva os alunos , divulga e documenta nosso trabalho. Neste ndmero, apresento ainda uma sintese da conferéncia
de encerramento da jornada, proferida pela Professora Aniela Improta Franca, sobre as bases neurofisiolégicas da
linguagem, um assunto aparentemente desconectado do nosso campo de trabalho. A idéia é exatamente mostrar
aos estudantes que a ciéncia boa requer a compreensio da metodologia cientifica. E quando isto é bem feito e
além do mais com paixdo, ¢ sempre fascinante e enriquecedor. Além da conferéncia, destaco também a carta do
Professor Erney Camargo, presidente do CNPq, dirigida aos coordenadores dos PIBIC onde, de forma muito
clara, ele explica o que é e como deve ser tratada a iniciagdo cientifica. Finalmente, os dez trabalhos escolhidos
pelos respectivos servigos ou divisdes para serem apresentados oralmente foram publicados como resumos estendidos,
representativos das diversas dreas de pesquisa do INCA.

A seguir, relaciono os trabalhos premiados e seus autores:

- Ana Ciristina de Albuquerque Xavier, Trabalho: "Biogénese de autofagossomos em resposta a radiagio em

células de adenocarcinoma de célon humano, HCT-116". Orientador: José Andrés Morgado Diaz.

- Marcela Braga Mansur, Trabalho: "Freqiiéncia da fusio SIL-TAL1 em pacientes com leucemia linfobldstica

aguda de linhagem T (LLA-T)". Orientadora: Maria do Socorro Pombo de Oliveira.

- Rafacela Fidelis Lima, Trabalho: "Regula¢do da atividade das células T pelo estroma de medula dssea”.

Orientadores: Adriana Bonomo e Joio Paulo B. Monteiro.

- Tatiana Martins Tilli, Trabalho: "Auto-anticorpos anti-osteopontina como potenciais marcadores séricos em

neoplasias”. Orientadora:. Etel Rodrigues Pereira Gimba.

Adriana Bonomo

Coordenadora do Programa de Iniciagio Cientifica do INCA
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Q CNPq

Conseiho Nacionai de Desenvoilvimentc
Clentifico e Tecnolsalco

OF Circ. PR. N° 0137/06 Brasilia, 22 de marco de 2006.

Prezados (as) Coordenadores (as) do PIBIC,

Estamos préximos de iniciar mais uma etapa referente as atividades do Programa Institucional de Bolsas de
Iniciagao Cientifica (PIBIC), perfodo 2006/2007.

E fundamental reiterar a decisio do Conselho Deliberativo (CD) do CNPq no sentido de esclarecer alguns
aspectos dos Programas de Iniciagao Cientifica do Conselho.

O CD considera a Inicia¢do Cientifica (IC) um poderoso instrumento de divulgagio dos métodos e principios
da ciéncia ¢ um dos mais importantes programas do CNPq. Seu publico alvo sdo os estudantes de graduagio dos
cursos superiores de institui¢des publicas ou privadas. Seu modo de atuagio implica o convite a estudantes para se
associarem a pesquisadores ou grupos de pesquisa de institui¢bes credenciadas.

O CD considera a IC um programa voltado para o aluno, nao para o pesquisador. A IC se destina a complementar
o ensino de graduagio oferecendo a milhares de alunos a oportunidade de descobrir como a ciéncia é produzida,
como o conhecimento ¢ adquirido. Esse objetivo é conseguido pela participa¢io do aluno nas atividades préticas
e tedricas no ambiente de pesquisa. O CD acredita que essa vivéncia ajudard o aluno a ver e entender o mundo
sob o prisma da ciéncia. A IC ¢, em esséncia, um programa de desmistificagdo cultural, avesso a dogmas, destinado
a esclarecer e completar a formagio intelectual dos alunos.

Embora os alunos devam participar de pesquisa do grupo a que estdo ligados e nele assumir tarefas especificas,
em nenhuma hipétese a IC pode ser tratada como um programa destinado a prover mio-de-obra para pesquisadores
ou grupos de pesquisa. O sentido ¢ contrdrio: é o pesquisador e o seu grupo que devem dedicar parte de seu tempo
a0 ensino prdtico e conceitual da pesquisa ao aluno de graduagio. Portanto, quanto mais dedicados, mais bem
capacitados ¢ mais experientes forem os pesquisadores, melhor para o aluno. Nio serd o aluno de IC quem ird
fortalecer ou ajudar a desenvolver grupos de pesquisa. Esse ¢ um conceito absolutamente equivocado. Pelo contririo,
grupos bem formados de pesquisa é que poderdo desenvolver o aluno.

Nesse sentido, o CD pede aos dirigentes institucionais e pesquisadores que zelem pelo cumprimento dos

objetivos e diretrizes da Inicia¢do Cientifica, em qualquer de suas modalidades programdticas: institucional (PIBIC)
ou individual (IC).

Atenciosamente,
ERNEY PLESSMANN CAMARGO
Presidente
Ministério da Ciéncia e Tecnologia Conselho Nacional de Desenvolvimento Telefone +55 61 348 9421
Cientifico e Tecnoldgico Fax +55 61 348 9487

Gabinete da Presidéncia
SEPN 507, Bloco B, 3° andar, Ed. Sede CNPq e-mail:presidencia@cnpq.br
70740-901 Brasilia DF Brasil
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A epistemologia lingiiistica e a neurofisiologia da linguagem

Aniela Improta Franca '

Entre os lingiiistas, uma queixa freqiiente ¢ a de que a lingiifstica como tépico de estudo nio é bem compreendida
pelas pessoas, pela midia e tampouco por outras ciéncias. Ndo, ndo estudamos literatura, sotaques, gramdticas
prescritivas do discurso, do bom falar ou do escrever. Nao, as criangas no aprendem a falar com seus pais, através
de repeti¢oes de falas simplificadas. A linguagem cresce na mente do bebé através de um programa genético assim
como outras cogni¢des: visdo, teoria da mente de outros, navegagio, conceito de numerosidade etc. Portanto, o
estudo da cogni¢do de linguagem, a Lingiifstica, ndo deveria ser agrupado pelas agéncias de fomento com a
musica, literatura, arquitetura e arte. Somos biologia, neurociéncia bdsica porque estudamos cogni¢do que tem
residéncia no cérebro humano.

E a insatisfacdo neste departamento de public relations é uninime na nossa classe no Brasil e no exterior. Ainda
assim, nunca tinha ouvido ou eu mesma nunca havia conseguido esbogar a razio deste engano de senso comum sobre
a epistemologia da lingiiistica. Até que, em maio de 2006, convidamos um jovem pesquisador de Harvard - Andrew
Nevins - para uma série de palestras no Departamento de Lingiiistica da UFR]. Andrew Nevins, que eu saiba, foi
a primeira pessoa que identificou o porqué deste desentendimento: Ele explicou que s6 serfamos agrupados com a
fisica e a biologia se pudéssemos mostrar aos nossos interlocutores que a Faculdade de Linguagem ¢ regida por leis
invioldveis, assim como a lei da gravidade, ponto de ebuli¢do, valéncia atdmica etc.

Na arte, as leis s3o sempre violdveis. Se bem no final do século XIX o estilo de época era o neoplasticismo, que
aboliu a figura humana em prol das formas e cores puras como em Mondrian, logo no primeiro decénio do séc XX
surge o cubismo de Picasso que viola solenemente o neoplasticismo e reintroduz a figura humana concebida em
cubos. Na sociedade, também existem leis contra o adultério, contra o aborto, contra o homicidio, contra o
roubo, mas elas certamente sdo violdveis independentemente das conseqiiéncias.

Pois bem: "existe uma parte muito visivel da lingiiistica que é aparentemente violdvel", diz o Andrew . E notdvel
que hd variagbes entre falantes nativos: Quatro menino, quatro meninos; para mim fazer, para eu fazer; a maioria
das pessoas é, a maioria das pessoas sio, E preciso que eu vd, E preciso eu vd. Oops, nio aqui. Esta pequena
conjuncio, sé tés letrinhas, q-u-e, nio pode deixar de existir pois sem ela uma sentenca nio pode ser encaixada
dentro da outra.

Entdo hd leis lingiiisticas invioldveis sob pena de fazer um falante nativo soar como um gringo. Poderfamos
concluir que as tais leis violdveis da lingiiistica, por exemplo a concordincia de plural, nio sdo propriamente leis;
sdo opgdes licitas, tecnicamente chamadas de pardmetros. Estes diferem das leis inescapdveis, tecnicamente chamadas
de principios, como o uso de conjun¢io em portugués para encaixe de oragio subordinada.

A idéia de que a0 nascermos portamos principios lingiiisticos, ou seja, conhecimento lingiiistico embriondrio
para o desenvolvimento de qualquer lingua, e que esses principios se fixam em pardmetros que se especificam para
a lingua-mie do aprendiz por meio da exposicio aos dados primdrios (dados lingiiisticos ao natural oriundos do
entorno da crianga), foi formulada pelo lingiiista do MIT, Noam Chomsky, no programa de estudos chamado de
Programa de Principios e Parimetros:

! Professora Adjunta de Lingiiistica do Departamento de Lingiifstica da UFRJ. Membro do Programa Avan¢ado de Neurociéncias (PAN) da
Faculdade de Medicina da UFR]J.
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"Podemos comparar o estado inicial da faculdade de linguagem com uma fiagao fixa conectada a uma caixa
de interruptores; a fiagdo sdo os principios da linguagem, e os interruptores sio as op¢oes a serem determinadas
pela experiéncia. Quando os interruptores estdo posicionados de um modo, temos o bantu; quando estio
posicionados de outro modo, temos o japonés. Cada uma das linguas humanas possiveis ¢ identificada como
uma colocagio particular das tomadas - uma fixagdo de parimetros, em terminologia técnica. Se esta
abordagem de pesquisa der certo, deverfamos poder literalmente deduzir o bantu de uma escolha dos
posicionamentos, o japonés de outra e assim por diante por todas as linguas que os seres humanos podem
adquirir. As condi¢es empiricas em que se dd a aquisi¢do de lingua requerem que os interruptores sejam
posicionados com base na informagao muito limitada que estd disponivel para a crianga. Notem que pequenas
mudangas em posicionamento de interruptores podem conduzir a uma grande variedade aparente em termos
de output, pela proliferagio dos efeitos pelo sistema. Estas sdo as propriedades gerais da linguagem que
qualquer teoria genuina precisa captar de algum modo." (CHOMSKY, 1998, p. 23)

Entdo, voltando 2 idéia do Andrew Nevins, sendo os parimetros mais visiveis na produgio dos falantes do que
os principios, o senso comum aposta na violabilidade das leis da lingiiistica e classifica o fenémeno lingiiistico
como do tipo social. Bingo! Um mistério a menos no mundo.

Resta-nos agora divulgar este raciocinio, além de dar continuidade as pesquisas sobre a neurofisiologia da
linguagem em individuos sios. Este campo de estudos surgiu nos anos 90 ¢ é eminentemente interdisciplinar,
incluindo necessariamente a lingiiistica, a neurologia, a biologia e a engenharia biomédica. Assim, vamos pouco
a pouco ganhando espago entre as ciéncias biolégicas.

Vale dizer que o conhecimento sobre a Faculdade de Linguagem antes dos anos 90 era gerado quase que
exclusivamente pelo exercicio de introspec¢do do lingiiista sobre a sua prépria competéncia de falante nativo.
Alids, esta prdtica de pensar com método sobre a prépria fala é védlida e construiu um entendimento sofisticado
sobre a Faculdade de Linguagem no homem. Por exemplo, nos anos 50, Chomsky fez uma andlise introspectiva
das computagdes que necessariamente estariam envolvidas nas sentengas com verbos transitivos diretos, como
quebrar nas sentengas (1) e (2):

(1) O menino quebrou o vaso.
(2) O menino quebrou a perna.

Examinando o vaso e a perna, que sio objetos diretos (complementos) do verbo guebrar, Chomsky percebeu
que as funcbes semanticas destes complementos, tecnicamente chamadas de papéis temdticos, sio definidas pelo
verbo. O verbo guebrar especifica que seu complemento serd interpretado como algo que muda de estado integro
para quebrado. Os complementos o vaso ¢ a perna se prestam para satisfazer esta exigéncia do verbo, pois representam
objetos fisicos que podem facilmente passar por esta mudanga. E ainda que tivéssemos complementos menos
apropriados para assumirem este papel temdtico, farfamos manobras de ajuste coercitivo para encaixar a seméntica
do complemento a esta "camisa de for¢a" de significado imposta por cada acepgio do verbo®. Assim,

(3) Jodo quebrou o meu dia.

encontra alguma interpretagio semantica compativel com as necessidades eventivas do verbo quebrar, do tipo
Jodo fez com que o meu dia, que seria inteiramente dedicado a uma certa atividade A, fosse dividido entre a
atividade A, que provavelmente seria mais importante, ¢ a atividade B, que nio me agrada tanto.

Mas, faga agora uma introspeccio e veja se esta imposigio do verbo em relagio ao complemento também se
estende a 0 menino, sujeito das frases (1) e (2). E bastante f4cil perceber que em (1) a expressao o menino se
refere 4 pessoa que executa a agdo de quebrar, e por isso dizemos que tem o papel temdtico de agente.
Contrastivamente, em (2) essa expressdo se refere 2 entidade que ¢ paciente da agdo, e por isso ganha o papel

temdtico de paciente.

2Note que no caso de um verbo transitivo ter mais de uma acep¢ao, como em (a) Ela assinou o Globo, ¢ (b) Ela assinou a carta, cada leitura do verbo
imp6e seu préprio papel temdtico. Assinar na acepgio de "obter a assinatura de um periédico” imp6e ao argumento interno, o periddico, o papel
temdtico de "lugar de onde" , isto ¢, a partir de onde a assinatura inscrita autoriza a entrega do periédico a quem depositou a assinatura, enquanto
assinar na acepgdo de "escrever o préprio nome em" impde o papel temdtico de "lugar onde", ou seja, lugar onde a assinatura foi inscrita.
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E assim, a andlise se aprofunda: Se (1) e (2) sdo exatamente iguais até a chegada do objeto direto, podemos
supor que o que define o papel temdtico do sujeito o menino ¢ a informagao seméntica que estd no complexo
verbo-objeto.

A conseqiiéncia espetacular destas simples observagoes de Chomsky ¢ que, independentemente da ordem
bdsica dos constituintes da sentenga em uma dada lingua - SVO, (sujeito, verbo, objeto) como no portugués;
VSO, como no Arabe; VOS, como em Malagasi, OSV, como Xavante - para gerar ou processar uma sentenga,
primeiro fazemos a concatenagao verbo-objeto (VO) e sé depois concatenamos o sujeito ao composto VO. Este
mecanismo de geragdo de sentengas ¢ conhecido como derivagio no sentido bottom-up, ou seja, de baixo para
cima se considerarmos uma estrutura representacional em forma de drvore, ou da direita para a esquerda, se
pensarmos na ordem da escrita das linguas ocidentais, por exemplo.

Entao, nas linguas em que a ordem linear ¢ SVO, como o portugués, para podermos interpretar semanticamente
o sujeito de uma sentenga, temos que computd-lo e guardd-lo na memdria de trabalho, para depois juntd-lo ao
composto verbo-objeto, que vai definir seu papel temdtico.

Na Lingiiistica, a informagio de que o curso da derivagdo sintdtica é bottom-up, observada a partir de um
vasto nimero de linguas, j4 estd disponivel hd meio século. As evidéncias neurofisiolégicas demoraram um pouco
mais a chegar e vieram no bojo de uma literatura especializada que comegou a se formar nos Estados Unidos e
Europa a partir dos anos 90.

Em grande parte, sdo estudos que utilizam a técnica de extragdo de potenciais relacionados a eventos lingiiisticos
(ERP) para analisar a concatenagdo de verbo-objeto. Manipulagdes de congruéncia nessa concatenagio, do tipo
Jodo esticou a geladeira, foram amplamente relacionadas a maiores amplitudes de um potencial negativo aos 400
ms pés-estimulo - o N400.

Aqui no Brasil, esse tipo de pesquisa com individuos sdos nao havia sido realizada at¢ 2002, quando conseguimos
aplicar os experimentos neurolingiifsticos que foram objetos da minha tese de Doutorado - Concatenagoes
Lingiifsticas: Estudo de diferentes médulos cognitivos na aquisi¢io e no cdrtex (Franga, 2002). Essa pesquisa foi
o resultado de um esforgo conjunto do Departamento de Lingiiistica da UFR], através da Professora Miriam
Lemle, orientadora da tese, e do Laboratério de Processamento de Sinais (Programa de Engenharia Biomédica da
COPPE/UFR]), por meio da equipe do Professor Antonio Fernando Catelli Infantosi.

O objetivo desse trabalho era investigar a reagdo cortical 4 incongruéncia na concatenagio verbo-complemento
em portugués. Logo, seguimos o protocolo cldssico de experimentos para extragio de N400, que consiste em
apresentar ao voluntdrio, na tela de um computador, sentengas congruentes, como A menina leu um livro, misturadas
aleatoriamente a sentengas incongruentes, do tipo O homem comeu uma sanddlia.

Além de testarmos na Série 1 estimulos cldssicos para a elicitagio do N400, onde verbo e complemento aparecem
lado a lado (congruente: comer o bife; incongruente: matar o vento), incluimos outras duas séries de estimulos muito
menos freqiientemente testados, que alteravam de forma sutil o contexto das incongruéncias. Querfamos saber se a
"assinatura elétrica da incongruéncia” seria afetada por essas condicbes especiais dos estimulos.

Tabela 1. Exemplos de estimulos das Séries 1, 2 e 3

Séries Sentengas Congruentes Sentengas Incongruentes
1. A menina comeu o bife O le@o matou o vento
9 Lucia ia limpar a cadeira | Jodo estd segurando o bife
’ e também guardé-la e quer |é-lo
3 Quais musicas Vera Que histérias Denise
' compds? refogou?

A partir da Tabela 1, note que os verbos guardar e ler na Série 2 estdo concatenados aos seus respectivos
complementos em forma de pronome: la e lo. Como la e lo ndo tém contetidos semanticos préprios, para sabermos
se a concatena¢io deu certo temos que transferir para eles as caracteristicas semanticas dos seus respectivos
antecedentes, cadeira ¢ bife. Guardar a cadeira faz sentido, mas ler 0 bife ndo. Serd que essa incongruéncia também
resulta em um N400? E serd ele igual ao da Série 12
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A Série 3 continha sentengas com sintagma QU-. Testamos, por exemplo, Quais miisicas Vera compds? e Que
histdrias Denise refogou? Repare que o sintagma QU- quais miisicas completa o sentido do verbo compds e, portanto,
¢ interpretado ao lado desse verbo: Vera compds quais miisicas? S6 que, nesse tipo de construgio, o sintagma QU-
geralmente aparece no inicio da sentenca, deslocado de seu lugar de interpretagio, como um recurso discursivo
para avisar ao interlocutor que vem uma pergunta.

