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RESUMO

Mundialmente, o cancer de mama (CM) é a malignidade mais frequente nas
mulheres, e é responsavel por alta taxa de mortalidade. Assim, o estudo da
expressao de genes relacionados a via de morte de células malignas € de extrema
importancia, pois pode auxiliar no entendimento dos mecanismos envolvidos no
processo da carcinogenese, bem como, na possibilidade de obtencdo de novos
farmacos para tratamento das pacientes. O objetivo desse trabalho foi realizar uma
busca de genes relacionados a via de morte celular em linhagens de células
tumorais de mama, bem como confeccionar primers, para futura avaliagdo da
expressdo destes. O levantamento bibliografico foi realizado na base de dados
MEDLINE (Pubmed), e, ap0s andlise dos artigos, foram selecionados os genes para
confeccdo dos primers. Foi possivel observar que os artigos contemplam uma
grande diversidade de genes e que a principal via de morte relatada foi a via da
apoptose. Dentre eles, os genes PIBKCA e ENO1 foram identificados como de
extrema relevancia por participarem da regulacdo de processos fisiologicos
celulares, e por atuarem também na via de morte da apoptose, por isso foram
selecionados para a confeccao dos primers, para futura avaliagdo da sua expressao,
através do PCR em tempo real.

INTRODUCAO

O céancer de mama (CM) é a malignidade mais frequente entre as mulheres no
mundo, com excec¢ao dos canceres de pele ndo melanoma, com estimativa de 2,3
milhdes (24,5%) de novos casos. No Brasil, o Instituto Nacional de Cancer Joseé
Alencar Gomes da Silva (INCA) estima que ocorrerao 704 mil casos novos de cancer
para o triénio 2023 a 2025, sendo que nas mulheres, exceto o cancer de pele nao
melanoma, omais incidentesera o CM com 74 mil (20,3%) (INCA, 2022).

O CM ocorre quando as células malignas crescem de forma desordenada na mamae
comumente comecam com uma hiperproliferacdo ductal e mais tarde evoluem para
tumores benignos ou para carcinomas que podem ser metastaticos devido a varios
fatores carcinogénicos.E uma doenca heterogénea e seu desenvolvimento envolve
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varios fatores, como predisposicdo genética, idade avancada, caracteristicas
reprodutivas, habitos de vida e influéncia ambiental, de modo que aproximadamente
10% de todos os casosestao relacionados a predisposicdo genética e/ou associados
a um historico familiar, com variacdes por etnia e entre paises (WINTERS, 2017).

O tratamento do CM pode ser locorregional e/ou sistémico, visto que a decisdo de
escolha é influenciada pelas caracteristicas histolégicas e moleculares das células
tumorais. Entretanto, apesar das opg¢Oes de tratamento existentes, nestes s&o
observados muitos efeitos adversos, além da resisténcia e comorbidades que
algumas pacientes podem apresentar(WAKS e WINER, 2019).

Assim, a compreensdo dos mecanismosmoleculares envolvidos no processo de
carcinogénese e morte celular € de extrema importancia para auxiliar na descoberta
de novas opc¢Oes e abordagens para o tratamento deste cancer. Desta forma, o
objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento bibliografico de genes
relacionados a via de morte celular em linhagens de células tumorais de mama e
confeccionar primers para futura avaliacdo da expresséo destes, através do PCR em
tempo real.

MATERIAIS E METODOS

Levantamento bibliografico

Foi realizado um levantamento bibliografico de genes relacionados a via de morte
celular em linhagens de células tumorais de mama. A busca dos artigos cientificos
foi feita na base de dados MEDLINE (Pubmed), com os seguintes Mesh Terms:
“Breast Neoplasms” OR “Breast Cancer” AND "Apoptosis” OR “Necroptosis” AND
“Biomarkers, tumor”. Para a pesquisa, foram incluidos artigos publicados nos ultimos
5 anos, em lingua inglesa e com resumo disponivel. Além disso, foram considerados
estudos in vitro, realizados em linhagens de células tumorais de mama, que
investigaram possiveis genes com envolvimento na via de morte celular, através da
metodologia de biologia molecular, PCR em tempo real.Foram excluidos artigos que
nao contemplavam o objetivo do estudo, revisdes bibliograficas ou sistematicas e
meta-analise, e estudos in vivo.

A partir da leitura dos artigos, foi realizada uma analise para identificar os genes
mais promissores para confec¢do dos primers, para avaliagdo de sua expressao
através técnica de PCR em tempo real, em estudos futuros do Laboratorio de
Citologia Clinica e Infec¢des Sexualmente Transmissiveis (LabCito) da Universidade
Estadual de Maringa.

