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RESUMO

Estudos moleculares e genéticos em oncologia clinica tém demonstrado resultados
promissores para terapia alvo em alguns tumores. Alteragdes na expresséo dos genes
da familia HOX j& foram evidenciadas em diversos tumores, entre eles, o carcinoma
de pancreas constitui um dos tumores mais agressivos e letais. Um estudo recente,
constatou que o0 RNA mensageiro do gene HOXB7 estava hiper expresso em
linhagens de adenocarcinoma pancreatico humano e que a utilizagdo de um RNA de
interferéncia, inibiu a expressao do transcrito do gene HOXB7 com inibicdo da
proliferacéo celular e do crescimento em soft agar. Atualmente, o antigeno CA 19-9
constitui 0 marcador sorologico de eleicdo para o progndéstico e monitoramento do
cancer de pancreas. Este estudo buscou avaliar a concentracdo do marcador CA 19.9
no sobrenadante de cultura de células pré-estabelecidas de adenocarcinoma
pancreatico antes e apés o fendmeno de interferéncia com o RNAI para o gene HOX
B7 verificando a sua concentracdo e correlacionando ao efeito da interferéncia. Os
resultados obtidos para o sobrenadante das 3 linhagens de células estudadas
(BXPC3, MIA PaCa2 e Capan-1) demonstraram a presenca do antigeno em
concentracdes analiticas apenas na cultura de células da linhagem BxPC3 nao sendo
observada diferenca estatistica significante entre as concentracdes do CA 19-9 apos

o fenbmeno de interferéncia.

Palavras chave: Neoplasias Pancreaticas, Antigeno CA 19-9, Expresséo Génica.



ABSTRACT

Molecular and genetic studies in clinical oncology have shown promising results for
targeted therapy in some tumors. Changes in gene expression of HOX family genes
have been highlighted in several tumors, including, pancreatic carcinoma, one of the
most lethal and aggressive tumors. A recent study noted that the mRNA of the gene
HOXB7 was hyper-expressed in human pancreatic adenocarcinoma cell lines and that
the use of a RNA interference inhibited the expression of the HOXB7 transcript that
also inhibited cell proliferation and growth in soft agar. Currently, the antigen CA 19-9
is the serological marker of choice for monitoring the prognosis of pancreatic cancer.
This study sought to evaluate the concentration of the marker CA 19-9 in cell culture
supernatant of pre established pancreatic adenocarcinoma cell lines before and after
the phenomenon of interference with the RNAI against HOX B7 gene. The results
obtained in the supernatant of the 3 cell lines studied (BXPC3, MIA PaCa2 e Capan-1)
demonstrated the presence concentrations only in BXPC3 cell line. The concentrations
of CA 19-9 before and after interference phenomenon showed not to be statistically

significant.

Key-words: Pancreatic Neoplasms, CA 19-9 antigen, Gene Expression.
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1 INTRODUCAO

1.1 Etiologia e epidemiologia do cancer de pancreas

O céancer de pancreas é um dos canceres humanos mais letais. Atualmente é
a segunda principal causa de mortalidade entre as doencas malignas do trato
gastrintestinal nos Estados Unidos, responsavel por mais de 28 mil mortes por ano, e
a quarta principal causa de morte por cancer nos Estados Unidos e na Unido Europeia
(FERLAY et al, 2007; GREENLEE et al, 2000; JEMAL et al, 2007).

Dentre os paises em desenvolvimento, as maiores taxas de incidéncia estédo
na Ameérica do Sul e Central (PARKIN et al, 2005).

Mesmo diante do desenvolvimento da genética molecular e dos avancgos
tecnologicos que permitiram uma maior compreensao da patogénese da doenca, esta
neoplasia ainda esta associada a uma taxa de sobrevida em 5 anos inferior a 5%
(LILLEMOE et al, 2000; NIEDERHUBER et al, 1995).

Entre os carcinomas pancreaticos ndo classificados como enddécrinos, 95%
correspondem ao adenocarcinoma ductal (ALLEMA et al, 2005). Sendo esta, uma
neoplasia clinicamente agressiva caracterizada por diferenciagdo ductal associada a
producdo de mucina e expressao de certas citoqueratinas importantes para o
diagnéstico (GOGGINS; HRUBAN e KERN, 2001). Pacientes com adenocarcinoma
ductal constitui um dos mais letais existentes. Apés um ano do diagnéstico do tumor,
somente 21,2% dos pacientes permanecem vivos e apenas 5% em 5 anos. A
mortalidade por este tipo de tumor tem se mantido estavel nos Estados Unidos da
América (EUA) nos ultimos 27 anos, sendo praticamente a mesma que a taxa de
incidéncia (RIES et al, 2005).

Geralmente, os adenocarcinomas de pancreas ocorrem apos os 30 anos de
idade, cuja incidéncia tende a aumentar conforme a idade, de 10/100.000 casos entre
0s 40 e 50 anos para 116/100.000 entre 80 e 85 anos. A maioria dos casos € relatada
entre os 65 e 80 anos, havendo maior incidéncia no sexo masculino (LILLEMOE et al,
2000).

Pouco se sabe sobre os fatores de risco que levam um individuo a
desenvolver cancer de pancreas. De acordo com alguns estudos ao longo dos anos

alguns fatores como o fumo, diabetes, alcool e idade avancada estéo relacionados a
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esta patologia. A maioria dos individuos a apresentarem esta morbidade tém uma
idade superior a 45 anos. Sendo a média de idade no momento do diagnostico de
cancer de pancreas de 71 anos (HOWLADER et al, 2013).

Segundo Howlader et al. (2013), aproximadamente 0,1% dos canceres de
pancreas foram diagnosticados com menos de 20 anos, 0,4% entre 20 e 34 anos,
2,1% entre 35 e 44 anos, 9,7% entre 45 e 54 anos, 20,8% entre 55 e 64 anos, 26,0%
entre 65 e 74 anos, 27,4% entre 75 e 84 anos e 13,5% com 85 anos ou mais anos de
idade. Baseados em casos diagnosticados em 2006-2010, a taxa de incidéncia
ajustada por idade foi de 12,2 por 100.000 homens e mulheres por ano.

Muitos estudos em relacdo a incidéncia de género evidenciou que 0os homens
sdo mais propensos a desenvolver cancer pancreatico do que as mulheres. Ha
diversas hipoteses de variaveis relacionadas a estes dados, uma delas é a utilizagéo
do tabaco, que por sua vez era bem maior pelo sexo masculino. Porém, atualmente
esta diferenca vem se esgotando (ESTEVE et al, 1994).