) Onde se interpreta
Onde se pronuncia (posicéo vazia)

v

Quais musicas Vera compds (quais musicas)?

Os achados desse experimento indicam ERP contrastantes nas Séries 1,2, ¢ 3. A forma dispar dos ERP deixa
claro que concatenagao verbo-complemento nio é uma operagio indivisa, ou seja, é formada por sub-tarefas. Hd
diversas formas do ERP N400 relacionadas as diferentes configuragées morfo-sintdticas das concatenagbes entre
verbo e complemento. Esse achado ¢ consistente com premissas de modelos da neurofisiologia da linguagem que
véem o processamento como a intera¢do de micro-computagdes tarefa-especificas (Chomsky, 2001; Hauser,
Chomsky, Fitch, 2002; Franca, 2004), plausivelmente envolvendo sub-sistemas neuronais ¢ modos de acionamentos
neuronais diferentes (Hickok, Poeppel, 2000, 2004; Poeppel, Marantz, 2000).

Além da cognigdo de verbo-objeto, tivemos aqui no Brasil uma primeira evidéncia neurofisiolégica do curso
derivacional bottom-up a partir de Lage (2005), uma tese de Doutoramento, orientada pelos Professores Miriam
Lemle, do Departamento de Lingiiistica da UFR], e Antonio Fernando Catelli Infantosi, do Programa de Engenharia
Biomédica da COPPE/UFR]. Essa tese ¢ intitulada Aspectos neurofisioldgicos de concatenacio e idiomaticidade em
portugués do Brasil: um estudo de potenciais bioelétricos relacionados a eventos lingiiisticos (ERP) e foi indicada pela
Faculdade de Letras da UFR] para concorrer ao Prémio CAPES de Teses 2006.

No experimento principal, foi utilizada a técnica de extragio de potencial relacionado a evento (event-related
brain potential). O EEG bruto de voluntdrios era extraido, enquanto eles eram estimulados lingiiisticamente,
através da apresentacio de sentengas na tela do computador, palavra por palavra. Cada palavra permanecia na tela
por 200 ms, e ao final da sentenga era pedido que o voluntdrio opinasse, através do acionamento de um botao, se
a sentenca era congruente ou incongruente. A autora manipulou a congruéncia de sujeitos em sentencas dos tipos
que se seguem, estabelecendo como tempo zero (gatilho para a aquisi¢do dos sinais), o inicio da apresentagio do
nome que ¢ complemento do verbo:

(4) A cadeira chutou a bola.
(5) O menino chutou a bola.

T

gatilho para a aquisi¢do dos sinais: inicio do nucleo do complemento

Os tracados dos ERP extraidos do EEG mostraram ondas negativas aos 450 ms. Essas ondas correspondem a
concatenagio verbo-objeto, chutou a bola, e sio compativeis com os achados cldssicos na literatura de N400.
Como em (4) e em (5) esta concatenagdo ¢ congruente, as respostas corticais foram negatividades com elevagio
discreta.

Porém, aproximadamente aos 700 ms, surgem outras negatividades. Estas ondas tinham amplitude muito
maior quando provenientes de sentengas incongruentes como em (4), ou seja, aquelas em que a escolha do sujeito
que ndo satisfaz exigéncias seminticas do predicado torna a sentenca incongruente. Assim, a computagdo tardia
do sujeito, hd 50 anos jd descrita por Chomsky, pdde ser revelada eletrofisiologicamente: um N700, sensivel a
incongruéncia e subsegiiente a0 N400 da concatenagio verbo-objeto.

Além da confirmacio neurofisioldgica do curso das computagoes lingiiisticas, Lage (2005) traz uma novidade.
Aos 200ms apds a exibi¢do do objeto, aparecem ondas negativas com maior amplitude quando decorrentes de
frases incongruentes. A autora interpreta esta negatividade aos 200ms como uma compatibilizagio seméntica
precdria entre a semantica do sujeito e a do verbo. Isto acontece porque, para que possa ser guardado na meméria
de trabalho, o sujeito é acessado em seus tragos seminticos mais primitivos. E, a partir destes tragos, j4 existe uma
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tentativa de compatibilizagdo seméntica com o verbo. Mas a computacio da integragio sintdtica sé acontece
depois, aos 700 ms. Ou seja, a autora pdde observar efeitos sutis de dois estdgios da integracio do sujeito.
Concluo com estes exemplos, agradecendo muitissimo a oportunidade que a Adriana Bonomo deu a mim de
aproximar a lingiiistica e a neurociéncia da linguagem de uma platéia da imunologia que reafirmo ser
surpreendentemente mais préxima de nés do que se poderia pensar. Recentemente, ouvi em uma entrevista o Dr.
Nelson Monteiro Vaz, imunologista da Universidade Federal de Minas Gerais dizer liceralmente que "a atividade
imunolégica ¢ uma atividade cognitiva de reconhecer o que ¢ estranho e poder eliminar o que ¢ estranho e poder
guardar na memdria para agir mais rapidamente da préxima vez." Para mim, esta descri¢io soou muito familiar.
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Implantacao do teste de deteccao da expressao e atividade da
proteina BCRP nas leucemias

Gavinho-Vianna FA, Vasconcelos FC, Maia RC
Laboratério de Hematologia Celular e Molecular, Servico de Hematologia, HCI/INCA

Introdugdo: Resisténcia a maltiplas drogas (MDR) ¢ o principal obstdculo para o sucesso do tratamento e cura das
leucemias. Esse fendmeno ¢ mediado por proteinas transportadoras pertencentes a familia ABC: glicoproteina P
(Pgp), proteina relacionada 8 MDR (MRP) e a proteina relacionada ao cincer da mama (BCRP). A superexpressio
das proteinas MDR sdo capazes de expelirem quimioterdpicos para o exterior, reduzindo os seus conteddos no
interior das células leucémicas tornando os pacientes resistentes ao tratamento. Diversos estudos tém demonstrado
que a Pgp e a MRP afetam a taxa de remissdo completa e sobrevida em pacientes com leucemia aguda. Entretanto,
o papel da proteina BCRD, como fator prognéstico nas leucemias, nio estd completamente definido, assim como
também o melhor método para a sua detecgdo. Objetivo: Padronizar e implantar o teste de detecgdo da expressio
e atividade da proteina BCRP em células leucémicas. Metodologia: Como controle positivo para a expressio da
proteina BCRP, utilizou-se a linhagem celular MCF7 (proveniente de um cincer da mama metastdtico humano),
que possui diferentes niveis de expressio e de resisténcia, obtidos através da exposi¢ao continua e crescente de
flavoperidol (FLV): MCF7 FLV 250, MCF7 FLV 500 e MCF7 FLV 1000. Apés a padronizagdo com as linhagens,
foram estudadas amostras de medula dssea ou de sangue periférico de 49 pacientes com diferentes tipos de
leucemias, por ocasido do diagnéstico ou da recaida. A expressio da BCRP foi detectada apds a marcagio com
anticorpo monoclonal anti-BCRP. A atividade da proteina foi verificada mediante incubagio das células com o
fluorocromo pheophorbide associado ou nao ao modulador fumitremorgim-C e analisadas em citdmetro de fluxo.
Os resultados obtidos foram expressos como a razio da intensidade de fluorescéncia (RIF). Resultados: Através da
andlise em Western blor e citometria de fluxo, observou-se que quanto maior a concentragio de FLV maior a
expresso da proteina BCRP nas linhagens. A linhagem MCEF7, sensivel, utilizada como controle negativo, exibiu
RIF=1,14 nos ensaios de expressio ¢ RIF= 1,20 para a atividade da BCRP. A linhagem MCF7 FLV 500, resistente,
apresentou niveis maiores de expressio (RIF= 2,55) e de atividade (RIF= 2,71) quando comparados & linhagem
sensivel. No grupo de pacientes estudados, observou-se expressio da proteina BCRP em 07/25 amostras de
leucemia mieldide cronica, 03/13 amostras de leucemia mieldide aguda e 03/11 amostras de leucemia linféide
aguda. A atividade da proteina foi observada em 03/25 amostras de leucemia mieléide cronica, 01/13 de leucemia
mieldide aguda e 03/11 de leucemia linféide aguda. Ndo houve correlagio entre a atividade e a expressio da
proteina BCRP nas amostras leucémicas dos pacientes, isto sendo observado em apenas uma amostra de leucemia
linféide aguda. Discussao e conclusao: Os resultados obtidos com as linhagens, mostrando que houve correlagio
entre a expressdo e atividade da BCRP, demonstraram que a metodologia empregada foi adequada e permite a
padronizagdo e a implantagio da técnica para a detecgio dessa protefna em linhagens celulares. Entretanto, o
pequeno percentual de positividade observado no estudo de funcionalidade da BCRD, incluindo os pacientes
refratdrios & quimioterapia, sugere que essa proteina possivelmente tem um papel menos importante relacionado
a resisténcia aos quimioterdpicos. A discrepincia observada entre expressdo e atividade da BCRP indica que novas
metodologias devem ser empregadas para a melhor compreensdo clinica do mecanismo de resisténcia as drogas

mediada pela BCRP.
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Estudo do polimorfismo dos éxons 12 e 26 do gene MDR1 em
individuos saudaveis brasileiros

Damasceno AM, Scheiner M, Klumb CG, Maia RC
Laboratdrio de Hematologia Celular e Molecular, Servigo de Hematologia, HCI/INCA

Introdugao: O gene MDRI codifica a glicoproteina P (Pgp), uma bomba de efluxo que reduz a concentragio de
quimioterdpicos no interior da célula, conferindo refratariedade ao tratamento. Sabe-se que os éxons 12, 21 ¢ 26
do gene MDRI sio os mais importantes para estudos de polimorfismo. Sendo assim, torna-se necessdrio estudar
se existe uma variagao desse polimorfismo na populagao brasileira. Objetivo: Verificar a freqgiiéncia do polimorfismo
dos éxons 12 e 26 do gene MDR1 em individuos sauddveis e comparar os resultados da literatura. Metodologia:
Foram obtidas amostras de sangue periférico de 100 doadores de sangue do INCA. Desses, 60 doadores foram
identificados quanto & cor em brancos, negros e intermedidrios (mulatos). Foram colhidos 10ml de sangue periférico
e retirados os leucdcitos através da técnica de gradiente de centrifugagio Ficoll-Paque®. Em seguida, as células
foram estocadas em Trizol® (Invitrogen) ou Brazol® (LGC) em freezer a-80°C. Apds o armazenamento, os DNA
foram extraidos e quantificados através de leitura por espectrofotometria. Apés a extragio de DNA, foi realizado
PCR para o gene da 3-globina. As amostras com resultado positivo nesse PCR foram submetidas 4 reagio de PCR
para os éxons 12 e 26 do gene MDRI1. Os produtos de PCR para os éxons 12 e 26 foram digeridos com enzimas
de restrigdo através da téenica de RFLP e corridos em gel de poliacrilamida a 8%. O polimorfismo foi analisado
de acordo com o padrio de bandas apds a digestao com enzimas de restri¢do. Resultados: A andlise dos resultados
levou em consideragio a faixa etdria, sexo e cor dos pacientes. No éxon 12, nio houve diferenca entre a faixa etdria
até 35 anos (faixa 1) e a faixa a partir de 35 anos (faixa 2). J4 no éxon 26, a faixa 1 apresentou 16% de genétipo CC
e 19% de TT contra 33% de CC e 5% de TT na faixa 2. Nao houve diferenca quanto ao sexo, com excegao do
gendtipo CT do éxon 26 cuja freqiiéncia observada foi de 75% no sexo feminino contra 56% do sexo masculino.
Nos dois sexos, predominou o gendtipo CT. Apesar de ndo haver ndmero significativo de individuos estudados,
com relagdo & cor, a populacio branca apresentou 43% de gendtipo CC no éxon 12 contra 17% em mulatos. A
freqiiéncia de CT em mulatos (77%) foi maior do que em brancos (52%). Nao houve diferenca na freqiiéncia dos
gendtipos do éxon 26, levando em consideragio a cor. Discussao e conclusao: Os resultados desse trabalho
demonstram maior freqiiéncia do genétipo CT na populagio brasileira em relagdo a estudos j4 publicados e
refor¢a a importincia de estudos genotipicos em populagdes miscigenadas.
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Estudo fase II de gemcitabina e cisplatina neoadjuvante seguida
de cirurgia em pacientes com cancer de bexiga localmente

avancado: avaliacao molecular para predi¢ao de resposta a
quimioterapia através da relacaio mRNA XIAP/XAF-1

Séllos J', Pinho M, Costas F1, Small I', Xavier M', Herchenhorn D?, Affonso F?, Campos F°, Quirino R?, Guimardes D', Ferreira CG'
' Servigo de Pesquisa Clinica, INCA
2Servigo de Oncologia Clinica, INCA

3 Servico de Urologia, INCA

Introdugao: Virios estudos (Roy et al., 1997) demonstraram a correlagdo in vitro entre a expressao das proteinas
inibidoras de apoptose (IAP) ¢ a quimiosensibilidade. Dentre as IAD, a XIAP demonstrou ser a mais importante ¢
potente inibidora da caspase-9 (uma caspase essencial na apoptose induzida por quimioterapia). Recentemente, foi
descrita uma molécula inibidora da XIAP, chamada XAF1 (Fong et al., 2000). J4 foram descritas duas isoformas de
XAF1 geradas por sp/icing alternativo, o que sugere que possa haver outras isoformas de XAF1. No entanto, o
impacto da expressio de XAF1 nunca foi avaliado em amostras tumorais. Em etapas anteriores ao projeto, foi
identificada uma possivel nova isoforma cuja seqiiéncia foi obtida a partir de trés linhagens celulares com origens
diferentes e teve sua expressdo avaliada. Metodologia e Resultados: 1. Valida¢do da reagio de PCR para amplificagdo
de todo 0o ¢cDNA da nova isoforma com o objetivo de seqiienciar a mesma e compard-la com a isoforma nova
publicada recentemente. 2. Amplificagio de parte do cDNA da nova isoforma da metade até a regidao 3' nio
traduzida. 3. Amplificagdo da regido 5' ndo traduzida até o novo éxon, utilizando o kit RACE (Rapid Amplification
of ¢cDNA Ends) bem como purificagio a partir de eletroforese em gel de agarose. 4. Avaliagio da citotoxicidade de
linhagens celulares & cisplatina e paclitaxel. 5. Reagdo de transcri¢io reversa (RT) a partir de RNA extraido de
tumores de bexiga dos pacientes incluidos no estudo bem como padroniza¢io dos mesmos, objetivando a avaliagio
da expressio por PCR em tempo real (j4 realizada pelo aluno de doutorado Marcos Pinho). 6. Seqiienciamento da
regido 5' ndo traduzida da nova isoforma que estd em andamento.
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Estudo da perda de heterozigose no gene RB1 em pacientes com
retinoblastoma

Aguiar FCC'; Barbosa RH'; Bonvicino CR'?
' Divisio de Genética, INCA
2 Departamento de Medicina Tropical, Instituto Oswaldo Cruz

O gene RBI possui 183kb e estd distribuido em 27 éxons localizados na regiao 13q14. A perda de fun¢ao desse
gene pode levar ao retinoblastoma, um tumor maligno das células retinianas que atinge criangas de até 7 anos de
idade. Para a manifestacio desta neoplasia, é necessdrio que ocorram dois eventos mutacionais complementares e
independentes. Desses, a perda de heterozigose (Loss of heterozygosity - LOH) é o segundo evento mais comum,
ocorrendo em 60% dos casos, de acordo com a literatura. A fim de se verificar se houve LOH no gene RB1, foram
analisadas amostras de sangue periférico e de tumor incluido em parafina de 25 pacientes com retinoblastoma. Foi
realizada a extragio de ADN em todas as amostras e amplificacio de trés regides microssatélites do gene RBI,
através de um marcador polimérfico intragénico (D13S153) e dois flanqueadores (D135262 e D135284). Em
seguida, os produtos amplificados foram verificados em gel de agarose 1,5% e analisados em um seqiienciador
automdtico (MegaBace™). Foram analisadas, ainda, amostras de ADN extraido de sangue periférico dos genitores
de dois pacientes para verificar a origem parental do alelo retido no tumor. Dos 25 pacientes, todos os trés
marcadores foram amplificados a partir das amostras de ADN de sangue periférico ¢ em 16 amostras de tumor. A
perda de heterozigose do gene RB1 foi observada em 60% dos pacientes, em concordincia com os dados da
literatura. Em 40% dos pacientes, ndo foi verificada a perda de heterozigose nos marcadores analisados; portanto
o segundo evento mutacional nesses individuos pode ter sido mutagdo pontual, metilagao da regido promotora ou
rearranjo cromossdmico. Em um dos pacientes, foi observada a perda do alelo paterno e retengio do alelo materno
no tumor, em relagdo ao marcador D13S153. Devido aos problemas encontrados para andlise de material tumoral,
foram necessdrias duas modificages no protocolo utilizado. A primeira alteragio foi para eliminar os residuos
contaminantes presentes em algumas amostras de ADN tumoral, através da purificagio do ADN com o kit de
purificagio para produtos de PCR (Gel Band Purification kit - Amershan™). A segunda visou a melhorar a digestao
do tecido tumoral, com o acréscimo de uma etapa de hidratagdo. Através disto, houve uma melhora substancial na
qualidade do ADN. Estas novas condi¢bes possibilitarao melhores resultados de amplificagio e genotipagem, a
fim de verificar se houve perda de heterozigose nos pacientes ainda nio analisados.
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Regulacao da atividade das células T pelo estroma de medula
Ossea

Lima RF', Monteiro JP'?, Bonomo A'2

! Divisiio de Medicina Experimental / INCA

2 Departamento de imunologia Instituto de Microbiologia Prof. Paulo Ges/ UFRJ
3 Programa de formagdo de pesquisa médica/ FM/ UFRJ

A medula éssea ¢ o principal sitio de hematopoiese em mamiferos adultos. Recentemente, demonstramos que a
atividade das células T CD4* ¢ essencial na manuten¢io da hematopoiese normal e que essa atividade requer (i)
ativagdo pelo antigeno cognato e (ii) presenca destas células na medula dssea. No entanto, esse constante estado de
ativagio das células T CD4* precisa ser controlado, a fim de nio lesar o tecido hematopoiético. O estroma de
medula dssea parece exercer um importante papel neste contexto, inibindo a atividade das células T por mecanismos
ainda desconhecidos. Demonstramos previamente que o estroma de medula éssea é capaz de inibir a proliferagio
e apoptose de células leucémicas, através de interagdo via jungbes comunicantes. O presente trabalho visa a
analisar se o estroma de medula dssea estabelece jun¢des comunicantes (JC) com as células T CD4* e se esta
interagdo ¢ responsdvel pela inibicio da atividade linfocitdria. Com o objetivo de avaliar o estabelecimento de JC
entre os dois tipos celulares, células de linfonodos de camundongos DO11.10 - cujas células T CD4* tém TCR
especifico para pOVA + I-A? - foram estimuladas ou nio com ovalbumina soltvel na presenca de células da
linhagem S17, representativas do estroma de medula éssea murino. As células estromais foram previamente marcadas
com calceina-AM, um corante fluorescente citoplasmdtico que permite andlise do acoplamento via JC por citometria
de fluxo. Observamos que cerca de 90% das células T CD4* estabeleceram JC com o estroma, independentemente

