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RESUMO

FERREIRA, A.C. Avaliacdo da expressdao de GLUT-1 como marcador de
diagndstico e prognostico em cancer de mama em bidpsias liquidas. 2018. 45f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Bacharelado em Biomedicina) — Centro

Universitario Sdo Camilo, Sao Paulo, 2018.

Introducdo. As neoplasias da mama séo a principal causa de mortalidade por cancer
entre mulheres. A progressao tumoral caracteriza-se por um rapido crescimento
celular acompanhado por alteragbes no microambiente das células tumorais e a
manutencao do crescimento da célula tumoral exige um alto gasto bioenergético. O
processo celular mais eficiente de geracdo de energia é o metabolismo da glicose. A
glicose é uma molécula polar e insoltuvel, de forma que sua entrada ou saida da célula
por difusdo facilitada depende de proteinas de transporte. O transportador de glicose
mais amplamente expresso € o GLUT1, que é responsavel pela absorcdo basal de
glicose. Sua expressdo aumentada tem sido observada em doencas malignas.
Objetivos. Neste estudo, pretendeu-se avaliar a expressao do gene GLUT1 (SLC2A1)
em amostras de sangue periférico de pacientes com cancer de mama. Material e
Métodos. A expressdo do gene GLUTL1 foi avaliada por PCR em tempo real em
amostras de tumor e em amostras seriadas de sangue periférico de 33 pacientes com
cancer de mama e doadoras saudaveis (controle). Resultados. O gene GLUT1
mostrou-se mais expresso no sangue periférico de pacientes com cancer de mama
do que nas amostras das doadoras saudaveis. A expressao de GLUT1 est4 associada
com a progressdo da doenca e correlacionada com a expressdo de CD147, um
marcador de progndstico. Concluséo. A expressédo de GLUTL1 no sangue periférico

possui potencial diagndstico e progndéstico em pacientes com cancer de mama.

Palavras-chave: Transportador de Glicose Tipo-1. Neoplasia de mama. Biopsia

liquida. Metabolismo tumoral.



ABSTRACT

FERREIRA, A. C. Evaluation of GLUT-1 expression as a marker of diagnosis and
prognosis in breast cancer in liquid biopsies. 2018. 45F. Completion coursework

(Bachelor degree in Biomedicine) — Centro Universitario Sdo Camilo, Sdo Paulo, 2018.

Introduction. Breast neoplasms are the leading cause of cancer mortality among
women. Tumor progression is characterized by rapid cell growth accompanied by
changes in the microenvironment of tumor cells and maintenance of tumor cell growth
requires high bioenergetic expenditure. The most efficient cellular process of
generating energy is glucose metabolism. Glucose is a polar and insoluble molecule,
so that its entry or exit from the cell by facilitated diffusion depends on transport
proteins. The most widely expressed glucose transporter is GLUT1, which is
responsible for basal glucose uptake. Its increased expression has been observed in
malignant diseases. Goals. In this study, it was intended to evaluate GLUT1 gene
expression (SLC2A1) in peripheral blood samples from patients with breast cancer.
Material and methods. GLUT1 gene expression was assessed by real-time PCR in
tumor samples and serial peripheral blood samples from 33 breast cancer patients and
healthy donors (control). Results. The GLUT1 gene was shown to be more expressed
in the peripheral blood of breast cancer patients than in healthy donor samples. GLUT1
expression is associated with disease progression and correlated with expression of
CD147, a marker of prognosis. Conclusion. GLUT1 expression in peripheral blood has

diagnostic potential and prognosis in patients with breast cancer.

Keyword: Glucose transporter 1. Mammary neoplasms. Liquid biopsy. Tumor

metabolism.
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1 INTRODUGCAO

As neoplasias da mama séo a principal causa de mortalidade por cancer entre
mulheres. De acordo com a estimativa do Instituto Nacional do Cancer para o ano de
2018, séo esperados 59.700 novos casos de cancer de mama no Brasil, com um risco
estimado de 56,2 casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2018).

O cancer de mama €é uma doenca clinicamente heterogénea e
aproximadamente 10-15% das pacientes apresentam uma doenca agressiva e
desenvolvem metastase a distancia nos trés primeiros anos apés a detec¢ado do tumor
primario. Nestas pacientes, mais do que o tumor primério, as metastases a distancia
sao a principal causa de mortes (Weigelt e col., 2005). Assim, pacientes com cancer
de mama vivem sob o risco do desenvolvimento de metastases. A natureza
heterogénea destas metastases faz com que seja dificil ndo apenas a definicdo da
cura, como também dos fatores de risco para seu desenvolvimento. Como ainda nao
€ possivel predizer com precisdo o risco de desenvolvimento de metastases para
pacientes individuas, mais de 80% delas recebem a quimioterapia adjuvante, embora
muitas pudessem se beneficiar apenas com o tratamento local (cirurgia e radioterapia)
(EBCTCG e col., 2012). Assim, muitas pacientes sofrem com os efeitos toxicos da
quimioterapia desnecessariamente, o que torna evidente a importancia de marcadores

gue possam predizer o risco de desenvolvimento de metastase.

