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RESUMO:

Cadeia leve de dineina 1 (DLC1) é uma proteina regulatéria multifuncional, ndo associada
somente com os motores de miosina V e de dineina, mas relacionada com a apoptose celular,
sendo sua superexpressao e fosforilagdo demonstrada como causadora do crescimento de células
tumorais mamarias. O objetivo deste trabalho foi obter anti-DLCI1 a partir de coelhos
imunizados e aplicar este anticorpo em imunohistoquimica, para um possivel controle do
desenvolvimento e/ou regressdo de tumores de mama. Foi realizado um ciclo de imunizagdo com
DLC1-GST em 2 coelhos, em seguida os soros imunes passaram por uma cromatografia em
coluna de afinidade para a purificagdo do anticorpo que foi entdo utilizado na imunolocalizagdo
desta proteina em tumores de ducto de glandula mamaria. Foi detectada por western-blotting, a
presenca de anti-DLC1 no soro dos coelhos e a purificagdo deste anticorpo também ficou
comprovada pelo mesmo método. A imunohistoquimica dos tumores de mama evidenciou a
imunolocalizagdo da DLC 1 nas células tumorais localizadas préximas aos ductos da glandula, o

que sugere este método como controle qualitativo destas células neste tipo de tumor.

PALAVRAS CHAVE: DLCI1, tumor, mama, imunohistoquimica, anticorpo.
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ABSTRACT:

Dynein light chainl (DLC1) is a multifunctional regulatory protein, not only associated with
myosin V and dynein motors, but also related with cellular apoptotic. Overexpression and
phosphorylation of DLC1 have been shown to promote the growth of breast cancer cells. The
aim of this data was to obtain anti-DLC1 from 2 immunized rabbits and to apply this antibody on
immunohistochemistry for a possible control of development and/or regression of breast tumors.
Two rabbits were immunized with DLC1-GST pure and after, the serum of the animals were
passed on a cromatography colun of afinity to purify the antibody anti-DLCI, which was used in
the imunolocalization of this protein in duct gland breast tumors. It was detected by western-
blotting the presence of anti-DLC]1 in the serum of 2 rabbits and the purification of this antibody
was proved for the same method. The immunohistochemistry of breast tumors showed a higher
localization of DLCI1 in tumoral cells placed in the proximities of the gland ducts, which suggest

this method as a control of qualification of this kind of cell in this kind of tumor.

KEY WORDS: DLC 1, tumors, breast, immunohistochemistry, antibody.
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1) INTRODUCAO

A migragio de neurdnios, células da glia e a formagdo de cones de crescimento no sistema
nervoso dos animais sdo devido a eficientes mecanismos de motilidade celular. Tais mecanismos
sio mediados por recém caracterizadas mecanoenzimas associadas ao citoesqueleto formado por
microtibulos e actina. Estas moléculas motoras geram, através da energia liberada pela hidrélise
de ATP, forga mecanica e mobilidade atraves do citoesqueleto (HARRINGTON & RODGERS,
1984).

O termo motor molecular é usado para definir as mecanoenzimas que convertem energia
quimica em energia mecanica. Os principais motores moleculares sdo as cinesinas, dineinas ¢
miosinas, estas, que trabalham ao longo de filamentos de actina e, par isso, obtém a energia
quimica através da hidrélise do ATP; essa energia ¢ convertida em energia mecanica necessaria
para os movimentos ao longo dos trilhos do citoesqueleto. A utilizagdo dessa conversdo de
energia dentro da célula ¢ um fenomeno de extrema importancia, pois possibilita a realizagdo de
importantes processos, como: deslocamento de cromossomos, movimento celular, motilidade de
vesiculas e organelas, motilidade flagelar, citocinese, expansdo neuritica, formagao de cone de
crescimento, trafico de membranas € sinais de transmissio (CHENEY & MOOSEKER, 1992;
LANGFORD, 1995; HASSON & MOOSEKER, 1996; HIROKAWA, 1998; MERMALL et al,
1998: GOODE et al., 2000; WU et al., 2000; GONCALVES, 2000).

Existem em nosso organismo diferentes tipos de células que formam diferentes tecidos. Mas
todas elas se encontram em constante movimento interno (exocitose, endocitose, transporte de
organelas, e outros). Nos diversos tipos de células, os microtibulos e a malha de filamentos de
actina agem simultaneamente durante uma ampla variedade de processos, incluindo o transporte
de vesiculas e organelas. Historicamente, filamentos de actina e microtibulos tém sido
considerados constituintes a parte do citoesqueleto com fungdes distintas, contudo grande nimero
de observagdes mostrou que 0s dois sistemas de filamentos agem juntos € simultaneamente
durante uma variedade de processos celulares. Estudos farmacoldgicos mostraram que 0
rompimento de um dos sistemas tem profundos efeitos na organizagdo do outro sistema de
filamentos. Estudos em microscopia cletrénica mostraram pontes de ligagdo entre filamentos de

actina e microtibulos in vitro. Estas observagdes indicam que microtubulos e citoesqueleto de



actina estdo ligados tanto fisicamente quanto funcionalmente (GOODE er al., 2000
GONCALVES, 2000).

Os elementos do citoesqueleto desempenham papel mecénico de suporte; estabelece,
modifica e mantém a forma das células; além de ser responsavel por movimentos celulares como
contragdo, formagdo de pseuddpodes e deslocamentos intracelulares de organelas, cromossomos,
vesiculas e granulos diversos (VALLEE & FALCHUK, 1993; MERMALL et al., 1998;
CALABRIA, 2004).

O citoesqueleto compde-se de trés classes principais de fibras: microfilamentos de actina,
microtibulos e filamentos intermediarios. Associadas a esses filamentos, encontramos um
conjunto de proteinas acessorias chamadas de proteinas motoras capazes de hidrolisar ATP
(adenosina trifosfato) e acoplar a energia quimica dessa hidrdlise a produgdo de forca e
movimento, necessarios a varios elementos celulares (EVANS et al., 1997; CALABRIA, 2004).

Existem trés principais proteinas motoras pertencentes a familia das ATPases (adenosinas
trifosfatases) que participam do transporte intracelular de organelas, interagindo com
microfilamentos de actina e microtubulos. As cinesinas, dineinas e miosinas, que se diferem
funcionalmente pela dire¢do do movimento que realizam ao longo dos microtibulos do axonio €
quanto & associagdo ao tipo de fibra do citoesqueleto, sendo que a kinesina participa de
transportes do corpo celular para o axdnio; a dineina, do axonio para o corpo celular; ¢ a miosina
nos filamentos de actina (CHENEY ez al., 1993; CALABRIA, 2004).