Numa pesquisa realizada no Reino Unido em 2008, houveram 8.085 novos
casos diagnosticados de cancer de pancreas. Embora haja uma semelhanca nos
nameros de casos em homens e mulheres, as taxas de incidéncia séo mais elevadas
para os homens (Cancer Registrations in Wales, 2008; Office for National Statistics,
2010). Estima-se que este risco para o cancer de pancreas seja de 1 em 77 para 0s
homens e 1 em 79 para as mulheres (ESTEVE et al, 1994; GOLDBERG et al, 1956).

Héa alguns problemas em se diferenciar as relacfes casuais das ndo casuais
gue existem entre a pancreatite cronica e o cancer de pancreas, pois sao praticamente
as mesmas que existem entre o diabetes melito e a colicistectomia. Em um estudo
multicéntrico, isto foi ilustrado, uma vez que o aumento do risco de cancer de pancreas
foi relatado como 15 vezes maior entre 0s pacientes com pancreatite crbnica em
comparacao com a populacdo em geral (MAISONNEUVE e LOWENFELS et al, 2010).

A tabela a seguir mostra as taxas de incidéncia por raca/etnia, de acordo com

0 sexo (Tabela 1).


http://www.wales.nhs.uk/sites3/page.cfm?orgid=242&pid=35385

Tabela 1 — Taxas de incidéncia de cancer de pancreas por raga de acordo com

0 sexo.
Taxas de incidéncia por raca
Raca / Etnia Masculino Feminino
13,9 por 100.000 10,9 por 100.000
Todas as Ragas
homens mulheres
13,8 por 100.000 10,7 por 100.000
Branco
homens mulheres
17,6 por 100.000 14,3 por 100.000
Preto
homens mulheres
. _ 10,4 por 100.000 8,9 por 100.000
Asia / Pessoas do pacifico
homens mulheres
Nativos americanos / Nativos do 11,4 por 100.000 10,5 por 100.000
Alasca homens mulheres
o 12,1 por 100.000 10,6 por 100.000
Hispanico
homens mulheres

(HOWLADER et al, 2013)

O fator causal mais comum da pancreatite crénica é a ingesta abusiva do
alcool e o tabagismo, além disso, uma dieta pobre em frutas e legumes também estao
fortemente associados (ANDREN-SANDBERG et al, 1997). As chances de se
desenvolver cancer de pancreas, parece estar associada a pancreatite crénica pois a
inflamac&o prolongada pode promover o desenvolvimento de cancer.

Outra forma de pancreatite conectada ao surgimento do cancer de pancreas
€ a pancreatite aguda (EKBOM et al, 1993), em um Unico episédio, bem como uma
parte de pancreatite tropical (THOMAS et al, 1990), tem sido associado a um risco
aumentado de cancer de pancreas e o surgimento dos episddios de pancreatite
podem expressar-se como uma manifestacdo clinica precoce do cancer de pancreas.

Como constantemente associado ao desenvolvimento de diversos canceres,
o tabagismo esta casualmente associado ao cancer de pancreas, dependendo do
tempo de duracdo desta condicdo e a quantidade de cigarros fumados por dia
(TOBACCO..., 2004).

Muitos autores ainda associam o surgimento do cancer de pancreas com o
acumulo de gordura corporal, horménios, atividades fisicas e principalmente a

contribuicdo genética.
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A seguir, segue uma tabela exibindo os principais fatores de risco para o
Cancer de Pancreas, agrupando-os em diferentes grupos de acordo com os diferentes

tipos de fatores ditos na literatura (Tabela 2).

Tabela 2 — Fatores de risco para o cancer de pancreas.

FATORES DE RISCO PARA O CANCER DE PANCREAS

Aumento dos Riscos Possiveis riscos Riscos ndo comprovados

Avancar da idade

Fatores Raca negra o Estado econdmico
- R , Geograficos , .
demogréficos Género masculino Estado de migragéo
Neoplasias Diabetes
Fatores do hereditarias Pancreatite cronica Cirurgia de Ulcera péptica
hospedeiro Cancer colorretal Hormonios sexuais Colecistectomia

Pancreatite Hereditaria | Anemia perniciosa

Alcool
, _ , Dieta Café
Fatores ambientais Tabagismo . o
Ocupacao Radiagéo

(LILLEMOE et al, 2000)

1.2 Carcinogénese e alteracdes genéticas

Os tumores de pancreas sao geralmente tumores solidos e escleroticos,
normalmente nao existindo um limite nitido entre o tumor e o pancreas nao neoplasico.
Com frequéncia, observa-se invasdo de estruturas adjacentes, incluindo colédoco,
duodeno, grandes vasos e tecidos moles peri-pancreaticos. Histologicamente,
caracterizam-se por glandulas atipicas entremeadas por um denso estroma fibrotico,

e grande volume de mucina no citoplasma das células tumorais. Na
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imunohistoquimica, sdo caracterizados pela expressdo de antigenos de mucina
relacionados a carboidratos, tais como antigeno carcinoembrionario (CEA), antigeno
carboidrato 19-9 (CA 19-9), DU-PAN-2, Span 1, mucina (muc 1), e citoqueratinas
7,8,18 e 19 (KLIMSTRA e ADSAY, 2001).

De acordo com a localizagdo dos adenocarcinomas de pancreas, 78% estao
localizados na cabeca, 11% no corpo, e 10% na cauda do péancreas (SENER et al,
1999). De modo geral, tumores da cabeca se manifestam por dor abdominal ou
ictericia e tumores de corpo e cauda muitas vezes passam despercebidos por
apresentarem apenas sintomas inespecificos, tais como dor abdominal ou dorso-
lombar, emagrecimento, nausea, anorexia, saciedade precoce e alteracdes no hébito
intestinal (BELL, 1957; BROOKS e CONLON, 2001).

Em casos de adenocarcinoma ductal, a sobrevida € maior entre os pacientes
que tém o tumor ressecado, entretanto esse numero corresponde a apenas 5 a 20%
dos casos, e em até 58% dos casos nenhum tratamento direcionado para o tumor é
realizado devido a sua natureza agressiva. Mesmo no grupo que tem o tumor
ressecado, apenas 25% sobrevivem em 5 anos (BROOKS e CONLON, 2001; SENER
et al, 1999).