Confeccao e avaliagcdo dos primers

Apds o levantamento de dados no GenBank para os genes selecionados, a
sequéncia de iniciadores (primers) foi confeccionada através dos softwares IDT,
Primer 3 e Primer-BLAST para a montagem das sequéncias de primers Forward e
Reverse. Em seguida, estas foram analisadas através do Clustal Omega, da
plataforma disponivel no site do IDT Tools, e a ferramenta BLAST, disponivel no site
do PubMed, a fim de verificar a afinidade da regido pelo alvo, bem como os
parametros ideais para a reacgao.
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Os parametros considerados ideais para a reacdo foram: temperatura de Melt
proxima a 60°C, tamanho do amplicon entre 70 a 110 pb, comprimento dos primers
de 19 a 25 pb, Delta G para formacdo de dimeros entre -7 a 7 kcal/moles,
guantidade de GC (citosina e guanina) de 45 a 50% e a temperatura para formacao
de hairpin de menor valor possivel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O levantamento bibliografico foi realizado a partir da ferramenta de base de dados
MEDLINE (PubMed). A partir dos Mesh Terms definidos, foram recuperados 1699
artigos. Destes, 575 foram publicados nos dltimos 5 anos, em lingua inglesa e
apresentaram resumo disponivel. Apos verificacdo dos titulos e resumos, 186
publicacdes foram selecionadas para leitura do texto completo. Por fim, 53 artigos
atenderam aos critérios de inclusdo estabelecidos, e foram analisadospara a escolha
de possiveis genes de relevancia, com envolvimento na via de morte celular, em
linhagens de células tumorais de mama.

Através da leitura dos artigos foi possivel observar que estes contemplam uma
grande diversidade de genesimportantes, e que a principal via de morte estudada foi
a via da apoptose.

A partir deste estudo, dois genes alvos foram escolhidos para a confeccdo de
primers, a fosfoinositideo 3-quinase (PI13K)que compreende uma familia de enzimas
transdutoras de sinal intracelular, que eventualmente atua na regulacédo de eventos
fisiol6gicos, ou seja, regula processos como proliferacdo, crescimento celular e
apoptose. Mutacdes somaticas identificadas nos genes PIK3CA sdo amplamente
encontradas no CM e a sinalizacdo PISK/AKT est4 implicada na sua patogénese,
sendo relacionada com o aumento da sobrevivéncia celular (XUE, 2021). Outro gene
escolhido foi o alfa-enolase (ENO1), uma enzima glicolitica que catalisa a conversao
do acido 2-fosfoglicérico em acido fosfoenolpiravico durante a glicélise, e sua funcéo
glicolitica desregula a energia celular, estimulando a proliferagédo tumoral e inibindo a
apoptose das células cancerigenas (HUANG, 2022).

Assim, foram confeccionados 12 pares de primers para o gene PI3KCA e 12 pares
de primers para o gene ENO1 através dos softwares IDT, Primer 3 e Primer-BLAST,
com o objetivo de selecionar o melhor par de acordo com os parametros ideais.
ApoOs avaliacdo dos parametros de reacao pelo IDT Tools e afinidade, especificidade
e similaridade ao gene alvo por meio da ferramenta Clustal Omega e BLAST, os
pares de primers que apresentaram melhor desempenho nas analises foram:
PISKCA- Forward- CAATCGGTGACTGTGTGGGA -Reverse—
CACCTTTCAAGCCGCCTTTG; e ENO1 -Forward -TGCCCTGGTTAGCAAGAAACT
- Reverse -TGGCGTTCGCACCAAACTTA.As caracteristicas dos primers atingiram
todos parametros considerados ideais para a reacdo. A temperatura de Melt variou
entre 56.8 a 57.6, Delta G para formacéo de dimeros entre -6.75 a -3.61 kcal/moles
e a quantidade de GC (citosina e guanina) acima de 47.6%, gerando um produto
amplificado entre 87 e 107 pares de base.

CONCLUSOES
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Foi possivel observar que a literatura apresenta uma grande diversidade de genes
envolvidos na via de morte de células tumorais da mama. Os genes PISBKCA e ENO1
sdo de extrema relevancia por participarem da regulacdo de processos fisiologicos
celulares, e também por atuarem na via de morte daapoptose, principal via relatada
nos artigos, e por isso, foram escolhidos para confeccdo dos primers para futura
avaliacdo da sua expressao através do PCR em tempo real.
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