As descobertas dos micromotores, cinesina e dineina citosolica, associadas a microtbulos do
cérebro ajudam a esclarecer o transporte axonal de vesiculas e organelas. Os mecanismos de
interagdo cinesina e dineina com microtiibulos e de miosina com actina estfo sendo em grande
parte elucidados por sistemas de motilidade in vitro que podem ser ensaiados por observagdo
direta ao microscopio optico, por estudos de proteolise limitada, por técnicas de biologia
molecular e por reconhecimento por anticorpos monoclonais (ESPINDOLA, 1991).

A anslise filogenética da superfamilia das dineinas revelou trés subfamilias agrupadas de
acordo com suas caracteristicas moleculares relacionadas (GIBBONS, 1995).

As dineinas caracterizam-se como complexos motores moleculares, multiprotéicos
(GIBBONS, 1995) associados a microtubulos, constituidos por duas cadeias pesadas, duas

cadeias intermediérias e uma familia de cadeias leves (Figura 1) (GILL et al., 1994) e que regula



o remodelamento citoplasmatico, movimento de cromossomos, jungdo e posicionamento de fusos
mitéticos e migragio nuclear (VAISBERG et al, 1993; HOLZBAUR & VALLE, 1994).

As subfamilias das dineinas sdo: o brago externo e brago interno do axonema, que cooperam
na produgio de oscilagdes dos cilios € batimentos dos flagelos; e a subfamilia da dineina
citoplasmatica que esta presente em todas as células, envolvida em uma variedade de processos
de motilidade intracelular, incluindo o transporte axonal retrogrado, a mitose € a melose, a
manutengdo do complexo de Golgi e o trafego centripeto de vesiculas membranosas (endossomos
¢ lisossomos) e outras particulas intracelulares (HOLZBAUR & VALLE, 1994).

Esta proteina foi primeiramente identificada como um componente integral da dineina
axonemal, braco externo, da alga Clamydomonas onde esta associada com a cadeia intermediaria
na base da particula soltvel, tendo sido denominada de cadeia leve de dineina, de acordo com sua
massa molecular relativa de 8.000 daltons, em gel SDS-PAGE (PIPERNO & LUCK, 1979,
PFISTER ef al, 1982). Analise eletroforética demonstrou que a fracdo de cadeias leves de

dineina axonemal de Clamydomonas consiste de peptideos de Mr 8.000; 11.000; 14.000; 16.000
e 19.000 daltons.
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Figura 1: Complexo citoplasmatico da dineina de mamifero: A: polipeptideos do complexo purificados de cérebro
de ratos por imunoafinidade. A massa molecular relativa é indicada em kDa ao lado direito do gel e os nomes das
familias indicados do lado esquerdo. B: Modelo estrutural para a associacdo das subunidades do complexo. O centro
do complexo é composto por 2 cadeias pesadas (DYNCIHI - HC); 2 cadeias intermedidrias (DYNC11 / IC74 ¢
DYNCILJ) se ligam a regido N-terminal das cadeias pesadas e dimeros de 3 familias de cadeias leves: DYNLT

(Tctex 1), DYNLRB ¢ DYNLL (LC8) se ligam aos dimeros das cadeias intermediarias (Fonte: PFISTER et al,
2000).



A clonagem molecular revelou que as cadeias leves de 8.000 e 11.000 séo relacionadas entre
si (43% de identidade na seqiiéncia de aminoacidos) e fazem parte de uma familia de proteinas
altamente conservada entre mamiferos, nematddeos e plantas (KING & PATEL-KING, 1995). A
cadeia leve de 8 kDa (Mr 8.000 e massa molecular predita= 10.3 kDa ) ¢ altamente conservada,
compartilhando identidade de seqiiéncia de aminodcidos, entre as diferentes espécies de
Clamydomonas, sendo maior que 90% (KING et al., 1996).

Atualmente, pesquisa em banco de genes mostra que esta cadeia leve constitui uma grande
familia de proteinas ubiqiiamente expressa em diversos membros em muitas espécies. Pesquisa
no GenBank ( www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se o BLAST contra o Genoma Humano,
revelou a existéncia de pelo menos 12 regides cromossdmicas, cobrindo cada qual a identidade
em seqiiéncia de nucleotideos maior que 80% (PATUSSI, 2002). Dois membros dessa familia de
protefnas vém sendo estudados em mamiferos, os quais foram denominados de DLC1 e DLC2,
conforme a ordem em que foram seqiienciados ¢ caracterizados (PATUSSI, 2002).

A DLC foi identificada em outros diversos organismos como: S. Cerevisae, Drosophila
(DICK et al., 1996a); Schistossoma mansoni (HOFFMANN & STRAND, 1996) € humanos, nos
quais ¢ compartilhada por intimeros complexos protéicos e enzimaticos, e possui diversas
fungdes biolégicas (FAN ef al., 2002).

A DLC, como uma cadeia do complexo da dineina, estd relacionada com diversas fung¢des,
incluindo controle do ciclo celular e manutengdo da polaridade (FAN et al., 2002), além de
funcionar como um regulador da apoptose por sequestramento da proteina pro apoptotica Bim
dos microtibulos (PUTHALAKATH et al., 1999).

Além disso, estudos mostram que a perda parcial ou total da DLC na espécie Aspergillus
nidulans inibe a migragdo nuclear (BECKWITH et al., 1998) e acarreta defeitos morfogenéticos,
iheluindo deficiéncia no desenvolvimento de asas e pélos, e morte celular durante a embriogénese
em espécies de Drosophila (DICK et al., 1996a).

No Aspergillus nidulans, o homodlogo da DLC ¢é codificado pelo locus NudG. Mutag¢des
temperatura-sensiveis levam a miltiplos defeitos mediados pela dineina, incluindo a inibi¢do da
migragdo nuclear devido a uma falha na localizagdo da dineina citoplasmatica na ponta do

micélio, redugdo na eficiéncia da esporulagio e crescimento lento (BECKWITH er al. 1998).



Em organismos unicelulares, mutagdes que levam & auséncia da DLC ndo afetam a
viabilidade, e em Saccharomyces cerevisiae nenhum fenotipo tem sido observado (DICK et al.
1996b).

