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RESUMO

PROVISOR, Monize. Analise, in silico, dos padroes de expressao das familias
génicas TIMPs, ADAMTSs e MMPs e seus possiveis papéis no cancer de
mama.. 2016. 48 f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Biotecnologia) — Centro de
Desenvolvimento Tecnolégico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

A metastase no cancer de mama é considerada o fator responsavel por causar
a maior taxa de letalidade entre mulheres. A atuac&o conjunta das proteinas Meta-
loproteinases de Matriz (MMPs), que apresentam forte interagcdo com componentes
da Matriz Extracelular, das Proteinas Desintegrinas e Metaloproteinases (ADAMTSs)
e das proteinas TIMPS, capazes de inibir a acdo das MMPs, é responsavel por
exercer um importante papel proteolitico no ambiente tumoral. Com a introdugao
da bioinformatica e das novas tecnologias de sequenciamento tornou-se possivel a
busca por assinaturas génicas para auxiliar nos métodos progndsticos. O presente
estudo objetiva verificar, in silico, os padrdes de expressdo das familias génicas
TIMPs, ADAMTSs e MMPs, em tumores metastaticos, a partir de amostras de tecidos
de carcinoma invasivo de mama e de tecidos saudaveis adjacentes. As analises
diferenciais de expressao globais e especificas, de clusterizacao e funcionais foram
realizadas a partir de dados de RNA mensageiro (mRNA) contendo amostras tumorais
e normais pareadas, através da linguagem R de programacéao, de testes (exactTest
e Mann-Whitney) e parametros estatisticos (Correlacdo de Pearson, Fold Change
e p-value), além de pacotes presentes no software Bioconductor (TCGADbiolinks,
edgeR e EDAseq). A anadlise funcional considerando todos os genes demonstrou,
para os principais genes diferencialmente expressos, fungdes e vias caracteristicos
das familia génicas alvo do estudo, ressaltando a importancia destas na progressao
tumoral, sendo as familias génicas de interesse capazes de diferenciar amostras
normais de amostras tumorais.

Palavras-chave: Metastase, RNA-Seq, Bioinformatica, Metaloproteinases.



ABSTRACT

PROVISOR, Monize. Analysis of differential expression patterns of TIMPs,
ADAMTs e MMPs genes and their possible roles in Breast Cancer. 2016. 48 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Biotecnologia) — Centro de Desenvolvimento
Tecnoldgico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2016.

The metastasis in breast cancer is considered the responsible factor for causing the
highest rate of mortality among women. The combined action of Metalloproteinases
Matrix proteins (MMPs), which have strong interactions with components of the Extra-
cellular Matrix, the Disintegrins and Metalloproteinases Proteins (ADAMTSs) and TIMP
proteins, capable of inhibiting the action of MMPs, is responsible for an important pro-
teolytic role in the tumor environment. Through the introduction of bioinformatics and
new sequencing technologies, it's now possible to search gene signatures to support
the prognostic methods. This study aims to verify, in silico, the patterns of expression
of the gene families TIMPs, ADAMTSs and MMPs in metastatic tumors from invasive
breast carcinoma tissue and adjacent healthy tissues samples. Both analyzis of dif-
ferential expression, global and specific, besides clustering and functional were made
with messenger RNA (mRNA) data from tumor and normal samples paired, through the
R programming language, tests (exactTest and Mann-Whitney) and statistical parame-
ters (Correlation Pearson, fold change and p-value), and software packages present in
Bioconductor (TCGAbiolinks, edgeR and EDAseq). The visualization of the results was
obtained by Graphics like Volcano plot, Heatmap and Barplot. The functional analysis
considering all genes showed, for the main differentially expressed genes, characteris-
tic functions and pathways of gene families that are target of this study, highlighting the
importance of these in tumor progression, where the gene families of interest are able
to differentiate normal samples of tumor samples.

Keywords: Metastasis, RNA-Seq, Bioinformatics, Metalloproteases.
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1 INTRODUCAO

O cancer de mama é considerado o segundo cancer mais frequente a nivel mun-
dial e a principal causa de morte por cancer entre mulheres (JEMAL et al., 2010).
Sao estimados 57.120 novos casos para o ano de 2014, o que indica uma taxa de
incidéncia de 56,1 casos por 100.000 mulheres (INCA, 2014). E uma doenca hetero-
génea e complexa, sendo a heterogeneidade muitas vezes atribuida a existéncia de
diferentes subtipos moleculares e assinaturas génicas, gerando uma alta variedade de
prognosticos e de respostas terapéuticas (CIANFROCCA; GRADISHAR, 2009).

Segundo (LU et al., 2009), a metastase no cancer de mama é considerada o fa-
tor responsavel por causar a maior taxa de letalidade entre mulheres. Os elementos
principais durante o processo de invasao e metastase sao a degradacao do tecido co-
nectivo estromal e de componentes da matriz extracelular (HERSZeNYI et al., 1999)
Diferentes tipos de enzimas proteoliticas (metalo-, aspartic-, cisteina-, serina- e tre-
oninaproteinases) exercem papel fundamental para que esta degradacao ocorra. A
atuacao conjunta das chamadas Metaloproteinases de Matriz (MMPs), responsaveis
por clivar grande parte das proteinas presentes na Matriz Extracelular (ECM), das Pro-
teinas Desintegrinas e Metaloproteinases (ADAMs) e da classe de proteinas capazes
de inibir a acdo das MMPs, as chamadas proteinas TIMPs, é responsavel por exer-
cer um importante papel proteolitico no ambiente tumoral (CRUZ-MUNOZ; KHOKHA,
2008).

Desta forma, é considerada de extrema importancia a identificacado de mecanismos
moleculares e celulares regulatorios envolvidos no processo metastatico para, poste-
riormente, auxiliar na geragdo de métodos prognosticos mais eficazes (LEREBOURS
et al., 2003).

Com o passar dos anos, as tecnologias de Sequenciamento de Ultima Geracéo
(Next Generation Sequencing - NGS) tém revolucionado a pesquisa biomédica, devido
a sua rapidez e capacidade de analisar grandes quantidades de dados gendmicos e
transcriptomicos (KOBOLDT et al., 2013) (RIVERA; REN, 2013). A introducao destas
novas tecnologias permitiu a analise de RNA através de sequenciamento em larga
escala (RNA-seq), superando as limitagdes presentes nas tecnologias mais antigas
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(BERRETTA; MORILLON, 2009) (KAPRANOV; WILLINGHAM; GINGERAS, 2009).
Além disso, a introdug&o desta novidade no meio cientifico, contribuiu para o surgi-
mento de projetos colaborativos em todo o0 mundo, como, por exemplo, o TCGA (The
Cancer Genome Atlas), um banco de dados que fornece informacdes clinicas e dados
de caracterizacao gendmica de diversos tipos tumorais, gerados através de sequenci-
amento de alta cobertura (PUENTE et al., 2009).

Portanto, considera-se de grande interesse para o meio cientifico que sejam rea-
lizados mais estudos, utilizando esta ampla gama de informagdes disponiveis, a fim
de melhor compreender a patogénese da doencga e, assim, obter assinaturas génicas
suficientes para diagnosticar lesdes pré-malignas de alto risco de progressao, gerando
um impacto significativo nos processos de gestéo e tratamento da saide humana.



2 REVISAO

2.1 Cancer de Mama — Aspectos fundamentais

Dentre os diversos tipos de cancer existentes, o carcinoma de mama se destaca
por demonstrar taxas elevadas de incidéncia e mortalidade em todo o mundo (JEMAL
et al., 2010). Este carcinoma é definido como uma doenga heterogénea complexa,
principalmente devido a diversidade de subtipos moleculares e assinaturas génicas
existentes, resultando em comportamentos clinicos diversificados. (CIANFROCCA;
GRADISHAR, 2009). Esta heterogeneidade é considerada um obstaculo para a clas-
sificagdo dos tumores de mama, o que dificulta o desenvolvimento de métodos prog-
nésticos eficazes (SIMPSON et al., 2005).

Ensaios moleculares que buscam tracar dados de perfis de expressao génica tém
exercido papel fundamental no processo de classificacao e discriminacao destes tumo-
res (SOTIRIOU; PUSZTAI, 2009). Estes ensaios também tém auxiliado no processo
de discriminacdo de subtipos existentes, uma vez que estes subtipos podem estar
associados com diferencas em resultados clinicos, respostas a tratamentos, prognés-
ticos e propagacao metastatica (PRAT; PEROU, 2011).

Aproximadamente 90% das mortes por cancer, incluindo cancer de mama, se de-
vem a ocorréncia de metastase (LU et al., 2009) De acordo com a literatura, as célu-
las cancerosas associadas com o processo metastatico normalmente possuem alte-
racbes em sua forma e em sua capacidade de fixacdo as demais células e a matriz
extracelular (BERX; RQY, 2009). A diminuicao da expressao de E-caderina, molécula
considerada chave no processo de adesao célula-célula, possui fundamental impor-
tancia no desencadeamento destas alteragdes e, consequentemente, nos processos
de invasédo e metastase.

O processo metastatico é descrito como uma sequéncia de passos descontinuos
onde, através de mudancas biolégicas na célula, inicia-se com uma invasao local,
seguida pelo intravasamento das células cancerigenas em vasos linfaticos proximos,
possibilitando que estas células transitem pelos sistemas hematégeno e linfatico (TAL-
MADGE; FIDLER, 2010). O evento seguinte, denominado extravasamento, consiste
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na fuga destas células do lumen dos vasos para o parénquima de tecidos distantes.
A partir deste momento, inicia-se a formacao de micrometéstases, que sdo pequenos
nddulos de células tumorais que podem crescer e se transformar em tumores macros-
copicos. Esta ultima etapa denomina-se colonizacao.