A evolucao no conhecimento da genética do cancer de pancreas incluindo a
descoberta de marcadores efetivos para deteccéo precoce e precisa desta neoplasia,
bem como a identificacdo de potenciais alvos para intervencao terapéutica sao de
fundamental importancia na tentativa de reduzir sua elevada taxa de mortalidade.
Eventos moleculares jA bem estabelecidos e correlacionados a patogénese das
neoplasias pancreéticas ductais, incluem a ativacdo do oncogene K-ras em mais de
80% dos casos, (MINAMOTO; MAI e RONAI, 2000) expressdo aumentada do receptor
do fator de crescimento epidermal (HER) e a inativacdo dos genes supressores de
tumor P53, p16, DPC4 e BRCA2 (KOLIOPANOS et al, 2008). A ativagdo de K-ras
apresenta-se como evento precoce, a inativagdo de pl6 como um estagio
intermediario e a inativagdo de p-53, DPC4 e BRCA2 como eventos mais tardios no
processo de transformacao (FELDMANN et al, 2007).

Diversos outros genes primordiais para o desenvolvimento também foram e
estdo sendo cada vez mais associados a canceres em humanos, como 0s homeobox,
pois se mostram desregulados em uma ampla gama de neoplasias malignas, incluindo
as de pele, colon, préstata, mama, ovario, rim, pulmao, tiredide, além de leucemias
(BUZZAI e LICHT, 2008; CHRISTENSEN et al, 2008; HENNESSY e MILLS, 2006).
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Geralmente, as consequéncias dos genes homeobox para o0 processo de
carcinogénese podem ser interpretadas como uma extensao de sua fungdo normal
(ABATE-SHEN, 2003). Os genes homeobox sdo conhecidos como genes
controladores do desenvolvimento (do inglés “master control genes”), pois atuam no
topo da hierarquia genética regulando aspectos essenciais da embriogénese,
morfogénese e diferenciacdo celular de uma série de organismos dos mais simples
aos mais complexos. Esses genes sao assim chamados por possuirem um segmento
de DNA caracteristico (0 homeobox) constituido de 180 pb e que codifica uma proteina
com 60 aminoacidos que tem funcéo de fator de transcricdo e possui a finalidade de
interagir com genes alvos promovendo sua ativacdo, repressdo ou mesmo
modulacdo, o que esta na dependéncia do sinal recebido pela célula. Essa por¢ao
proteica de 60 aminoacidos, chamada de homeodominio, possui estrutura de hélice-
alca-hélice e se caracteriza pela similaridade na sequéncia de aminoacidos, pela
especificidade ao DNA, e pelos padrbes de expressdo durante o desenvolvimento
animal. Pouco se sabe sobre os genes alvos das homeoproteinas codificadas pelos
homeobox. Sugere-se que essas homeoproteinas atuem em genes que codificam
moléculas de adesdo, fatores de crescimento e proteinas da matriz extracelular
(AZPIAZU et al, 1996).

Apesar dos efeitos biol6gicos diferentes que ocorrem in vivo, 0S
homeodominios de varias proteinas homeobox diferentes compartilham grande
similaridade sequencial e podem se ligar, in vitro, de maneira e com similar afinidade
a muitas areas de DNA que contém a sequéncia de nucleotideos ATTA no nucleo
(GEHRING et al, 1994).

O nome homeobox foi dado a esse grupo de genes porque foram descobertos
a partir dos genes homeoéticos da mosca da fruta Drosophila melanogaster,
responsaveis pelo fendbmeno conhecido como homeose, quando sofrem mutacdo. A
homeose consiste na transformagéo de uma estrutura corporal em outra. Exemplo
tipico ocorre na mutagdo do gene Antennapedia, que acarreta a formacédo de patas
no lugar das antenas (MORATA e KERRIDGE, 1982). Sabe-se que nos vertebrados
os genes homologos ao complexo homeatico da Drosophila (HOM-C) estédo dispostos
de maneira agrupada e sdo chamados de HOX. Em humanos estéo representados
por 39 membros dispostos em quatro grupos (HOX-A, HOX-B, HOX-C e HOX-D),
localizados nos cromossomos 7, 17, 12 e 2, respectivamente, e contém 9 a 11 genes

em cada um desses grupos. Foi proposto que fatores de crescimento representam
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alvos normais da ativacdo de genes HOX durante a embriogénese. Exemplo tipico
ocorre em melanomas, onde a hiperexpressédo do HOXB7 ativa constitutivamente o
fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), favorecendo a proliferacéo celular
descontrolada (CARE et al, 1996). O gene HOXB7 mostrou-se também expresso em
cancer de mama e nesse caso foi associado com pior prognostico (MAKIYAMA et al,
2005).

Em uma analise preliminar realizado Chile et al. (2013), foi observado que o
RNA mensageiro do gene HOXB7 estava hiper expresso em uma linhagem de
adenocarcinoma pancreatico humano, MIA PaCa-2. Esta hiperexpressdo foi
observada nessa linhagem quando comparada ao tecido pancreatico normal. Foi
demonstrado que a utilizacdo de um RNA de interferéncia, inibiu a expressédo do
transcrito do gene HOXB7 com inibicdo da proliferacédo celular e do crescimento em
soft agar.

A luz destas observacdes, que demonstram a participacdo do transcrito do
gene HOXB7 na proliferacdo das células tumorais pancreaticas, aventamos a
possibilidade de que o marcador sorolégico CA 19-9 quando expresso no
sobrenadante das culturas de células de adenocarcinoma pancreético poderia ter sua
concentracdo modificada apés o fendbmeno de interferéncia com o RNAi do gene
HOXB7.

1.3 Marcadores tumorais

Os marcadores tumorais sdo macromoléculas presentes no tumor, no sangue
ou em outros liquidos biologicos, cujo aparecimento e/ou alteracbes em suas
concentracbes estdo relacionados com a génese e o crescimento de células
neoplasicas. Os marcadores tumorais sao Uteis no manejo clinico de pacientes com
cancer, desde o auxilio no diagnéstico e estadiamento até a avaliacdo da resposta
terapéutica, deteccéo de recidiva e progndstico, além de auxiliar na decisdo da terapia
a ser utilizada, bem como o uso de terapias adjuvantes (ALMEIDA et al, 2007).