A progressao tumoral (i.e. proliferacéo, invasdo e metastase) caracteriza-se por
um rapido crescimento celular acompanhado por alteracées no microambiente das
células tumorais (Vaupel, 2004) e a manutencdo do crescimento da célula tumoral
exige um alto gasto bioenergético (Curry e col.,, 2013). O processo celular mais
eficiente de geracdo de energia é o metabolismo da glicose: os produtos de sua
quebra, como o piruvato, séo utilizados no ciclo do acido citrico e fosforilacdo oxidativa
na mitocondria na presenca de oxigénio, processo que gera 38 moléculas de
adenosina trifosfato (ATP) por glicose (Thorne e Campbell, 2015). Assim, o
suprimento adequado de oxigénio e glicose € essencial para o funcionamento celular,
uma vez que é necessario para manter as reservas energéticas celulares apropriadas,

principalmente na forma de ATP.
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A glicose é uma molécula polar e insoluvel, de forma que sua entrada ou saida
da célula por difusédo facilitada depende de proteinas de transporte. Proteinas de
transporte tém a funcdo de intermediar a translocacdo de substratos através das
membranas celulares, tanto do meio extracelular para o intracelular, como vice-versa
(Xie e col., 2018). Duas superfamilias de proteinas de transporte — ATP-binding
cassette (ABC) e carreadoras de solutos (solute carrier — SLC) — sdo amplamente
expressas pelos orgaos e tecidos do corpo humano em diferentes quantidades (The
International Transporter Consortium, 2010). Diferentemente dos transportadores
ABC, que intermedeiam o efluxo ativo (dependente de energia) de substratos
intracelulares, a familia SLC realiza basicamente a captacdo de pequenas moléculas
(He e col., 2009). Existem aproximadamente 400 proteinas SLC que estéo divididas
em 52 subfamilias, de acordo com sua similaridade de sequéncia (Li e Shu, 2014).
Cada subfamilia SLC em patrticular apresenta alta seletividade e interage apenas com
um grupo restrito de substrato. Em condi¢des fisiol6gicas, algumas proteinas SLC
possuem papel importante na manutencdo da homeostase corporal, uma vez que
facilitam a captacdo de algumas moléculas essenciais para a vida, como nutrientes,

ions, aminoacidos e glicose (Colas e col., 2016).

Considerando a glicose, existem dois diferentes tipos de proteinas
transportadoras desta molécula nas células humanas: os GLUT (transportadores de
glicose) e os SGLTs (simportadores de sédio-glicose). Ambos pertencem a familias
de genes carreadores de soluto (SLC) (Scheepers, 2004). O principal regulador do
transporte da glicose em células tumorais sdao os GLUT. A maioria das proteinas
GLUT catalisa o transporte bidirecional da glicose. Esta familia (também conhecida
por SCL2A) é composta por 14 membros, que possuem especificidade tecidual a
diferentes hexoses, uratos, glicosaminas e ascorbatos. Pelo menos uma proteina
GLUT é expressa em cada um dos diferentes tipos celulares humanos (Mueckler e
Thorens, 2013). Os membros desta familia de facilitadores estdo agrupados em trés
classes, com base em similaridade de sequéncia. A Classe 1 compreende os GLUTs
ladeol4,GLUT 1 a 4 sdo as proteinas facilitadoras de transporte de glicose mais
descritas até o momento; GLUT 1 possui expressdo ubiqua e € responsavel pelo

suprimento celular basico de glicose. A Classe 2 compreende os GLUTs 5, 7,9 e 11,
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transportadores especificos para frutose, e a Classe Ill, os GLUTs 6, 8, 10, 12 e HMIT
(Scheepers e col., 2004; Mueckler e Thorens, 2013).

Figura 1: Esquema simplificado da entrada de glicose na célula pela proteina GLUT 1

Glicose
[ 1 Meio extracelular

GLUT1

Meio intracelular

Glicose

Fonte: Adapatado de LIMITED LIABILITY COMPANY, 2018

Algumas células tumorais dependem da glicélise ao invés da fosforilacdo
oxidativa para producdo de energia, fendmeno conhecido por Efeito de Warburg
(Warburg, 1956). Assim, para satisfazer sua demanda de energia, estas células
possuem uma taxa elevada de consumo de glicose (Oh e col., 2017). Diversos
transportadores de glicose ja foram descritos como super-expressos em diferentes
tipos de tumores (Mazurek e col., 2005). O transportador de glicose mais amplamente
expresso é o GLUT-1, que é responsavel pela absor¢céo basal de glicose (Wood e col.,
2003). O GLUT-1 foi originalmente purificado de eritrécitos e também é encontrado
em células endoteliais da barreira hematoencefdlica, olhos, placenta, nervos
periféricos e glandulas mamarias em lactacdo (Zhao e Keating, 2007). Em geral,
GLUT-1 é indetectavel em células epiteliais saudaveis ou em tumores epiteliais
benignos, mas sua expresséo aumentada tem sido observada em doengas malignas.
De fato, expressao elevada de GLUT-1 tem sido correlacionada com proliferacao
celular e com pior prognostico em diferentes tipos de cancer, inclusive o cancer de
mama (Kunkel e col., 2003; Kang e col., 2002). No cancer de mama triplo negativo
(basal-like, TNBC), por exemplo, a expresséo de GLUT-1 também tem sido associada
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com o maior grau histologico, negatividade para ER, PR, CK5/6, expressao de EGFR

e expressédo aumentada de p53.

O mecanismo que esta por tras da regulacdo do GLUT-1 no cancer envolve
diferentes moléculas e vias de sinalizacéo, tais como a via de sinalizacao PI3K/Akt, o
fator 1 de inducdo de hipdxia (HIF-1), Ras, c-Myc e a proteina supressora de tumor
p53 (Zhao e Keating, 2007).