Segundo (SeRLIE et al., 2001), ha correlagéo entre o risco de ocorréncia de me-
tastase a distancia e o local de preferéncia destas lesdes, com o subtipo tumoral no
cancer de mama. Sabe-se que os receptores de estrogénio (ER), (OSBORNE et al.,
1980), de progesterona (PGR) e de fator de crescimento epidermal (HER2) sdo de
grande importancia no estudo do cancer de mama.

Através da técnica de Imunohistoquimica (IHC) tornou-se possivel diferenciar e
classificar amostras de pacientes em trés subgrupos de acordo com estes recepto-
res: grupo de positivos para ER e/ou PGR, grupo de positivos para HER2 e, por fim,
grupo de receptores triplo negativos, ou seja, aqueles que sao negativos para ER,
PGR e HER2 (SgRLIE et al., 2001). Estudos comprovaram que tumores de mama
classificados como positivos para ER possuem menor probabilidade de ocorréncia de
metastase a distancia, formando geralmente metastases dsseas. Enquanto que os
tumores classificados como positivos para HER2 e os considerados triplo negativos
possuem maiores chances de progressao metastatica, formando geralmente metasta-
ses cerebrais ou viscerais.

O surgimento da técnica de microarranjo tecidual (Tissue Microarray — TMA) permi-
tiu avancos em estudos moleculares baseados em perfis de expressao génica, através
de microarranjo de DNA complementar (cDNA) microarray. Esta técnica teve importan-
cia fundamental para a evolucao da pesquisa cientifica na area médica, sendo descrita
pela primeira vez por (KONONEN et al., 1998).

Com o uso da técnica de TMA, (PEROU et al., 2000) propuseram uma nova sub-
divisdo dos subtipos tumorais, baseando-se na correlacdo entre a classificagdo mo-
lecular e parametros clinicos relevantes, como o tempo de sobrevida e o tempo livre
da doenca. De acordo com estes parametros, foram definidos cinco subgrupos dis-
tintos: luminal A (RE positivo e HER2 negativo), luminal B (RE e HER2 positivos),
superexpressao do HER2 (RE negativo e HER2 positivo), basal (RE e HER2 nega-
tivos) e normal breast-like. O subtipo luminal A associa-se a assinatura de melhor
prognostico, respondendo a terapias com medicamentos antiestrogénicos (SeRLIE
et al., 2001); o subtipo luminal B associa-se ao pior progndstico, principalmente por
se associar a recidivas tumorais; o subtipo superexpressao de HER2 é visto como um
excelente biomarcador de progndstico e, como o préprio nome ja diz, caracteriza-se
por superexpressar o receptor de fator de crescimento epidérmico ou HER2 (BER-
TUCCI; BIRNBAUM; GONCALVES, 2006); o subtipo basal se encontra associado ao
pior prognostico e é associado a mutagdes genéticas no gene BRCA (PAREDES et al.,
2006). Este, por ndo possuir alvo terapéutico definido como os demais tipos, faz com
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que se torne dificultoso o desenvolvimento de drogas para o tratamento de pacientes
classificados com este subtipo.

A existéncia de um grande numero de fenétipos moleculares no cancer de mama
€ um dos fatores que dificulta sua classificacdo (PEROU et al., 2000). Sendo as-
sim, vé-se a necessidade de uma classificacdo mais definida destes tumores para
gue se possa tragar uma relagao estatistica significativa com parametros clinicos rele-
vantes. E, apesar de existir algumas variaveis prognésticas ja disponiveis atualmente,
tais como: o estado nodal, o tamanho tumoral, a idade e o estado dos receptores
hormonais, é necessario que sejam identificados novos fatores prognésticos a fim de
diminuir os fatores de risco e possibilitar a selecdo da terapia mais adequada para
cada paciente (EIRé et al., 2012).

2.2 Matriz Extracelular e Cancer

Os processos de invasdo e metastase no cancer de mama sao considerados como
fatores responsaveis por ocasionar a maior taxa de letalidade entre pacientes, sendo,
portanto, determinantes no quadro de evolugdo da doenca (LU et al., 2009). Com
isso, moléculas envolvidas nestes processos sao vistas como potenciais candidatas
para a identificacdo de novos marcadores prognésticos neste tipo de cancer (EIR6
et al., 2012).

A ocorréncia de angiogénese, invasdo e metastase é dependente dos mecanismos
de interagdo entre as células tumorais e o estroma, envolvendo moléculas de adeséo,
fatores de crescimento e de coagulagao, proteinases, dentre outros (RUNDHAUG,
2005). O elemento considerado chave durante estes processos € a degradacao dos
componentes presentes na membrana basal e na matriz extracelular (ECM) sendo
esta degradacao dependente da agao de diferentes tipos de enzimas proteoliticas (as
metalo-, aspartic-, cisteina-, serina- e treoninaproteinases) (COMOGLIO; TRUSO-
LINO, 2005).

De acordo com (BISSELL; LABARGE, 2005), é estabelecido que microambientes
locais ou nichos exercem papel fundamental na regulacao celular. E o que era um dos
temas centrais apenas da embriologia basica, passa ser aceito também na biologia
do cancer. O microambiente tumoral € composto por uma matriz extracelular insoluvel
(ECM), um estroma composto por fibroblastos, adipécitos, células endoteliais e células
do sistema imunolégico, além de fatores de crescimento e citocinas (LU; WEAVER,;
WERB, 2012). Estudos, como o de (BHOWMICK; NEILSON; MOSES, 2004), tém sido
dedicados para determinar como os componentes celulares do microambiente tumoral
promovem o desenvolvimento do cancer. Grande parte destes evidencia a importancia
de componentes ndo celulares do nicho, especialmente a matriz extracelular, durante
a progressao tumoral (LEVENTAL et al., 2009).
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A matriz extracelular em si € composta por uma mistura complexa de componen-
tes, incluindo proteinas, glicoproteinas, proteoglicanas e polissacarideos, que exercem
atividades fisicas e bioquimicas distintas na célula (WHITTAKER et al., 2006). Estru-
turalmente, estes componentes formam também a membrana basal, que é produzida
em conjunto por células epiteliais, endoteliais e estromais, para separar o epitélio ou
endotélio do estroma, e pela matriz intersticial, que é produzida primeiramente pelas
células estromais. A membrana basal € uma ECM especializada composta por cola-
geno do tipo IV, lamininas, fibronectina e ligantes capazes de interligar o colageno aos
demais componentes protéicos, além de ser mais compacta e menos porosa do que a
matriz intersticial (EGEBLAD et al., 2010). Em contrapartida, a matriz intersticial é rica
em colagenos fibrilares, proteoblicanas e diversas glicoproteinas, tais como tenascina
C e fibronectina, que contribuem para dar resisténcia a for¢a de tracdo dos tecidos.
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Figura 1: Mecanismos funcionais da ECM (LU; WEAVER; WERB, 2012)

Quando os componentes da ECM séao colocados de forma ordenada, por possui-
rem uma consideravel diversidade estrutural e bioquimica, estes conferem proprie-
dades fisicas, bioquimicas e biomecénicas Unicas a matriz. Propriedades estas que
atuam no comportamento celular e sdo fundamentais no processo de regulacédo. Por
exemplo, as propriedades fisicas da ECM sao referentes a rigidez, porosidade, inso-
lubilidade, disposicéo e orientacdo, que auxiliam na manutencao e suporte do tecido,
bem como em sua integridade. Além disso, ao possuir funcdo de barreira e sitio de
ancoragem, as propriedades fisicas da ECM desempenham tanto papéis positivos
quanto negativos no processo de migracao celular Figura 1, nos itens.

Dentre as propriedades bioquimicas da ECM estdo suas capacidades diretas e
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indiretas de sinalizacdo, que permitem que as células detectem e interajam com o
ambiente, resultando na expresséo de genes ou em alteragdes no comportamento da
célula (LU; WEAVER; WERB, 2012). E, também, desta forma que a ECM se torna
capaz de aumentar a acessibilidade e a capacidade de sinalizacao direta de ligantes
para seus receptores cognatos, como pode ser observado na Figura 1, nos itens 4 a
6. Com relagdo aos eventos de sinalizagdo direta, segundo HYNES (2009), a ECM
utiliza fatores de crescimento enddgenos ou fragmentos funcionais derivados ap6s
serem processados por proteases, tais como as Metaloproteinases (MMPs), Figura 1
item 7.

O estudo das propriedades biomecanicas da ECM é ainda uma area em desen-
volvimento e se baseia em questionar como estas propriedades como, por exemplo
a elasticidade, podem contribuir para o desenvolvimento da doengca Como resultado
destes estudos constatou-se que as propriedades biomecéanicas da ECM regulam di-
versos comportamentos celulares essenciais, incluindo a determinacao das células
de destino, além da diferenciacdo e fungéo do tecido Figura 1 item 8 (ENGLER et al.,
2006).

Devido a grande quantidade de papeis importantes exercidos pela ECM, existem
diversos mecanismos reguladores para garantir que sua dindmica, em termos de pro-
ducéo, degradacao e remodelagem (PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007). Com
iss0, a ruptura desses mecanismos de controle tende a desregular e desorganizar a
ECM, levando a comportamentos anormais das células que residem no nicho. A di-
namica anormal da ECM é considerada um dos desfechos clinicos mais evidentes no
cancer (COX; ERLER, 2011).