7

de estimulaggo. O alto percentual de células calceina positiva ¢ realmente decorrente de acoplamento, jé que a
marcagdo com calceina ¢ negativa se as células forem cultivadas sem contato fisico. Além disso, culturas de
linfécitos que receberam o sobrenadante de co-culturas marcadas com calceina apresentaram marcagio negativa
para o corante. Esses controles indicam que nio havia calceina livre no sobrenadante das co-culturas e que os
linfécitos se tornavam calceina+ somente pelo contato direto com o estroma. Ao avaliarmos a atividade destes
linfécitos que estabeleceram JC com o estroma de medula éssea, observamos que as células T CD4* de BALB/c
estimuladas com mitégenos ou antigenos na presenca do estroma (i) tém a proliferacio completamente inibida,
num fendmeno dependente de contato celular e de dose (a minima relagdo estroma/linfécito capaz de inibir
completamente a proliferagao ¢ 1:2,5); (ii) ndo produzem IFNy (apenas 1% das células produtoras na presenga
contra 67% na auséncia do estroma); (iii) expressam marcador de ativagdo recente CD69. Os dados apresentados
sugerem que hd relagio entre o fenémeno de acoplamento celular via JC e o fendmeno de inibi¢io da atividade das
células T CD4" pelo estroma de medula éssea, uma vez que cerca de 90% dos linfdcitos interagem via juncoes com
o estroma ¢ t€m produgio de IFNy e a proliferagio fortemente inibida por ele num efeito dependente de dose ¢
contato celular. Aparentemente, a sinaliza¢io da ativacdo das células T CD4* via TCR ¢ interrompida na presenga
do estroma, ji que os linfécitos sao capazes de expressar a molécula CDG69, mas nio sio capazes de proliferar e
produzir citocinas. Nesse momento, buscamos confirmar a correlagio entre os fendmenos de acoplamento e
inibi¢do, realizando ensaios com peptideos inibidores de JC e avaliando em qual etapa a sinalizagio de ativagio

das células T CD4* ¢ interrompida.
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Estudo piloto do DNA transrenal como potencial marcador
tumoral em linfomas Foliculares

Faget DV, Bonamino M, Barcinski MA, Gimba E
Laboratdrio: MEDEX/INCA

Os marcadores tumorais para o linfoma folicular, atualmente utilizados na clinica sio insatisfatérios devido a
dados limitados em termos de especificidade e sensibilidade. Moléculas de DNA circulante encontradas no plasma
podem constituir novos importantes marcadores. O DNA circulante ¢ originado de células que sofreram apoptose
ou necrose ¢ ¢ capaz de atravessar a barreira transrenal com suas informagdes genéticas preservadas. Esse DNA ¢
chamado de DNA transrenal (Tr-DNA). O linfoma folicular é o segundo tipo mais comum de linfomas nio-
Hodgkin e cerca de 80% dos pacientes possuem a translocagdo t(14;18), a qual é responsdvel pela superexpressio
da proteina anti-apoptdtica Bcl-2. A translocagio pode ocorrer em dois pontos de quebra: o major breakpoint
(MBR) e o minor cluster region (mcr), presentes no cromossomo 18. A proposta de ter a identificagio da t(14;18)
através do Tr-DNA leva em consideragdo que este seria um método ndo invasivo de diagndstico, evitando pungdes
venosas e medulares. O presente estudo tem por objetivo a detecgio da t(14;18), com o ponto de quebra MBR, no
Tr-DNA de pacientes com linfoma folicular positivos para esta translocagdo. Serdo utilizados neste estudo 12 ml
de urina de individuos controles sadios sem histéria prévia de neoplasias ¢ de pacientes com linfomas foliculares
portadores ou nio da transloca¢do t(14;18). As amostras de urina sio neutralizadas com uma solu¢do de Tris-
EDTA e apds essa etapa, isotiocinato de guanidina é adicionado 4 urina numa concentragio final de 4M juntamente
com a Wizard Resin (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante. Apds eletroforese em gel de poliacrilamida e
posterior coloragio pela prata, verificou-se a presenca de fragmentos de DNA com tamanhos variando entre 0,7-
2,0Kb e 0,2-0,4Kb. As amostras de Tr-DNA foram quantificadas em um espectrofotdmetro (NanoDrop), com
rendimentos variando entre 4 ¢ 20ng/ml. Através da realizagio de ensaios de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) com oligonucleotideos especificos para b-globina e b-actina, testamos o potencial de amplificabilidade
desse Tr-DNA extraido de doadores sadios. Os produtos de amplificagio gerados por estas reagbes geram fragmentos
de DNA com tamanhos de 175bp e 452bp, respectivamente. Estes resultados preliminares nos mostram que o
método aplicado para extragio do Tr-DNA mostra-se eficiente ¢ que as moléculas de Tr-DNA sdo compativeis
com o tamanho dos fragmentos de DNA correspondentes 2 t(14;18) do tipo MBR, que variam entre 180bp e
300bp. Este projeto foi recentemente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do INCA e as coletas de urina
de pacientes com linfoma folicular estio sendo iniciadas neste momento.
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Biogénese de autofagossomos em resposta a radiagao em células
de adenocarcinoma de c6lon humano/HCT-116

Albuquerque-Xavier AC e Morgado-Diaz JA
Grupo de Biologia Estrutural, Divisiio de Biologia Celular, Centro de Pesquisa/INCA

Autofagia ¢ uma via de degradacdo intracelular de macromoléculas e organelas, que pode ser induzida por privagio
de aminodcidos, tratamento hormonal e irradiagio ionizante. Nos tltimos anos, o estudo de autofagia tem apresentado
duas faces antagdnicas: a eliminagdo de tumor através de estimulo de morte celular ndo apoptdtica ou uma
resposta adaptativa de células tumorais. O presente estudo visa a estudar a biogénese de autofagossomos apés
radiacio ionizante em células de adenocarcinoma de célon humano/HCT-116, visando a identificar as vias de
sinalizagdo celular que estariam regulando este processo. A andlise por citometria de fluxo ndo mostrou diferencas
significativas nos niveis de apoptose em células irradiadas comparadas ao grupo controle, 48h apds irradiagio,
indicando um mecanismo de prote¢do celular. A andlise por microscopia eletronica de transmissio, 48h apds
irradiagdo, mostrou a formagio de organelas com material eletrondenso variado em seu interior, ocupando grande
parte do citoplasma. A andlise usando BSA-Au como um marcador de autofagossomo, e inibidores especificos de
vias de sinalizagdo indicaram que PI3K, Erk 1/2 e Src participam da biogénese dessas organelas. Estes resultados
foram confirmados por imunoblotting onde foram quantificadas a expressdo total e o nivel de fosforilagio destas
proteinas, em diferentes tempos apds tratamento com radiagdo. Nossos resultados indicam o envolvimento das
proteinas PI3K, Src e ERK1/2 na biogénese dessas organelas apés radiacio e que esta resposta estaria relacionada
a protegio de morte celular por apoptose. Desta forma, nossos resultados podem contribuir para uma melhor
compreensio do desenvolvimento e funcio dessas organelas e poderiam ser tteis nas terapias de cinceres epiteliais.

Apoio: CNPgq, INCa-MS, FAE Faper;.
E-mail: jmorgado@inca.gov.br
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Auto-anticorpos contra osteopontina como potenciais
marcadores séricos em neoplasias

Tilli TM e Gimba ERP
Divisiio de Medicina Experimental, CPQ/INCA

Resumo: Proteinas superexpressas em tumores podem constituir antigenos capazes de produzir resposta imune humoral
especifica. No presente trabalho, avaliamos a presenca de anticorpos anti-osteopontina (OPN) como potenciais marcadores
séricos em diferentes neoplasias. Para detecgdo desses anticorpos, utilizamos ensaios imunoldgicos para detecgao de
anticorpos anti-OPN circulantes contra a OPN recombinante. Estes dados apresentam as primeiras evidéncias de que
anticorpos anti-OPN estdo presentes em niveis mais elevados em uma propor¢do das amostras de soros das neoplasias
investigadas, quando comparadas com amostras de individuos controles sadios ¢ tumor benigno de préstata e ovdrio.
Dados da literatura mostram que anticorpos contra proteinas tumorais, denominados de auto-anticorpos, podem constituir
importantes marcadores séricos em neoplasias. A osteopontina (OPN) é uma glicoproteina secretada para a matriz
extracelular, com funges bioldgicas bem caracterizadas no desenvolvimento da resposta imune e inflamatdria, calcificagio
e remodelamento de tecidos mineralizados, angiogénese e carcinogénese. Seu importante papel na tumorigénese encontra-
se bem caracterizado, especialmente no carcinoma da mama. A superexpressaio da OPN ¢ observada em diversas
neoplasias, em especial no cincer de préstata, ovdrio ¢ mama . No presente trabalho, amostras de soros destas neoplasias
foram avaliadas quanto 2 presenca de anticorpos anti-OPN e comparadas com os niveis de reatividade desses anticorpos
em amostras de soros de homens e mulheres sadios, sem histérico prévio de cAncer, e de tumores benignos da préstata
(HPB) e de ovdrio. A estratégia experimental consiste na utilizagao da proteina recombinante osteopontina em ensaios
imunolégicos de smunoblot e ELISA para detecio de anticorpos circulantes contra essa proteina. Ensaios de imunoblot
mostraram que um pool de soros de pacientes com cincer de préstata reconhecem especificamente a proteina OPN
recombinante, enquanto soros controles sadios apresentaram reatividade negativa. Ensaios de ELISA indiretos com
OPN recombinante foram realizados frente a uma bateria de soros de diferentes neoplasias. Para estabelecer o ponto de
corte, calculamos a média das D.O, resultantes de ensaios com 20 soros de individuos controles normais, somada a dois
desvios padroes. Dentre 7 amostras de soros de pacientes com cincer de préstata, 2 (2/7) apresentaram D.O. maior do
que o ponto de corte. Cinco amostras de soros de pacientes com HPB foram testadas e nenhuma apresentou positividade
(0/5). De 17 amostras de soros de diferentes neoplasias ginecoldgicas testadas (2 amostras de carcinoma de ovdrio, 4
amostras de tumor benigno de ovdrio, 10 amostras de adenocarcinoma de utero e 1 amostra de tumor benigno de ttero),
apenas 1 amostra de adenocarcinoma de dtero metastdtico para ovdrio apresentou reatividade (1/17), enquanto que das
5 amostras de soros analisadas de pacientes com cAncer da mama, 2 apresentaram positividade (2/5). Até o presente
momento, nao hd dados na literatura que mostrem a existéncia de resposta imune humoral contra OPN em pacientes
com cancer. Nossos dados, entdo, seriam os primeiros a abordar esta resposta de auto-anticorpos contra a osteopontina
nas diferentes neoplasias investigadas. Em doengas auto-imunes, em especial osteoartrite e artrite reumatdide, existem
dados dessa resposta auto-imune contra a osteopontina. Estes achados da literatura reforcavam a possibilidade da
existéncia de anticorpos anti-OPN em neoplasias, j4 que diversas proteinas préprias em doengas auto-imunes, assim
como o cincer, sdo capazes de ativar células T e B, induzindo perda da tolerdncia imunoldgica. Os dados gerados até o
momento apresentam evidéncias de que anticorpos anti-OPN estdo presentes em niveis mais elevados em uma propor¢ao
das amostras de soros destas neoplasias investigadas, quando comparadas com amostras de individuos controles sadios
e tumores benignos de ovdrio ¢ de préstata. Para determinar a potencial utilizagdo desses anticorpos como marcadores
séricos em neoplasias, estd sendo determinado o percentual de reatividade para anticorpos antd-OPN testando-se um
maior niimero de soros para cada uma destas neoplasias.

Agéncias de Fomento: CNPq, FAPER], Swiss Bridge Foundation, Ministério da Satide ¢ FAF.
E-mail: egimba@inca.gov.br
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Lesoes precursoras do cincer de colo do ttero: Resposta

Histol6gica para a controvérsia entre os exames colposcépico e
citopatolégico

Parreira VG, Parreira VAG, de Almeida Neto OF da Silva IF
Nicleo de Estudos e Pesquisas HCII/INCA

Introdugao: A avaliagdo das pacientes com citologia anormal é uma das principais indicagbes da colposcopia. No
entanto, podem existir controvérsias em relagio aos resultados dos exames colposcépicos e citoldgicos, dificultando
a tomada de decisio em relacio ao tratamento. Objetivo: Avaliar o resultado histopatoldgico de pegas de bidpsia
ou conizagdo de pacientes com alteragbes citoldgicas, nas quais o exame colposcdpico nio evidencia lesdo.
Metodologia: Estudo observacional descritivo, que avaliou 250 mulheres, com indicagdo para colposcopia, atendidas
no Hospital do Cancer II. Dessas, 111 (44,4%) nio apresentaram lesdo a colposcopia, que indicasse bidpsia ou
CAF, sendo repetido o exame citolégico. Deste grupo, 29 mulheres (26,1%) apresentaram nova leso a citologia,
sendo realizada a retirada do canal endocervical. Este dltimo grupo compde a populagio do estudo. Foram coletadas
informagoes sociodemogréficas, histdrias clinica e ginecoldgica, resultados dos exames colposcépicos, citoldgicos
e histopatoldgicos a partir dos prontudrios das pacientes atendidas no projeto. Foi efetuada uma andlise exploratéria
utilizando medidas de tendéncia central e propor¢es, aplicando o teste t- de S'tudent e o qui-quadrado, ambos
com 95% de intervalo de confianca. Resultados: O grupo de mulheres estudado se caracteriza por mulheres em
sua maioria da cor parda (44%), solteiras (48%), usudrias de contraceptivos orais (70,3%) e expostas ao tabagismo
passivo (77,7%). A prevaléncia de tabagismo atual foi de 18,5% e passivo foi de 37%. O nimero de DST e o
tempo de uso de pilulas anticoncepcionais apresentaram uma correlagio estatisticamente significativa com a
gravidade da lesio (p= 0,022 e p= 0,009, respectivamente). As alteracdes citopatoldgicas de neoplasias intra-
epiteliais cervicais de alto grau (HSIL) apresentaram maior correspondéncia a histologia (62,5%), quando comparadas
as de baixo grau e negativas (37,5% e 50%, respectivamente). O resultado colposcépico nido esteve relacionado ao
grau de lesdo cervical. Mulheres com idade entre 25 e 35 anos apresentaram maior concordéncia (80%) entre os
exames citolégicos e histopatoldgicos, quando comparadas as mulheres com menos de 25 anos e mais de 35 anos.
Conclusio: Em mulheres com alteragbes citoldgicas, nas quais o exame colposcépico ndo evidencia lesdo, as
lesdes de alto grau sdo as que apresentaram maior grau de correspondéncia histopatolégica. O exame colposcépico
parece ndo influenciar a concordancia entre os exames.
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Analise da inibicao de Ciclooxigenase-2, em combinagao com o
tratamento quimioterapico, em células tumorais de pulmao NSCLC

Duarte ML, Pontes E, Moraes JL, Ferreira (G e de Moraes E
Servico de Pesquisa Clinica/INCA

Introdugao: O cincer de pulmio é uma das principais causas de morte no mundo e a sua incidéncia continua a
crescer de forma assustadora (Ferlay et al., 2004). Devido ao rdpido aparecimento de resisténcia das células
tumorais aos tratamentos convencionais de quimioterapia, é necessdrio desenvolverem-se novas formas de tratamento,
a partir da identificagdo de moléculas-alvo. Estudos relatam a superexpressao da enzima inflamatdria ciclooxigenase-
2 (Cox-2) em diversos tumores, ¢ demonstram que o aumento na sintese de prostaglandinas ¢ capaz de induzir a
proliferacdo celular e inibir a apoptose (Cao e Prescott, 2002). Com isso, sugere-se que os inibidores seletivos de
Cox-2 possam ser utilizados como co-adjuvantes na terapia do cincer, aumentando o efeito citotéxico de agentes
quimioterdpicos. O objetivo deste trabalho € avaliar o efeito da inibi¢io de Cox-2 na proliferacio celular, e
investigar o co-tratamento de celecoxib juntamente com quimioterdpicos (cisplatina e paclitaxel) em células nio
pequenas de cAncer de pulmio (NSCLC). Metodologia: Quatro linhagens NSCLC (H460, A549, ACC-LC94 e
ACC-LC319) foram selecionadas por apresentarem diferengas importantes quanto a expressio de Cox-2 e p53.
Estas células foram tratadas com cisplatina ou paclitaxel apenas ou em combina¢io com o inibidor seletivo de Cox-
2, celecoxib. Através de ensaios de proliferagdo celular (ensaio MTT), foram determinados os IC50, e escolhidas
as doses para os ensaios de combinagio com celecoxib. A inibi¢ao da atividade de Cox-2 foi avaliada, através da
dosagem de prostaglandina E2 (PGE2), por meio de um kit imunoensaio. Através do ensaio clonogénico, foi
analisada a utilizagdo de baixas doses de celecoxib e quimioterdpicos como tratamento celular em longo prazo. A
andlise morfolégica por marcagdo celular com o corante fluorescente Hoescht foi utilizada para a investigagdo de
apoptose. Resultados e Conclusdes: Os resultados demonstram que o tratamento com celecoxib s6 ¢ capaz de
inibir significativamente a viabilidade celular com doses de 100mM. No entanto, os ensaios de dosagem de PGE2
mostram que a atividade de Cox-2 j4 encontra-se totalmente inibida com 10mM de celecoxib, mesmo apds
indug¢do desta proteina apds o tratamento quimioterdpico com IC50 de cisplatina e paclitaxel. Visando a evitar
efeitos independentes da agio de Cox-2, os ensaios de combinagio foram realizados com 10mM de celecoxib.
Surpreendentemente, ndo foi observada uma acentuada reducio na proliferagdo celular em curto prazo (até 72h,
ensaio MTT), em longo prazo (até 10 dias, ensaio clonogénico), ou aumento da apoptose (marcagao Hoescht) apés
adi¢do de celecoxib ao tratamento celular. Em conclusio, embora a superexpressio de Cox-2 seja apontada como
um fator decisivo na progressao maligna, os resultados com tratamento de células tumorais de pulmio com
celecoxib em combinagio com quimioterdpicos nao foi mais eficaz do que o tratamento quimioterdpico convencional.
Mais estudos sio necessdrios para se melhor conhecer as vias moleculares envolvidas.