Em Drosophila, a DLC, a qual ¢ referida na literatura como DLC1 de Drosophila, sendo na
realidade mais relacionada com a DLC 2 humanas (86/89 aminoécidos idénticos) do que a DLCI
humana (83/89 aminoacidos idénticos), tem sido encontrada interagindo com a proteina swallow,
que apresenta colocalizagdo com o RNA bicdide durante a oogénese ¢ pode atuar como um
adaptador para capacitar a dineina no transporte do RNA ao longo dos microtabulos
(SCHNORRER et al., 2000).

King e Patel-King (1995) caracterizaram inicialmente a DLC associada a dineina flagelar em
Clamydomonas, porém uma seqiiéncia homologa foi encontrada em dineina citoplasmatica de
cérebro de mamifero (KING ef al, 1996), onde participa de fung¢des como transporte axonal
retrégrado, movimento de endossomos e lisossomos, migragfio nuclear, organizagéo subcelular
do aparato de Golgi (XIANG et al, 1994), além de se relacionar ao processo de anafase
(SAUNDERS ez al., 1995). Acredita-se que a DLC possa também estar associada a outros
componentes citosélicos que ndo cosedimentam com microtibulos (KING et al., 1996). Além
disso, estudos estruturais mostram que esta cadeia leve se liga a vérios peptideos alvos de
diferentes proteinas (FAN & AMOS, 2001).

A cadeia Leve de Dineina 1 (DLC1) é um dos tipos de DLC encontradas no citoplasma e
desempenha a fungdo de chaperona em combinagdo com a cadeia intermediaria 1C74 do
complexo motor de dineina (MAKOKHA er al, 2002). A figura 2 ilustra, segundo Vadlamudi e

colaboradores (2004) alguns fatores de interagdo com a DLCI, relacionados a apoptose celular.
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Figura 2: Modelo de regulagdo de DLCI por Pakl e fungdes da BimL. Sob condigdes fisiologicas, DLC1 seqiiestra
BimL para os microtubulos. Sob condigdes de apoptose, os dimeros de DLC1-BimL sdo liberados e interagem com
Bcl-2. Fatores de sobrevivéncia ativam Pakl, o qual fosfoforila os dimeros DLC1-BimL e , depois, previne a

interagio entre BimL e Bcl-2 (Fonte: VADLAMUD]I, et al., 2004).

A morte celular pode se dar de duas formas: a necrose e a apoptose (WYLLIE ef al., 1980). A
necrose é a morte celular induzida por trauma e, portanto ha uma resposta inflamatoria. As
caracteristicas das células em necrose sdo: intumescimento celular e da mitocondria, aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica e ruptura da mesma, desintegracao das organelas ¢ dos
componentes nucleares. A necrose ¢ associada a danos graves como a hipoxia aguda e deficiéncia
abrupta de nutrientes (KROEMER ez al., 1998).

A apoptose ou morte celular programada pode ser ativada por diversos estimulos, tais como
agentes fisiologicos na embriogénese € no sistema imune. Em condigdes fisiologicas, apoptose €
um processo controlado, envolvida na homeostase do tecido. Mas quando ocorre apos algum
dano celular, pode representar um mecanismo de destruicio seletiva das células danificadas, cuja
sobrevivéncia poderia prejudicar o organismo como um todo (WYLLIE et al., 1980). E provavel
que todas as células do corpo humano possuam a capacidade intrinseca de sofrer apoptose. Isto

sugere que todas as estruturas € processos requeridos em pelo menos uma via de apoptose estdo



presentes na célula e provavelmente sejam necessarios a sua sobrevivéncia (KROEMER et al.,
1998).

A célula, ao sofrer apoptose, apresenta alteragdes morfolégicas e bioquimicas distintas
daquela em necrose. A célula em apoptose € caracterizada pelo encolhimento celular,
condensagdo e fragmentagio da cromatina. A célula apoptdtica se fragmenta formando os corpos
apoptéticos. O vazamento do citocromo ¢ da mitocondria para o citosol é uma das primeiras
caracteristicas bioquimicas que precede as alteragdes no nucleo da célula em apoptose. Estas
propriedades diferem significantemente das caracteristicas de necrose ou morte celular acidental
(BORTNER et al., 1995).

Existem evidéncias de que a apoptose é uma resposta a omissdo, isto ¢, de que a sinalizag@o
ativa continua por fatores tréficos teciduais especificos, citocinas, hormoénios, fatores de contato
entre células (moléculas de adesdo e integrinas) que pode ser necessaria para a sobrevivéncia e a
viabilidade da célula, sendo o mecanismo de autodestruicdo automaticamente deflagrado, a néo
ser que haja inibigdo ativa e continua por esses fatores anti-apoptoticos. Esses aspectos sdo
relevantes para propensio dos tumores a invadir e sofrer metastases (THOMPSON, 1998).

O cancer é uma doenca caracterizada pela multiplicagdo ou propagagdo descontrolada de
células no corpo e de formas anormais das proprias células corporais. Trata-se de uma das
principais causas de morte nos paises desenvolvidos (LODISH et al., 2000). Os termos “céncer”,
“neoplasia maligna” e “tumor maligno™ sdo sinbnimos e distinguem-se dos tumores benignos
pelas suas propriedades de diferenciag@o, poder de invasdo e capacidade de metastasiar-se, isto ¢,
disseminar-se para outras regides do corpo (LODISH et al, 2000).

As células cancerosas apresentam, em graus varidveis, quatro caracteristicas que distinguem
das células normais: proliferagdo descontrolada, desdiferenciaciio e perda da fungdo; poder de
invasio e metastases (LACERDA, 2003). Essas c€lulas freqiientemente possuem alteracdes na
via da morte celular programada (apoptose). Essas células demonstram relagdes alteradas entre 0s
membros anti-apoptéticos da familia da Bel2 e os membros pré-apoptoticos, pertencente as
familias Bax (Bax, Bak, Bok) e “BH3-only” (Bim, Bad, Bmf, Bid, Puma, Noxa, Bik, MAPI, entre
outras), que desviam o equilibrio em prol da sobrevivéncia e, desse modo, agem conferindo
resisténcia as terapias. Ambos os tipos de proteinas pro-apoptoticas sdo requeridas para iniciar a

apoptose (LETAI ez al., 2002; MOORE et al. 2007).



Em tumores de mama, a fosforilagdo da DLC1 pela Pakl (Kinase ! ativada pelo p21, que
remodela o citoesqueleto, menos relaciona aos fatores de crescimento e sinalizagdo de estrégeno)
mostrou promover a sobrevivéncia e o crescimento positivo de receptores de estrogeno nas
células (VADLAMUDI et al, 2004).