1.1 Avaliacao da dinamica tumoral durante o tratamento: biépsia liquida

A biopsia sélida (ressecc¢do do tumor) ndo pode ser frequentemente realizada por
ser um procedimento invasivo e, em muitos casos, com o tumor presente em locais
de dificil acesso. Assim, é de grande importancia clinica que métodos menos invasivos
de avaliacdo da dindmica tumoral sejam desenvolvidos e aplicados durante todo o
processo de tratamento. Em tumores sélidos (como no caso do cancer de mama),
células tumorais podem se disseminar a partir do tumor primario durante sua
evolucdo. Essas células podem permanecer no organismo apos a remocéo do tumor
e atualmente ndo sao detectaveis por meio de metodologias propedéuticas
convencionais, o que caracteriza a doenga residual minima (Diel & Cote, 2000; Ring
e col., 2004). Estas células tumorais circulantes (CTC) presentes no sangue periférico
das pacientes tem chamado a atencdo da comunidade médica porque a analise de
mutacdes ou de expressdo génica destas células pode ser uma ferramenta valiosa
para o monitoramento do tumor ao longo do tratamento (Ma e col., 2015). Técnicas
de deteccédo e caracterizacdo da CTC tém o potencial de desempenhar o papel de
“bidpsia liquida” (figura 2) que permitira aos clinicos acompanhar o desenvolvimento

e progressao do tumor e determinar o melhor tratamento para aquele paciente.

Em pacientes com cancer de mama, a deteccédo das CTC no sangue periférico ja
foi associada com reduzida sobrevivéncia geral e livre de progressédo. A deteccao da
expressao de citoqueratina 19 (CK-19) em CTCs no sangue apds quimioterapia
adjuvante € um fator de risco independente que indica a presenca de doenca residual
resistente a quimioterapia (Apostolaki e col., 2007; Ignatiadis e col., 2007; Strati e col.,
2011). Tais estudos demonstram que € possivel pesquisar células epiteliais no sangue

periférico de pacientes com cancer de mama metastatico e que a sua presenca pode
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ser gquantificada. Como as CTCs sdo altamente heterogéneas, sua caracterizacao
molecular através do estudo da expresséao de diferentes genes é de suma importancia
ndo apenas para confirmar sua origem, como também para detectar alteracdes
fenotipicas associadas a progressdo do tumor e resisténcia ao tratamento
quimioterapico.

Figura 2 — Bi6spia liquida: Tumores solidos podem lancgar (1) DNA e RNA de tumor circulante,
(2) CTCs apoptoticas, ou (3) CTCs integras na circulacdo. (4) Podem ser lancados DNA e

RNA de tumor circulante na corrente sanguinea apds morte de células tumorais por necrose
ou apoptose.

Tumor so6lido Células tumorais
apoptoticas ou necroticas

ctRNA
u\“y

S

4

ctDNA

Fonte: adaptado de Schweizer e Antonarakis (2015)

Técnicas de imunohistoquimica e técnicas moleculares como a reacédo da
polimerase em cadeia (PCR) e suas varia¢des, como 0 RT-PCR (transcricédo reversa
seguida de PCR) e gPCR (PCR quantitativo) sdo amplamente utilizadas para
deteccado de células epiteliais em pacientes com cancer de mama. Em nosso grupo,
Novaes e colaboradores mostraram que a sensibilidade da técnica de RT-PCR para
a deteccdo de células que expressam CK-19 na fracdo mononuclear do sangue

periférico era de 1 para 10° (Novaes e col., 1997). Os autores também correlacionam
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a expressdo de CK-19 com resposta a quimioterapia neoadjuvante, adjuvante ou
paliativa. Slade e col. (1999) compararam as técnicas de RT-PCR quantitativo e de
imunodeteccdo de células circulantes e encontraram boa correspondéncia entre
ambas as técnicas; achados positivos por ambas as técnicas também tiveram

correspondéncia com o prognostico das pacientes estudadas (Smith e col., 2000).

Pelo acima exposto, as células regulam o metabolismo da glicose de acordo
com seu status de crescimento e diferenciacdo, bem como de acordo com o
suprimento de oxigénio. A discrepancia entre a alta taxa de crescimento tumoral e a
revascularizacdo para suprimento do oxigénio e nutrientes fazem com que sua
adaptacao ao ambiente de hipdxia seja a base da sobrevivéncia e crescimento destas
células. No processo de reprogramacdo metabdlica, as células tumorais se adaptam
a hipdxia via aumento da glicélise. Assim, a inducéo da glicolise € essencial para a
sobrevivéncia da célula tumoral em condicbes de hipdxia e acidificacdo do
microambiente extracelular. Por causa de sua fungcédo essencial a célula, diversos
estudos retrospectivos ou prospectivos tém revelado a importancia clinica das
proteinas SLC como biomarcadores de diagnostico e progndstico de diferentes tipos
de tumores (Xie e col., 2018). Salienta-se que as propriedades celulares do GLUT1
tém sido extensivamente utilizadas na tomografia de emissdo de pdsitron para a
deteccdo e avaliacdo de resposta terapéutica em combinacdo com o analogo da
glicose 2-[18F]-fluoro-2-deoxi-D-glicose (FDG) como um radiotracador (Godoy e col.,
2009).