E-mail: emoraes@inca.gov.br
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Indugao de ciclooxigenase-2 apés tratamento quimioterapico em
células tumorais de pulmao NSCLC com diferentes status
mutacionais de TP53

Schluckebier L, Pontes E, Moraes JL, Ferreira (G e de Moraes E
Servico de Pesquisa Clinica/INCA

O clncer de pulmio apresenta alta taxa de incidéncia e mortalidade no mundo. Cerca de 80% dos casos sio
diagnosticados como o subtipo histolégico NSCLC (células ndo pequenas). Devido ao rdpido aparecimento de
resisténcia das células tumorais & quimioterapia e a baixa expectativa de vida dos pacientes apds cirurgia, torna-se
imprescindivel o melhor conhecimento das vias moleculares envolvidas na progressio do cincer de pulmao. Estudos
relatam a superexpressio da enzima inflamatéria ciclooxigenase-2 (Cox-2) em diversos tumores, favorecendo o
desenvolvimento neopldsico. H4 indicagdo na literatura de que o tratamento celular com quimioterdpicos possa
aumentar a expressio de Cox-2, induzindo resisténcia & morte celular. Sabe-se, também, que h4 alta fregiiéncia de
mutagio no gene supressor de tumor 7P53 em cincer, o que poderia alterar a resposta tumoral A quimioterapia.
O objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da quimioterapia na expressio de Cox-2 em linhagens NSCLC com
diferentes starus de TP53. Foram utilizadas células contendo a proteina p53 selvagem (H460 ¢ A549), mutante
(ACC-LC-319) ou nula (ACC-LC-94 e Calu-1). As células foram tratadas com as drogas quimioterdpicas cisplatina
e paclitaxel (IC50) por diferentes intervalos de tempo. A expressio do RNAm de Cox-2 foi analisada através de
RT-PCR semi-quantitativo e quantitativo em tempo real. A expressio das proteinas Cox-2, p53 e p21 foi investigada
por Western Blotting. Os resultados mostram que ambos os tratamentos foram capazes de ativar rapidamente a
proteina p53 ¢ o seu gene-alvo p21 nas linhagens H460 e A549, o que ndo foi verificado nas linhagens mutantes.
A expressio da proteina Cox-2 foi induzida apds 24h de tratamento, apenas em células contendo a p53 ativa.
Nestas linhagens selvagens, a expressio do RNAm de Cox-2 foi induzida em aproximadamente dez e cinco vezes
apos tratamento das células com cisplatina e paclitaxel, respectivamente. J4 nas linhagens com auséncia da protefna
p53 ativa, foi visto que hd uma leve indugdo da expressio do gene Cox-2, embora nio tdo significativa quanto
observada nas linhagens selvagens. Em conclusio, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que o tratamento
de quimioterdpicos em células tumorais de pulmao ¢é capaz de induzir a expressio do RNAm ¢ da proteina de Cox-
2. Visto que esta indugdo sé foi verificada em células contendo a p53 selvagem, os resultados sugerem que essa
proteina possa ser importante na regulacao da Cox-2 apds danos ao DNA. Por fim, a quimioresisténcia, comumente
observada no tratamento do cAncer de pulmio, poderia ser explicada em parte, pela superexpressao indesejada de

uma enzima com potencial anti-apoptético e proliferativo.
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Expressao do CD26 em leucemias agudas

Ribeiro AJV'; Pombo-de-Oliveira MS?; Pereira DA’
' Divisiio de Genética; ? Divisdo de Medicina Experimental/INCA

O CD26 (dipeptidil-peptidase IV/DPPIV) ¢ uma sialoglicoproteina transmembranar, que apresenta multiplas
propriedades funcionais. Possui atividade exopeptiddsica, clivando dipeptidios na seqiiéncia N-terminal de
polipeptideos e proteinas, quando a prolina ou a alanina é o pentltimo aminodcido da seqiiéncia. E expresso em
diversos tipos celulares, incluindo linfécitos T ¢ B. No sistema imune, atua como uma molécula de ativagio de
células T, onde regula quimiocinas e se associa fisicamente com moléculas de importincia imunoldgica, como
adenosina-deaminase (ADA) e CD45. Além disso, parece exercer um importante efeito na mobilizagio de células-
tronco e células precursoras hematopoiéticas. Substratos naturais para o CD26 sdo peptideos que contém prolina,
como algumas citocinas e fatores de crescimento, muitos deles envolvidos na hematopoiese. Investigagbes recentes
sugerem que o CD26 estd envolvido no desenvolvimento de certos cAnceres humanos, incluindo malignidades
hematoldgicas. Neste estudo, nosso objetivo ¢ verificar a expressio do CD26 em células de sangue periférico de
pacientes com LLA-T, LLA-B ¢ LMA e comparar com resultados obtidos a partir de individuos sauddveis. Foram
incluidos no estudo dez pacientes de ambos os sexos, com idade entre 5 e 19 anos e sem tratamentos prévios. A
presenca de CD26 na membrana das células foi caracterizada por citometria de fluxo, no Instituto Nacional de
Cancer. Foram considerados positivos os casos que apresentaram mais de 20% de células mononucleares reativas
com anticorpo anti-CD26. Andlises por RT-PCR foram feitas para caracterizar a presenca do transcrito do CD26.
Em quatro casos, a presenga de CD26 na membrana foi concordante com a presenca do transcrito de CD26. Da
mesma forma, a auséncia da proteina coincidiu com a auséncia do RNAm em trés casos. No entanto, foram
detectados os transcritos de CD26, porém nio houve expressio de CD26 na membrana em trés casos, sugerindo
que, apesar da auséncia da proteina, houve expressio de CD26 ao nivel transcricional. Resultados provenientes de
individuos sauddveis estdo sendo investigados, com o objetivo de comparar o padrdo de expressio do CD26 entre
as células leucémicas e as células normais. A regulacio homeostdtica da hematopoiese envolve a expressao controlada
de citocinas e de seus receptores. Se encontrarmos uma diferenca significativa entre o padrio de expressio do
CD26 nas células leucémicas e nas células normais, é provével que sua expressao em niveis alterados seja um fator
relevante nas transformagbes malignas do sistema hematopoiético.
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282 Revista Brasileira de Cancerologia 2006; 52(3): 263-313



Modulacao da resisténcia as drogas mediada pelo sistema glutation
em linhagens tumorais, exibindo diferentes fenétipos de resisténcia

Ferreira ACS; Maia R; Kwee JK
Laboratério de Hematologia Celular e Molecular, Servico de Hematologia, HCI/INCA

Introdugao: As alteragdes da atividade das enzimas da familia da glutationa S transferase (GST) e altas concentracoes
do seu substrato glutationa (GSH) tém sido correlacionadas com a resisténcia a multiplas drogas (MDR) mediada
pelas proteinas MRP (proteina relacionada a resisténcia a mualtiplas drogas), Pgp (glicoproteina P) e BCRP(breast
cancer resistance protein) em diversos tipos de tumores malignos. Objetivo: O objetivo deste trabalho é estudar
formas de modulagdo dos niveis de concentragio de GSH e da atividade da GST em linhagens tumorais que
apresentam diferentes fendtipos de resisténcia aos quimioterdpicos, visando a obten¢do de informagdes sobre o
possivel beneficio do emprego de agentes reversores dos niveis de GST ¢ GSH em células tumorais que exibem
esse fendtipo de resisténcia associado a presenca das proteinas MDR. Materiais e métodos: A atividade da enzima
GST, assim como a concentragao de GSH foram analisadas por espectrofotometria a 340 e 414nm, respectivamente.
Empregou-se o ensaio MTT, para avaliacdo da viabilidade celular nas linhagens leucémicas K562, K562-Lucena,
GLC4, GLC4-ADR e MCF7 na presenca ou auséncia de imatinibe, triéxido de arsénico, butionina sulfoximina
(inibidor da GSH) e 4cido etacrinico (inibidor da GST). Resultados: As linhagens MDR positivas apresentaram
niveis de GSH maiores do que as suas linhagens parentais. A linhagem MCF7 apresentou uma maior sensibilidade
ao inibidor da GSH. Tanto a linhagem K562 quanto a K562-Lucena ¢ a GLC4 tiveram sua sensibilidade ao
tridxido de arsénico aumentada em pelo menos 30%. J4 em relagdo ao imatinibe, ndo houve alteragdo significativa
na sensibilidade das linhagens K562 e K562-Lucena. Conclusées: Nossos resultados comprovam que a modulagao
da GSH aumenta a sensibilidade de linhagens que apresentam diferentes fenétipos de resisténcia frente a diferentes
quimioterdpicos. Isso nos faz crer que os conjugados de glutationa nio sdo detoxificados exclusivamente pela
MRP, podendo utilizar para tal alguma outra via de extrusio. J4 em relagdo i sensibilidade ao imatinibe, existem
evidéncias em nosso laboratério de que a principal enzima envolvida nesse processo ¢ a catalase, o que justificaria
nosso resultado negativo com a modulagao da GSH nessas linhagens.

Financiamento: Swiss Brz'dge Foudation.
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Regulacao da biogénese de corpusculos lipidicos em células
epiteliais por mediadores inflamatérios

Piva B, Moreira LS, Bandeira-Melo C, Diaz BL
Divistio de Biologia Celular/INCA

Corpusculos lipidicos sdo inclusées citoplasmdticas, ricas em lipidios e sdo encontrados em diversos tipos celulares.
Os corpusculos lipidicos sdo vistos como a principal estrutura intracelular responsdvel por estocar ¢ disponibilizar
4cidos graxos para a geracdo de eicosandides. Esta participagio ¢ suportada pela localizagdo de proteinas envolvidas
na cascata metabdlica do 4cido araquiddnico (AA) e co-localizagdo do produto final desta via, a prostaglandina E2
(PGE,). O processo inflamatério € essencial na resposta a injurias teciduais, e envolve a participagio de mediadores,
como citocinas e eicosandides. A PGE, ¢ o principal metabdlito do AA produzido por células epiteliais, sendo um
potente mediador capaz de modular a angiogénese, motilidade, sobrevivéncia e proliferagao celular, que sio
processos importantes na restauragio da homeostase do tecido epitelial apds injiria. O nosso objetivo central é
investigar a modulagio da biogénese de corpusculos lipidicos em células epiteliais por mediadores inflamartdrios,
analisando as vias de sinalizacdo intracelular envolvidas. Utilizamos como modelo experimental uma linhagem
celular derivada do epitélio intestinal normal de rato (IEC-6). A avaliagio de corptsculos lipidicos foi realizada
através da marcagdo com tetréxido de dsmio e contagem por microscopia Sptica de campo claro. Andlise da
expressio de protefnas foi realizada por SDS-PAGE e a produ¢io de PGE, por ELISA. Células confluentes que
simulam a camada epitelial integra ndo apresentam corpusculos lipidicos. Estimulos inflamatérios como IL-1B,
PAF ¢ PMA nio provocam alteragdes no nimero de corpuisculos lipidicos, enquanto a adi¢do de AA induz a
formacio de corpusculos lipidicos em IEC-6 confluente de maneira dose e tempo-dependente. O efeito do AA ndo
parece ser dependente de PGE,, pois a adi¢do deste metabdlito ndo altera o ndmero de corpusculos lipidicos. A via
de sinalizagdo envolvida na indugido de corpusculos lipidicos por AA, analisada apds o uso de inibidores seletivos,
nao depende de quinases como MEK 1 e 2, JNK, mas parcialmente de p38. Estudos recentes tém apresentado que
a p38 tem um papel essencial na produgio de citocinas e na indugio de Cox-2, reforgando assim nossos achados
que indicam a participagdo de corpusculos lipidicos em processos inflamatdrios envolvendo células epiteliais.

E-mail: bldiaz@inca.gov.br
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Silenciamento do gene c-MYC em uma linhagem de linfoma de
Burkitt através de interferéncia de RNA

Pires IB'?, Lassance 2%, Seuanez H%®
" Escola de Ciéncias Biologicas/UNIRIO
? Departamento de Genética/UFR)

3 Divisiio de Genética/CPQ/INCA

O linfoma de Burkitt ¢ um linfoma nao-Hodgkin, de alto grau e apresenta elevada velocidade de crescimento
correspondendo a aproximadamente 2% de todos os linfomas. A translocagdo, envolvendo o proto-oncogene ¢-
MYC, é uma caracteristica genética constante no linfoma de Burkitt. As translocagbes podem ser dos tipos
t(8;14)(q24;932), ocorrendo em 80% dos casos ¢ t(2;8)(p12;q24) e t(8;22) (q24;q11), ocorrendo nos 20% restantes.
As translocagbes resultam na justaposi¢ao do oncogene ¢-MYC a seqiiéncias dos genes de imunoglobulinas e tém
como conseqiiéncia a desregulagio da atividade do fator transcricional ¢-MYC, o que leva as células tumorais a
permanecerem em divisao e ndo se diferenciarem, gerando a uniformidade celular do tumor. Tendo em vista a
caracteristica oncogénica do gene ¢-MYC, o objetivo do trabalho ¢ bloquear, através da interferéncia de RNA, a
expressdo do gene c-MYC na linhagem celular Ramos derivada de paciente com linfoma de Burkitt cuja translocagio
¢ 1(8;14)(q24;q32). Para isso, foi utilizado o plasmidio p-Silencer 2.0 U6 HYGRO que produz siRNA iz vivo a
partir de um molde de DNA. Como resultados, foi determinada a concentragio do antibiético higromicina a ser
utilizada para a selegao das células transfectadas com o vetor, jd que esse vetor confere resisténcia a esse antibidtico.
Também, foi feita a padronizacio dos experimentos de transfecgio utilizando para isso o vetor pEGFP o qual
produz uma protefna que emite fluorescéncia, permitindo assim a andlise da eficiéncia da transfeccdo através de
citometria de fluxo. Uma vez determinada as melhores condigées de transfeccio, foram feitos os experimentos de
interferéncia de RNA transfectando por eletroporagdo a linhagem celular Ramos com o plasmidio pSilencer 2.0
U6 HYGRO contendo seqiiéncias especificas para o silenciamento do gene ¢-MYC e 0 mesmo vetor contendo uma
seqiiéncia randémica para controle negativo do silenciamento. Foram coletadas amostras referentes a 3, 7, 10 e 14
dias apds a transfecgdo e os respectivos RNA foram entdo extraidos. Foram feitas andlises por PCR em tempo real
para verificar se o gene foi silenciado com eficiéncia. Os resultados obtidos indicaram que ndo houve supressio
da expressio de ¢-MYC nas células transfectadas quando comparados as células transfectadas com o controle
negativo que produzia siRNA com seqiiéncia randémica. Além disso, houve muita perda celular conseqiiente da
eletroporagio e da posterior selegio em antibidtico. Este resultado negativo pode ser explicado pelo fato das trés
regides escolhidas para sintese dos siRNA nio terem sido eficientes para suprimir a expressio deste gene. Para
etapas futuras, serdo utilizados novos siRNA sintéticos para experimentos de transfeccio transiente e nio os
vetores de silenciamento utilizados até o momento.
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Estudo protedmico da resisténcia a maltiplos farmacos na
leucemia mieléide crénica

Corréa S'; Pizzatti L'; Sa LA%; Souza KW'; Costa S3; Rumjanek V*; e Abdelhay E'
' Divisdo de Laboratdrios do CEMO-INCA

2 Unidade Multidisciplinar de Gendmica e Protedmica, IBCCF-UF

% Laboratério de Imunologia Tumoral, IBAM-UFR)

O fenémeno de multipla resisténcia a férmacos (MDR) se caracteriza pela resisténcia cruzada a quimioterdpicos ndo
relacionados entre si em termos de estrutura molecular, modo de agio e célula alvo. A MDR estd altamente correlacionada
ao fracasso da quimioterapia de vdrios tipos de tumores, devido 2 sua origem multifatorial. Estdao incluidos, dentre os
fatores que podem originar o fenétipo MDR, alteragées no reparo do DNA, defeitos em genes controladores da
apoptose, aumento na detoxicagdo intracelular de drogas e, sendo o mais expressivo em termos de desencadeamento da
MDR, a ativagio ou superexpressio de proteinas exportadoras de drogas. Essas proteinas pertencem a familia de
transportadores ABC (ATP Binding-Cassette), como a glicoproteina P (Pgp) - produto da expressao do gene MDR-1, a
proteina relacionada 2 multiresisténcia (MRP) e a proteina da resisténcia & mitoxantrona (BCRP/MXR). Elas funcionam
como bombas de efluxo dependentes de energia, capazes de translocar para o exterior da célula uma variedade de drogas
quimioterdpicas, reduzindo sua concentragio intracelular para niveis sub-letais. Apesar do conhecimento acumulado
sobre protefnas exportadoras de drogas e sua relagio com o fenétipo MDR, os mecanismos que levam ao fendtipo da
MDR, a evolugio do mesmo, as interagdes moleculares que contribuem, aparentemente, nas vias alteradas ¢ proteinas
envolvidas nesta resisténcia, ainda s@o pouco conhecidos. Portanto, ¢ de grande importincia a caracterizagdo, a nivel
molecular, do padrio de proteinas relacionadas 2 resisténcia a muldplos fdrmacos. Para tal, neste trabalho, utilizamos
como modelo de estudo, linhagens celulares MDR e ndo-MDR, respectivamente Lucena ¢ K562. A K562 ¢ uma
linhagem eritroleucémica estabilizada de um paciente com LMC em crise bldstica. Lucena ¢ uma linhagem MDR que
foi estabelecida a partir da linhagem K562, apés exposicao gradual dessas células a doses crescentes de vincristina, um
quimioterdpico. A tecnologia protedmica foi empregada a fim de compararmos o perfil protedmico das linhagens
celulares K562 e Lucena-1. Um miligrama de cada extrato protéico foi precipitado em acetona 100% e utilizado nos géis
2-D. As proteinas foram separadas, na isoeletrofocalizagio, usando-se ImmobilineDrystrips (GE) de 11 ecm e pH 4-7, por
78 kVh no sistema Multiphor II (GE). Na segunda dimensdo, géis SDS-PAGE de gradiente 8-18% foram utilizados. Os
géis foram escrutinados e analisados. Os spors foram identificados por espectrometria de massas pelo instrumento
MALD-TOEF-TOF (Applied Biosystems). Os perfis protedmicos das linhagens celulares K562 ¢ Lucena foram estabelecidos,
sendo resolvidas na janela de andlise 100 proteinas no gel 2D de K562 e 85 proteinas no gel 2D de Lucena. Dentre as
proteinas identificadas, 25 se encontravam superexpressas na linhagem Lucena e 40 proteinas se encontravam
superexpressas em K562. Além disso, 120 proteinas presentes nas duas linhagens apresentam diferencas quantitativas de
expressio. E sabido que, dentre as protefnas exportadoras, a glicoproteina P ¢ a principal proteina envolvida no fenémeno
MDR Lucena, devido sua gradual exposi¢ao a vincristina, possui o gene MDR-1 amplificado, expressando, portanto, a
glicoproteina-P (Pgp) em sua membrana plasmdtica, sendo essa proteina funcional. Entretanto, essa proteina nio pode
ser analisada por se encontrar fora da nossa janela de andlise (pH 4-7), por possuir ponto isoelétrico (pl) igual a 9,06 e
por ser insoltivel ao tampdo de reidratagio utilizado na abordagem protedmica empregada. Entretanto, proteinas com
fungdo de detoxificacio celular e extrusio de substincias foram identificadas como superexpressas em Lucena, como a
enzima Splice Isoform 3 of UDP-glucuronosyltransferase 2B28 precursor. Ela tem um papel importante na conjugagio e
subseqiiente eliminacdo de substincias xenobidticas potencialmente tdxicas e de compostos enddgenos. O papel desta,
e de outras protefnas nas vias que promovem a resisténcia a multplos fdrmacos serd objeto de estudo futuro. A partir
dessas proteinas, maiores informagoes poderdo ser anexadas para um melhoramento do tratamento do cincer, pela
superacio dos mecanismos de resisténcia.