Estas macromoléculas normalmente séo sintetizadas na presenca de uma
imensa variedade de células neoplasicas, onde podem ser originadas pela
hiperativagdo do metabolismo destas, sendo entdo produtos endégenos. Podem ser
os produtos de genes recém ligados, que até entdo ndo eram expressos, ou antigenos

adquiridos recentemente em nivel celular e sub-celular (MALATI et al, 2007).
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O surgimento e a concentracéo destes marcadores tumorais estdo altamente
relacionadas a formacéo e ao crescimento de tumores malignos (MALATI et al, 2007).
Podem ser detectados em células esfoliadas ou distribuidas, nos diferentes fluidos
corporais, como saliva, urina, escarro, derrame, liquido cefalorraquidiano, ou ainda
em circulacdo sanguinea periférica ou no plasma. Segundo Urban e Catane (2009)
deve-se observar que estes marcadores estao frequentemente presentes em baixas
concentracdes no soro de individuos saudaveis.

Uma variedade de marcadores sorologicos tem sido associados ao tumor de
pancreas, estes por sua vez, podem ser amplamente divididos em quatro grupos:
antigenos associados ao tumor, enzimas, antigenos oncofetais e outros, incluindo a
producdo ectépica de horménios e outros peptideos (PODOLSKY, 1984; REBER,
1998). Infelizmente, essa grande maioria dos marcadores tumorais descritos ainda
sdo falhos quanto a promessa inicial. Hoje os marcadores mais utilizados sdo 0s
antigenos associados ao tumor (RUCKERT; PILARSKY E GRUTZMANN, 2010).

Os marcadores tumorais antigénicos do cancer de pancreas podem ser
molecularmente definidos como antigenos de carboidratos, glicoproteinas, mucinas e
citoqueratinas. O estabelecimentos destes, deu-se principalmente pela tecnologia de
hibridoma, com o emprego de sondas monoclonais foi possivel definir os diversos
tipos de antigenos (REBER, 1998; RHODES, 1990).

Entre os antigenos carboidratos, o CA 19-9, definido através de anticorpo
monoclonal IgG de camundongo, constitui um oligossacarideo presente na cadeia
glicosilada de mucina de alto peso molecular, sendo atualmente o marcador mais
estudado (RUCKERT; PILARSKY e GRUTZMANN, 2010).

Outros tipos de marcadores antigénicos também séo elevados em ictericia
obstrutiva, 0 mecanismo que leva ao aumento destes marcadores aliado a colestase
ainda ndo é muito claro, porém, propfe-se que isso € uma consequéncia de lesdes
nos ductos biliares causados pelos sais biliares secundarios e a inflamacéo, com isso
0s antigenos séo lancados a partir do epitélio (RHODES, 1990).

O CA 19-9 atualmente é o marcador de escolha para o monitoramento da
doenca bem como no diagndéstico diferencial da pancreatite cronica sintomatica.
Dentre os marcadores tumorais, € comprovado como o marcador mais util narrado ao
adenocarcinoma pancreatico e as neoplasias gastrointestinais de um modo geral. Este
antigeno foi identificado por Koprowski et al em 1979. Trata-se de um antigeno

carboidrato citosolico, uma lacto-N-fucopentose sinalizada de 210 kDa, da familia das
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mucinas, fortemente associado ao antigeno do grupo sanguineo Lewis, pois pacientes
negativos para este antigeno (a-, b-) ndo produzem CA 19-9 (MALATI et al, 2007,
PERKINS et al, 2003; SCHLIEMAN et al, 2003). E sintetizado normalmente pelas
células dos ductos pancreaticos e pelos epitélios cdlico, gastrico, da vesicula biliar,
endometrial e salivar (CARPELAN-HOLMSTROM et al, 2004; SALCES et al, 2004).

Embora o CA 19-9 ndo seja utilizado para triagem de individuos
assintomaticos, constitui o principal teste sorologico associado ao progndéstico e
evolucdo do cancer de pancreas, com sensibilidade de 70 a 90% e especificidade de
68 a 91% (AUDISIO et al,1996).

Takada et al. (1993), referiram que o antigeno CA 19-9 exerce papel de ligante
especifico para a molécula de adeséo endotelial de leucocito (ELAM-1), o que propicia
as células tumorais se aderirem as células circulantes e, com isso dar inicio ao
processo metastético. Este ainda, pode estar envolvido no processo de angiogénese
tumoral influenciando o rapido crescimento do tumor e das metastases. Esta pode ser
uma das razdes que explica a grande associacao entre 0s niveis séricos aumentados
do CA 19-9 a frequéncia elevada de metastases, e consequentemente, pior
prognastico.

Segundo o estudo de Glenn et al. (1988), foi demonstrado que 0s niveis
plasméticos de CA 19-9 em pré tratamento, estavam diretamente relacionados com a
carga tumoral dos pacientes com cancer de pancreas clinicamente localizado. Foi
provado através do trabalho de Lima et al. (2002) uma correlagcédo estatisticamente
significante entre as mudancas nas medi¢cées do tumor durante o tratamento com
gencitabina e irinotecano e a concentracdo do antigeno CA 19-9, fato este que

considera este marcador como patognoménico do cancer de pancreas.

1.4 miRNAs - RNA de Interferéncia

MicroRNAs (miRNAs) sdo moléculas de RNA que nédo codificam proteinas
enddgenas, apresentam aproximadamente cerca de 19 a 31 nucleotideos de
comprimento (CHU e RANA, 2007). Sua descoberta tem revolucionado nos ultimos
tempos toda a compreensdo que tinhamos sobre a regulacdo de genes, a
diferenciacao celular, proliferacao, apoptose, metabolismo e a fisiopatologia de muitas

doencas, principalmente o cancer (JORDAN ET al, 2010).
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Esta técnica de silenciamento génico foi descrita pela primeira vez em plantas
(petunias) no inicio da década de 1990. Onde as plantas que até entédo
superexpressavam 0sS genes para a producdo de pigmentos, apresentavam flores
brancas gracas a inibicdo da sintese destes pigmentos pelo silenciamento do
transgene e do gene enddgeno. Posteriormente, este fendmeno foi observado em
outras espécies de plantas, fungos e outros organismos, entretanto, 0 mecanismo que
levava a este achado ainda era desconhecido (COGONI e MACINO, 2000; NAPOLI
et al, 1990).

A interferéncia por RNA (RNAIi) é um mecanismo celular responsavel pelo
silenciamento génico pdés transcricional agindo sobre o RNA mensageiro (RNAm).
Uma molécula de fita dupla de RNA se incorpora na forma ativa a um complexo
intracitoplasmatico, em seguida se liga a uma sequéncia de nucleotideos
complementar localizado no RNAm-alvo com isso, ocasionando o silenciamento por
inibicdo da traducédo e/ou degradacdo do RNAm (PETERSEN et al, 2005).