Nessas células, os efeitos biologicos do estrogeno sdo resultantes da sua ligagdo estrutural e
funcional com receptores de estrégeno (ERs) (ERa ¢ ERB). O ERa € o principal ER do epitélio
mamario humano e regula a expressdo génica. Para exercer as fungdes de transativa¢do, o ER
transloca-se para o nicleo e liga-se a uma seqiiéncia palindromica (HERYNK & FUGUA, 2004).
Além da ligagdo com o estrégeno, a fun¢do do ER ¢ modificada por coativadores e complexos de
remodelagem cromatinicos (KUMAR er al., 2004).

O mecanismo molecular de transporte do ER até o nucleo ainda permanece desconhecido. Foi
proposto que a DLCI influencia na fisiologia celular, dependente e independente da fungdo
motora, porque a maior parte da DLCI nfo esta ligada aos microtibulos e interage com outros
tipos de proteinas celulares (BENASHKI et al., 1997). Apesar do amplo conhecimento da
participagdo da DLC1 no transporte retrégrado e na migragdo nuclear (BECKWITH ez al., 1998;
PAZOUR et al., 1998), o seu papel na agdo do ER permanece desconhecido.

Segundo o Ministério da Satide, a analise da mortalidade estimou que em 2002, o cancer de
mama foi a primeira causa de morte por cancer entre as mulheres, seguido pelo cancer de
pulmio, cdlon e reto, do colo do dtero e estdmago.

O cancer de mama localmente avancado, em regides economicamente desenvolvidas € de
aproximadamente 5%, enquanto nos paises em desenvolvimento correspondem 30% a 50% dos
casos diagnosticados, incluindo o carcinoma inflamatério, que representa 1% a 3% de todos os
cancer de mama (HORTOBAGYI et al.,1996; JARDINES et al., 2000).

Tendo em vista que o cancer de mama é muito comum entre as mulheres ¢ a sua relagdo com
a superexpressio de DLCI ja fora publicada, a produgdo e a purificagdo de anticorpo contra
DLCI e a sua respectiva utilizagio em imunohistoquimica, seria uma possivel maneira de
acompanhar a eficacia de tratamentos, bem como as diferentes fases do desenvolvimento de

tumores mamarios através da andlise dos diferentes niveis de expressdo de DCL1.
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2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo Geral

Obter anti-DLCI a partir de coelhos imunizados e utilizar este anticorpo em
imunohistoquimica, para um possivel controle do desenvolvimento e/ou regressdo de tumor de
mama ¢ da eficdcia de tratamentos alternativos, tendo em vista que esta é uma proteina

superexpressa nesse tipo de cancer.

2.2) Objetivo Especifico

e Produzir anti-DLC1 em coelhos a partir de ciclos de imunizagéo;
e Obter fragdes puras do anticorpo produzido em coelhos, através de cromatografia por
afinidade;

e Testar o anticorpo na imunodeteccdo e localizagdo da DLC1 em tumor de mama.
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3) MATERIAIS E METODOS
3.1) Imunizacio dos coelhos com DLC1-GST

Até a década de 70, o DNA era o componente celular mais dificil de ser analisado. Sua
seqiiéncia de nucleotideos de enorme tamanho e monotonia quimica era geralmente analisada por
meios indiretos como a seqiiéncia de proteinas ¢ andlise genética. A partir da década de 70 novas
tecnologias foram desenvolvidas permitindo o isolamento e a purificagdo de genes especificos
num processo chamado de clonagem génica. Na verdade, muitas destas técnicas sdo provenientes
da Microbiologia, Bioquimica, Imunologia e Genética Microbiana e permitiram que a analise do
DNA ganhasse um novo enfoque. O DNA tornou-se entdo, a molécula mais facil de ser
analisada, sendo possivel isolar regides especificas, obté-las em grande quantidade e determinar a
sua seqiiéncia numa velocidade de milhares de nucleotideos por dia (BLAU ez al., 2006).

A Tecnologia do DNA recombinante, como se convencionou denominar este conjunto de
técnicas tem uma ampla aplicagdo. Ela pode ser usada para estudar mecanismos de replicagfo e
expressdo génica, na determinagdo da seqiiéncia de um gene e conseqiientemente da proteina que
ele codifica, ou no desenvolvimento de culturas microbianas capazes de produzir substéncias
Uteis tais como a insulina humana, hormoénio de crescimento, vacinas e enzimas industriais em
grandes quantidades. Sua aplicacdo comercial ou biotecnolégica parece ter um potencial
inesgotavel. Como conseqiiéncia do desenvolvimento desta tecnologia ¢ atualmente possivel
realizar investigagfio de paternidade e o diagndstico de doengas genéticas e infecciosas através da
analise de DNA (BLAU et al., 2006).

A técnica central da metodologia do DNA recombinante ¢ a clonagem molecular, a qual
consiste no isolamento e propagagdo de moléculas de DNA idénticas. A clonagem molecular
compreende pelo menos dois estagios importantes: primeiro o fragmento do DNA de interesse
chamado de inserto é ligado a uma outra molécula de DNA chamada de vetor para formar o que
se chama de DNA recombinante. Segundo, a molécula do DNA recombinante € introduzida numa
célula hospedeira compativel, num processo chamado de fransformagdo. A célula hospedeira que
adquiriu a molécula do DNA recombinante € agora chamada de transformante ou célula

transformada. Um (nico transformante, em condigdes ideais, sofre muitos ciclos de divisdo
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celular, produzindo uma coldnia que contém milhares de cépias do DNA recombinante (BLAU et
al., 2006).

As proteinas de fusdo sdo utilizadas em clonagem molecular por serem geralmente mais
estaveis que a correspondente proteina de eucarioto produzida em bactérias e, portanto, podem
ser obtidas em grande quantidade. Com isso, a expressdo de proteinas clonadas tornou-se uma
abordagem essencial para a produgdo de anticorpos e purificagio desses por afinidade, a fim de
se realizar estudos funcionais/estruturais da proteina expressa (BUGG et al., 1994).

De maneira ideal, para a constru¢do do fragmento de DNA de interesse pode-se utilizar um
vetor que apresente a glutationa-S-transferase de Schistosoma japonicum (26 kDa) como proteina

de fusdo, permitindo a purificagdo em coluna de agarose-glutationa (pGEX).
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Figura 3: Estrutura do vetor Pgex que expressa a proteina de interesse em fuséio com a glutationa transferase (GST).

(Fonte: VILELA, et al., 2006).
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A proteina DLCI1 em fusio com GST, produzida a partir de clones de bactérias pIHS02
(GST), foi aplicada em dois coelhos, segundo o ciclo de imunizagio descrito a seguir.