Nos estudos de (PUPA et al., 2002) relatou-se alteracdes anormais nas proprieda-
des bioquimicas e fisicas destas moléculas durante o desenvolvimento do carcinoma
de mama, contribuindo para a progressao tumoral e resisténcia a terapias. De acordo
com (SHAPIRO; EYRE, 1982), a alteracao mais bem reconhecida da ECM que ocorre
no tecido tumoral é o aumento da deposicao de colageno. O colageno € o componente
mais abundante presente na ECM, constituindo 90% da ECM e 30% do total das pro-
teinas presentes em humanos, sendo responsavel por promover integridade estrutural
e resisténcia a tracao nos 6rgaos e tecidos humanos (REST; GARRONE, 1991). No
contexto bioldégico do cancer, o colageno regula propriedades fisicas e bioquimicas
do microambiente tumoral, atuando na modulagdo da polaridade celular, migracédo e
sinalizacao (LEVENTAL et al., 2009).

Além disso, estudos envolvendo abordagens moleculares para correlacionar carac-
teristicas clinicas a padrdes de expressao génica, tém destacado genes que codificam
componentes da ECM associados ao tumor (RAMASWAMY et al., 2003). A partir des-
tes estudos associou-se 0 aumento da expressao de genes que codificam proteinas
com papel no remodelamento da ECM com a alta taxa de mortalidade em pacientes
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com cancer de mama.

2.3 Genes MMPs, ADAMTs e TIMPs e metastase tumoral

Os elementos principais durante os processos de invasao tumoral e metastase no
cancer sao a degradacgao do tecido conectivo estromal e de componentes da matriz
extracelular (HERSZeNYI et al., 1999). No entanto, alguns componentes, sobretudo
0s colagenos intersticiais, demonstram forte resisténcia a acao de proteoliticos, po-
dendo ser degradados por tipos especificos de enzimas proteoliticas, como as metalo-,
aspartic-, cisteina-, serenina- e treoninaproteinases.

As metaloproteinases de matriz (MMPs), sobretudo as MMP-2 e MMP-9
(RUNDHAUG, 2005), sintetizadas sob a forma de zimogénios, sé&o coletivamente ca-
pazes de degradar as proteinas presentes na matriz extracelular (ECM) De acordo
com (MURRAY, 2001), as MMPs foram classificadas em quatro subgrupos: colagena-
ses, gelatinases, estromelisinas e de membrana. Esta classificagéo foi feita de acordo
com o tipo de molécula que as MMPs sao capazes de degradar. As MMP-2 e MMP-9,
classificadas como colagenases ou gelatinases do tipo |1V, degradam colageno desna-
turado (gelatina) e os tipos IV, V, VII, IX e X de colageno (CHAMBERS; MATRISIANN,
1997), enquanto que as MMP-1, MMP-8 e MMP-13, classificadas como colagenases,
degradam colagenos nativos do tipo I, Il, Il e IV (WESTERMARCK; KAHARI, 1999).
As MMP-3, MMP-7, MMP-10 e MMP-11, classificadas como estromalisinas, catali-
sam o processo degradativo de diferentes substratos presentes na matriz extracelular,
incluindo os proteoglicanos, lamininas, fibrinectinas, bem como as regides nao he-
licoidais do colageno IV (CHAMBERS; MATRISIANN, 1997).Por fim, as MMP-T1 e
MMP-T6, metaloproteinases classificadas como de membrana, também s&o capazes
de degradar grande parte das moléculas presentes na matriz extracelular, tais como:
colagenos | e lll, lamininas, fibronectinas, vitronectinas e proteoglicanos (YANA; SEIKI,
2002).

Segundo STERNLICHT e WERB (2001), a expressao das MMPs é induzida por di-
ferentes estimulos externos, tais como citocinas e fatores de crescimento, incluindo os
interferons, interleucinas, fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF), fatores
de necrose tumoral alfa (TNF-) e beta (TNF-), fatores de crescimento epidermal (EGF)
e indutores extracelulares de metaloproteinases de matriz (EMMPRIN). Em contrapar-
tida, as atividades destas proteinas podem ser inibidas especialmente por outra classe
de proteinas denominadas inibidoras teciduais das metaloproteinases (TIMPs).

Atualmente sdo conhecidos quatro diferentes tipos de TIMPs (TIMP-1, 2, 3 e 4),
sendo estas proteinas responsaveis por executar a principal etapa de regulagéo so-
bre a atividade proteolitica das MMPs, ap6s serem ativadas pela enzima latente, além
de serem inibidores endo6genos de desintegrinas da familia das metaloproteinases
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(ADAMTs) (CRUZ-MUNOZ; KHOKHA, 2008). Uma vez que a superexpressao de
MMPs se encontra relacionada com a conversao de células normais para células tu-
morais malignas, a atividade inibidora dos genes TIMPs é considerada importante na
inibicdo dos processos de progressao tumoral, invasdo e metastase (BAKER et al.,
1999; BERNHARD et al, 2004; COUSSENS et al., 2000; WANG et al., 1997).

As proteinas ADAMTS sdo compostas por 19 proteases secretadas, que possuem
papeis de importancia nos processos de montagem das matrizes de colageno, na ho-
meostase vascular e na clivagem das proteoglicanas da matriz extracelular (APTE,
2009; PORTER et al., 2005). Encontra-se bem estabelecido na literatura que estas
proteinas estao relacionadas com a patogénese do cancer, exercendo influéncia nos
processos de migracao das células tumorais, sinalizacao celular e controle da angi-
ogénese (PORTER et al., 2004). Porém, estudos de WAGSTAFF et al (2011), ao
comparar a expressao dos 19 tipos de genes ADAMTs em tecidos normais e em te-
cidos tumorais de mama, demonstraram que alguns destes genes possuem papéis
controversos por atuarem na supressao do tumor.

Um dos principais subgrupos dentro da familia das ADAMTs s&o as proteoglicana-
ses capazes de clivar moléculas estruturais da ECM, sobretudo as ADAMTS-1, que
possuem atividades inibidoras de tumor e de promogédo da angiogénese, além de
participar de diversos processos bioldgicos de importancia, tais como inflamacgéo e
desenvolvimento do sistema urogenital (OVERALL; LOPEZ-OTiN, 2008). Apesar de
alguns papeis das ADAMTS-1 j& terem sido elucidados, alguns estudos como o de
ROCKS et al (2008) demonstram que os efeitos dessas moléculas durante a progres-
sao tumoral permanecem controversos (HOJILLA; WOOD; KHOKHA, 2008). Este
estudo demonstrou que as ADAMTS-1 contribuem para o desenvolvimento do tumor
por estas atrairem fibroblastos e remodelarem a ECM.

Coletivamente, as MMPS s&o responsaveis pela clivagem da maior parte dos com-
ponentes proteicos da ECM e sua interacao equilibrada com as proteinas TIMPs ga-
rante sua homeostase (OVERALL; L6PEZ-OTiN, 2008). Estas proteinas ja foram rela-
tadas na literatura como fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama,
progressao e sobrevivéncia tumoral (WIECZOREK et al., 2012). Em contrapartida, al-
guns estudos discordantes descrevem estas proteinas como fatores prognésticos ou
até mesmo demonstram que néo existe associagdo alguma com parametros clinicos
no cancer de mama (HIRVONEN et al., 2003). A existéncia de dados tédo controversos
e de mecanismos ainda nao elucidados faz com que o estudo dos perfis de expres-
séo destas proteinas seja de interesse para a melhor compressao do comportamento
tumoral e dos parametros clinicos associados a doenga.
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2.4 Tecnologias de Sequenciamento de RNA de Nova Geracao
(RNA-seq)

Um dos grandes desafios da biologia molecular é explicar como células com uma
mesma composi¢cao genética sao capazes de originar tipos celulares tao distintos, que
desempenham papeis Unicos e fundamentais para o funcionamento de um organismo
multicelular (BRENTANI et al., 2005). Constatou-se, entdo, que essa diversidade
fenotipica se deve a capacidade das células ou tecidos de expressarem diferentes
conjuntos de genes (transcriptoma), refletindo em sua fungéao, fenétipo e em suas
respostas a estimulos ambientais (MOROZOVA; HIRST; MARRA, 2009). A partir
deste momento, o estudo da correlagcdo entre padrées de expressao génica com 0s
diferentes destinos e fungdes das células tornou-se de extremo interesse para o meio
cientifico.

O desenvolvimento da tecnologia de microarray ou chip de DNA, através do método
de hibridizag&o, tornou possivel a caracterizagdo simultanea da expressao de milhares
de transcritos de uma amostra (RUSSO et al., 2003). Este avanco cientifico incentivou
o surgimento de diversos projetos a fim de caracterizar assinaturas génicas de tipos
celulares em diferentes estagios de determinadas patologias (MOCKLER et al., 2005).
Apesar da eficacia desta técnica, ela também apresenta limitagées consideraveis que
podem diminuir a qualidade de uma andlise. A necessidade de um conhecimento
prévio do genoma ou de suas caracteristicas pode ser considerada uma limitacao
desta técnica, pois afeta, por exemplo, a qualidade da analise em casos de genomas
nao completamente anotados (HURD; NELSON, 2009). Além disso, a variedade
de formatos, metodologias e abordagens analiticas existentes para microarrays pode
limitar a reprodutibilidade dos dados nesta técnica.