Os RNAI podem ser classificados em trés grupos com base na sua principal
origem ou 0s componentes ao qual estdo conectados:

o mMiRNAs — tamanho varia entre 19 a 25 nucleotideos.

o siRNAs — pequenos RNAs de interferéncia, tamanho varia entre 19 a 21
nucleotideos.

. piRNAs — sdo RNAs associados a proteina Piwi, tamanho varia entre 26
a 31 nucleotideos.

Sendo os dois primeiros — miRNAs e siRNAs — gerados a partir de um
precursor (RNA largo de dupla cadeia), ao qual sdo cortados por Dicer, uma enzima
ribonuclease lll. Ja o terceiro — piRNA- sdo gerados independente do procursor Dicer.
Supde-se que estas moléculas surgiram evolutivamente como defesa contra a invasao
viral (BAULCOMBE, 2004; PINA-SANCHEZ e SALCEDO, 2006; VAZQUEZ-ORTIZ,
2006).

A propriedade inibitoria desses miRNAs de dupla cadeia, executam um
importante papel na degradacédo de sequéncias analogas de RNAmM complementar,
denominando-os assim de RNA de interferéncia (RNAi) (HANNON e ROSSI, 2004).

Os RNAI participam de processos como: controle de transposons,
remodelagdo da cromatina, inibicdo da traducao e inibicdo e degradacdo de RNAmM
especifico de um gene (ZHANG et al, 2007). Estas funcdes fazem parte dos

complexos mecanismos regulatérios dos genes, nos processos fisiologicos, como a



23

embriogénese, a proliferacdo celular e na apoptose, e nos processos patolégicos,
como o cancer (WINTER et al, 2009).

A técnica de interferéncia por RNAi é hoje a mais potente entre outras
estratégias de terapia génica, de grande potencial, tem resultado em metodologias
bem-sucedidas para o silenciamento de uma grande variedade de genes
codificadores de proteinas. Gragas a sua alta especificidade, € capaz de interagir com
alelos relacionados a doenca que diferem do alelo normal por alguns pouco
nucleotideos (BERTRAND et al, 2002).

O uso de RNAIi como aplicacédo clinica terapéutica € considerado atualmente
altamente promissor no combate a doencas que expressam de forma anormal
determinados genes, onde a anormalidade pode ser identificada como causa ou 0
fator contribuinte. Entre essas doencas podemos citar cancer, doencas genéticas
dominantes, doengas autoimunes e infecgdes virais (AAGAARD e ROSSI, 2007).

Este fendbmeno tem sido utilizado com sucesso em modelos experimentais no
silenciamento de genes criticos para a viabilidade, proliferacdo e disseminacédo de
células tumorais (SALVI et al, 2004; ZHANG et al, 2004), permitindo uma revolucao
tecnologica no ramo farmacéutico com a descoberta de novas drogas terapéuticas
(STEVENSON, 2004).

O cancer, é caracterizado basicamente pelo descontrole da proliferacao
celular e a inibicdo da apoptose. Diversas pesquisas sugerem gue 0s miRNAs regulam
o funcionamento dos oncogenes, genes supressores de tumor, responsaveis por
codificarem proteinas implicadas no controle do crescimento celular e na apoptose
(CHENG et al, 2005; REINHART et al, 2000).

Ha diversos estudos da aplicacdo dos miRNAs como agentes terapéuticos, é
o0 caso da utilizacdo de miRNA sintéticos transfectados mediante lipossomas em
diversas linhagens celulares (TONG, 2006). Isto tem nos permitido a obtencéo de
diversas informagdes do funcionamento de diferentes genes e o relacionamento
destes, com o estabelecimento do cancer, como é o caso deste estudo.

De acordo com o estudo de Yun et al. (2004) sobre a técnica de RNAI contra
0 Receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) humano em ratos com cancer
de cérebro humano, demonstrou que esta terapia génica de transferéncia de genes
nao virais especificos a sequéncias de nucleotideos do EGFR, quando administradas

semanalmente, aumentou 88% o tempo de sobrevida desses animais.
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Segundo Pulukuri et al. (2005), pequenas constru¢coes de RNAI inibiu
significativamente a expressdo do receptor de uroquinase (UPAR) e os niveis de
RNAmM. Seus dados demonstraram que esta inibicdo em células PC3 resultaram numa
reducdo dramatica da invasdo das células do tumor, a viabilidade das células e a
inducéo da apoptose. Refletindo na inibicdo do crescimento tumoral e a sobrevivéncia
de um modelo de camundongo com cancer de prostata.

A terapia génica de inibicdo por RNAIi, promete o mais alto nivel de
especificidade, porém ainda € bastante dificultada pela falta de captacéo intracelular,
a estimulacdo imunolégica inespecifica e a limitada estabilidade sanguinea
(SCHIFFELERS et al, 2004).



25

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Avaliar e quantificar a presenga do marcador CA 19-9 em cultura de células

de adenocarcinoma pancreatico apos o silenciamento do gene HOXB7

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a concentracdo do marcador tumoral CA 19-9 em cultura de células de
adenocarcinoma pancreatico BxPC3, MIA PaCa2 e Capan-1.

Avaliar a concentracdo do CA 19-9 apos a inibicdo do transcrito do gene
HOXB7 em sobrenadante de linhagem celular de adenocarcinoma pancreatico

humano utilizando o método de RNA interferente (RNAI).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos no Laboratério de
Endocrinologia Molecular e Celular (LIM 25-HCFMUSP).

Foram utilizados para esta pesquisa linhagens celulares derivadas de
adenocarcinomas pancreaticos ductais, MIA PaCa-2 (ATCC® Number: CRL-1420™),
BxPC-3 (ATCC® Number: CRL-1687™) e Capan-1, derivada de um sitio metastatico
no figado (ATCC® Number: HTB-79™) obtidas na ATCC (American Type Culture
Collection), um centro de recursos bioldgicos que autentica linhagens celulares e
gerencia a logistica de preservacao a longo prazo, bem como a distribuicao de culturas
para a comunidade cientifica.

O presente estudo obteve dispensa do comité de ética (Protocolo — 037/2012).

3.2 Cultura Celular

A linhagens celulares MIA PaCa-2, BXxPC-3 e Capan-1 foram cultivadas em
garrafas de cultura de 25cm? contendo meio RPMI suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% da solugéo de antibitticos contendo 10000 unidades de penicilina e
10000pug de estreptomicina por mililitro (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA).