A primeira imunizagdo foi feita com dose completa de 250 ug de proteina de fusdo (DLCI1 —
GST), diluida em 400 uL de adjuvante de Freund. O primeiro reforgo foi feito 15 dias apos a
primeira dose, com uma injegdo de 150 ug de proteina diluida em 250 uL de adjuvante, e o
segundo reforgo foi realizado 7 dias depois do primeiro reforgo, também com uma dose
incompleta de 150 ug de proteina diluida em 250 uL. de adjuvante.

No segundo reforgo foram coletadas amostras de aproximadamente 2 mL de sangue da orelha
de cada animal, para a realizagdo de western-blotting , visando a detec¢fo da presenga ou ndo do
anticorpo anti-DLC1 no soro dos animais.

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas a 2500 xg por 10 minutos a 4°C. Os
soros foram separados e armazenados a -20°C em solugdo de 0.2 mM de azida sodica.

Os soros foram submetidos a SDS-PAGE 5 a 22% , de 10 uL. de DLC-GST. A eletroforese foi
realizada com tampéo eletrodo (100 mM Tris, 7.8 mM EDTA, 770 mM glicina, SDS 3% pH 8.3)
e corrente constante de 45 mA.

As amostras separadas foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose 0,45 pm em
corrente constante de 200 mA por 2 horas, utilizando-se tampdo eletroblot (25 mM Tris-HC1 pH
8.3, 192 mM glicina e metanol 40%). Apos a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi
corada com Ponceau 0.5% (Ponceau 0.2% em écido tricloroacético 3%) por quinze minutos para
visualizagdo da proteina e descorada com dgua destilada.

A membrana de nitrocelulose foi bloqueada com solugdo de bloqueio (leite desnatado 5% em
TBS-T) overnight a 8°C. Em seguida, esta foi lavada em TBS-T, por 3 vezes de 5 minutos e
‘ncubada com o soro dos animais, diluido 20 vezes em TBS-T. Essa incubagao foi feita por 4
horas & temperatura ambiente e sob agitagdo. A membrana foi lavada em TBS-T, por 3 vezes de 5
minutos e incubada com o anticorpo secundério anti-rabbit IgG conjugado com peroxidase
Amersham®, diluido 3.000 vezes em TBS-T, por 3 horas. A reatividade do anticorpo foi

detectada pelo sistema DAB sob agitagdo e em cdmara escura. A reagdo foi interrompida com

agua.
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3.2) Purifica¢do do anticorpo anti-DLC por cromatografia de afinidade

Ap6s certificagdo da presenga do anticorpo de interesse nos soros dos animais, 0s mesmos
foram diluidos em 1 volume de TBS e centrifugados a 10.000 xg por 10 minutos a 4°C. Os
sobrenadantes obtidos foram juntados € o volume unico foi incubado com a resina Q-Sepharose-
DLC-PLM pré-equilibrada com TBS [1x], overnight, em cdmara fria sob agitagdo em shaker
orbital.

Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com TBS [1x], sendo a primeira com volume igual
ao da coluna; a segunda com volume de 10 vezes o da coluna com TBS acrescido de 0.5M de
NaCl e a terceira com TBS no volume de 20 vezes o da coluna de TBS.

Seguindo as lavagens, foi feita a elui¢do com uma solugdo contendo 200 mM de glicina, 150
mM de NaCl, pH 2.5, 10 vezes o volume da coluna. As fragdes foram coletadas em tubos
contendo 300 uL de 1M Tris pH 8.8, sendo completado o volume de 1.5 mL para cada tubo. Foi
determinada a absorbancia de todas as fragdes a 280 nm e as amostras que apresentaram maior
leitura, tiveram sua concentragdo protéica calculada e foram testadas por western-blotting para a
determinacgéio daquele que continha o anticorpo de interesse.

Em seguida, o anti-DLC1 purificado e na concentragio final de 0,9ug/ul foi aliquotado em

fracSes menores e congelado a -20°C.

3.3) Imunolocalizagio de DLC1 em tumor de mama
3.3.1) Parafinizacdo dos tecidos e montagem das liminas

Os tecidos tumorais retirados cirurgicamente de 4 pacientes do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, foram colocados em pequenos frascos individuais contendo
solugdo de formol 10%. Os tecidos permaneceram nesta solugdo por 48 horas, em seguida, foram
estocados em alcool etilico absoluto durante 2 ou 3 dias, passando por uma troca. Decorrido esse
periodo, passaram-se pelo procedimento de inclusdo em parafina: sendo colocados por 3 horas
em xilol com uma troca, 4 horas em xilol acrescido de parafina (1:1). Todo esse processo ocorreu

em estufa a 58° C. O préximo passo consistiu em colocar os tecidos em parafina pura, onde
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permaneceram por 12 horas em estufa a 58°C. A parafina foi trocada e os tecidos permaneceram
por 2 horas na segunda parafina, também mantida em estufa a 58° C. Este Gltimo banho em
parafina serviu como meio para emblocar os tecidos. Apds o periodo de 2 horas foi retirado o
frasco da estufa e observou-se se o tecido estava centralizado no bloco.

Decorrido dois dias desse emblocamento, foram realizados cortes de 3 pm em micrétomo
manual. No preparo das laminas, estas foram tratadas previamente com solugdo de gelatina: S g
de gelatina em folha, 0.5 g de bicromato de potéassio e 1L de 4gua destilada. As laminas foram
imersas nessa solugéo por alguns minutos, e em seguida secas em estufa a 30° C por pelo menos
24 horas antes do uso.

Apos a realizagdo dos cortes dos tecidos emblocados, as sec¢des foram postas nas laminas e

secas em estufa a 30° C, durante 24 horas.
3.3.2) Imunohistoquimica

Os cortes foram desparafinizados por 20 minutos em estufa a 80°C e seguindo o
procedimento de dois banhos consecutivos de xilol de 15 minutos cada, segui-se a hidratagfo
com um banho em alcool 50% e xilol 50% de 3 minutos, um banho em alcool etilico 100% de 3
minutos, alcool etilico 95% de 3 minutos, alcool etilico 90% de 3 minutos, 4lcool etilico 85% de
3 minutos, alcool etilico 70% de 3 minutos, alcool etilico 50% de 3 minutos, dois banhos
consecutivos em agua destilada de 30 segundos cada ¢ um banho em 4gua deionizada de 30
segundos.