Portanto, neste estudo pretende-se avaliar a expressdao do gene GLUT1
(SLC2A1) em amostras de sangue periférico de pacientes com cancer de mama
atendidas no ambulatério de oncologia da Faculdade de Medicina do ABC (FMABC),
bem como em sangue periférico de doadoras saudaveis. Até o momento, este gene
nao teve sua expressao avaliada em outro material bioldgico que ndo peca tumoral

por nenhum grupo de pesquisa.
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2 OBJETIVOS

. Avaliacdo seriada da expressédo do gene GLUT1 em amostras de tumor e
sangue periférico de 33 pacientes com cancer de mama precoce e localmente
avancado, antes e durante o tratamento quimioterapico adjuvante ou
neoadjuvante, e de doadoras saudaveis (sangue periférico), oriundas da
Faculdade de Medicina do ABC,

. Correlacdo dos dados moleculares com a expressao de outro marcador de
metabolismo tumoral (MCT1 e CD147) j& analisado pelo grupo em trabalho
anterior (processo FAPESP 2014/ 17693-1)

. Correlacdo dos dados moleculares com as demais variaveis clinicas e

patologicas das pacientes incluidas no estudo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular e Analises
Clinicas da Faculdade de Medicina do ABC, sob aprovacéo do Comité de Etica em

Pesquisa Institucional n°® 2.433.922, disponivel em anexo.

Para avaliacdo da expressdao de GLUT1 e associacdo com variaveis
patolégicas como grau de diferenciacédo e status de progressdo da doenca, foram
analisadas 33 pacientes com cancer de mama, provenientes do servigo de oncologia
da FMABC. Destas pacientes, foram obtidas amostras de sangue periférico ao
diagnéstico e 3 e 6 meses apos o inicio do tratamento quimioterapico, bem como
amostras de bidpsia do tumor original, nos casos em que foi feita quimioterapia
neoadjuvante, ou da peca operatdria, nos casos em que se fez quimioterapia
adjuvante. Como controle, foram utilizadas amostras de sangue periférico de 25
mulheres saudaveis (doadoras). Todas as pacientes e doadoras saudaveis assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (CAAE 15959913.7.0000.0082 e
74089417.2.0000.0082) disponivel em anexo.

3.2 Extracao de RNA

Para a analise da expressao genica dos alvos estudados em tumores, apés
desparafinizacdo das pecas tumorais com 1 mL de xilol, foi utilizado o kit RNeasy®
FFPE Kit (Qiagen, cat. no 74404) para se obter o RNA, seguindo as recomendacdes
do fabricante.

Para a analise da expressao génica em bidpsia liquida, foram coletados por
puncdo venosa 15 mL de sangue periférico e com o reagente TRIzol (TRIzol LS
Reagent, Thermo Fisher Scientific cat. no. 10296-010, Waltham, MA, USA), seguindo
as recomendacdes do fabricante, foi obtido o RNA total da fracdo leucocitaria. A
concentragéo e arazao A260/A280 do RNA total foi mensurada por espectrofotometria
com o NanoDrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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3.3 Sintese de cDNA

As amostras de RNA (0,5ug inicial) foram convertidas em cDNA com auxilio do
QuantiTect Reverse Transcription kit (Qiagen, cat no 205311), seguindo as

recomendacdes do fabricante.
3.4 qPCR

A expressédo do gene GLUT1 foi avaliada por PCR em tempo real (QPCR). Os
primers especificos para este gene foram desenhados com o auxilio do programa
Primer3 Input 0.4.0 software, disponivel no endereco http://frodo.wi.mit.edu/primer3/.
As sequéncias de primers assim desenhadas foram checadas quanto a sua
especificidade pelo programa Primer-BLAST, disponivel no endereco
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast. A sequéncia dos primers desenhados

e caracteristicas de seus amplicons encontram-se descritos no quadro 1.

Para a normalizacdo da expressdo relativa do gene-alvo, foram utilizados
valores médios de expressao do gene (-actina, proteina envolvida na motilidade,
estrutura e integridade celular, do gene HPRT que codifica uma enzima transferase
que participa do metabolismo de nucleotideos e do gene RPL13a, que codifica uma

proteina que faz parte da subunidade de 60S dos ribossomos.

A padronizacao inicial das amplificacdes por PCR em tempo real ocorreu em
um termociclador Applied Biosystems 7500 Real Time PCR Systems (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA) em um volume final de 15 pL contendo: 1X SYBR
Green mix (Quantitec SYBR Green PCR kit, QIAGEN cat. no. 204054), 15 pmol de
cada primer especifico e 2 yL cDNA (diluidos inicialmente 10X). Os parametros
ciclicos iniciais foram de um passo inicial de hot start a 95°C por 10 minutos, seguido

por 40 repeticbes de 95°C por 15 segundos e 61°C por 25 segundos.

A curva de calibragédo para o gene sob estudo foi feita com diluicGes seriadas
de cDNA sintetizado a partir de 1 ug de mRNA da linhagem celular MDA-MB-231
(cancer de mama metastatico). Foram utilizados 5 pontos, com fator de diluicdo de
log10.
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Quadro 1. Caracteristicas dos primers especificos e seus amplicons.

GENE SEQUENCIA (5"- 3") AMPLICON
(bp)
GLUTL F- CCCAGAAGGTGATCGAGGAG 201

R- CCAGCAGGTTCATCATCAGC

Beta-actina F - CCCTGGAGAAGAGCTACGAG 225
R - CAATGCCAGGGTACATGGTG
HPRT F- CCTGGCGTCGTGATTAGTGA 162
R- GCCTCCCATCTCCTTCATCA
RPLI130 (18S) | F- TTGAGGACCTCTGTGTATTTGTCAA 126

R- CCTGGAGGAGAAGAGGAAAGAGA

A diferenca de expressdo entre nas diferentes matrizes biolégicas foi
determinada pela formula 2”°(-AACq). A expressao do GLUT1 foi determinada pela
formula 27-(ACq).