Uma vez em cultura, as duas linhagens foram mantidas a 37°C em atmosfera
umida com 5% de COa. A troca de meio de cultura foi efetuada a cada 24 horas até
que as células atingissem confluéncia para a expanséo. Nesta etapa, o meio de cultura
presente em cada garrafa foi armazenado para a dosagem do marcador CA 19-9
futuramente, e as células aderidas lavadas com 2mL de PBS (phosphate buffered
saline). Concluida a lavagem, 1mL de tripsina foi utilizado para inibir a aderéncia
celular. As células soltas foram entdo transferidas para um tubo conico apos o
acréscimo de 3mL de meio de cultura a garrafa seguido de homogeneizagao.
Posteriormente, a solucdo foi centrifugada a 1700 r.p.m por 2 minutos a 20°C, o
sobrenadante foi descartado e o pellet eluido com 1mL de meio. A solucéo resultante

foi transferida para uma garrafa de 75cm? contendo meio para manter o cultivo.



27

As células foram cultivadas em garrafa de 75cm? até atingirem confluéncia.
Os processos de lavagem e tripsinizagéo foram mais uma vez repetidos, todavia, o
pellet resultante da centrifugacédo foi eluido em meio para contagem das células em
camara de Neubauer. Com a contagem finalizada, 10° e 10° células foram utilizadas
para a técnica de interferéncia e a concentracdo do CA 19-9 verificada em triplicatas
do sobrenadante.

3.3 Inibicao seletiva do transcrito do gene HOXB7 com RNA interferente (RNAI)

A interferéncia por RNA foi realizada com o estojo comercial TriFECTa™
Dicer-Substrate  RNAi Kit (IDT, Coralville, IA, USA), o qual apresenta como
constituintes trés sequéncias de siRNA (small interfering RNA) alvo-especificas, bem
como trés sequéncias dupla-fita como controles, a primeira marcada com TYE™ 563;
a segunda definida como um controle negativo universal (NC1); e a terceira, um
controle positivo que apresenta como alvo o transcrito do gene HPRT.

Como descrito anteriormente, em cada um dos pocos da placa foram
depositadas 10° células em 2mL de meio de cultura especifico, as quais foram
mantidas em estufa 37°C com 5% CO2 por 24 horas. Concluido o periodo de
incubacéo, que foi empregado para a aderéncia celular, 0 meio de cultura presente
em cada poco foi descartado e substituido por meio especifico sem antibiético em
volume de 1,5mL (pocos destinados ao tratamento) ou 2,0mL (pocos destinados a
linhagem parental).

O método escolhido para a transfeccdo das células em cultura foi o de
lipofeccéo. O tratamento foi efetuado de acordo com as recomendagdes do fabricante,
assim, a sequéncia controle marcada com TYE™ 563 (2uL) e o controle positivo (2uL),
ambos na concentracdo de 10uM, foram diluidos em 248uL de meio Opti-MEM®
(Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) e acrescidos de 2% de Lipofectamine
RNAI Max Reagent (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA) ja incubada em Opti-
MEM por 5minutos (5uL de lipofectamine em 245uL de Opti-MEM), totalizando um
volume de 500uL. A solugéo resultante foi mais uma vez incubada a temperatura
ambiente, agora por 20 minutos, e gotejada em caracol nos pogos da placa de cultura
destinados ao tratamento, atingindo, dessa forma, a concentragdo de 10nM. Uma
nova incubacao a 37°C com 5% de COz2 foi realizada por um periodo de 48 horas e 0

resultado avaliado.
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3.4 Extracéo e quantificacdo de RNA

A extracdo de RNA total, desempenhada ap6s o processo de inibicdo, foi
efetuada com a utilizacdo de uma solucéo a base de fenol e isotiocianato de guanidina
denominada TRIzol® Reagent (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), que
representa uma melhoria para o método de isolamento de RNA de fase unica
desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987).

Dessa forma, o meio de cultura presente em cada poco da placa foi aspirado
e armazenado para o cumprimento da etapa futura — dosagem do marcador CA 19-9.
Foi adicionado as células em cultura 1mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA) em cada poco da placa. Apés homogeneizacao por pipetagem, a
mistura foi transferida para um tubo eppendorf estéril de 1,5mL e incubada em
temperatura ambiente por um periodo de 5 minutos. Concluida a incubagéo,
adicionou-se 200uL de cloroférmio a solugdo, a qual foi, em seguida, agitada
vigorosamente em Vortex Genie® 2T (Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA)
por 15 segundos; novamente incubada em temperatura ambiente, agora por 3
minutos; e centrifugada nas seguintes condi¢des, 10000r.p.m. por 20 minutos a 4°C.

Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf
estéril de 1,5mL e o RNA precipitado com 500uL de alcool isopropilico. A mistura foi
deixada em repouso durante 30 minutos em gelo e centrifugada nas mesmas
condicBes citadas anteriormente. O sobrenadante foi removido e ao botdo de RNA
acrescido 500uL de etanol 70% para lavagem. Depois da homogeneiza¢do em Vortex
Genie® 2T (Scientific Industries, Inc., Bohemia, NY, USA) e centrifugacdo nas
grandezas de 10000 r.p.m., 20 minutos e 4°C, o botdo de RNA foi solubilizado em
30uL de agua livre de RNAses.

As amostras foram conservadas em freezer -80°C até o momento do uso,
contudo, antes do armazenamento, a concentracao de RNA total de cada uma delas
foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA) pela absorbancia das preparacdes a 260 nanémetros (nm),
utilizando como valor padrdo uma unidade de densidade Optica (DO), que equivale a
40ug/mL de RNA. Além disso, foi avaliado a integridade do RNA extraido por

eletroforese em gel de agarose 1,0%.



29

3.5 Sintese de cDNA (DNA complementar)

A sintese de cDNA foi realizada a partir de uma quantidade fixa de RNA total,
estabelecida em 1000ng para cada amostra. As reacdes foram executadas com a
utilizacdo do estojo comercial SuperScript™ |ll Reverse Transcriptase (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, USA), conforme recomendado pelo fabricante e

demonstrado a segquir:

A) Primeiramente, a mistura abaixo foi preparada (MIX):

10X First-Strand Buffer 2,0uL
Oligo (dT) 12-18 Primer 2,0uL
dNTPs 0,8uL
Agua estéril g.s.p 4,2uL
SuperScript™ Il RT 1,0uL
B) A solucéo resultante foi acrescida de 10,0uL de cada amostra de

RNA diluida em agua estéril g.s.p. respeitando a concentracao de 1000ng/uL.