Com o passar dos anos e com o0 aumento massivo dos dados biolégicos, passou-
se a existir, também, a necessidade de novas tecnologias que permitissem sequen-
ciar um maior numero de bases em um curto espago de tempo (MARDIS, 2013). O
surgimento de sequenciadores de DNA automatizados demonstrou a importancia da
interacao entre diversas areas do conhecimento, tais como quimica, engenharia, bi-
oinformética e biologia molecular, e de sua aplicagdo sobre métodos mais antigos de
sequenciamento, como o Método de Sanger et al (1977).

Os sequenciadores que utilizam a tecnologia de nova geracao (Next-Generation
Sequencing — NGS), introduzida por (PASZEK et al., 2005) tém sido fundamentais
para o0 avancgo de estudos cientificos, uma vez que permitem a geracédo de informa-
cbes sobre milhdes de pares de bases de forma paralela e em uma Unica corrida,
promovendo um excelente custo-beneficio (ASHLEY; SCHLUETER, 2012).

Esta capacidade de sequenciar paralelamente em massa € capaz de gerar reads
a partir de bibliotecas fragmentadas: a partir de um genoma especifico, no caso de
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sequenciamento de genomas; a partir de um conjunto de fragmentos de cDNA, ori-
ginados através da transcricao reversa de moléculas de RNA (RNAseq ); ou a partir
de um conjunto de moléculas amplificadas pela técnica de PCR. Apesar das tecno-
logias de NGS disponiveis atualmente utilizarem compostos quimicos e ferramentas
para deteccao de bases diferentes, estas compartilham de dois passos fundamentais:
o preparo da biblioteca e a deteccao dos nucleotideos incorporados (GLENN, 2011;
ZHANG et a., 2011). Além disso, as novas tecnologias de sequenciamento podem ser
classificadas em dois grupos principais: o grupo de tecnologias baseadas em PCR,
que inclui as plataformas Roche 454 (Roche Diagnostics Corp., Branford, CT, USA),
HiSeq 2000 (lllumina Inc., San Diego, CA, USA), AB SOLIiD System (Life Technologies
Corp., Carlsbad, CA, USA) e lon Personal Genome Machine (Life Technologies, South
San Francisco, CA, USA); e o grupo que nao inclui o passo de amplificacdo antes
do sequenciamento, sendo baseado na tecnologia de Sequenciamento de Molécula
Unica (Single Molecule Sequencing - SMS).

Os sequenciadores com a tecnologia lllumina foram introduzidos em 2007 e, de-
vido a sua alta capacidade, passaram a ser muito utilizados em projetos de resse-
guencimeanto completo de genomas, incluindo o do genoma humano (SHOKRALLA
et al., 2012). A plataforma lllumina, anteriormente conhecida como Solexa, possui
uma abordagem de sequenciamento por sintese utilizando DNA polimerase e nucleo-
tideos terminadores marcados com fluoréforos (FEDURCO et al., 2006; TURCATTI et
al., 2008). Para o sequenciamento com lllumina é utilizada a técnica de PCR de fase
sélida, onde se realiza a clonagem in vitro dos fragmentos em uma plataforma sélida
de vidro.

A introducédo de tecnologias NGS, como a descrita anteriormente, revolucionou
a transcriptdmica, uma vez que estas se demonstram capazes de medir o nivel de
expressao de genes, eliminando dificuldades encontradas em tecnologias com abor-
dagens mais antigas (METZKER, 2010). Um sequenciamento de RNA (RNA-Seq)
tipico consiste basicamente de quatro etapas: o isolamento do RNA; a conversao de
RNA para DNA complementar (cDNA); o preparo da biblioteca de sequenciamento;
e 0 sequenciamento propriamente dito, através de plataformas NGS (FINOTELLO;
DI CAMILLO, 2014) (NAGALAKSHMI et al., 2008). O conjunto de RNAs transcritos
sob uma determinada condi¢ao e tempo, podem revelar informagdes de mecanismos
patoldgicos relevantes para determinadas doencas.

O estudo de perfis de expressao diferenciais de genes torna possivel a comparagao
a partir de tecidos em diferentes condicées como, por exemplo, a de tecidos sauda-
veis versus tecidos tumorais, visando identificar genes que desempenham papéis de
importancia na determinacado de um fenétipo e que de alguma forma se encontram
envolvidos na patologia. Por esse motivo, bancos de dados biolégicos exercem papel
fundamental em estudos bioinformaticos, uma vez que oferecem a oportunidade de
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acesso a uma grande variedade de dados biologicos relevantes, incluindo sequéncias
de genomas de diversas espécies, incluindo a humana. O projeto Atlas do The Cancer
Genome Atlas (TCGA) faz parte de um esforgo colaborativo em todo 0 mundo, sendo
responsavel por catalogar o panorama genémico de diversas linhagens tumorais gera-
das por sequenciamento de alta cobertura (PUENTE et al., 2009) (VERHAAK et al.,
2010).

A bioinformatica € uma ferramenta fundamental para o estudo do céncer, pois pos-
sibilita a exploracado de biomarcadores relacionados ao cancer, tais como marcado-
res de predisposicdo genética, prognosticos, diagnodsticos e terapéuticos (VERHAAK
et al., 2010). A analise bioinformatica supervisionada de dados transcriptémicos é apli-
cada para selecionar os genes mais diferencialmente expressos em pacientes com
resultados discrepantes, sendo seu principal objetivo a identificacdo de assinaturas
génicas relevantes (MICHIELS; KOSCIELNY; HILL, 2005). Apesar das descobertas
nesta area serem relativamente recentes, a bioinformatica ja tem sido vista como uma
tecnologia promissora e como parte indispensavel em estudos voltados para compre-
ender as mudangas genéticas do cancer nesta era pds-gendémica.

2.5 Analise de Expressao Génica

A analise de perfis de expressao génica, através de RNA-Seq, tem fornecido uma
visdo global do cenario da transcrigcdo. Além do levantamento de niveis de expressao
génica, este tipo de analise pode ser aplicado na descoberta de novas estruturas
genicas ou isoformas de splicing alternativo, dentre outras aplicacées (KUKURBA;
MONTGOMERY, 2015; PICKRELL et al., 2010).

O armazenamento de dados e analises de RNA-seq resultam em arquivos com
formatos padronizados, que sdo cruciais tanto no processo de compartilhamento de
informacdes entre laboratérios quanto no momento de reprodugédo de dados experi-
mentais (TRAFNELL et al., 2012). O formato de arquivos mais comumente encon-
trados é o FASTQ, uma versao do arquivo FASTA estendida com a escala Phred de
qualidade, indicando a qualidade das bases.

A medida da qualidade de um sequenciamento é fundamental, pois fornece in-
formacbes importantes sobre a acuracia de cada passo do processo, incluindo pre-
paracao da biblioteca, identificacdo de bases e variantes e alinhamento de reads
(NAKAGAWA et al., 2010). A identificacdo de bases, medida através da escala de
qualidade Phred (Q score), é a medida mais comum para verificar a acuracia da pla-
taforma de sequenciamento, indicando a probabilidade que uma determinada base
foi identificada incorretamente pelo sequenciador. Por exemplo, se uma base possui
um Phred de 30 (Q30), isso indica que a probabilidade desta base estar incorreta é
1 em 1000 vezes, indicando uma acuracia de 99,9% e assim por diante. Sao exem-
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plos de ferramentas e softwares desenvolvidos para gerar dados de qualidade, a fer-
ramenta FASTX (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit), o software FASTQC (http:/
www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) e o pacote RobiNA (LOHSE et al.,
2012).

Apoés a anadlise de qualidade das reads, a préxima etapa consiste no mapeamento
destas reads contra um genoma de referéncia ou através do método de novo (ZHENG;
MORTAZANA, 2012). Este passo no RNA-seq € considerado mais desafiador quando
comparado ao DNA-seq, uma vez que muitas reads podem estar contidas em jung¢oes
de splicing. Por esse motivo, ndo se recomenda o uso de algoritmos tradicionais de
mapeamento, como o Bowtie (LANGMEAD et al., 2009) e BWA (LI; DURBIN, 2009),
para mapeamento de reads contra um genoma de referéncia. Uma estratégia para
minimizar este problema consiste em aderir, a0 genoma de referéncia, sequéncias de-
rivadas de junc¢des de unido exon-exon adquiridos de genes conhecidos (MORTAZAVI
et al., 2008).

Com o aumento do uso de dados de RNA-Seq, aumentou também os esforgos
em desenvolver ferramentas de alinhamento especificas para mapear dados trans-
criptémicos, sendo capazes de reconhecer eventos de splicing. As ferramentas mais
comumente utilizadas para este fim sdo MapSplice (WANG et al., 2010), GSNA (WU;
NACU, 2010), STAR (DOBIN et al., 2013) e TopHat (TRAPNELL et al., 2009). A sele-
cao destas ferramentas vai de acordo com os objetivos de estudo de RNA-Seq, uma
vez que cada uma delas possui diferentes vantagens em desempenho, velocidade e
memoria. (ENGSTROM et al., 2013). O projeto denominado Avaliagdo da Anotagéo
Genbmica por RNA-seq (RGASP3), iniciado pelo GENCODE, teve como objetivo iden-
tificar as principais diferencas entre as ferramentas de alinhamento, utilizando como
base diferentes parametros, tais como rendimento de alinhamento, precisao na identifi-
cacgao de bases, numeros de mismatches e capacidade de identificar sitios de splicing
alternativo.