Apoio Financeiro: Ministério da Saide - INCA, CNPq e Fundag¢io Pré-Vita.
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Analise da expressao génica de GBP-2 e correlagao com a mutacgao
no gene TP53 no cancer de esdfago

Marques (B', Simdo T3, Albano RM®, Pinto LFR?, Rossini A%, Olmedo DB', Ferreira MAZ, de Carvalho RT?, Small IA', Ferreira CG', Guimardes DP'?
! Servigo de Pesquisa Clinica/INCA

2Setor de Endoscopia Digestiva/INCA

$ Departamento de Bioquimica, Centro Biomédico/UER)

Introdugao: O cncer de esdfago € a sexta causa mundial de morte pela doenga. Geralmente, diagnosticado em
estdgios avangados, apresenta um comportamento extremamente agressivo ¢ um péssimo progndstico. Nesse
contexto, ¢ fundamental a identificagio de moléculas que participem da sua carcinogénese para a melhor compreensao
do comportamento bioldgico desse tumor. A mutagdo no gene 7P53 ¢ uma das principais alteracbes genéticas
encontradas durante o desenvolvimento desse cincer. Recentemente, o nosso grupo demonstrou a relagio entre a
ativagdo da proteina p53 e a indugdo do gene GBP-2 e da sua proteina (Guanylate Binding Protein-2) em uma
linhagem de carcinoma epiderméide de eséfago (TE-1). Ainda, através da andlise retrospectiva por imunoistoquimica,
foi demonstrado que a expressio de GBP-2 foi significativamente maior no tecido tumoral do eséfago quando
comparada com aquela do epitélio normal adjacente, sugerindo sua participagio na carcinogénese esofagiana.
Diante desse quadro, esse estudo teve como principais objetivos a andlise da expressdo génica de GBP-2 no cAncer
de esdfago e a sua posterior correlagio com a freqiiéncia e o com padrio de mutagbes no gene 7P53. Pacientes e
metodologia: Para investigar o papel de GBP-2 no desenvolvimento do cincer de eséfago, foram coletadas amostras
de bidpsias endoscépicas de tecido tumoral e de normal adjacente de pacientes com cincer de eséfago atendidos
no Setor de Endoscopia Digestiva do INCA, entre Julho/2005 e Janeiro/2006. Dados demogrificos e clinicos
foram obtidos pela revisio dos prontudrios médicos. Para o screening de mutagoes no gene 753, usou-se a técnica
de cromatografia liquida desnaturante de alta performance (DHPLC). Para validagao do método e determinagio
da temperatura ideal de desnaturagdo parcial, o DNA da linhagem celular H460 (p53 selvagem) foi isolado ¢ os
éxons 5-9 do gene 7P53 foram amplificados pela reagdo de PCR Touchdown. A andlise de expressio génica de
GBP-2 foi feita pela reagdo de transcri¢io reversa seguida pela PCR em tempo-real (Q-PCR), usando sondas
TagMan®. O RNA das amostras foi isolado usando-se o reagente TRIzol® seguido de tratamento pela DNAse. A
normalizagdo da quantificacio de expressio de GBP-2 foi determinada pela amplificagdo concomitante do gene
constitutivo GAPDH. A quantificagdo da expressio foi gerada pelo cdlculo da diferenga entre as médias de expressio
de GBP-2 e de GAPDH. A aquisi¢do dos dados for feita pelo programa 7000 System SOS Software (ABI Prisma
7000). Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica do INCA. Resultados: Até 0 momento, 20 pacientes foram
incluidos no estudo. A idade mediana dos pacientes foi de 56,5 (22-74 anos). Dezessete (85%), dentre 20 pacientes,
eram do sexo masculino. Dezenove, dentre 20 pacientes (94,7%), foram considerados como tabagistas, caracterizados
pelo consumo de mais de 100 cigarros por toda a vida. Dezessete (94,4%), dentre 18 pacientes, relataram o
consumo de bebidas alcodlicas pelo menos uma vez por més. O cromatograma de andlise dos homoduplexes para
os éxons 5-6 revelou dois picos ideais de temperatura, sendo elas 63°C e 65°C. Para os éxons 8-9, as temperaturas
ideais foram de 62°C ¢ 63°C. Para o éxon 7, ndo foi possivel a determinagdo da temperatura ideal. A expressio
génica de GBP-2 por Q-PCR foi analisada em seis amostras pareadas, tecido normal adjacente e tumoral, relativas
a trés pacientes. O aumento de pelo menos duas vezes no tecido tumoral foi observado em dois, dentre os trés
pacientes, quando comparada ao tecido normal adjacente. Conclusées: Esse estudo permitiu a validagdo da
metodologia de DHPLC para os éxons 5-6 ¢ 8-9 do gene TP53. Andlises adicionais serdo necessdrias para a

determinar a melhor condigio para o exon 7. Nossos resultados confirmam os resultados prévios de que a expressio
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de GBP-2 ¢ maior no tecido tumoral do que no tecido normal adjacente. Entretanto, esse dado ¢ referente a um
ntimero limitado de amostras e, assim, serd necessdria a sua confirmacio em um niimero maior de casos.

Financiamento: Swiss Bridge Foudation, FAE Ministério da Saside.
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Freqiiéncia da fusao SIL-TALI em pacientes com leucemia

linfoblastica aguda de linhagem T

Mansur MB, Faria P Menezes J, Emerenciano M, Sant'Ana M, Dantas J e de Oliveira MSP
Divisdio de Medicina Experimental, Centro de Pesquisa - CPQ, INCA

A leucemia é um tipo especial de cAncer que se origina em alguma célula presente na medula formadora das células
sanguineas ou na parte do sistema linféide que existe na medula, sendo assim ¢ uma doenga caracterizada pelo
acimulo de precursores hematopoéticos. Alteraces adquiridas em genes que regulam a hematopoese normal sio
freqiientemente detectadas nas leucemias, porém a progressio da doenga depende de mutagbes adicionais que
promovam a sobrevivéncia e o desenvolvimento do clone leucémico. As leucemias linféides agudas (LLA) sio o
mais prevalente tipo de cincer pedidtrico. Dentro das LLA, 15% correspondem s leucemias linféides agudas de
linhagem T (LLA-T). Baseado nos passos da maturagdo ¢ no padrio de expressio dos antigenos de diferenciacio,
sdo identificados quatro estdgios maturativos na linhagem T (T-I, T-1I, T-III e T-IV), de acordo com a classificacio
EGIL. A fusdo SIL-TALI é uma alteragdo genética exclusiva de LLA-T, presente em 16-26% destas, apresentando
maior incidéncia em criancas e adolescentes. Devido a esta alta freqiiéncia, considera-se esta fusio como um bom
marcador molecular de doenga, além dos marcadores de antigenos celulares identificados pela imunofenotipagem.
Uma outra caracteristica da fusdo é apresentar trés tipos diferentes de transcritos (Tipo A=111pb, Tipo B=267pb,
e Tipo C=351pb) formados por splicings alternativos, estes combinam os éxons la e 1b do SIL com 3 e 4 do TALI.
Dentro deste contexto os objetivos deste trabalho foram determinar a freqiiéncia da fusdo SIL-TALI nos casos de
LLA-T, e verificar a correlagdo existente entre as expressoes de gendtipo-fendtipo nos diferentes estdgios maturativos
das LLA de célula-T. Para tanto se usou citometria de fluxo com anticorpos monoclonais direcionados para os
diferentes subtipos celulares, propiciando a determinagdo dos estdgios maturativos, e RT-PCR com oligoprimers
especificos para identifica¢do da fusdo génica em estudo. Como resultados do estudo, observou-se que a freqiiéncia
do SIL-TALI em pacientes com LLA-T foi de 27,5%, do total de 80 casos analisados, com uma relagao diretamente
proporcional de maior positividade em criangas com idade <15 anos. Em relagdo as etapas maturativas da célula
T, a fusio foi mais freqﬁente nas etapas T-III e T-1V, respectivamente 8,75% e 7,5%. Em reviso da literatura, nio
encontramos resultados consistentes que correlacionem as etapas maturativas com a presenga da fusio SIL-TALI.
Nosso estudo ¢ original neste sentido, pois hd outros subtipos de LLA nos quais qual esta correlagio gendtipo-
fendtipo jd estd bem estabelecida, como por exemplo, a expressio do CD10+ e sua associagio com a presenga da
fusio TEL-AML1®. Em relagdo aos tipos de transcritos formados como resultado da fusio, observamos que, dos 22
casos positivos, oito casos apresentaram somente o transcrito do tipo A, seis casos somente o do tipo B, um caso
somente o do tipo C, quatro casos exibiram os transcritos A ¢ B, um caso exibiu os transcritos A ¢ C, nenhum caso
apresentou os transcritos B e C concomitantemente, ¢ dois casos exibiram os trés tipos de transcritos (A, B e C).
Com estes resultados, faz-se necessiria a continuacio destes testes associados a outras possiveis alteracbes genéticas,
para que se possa realmente avaliar a associa¢do deste marcador como indicador de patogénese das LLA-T.
Prospectivamente, testaremos a hipStese de que as mutagdes do gene NOTCHI e as alteragdes nos genes LMO2 ¢

HOX11L2 associados ao rearranjo SIL-TALI estdo ligadas & patogénese das LLA-T.
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Marcadores moleculares nos estudos epidemiolégicos da LMA

Menezes J, Emerenciano M, Mansur M, Sant'Ana M e de Oliveira MSP
Divisdio de Medicina Experimental/INCA

A leucemia mieldide aguda (LMA) é caracterizada pelo crescimento descontrolado, pelo acimulo de células chamadas
mieloblastos e pela interrup¢ao da produgio normal de células da medula dssea. A andlise cuidadosa das anormalidades
nas células blésticas dos pacientes com LMA tem um profundo impacto na compreensio das mudangas moleculares
envolvidas na leucemogénese. Algumas anormalidades genéticas sio correspondentes a um subtipo de LMA que
pode ser melhor classificado pela alteragdo genética do que pela morfologia, como é o caso da t(8;21) e o subtipo
M2, a t(15;17) e o subtipo M3 e a inv(16) e o subtipo M4Eo. Dentro deste contexto, o objetivo do nosso estudo
foi detectar a presenga de alteragdes cromossdmicas, através de técnica de RT-PCR, nas LMA em uma coorte
brasileira e correlacionar com as diferentes regides do Brasil. Foram analisadas 87 amostras diagnosticadas como
LMA pela andlise morfoldgica e pela citometria de fluxo multiparamétrica. Dentre os resultados obtidos, observamos
que 21,8% (n=19) das amostras de LMA apresentavam a fusio génica AML1/ETO e foi quase que exclusiva do
subtipo FAB M2. A t(15;17) esteve presente em 17,2% (n=15) das amostras de LMA e somente nos subtipos M3/
M3yv. No total das LMA estudadas, a fusio génica CBFb/MYHI11 correspondeu a 2,3% (n=2) e s6 esteve presente
no subtipo FAB M4Eo, como o esperado na literatura. Observamos, também, que existe uma aparente prevaléncia
da regido nordeste sobre a sudeste no que diz respeito & presenca da fusdo génica AML1/ETO. No entanto, mais
estudos precisam ser feitos para se confirmar esta hipdtese. Nosso nimero amostral ainda ¢ bastante pequeno.
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Mutagao do gene GATAI em leucemias mieléides agudas em
criangas com sindrome de Down

Figueiredo ABC
MEDEX/INCA

As leucemias sio doengas neopldsicas malignas oriundas de uma seqiiéncia de eventos anormais que podem
ocorrer durante a hematopoiese. Acredita-se que as leucemias agudas (LA) na infincia sio decorrentes de lesoes
moleculares durante a vida intra-uterina ou durante a embriogénese, nas quais mutagdes sucessivas desempenham
um papel importante na codificagdo génica podendo dessa forma predispor ao desequilibrio celular resultando em
alteragdes malignas. Entre as criangas que nascem com sindrome de Down (SD), um grupo com idade inferior a
3 anos tem alta probabilidade de desenvolver leucemia mieléide aguda (LMA) do tipo megacariobldstica ou LMA-
M7 pela classificagio French-American-British (FAB). Embora a SD seja considerada uma condigao de risco para
leucemia, o elo de ligacdo entre a doenca micloproliferativa transitéria (DMT) e LMA-M7, que sdo doengas
hematopoiéticas comumentes ligadas & SD, ¢ o gene GATALI, localizado no cromossomo X, que se encontra na via
hematopoiética, sendo responsdvel pela diferenciacio da via eritrocitica e magacariocitica. Este projeto tem como
objetivo principal detectar mutagoes do gene GATAL1 (éxons 2 e 3) em portadores de SD e doengas hematoldgicas
com diferenciagio megacariocitica e eritrocitica e estabelecer se realmente existem associagbes especificas entre o
gene GATA 1 e o status da proliferagio clonal. Na realizagdo deste projeto, foram utilizadas amostras de medula
éssea (MO) e/ou sangue periférico (SP) de criangas com distirbios hematopoiéticos obtidas no periodo de 1999
a 2004, seguidas de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e seqiiénciamento. Foram analisadas 27 amostras de
criangas com SD e doenca hematoldgica clonal. Destas, apenas em uma foi encontrada mutagio no éxon 2 (DMT)
e em outra uma possivel mutagdo no éxon 3, em um caso de eritroleucemia (LMA-M6) na qual se abre margem
para uma nova investigacdo. Os resulados obtidos no sequenciamento do éxon 3, os quais nio apresentaram
mutagio no éxon 2, mostram que em alguns casos pode haver outros fatores contribuindo com a leucemogénese.
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Envolvimento das proteinas Src e ERK1/2 na perda de adesao

célula-célula mediada por TPA e EGF

De Souza WF e Morgado-Diaz JA
Biologia Celular/INCA

Um dos primeiros eventos para ocorréncia de metdstase de células tumorais ¢ a desorganizagio dos contatos célula-
célula. A E-caderina ¢ uma glicoproteina que atua na organizagio de contatos célula-célula, regulando adesao,
proliferagio e motilidade celular. Foi relatado que a ativagio do EGFR pode causar alteragées morfoldgicas em
células epiteliais, através da ativagdo da via de sinalizagdo MAPK, levando 4 malignizagdo das mesmas. Em um
estudo prévio realizado pelo nosso grupo, foi proposto que a MAPK estaria modulando o processo de perda de
adesdo célula-célula, quando estimulada pelo tratamento com o éster de forbol TPA. Porém, pouco se sabe sobre
as moléculas intermedidrias que estariam atuando nesta transdugdo de sinal. Assim, o objetivo deste trabalho foi
verificar o envolvimento das proteinas Src e ERK1/2 na perda de adesdo célula-célula, mediada pela E-caderina em
células Caco-2. Métodos e Resultados: Monocamadas de células Caco-2 foram tratadas com TPA ou EGF (fator de
crescimento epidermal). Foi verificado, através de imunofluorescéncia, que estes agentes causaram redistribui¢do
da E-caderina, dos contatos intercelulares para o citoplasma das células. Este efeito foi revertido pelo inibidor da
proteina Src, PP1. Realizou-se a extragdo celular com Triton X-100, onde a fragdo soltivel neste correspondia as
proteinas citoplasmdticas e a insoltvel &s protefnas ligadas ao citoesqueleto. Através de imunoblotting, mostrou-se
que o tratamento com TPA causou um aumento da expressio da proteina Src na fragdo associada ao citoesqueleto,
sugerindo um aumento na sua ativagdo. Este efeito foi revertido pelo tratamento com o PP1. Além disso, verificou-
se também um aumento da ativagao de ERK1/2 (MAPK), quando as células eram tratadas, tanto com TPA quanto
com EGE Pelo ensaio de migragdo, foi verificado que sob o efeito do TPA e EGE, as células apresentaram uma
répida mobilidade; esse efeito foi também prevenido pelo tratamento com PP1. Conclusio: Estes resultados
mostram que as proteinas Src ¢ ERK1/2 estariam participando da regulagio da adesdo célula-célula mediada pela
E-caderina em células Caco-2 tratadas, tanto com TPA quanto com EGE
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Avaliacgao da informatividade de marcadores STR néao-
comerciais para a sua utilizacao em estudos de
monitoramento do status do quimerismo. A sua utilizacao no
estudo da leucemia mieloide cronica (LMC)

Borges AP, Braggio E, Hassan R, Lobo AM, Zalcherg |
Biologia Molecular - CEMO/INCA

A amplificagio por PCR de regies STR (short tandem repeats) ¢ a estratégia mais utilizada na avalia¢io do starus
do quimerismo péds-transplante alogénico de medula 6ssea. No entanto, a maioria destas regides foi otimizada
para o uso em estudos forenses e nio necessariamente apresentam as caracteristicas desejdveis em marcadores
utilizados para o estudo do quimerismo, considerando que na grande maioria dos casos analisados tem que se
distinguir irmdos ou individuos geneticamente aparentados. Foi avaliada a informatividade de seis marcadores
STR fluorescentes de repetigbes tetranucleotidicas em um grupo de 100 pares de pacientes e os seus respectivos
doadores relacionados de medula 4ssea. O grau de informatividade variou amplamente entre marcadores,
apresentando valores dentre 11 e 58%. A heterozigozidade variou entre 62 e 88% nos diferentes marcadores e
apresentou uma associago marginal com o grau de informatividade observada. Além da heterozigozidade, um
maior ndmero de alelos e, sobretudo, uma distribui¢ao alélica balanceada foram caracteristicas correlacionadas
com o aumento da informatividade dos marcadores. Nossos dados demonstraram a importincia na caracterizagdo
inicial de marcadores no intuito de identificar um grupo de regides STR ideais para estudos de quimerismo.
Uma avaliagdo precoce da pega e o subseqiiente monitoramento do stasus do quimerismo poderiam ser utilizados
na antecipagio e manejo da rejeigio do enxerto, doenga enxerto contra hospedeiro (DECH) e recaida hematolégica,
antecipando assim intervengdes terapéuticas. Assim, o préximo passo foi analisar o potencial valor progndstico do
starus do quimerismo na pega hemaroldgica e a sua cinética posterior em pacientes com LMC. Foram estudados
49 pacientes que receberam transplante alogénico de medula éssea aparentado. A presenca de quimerismo misto
na pega nio esteve associada com um risco maior de recaida hematoldgica (P = 0,44), ou com uma maior
freqiiéncia de desenvolvimento de DECH aguda (P = 0,73) ou crénica (P = 0,22). No entanto, uma cinética
crescente do szatus do quimerismo (aumento relativo da propor¢io de células do receptor em relagdo as do doador,
considerando pelo menos dois pontos do acompanhamento) antecipou a recaida hematoldgica em uma mediana
de 125 dias (intervalo de 20 - 330 dias). Estes dados demonstram que o estudo do quimerismo na pega ¢ uma
ferramenta importante no monitoramento do enxerto ¢ nio na antecipacio da recaida hemaroldgica. Por outro
lado, uma cinética crescente do quimerismo pode ser considerada um fator preditor da recaida em qualquer
momento do acompanhamento pds-transplante.
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Heterogeneidade molecular do virus Epstein-Barr (EBV) em
processos nao-malignos e neoplasias linféides EBV-positivos