A nova mistura elaborada foi homogeneizada por pipetagem e incubada no
termociclador em trés condi¢des distintas, primeiramente 50°C por 2 minutos e 95°C
por 2 minutos, em seguida 45 ciclos de: 95°C-15 segundos; 56°C-30 segundos; 72°C-

30 segundos, e por fim, etapa Unica de 72°C por 5 minutos.

3.6 Expressdo do RNAmM do gene HOXB7 apds interferéncia

A analise da expresséao do transcrito do gene HOXB7 foi realizada pela técnica
de gPCR em tempo real. Todas as amostras foram amplificadas em duplicata a partir
de 100ng de cDNA, 10pmol de cada primer e 12,5uL do reagente Platinum® SYBR®
Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, USA), totalizando
um volume de 25uL apds a adigdo de agua estéril. O gene Glyceraldehyde 3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) foi utilizado como referéncia nesta analise,
enquanto a linhagem parental foi considerada a amostra normalizadora.

As reac0Oes foram efetuadas segundo o protocolo abaixo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Padréao de ciclagem utilizado para a avaliagcédo de expresséo do gene
HOXB7 nas linhagens celulares MIA PaCa-2, BxPC-3 e CAPAN-1.

Processo Inicial Ciclagem Processo Final

12 etapa | 22 etapa 45 ciclos Etapa Unica
50°C 95°C 95°C 56°C 72°C 72°C

2 minutos | 2 minutos | 15 segundos 30 segundos ‘ 30 segundos 5 minutos

(CHILE, 2013)

O modelo matematico proposto por Livak e Schmittgen (2001) e padronizado
por Chile et al. (2013), foi mais uma vez empregado na analise da expressao génica,
visto que a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo foi semelhante aquela observada

para o gene referéncia.

3.7 Avaliacdo da concentracdo do antigeno CA 19-9 no sobrenadante das

culturas celulares

Para avaliacdo da concentracdo do marcador sorolégico CA 19-9, foram
realizadas triplicatas das culturas celulares BxPC3, MIA PaCa2 e Capan-1, onde foi
colhido o sobrenadante destas separadamente, antes e apds a inibicdo utilizando
como controle as culturas sem inibicdo do transcrito do HOXB?7.

O sobrenadante foi armazenado em um tubo cdnico e conservado em freezer
-80°C até o momento da dosagem.

A concentracdo do CA 19-9 foi determinada por imunoensaio de
quimioluminescéncia para determinagdo quantitativa in vitro em sobrenadante de
cultura de células de adenocarcinomas pancreédticos. O kit utilizado para a
determinacao da concentracdo do marcador CA 19-9 foi CA 19-9 assay: Abbott i2000
Architect (Abbott Diagnostics, Abbott Park, IL) em equipamento automatizado,

Architect i1000, e os valores obtidos analisados.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacédo do CA 19-9 em sobrenadante de cultura celular das linhagens
BxPC3, MIA PaCa2 e Capan-1.

Foram testadas para a avaliacdo do CA 19-9 54 amostras de sobrenadante
de células em cultura, sendo 18 da linhagem MIA PaCa2, 18 da linhagem BxPC3 e 18
da Capan-1.

As células em cultura atingiram confluéncia e foram semeadas em placas para
cultura de células de 6 pocos, com contagem celular de 1 x 10° e 1 x 108 células/mm3.

De cada linhagem foram colhidas amostras do sobrenadante em triplicata
para CONTROLE NEGATIVO (CN), PARENTAL e TRATADAS com o RNAi HOXB7.

O kit utilizado para a determinacéo da concentracdo do marcador CA 19-9 foi
Abbott i2000 Architect (CA 19-9 assay) onde o cut off adotado foi de 37U/mL. A
linearidade do teste € de 2,00 U/mL — 1200,00 U/mL, onde amostras com valores
acima da linearidade foram diluidas e determinadas a partir do fator de dilui¢&o.

Inicialmente foi determinada a concentragéo do CA 19-9 em sobrenadante das

culturas celulares antes da inibicdo do gene pelo RNAI, como segue na tabela a seguir
(Tabela 4).

Tabela 4 — Determinacado da concentracdo do antigeno CA 19-9 no sobrenadante
de cultura celular de acordo com a quantidade de células e a linhagem celular
antes do tratamento com RNA interferente.

CN 1x10° células | 693 U/mL

CN 1x10 6 células | 4519 U/mL

BxPC3

CN 1x10° células | <2,00 U/mL

CN 1x10 © células | <2,00 U/mL

PaCa2

CN 1x10° células | <2,00 U/mL

CN 1x10 6 células | <2,00 U/mL

Capan-1 | MIA
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Sendo CN (média), a média das triplicatas dos controles negativos — células
sem tratamento inibitorio, acrescidas somente de meio de cultura.

Nos testes executados em sobrenadante das linhagens celulares MIA PaCa2
e Capan-1 nao foram observadas quantidades significativas do antigeno CA 19-9, ndo
sendo possivel avaliar os efeitos da inibicdo no sobrenadante destas células tratadas.

4.2 Avaliacédo do CA 19-9 em sobrenadante de cultura de células BXPC3 apés o

fendbmeno de interferéncia.

Na avaliacdo da concentracdo do CA 19-9 antes e ap6és a inibicdo do gene

HOXb7, obtivemos os seguintes resultados (Tabela 5).

Tabela 5 — Determinacado da concentracdo do antigeno CA 19-9 no sobrenadante
de cultura celular de células da linhagem BxPC3 antes e ap0s do tratamento
com RNA interferente.

1x10° células 1x10 ® células
CN (media) 693 U/mL 4519 U/mL
§ Parental (média) 425 U/mL 3938 U/mL
@ Tratadas (média) 745 U/mL 4426 U/mL

Sendo PARENTAL (média), a média das triplicatas dos sobrenadantes de
células parentais — células sem tratamento inibitorio, acrescidas somente de meio de
cultura, Opti-MEM e lipofectamina.

Sendo TRATADAS (média), a média das triplicatas dos sobrenadantes de
células tratadas com o RNA interferente especifico para o gene HOXB7.

Estes testes demonstraram a presenca do antigeno em concentragdes
analiticas apenas na cultura de células da linhagem BxPC3 ndo sendo observada
diferenca estatistica significante entre as concentracdes do CA 19-9 apos o fenémeno

de interferéncia.
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4.3 Avaliacdo comparativa do CA 19-9 antes e apés a inibicdo do gene HOXb?7.