Ap6s as reads serem alinhadas, realiza-se a montagem destas em
transcritos. Grande parte dos programas computacionais, como Cufflinks
(http://cufflinks.cbcb.umd.edu/) e RSEM (http://deweylab.biostat.wisc.edu/rsem),
realiza este processo através do acumulo de reads alinhadas contra um genoma de
referéncia (LI et al., 2011; MEZLINI et al.2012; ROBERTS et al., 2011;TRAPNELL
et al., 2010). Uma abordagem alternativa para a montagem de transcritos é a
chamada montagem de novo, onde as contigs alinhadas podem ser comparadas a
transcritos anotados para identificar novos transcritos (BIRZELE et al., 2010). Esta
abordagem possui as vantagens de ndo necessitar de um conhecimento prévio das
juncoes exon-exon e de poder ser usada em casos onde um genoma de referéncia
nao esta disponivel ou quando se encontra mal anotado. A plataforma Trinity
(http://Arinityrnaseq.sf.net) € um exemplo de software que utiliza a abordagem de novo.
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Anteriormente ao processo de deteccdo de genes diferencialmente expressos, é
importante considerar que se deve normalizar os dados, uma vez que a normalizagdo
€ um passo fundamental para a analise de dados de RNA-seq (DILLIES et al., 2013;
RISSO et al., 2011). Para se obter medidas de expressao génica e comparar estas me-
didas entre grupos de lanes € necessario primeiramente normalizar as contagens de
reads para ajusta-las quanto a variagdo da profundidade de sequenciamento destas
lanes e quanto a outros potenciais efeitos técnicos caracteristicos de cada plataforma
de sequenciamento (BULLARD et al., 2010). Nos ultimos anos, diversas estratégias
de normalizacdo vém sendo propostas para corrigir as diferengas entre a distribuicdo
de amostras presentes nas contagens de reads, como a contagem total ou profundi-
dade de sequenciamento, e para corrigir os efeitos especificos de genes presentes
nas amostras, como o tamanho do gene ou conteudo GC (HANSEN et al., 2012).

A causa mais comum de variagao entre lanes é a diferengca no tamanho de bibli-
otecas, sendo assim a forma mais simples de normalizacao entre amostras consiste
na medida da escala de contagem de reads em cada lane, através de um unico fator
especifico da lane, refletindo o tamanho da biblioteca. De acordo com a literatura,
existem cinco métodos diferentes que calculam estes fatores escalares, sendo estes
divididos em dois subgrupos. Um subgrupo consiste em métodos que normalizam
a partir do conceito de tamanho de biblioteca, como TMM (ROBINSON; OSHLACK,
2010) e DESeq (ANDERS; HUBER, 2010) e o outro sdo métodos que normalizam con-
siderando semelhancgas na distribuicao de contagem de reads, esteja esta distribuicao
em um unico quantil (TC, UQ, Med e RPKM) ou em todos os quantis (Q).

Tanto TMM quanto DESeq utilizam como hipétese que a maioria dos genes ndo séo
Diferencialmente Expressos (DE) e propdes um fator de analise baseado na proporcéao
entre parametros como media ou mediana.

Além dos métodos propostos anteriormente, existem estratégias de normalizacéao
com foco em eliminar o contetdo GC (FLISEK et a., 2012; LISTGARTEN et al., 2010),
uma vez que é descrito na literatura a ocorréncia de vieses relacionados com a efica-
cia no sequenciamento de regides gendmicas. Este fato demonstra que a contagem
de reads nao depende apenas do tamanho do gene, mas depende também de ca-
racteristicas da sequencia, sendo o conteudo GC um exemplo (BENJAMINI; SPEED,
2011; BULLARD et al., 2010; ZHENG et al., 2011). Estes estudos relatam que tanto
fragmentos muito ricos em conteido GC como aqueles muito pobres em contetudo
GC tendem a ser pouco representados em RNA-Seq, influenciando no processo de
contagem de reads. (ANDERS;HUBER, 2010). Com isso, constatou-se que vieses
relacionados ao comprimento e conteddo GC possuem alto impacto nos resultados
de expressao diferencial (DE) e, sendo assim, é importante que seja realizada uma
normalizagdo adequada para permitir a inferéncia exata das diferencas nos niveis de
expressao presentes na amostra. O pacote EDASeq (RISSO et al., 2011), presente
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no software Bioconductor, € um exemplo de ferramenta que realiza este tipo de nor-
malizagao.

Com relacdo a RNA-seq, devido a questdes bioldgicas, a abundancia relativa de
cada gene ir4 variar entre as amostras de RNA (PAN et al., 2008). Além disso, um
problema muito difundido € que a contagem dos dados tipicamente mostra uma forte
relagdo de média-variancia, que ndo € respeitado por andlises normais existentes,
levando a inferéncias estatisticas ineficientes. Transformacdes como raiz-quadrada
(HOEN et al., 2008) podem reduzir, mas nao remover inteiramente os problemas en-
volvendo a relagdo de média-variancia.

O modelo de Poisson ndo considera a variabilidade biolégica ou qualquer fonte
que faga com que a abundancia relativa de diferentes genes varie entre diferentes
amostras de RNA. Quando a abundancia nao é constante entre amostras, as conta-
gens de reads se apresentar totalmente dispersas em relacdo a de Poisson, ou seja,
a variancia deve ser maior do que a média. O modelos de super-dispersdo binomial
(BAGGERLY et al., 2004) ou Poisson (AUER; DOERGE, 2011) vem sendo proposto
para Analises Seriais de Expressdo Génica(SAGE) ou para dados de RNA-Seq.

De acordo com ZHOU et al (2011), um método simples para compartilhar infor-
magcgdes entre genes € partir do principio de que todos 0s genes possuem a mesma
relacdo de média-variancia, em outras palavras, todos 0s genes possuem a mesma
dispersao. Além disso, ROBINSON e SMYTH (2008) desenvolveram o modelo Bayesi-
ano empirico, utilizando a probabilidade ponderada para estimar a variacao biolégica.
Este modelo é implementado no pacote edgeR, presente no software Bioconductor.
Outros métodos que utilizam a abordagem Bayesiana, como o pacote baySeq, séo
propostos para SAGE ou dados de RNA-Seq. Comparacdes entre edgeR e baySeq
e outros métodos alternativos demonstraram que os primeiros sdo mais recomenda-
dos, uma vez que os demais ndo permitem a variabilidade especifica do gene ou néo
compartilham informagdes entre genes (HARDCASTLE; KELLY, 2010).

Além disso, Modelos Lineares Generalizados (MLG) foram sugeridos para dados
de contagem de SAGE ou RNA-Seq. Estes sdo conhecidos por necessitarem de mon-
tagem iterativa e, portanto, um problema comum de se utilizar esta abordagem é o
tempo computacional requerido e a insuficiéncia algoritmica para alguns conjuntos de
dados (MCCARTHY et al.,, 2012). Com base nisso, novas abordagens vém sendo
desenvolvidas com o objetivo de suprir estas necessidades e fazer analises mais acu-
radas. (KATOH et al., 2006; MICHIELS et al., 2005). A expectativa do aprimoramento
de métodos que realizam analises diferenciais de expressao génica em larga escala, €
promover uma compreensao molecular mais significativa dos tumores e, consequente-
mente, fornecer meios para melhor classificar os pacientes e para o desenvolvimento
de terapias personalizadas.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar, in silico, os padrdes de expressao das familias génicas TIMPs, ADAMTs e
MMPs em tumores metastaticos, a partir de amostras de tecidos de carcinoma invasivo
de mama e de tecidos saudaveis adjacentes.

3.2 Objetivos Especificos

e Analisar as diferengas nos padrdes de expressao entre os tecidos dos grupos
saudaveis adjacentes e tumor primario correspondente;

e Investigar se os genes de interesse sdo capazes de diferenciar amostras normais
das tumorais;

e Verificar se ha correlacdo de expressdo entre os genes das familias MMPs,
TIMPs e ADAMTSs.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras e Dados Clinicos

A partir dos dados de expressao génica (mMRNA) de 1094 pacientes com Carci-
noma Invasivo de Mama, adquiridos através do Banco de Dados TCGA (The Cancer
Genome Atlas), as amostras foram selecionadas quanto a plataforma de sequenci-
amento llumina Hiseg2000; e quanto ao algoritmo de andlise RNASeqV2, utilizado
tanto para o mapeamento quanto para a detecgdo dos transcritos.Apds, uma nova
selecdo com amostras tumorais e normais pareadas correspondentes utilizadas nas
andlises supervisionadas foi realizada atraves de seus barcodes “TN” (Tumor, matched
Normal) “NT” (Normal, matched Tumor), respectivamente. Além disso, também foram
considerados para a selegdo os dados clinicos: género (sexo feminino) e presenca
de metastase linfonodal e/ou a distancia, resultando em um total de 64 amostras nor-
mais e 64 amostras tumorais (Tabela 1). O download das amostras foi realizado em
julho/2015.

4.2 Analise RNA-SeqV2

RNASeq Versao 2 é uma metodologia de analise definida pelo TCGA (The Cancer
Genome Atlas), um projeto de colaboragdo mundial, onde diferentes tipos tumorais
sao coletados e caracterizados, através de diferentes plataformas génicas (CHANG,
2011). Esta metodologia tem por objetivo utilizar dados de sequenciamento para de-
terminar niveis de expressao génica. Para isso, primeiramente, sdo gerados arquivos
no formato FASTQ, contendo as reads sequenciadas a partir de lllumina HiSeq 2000.
A etapa posterior consiste na analise da qualidade e trimagem destas reads através
do estabelecimento de um cut-off de Q20, na escala Phred.