3.5 Anéalise estatistica

Inicialmente, foi realizada uma analise descritiva na qual as variaveis definidas
serdo expressas em frequéncias absolutas e relativas e as varidveis quantitativas
serdo resumidas em meédias, desvios-padréo, valores minimos e maximos. Para
avaliacdo do comportamento (expresséo) dos genes propostos nas pacientes com
cancer de mama e nas doadoras (mulheres saudaveis = grupo controle) foi utilizado
o teste de Mann-Whitney. Além disso, a andalise de Kruskal-Wallis para medidas
repetidas foi usada para comparar a evolugao da expresséao dos genes propostos ao

longo do tempo. Os célculos estatisticos foram realizados por meio do programa
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GraphPad Prism 6.0. Para todas as analises utilizou-se intervalo de confianga de 95%.

Foi considerado estatisticamente significante os valores de p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Pacientes

Neste trabalho, foram incluidas 33 pacientes com cancer de mama e 25
doadoras saudaveis (controles). De cada paciente, foram analisadas 4 amostras: 1
amostra tumoral e 3 amostras de sangue periférico, coletadas ao diagndstico e apds
3 e 6 meses de tratamento quimioterapico. Das doadoras saudaveis, foi coletada
apenas uma amostra de sangue periférico. A Tabela 1 mostra as caracteristicas
clinicas das pacientes incluidas neste estudo que foram utilizadas nas analises deste
trabalho.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas das pacientes incluidas.

Variaveis n %
Estadio
| 08 24,24
I 14 42,42
Il 11 33,34
Progressao
Negativa 30 90,9
Positiva 03 9,1
Idade

Meédia (dp) Minimo - Maximo

52,5 (11,16) 27: 78
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4.2 Amplificacdo do gene-alvo e gene-referéncias

As reacdes de padronizacdo de amplificacdo do gene-alvo determinaram que
para todos 0s genes, a concentragdo ideal de primer especifico foi de 0,15 pmolar,
com temperatura de anelamento (Ta) de 61°C.

O perfil de amplificacdo e as curvas de melting para os genes GLUT1 e RPL13a
encontram-se na Figura 3. Como pode ser visto, apenas um produto de amplificacao
pode ser obtido nestas amplificagcbes. O mesmo se deu para os demais genes-

referéncia.

Figura 3 - Curva de melting (a) e perfil de amplificag&o (b) do gene RPL13a e curva de melting
(c) e perfil de amplificacéo (d) do gene-alvo GLUT1.

_c?:_-

N4 g ”S‘k;t‘ilmu't \ I'

Pt Dancomen Recomer v Torpet i v Cwawr Web
Pt Tpe ARnvs Cyce «  Craph Type: Log v Coor Well
a 9 ¢
Melt Curve A p ai
§
r
% ¢ g
IAA P WC O WO E NG Wy m fc WMo WMeE W' WG
C s
woncee ____________________ Funguncasonpiot .
[Py r—— ¢ T )
P Denvatve fagoret » Taget Giute v Coow Wt et Sittigs e 1
PtTpe lRnnCroe v A Tipe Lt~ Cake Ve ’
3 l.- v
AP ag¥E -
§ b At
’! ' SRR
[ ] ' e
!
; & i § /
. e
LL) “ " - - - - ¢ St S — e . — - - » 4 - > > pe - > et e @
ferperstan (O Cyve
. e WC RO W W W W,y Wi e WC WO We HF HG W ’




27

4.3 Analises comparativas

Uma vez determinadas as condicfes de amplificacdo para os genes-alvo, deu-
se inicio as analises do material das pacientes e doadoras. Com o intuito de conhecer
o perfil de expressdo de GLUT1 em CTC, realizou-se uma série de comparacdes de
expressao relativa que visou mensurar alteracées em sua expressao em situacoes
diversas, considerando sempre uma amostra — ou uma situacéo fisiolégica — em
relacdo a outra (amostra calibradora). Estas comparac6es indicam a diferenca de
expressao entre estas situagcdes e, segundo Pfaffl (2006), sdo a ferramenta mais
adequada para estudar alteracdes fisiolégicas com base em alteracdes de expressao
génica. Assim, foram determinadas as seguintes diferencas de expressao e analises

comparativas:

4.3.1 Para estudo do comportamento do GLUT1 em amostras de tumor e

de sangue periférico

Trata-se de um estudo técnico, para verificacdo de detecgéo de expressdo dos

marcadores nas amostras bioldgicas obtidas.

As amostras de tumor das 33 pacientes incluidas apresentaram expressao de
GLUTL1. Entretanto, ndo houve diferenca de expressao significativa entre as pacientes
considerando o estadiamento clinico ou status de progresséo da doenca. Da mesma
maneira, a expressado do gene GLUT1 foi detectada em todas as amostras sangue

periférico das pacientes e das doadoras.

4.3.2 Para estudo do potencial clinico do marcador proposto

Inicialmente, foi realizada uma comparacdo da expressdao do marcador
proposto em amostras de sangue periférico de pacientes com cancer ao diagnostico
e de mulheres saudaveis (doadoras, consideradas amostras-controle), para verificar
se ha deteccao destes marcadores no sangue periférico de mulheres saudaveis e, em
caso afirmativo, se ha diferencas na intensidade desta expressdo em relacdo as

pacientes.
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Em relacdo as doadoras saudaveis, o marcador sob estudo no sangue das
pacientes apresenta expressdo média aumentada em 1,95 vezes. O teste Mann-
Whitney mostrou que h4 uma tendéncia ao aumento da expressao deste gene nas
portadoras de cancer de mama (0,004855+0,001991 n=12, p=0,0696) em relacao as
doadoras saudaveis (0,01436+0,01358, n=19) (Figura 4).