Guiretti DM, Macedo MO, Barros MHM, Renault IZ, Hassan R
Biologia Molecular - Centro de Transplante de Medula Ossea - CEMO/INCA

A associagdo entre 0 EBV e o cAncer mostra variabilidade geogréfica, decorrente da interagio entre fatores genéticos
do hospedeiro, caracteristicas epidemioldgicas das populagdes em risco e fatores do virus. Neste trabalho, foram
investigadas a prevaléncia e variantes moleculares do EBV, tanto em neoplasias linféides como em tecido nio
tumoral, com o objetivo de contribuir para a caracterizagdo da associagio virus/cAncer na regiio Sudeste do
Brasil. O EBV foi detectado por PCR para os genes EBERI ¢ BamW e por hibridizagao iz situ (ISH) com sondas
para o RNA EBER. As PCR especificas foram desenhadas para amplificacio diferencial de seqiiéncias nos genes
EBNA2 e EBNA3C (tipos 1 e 2) e das deleges de 30/69pb (del30/69) na regido C-terminal do gene LMP1. Foram
analisadas 248 neoplasias linfoma de Burkite (LB) n = 67; linfoma de Hodgkin (LH) n= 71; linfoma T periférico
(LTP) n= 30; linfoma linfobldstico T (LBL-T), n= 9; linfoma anapldsico (LA) n=12; linfoma difuso de grandes
células B (LDCG-B) n=58; linfoma pds-transplante n=1 e 52 hiperplasias reativas (3 HIV+). A clonalidade foi
determinada por PCR para rearranjos de imunoglobulina e TCRg. Em conjunto, 113 casos foram associados ao
EBV: oito processos reativos (15%) e 104 neoplasias; 61% LB infantil, 67% LB adulto; 73% LH infantil, 47% LH
adulto; 28% LDGC-B; 33% LTP; 11% LBL-T; 0% dos LA e um caso de linfoma pds-transplante. Ambos os
subtipos virais, 1 e 2, foram detectados (82% dos casos com tipo 1, 16% tipo 2 e 2% ambos). Em relagio aos
processos nio malignos (86% tipo 1 e 14% tipo 2), o tipo 2 mostrou tendéncia a estar associado aos LNH-B,
enquanto que o tipo 1 foi mais freqiiente nos linfomas T. O gene EBNA3C foi importante na tipificagio dos LB
infantis, em que o EBNA2 nio foi informativo em dois casos. A andlise do gene LMP1 mostrou que 60% das
neoplasias apresentavam a del30 (p=0,056), enquanto 25% dos casos foram reativos. A del30 foi mais fregiiente no
LB e LH de adultos (64%) em comparagio com 25% nos LH infantis e 50% nos linfomas T e LDGC-B. A del69
foi detectada somente em 2/38 criangas com LB. A del30 foi relativamente mais freqiiente no tipo viral 2 (14/18)
do que no tpo 1 (50/94) (p=0,06). Em resumo, este trabalho: (i) permitiu aprimorar uma abordagem integrada
para o estudo da associagio do EBV com diferentes cAnceres, (ii) representa um estudo de um nimero expressivo
de casos diagnosticados em um tnico centro, incluindo marcadores moleculares cujo papel patogénico é controverso,
(iii) permite postular hipSteses sobre a natureza patogénica da associagio entre o virus, suas variantes e cada uma
das patologias estudadas.
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Analise do gene LMP1 do virus Epstein-Barr (EBV) em
células nao-tumorais e no linfoma de Hodgkin: selecao a
favor da dele¢ao de 30 pb e da retencao de um motivo JAK3
na regiao C-ter e descricao de um novo padrao de mutagoes
no promotor

Guiretti D, Macedo MO, Renault 1Z, Hassan R
Biologia Molecular, CEMO/INCA

O virus EBV encontra-se envolvido na patogénese do linfoma de Hodgkin (LH), expressando EBER, EBNAI ¢ a
proteina latente de membrana 1 (LMP1), num programa denominado "laténcia II". A LMPI ¢ a principal
oncoproteina do virus, existem hipéteses que polimorfismos génicos possam contribuir para o potencial
transformador do virus. O objetivo deste trabalho foi estudar a variabilidade molecular do gene LMPI em 36
casos de LH (28 adultos, LHa e oito criangas, LHc), oito hiperplasias reativas (HR) e dois doadores sauddveis. O
EBV foi detectado por PCR e hibridiza¢io iz situ (EBER-ISH). A expressio da LMPI foi detectada nas células R-
S por imunoistoquimica e por RT-PCR (promotores EDL1-TR). A tipificagdo foi realizada por PCR para os genes
EBNA2 e EBNA3C. A delecgio de 30pb (del30), na regido C-ter do gene LMP1, foi detectada por nested-PCR. A
perda de um sitio de restricio Xhol, na posi¢io 169428-433 (éxon 1), foi determinada por RFLP-PCR. Foi
amplificado um fragmento do promotor (nt -267 a +1), da regido N-ter (aa 1-40) e da regido C-ter (aa 225-370),
seguido por sequenciamento direto. A del(30) foi encontrada em 2/8 LHc comparados com 18/28 LHa (p=0,056),
e em 2/10 tecidos nao-tumorais (p<0,05), sugerindo sele¢do a favor da del(30) nos LHa. O sitio Xho! foi perdido
em 5/10 (50%) ndo-tumorais e em 8/20 (40%) LHa analisados, 6/20 dos casos apresentando um padrio digerido/
nio-digerido, indicando co-infec¢do ou variagdo intratipica. A andlise da regido C-ter (n=31) mostrou que a
maioria dos casos podia ser classificado nos tipos europeus A-C. Nos nio-malignos, observou-se maioria de casos
B (75%), enquanto nos LHc 60% foram B e 40% B95 8/A. Nos Lha, 50% foi do tipo C, coincidindo com a alta
freqiiéncia da del(30) neste grupo; 25% foi B e 25% A. Diferente da literatura, em que uma inser¢io de 15pb (aa
276-280) encontra-se associada somente aos tipos B95 8/A, em nossos casos a ins15pb foi observada em 8/9 LHa
tipo C vs, 1 caso B LHc e 1 caso B ndo tumoral. Essa ins corresponde ao segundo motivo JAK3, no dominio
CTAR-3. O fato da LMPI em laténcia II ser regulada por STAT, assim como a presenca concomitante da del30
sugere uma forte sele¢do positiva no LHa. Um novo padrio de mutagées no promotor foi descrito nos LH e
reativos desta regido, que inclui mutagbes recorrentes, algumas similares aos tipos D/CAO e outras tipicas dos
casos estudados. Todos os casos com este padrdo (4/9) apresentaram (i) muta¢des no motivo ATF/CREB (-86 a -
79), ativador da expressao EBNA2-independente; (ii) substitui¢des nos aa 2, 3 e 24 (E>D, H>L e L>I) da regido N-
ter; (iii) retencdo do sitio Xhol e (iv) ndo estiveram associados a um padrio tipo D/CAO na regido C-ter. Nos
casos em que nio apresentaram este padrio, foi verificada a presenga da mutagio C>T na posigio -200 e uma
regido N-ter convencional. Futuros estudos elucidario a prevaléncia e diferengas na atividade bioldgica das variantes
descritas.
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Estudo da regulacao do gene galanina em células-tronco
embrionarias

Maia A', Gonzalez S12, Amorim L, Fonseca LG', Abelhay E?
' Departamento de Genética - Instituto Fernandes Figueira - FIOCRUZ
2 Laboratério de Células Tronco - Divisdo de Laboratdrios do CEMO/INCA

A galanina é um neuropeptpideo expresso no sistema nervoso central ¢ periférico e tem como principais fun¢des
a regulacdo de hormonios hipofisdrios, a inibi¢do da secre¢do de insulina, a indugio da ingestdo de lipideos, a
analgesia na medula espinhal e a regeneragdo de neurénios. Foi sugerido o seu envolvimento em diversas patologias,
entre elas, vdrios tipos de cAncer. Em adenomas induzidos por estrogénio, por exemplo, tem sido observado um
aumento da expressdo desse peptideo, enquanto que em adenomas de tirotréfos a sintese de galanina é reprimida,
sugerindo que ela possa atuar como um agente mitogénico célula-especifico. Recentemente, foi sugerido que a
galanina e seus receptores (Gal-R1, Gal-R2 e Gal-R3) possam estar envolvidos na fisiologia de células-tronco
embriondrias de camundongo (ES), podendo estar relacionados com a via de sinalizagio de LIF e STAT, fatores
importantes para a renovagio dessas células. Para entendermos o papel da galanina na fisiologia das células ES,
torna-se fundamental entendermos os mecanismos que regulam a sua expressio. Dessa forma, o objetivo desse
trabalho ¢ estudar os elementos responsdveis pela regulagio da expressio do gene da galanina em células ES de
camundongo. Para identificar estes elementos, nos baseamos no principio de que seqiiéncias que tenham sido
conservadas entre espécies possam indicar uma conservagio de fun¢do. Inicialmente, comparamos aproximadamente
1Kb da regido promotora do gene galanina de diversas espécies através do programa de alinhamento de seqiiéncias
(ALIGN). Estas seqiiéncias foram posteriormente analisadas para identificar a presenga de elementos reconhecidos
por fatores de transcrigdo, através da utilizagio do banco de dados TRANSFAC® 7.0. A partir dessas andlises,
foram amplificados, através da técnica de reagio em cadeia pela polimerase (PCR), quatro fragmentos da regido
promotora do gene galanina de camundongo, denominados EMSA1 (-813/-583), EMSA2 (-503/-286), EMSA3
(-216/-62), EMSA4 (-86/+35). Com o intuito de identificar fatores de transcri¢io presentes em células ES de
camundongos que possam estar regulando a expressdo de galanina nessas células, foram preparados extratos de
proteinas nucleares que, em conjunto com os fragmentos de PCR, estdo sendo utilizados em ensaios de alteragio
da mobilidade em eletroforese (EMSA). Resultados preliminares sugerem a interacio de diversas proteinas nucleares
aos fragmentos EMSA1 e EMSA3. Andlises mais refinadas serdo utilizadas para investigar essas interagdes.
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Estabelecimento, caracterizacao e potencialidade de

células-tronco mesenquimais humanas a partir da medula
Ossea

e Costa JAC, Silva CL, Abdelhay E
Laboratério de Célula Tronco - Divisio de Laboratérios do CEMO,INCA

Resumo: Dentro da medula dssea, existe uma fragio de células de origem ndo-hematopoética conhecidas como
células-tronco ou progenitoras mesenquimais (CTM). As CTM podem ser expandidas ex vivo e induzidas a se
diferenciarem em progenitores de diversos tecidos, como osteoblastos, condrécitos, tenécitos, adipdcitos, midcitos,
fibroblastos do estroma medular e até em células da linhagem neural. A multipotencialidade, a facilidade de
isolamento e cultivo, assim como o grande potencial de expansio em cultura tornam essas células uma atrativa
ferramenta terapéutica para desordens da medula dssea e de tecidos mesenquimais. Diversos trabalhos tém mostrado
o enorme potencial da CTM para a terapia coadjuvante ao transplante de medula 6ssea, induzindo a melhora na
pega do transplante em modelos animais e em pacientes portadores de doengas hemartoldgicas. Com o intuito de
desenvolver tecnologias e terapias associadas ao transplante de medula dssea, neste projeto, estdo sendo estabelecidas
linhagens de CTM a partir de amostras de medula éssea de doadores do Centro de Transplante de Medula Ossea
do INCA. As linhagens sdo estabelecidas a partir da fracdo de células mononucleares da medula éssea e estao
sendo caracterizadas i vitro por andlises morfoldgicas ao microscdpio Stico e por ensaios de diferenciagdo para
vérios tipos celulares diferentes. Estd sendo determinado também o perfil de unidades formadoras de col6nia de
fibroblastos em fun¢do do niimero de passagens das culturas, ensaio utilizado para quantificar o nimero de células-
tronco mesenquimais de grande potencial proliferativo em uma determinada preparagio celular. Até o momento,
foram processadas cinco amostras de medula dssea, das quais foram estabelecidas linhagens de quatro. Os ensaios
realizados com tais linhagens mostram o grande potencial proliferativo e de diferenciagdo das linhagens de células-
tronco mesenquimais, o que estimula sua utilizagio como ferramenta terapéutica coadjuvante ao transplante de
medula éssea.
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Analise protedmica das células-tronco hematopoiéticas de
sangue de cordao umbilical

Villela AP'; Pizzatti L'; Sd LA?; Gomes BE'; Paraguassi-Braga FH'; Abdelhay E'
' Divisdo de Laboratérios do CEMO/INCA
2 Unidade Multidisciplinar de Genomica e Proteomica, IBCCF-UFRJ

A célula-tronco hematopoiética (CTH) da medula dssea ¢ definida como uma célula com grande capacidade de
auto-renovagio ¢ potencial proliferativo, o que possibilita a sua diferenciagio em células progenitoras de todas as
linhagens sangiiineas e a reconstitui¢do da populagdo hematopoiética a partir de uma tnica célula. O transplante
dessas células é a terapia de escolha no tratamento de doengas hematoldgicas, hemoglobinopatias e imunodeficiéncias.
Neste tipo de procedimento, o préprio paciente pode ser utilizado como doador (transplante autélogo) ou, ainda,
doadores relacionados ou nio ao receptor podem ser fonte de célula-tronco (transplante alogénico). Recentemente,
células do sangue de cordio umbilical e placentdrio (SCUP) tém sido apresentadas como fonte alternativa de
progenitores hematopoiéticos, devido s intimeras vantagens de seu uso como oferta ilimitada, possibilidade de
armazenamento e maior facilidade de compatibilidade devido 4 baixa imunogenicidade. Neste trabalho, nés estudamos
a variabilidade do perfil proteomico de células CD34* de unidades de SCUP com o objetivo de identificar as
proteinas que definem este perfil e quais podem variar. De posse destes dados, poderemos compard-los com os
obtidos de outras fontes de CHT a fim de definir que caracteristicas moleculares sio importantes para uma melhor
pega. Neste sentido, definimos inicialmente o nimero minimo de células mononucleares presentes numa unidade
de SCUP para a separagio de células CD34". Experimentos preliminares demonstraram que a melhor recuperagio
¢ obtida em unidades coletadas a menos de 24 horas e que a celularidade ideal para o inicio da purificagio ¢ de 109
células mononucleares por SCUP. A separagio das células CD34* dos cordaes foi feita com o KIT Progenitor Cell
Selection CD34* (Dynal- Invitrogen), de acordo com o protocolo do fabricante. Apds a separagio e quantificagdo
por citometria de fluxo, as proteinas foram extraidas e analisadas em géis bidimensionais. As proteinas primeiramente
foram separadas, na isoeletrofocalizagio, usando-se tiras ImmobilineDrystrips (GE) de 11 cm de pH 4-7 por 78 kVh
no sistema Multiphor II (GE). Na segunda dimensao, géis SDS-PAGE de gradiente 8-18% foram utilizados,
separando, assim, as proteinas por peso molecular. Os géis foram analisados e todos os spots foram retirados,
processados e identificados por espectrometria de massas, utilizando-se o MALDI-TOF-TOF (Applied Biosystems).
Foram, entdo, analisados os perfis protedmicos de células CD34* obtidas de duas unidades de SCUP. Em cada
petfil, foi possivel identificar por MS/MS 120 proteinas, sendo 84 comuns aos dois perfis. Trinta e seis proteinas
mostraram expressdo diferencial entre as duas amostras, sendo que nove entre elas ainda ndo €m fungio definida.
Estes resultados mostram que, apesar da variabilidade que existe entre as pessoas, foi possivel identificar, numa
janela de PI -4 a7 e PM - 6,0kDa a 180,0kDa, 84 proteinas que definem o perfil protéico de células CD34+ desta
fonte. Andlises de um maior nimero de unidades de SCUP permitirao aumentar a confiabilidade deste achado e
provavelmente o nimero de proteinas identificadas. Interessantemente, algumas proteinas, diferencialmente expressas
entre os dois SCUP analisados, indicam fungdes que poderiam estar relacionadas com a baixa imunogeinidade
descrita para SCUP. Maiores estudos serdo necessdrios para avaliagio da correlagdo entre a presenca dessas
proteinas e a pega do enxerto.
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Envolvimento da via PI3-quinase na diferenciacao celular e
formacao do complexo juncional em células de
adenocarcinoma de c6lon, HTC-116

Aradjo WM e Morgado-Didz JA
Grupo de Biologia Estrutural, Divisio de Biologia Celular/INCA

Fosfatidilinositol 3 quinase (PI3K) ¢ um importante mediador da transdugio de sinal intracelular e tem efeitos
diretos na diferenciagdo, proliferagio e sobrevivéncia celular. Sua ativagdo resulta na geragio de um segundo
mensageiro, o fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PIP3). Na diferenciagio de células intestinais que se caracterizam
pelo desenvolvimento da polaridade celular com formagdo do complexo juncional, a participacio do PI3K ¢ ainda
desconhecida neste processo. Durante a progressio tumoral do cincer colo-retal, a perda da polaridade celular e o
aumento da proliferagdo sio eventos caracteristicos de alteragdes tumorais neste tipo de cincer. O objetivo do
presente estudo foi verificar a participagio da via PI3K, no processo de diferenciagio enterocitico e seu envolvimento
na formagdo do complexo juncional. Para investigar esse processo, células de adenocarcinoma célon humano
HCT-116, as quais apresentam um fendtipo indiferenciado, foram expostas a um inibidor de PI3K, o LY294002,
por dez dias, a fim de induzir diferenciagio celular. As células HCT-116, apds o tratamento, apresentam-se em
monocamadas ¢ em desenvolvimento da polarizacio celular como verificado pela formagio do complexo juncional
ao nivel de microscopia eletronica. A andlise por imunoblotting mostrou que células HCT-116 induzidas 4 diferenciagio
com o LY294002 expressaram proteinas das juncoes zight (claudina e ocludina) e das aderentes (E-caderina e 8-
catenina). Além disso, a funcionalidade do complexo juncional formado foi verificada por microscopia eletronica
de transmissao, através da técnica do vermelho de ruténio. Estes resultados mostraram que a inibi¢ao de PI3K
estaria induzindo a diferencia¢io de células HCT-116, e que essa quinase participa do processo de polaridade
deste tipo celular.