A proxima etapa consiste no mapeamento ou alinhamento das reads a um genoma
de referéncia, neste caso o genoma humano, através do programa MapSPlice (WANG
et al., 2010). Esta etapa gera arquivos nos formatos SAM/BAM, contendo a posicao
gendmica de cada gene.

O passo seguinte consiste na anotacao génica e quantificacao dos transcritos, atra-
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Tabela 1: Dados clinicos das amostras selecionadas para o estudo de expressao dife-

rencial.
B q ) Metast. Metast. o Tipo
arcode Género  Marg. Tam. (Linf.) (Dist) Estagio Histoléa.
ICOA-AM-AT3E  Femino Neg > ACM LERS Indefnniao e Ductal
TCGA-AT-A13F | Feminio  Neg > bcm 1a3l Auséncia A Ductal
TCGA-AC-A2FF Feminio  Neg = Z2cm 1al Indefinido lIB Lobular
TCGA-AC-A2FM | Feminio  Neg > 2cm 1a3l Auséncia B Lobular
TCGA-BH-ADAZ Feminic  Neg > bcm 1a3 Auséncia A Ductal
TCGA-BH-ADB3 Feminio | Neg > 2cm 1a3l Auséncia liB Ductal
TCGA-BH-ADB5 Feminio | Pos > 2cm 1a3 Auséncia A Lobular
TCGA-BH-AOB7 Feminio  Neg = 2cm 4a8 Auséncia lIB Ductal
TCGA-BH-AODBA | Feminio  Neg > becm 1a3l Auséncia [|[ Indefinido
TCGA-BH-AOBC Feminio  Neg = Z2cm =10 Auséncia [[® Ductal
TCGA-BH-ADBJ Feminio | Neg > 2cm =10 Auséncia B Ductal
TCGA-BH-AOBEM Feminioc  Neg = Z2cm 1al Auséncia lIB Ductal
TCGA-BH-AOBS  Feminic  Neg > bcm 1a3l Auséncia A Ductal
TCGA-BH-AOBT Feminic  Neg > 1cm 1a3 Auséncia A Ductal
TCGA-BH-AOBV | Feminio  Neg > 2cm 1a3l Auséncia B Ductal
TCGA-BH-ADBZ Feminic  Neg > bcm 1a3 Auséncia A Ductal
TCGA-BH-AODCD  Feminio | Neg > 1cm 1al Auséncia A Ductal
TCGA-BH-AODH | Feminio  Pos > 2cm 1a3 Auséncia B Ductal
TCGA-BH-A0DQ Feminio | Neg > 2cm 1al Auséncia lIB Ductal
TCGA-BH-AODT  Feminic  Neg > 1cm 1a3l Auséncia A Ductal
TCGA-BH-A0ODV | Feminio = Neg = Z2cm 4a8 Auséncia A Ductal
TCGA-BH-AODZ Feminic  Neg > 2cm 1a3l Auséncia B Ductal
TCGA-BH-ADED Feminio | Neg > bcm =10 Auséncia |[® Ductal
TCGA-BH-ADE1 Feminio | Neg > 2cm 1a3l Auséncia B Ductal
TCGA-BH-A18U  Feminio | Neg > 2cm 4a8 Auséncia A Ductal
TCGA-BH-A18Y | Feminio  Neg = 2cm 1al Auséncia lIB Ductal
TCGA-BH-ATEOQ | Feminio  N.A. > 1cm 1a3l Auséncia A Indefinido
TCGA-BH-A1EV | Feminio  N.A. > bem 1al Auséncia A Ductal
TCGA-BH-A1EW Feminio = N.A. > 2cm 1a3l Auséncia A Ductal
TCGA-BH-A1TFD  Feminio | N.A. | =0.1cm 1a3l Auséncia A Ductal
TCGA-BH-A1TF2  Feminio | N.A. Indef. 4a9 Auséncia e Ductal
TCGA-BH-A1TF6 = Feminio | N.A Indef. 4a8 Indefinido = Indefinido Ductal
TCGA-BH-A1TFB  Feminio | MN.A. > 2cm 1al Auséncia e Ductal
TCGA-BH-A1TFB Feminio = N.A. > 1cm 1a3l Auséncia ]3] Ductal
TCGA-BH-A1TFC  Feminio = N.A. > 2cm 1al Auséncia A Medular
TCGA-BH-ATFE Feminio | N.A > 2cm 1a3l Auséncia []] Ductal
TCGA-BH-A1FH | Feminio = N.A = Z2cm 4a9 Presenca v Ductal
TCGA-BH-A1TFJ | Feminio | N.A. > bcm 1a3l Auséncia A Ductal
TCGA-BH-ATFM  Feminio | N.A = Zcm 1ad Auséncia A Ductal
TCGA-BH-A1TFR | Feminio  N.A. Indef. 1a3l Auséncia e Indefinido
TCGA-BH-A203 Feminio | N.A. > 2cm 1a3l Auséncia B Ductal
TCGA-BH-A204 Feminio | N.A. > 2cm 1al Auséncia B Ductal
TCGA-BH-A208 Feminio = N.A. > 2cm 1a3l Auséncia ]3] Ductal
TCGA-E2-A153 Feminio  Neg > 1cm 1al Auséncia lIB Ductal
TCGA-E2-A158 | Feminio  Neg > 1cm 1a3l Auséncia A Ductal
TCGA-E2-A15K  Feminio | Neg = Z2cm 1al Auséncia A Ductal
TCGA-E2-A1IG | Feminio  Neg > 2cm 4a8 Auséncia B Ductal
TCGA-E2-A1L7 Feminio  Neg = Z2cm 1al Auséncia A Ductal
TCGA-E2-A1L8 | Feminio  Neg > 2cm 4a8 Auséncia B Lobular
TCGA-E9-A1N4 | Feminio = Neg > 2cm 1a3l Auséncia 1A Indefinido
TCGA-E9-A1N5 | Feminio = Neg > 2cm 1al Auséncia B Indefinido
TCGA-E9-A1TN6  Feminio  Neg > 2cm 1a3 Auséncia e Ductal
TCGA-E9-ATND  Feminio  Neg = Z2cm 1al Auséncia lIB Ductal
TCGA-E9-A1RC  Feminio | Neg Indef. =10 Auséncia nc Indefinido
TCGA-E9-A1TRF | Feminio | Neg = Z2cm 4a8 Auséncia A Ductal
TCGA-E9-A1Rl | Feminio  Neg > 1cm 4a8 Auséncia A Indefinido
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vés do pacote RSEM (versao 0.4.6), gerando arquivos no formato GTF. Este € o modo
como o TCGA diponibiliza os dados para que andlises posteriores possam ser reali-
zadas.

4.3 Normalizacao dos Dados e Analise de Expressao Diferencial

O processo de normalizacdo de dados foi realizado pelo pacote EDAseq (versao
2.5.0), que normaliza as reads levando em considerag¢ao o conteudo GC, a partir de
dados de contagens brutas (raw counts). A partir dos dados de quantificacao re-
sultantes realizou-se analises supervisionadas de expressao diferencial utilizando a
linguagem estatistica de programacéao R (verséo 3.2.2), além do pacote TCGADbiolinks
(versao 1.0.1), presente no software Bioconductor, que integra outros pacotes, como
edgeR (versao 3.2) e EDAseq (versdo 2.5.0).

Posteriormente, foi realizada uma analise global de expresséao diferencial entre os
genes presentes no tecido tumoral de mama e no tecido normal adjacente. Para o
teste de expressao diferencial entre os dois grupos foi utilizado o teste de exactTest,
ajustado pelo método de Benjamini-Hochberg. Através da comparacao entre amostras
de tecido normais e tumorais, foram considerados genes diferencialmente expressos
aqueles que apresentaram um valor inferior ao cut-off estabelecido de 0.01 e fold-
change menor/igual ou maior/igual a -1 e 1, respectivamente. Para a visualizacao
desta analise foi gerado o grafico de Volcano plot.

Posteriormente, realizou-se a clusterizacdo hierarquica entre as amostras em con-
junto com a andlise de correlacao entre os genes, considerando a Correlacao de Pe-
arson entre as amostras, no eixo x, e a distancia euclidiana, no eixo y. A correlagédo de
Pearson foi gerada a partir do pacote R. Foram considerados genes correlacionados
aqueles que possuem valor de R >= 0.6 ou <=-0.6 e p-value <= 0.01.

4.4 Analise Funcional

O processo de enriquecimento de vias (Kegg) e ontologias (GO) foi realizado com
base nos resultados diferenciais de expressdo dos genes de interesse, através da
funcdo TCGAanalyze EAcomplete presente no pacote TCGAbiolinks (versao 1.0.1).

A andlise funcional foi realizada com base no Sistema de Classificagdo
PANTHER(Protein Analysis Through Evolutionary Relationships), que possui conexao
com o banco de dados Gene Ontology (GO). Esta anélise resultou em Barplot’s, ba-
seados nos valores de p-valeu ajustado por log10FDR e de log2 fold-change (FC),
ambos gerados com base no teste estatistico de Mann-Whitney, contido no pacote
edgeR (versao 3.2).