Este resultado sugere que GLUT1 possui potencial diagnostico para cancer de
mama em amostras de sangue periférico. O potencial diagnoéstico da expressédo
aumentada de GLUTL1 ja é bem conhecido. Como dito anteriormente, diversos estudos
ja demonstraram a presenca de uma expressao elevada de GLUT1 em diferentes
tipos de tumores (Adekola e col., 2012). Entretanto, o valor diagndstico da expressao

deste gene medida em sangue periférico ainda ndo havia sido testada.

Figura 4 - Representacédo grafica da diferenga de expressédo do gene GLUT1 em amostras de
sangue periférico de mulheres saudaveis (doadoras) e pacientes (coletadas ao diagnéstico).

*p<0.05 vs doadoras. Teste de Mann-Whitney.

GLUT1
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4.3.3 Andlise comparativa entre a expressao do marcador no sangue
periférico ao diagnéstico de acordo com a progressdo da doenca

(positiva/ negativa) e seu estadiamento.

Embora poucas pacientes tenham apresentado progressao positiva da doenca,
0 que inviabiliza as analises estatisticas da expressao diferencial de GLUT1 de acordo
com o status da doenca, percebe-se que ha uma tendéncia ao aumento da expressao
de GLUT1 ao longo do tratamento nestas pacientes (Figura 5). Ao contrario, as
pacientes que apresentaram uma progressao negativa da doenca tiveram uma queda

da expresséao deste gene ap0s 6 meses de tratamento quimioterapico.

A diferenca de expresséo do gene GLUTL1 ao diagndstico ndo esta relacionada
com o estadiamento da doenca. O mesmo foi observado nas demais coletas apos o
inicio do tratamento (Figura 6). Estes resultados sugerem que este gene, em bidpsias

liguidas, é um marcador em potencial de resposta ao tratamento.

Figura 5 - Representacao gréafica da diferenca de expressao (valores absolutos) de GLUT1 de
acordo com a progressao da doenca ao longo do tratamento. *p<0.05 vs progressao positiva.
Teste de Mann-Whitney. Valores expressos em média +/- DP.

0,0120

*p=0.05

Maan-Whitney

0,0100 J

0,0080 l 1
0,000

0,000

Expressdo de GLUT 1 (29)

0.0020
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1* coleta 2* coleta 3* coleta

Progressdo positiva  [JJj Progresséo negativa
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Trabalhando com cultura de células de cancer colorretal, Wang e col. (2018)
determinam a atividade glicolitica através da expressdo de GLUT1, consumo de
glicose e produgcdo de ATP. Segundo os autores, células com resisténcia ao
tratamento com Fluorouracil (5-Fu IC50) apresentaram expressdo aumentada de
GLUT1 em comparagdo com células sensiveis. Trabalhando com amostras tumorais
de pacientes com cancer colorretal, 0 mesmo grupo ja havia descrito o valor preditivo
de resisténcia a quimioterapia (5-Fu IC50) da expressédo de GLUT1 (Wang e col.
2017). Neste trabalho, entretanto, os autores postulam que a expressao elevada de
GLUT1 esta acompanhada — ou é — ativada — pela alta expresséao de TrpC5 (Ca2+-
permeable transient receptor potential channel 5), gene cuja proteina ativa a via de

sinalizacdo Wnt/B-catenina.

Em pacientes com leucemia mieldide aguda, a expressdo de GLUT1 também
se mostrou maior em pacientes sem remissdo quando comparada a obtida em
pacientes em remissao completa ou parcial, resultados que fortalecem o valor
prognéstico de GLUT1 (Song e col., 2016). Ainda corroborando o papel de marcador
de progndstico de GLUT1, em uma meta-analise, Zhao e col. (2017) analisaram 41
estudos com um total de 4797 pacientes, nos quais a expressado aumentada de GLUT1

foi significantemente associada com pior prognéstico de diferentes tipos de cancer.
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Figura 6 - Representacdo grafica da diferenca de expresséo de GLUT1 no sangue periférico
das pacientes de acordo com o estadiamento da doenca. a) 12 coleta; b) 22 coleta; c) 32 coleta.
Teste de Kruskal-Wallis.
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4.4 Correlacao entre a expressédo de GLUT1 e MCT1 e GLUT 1 e CD147

Em trabalho anterior, nosso grupo verificou que as amostras de sangue destas
pacientes coletadas ao diagndstico possuem expressdo do transportador de
monocarboxilato MCT1 e de sua proteina chaperona CD147 aumentada em relacao
as doadoras (mulheres saudaveis) podendo, desta maneira, serem utilizadas em
avaliacdes de diagnostico. Nas pacientes que apresentaram progressao positiva da
doenca, a expressdo destes marcadores — especialmente MCT1, com significancia
estatistica, é ainda maior do que naquelas com progressao negativa (Luz e col., 2017).
Como os genes MCT1 e CD147 estdo envolvidos no metabolismo energético celular,
foi realizada uma analise de correlacao da expressao de GLUT1 com MCT1 e CD147
ao diagnastico (Figura 7).

Figura 7 - Representagdo grafica da correlagdo entre a expressao de GLUT1 e MCT1 e
GLUT1 e CD147. *p<0.05 r=0,5307. Teste de correlacdo de Spearman.