Os tecidos foram submetidos a recuperagdo antigénica por 30 minutos em panela a vapor,
sendo as ldminas mergulhadas em um coplin contendo tampéo Citrato (4mM) pH 6,0 acrescido
de 0,05% de Tween 20 pré-aquecido a 96°C.

Em seguida, as laminas passaram por um resfriamento natural por 30 minutos, e foram
lavadas em TBS [1x] por 15 minutos (3x de 5 minutos). Foi realizado um bloqueio com a solugdo
NOVO LINK® Peroxidase Block por 20 minutos a temperatura ambiente, em cdmara escura.

As laminas foram lavadas em agua destilada e, em seguida, com TBS [1x] por 15 minutos (3x
de 5 minutos). Em seguida, fez-se um bloqueio de proteinas com a solugdo NOVO LINK®

Protein Block por 20 minutos a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas em agua

destilada e, em seguida, com TBS [1x] por 15 minutos (3x de 5 minutos).
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Os cortes foram incubados com o anticorpo primério anti-DLC1 na concentragdo de
0.045ug/uL previamente purificado, & temperatura ambiente por 2 horas. As laminas foram
lavadas em dgua destilada e, em seguida, lavadas com TBS [Ix] por 15 minutos (3x de 5
minutos). Em seguida, ocorreu uma incubagio com NOVO LINK® Post Primary Block por 30
minutos a temperatura ambiente. As ldminas foram lavadas em agua destilada e em seguida com
TBS [1x] por 15 minutos (3x de 5 minutos). Posteriormente, fez-se a incubagdo com solugéo
NOVO LINK® Polymer por 30 minutos a temperatura ambiente. As ldminas foram lavadas em
agua destilada e em seguida com TBS [1X] por 15 minutos (3x de 5 minutos).

Finalmente, realizou-se a revelagdo com o sistema DAB Chromogen associado a DAB
Substrate - NOVO LINK® por aproximadamente 5 minutos. As laminas foram mergulhadas em
agua para a parada da reago. Para contracorar o tecido, as laminas foram submetidas a um banho
com Hematoxilina Harris, por um periodo de 30 segundos. Logo em seguida, estas foram lavadas
em 4gua corrente por aproximadamente 5 minutos. As ldminas passaram pelo processo de
desidratagdo, que consistiu em banhos de 3 minutos em alcool etilico 50%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95% e 100%, seguidos de um banho de 5 minutos em uma solugdo alcool: xilol (1:1) e 3
banhos de 5 minutos em xilol. Apds a desidratagdo as ldminas foram montadas com a utilizagdo
de Entellan para a colagem das laminulas. Os cortes foram analisados em microscopio optico.

O mesmo procedimento foi realizado em cortes de cerebelo para controle negativo.
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4) RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho foi desenvolvido com o propésito de obter anti-DLCI a partir de coelhos
imunizados e, através da metodologia de imunohistoquimica, obter um possivel controle do
desenvolvimento de tumores de ducto de mama e da eficacia de tratamentos alternativos.

O perfil da resposta imune em pacientes com cancer pode fornecer informagdes valiosas de
proteinas celulares que podem induzir a resposta imune. A regressdo tumoral é um processo que
parece ser o resultado da interagdo do sistema imune com células tumorais. Entdio, em alguns
pacientes, o sistema imune parece ser ativado contra células tumorais. Respostas imunes contra
algumas proteinas celulares tém sido descritas em pacientes com cancer (HANSEN er al., 2001;
FRESCHI, 2006).

Os anticorpos tém sido uma importante ferramenta laboratorial por suas diversas aplicac¢des,
no qual destacamos Western blotting, imunohistoquimica, imunocitoquimica, enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), imunoprecipitagfo, dentre outros (HARLOW, 1988; PEIXOTO,
2006).

Os anticorpos so classificados de acordo com a quantidade de epitopos que conseguem
reconhecer o antigeno, podendo ser classificados como policlonal e monoclonal. Os policlonais
sdo conhecidos por se ligarem a vdrios epitopos de um mesmo antigeno, ao contrario dos
monoclonais que, tém especificidade elevada e se ligam a um unico epitopo (AUSUBEL ef al.,
2001). Por esta razdo existe uma escolha preferencial dos anticorpos policlonais para detecgdo de
proteinas desnaturadas entre outros variantes. Porém, existem desvantagens. Os anticorpos
policlonais, por reconhecerem vérios epitopos do antigeno, podem originar rea¢des cruzadas com
outros antigenos ndo especificos e formar background indesejavel. Para reduzir estes problemas
purifica-se a IgG de interesse por imunoafinidade a partir do antigeno imobilizado (MARSHAK,
1996).

O epitopo € uma caracteristica estrutural de uma molécula na qual a regido variavel da
imunoglobulina se liga. As seqliéncias curtas de aminoacidos, as cadeias laterais de hidratos de
carbono ou mesmo o local de fosforilagdo de um peptideo podem servir como um epitopo
(AUSUBEL, 2001). As proteinas contém diferentes epitopos, € quando uma proteina € injetada

em um animal, existe a produgdo de diferentes epitopos (AUSUBEL, 2001).
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Dessa forma, os anticorpos representam uma intrigante classe de proteinas, por sua inerente
capacidade de reconhecer um excesso de epitopos com alta afinidade e especificidade, e também
pela sua estabilidade e possibilidade de se montarem (KRETZSCHMAR & VON RUDEN, 2002;
PEIXOTO, 2006).

Trabalho de imunohistoquimica desenvolvido por Martins e colaboradores (2000) utilizando
cerebelo humano incluido em parafina demonstrou que os tecidos que ndo sdo coletados
recentemente ¢ incluidos em parafina tém os sitios antigénicos recuperados quando submetidos
ao retrieval (recuperagio antigénica).

A recuperagio antigénica é um procedimento de rotina em tecidos que foram submetidos 3
fixagdo em formalina, pois este tipo de fixador promove ligagSes multiplas entre os grupos
aminos e a formagéo de pontes de metileno entre os vérios aminodcidos presentes em uma
proteina, bloqueando o acesso de anticorpos aos epitopos alvo, mascarando o antigeno
(MONTEIRO, 2003; CALABRIA, 2004).