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Atualmente, muitos estudos relacionados ao estagio do tumor, grau histoldgico,
Receptores de Estrogénio (ER), Receptores de Progesterona (PR) e ao Fator de Cres-
cimento Epitelial Humano 2 (HER2), mutacdes (BRCA1 e BRCA2), dentre outros, tém
sido considerados fatores importantes no processo de progndstico do cancer de mama
(JEZIERSKA; MOTYL, 2009; PEPPERCORN et al., 2008). No entanto, recentes des-
cobertas envolvendo técnicas moleculares tém sido vistas como um novo caminho
promissor para 0 desenvolvimento de novas classificagdes para este tipo de tumor,
auxiliando na caracterizagdo do prognostico, através da descoberta de assinaturas
génicas.

Com isso, o foco principal do presente estudo foi verificar, através de perfis trans-
criptbmicos, se as familias génicas MMPs, TIMPs e/ou ADAMTSs desempenham pa-
pel bioldgico relevante no Carcinoma Invasivo de Mama. Para responder a estas
questdes, o passo fundamental foi identificar se as familias apresentam diferengas
significativas em seus niveis de expressao, quando comparados aos tecidos normais
adjacentes.

5.1 Analise global de genes diferencialmente expressos

5.1.1 Analise de distribuicao

Para um estudo supervisionado de expressao génica diferencial, € interessante
qgue seja realizada, previamente, uma analise incluindo todos os genes considerados
diferencialmente expressos envolvidos no cancer de mama, possibilitando visualizar
os padroes de distribuicdo destes genes nos dois tecidos (normais e tumorais). Esta
andlise, realizada pelo pacote TCGAbiolinks, pdde ser visualizada através do Volcano
plot (Figura 2).

Este grafico demonstra que hd uma divisao clara entre os genes presentes nas
amostras normais e tumorais, indicando que estes possuem fortes caracteristicas que
os tornaram capazes de se agrupar entre si. Todos 0s genes que estdo a direita (com
Fold Change maior que 2), os genes que se encontram mais expressos no tecido
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Figura 2: Analise global da diferenca de expressao génica entre tecidos tumorais de
mama e normais adjacentes com base nos valores de p (-log10 (0.01)) e de Fold
Change (log2(2)).
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tumoral e, aqueles que estdo a esquerda (com Fold Change menor que 2), os genes
gue se encontram mais expressos no tecido normal. O p-value extremamente alto,
representado por -log10(0.01), demonstra que os resultados diferenciais de expressao
sao significativos.

5.1.2 Analise Funcional

Posteriormente, ainda de forma global, foi realizada a analise funcional, com base
no sistema de classificagado PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Rela-
tionships), que possui conexdo com o banco de dados de vias (Kegg) e de funcdes
e processos biologicos (Gene Ontology — GO). Esta analise resultou em um gréfico
Barplot (Figura 3), baseados nos valores de p igual a 0.01 ajustados em log10 por
FDR, e nos valores de Log2 de Fold Change, para Fold Change igual a 2.
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Figura 3: Analise funcional de processos biolégicos (Gene Ontology) e vias (Kegg),
baseada na diferenca de expressao génica entre tecidos tumorais de mama e normais
adjacentes. Ambos gerados com base no teste estatistico de Mann-Whitney, contido

Através deste grafico, & possivel observar que, apesar de nao ter havido sele-
cao das familias génicas de interesse (MMPs, TIMPs e ADAMTSSs) para a analise
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funcional, grande parte dos genes considerados diferencialmente expressos quando
comparados tecidos tumorais de mama e tecidos normais apresentaram fungdes bi-
olégicas e vias, descritos na literatura, como sendo caracteristicos destas familias.
A regulacéo da proliferacao celular (n=100), transcricdo (n=57), resposta a estimulos
de hormonios esteroidais (n=31), a aderéncia epitelial a jungdes sinalizadoras (n=45),
sinalizacao de célcio (n=47) e inibicdo de metaloproteinases de matriz (n=17) sédo pro-
cessos bioldgicos e vias relacionados as familias génicas de interesse, sugerindo que
estas exercem papel fundamental no processo de invasao e progressao tumoral no
carcinoma invasivo de mama.

5.2 Analise diferencial de expressao das familias génicas (MMPs,
TIMPs e ADAMTSSs) no cancer de mama

A andlise de expressao diferencial das familias génicas de interesse (MMPs, TIMPs
e ADAMTs) comparando tecidos tumorais de mama e normais adjacentes, através do
pacote edgeR, identificou 22 genes diferencialmente expressos’ (Tabela 2).

5.2.1 Analise de Clusterizacao Hierarquica

Utilizando os 24 genes diferencialmente expressos realizou-se a analise de cluste-
rizacao hierarquica para verificar se 0os genes de interesse sao capazes de agrupar as
amostras e diferencia-las. A visualizagdo desta andlise foi possivel através do gréfico
HeatMap gerado (Figura 4), utilizando a fungdo aheatmap, presente no pacote NMF,
do software Bioconductor.

Através desta analise verificou-se que todas as metaloproteinases diferencialmente
expressas, com excegdo da MMP-28, se encontram mais expressas em tecidos tumo-
rais quando comparados a tecidos normais adjacentes. As MMPs estdo envolvidas,
em sua maioria, nos processos de degradagao da matriz extracelular, migracéao celu-
lar, proliferacdo, apoptose e remodelagédo de tecidos, em numerosos estados patolo-
gicos e biolégicos, sobretudo no cancer (MORRISON et al., 2009; RAY et al., 2009).
As MMP-1, classificadas como colagenases, sao relatadas na literatura como uma
das metaloproteinases mais expressas em tecidos de carcinoma invasivo de mama,
além de estar presente em outros tipos de cancer (BALDUYC et al., 2000; MIGITA et
al., 1999) e o aumento de sua expressao, juntamente com as MMP-9, -13 e -14 esta
associado a diminuicdo da taxa de sobrevida de pacientes com este tipo de cancer.
Além disso, a degradacédo de ECM por MMP-1 também demonstrou influéncia nas in-
teracdes célula-célula e célula-ECM através de desassociacao, levando ao aumento
da divisao celular e diminuicao da apoptose e a tumorigénese (HOJILLA et al., 2003).

'Os Valores gerados com base no teste estatistico de Mann-Whitney, para False Discovery Rate
(FDR) igual a - log10(p-value), para p-value < 0.01 e Fold Change(FC) igual a log2(FC), para FC=2.
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Tabela 2: Parametros de expressao diferencial dos genes MMPs, TIMPs e ADAMTSs
quando comparadas amostras de tecidos tumoral e normal adjacente.

MMP11 6.362986 1.843337e-200 264466579 312.30702
MMP9 3.323533 5.826557e-31  13182.9386 949 81579
MMP14 1.250872 1.830563e-29  10291.51754  32191.0972
MMP13 6.611346 8.732888¢-67  2633.3772 2345614
MMP1 6.721741 2.692464e-67  2161.2281 17.50000
MMP3 2.229512 1.172367e-21 873.8158 167.77193
MMP10 3.332908 2.091292e-22 372.2193 32.67544
MMP12 2.032505 8.332584e-11 298.5877 60.68421
MMP28 2.114608 8.594177e-44 2222632 909.24561

ADAMTS1 -2.191659 3.287921e-51 319428070  13472.90351
ADAMTS5 3018220  3470234e-122  889.02632 6613.00000
ADAMTSL4 -1.884194 5574871636  669.13158 2300.42105
ADAMTS9 -1.307638 4595578e-28  947.29825 2190.96842
ADAMTS14 3.118975 8.894581e-52  381.04386 39.26316

ADAMTSL2 1.782829 1.481585e-37  492.76316 139.09649
ADAMTS? 1.059599 1.374851e-16  515.67544 237.18421
ADAMTS6 1.355943 1550592e-26  217.16667 79.06140

ADAMTS19 2.398059 5981589¢-16  118.24561 19.89474

ADAMTS18 -1.729423 2014138e-14  123.05263 409.36842

ADAMTS3 -1.556254 5165225630  122.33333 330.03509

ADAMTS8 -1.692810 4.85402e-13 91.73684 155.2931

TIMP4 -3.381683 3.684634e-19 315.746 3822.667
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Figura 4: Heatmap com a representagao da clusterizagao entre amostras e correlagao
entre genes diferencialmente expressos no cancer de mama (n=128).
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Em estudos in vivo, através da técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent As-
say), foi observada uma alta expressado das proteinas MMP-1 e MMP-9 em tecidos
tumorais quando comparados a tecidos normais (Przybylowska et al., 2006).

As MMP-2 e MMP-9 tém sido amplamente estudadas como biomarcadoras e al-
vos terapéuticos no cancer de mama (EGEBLAD;WERB, 2002; STERNLICHT; WERB,
2001). Isso principalmente por estas gelatinases se relacionarem com a invasao tu-
moral e metastase, devido a sua capacidade de remodelamento tecidual via matriz ex-
tracelular e, também, por induzir a degradacdo da membrana basal e a angiogénese
(SUN et al., 2014). Apesar de relatos de alta expressao por parte destas metalopro-
teinases, em tecidos tumorais de mama, seus papeis como fatores progndsticos ainda
permanecem pouco elucidados.