E-mail: jmorgado@inca.gov.br

Revista Brasileira de Cancerologia 2006; 52(3): 263-313 299



Estudo de variacées no promotor e 5’UTR de BRCAI

Fernandes LR'?, Moreira MAM', da Costa ECB®
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Introdugdo: No Brasil, o cincer se apresenta como uma expressiva causa de mortalidade. O cincer da mama
feminino ¢ o segundo tipo de cAncer mais incidente na populagio geral ¢ o de maior incidéncia na populagio
feminina. Estudos da American Society of Clinical Oncology (ASCO) mostram que, pelo menos, 5 a 10% dos casos
de cincer da mama e/ou ovdrio apresentam um padrio monogénico de transmissdo, caracterizando a chamada
sindrome de predisposi¢do ao cincer da mama e/ou ovédrio. Em aproximadamente 2/3 destas familias, mutagoes
na regio codificante nos genes BRCAI ¢ BRCA2 podem ser identificadas, as quais sao herdadas de forma autossémica
dominante. A regidgo promotora de BRCAI apresenta dois éxons alternativos, 1A e 1B, cada um com seu préprio
promotor, a ¢ b, respectivamente. O promotor apresenta maior atividade transcricional para o gene BRCAI ¢ ¢
bidirecional, regulando também a expressio de NBR2, que é um gene de funcio desconhecida. No promotor a,
sdo observados a seqiiéncia iniciadora de transcrigio CCAAT box, mais trés sitios de ligagdo para fatores de
transcrigao, além de 11 sitios CpG que podem ser metilados. O promotor B possui uma atividade cerca de 150
vezes menor do que o o, podendo ser modulado por elementos localizados no promotor o e pelo motivo alternativo
de ligagdo para receptor de estrogénio (ERE), localizado no éxon 1B. Isto sugere que a transcri¢dgo de BRCAI pode
ser co-regulada pelos dois promotores e pelo estrogénio. Os éxons 1A ¢ 1B transcrevem duas regides nao traduzidas
chamadas 5'UTR-a e 5'UTR-b, respectivamente. O transcrito contendo 5'UTR-a é expresso, tanto em tecido
mamdrio normal quanto tumoral, enquanto o 5'UTR-b ¢ expresso apenas em tecido mamdrio tumoral. A regido
5'UTR-b forma uma forte estrutura secunddria composta de quatro mddulos bastante estdveis que interferem no
percurso do ribossomo, contribuindo para a menor tradugdo desse transcrito em relagio ao transcrito contendo
5'UTR-a, que forma uma estrutura secunddria menos estdvel. Uma alteracdo no éxon 1B pode mudar a estrutura
secunddria do transcrito contendo 5'UTR-b, alterando o nivel de expressio da proteina BRCAL. Até o momento
nio foram descritas alteragbes na regido promotora de BRCAI (a nio ser dele¢oes de grandes trechos envolvendo
o promotor) que possam estar relacionadas ao desenvolvimento de tumores hereditdrios. Objetivos: Avaliar se as
mutagbes pontuais e SNP detectadas nos promotores o e B e no éxon 1B (5'UTR-b) do gene BRCAL, em pacientes
selecionados com cincer da mama e/ou ovdrio hereditdrios do INCA, podem alterar o nivel de transcricio e
tradu¢do do RNAm de BRCAI. Métodos: Para detecgdo das variagbes na regido promotora de BRCAI, foram
utilizadas as técnicas de SSCP, clonagem e seqiienciamento. As variagbes encontradas estio sendo clonadas em
vetores de expressdo para transfec¢do na linhagem celular MCE7, derivada de carcinoma mamdrio. Resultados:
Foram identificados dois pacientes que carreiam a mesma alteragdo pontual (SNP-g3800C>T [GenBank L78833]),
dois pacientes com alteragbes nio descritas no éxon 1B SNP-g3988A>C e g3777G>A, sendo que, neste segundo
caso, localiza-se dentro do motivo de ligagdo para receptores de estrogénio (ERE) e um paciente com alteragées no
promotor a (g3292T>C), promotor B (g3593G>A) e éxon 1B (g3800C>T). Os clones contendo as alteragdes
g3777G>A e g3800C>T, assim como clones com as variantes padrio foram selecionados e inseridos em um vetor
de expressao (pEGFP-N1) para o prosseguimento do estudo. Discussdo: Analisando as varia¢des na 5'UTR-b (SNP-
3800C>T e g3777G>A), observamos que as mesmas encontram-se numa regiao que contribui para a estabilidade
da estrutura secunddria do RNAm e por isso suspeitamos que essas variagdes podem desestabilizar a estrutura e
promover uma alteragdo no nivel de expressio de BRCAL. A variante g3777G>A estd dentro do motivo alternativo
de ligacdo para receptores de estrogénio (ERE). O estrogénio, envolvido na modulagio natural da diferenciagio e
crescimento do epitélio mamdrio, foi associado ao aumento e diminui¢io dos niveis de expressio do gene BRCAI
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e ao grau de agressividade dos tumores. Foram construidos plasmideos recombinantes para avaliar a influéncia
destas variagdes na expressio do gene BRCAI. A obtengio dos clones em vetor de expressio apropriado foi
padronizada de forma a ser aplicada no estudo das alteragbes observadas nos promotores (g3292T>C e g3593G>A),
que poderiam estar associadas ao aumento do risco de cAncer da mama hereditdrio.

Financiamento: INCA-Ministério da Saiide, FAPER], CNPg.
E-mail: miguelm@inca.gov.br
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Genotipagem do papilomavirus humano (HPV) em

amostras cervicais de mulheres do estado do Rio de Janeiro

Rabelo E'?, Oliveira M?, Moreira MAM?
! Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Instituto de Céincer
2 [nstituto Nacional de Céncer/INCA

A infeccio por papilomavirus humano (HPV) ¢ o maior fator de risco para o desenvolvimento do cAncer de colo
do ttero. No entanto, o cincer de colo do utero ¢ considerado uma neoplasia que pode ser prevenida, uma vez que
os tumores tém uma progressdo relativamente lenta e existe uma forma simples e relativamente eficiente de
detecgdo das lesdes precursoras. Os tipos de HPV que infectam a regido genital sio subdivididos (baseados no
potencial oncogénico dos genétipos) em baixo risco, associados a lesbes na regido genital; e alto risco, freqiientemente
associados ao cincer de colo do tdtero. Gendtipos de HPV de alto risco interferem na regulagdo normal do ciclo
celular, podendo-se integrar no ADN de células hospedeiras inativando os produtos dos genes supressores de
tumor, p53 ¢ Rb. O objetivo deste estudo ¢é caracterizar os tipos virais de HPV em cerca de 400 amostras positivas
para a presenga de HPV utilizadas previamente para padronizagio de protocolo de detecgdo por captura-hibrida,
cedidas pela Se¢do Integrada de Tecnologia em Citopatologia (SITEC), da Divisio de Patologia (DIPAT), do
Instituto Nacional de Cincer (INCA). A partir destas amostras, o DNA total foi isolado e utilizado para amplificagao
por PCR. Utilizamos para controle da qualidade do DNA isolado a amplificagdo com primers para o gene Beta-
Globina. Para detecgio do genoma viral os primers MY09 e MY11, amplificando um fragmento de 450pb, ¢
GP05 e GP06, que amplificam uma regido interna ao fragmento anterior de 250pb (utilizados para PCR "em
ninho"). Alternativamente, também foram utilizados os primers L1C1 e L2C2 que amplificam outra regido do
DNA viral de aproximadamente 300 pb. Os fragmentos amplificados para 0 DNA viral estdo sendo seqiienciados
para caracterizagio do tipo de virus presente. Até o momento foram isolados os DNA de 164 amostras. Quarenta
e quatro foram testadas para amplificagio de beta-globina e em seis delas ndo obtivemos amplificagio. Nove
amostras foram positivas para amplificagio com os primers GP05/GP06. Quatro foram positivos para amplificagio
com os primers MY09/MY11. Cinco amostras foram positivas para amplificagio com os primers LC1/LC2.
Foram segiienciados os produtos de trés amplificacoes e foram identificados os tipos virais 16, 16 ou 35 e 53, a
partir de comparagbes com bancos de dados de seqiiéncias.

E-mail: miguelm@inca.gov.br
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Avaliacao da presenca de reticulo

endoplasmatico em fagossomos de Leishmania Amazonensis

Souza NCC'?, Benjamin A'3, Bonomo A'2

"Laboratério de Medicina Experimental - CPQ - INCA
2Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées - UFRJ
3Pés-graduacio em Ciéncias Morfoldgicas - 1CB - UFRJ

A leishmaniose ¢ uma doenga causada por protozodrios do género Leishmania e afeta milhoes de pessoas em dreas
tropicais e subtropicais do mundo. A espécie L. amazonensis é o agente causador de leishmanioses cutineas do
Novo Mundo. Em seu estdgio amastigota, sdo parasitas intracelulares obrigatérios e se multiplicam no interior de
vactiolos parasitéforos dos macréfagos, sua principal célula hospedeira. Estes microorganismos - na "via cldssica"
de apresentagio de antigenos - por serem antigenos exdgenos, sio apresentados as células T CD4+ por moléculas
do complexo de histocompatibilidade principal (MHC) de classe II. Por outro lado, antigenos enddégenos sio
apresentados as células T CD8* por moléculas MHC de classe 1. Porém, vdrios estudos mostram a apresentagdo
de peptideos derivados de antigenos exgenos para células T CD8+. Este processo que denomina-se "apresentagio
cruzada" pode ser explicado pela associagio do reticulo endoplasmdtico (RE) ao fagossomo formado durante o
englobamento do antigeno. E nesta organela que se encontra a maquinaria necessria para apresentagao via MHC
de classe I, como as moléculas TAP (Transporter Associated With Antigen Processing), tapasina, MHC I, calnexina,
SEC61 ¢ o complexo enzimdtico proteassomo. Entender melhor quais fendmenos estao envolvidos na apresentagio
cruzada de um patdgeno extracelular ¢ de extrema relevincia, haja vista que a ativagdo de células TCD8* ¢ uma
etapa importante na resolugio de infec¢des causadas por Leishmania. Dados iniciais do nosso grupo mostram,
através de microscopia confocal, positividade para TAP, SECG61, proteassomo e calnexina em fagossomos de
macréfagos 774 que fagocitaram microesferas de ldtex e correlagdo entre a quantidade de micro-esferas fagocitadas
e ativagdo de células T CD8*. Perguntamos se isto também ¢ verdade na infeccdo por Leishmania, ou seja, se a
carga parasitdria, ou a "quantidade de infec¢io” é determinante para possibilitar a apresentagdo cruzada e conseqiiente
ativagdo de células T CD8* especificas para L. amazonensis. Inicialmente, estamos analisando a relacio entre a
utilizagado da membrana de RE e a infecgio in vitro por microscopia confocal.

Financiamento: CNPq, FAPER], Swiss Bridge Foundation.
E-mail: abonomo@inca.gov.br
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Correlagao dos polimorfismos génicos da familia GST com
suscetibilidade a leucemia linfoblastica aguda da infancia

Faccion RS, Briggs B, Kwee JK, Pombo de Oliveira MS, Maia RC, Klumb CE
Hematologia Celular e Molecular, Servico de Hematologia, Hospital do Cncer I/INCA

Introdugao: As enzimas do sistema glutationa-S transferase (GST) sdo enzimas fisiologicamente envolvidas na fase
IT da detoxificagio de agentes xenobidticos e atuam no metabolismo de diversos quimioterdpicos empregados no
tratamento do cincer. Certos membros desta superfamilia possuem polimorfismos genéticos que estao associados
com maior risco de desenvolvimento de algumas neoplasias malignas, dentre elas cAncer de pulmaio, de vesicula
biliar, cincer cervical, carcinoma de nasofaringe, cAncer de préstata, e outros. Diversos estudos apontaram
determinados polimorfismos como fatores de risco para o desenvolvimento de leucemia linfobldstica aguda (LLA).
No entanto, esta associagio nao é um consenso entre os estudos relatados, e a literatura é escassa em estudos
realizados no nosso meio. Objetivos: Estudar a freqiiéncia dos genétipos da familia glutationa-S-transferase GSTM1
e GSTT1 em individuos sauddveis e numa série de pacientes pedidtricos com LLA, e sua associagdo com o risco
de doenca. Material e Métodos: O DNA de amostras de 70 pacientes foi extraido e os gendtipos GSTM1 e
GSTT1 foram determinados por PCR Multiplex. O gene constitutivo b-globina foi utilizado como controle de
amplificacdo. Resultados: Até o momento, os gendtipos GSTM1 e GSTT1 de 47 amostras foram determinados.
Destas, 47% apresentaram fendtipo GSTM1 null (ndo continham GSTM1), 17% apresentaram fendtipo GSTT1
null, 6% apresentaram fendtipo null para ambos os genes ¢ 43% apresentaram genétipos GSTM1 e GSTT1.
Conclusao: Na fase atual, as amostras de pacientes com LLA estdo sendo genotipadas. A avaliagio dos gendtipos
de individuos controles serd realizada em seguida. Apés esta etapa, uma andlise estatistica apropriada serd empregada
para que uma possivel associagdo entre os gendtipos estudados e risco de LLA infantil possa ser avaliada. Este
estudo contribuird para que o impacto desses gendtipos na etiopatogenia da LLA infantil em nosso meio seja
melhor elucidado.

Financiamento: FINEP
E-mail: hemato_hc@inca.gov.br
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Efeito do triéxido de arsénico e da doxorubicina na
expressao da survivina em células leucémicas de origem
mieléide

Prazeres MF, Silva KL, Maia RC
Laboratério de Hematologia Celular e Molecular - Servigo de Hematologia - HCI/INCA

Introdugao: Dentre as principais caracteristicas do cAncer estdo as alteragdes nas vias de indugdo da apoptose. Nas
leucemias, a superexpressdo de protefnas anti-apoptdticas ¢ uma das importantes causas de falha no tracamento
quimioterdpico. Dentre as protefnas envolvidas na inibi¢do da apoptose, as proteinas da familia das IAP (proteinas
inibidoras da apoptose) merecem destaque, pois sdo capazes de inibirem as caspases, proteases que desempenham
papel central na execugio da apoptose. A superexpressio da survivina, proteina pertencente a familia das IAD ¢
considerada um fator de resisténcia ao tratamento quimioterdpico em alguns tipos de leucemias, tornando-se
factivel a utilizagio de drogas que propiciam a diminui¢do da expressio dessa proteina. Objetivo: Analisar se
firmacos, com diferentes mecanismos de a¢io como o triéxido de arsénico (As,0O;), e a doxorubicina (Doxo) sio
capazes de inibir a expressio da survivina nas linhagens de leucemia mieléide aguda (LMA) HL60 (LMA-M2),
NB4 (LMA-M3), U937 (LMA-M5) e K562 (leucemia mieldide cronica em crise bldstica - M6). Metodologia: A
andlise do efeito do As,0O; e da Doxo, na viabilidade celular, foi realizada através do ensaio de MTT. Para
determinagdo da dose capaz de diminuir a viabilidade celular em 50% das células (DLs,), as linhagens foram
incubadas por 24, 48 e 72 horas na presenca ou nao de As,O; ou Doxo em concentragdes que variaram de 0,5uM
a 10uM. Apds a obtengdo das DL, foram feitos ensaios de marcagio com anexina V ¢ iodeto de propidio para
andlise da indugdo de apoptose por citometria de fluxo, e Western blot para andlise da expressio da survivina.
Resultados: A sensibilidade ao As,O; ¢ & Doxo variou entre as linhagens leucémicas, sendo a linhagem HL60 a
mais sensivel seguida da NB4, U937 e K562 para as duas drogas testadas. As concentragbes das DL, obtidas para
0 As,O; foram de 2uM, 3uM, 4uM e 5uM em 24 horas de cultivo para HL60, NB4, U937 e K562, respectivamente,
enquanto que, para a Doxo, as concentragdes das DL50 foram de 10uM em 24 horas para HL60 e NB4, 5uM em
48 horas para K562 ¢ 1 tM em 72 horas para U937. Utilizando-se as concentragbes da DL, nos tempos estabelecidos,
a marcagdo com anexina V e iodeto de propidio mostrou que o As203 foi capaz de induzir apoptose em todas as
linhagens testadas: HL60 (50%), NB4 (22,1%), K562 (32,7%) ¢ U937 (21,84%). Também, foi possivel observar
que a Doxo induziu apoptose nas linhagens HL60 (86,8%), NB4 (45,7%), U937 (35,7%), mas ndo nas células
K562 (2,2%). De forma interessante, As,O; e Doxo diminufram a expressao da survivina em células HL60 em
cerca de 72,7 e 69,2%, respectivamente, quando a DL;, foi utilizada. Entretanto, na linhagem NB4, houve um
aumento de 50 e 70%, respectivamente, na expressio dessa proteina. Nas linhagens K562 ¢ U937, nio houve
alteragdo significativa na intensidade de expressdo da survivina. Discussio e Conclusio: Neste trabalho, tivemos
como objetivo analisar o papel da survivina na resisténcia ou nao aos quimioterdpicos As,O; e Doxo em células de
linhagens leucémicas de origem mielSide. Tais drogas foram escolhidas por possuirem diferentes mecanismos de
agdo, porém, capazes de induzirem apoptose através da ativagio das caspases. A linhagem HL60 mostrou ser a
mais sensivel as drogas utilizadas dentre as linhagens estudadas. Tal sensibilidade pode ser devido a capacidade de
diminuicio da expressio de survivina nessas células, sugerindo que, nesse tipo de leucemia, a survivina poderia ser
considerada um alvo terapéutico e que os fdrmacos em questdo sdo capazes de diminuir a resisténcia. O resultado
oposto foi observado na linhagem NB4. Ambas as drogas utilizadas aumentaram a expressio da survivina. Porém,
esse aumento nio se correlacionou com a resisténcia pois, dentre as linhagens estudas, a NB4 mostrou ser a
segunda mais sensivel. Sabe-se que a survivina, em células normais, tem sua expressio aumentada durante a fase
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G2/M, pois esta participa na formagao de fuso acromdtico. Entretanto, células tumorais possuem altos niveis de
expressio da survivina independente da fase do ciclo celular. Uma hipédtese seria de que as drogas utilizadas
estariam levando as células NB4 a uma parada no ciclo celular, aumentando a populagio de células na fase G2/M
e, por isso, ocorrendo o aumento da expressio da survivina. Outra hipdtese seria de que as drogas utilizadas
estariam induzindo resisténcia nas células NB4 remanescentes a0 aumentarem a expressao dessa proteina. Entretanto,
a acdo do As,O; e da Doxo sobre a survivina parece ser tipo celular-especifica. Além disso, proteinas reguladoras
da apoptose como caspases, Smac (inibidora da survivina) e outras IAP podem estar envolvidas na resisténcia a
esses quimioterdpicos nessas linhagens. Portanto, estudos mais aprofundados sio necessdrios para identificarmos
o real papel da survivina na resisténcia a apoptose em células de LMA.