Os receptores hormonais também apresentam caracteristicas de fator preditivo & resposta
terapéutica, exibindo associagdio com o curso clinico dos carcinomas da mama. A positividade
para receptores de estrogeno (RE) ¢ progesterona (RP) ¢ um excelente marcador de diferenciagdo
dos carcinomas mamarios. Outro importante fator preditivo € a expressdo do gene c-erbB- 2, cuja
amplificagdo ocorre em um terco dos carcinomas mamaérios e esta associado ao alto grau
histologico, e a redugdo da sobrevida. (SLAMON er al.,1987; GUSTERSON er al., 1992;
GASPARINI et al., 1993; DUFFY, 2005)

O crescimento tumoral estd relacionado a um balango resultante do somatério entre
proliferagio e morte celular. A medida combinada de morte celular ¢ proliferagdo é uma
importante arma na predicdo mais realista do comportamento tumoral. O mecanismo
geneticamente controlado de morte celular é chamado de apoptose, que ¢ fundamental para a
eliminagdo de células danificadas. Estudos recentes demonstram a relevancia da morte celular
programada na homeostase tecidual, na organogénese e na patogenia dos tumores (STORY &
KODYM, 1998; HASHIMOTO, 1996; FOTEDAR er al, 1996: VILLUNGER & STRASSER,
1998).

A apoptose depende de processos bioquimicamente regulados contingenciados por eventos
de estimulagdo do meio ambiente tecidual. Do ponto de vista morfoldgico, podemos observar, a

partir da clivagem do DNA pelas endonucleases, alteragdes como picnose, fragmentagdo nuclear
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e protedlise do citoesqueleto. Os detalhes da regulagdo da apoptose por oncongenes e genes
supressores ainda ndo sdo totalmente entendidos, embora saiba-se da participagdo do gene p53
(KERR et al,, 1972; KERR et al., 1994; ALBERTS et al 1997).

No cancer de mama, muito embora o ntiimero de células apoptdticas cresgam com o tamanho
tumoral, a apoptose ¢ pouco detectada em tumores com receptor de estrégeno positivo
(NISHIMURA er al, 1999). Além disso, o Indice Apoptdtico (I.A.) estd associado com a
atividade mitética, alto grau histolégico, tumores pouco diferenciados e com superexpressdo do
gene p53 (DE JONG er al., 2000). Observa-se portanto, uma associagdo direta entre o niimero de
células apoptéticas e comportamento biolégico agressivo.

O estudo clinico do carcinoma mamario ainda ¢ bastante imprevisivel, refletindo processos
relacionados & progressdo de tumor, taxa de crescimento e heterogeneidade tumoral. Algumas
mulheres morrem de doen¢a metastatica dentro de um ano, outras, varias décadas depois do
diagnostico. Em face da grande variabilidade de comportamento clinico, da incidéncia crescente,
¢ da alta taxa de mortalidade dessa doenga tornou-se necessario identificar fatores que, ao
diagnostico, possam predizer o comportamento biolégico destes tumores (SUNDERLAND &
McGUIRE, 1990).

Morfologicamente, as células tumorais também variam segundo o grau histolégico,
apresentando graus de pleomorfismo, anisocariose, hipercromasia nuclear, presenga de nucléolos,
figuras mitdticas e corpos apoptéticos. Observa-se ainda que, na maioria dos tumores avaliados,
areas de necrose, calcificagdo e infiltrado inflamatorio mononuclear de intensidade variavel.
(FARIAS et al, 2005).

Na ultima década, ficou evidente que a apoptose tem um papel determinante na
carcinogénese, no crescimento tumoral e na agressividade do cancer de mama. A taxa de
crescimento tumoral é resultado ndo apenas dos niveis de proliferagdo, mas também de morte
celular (DE JONG ez al., 2000).

Tumores bem diferenciados invariavelmente estio associados a positividade para o bcl-2, e
ao receptor de estrogeno, ao baixo indice apoptdtico e a negatividade para o p53 (DE JONG et
al., 2000; LIPPONEN et al, 1994; VAKKALA er al, 1999; GONZALEZ et al., 2000).
Paradoxalmente o bcl-2, segundo Sierra e colaboradores (1996), prolonga a sobrevida celular,

sem conferir vantagens proliferativas. Num contexto adverso, as células que expressam bcl-2,
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portanto com potencial de resisténcia a apoptose poderiam ter a supressdo da morte celular
programada, adquirir mutagdes e culminar com a progressdo tumoral.

A participagdo da DLCI no transporte ¢ expressdo de receptores de estrogeno segundo
Vadlamudi e colaboradores (2004), desvia esta proteina da sua fungdo de se ligar ao bel-2 e
promover a apoptose, portanto, em tumores de mama positivos para receptores de estrogeno, a
alteragdo na fungdo da DLC] pode ser considerada um dos fatores anti-apoptéticos e promotores
da proliferagio desordenada de células, tipica da formagdo de tumores.

Segundo Wu e colaboradores (2000), a redugdo da apoptose pode favorecer o crescimento
tumoral e a permanéncia de células geneticamente aberrantes, favorecendo a progressdo tumoral.

A indugdo do processo de apoptose ¢ de grande importancia no entendimento da
carcinogénese mamaria. Niveis crescentes de apoptose estdo associados & progressdo histolégica
do carcinoma ductal infiltrante da mama, sendo evidenciado altos indices de morte celular
programada em tumores pouco diferenciados, portanto mais agressivos. Tal fato pode ser
explicado como uma tentativa da resposta imune celular em induzir a apoptose em células
tumorais com a finalidade de supressdo tumoral. Estes aspectos implicam ainda em possiveis
estratégias terapéuticas com finalidade de induzir apoptose nesses tumores.

Através do método de imunohistoquimica, evidenciamos a presenga de DLCI em todas as
laminas avaliadas. Uma nitida marcac¢do foi observada nas células tumorais, evidenciando maior
marcagdo ao redor dos ductos (Figura 7).

A identificagdo de fatores associados & resposta a quimioterapia poderiam auxiliar na selegdo
de pacientes com maior probabilidade de alcangarem resposta objetiva e na defini¢do de melhores
estratégias terapéuticas, evitando-se exposigdo desnecessdria 4 toxicidade. A resposta completa
foi identificada como fator prognéstico favoravel em relagdo & evolugdo clinica das pacientes
portadoras de neoplasia mamaria localmente avangada (HORTOBAGY] ez al., 1995).

Assim, a identificacio de marcadores para avaliar a resposta ao tratamento primario,

permitird a sele¢do de esquemas quimioterdpicos mais efetivo (CLARCK, 2000; WOLF &
DAVIDSON, 2000).
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4.1) Produgio do anticorpo anti-DLC1

Apos a realizagdo do western-blotting, foi possivel concluir que os 2 coelhos produziram
anticorpos anti-DLC1, conforme ilustra a figura 4. A figura 3 mostra o gel da eletroforese de

DLC-GST utilizada para a realizagdo do western-blotting.