Aparentemente, a analise dos dados obtidos ndo demonstrou diferenca
significativa, sendo necessario ampliarmos nosso estudo a fim de obtermos mais

resultados e assim fazer uma andlise estatistica adequada.
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5 DISCUSSAO

Diversos marcadores tumorais sorolégicos tém sido associados ao tumor de
pancreas, sendo atualmente, o CA 19-9 o marcador mais (til narrado ao
adenocarcinoma pancreatico, servindo como uma ferramenta de grande importancia
no monitoramento desta doenca. Por ser uma andlise ainda pouco sensivel, sua
usualidade cabe principalmente no progndstico, uma vez que hi a diminuicdo da
concentracdo do CA 19-9 ap0s a cirurgia curativa e 0 aumento deste marcador no
soro de pacientes na presenca da doenca recorrente. Tornando-o0 assim um pré-
requisito na evolucéo do cancer de pancreas.

A contribuicdo de vérios estudos utilizando a cultura de células tem sido um
recurso complementar e importante na clinica oncolégica. Este modelo experimental
tem permitido o estudo de mecanismos moleculares envolvidos ha carcinogénese e a
identificacdo de marcadores de diagnostico e progndstico muito Uteis para a decisédo
terapéutica. Porém, deve-se considerar diversas regras importantes, a fim de
uniformizar os diferentes métodos, como as analises, os subgrupos de doentes, 0s
objetivos, entre outros. Somente desta forma se pode admitir a cultura celular como
um modelo util para a comparac¢do ao modelo in vivo (GUZMAN e JORDAN, 2004; R.
IAN, 1987).

Na avaliacdo da concentracdo do antigeno CA 19-9 no sobrenadante das
culturas celulares deste estudo, ndo foram detectados quantidades significativas deste
marcador nas linhagens Capan-1 e MIA PaCa2, em ambas concentragfes de células
(1x10° céls/cm3 e 1x10° céls/cm?) ndo sendo assim, possivel fazer uma avaliagdo dos
efeitos da inibicdo, a partir do sobrenadante dessas células tratadas neste
experimento. Estudos anteriores de Chile et al (2013), demonstraram que o
silenciamento do gene HOXB7 na linhagem Capan-1 ndo caracterizou qualquer
alteracdo em processos biolégicos. Diferentemente das linhagens MIA PaCa-2 e
BxPC-3, a linhagem Capan-1 é derivada de sitio metastatico no figado,
conseqguentemente, o microambiente, associado as caracteristicas genotipicas e
fenotipicas que diferenciam os tipos celulares, talvez represente a causa para esse

evento.
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Em contrapartida, o sobrenadante das culturas celulares da linhagem de
células de adenocarcinoma pancreatico BXPC3 demonstrou quantidades analiticas
para o marcador CA 19-9 sendo possivel realizar o procedimento de interferéncia
utilizando o iIRNA contra o gene HOXB?Y.

A técnica de degradacdo de RNAmM mediada por iRNA € aplicada na tentativa
de desvendar o papel de genes especificos no processo tumorigénico. Nesse
contexto, Chile et al (2013), observaram a inibicdo de HOXB7 nas linhagens celulares
MIA PaCa-2, BXPC-3 e Capan-1 indicando a participacdo de mais uma molécula no
desenvolvimento do cancer pancreatico.

As modificacbes do funcionamento génico podem ser consequéncias de
alteracbes estruturais causadas por mutacBes, delecbes, translocacdes
cromossOmicas, amplificacbes génicas e polimorfismos de nucleotideos. Estas
mudancas podem ser apenas funcionais também, causadas pelo silenciamento
aberrante, chamados de epigenético, que podem acontecer como consequéncia de
metilacdo de segmentos cromossémicos ou interferéncia de RNA inibitério (RNAI).

Se por um lado a participacdo de mecanismos epigenéticos na modulacdo de
expressdo dos genes homeobox ndo esta completamente esclarecida, por outro, 0
envolvimento de microRNAs esta cada vez mais fundamentado. Os microRNAs
(miRNA) séo pequenas moléculas de RNA néo codificadoras capazes de induzir a
repressao pés-transcricional por meio da ligacdo a sequéncias especificas nas regides
3’ ndo traduzidas (3’'UTRs) dos transcritos correspondentes. O silenciamento da
expressao génica por miRNAs pode ser mediado pela desestabilizacdo do RNAm alvo
ou por repressédo da traducao (WU et al, 2006).

Entre as décadas de 1980 e 1990, ja se anunciavam em alguns artigos sobre
a terapia génica como uma nova revolucao da medicina. Hoje em dia com os recentes
avancos, estdo aniquiladas as duvidas de que as perspectivas que eram esperadas
anteriormente se fazem realidade, entretanto os sucessos devem ser observados com
otimismo cauteloso, e ainda requerem intenso trabalho de pesquisa. De modo a
certificar, se ndo a cura, ao menos uma melhoria de qualidade de vida de pacientes
com doencas genéticas herdadas ou adquiridas (CARLOS e ARMANDO, 2007).

O desenvolvimento recente de alguns métodos, tais como o perfil de
expressdo do RNAm pelo transcriptoma e a andlise das regides de interacdo entre
DNA e proteina em todo o genoma, indicaram que as proteinas HOX controlam a

transcricéo de centenas de genes e a falta de HOXB7 poderia representar um estimulo
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celular para a reducdo de expressao de genes ou cofatores envolvidos em diversos
processos biologicos. Os resultados obtidos com o sobrenadante das células tratadas
com RNAI, tanto na concentracdo de 10° quanto na de 109 ndo demonstraram
diferencas estatisticas entre as concentracbes do antigeno CA 19-9, ndo sendo
possivel até 0 momento caracterizar o antigeno CA 19-9 como marcador da inibicdo
do gene HOXBY.

Sera necessario a realizacdo de outros testes para a complementacédo dos
resultados. Ao desenvolver desta pesquisa identificamos algumas dificuldades, como
a obtencé&o do kit utilizado para a quantificagdo do marcador tumoral, a quantidade de
amostras, o desenvolvimento das culturas celulares e a disponibilidade do laboratorio

colaborador para o uso do equipamento automatizado Architect i1000.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo, apenas a linhagem de células BxPC3 apresentou
concentracdes analiticas do antigeno CA 19-9.

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes nas
concentracbes do marcador CA 19-9 antes e apds o fendbmeno de interferéncia
utilizando o RNAI contra o0 gene HOXB7.

De acordo com este estudo, concluimos que ndo foi possivel utilizar o
marcador tumoral CA 19-9 como um reflexo inibitério do gene HOXB7, sendo

necessario ampliar o nimero de amostras testadas.
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