GLUT1vs MCT1 GLUT1vs CD147
015+ 40
°
30
ar0d ® r=0,1930 r=-0,5307
~ 20
_ . p=0.4429 = *n=0.0235
O . Q
= Q
J.054 [y
e e
..““_ -9
ooo? | . ® - ' 1
000 001 002 003 004 005
GLUT 1

Como pode ser visto, nao foi encontrada correlacao entre a expressao de GLUT1
e MCTL1 no sangue periférico no momento do diagnostico. Ao analisar amostras de
tumor renal com imunohistoquimica, Ambrosetti e col. (2018) identificaram uma forte
correlagao entre a expressao dos genes MCT1 e GLUT1. Segundo os autores, quanto
maior for a expressdo destes dois marcadores, pior € o prognostico do paciente.
Nossos resultados mostram que esta correlacdo ndo é encontrada em bidpsia liquida
de pacientes com cancer de mama. Entretanto, nesta mesma matriz bioldgica,

encontramos uma correlacdo entre a expressao de GLUT1 e CD147 (r=0,53 e
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p=0,02). MCT1 é regulada por CD147, uma glicoproteina envolvida no trafico e
ancoragem das proteinas de membrana, angiogénese e modelagem de matriz
extracelular (Weidle e col., 2010). A expressdo de CD147, por sua vez, é regulada
positivamente por estimulos que aumentem a atividade metabdlica da célula e levam
ao estimulo da glicdlise e expressdo aumentada de transportadores de glicose
(Halestrap e Price., 1999). O valor prognostico de CD147 esta aparentemente
associada a sua co-expressao com MCT1, como visto em tumores de mama e gastrico
(Pinheiro e col., 2010a). Esta correlacdo entre dois genes com potencial progndstico

reforca a possibilidade de uso na pratica clinica.
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5 CONCLUSAO

Os trabalhos que analisam a expressdao de GLUT1 o fizeram ou por
imunohistoquimica ou andlise de expressdao génica na peca tumoral. Nossos
resultados, entretanto, mostram que € possivel utilizar amostras de sangue periférico
para acessar diagnostico, resposta ao tratamento e progndéstico, uma vez que 0S
marcadores em estudo apresentam-se mais expressos em pacientes que
apresentaram progressdo positiva da doenca ou em doadoras saudaveis.
Curiosamente, a expressao deste marcador na peca tumoral ndo mostrou alteracéo
entre as pacientes de acordo com status de progresséo ou estadiamento da doenca,
0 que mostra que a avalicdo deste marcador para avaliacdo prognostica no sangue
periférico antes do inicio do tratamento quimioterdpico é mais eficaz do que sua

analise na peca tumoral, reforcando seu potencial papel como bidpsia liquida.
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DADODS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.433.022

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo que tem come foco validar o uso da express3o de HIF-1A, CALX e GLUT1 como
marcadores de progndstico em pacientes com cincer de mama e sua associagdo com outros genes da via
energética antericmmente estudados.

Para avaliagdo da express3o de HIF-1a, GLUT1 e CAILX e associagdo com varidveis patoldgicas como
tamanho do turnor, grau de diferenciagio e nimero de infonodos axilares acometidos, serdo analisadas 50
pacientes com cancer de mama, provenientes do sernvico de oncologia da FMABC. Destas pacientes, serdo
obtidas amostras de sangue periférico ao diagndstico e 3 e & meses apds o inicio do tratamento
quimicterapico, bem como amostras de biopsia do tumor original, nos casos em que foi feita gquimioterapia
negadjuvante, ou da pe¢a operatoria. nos casos em que se fez guimicterapia adjuvante. As caracteristicas
dinicas destas pacientes serio cadastradas no Laboratorio de Analises Clinicas da FMABC. Amostras de
RMA total serdo extraidas e serao ammazenadas a -30oC. Como controle, serdo utilizadas amostras de
sangue periférico de 25 mulheres saudaveis (doadoras), tambem ja obtidas e armazenadas no laboratario
de Analises Clinicas da FMABC. Todas as pacientes e doadoras saudaveis assinarao o Termo de
Consentimento Livre & Esclarecido.

Para estudo de expressdo dos marcadores proposto € comparagdo com amosiras biologicas de pacientes
com cancer de mama, serdo utilizadas 3 linhagens celulares derivadas de tecido mamario humano com
caracteristicas nao tumorigénica (MCF-104), tumorigénica (MCF-T)
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emetastatica (MDA-MB-231, adquiridas no Banco de Celulas do Ric de Janeino (BCRJ). Estas Imhagens
serac cultvadas de acordo com o protocole disponbilizado pelo BCR.. Inicialments, sera realizada uma
analise descritiva na qual as variaveis definidas serdo expressas em fregliencias absolutas & relativas & as
variaveis quantitativas serdo resumidas em médias, desvios-padrac, valores minimos & maximos. Fara
avaliagio do comportamento (expressdo) dos genes propostos nas pacientes com cincer de mama & nas
doadoras {mulheres saudaveis = grupo controde) sera utilizado o Teste t-Student. Alem disso, a analise de
variancia (ANCOVA) para medidas repetidas sera usada para comparar a evolugdo da express3o dos genes
propostos ao longo do tempo & segundo algumas variaveis({estadiamento, progressao, tempo de
progress3o, idade e presenca de recepiores de estrogeno e de progesterona). Os calculos estatisticos serdo
realizados por meio do programa MNCS5.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto bem delineado, com excelente explicacdo sobre a relagio entre o cancer de Mama e os genes
induzidos pela hipoxia, dos quais o pesquisador deseja verificar s & possivel realizar um prognéstico
atraveés desies genes como parametro.