As MMP-11, classificadas como estromalisinas, sdo conhecidas por desempenhar
um papel de importancia na tumorigénese da mama (ENGEL et al., 1994). Ao con-
trario de todas as outras MMPs que sao secretadas sob a forma de proenzimas, as
MMP-11 séo ativadas antes mesmo de serem secretadas, através de proteases do
tipo furina associadas ao Complexo de Golgi. De acordo com estudos de Kéhrmann
et al (2009) e Kossakowska et al (1996), observou-se um aumento significativo de
expressao de MMP-11 em tecidos tumorais de mama em comparacgao a tecidos nor-
mais. Além disso, a superexpressado de estromalisinas se encontra significantemente
relacionada a parametros clinicopatolégicos, o que pode ser fundamental para prever
a evolugao da doencga.

As MMP-13, colagenases, demonstram estar bastante expressas em tecidos tumo-
rais de mama e ainda se encontram associadas ao aumento da taxa de metastase a
distancia (VIZOSO et al., 2007). Além disso, de acordo com estudos de ZHANG et al
(2008), as MMP-13 possuem correlacao com fenétipos tumorais agressivos, estando
inversamente correlacionadas com a taxa de sobrevivéncia de pacientes com este tipo
de cancer. Estas podem ser vistas como potenciais fatores prognosticos para o cancer
de mama, mas seus mecanismos precisam ser mais estudados.

No presente estudo, o fato desta familia génica ter demonstrado uma expressao
significativa em tecidos tumorais em relagcdo aos normais indica concordancia com o
que ha na literatura. As MMPs-1, -9, -10, -11 e -13 foram as que se demonstraram
mais expressas no tecido tumoral, apresentando um valor alto de log2 Fold Change,
sendo seus respectivos valores de g-value (p-value ajustado em log10 por FDR), séo
inferiores ao cut-off estabelecido de 0.01, ressaltando que estas diferencas de expres-
séo sao estatisticamente significativas. Apesar das MMP-28 apresentarem, na litera-
tura, uma alta expressao em tecidos tumorais de mama, neste estudo ela demonstrou
resultados controversos, encontrando-se mais expressas em tecidos normais quando
comparadas a tecidos normais. Este resultado indica que o grande numero de amos-
tras € necessario para a compreensdo do papel dos genes. Além disso, mais estudos
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devem ser realizados para investigar outros possiveis papeis que esta metaloprotei-
nase pode estar exercendo como, por exemplo, de supressao tumoral.

Os genes TIMPs sao genes conhecidos por possuirem atividade proteolitica ini-
bitéria e, sendo assim, diversos estudos relatam a importancia desta familia génica
na inibicdo da progressao tumoral e, consequentemente, dos processos de invasao e
metastase (ALBINI et al., 1991; BAKER et al., 1999; MATSUSAWA et al., 1996). A
superexpressao do gene TIMP-4 j& foi relatada em linhagens celulares de cancer de
mama e associada com a inibicao dos processos de invasao, metastase e crescimento
tumoral (WANG et al., 1997). Além disso, foram relatados os mesmos efeitos de ini-
bicdo quando estes foram implantados em camundongos. Porém, também existem
alguns estudos com resultados conflitantes, como o relato de que a terapia com este
gene, em camundongos, promoveu a formacao tumoral e a associagcao deste gene
com a transicao de carcinoma dutal in situ para carcinoma invasivo, em humanos (JI-
ANG et al., 2001; ZHAO et al., 2004).

O resultado deste estudo indicou que, dentre os quatro tipos de genes TIMPs
existentes, o TIMP-4 apresentou uma diferenga significativa de expressao para estas
amostras. Nesta anadlise, o Log2 de fold-change se apresentou negativo, indicando
gue ha maior expressao deste gene nos tecido normal quando comparado ao tecido
tumoral. Além disso, o p-value ajustado por FDR indica a confiabilidade desta andlise,
uma vez que o cut-off estabelecido foi de 0.01. Apesar do resultado encontrado con-
tradizer a literatura com relacao a sua atividade tumoral inibitéria, é possivel perceber
pelos genes diferencialmente expressos que a degradagao da matrix celular estd muito
mais presente nas amostras tumorais. Assim, os resultados compdem o esperado.

A arquitetura das proteinas ADAMTS, com dominios que conferem atividades pro-
teoliticas, além da habilidade de ligacao a diversas moléculas associadas a matriz
celular e extracelular (ECM), sugerem sua participacao relevante na progressao tumo-
ral e metastase (PORTER et al., 2005). No entanto, na presente analise, verificou-se
qgue maior parte dos ADAMTS (ADAMTS-1, ADAMTS-5, ADAMTS-L4, ADAMTS-9,
ADAMTS-18, ADAMTS-3 e ADAMTS-8) demonstrou maior expressao no tecido nor-
mal que no tecido tumoral. Uma possivel explicacao para estes resultados consiste na
presenca do dominio metaloproteinase ativo nestas proteinas. Este dominio, por exer-
cer papel fundamental na degradagdo de componentes da matriz extracelular, pode
estar degradando moléculas de fatores de crescimento e citoquinas (MARETZKI et
al., 2005; OVERALL;KLEIFELD, 2006), contribuindo assim para o controle da proli-
feracdo, migracao celular e angiogénese. Além disso, a presenca dos dominios C-
terminais descritos em algumas destas proteinas, como ADAMTS-1 (ENGLE et al.,
2001), ADAMTS-4 (GAO et al., 2002), ADAMTS-8 (VAZQUES et al., 1999), ADAMTS-
9 (SOMERVILLE et al., 2003) e ADAMTS-12 (CAL et al., 2002), pode ser responsavel
por agdes anti-tumorais e anti-metastaticas (ZHENG et al., 2003).
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As proteinas ADAMTS comecaram a ganhar atencdao muito recentemente, sendo
assim, existem informagdes muito limitadas na literatura a seu respeito, principalmente
com relacdo a seus possiveis papeis no cancer de mama. Por este motivo, considera-
se fundamental que sejam realizados mais estudos com o objetivo de melhor definir
suas fungdes bioldgicas e investigar seus possiveis papeis na progressao tumoral.

A andlise de clusterizacao hierarquica demonstrou que os 22 genes considera-
dos diferencialmente expressos, pertencentes as familias génicas (MMPs, TIMPs e
ADAMTSs), foram capazes de clusterizar as amostras normais e tumorais, separando-
as. Além disso, a analise através da Correlacdo de Pearson demonstrou coeréncia no
agrupamento das amostras de acordo com as caracteristicas dos genes. Este resul-
tado indica que o grande numero de amostras utilizadas neste estudo foi relevante para
descobrirmos novos genes possivelmente envolvidos com a progressao tumoral e, a
partir dai, investigarmos se estes sdo capazes de atuarem como marcadores molecu-
lares, auxiliando em métodos progndsticos ou colaborando para terapias especificas
e personalizadas.



6 CONCLUSOES

Através deste estudo, ao comparar amostras tumorais de mama e normais adja-
centes do mesmo paciente, foi possivel demonstrar que existem diferencas significa-
tivas de expressao entre os genes. Isso foi visto tanto na andlise global quanto na
analise restrita das familias de interesse no estudo. Além disso, as caracteristicas bi-
ologicas presentes nestas familias foram ressaltadas durante a analise diferencial de
expressao global, ressaltando a importancia destes genes em processos relacionados
ao carcinoma invasivo de mama.

Foi possivel identificar que os genes MMPs, TIMPs e ADAMTSs foram capazes de
diferenciar as amostras normais das tumorais. Porém, a analise de correlacao entre
eles indica que mais estudos serdo necessarios tanto para elucidar os papeis exer-
cidos em cada familia génica, uma vez que diversos estudos demonstram resultados
controversos com relacdo a atuacdo destes genes no cancer de mama, quanto para
investigar novos papeis.
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7 GLOSSARIO

lanes

Sao regides da "flow cell"aonde sao realizadas as reacdes de sequenciamento, o
que inclui a formacao dos clusters e o "sequenciamento por sintese"(sequencing by
synthesis - SBS) propriamente dito. Cada "flow cell"pode contém varias lanes, sendo
oito 0 nUmero mais comum.

Flow cell

Placa aonde sdo carregadas as bibliotecas de sequenciamento. Flow cells sao
usadas por diferentes plataformas se sequenciamento de nova-geracdo, como ABI
SOLID, lllumina Solexa e Roche 454. Diferentes do Chips usados na plataforma lon
Torrents. Normalmente é utilizada como superficie de armazenamento para alocar os
fragmentos a serem sequenciados.

read

Sequencia de DNA identificada a partir de um fragmento apds o processo de "base-
calling"("chamada de bases"). Pode ser "raw"(bruta), quando ndo passou por nenhum
processamento, ou "filtered"(filtrada), quando foi modificada (ex: trimada, mascarada).

Tecnologia de microarray

Também chamada de chip de DNA é uma ferramenta de analise de expressao
génica que permite investigar a expressao de centenas ou milhares de genes em uma
amostra com uma reacgao de hibridizacao.A tecnologia é baseada na hibridacédo de
alvos marcados derivados de amostras bioldgicas e uma série de sondas de DNA
imobilizadas em uma matriz sélida, que representam os genes de interesse.



Cobertura

Também denominada "coverage"ou "depth"é uma medida de quantas vezes uma
base foi sequenciada, sendo equivalente ao numeros de reads que cobrem aquela
regido. Essa informagédo é obtida durante a montagem, seja esta "de novo"ou "por
referéncia”(re-sequenciamento).
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Analise, in silico, dos padroes de expressao das familias
génicas TIMPs, ADAMTSs e MMPs e seus possiveis papéis
no cancer de mama.
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