DLC-GST P P S1 S2
e 170 170 onmen
S DY 130 i
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Ficura 4: Gel de eletroforese da DLC — GST e Figura 5: Imunoreconhecimento de DLC1-GST. P -
paﬁrﬁo de; massa molecular relativa em kDa (P) padrdo de massa molecular relativa em kDa; S1 e S2-

imunodetecgdo de DLCI1-GST em membrana de

nitrocelulose testando o soro dos coelhos 1 (S1) e 2
(S2).

A banda que aparece na figura 4 corresponde & DLC1 em fusio com a GST, submetida a
SDS-PAGE e transferida para a membrana de nitrocelulose, interagindo com o anti-DLCI
presente no soro dos coelhos 1 e 2.

A identificacdo de peptideos encontrados pelo teste de western-blotting foi efetuada por
calculo de peso molecular aparente. Dependendo das variaveis envolvidas no sistema, ndo se
deve excluir a possibilidade de uma mesma proteina ser expressa por valores em kDa, muito
proximos em diferentes trabalhos (GERSHONI, 1988).

O teste Western-blotting combina a resolugdo minuciosa da eletroforese em gel de

poliacrilamida com a alta sensibilidade de detectar anticorpos (LORRALDE er al., 1989).
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Portanto pode-se certificar que, se houve marcagdo ¢ porque havia no soro dos coelhos o
anticorpo de interesse. Ou seja, apos o ciclo de imunizagdo os coelhos apresentam anti-DLC1 em
seu sistema imunolégico. Na ocorréncia de novos reforos, estes animais produzirio

constantemente este anticorpo, que podera ser constantemente purificado.

4.2) Purificaciio do anticorpo anti—- DLC1

Realizada a cromatografia de afinidade, as aliquotas de soro que apresentaram maiores picos
de absorbancia foram unidas e novamente testadas pela técnica de western-blotting. Conforme
tlustra a figura 6, houve marcagdo da banda de DLC em fusdo com GST, comprovando que o

conteudo da amostra era realmente o anticorpo de interesse.
P DLC-GST

Anti-DLC1

Figura 6: Interagdo entre DLC-GST e anti-DLC]
purificado. P-padrdo de massa molecular relativa em
kDa; DLC-GST- pool das aliquotas da resina Q-
Sepharose-DLC-PLM que apresentaram maiores leituras
de absorbancia.

4.3) Imunodeteccio de DLC1 em tumores de ductos de glindula mamaria

A aplicagdo e/ou utilizagdo do anti-DLC1 produzido e purificado abrange varias técnicas,
dentre elas western-blotting e imunohistoquimica para testes de detecgdo e imunolocaliza¢do em
varios tipos de tecidos, em especial tumores de ductos de glandulas mamarias, que sdo tecidos,

que segundo Herynk & Fugua (2004), expressam em grande quantidade a proteina DLCI.



Em relag¢@o a imunohistoquimica realizada no tumor de ducto de glandula mamaria, obteve-se

com marcagdo positiva em castanho, como ja citado por Herynk & Fuqua (2004) e como ilustra a

figura 7 mostrada por Sohn ¢ colaboradores (2006).

Figura 7: Imunohistoquimica de hiperplasia de mama, com marcag¢do de

survivina em torno dos ductos (Aumento de 40x) (Fonte: SOHN et al.,
2006).

A marcagdo observada, junto a bibliografia levantada, nos permite colocar o anticorpo anti-
DLCI1 como sendo um marcador tumoral, visto que ag areas de maior concentragdo do anticorpo

correspondem as areas de ducto de glandula mamaria invadida por células tumorais (Figura 8).




regiao
granular

ducto

regiso , . x
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Figura 8) A: Imunohistoquimica de corte de cerebelo (regido granular com maior marcagdo em azul e regiio
molecular com menor marcagdo), com auséncia de marcagdo para DLC - controle negativo das reagdes de
imunohistoquimica. B: Imunohistoquimica de um ducto de glandula mamaria, com superexpressido de DLC 1 nas
células tumorais que o circundam (seta) (Barra= 9um). C: Imunohistoquimica de ducto de glandula mamaria.
Observa-se um conjunto de ductos tumorais marcados com DLC1 (Barra= 22um). D: Imunohistoquimica de ducto
de glandula mamdria. Figura C com aumento de 100x. Observa-se a intensa marcagdo de DLC1 nas células que
circundam o ducto.

O carcinoma mamadrio ductal foi considerado o de maior prevaléncia em cincer de mama
(SOHN, D, M. et al.). Segundo Vadlamudi, et al., 2004, de cada 15 tecidos de mama testados por
imunohistoquimica para imunolocalizagdo de DLC 1, 14 apresentam superexpressio desta
proteina na area tumoral. O mesmo autor cita que a desregulagdo pela DLC 1 dos fatores
apoptoticos pode ser considerado um evento comum na progressio do cincer e estas moléculas
podem estar envolvidas no desenvolvimento e/ou manuten¢do da malignidade fenotipica em
tumores.

O presente trabalho condiz com as citagdes propostas por outros autores, evidenciando a
utilizagdo da imunolocalizagio de DLC1 em tumores de mama, como uma técnica para
acompanhamento do grau de evolugdo desses tumores, uma vez que somente células tumorais

apresentam expressdo mais elevada e ainda, um possivel controle para a eficicia de tratamentos

alternativos.
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5) CONCLUSAO

Conclui-se que a produgdo de anticorpos a partir de coelhos como descrito por outros autores,
comprovou ser uma técnica eficiente, visto que com apenas um ciclo de imunizagdo foi possivel
produzir anti-DLCI.

A purificagdo do anticorpo realizada pela técnica de cromatografia de afinidade, como ja
sugerido na literatura, também foi eficaz, pois esta pode ser facilmente realizada a cada fim de
ciclo de imunizagio.

Apos produgdo e purificagdo, o anti-DLC] testado em tumor de glandula mamaria
comprovou ser um eficaz marcador de células tumorais. Sendo assim, este pode ser utilizado no
diagndstico de cancer de mama como controle de crescimento do tumor e na comprovagdo da
efici€ncia ou ndo do tratamento.

Tendo em vista que o processo de purificagfo deste anticorpo ¢ relativamente simples,
conclui-se que a implantagdo deste método na rotina de trabalho é bastante viavel e propicia uma
produgdo e purificagdo em grande escala.

Assim, sugere-se que novos ensaios de imunohistoquimica sejam realizados a fim de

padronizar esta técnica e assim, aplicd-la em outros anticorpos.
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