A metodologia para avaliagio tambem foi bem descrita, assim como os métodos de analise de resultados.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Projeto aprovado.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagdo da COMEP:
Mao

SAMNTO ANDRE, 13 de Dezembro de 2017

Assinado por:
MARCIA RODRIGUES GARCIA TAMOSALSKAS
{Coordenador
Enderego: Av. Lauro Gomes, 2.000
Bairro: Vila Sacadura Cabral CEP: 09.060-870
UF: SP Municipio: SANTO ANDRE

Telefone: (11)4993-5453 E-mail: cep@fmabc.br
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FACULDADE DE MEDICINA DO ABC

Termo de consentimento livre e esclarecido

Vipcé esta sendo convidado a participar do estudo infitulado “awaliagio do walor
prognostico de transportadores de monocarboxilatos (MCT) em pacientes com cancer de
mama" para avaliar substincias gque possam detectar precocemente a volta da deenca. Este estuds
sera conduzido pela Faculdade de Medicina do ABC - FMABC.

OBJETIVO: O objetivo desta pesquisa € avaliar gqual substancia pode servir como sinalizador de vocs
vaoltar a desenvolver o cancer elou de ter resposta inadequada ao tratamento.

FROCEDIMENTOS: Sua participagdo no estudo consistind na consulta de dados de seu prontudrio e
de seu passado meédico. Serdo utilizadas sobras de tecido do tumer retirado no momento da biopsia
que diagnosticou sua doenga e amostras de sangue perférco coletadas rofineiramente ao longo de
seu fratamentos quimicterapico. As amostras de sangue serac colhidas nas dependéncias da
Faculdade de Medicina do ABC.

RISCO E CONFIDENCIALIDADE: os riscos fisicos sio apenas aqueles associados ao procediments
de bidpsia ja realizada para o diagnostico, anteriormente explicados pelo médico solicitante. O uso
destas sobras de bidpsias ndo prejudicara o seu exame patoldgico. A pungio venosa para a coleta de
amaostras de sangue consiste em risco leve. Pode haver uma wvermelhid3o pequena no local, mas gue
ndo impedira a realizagio de suas atividades cotidianas. Asseguramos que sua identidade ndo sera
revelada e seus dados serdo mantidos em sigilo pela equipe que conduzira a pesquisa. Voo nao tera
custo algum para participar da pesquisa ou em qualguer etapa da mesma. Nao recebera da mesma
maneira nenhuma guantia pela sua participagdo. Vocé podera consultar os dados e o andamento da
pesquisa a gqualgquer momenio que achar convenients. Caso necessite de assisténcia financeira para
o franspore para a coleta de exames ou alimentagdo, o5 mesmos serdo providenciados pelos
pesquisadores.

BENEFICIOS: Ao lzngo do estudo, independentemente dos achados no sew tumor & no seu sangue,
seu fratamento serd o mesmo das demais pacientes com as suas caracteristicas tratadas em nosso
setor de quimioterapia. O beneficio de sua participagdo sera um aumento no conhecimento dos
fatores que levam A wolta do cincer (recorréncia). Sua identidade e seus dades clinicos serdo
mantidos em absoluto sigilo.

DESISTENCIA: Vocé tem a opgdo de deixar de participar do estudo em qualquer moments apds o
seu aceite, casc mude de ideia por algum motive, sem prejuize da continuidade de seu tratamento.

COMSULTA: Voce pode consultar os resultados do andamenio da pesquisa a qualguer momenta gue
achar conveniente. Mo final deste termeo constam os contates telefdnicos para isso. Os resultados
desta pesquisa podem ser apresentados em congressos e publicagdes; no entanto nos garantimos
que sua identidade sera preservada.



FACULDADE DE MEDICINA DO ABC

ASSISTENCIA: Esta pesquisa nioc causara dano algum a vood por se tratar de consulta a seus
dados clinicos e utilizag3o de sobras de amostras do tumor e de sangue periférico.

Este estudo clinico foi analisado por um comité de ética em pesquisa (CEF) desta Instituigio. O CEP
{Comité de Etica em Pesquisa) & um érgdc que tem por ohjefivo proteger o bem-estar dos individuos
pesquisados. Se wocé tiver duvidas efou perguntas sobre seus direiios comeo participante deste
estudo, ou se estiver insatisfeilc com a maneira como o estudo esta sendo realizado, vocé pode
enfrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina do ABC pelo
enderego: Av. Laurs Gomes, 2000 — 2° andar - Prédio: CEPES — Santo André — 5P — ou pelo
telefone: (11)-4993-5453. O hordrio de atendimento & de segunda 3 sexta das 08HOO0 AS 16HD0. O
COMITE DE ETICA E RESPONSAVEL PELA AVALIACAO E COMPANHAMENTO DOS ASPECTOS
ETICOS DE TODAS AS PESQUISAS ENVOLVENDO SERES HUMAMOS, VISANDO ASSEGURAR
A FH{}TE*;;E.G. A DIGNIDADE, O3 DIREITOS, A SEGURANCA E O BEM-ESTAR DO
FPARTICIPANTE DA PESQUISA.

Declaro que, apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me
foi explicado, consimto em participar do presente Projeto de Pesquisa.

Local : Diata :

MNome:

Drocumento (RG] Sexo M} F () Data de Mascimento: Y R
Enderego : Telefone :

Responsavel (se aplicavel): Grau

Assinatura :

Assinatura do Pesquisador [Faculdade de Medicina do ABC)

Cira Beatriz da Costa Aguiar Ahlves Reis (Investigadora Principal)
Faculdade de Medicina do ABC- Laboratario de Analises Clinicas- Anexo 3
Av. Lauro Gomes, 2000 — Vila Principe de Gales — Santo André- S3o0 Paulo
Telefones @ (11) 8813409378/ 49935488

Rubrica do pesquisador:
Rubrica do Participants:
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