Apoio Financeiro: Swiss Bridge Foudation, FINER CNPq, CAPES.
E-mail: hemato_hc@inca.gov.br
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Transporte do calcio por isoformas da Ca** - ATPase em
leucemias

Luque DG, Gavinho-Vianna FA, Vasconcelos FC, Rumjanek VM, Maia RC
Laboratério de Hematologia Celular e Molecular, Servico de Hematologia, HCI/INCA

Introdugao: A resisténcia a multiplas drogas (MDR) estd relacionada com a expressio da glicoproteina P (Pgp),
proteina relacionada 8 MDR (MRP) e breast cancer releated protein (BCRP). A interagio entre MDR e a familia de
proteinas chamadas SERCA (sarco/reticulum CA?*-ATPases), que transportam célcio do citoplasma para o reticulo
sarco/endoplasmdtico, foi observada em uma linhagem leucémica resistente, exibindo fenétipo MDR mediado
pela expressao da Pgp (K562-Lucena). A SERCA nio foi inibida pela Tapsigargina (TG), seu inibidor especifico, ao
contrdrio da linhagem parental K562 Pgp negativa. Nao hd estudos semelhantes em amostras de pacientes leucémicos.
Objetivo: Analisar o perfil de mobilizacio de cdlcio em amostras de células de pacientes leucémicos com e sem o
fenétipo MDR. Materiais e métodos: Foram utilizadas amostras de sangue periférico ou de medula dssea de 22
pacientes leucémicos: 6 de LMC (leucemia mieldide crénica), 10 de LMA (leucemia mieléide aguda), 2 de LLA
(leucemia linféide aguda) ¢ 4 de LLC (leucemia linféide cronica). Como controle, foram utilizadas células
mononucleares do sangue de individuos normais. O perfil de mobiliza¢ao de cdlcio foi determinado por fluorescéncia,
utilizando Fura 2-AM. A expressio ¢ a atividade das proteinas MDR foram analisadas por citometria. Resultados:
As amostras de LLC e LLA exibiram perfis de mobiliza¢do de cdlcio semelhantes aos dos individuos normais,
enquanto que os perfis de mobilizagao de cdlcio das amostras de LMC e LMA mantiveram-se iguais entre si, mas
diferentes daqueles observados em individuos normais. Nenhuma amostra leucémica apresentou resisténcia a
agdo da TG. Dezesseis, de 22 amostras, eram Pgp +, 11/22 MRP + e 1/22 BCRP +. Dezenove amostras exibiram
atividade MDR. Discussio e conclusao: Nas células dos pacientes (diferente das linhagens), a presenca do fenétipo
MDR nio induziu resisténcia a a¢ao inibidora da TG. O actimulo de cdlcio € o resultado nio sé da mobilizacao
dos estoques internos de cdlcio como da entrada e saida de cdlcio extracelular ¢ o tamponamento de cdlcio para as
mitocdndrias. Conforme foi observado em nosso trabalho, diversos tipos celulares podem apresentar diversos
niveis de cdlcio intracelular apés estimulo como resultado dos mecanismos operantes nestas células. Para entendermos
melhor os padroes de acimulo de cdlcio nas diversas leucemias, serdo necessdrios experimentos que estudardo o
efeito do cdlcio extracelular e a andlise da agiao de inibidores da calmodulina na inibicao da Ca*-ATPase de
membrana plasmdtica.

Financiamento: PRONEX, FAPERJ.
E-mail: hemato_hc@inca.gov.br
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Estudo do perfil inflamatério da doenca enxerto-contra-
hospedeiro aguda

Du Rocher BAS; Diamond HR; Campos MM; Gomes BE; Wagner-Souza K; Lira CCP; Almeida-Oliveira A; Amado DS; Abdelhay E; Ornellas MH
Laboratério do CEMO - INCA

Introdugdo: A infusio de células-tronco hematopoéticas alogeneicas (ICTH) tornou-se o tratamento de escolha
para intimeras doencas hematoldgicas. Embora sua importincia seja evidente, uma grande limitacio ¢ a alta
incidéncia da doenga enxerto-contra-hospedeiro (DECH) nos transplantes alogeneicos levando a uma alta taxa de
morbi-mortalidade. A DECH ¢ caracterizada como uma doenga inflamatéria na qual o enxerto imunocompetente
reage contra o hospedeiro que se encontra imunossuprimido e extremamente inflamado em decorréncia do regime
de condicionamento. Assim, apés a ICTH, as células T do doador encontram um micro-ambiente favordvel
(inflamado e com antigenos ndo préprios) & sua ativagdo e iniciam uma resposta imune contra o hospedeiro
levando 4 injuria tecidual. Assim, as citocinas desenvolvem um papel crucial, j4 que elas sio um dos fatores
responsdveis por fornecer e manter o estimulo necessdrio a ativagio das células T e por possibilitar a migragao
destas células para os érgaos alvos. Objetivos: I) Quantificar as concentragbes séricas de determinadas citocinas
antes, durante e apés a ICTH visando 2 obten¢do de dados e/ou padrdes que possam predizer o grau da DECHa
ou a evolugio no pés-ICTH. II) Avaliar o perfil TH1/Th2 destes pacientes. Metodologia: Foram separados plasmas
de pacientes que se submeteram 4 ICTH mediante a concordincia destes em participar desta pesquisa. As amostras
obtidas nos dias D-8, D0, D+15, D+30, D+45 ¢ D+90 foram congeladas a -80°C até o momento do experimento.
Os niveis das citocinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, TNF-o e IFN-y foram medidos empregando a técnica Human
Th1/Th2 Cytokine Cytometric Bead Array por citometria de fluxo. Resultados: Entre mar¢o/2005 e junho/2006,
foram estudados 14 pacientes. Observou-se um aumento das citocinas IL-5, IL-10 e IFN-g no D+15. A partir
desta data, foi observado um decréscimo progressivo dos niveis de IFN-g que se mantiveram em declinio até o
D+90. A IL-5, durante todo o periodo, oscilou e a IL-10 diminuiu até o D+30, mantendo-se constante. Nos
pacientes com DECHa, foram observados niveis aumentados de IFN-g quando comparados ao paciente que nio
desenvolveu a doenca. Neste, observou-se que os niveis de IL-4, IL-5, IL-10 mantiveram-se aumentados. Apesar
da pequena amostra, estes dados sugerem que o equilibrio entre as citocinas pré e anti-inflamatdrias pode predizer
o desenvolvimento da DECHa e permitir um melhor monitoramento em prol do beneficio para o paciente.

E-mail: eabdelhay@inca.gov.br
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Caracterizagao imunofenotipica de leucemia

linfoblastica aguda (LLA) comprometida com a linhagem B

Amado DS; Diamond HR; Du Rocher BAS; Almeida-Oliveira A; Gomes BE; Wagner-Souza K; Lira CCP; Campos MM; Souza MHFO
Imunologia do CEMO/INCA

A leucemia linfobldstica aguda (LLA) ¢ caracterizada por um actimulo excessivo de linfoblastos dentro do espago
medular, decorrente de uma proliferagio clonal incontrolada de precursores linféides que perderam a capacidade
de diferenciagdo. A doenca ¢ heterogénea quanto a aspectos morfoldgicos, fenotipicos, citogenéticos e clinicos. A
imunofenotipagem permite a identificagao de antigenos na membrana celular, no citoplasma ou mesmo intranuclear
pela ligagdo com anticorpos monoclonais. O objetivo deste trabalho foi o estudo imunofenotipico de pacientes
portadores de leucemia linfobldstica aguda comprometida com a linhagem B, oriundos de entidades publicas do
Rio de Janeiro, relacionando com dados da literatura. Foram estudados pacientes recém diagnosticados. Até a
presente data, foram estudadas amostras de medula dssea ou sangue periférico de 31 pacientes, sendo 12 do sexo
masculino ¢ 19 do feminino. O anticorpo monoclonal CD19 estava presente em 93,5% dos casos, o CD10 em
83,9%, sendo a dupla positividade para CD10 e CD19 encontrada em 76,7% dos casos. O anticorpo monoclonal
CD22 esteve presente em 84,6% das amostras analisadas e 0 CD20 em 33,3%. Ocorreu alta incidéncia de CD34
e HLA-DR, que sio marcadores de células mais indiferenciadas, a presenca de marcadores aberrantes foi rara,
apenas um paciente foi reativo ao CD13, um ao CD7 e quatro ao CD33. Neste estudo, houve a predominincia
do subtipo B precoce (77,4% dos pacientes), caracterizado pela positividade brilhante do anticorpo monoclonal
CD10 envolvendo grande percentual de células leucémicas, que foi altamente freqiiente em criangas de 1 a 9 anos,
totalizando 45,2% dos casos. O subtipo pré-B foi observado em 16,1% dos pacientes estudados, sendo mais
freqiiente em mulheres (60%) e o subtipo pré-B teve uma incidéncia de 6,5%, ocorrendo somente em duas
criancas do sexo feminino, uma de 3 anos e outra de 4 anos. A auséncia de pacientes com LLA B transicional e
com LLA B madura pode ser justificada pela raridade dessa doenca e pelo pequeno niimero amostral estudado. Os
resultados obtidos através deste estudo estao de acordo com os dados da literatura.
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Estabelecimento de vetores retrovirais para analise do NFAT
na diferenciacao e proliferacao celular

Cruz ALC, Robbs BK, Viola JPB
Diviso de Biologia Celular/INCA

O fator nuclear de células T ativadas (nuclear factor of activated T cells - NFAT) foi inicialmente descrito como
sendo capaz de regular a expressio do gene IL-2 em células T Jurkat ativadas. Atualmente, cinco membros distintos
constituem a familia NFAT: NFAT1 (também conhecido como NFATp ou NFATc2), NFAT2 (NFATc ou NFATc1),
NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATx ou NFATc3) e NFAT5 (TonE-BP). Os cinco membros dessa familia
compartilham uma regido de ligagdo ao DNA altamente conservada e estruturalmente similar entre si. As proteinas
NFAT1-4 sio ativadas pela fosfatase calcineurina a partir de estimulos que aumentem os niveis intracelulares de
cdlcio. A calcineurina atua desfosforilando serinas em um dominio regulatdrio presente nestas proteinas, levando
a sua translocagdo nuclear e a ativagio de sua atividade transcripcional. Sitios de ligacio para NFAT foram
descritos em indimeros genes incluindo citocinas IL-2, IL-4, IL-13, IFN-y, TNF-a, proteinas de superficie CD40L
e FasL e outros genes envolvidos em proliferagdo, diferenciagio e morte celular. Dados obtidos em camundongos
knockout mostram que a deficiéncia da proteina NFAT1 gera um fendtipo hiperproliferativo, um aumento na
produgdo de IL-4 ¢ uma diminuicdo na produ¢io de IFN-g, enquanto que a deficiéncia de NFAT2 causa uma
redugdo dos niveis de IL-4 ¢ da proliferagio celular. Apesar destes resultados, ambas as proteinas sio capazes de
induzir a expressdo das citocinas IL-4 ¢ IFN-g em experimentos 77 vitro. Para entender este paradoxo, vetores
retrovirais foram construidos contendo os genes NFAT1 e NFAT?2 e suas formas constitutivamente ativas feitas
com mutagdes de serinas da regido regulatéria para alaninas, simulando uma proteina desfosforilada. Esses vetores
apresentam o gene repérter EGFP em duas situagoes: fusionado com o NFAT (vetor pLEGFP) ou separado deste
por um sitio de entrada ribossomal interno (vetor pLIRES-EGFP). Apds a etapa de construgio, validaremos os
vetores a partir de uma série de ensaios apds a transfeccdo em linhagem 293T: western blot para confirmagio da
expressdo de NFAT para andlise de peso molecular e niveis de defosforilagio; localizagio subcelular por microscopia
de fluorescéncia e ensaio de transativagdo a partir de atividade de luciferase de um promotor contendo trés regides
consenso de ligagao para NFAT. A validagdo desses vetores é uma etapa crucial para concretizar sua utilizagdo em
diversos projetos do laboratério, cujo objetivo final visa a elucidar o papel dos membros NFAT1 e NFAT2 no
controle da proliferagdo e diferenciagio celular no sistema imune.
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Caracterizagao do polimorfismo Ile655Val do gene ERBB2

em pacientes com cincer da mama

Indio-do-Brasil V, Vianna-Jorge R
Divisdo de Farmacologia, CPQ-INCA - Depto. de Farmacologia Bdsica e Clinica, ICB-UFRJ

Introdugao: A proteina HER-2 ¢ um receptor associado 2 tirosina-quinase, com estrutura similar & do receptor de
fator de crescimento epitelial. A HER-2 estd presente em aproximadamente um terco dos carcinomas primdrios da
mama e sua expressio estd associada a um mau progndstico. A expressio de HER-2 aumenta pardmetros de
resposta proliferativa e metastdtica em cincer da mama e induz resisténcia A terapia hormonal, paclitaxel e ao
TNEF-a (fator de necrose tumoral-a). O gene ERBB2 (17g21), responsdvel pela codificagio de HER-2, apresenta
polimorfismo (Ile655Val) na regido codificante do dominio trans-membrana e hd controvérsias quanto a associagio
entre a presenca do alelo variante Val® e o maior risco de cincer da mama. A freqiiéncia do alelo Val® varia entre
diferentes grupos étnicos e nao hd dados na literatura quanto a freqiiéncia deste polimorfismo entre brasileiras.
Objetivos: Desenvolver e validar metodologia para caracterizar os gendtipos do polimorfismo Ile655Val do gene
ERBB2 de pacientes com cincer da mama. Calcular a freqiiéncia do alelo variante Val®”, e estimar o nimero de
individuos para um estudo caso-controle. Metodologia: Foram genotipadas 31 pacientes que apresentaram idade
média de 50,8 anos (ICys,, 47,7 - 53,9), e autoclassificadas como brancas (15), intermedidrias (13) e negras (2),
com diagndstico de adenocarcinoma da mama invasivo (primdrio, operdvel e ndo metastdtico), apds o término de
quimioterapia neoadjuvante, adjuvante, cirurgia e/ou radioterapia realizadas no INCA - HC III, Rio de Janeiro-
RJ, com determinagdo de starus HER-2 em bidpsias tumoral. O DNA genémico foi extraido das amostras de
sangue através do sistema "DNAzol" (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA) e submetido a reacoes de PCR,
baseadas no método jd descrito por Xie et al. A avalia¢io da ocorréncia do polimorfismo foi realizada com base no
perfil de digestdo do fragmento de PCR pela endonuclease especifica BsmA 1. As amostras, com indicativo de
variagdo alélica, de acordo com o perfil de PCR-RFLP, foram submetidas a seqiienciamento automdtico.
Resultados e Discussoes: Os perfis de separagdo eletroforética dos produtos digeridos conseguiram distinguir com
clareza os homozigotos variantes dos selvagens ¢ dos heterozigotos.

A distribui¢do dos diferentes genétipos das 31 pacientes com cincer da mama estd representada abaixo.

Distribuicdo dos gendtipos ERBB2 em pacientes com céncer da mama

Gendtipo N Brancas infermedidrias negras
lle/lle 27 12 12 2
lle/Val 3 2 1 0
Val/Val 1 1 0 0

A freqiiéncia do alelo variante Val® foi de 0,08 (IC,s, 0,03 - 0,18). Esse valor estd compreendido entre as
freqiiéncias observadas para populagdes africanas e afro-americanas (0,01 - 0,09) e abaixo das freqiiéncias observadas
entre pacientes européias e euro-americanas (0,20 - 0,26). O pequeno tamanho de nossa amostra, associado 4
grande miscigenagio da populagio brasileira, limita a comparagdo entre os diferentes resultados de freqiiéncia jd
descritos na literatura. Com base nestes resultados preliminares de freqiiéncia, podemos estimar que, para a
avaliagio de associagdo entre o alelo variante Val® e o risco de cAncer da mama na populagio brasileira, seria
necessdrio realizar um estudo caso-controle com pelo menos 300 individuos em cada grupo.

Financiamento: CNPq, FAPERJ.
E-mail: farmaco@inca.gov.br

Revista Brasileira de Cancerologia 2006; 52(3): 263-313 311



Jornada de Iniciacao Cientifica (IC)

Caracterizacao do papel do fator de transcricao NFAT1 na
progressao do ciclo celular e na tumorigénese

Bastos NC, Carvalho LDS, Viola JPB
Grupo de Regulaciio Génica, Divisio de Biologia Celular, Coordenagdio de Pesquisa, INCA.

A familia de fatores de transcricio NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells) foi inicialmente descrita durante a
ativagdo e diferenciagio de linfécitos T. Diversos trabalhos descreveram as proteinas NFAT como reguladoras da
ativagio de células do sistema imune e da expressio de seus mediadores imunoldgicos. Sitios de ligagdo para as
proteinas NFAT estdo presentes nas regies promotoras de diversos genes de citocinas, e de moléculas de superficie.
No entanto, trabalhos recentes vém demonstrando que proteinas NFAT estdo presentes em uma grande variedade
de tipos celulares e tecidos ndo relacionados ao sistema imune. De fato, esses fatores de transcri¢do tém sido
implicados na regulacdo de genes envolvidos com o desenvolvimento, a proliferacdo, a diferencia¢do, a angiogénese
e possivelmente com a tumorigénese. O objetivo deste trabalho ¢ caracterizar o papel do fator de transcrigao
NFAT1 na progressao normal do ciclo celular e na tumorigénese. Para alcangar esses objetivos, foi construida uma
linhagem celular que apresenta expressio condicional da proteina NFAT1 induzida através da adigio de tetraciclina
(CHO-NFAT1). A andlise dessa linhagem celular comprovou que a proteina NFAT1 mantém suas propriedades
funcionais, sendo ativada e translocada para o nucleo através de um estimulo de cdlcio, e tendo sua atividade
bloqueada pela droga imunossupressora ciclosporina A. Ensaios de proliferagio por incorporagio de timidina
tritiada demonstraram que as células que expressam NFAT1 proliferam menos do que as células controle (sem
NFAT1). A marcagio com iodeto de propidio demonstrou um atraso na entrada em fase S do ciclo celular pelas
células que expressam NFAT1 quando comparadas as células controle. O inéculo subcutineo da linhagem celular
CHO-NFAT1 em camundongos BALBc nude/nude demonstrou que o crescimento tumoral in vive ¢
significativamente reduzido quando a expressio de NFAT1 ¢ induzida pelo tratamento com tetraciclina. Ensaios
preliminares da expressio de genes do ciclo celular apontam para uma inibi¢do da expressdo de ciclinas durante a
expressdo condicional de NFAT1. O conjunto desses resultados pretende indicar a participagdo da proteina NFAT1
durante a progressio do ciclo celular e um possivel papel supressor de tumor iz vivo.
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