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RESUMO

O cancer de mama representa o tipo de cancer wraisne entre as mulheres no mundo e no
Brasil, depois do cancer de pele ndo melanomactaizando-se como uma doenca clinica e
biologicamente heterogénea, a deteccdo precoceéimicerc de mama, uma caracterizagao
fidedigna da doenca e um diagndstico preciso sdormamental importancia para reducéo
da mortalidade. Assim, o0 objetivo do presente thabdoi realizar analises qualitativas e
guantitativas de proteinas plasmaticas de mullsenedaveis e mulheres com cancer de mama
tipo ductal, em diferentes estagios. Para issajaimiente, as amostras de plasma foram
depletadas de albumina e IgG e depois reunidgsoefs representativos para cada grupo em
estudo. Ospools foram entdo fracionados por meio de cromatografi@asafinidade em
matrizes de Sepharose 4B imobilizadas com as &ctiregetaisu-galactose-ligante de
Artocarpus incisa- Frutalina e glucose/manose-ligante Béoclea altissima— DAL.
Posteriormente, tantos @®ols como as fracbes cromatogréaficas obtidas foramridae e
submetidas & andlise independente de dadosF)(MS quantificadas Igbel-free por
espectrometria de massas. A utilizacdo das cromadiag de afinidade com lectinas vegetais
a priori da analise por espectrometria de massas foi fuetaipara reduzir a complexidade
das amostras e estender o intervalo dinamico deipes, e frutalina apresentou os melhores
resultados de fracionamento. Um somatorio de taamsanalises realizadas revelou a
identificacdo de cerca de 445.000 peptideos e d®i80.000 proteinas, com redundancia
entre isoformas do mesmo grupo e entre grupos. Aemalém de fracionar, as
cromatografias de afinidade com lectinas vegetaiani eficientes em isolar glicoformas
especificas que refletem um padrédo de glicosilageyado associado a doenca. Diversas
proteinas diferencialmente expressas, algumas delasmudancas na glicosilacdo, foram
identificadas, tais como apolipoproteina A2, apmpipteina C3, fatores do sistema
complemento (C3, C4b e C4A), clusterina;1-2-acido glicoproteina, haptoglobina,
hemopexina, paraoxonase arilesterase sérica, maotg@asmatica de ligacdo ao retinol,
plasminogénio e vitronectina. Dentre as proteidastificadas, algumas estdo relacionadas
com a decomposicao da matriz extracelular, metsbolilipidico, estresse oxidativo e outras
caracterizam-se como proteinas de fase agudanténtd, os dados de expresséao diferencial
e possiveis alteracdes de glicosilacao das pratemaribuem para o desenvolvimento de um
perfil protéico, alvo para posterior validacdo, qapresenta uma associacdo com o

desenvolvimento e a caracterizacdo do cancer deareamseus diferentes estagios.



ABSTRACT

Title: PROTEOMIC ANALYSIS OF PLASMA FROM PATIENTS WH BREAST
CANCER USING PLANT LECTINS AND LABEL FREE MS

The breast cancer presents one of the most comniagnosed types of cancer among
women worldwide and in Brazil, after nonmelanomansk&ancer. It's a clinically and
biologically heterogeneous disease. Thereforey edetection of breast cancer, a reliable
characterization of the disease and an accurag@aisss are crucial to reducing mortality. The
aim of this work was perform a qualitative and ditative analyzes of plasma proteins from
healthy women and from women with ductal breastceann different stages. For this,
initially, plasma samples were depleted of IgG atisumin and then pooled into samples
representative for each study group. The pools wese fractionated by immobilized plant
lectins (frutalin and DAL)-affinity chromatographySubsequently, the pools and
chromatographic fractions were digested and suldntiteand data-independent label-free
mass spectrometric analysis. The use of affiniyotatography with plant lectins prior to
analysis by mass spectrometry was essential toceedample complexity and extend the
dynamic range of proteins, and frutalin showedlst results from fractionation. A sum of
all analyzes performed revealed the identificatddrabout 445,000 peptides and more than
30,000 proteins, with redundancy between isoforinth® same group and between groups.
Furthermore, in addition to fractionation, the ahedography of affinity with plant lectins
were effective in isolating specific glycoforms thaflect an altered glycosylation pattern
associated with the disease. Several differentatiyressed proteins, some of which changes
in glycosylation were identified, such as apolipzipm A2, apolipoprotein C3, complement
factors (C3, C4b and C4A), clusterin, l&cid glycoprotein, haptoglobin, hemopexin,
serum paraoxonase arylesterase, plasma retinahbipdotein, plasminogen and vitronectin.
Among the proteins identified, some are relatetheobreakdown of the extracellular matrix,
lipid metabolism, oxidative stress and other chiarégged as acute phase proteins. Finally, the
data of differential expression and possible chanigehe glycosylation patterns of proteins
contributes to the development of a protein profigbject to later validation, presenting an
association with the development and characteoraif breast cancer in its different stages.
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1. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama é a causa mais frequente de pworté&incer em mulheres e sua
incidéncia é de aproximadamente 1,7 milh&o de caswess ao ano. Para o Brasil, em 2016,
sao esperados 57.960 casos novos de cancer de mama.

Portanto, a deteccdo precoce do cancer de mamagcaraeterizacdo fidedigna da
doenca e um diagnéstico preciso, sdo de fundamiempaktancia na reducao da mortalidade.
No entanto, o diagnéstico do cancer de mama, pemplo, é dificultado pela falta de um
método de detec¢do acurado e biomarcadores validos.

Assim, esse contexto aponta para a necessidadeodducdo incessante de
investigacbes que visem a prospeccdo e avaliacaprateinas alvos mais sensiveis e
especificas, que possam ser utilizadas na det@ceéoce, na previsdo da evolucdo do cancer
de mama, no seu estadiamento e na melhor compoegagitogénese da doenca.

O objetivo do presente estudo foi identificar pfods Unicas e expressas
diferencialmente, e possiveis alteracbes em sedsogm de glicosilacdo, utilizando o
fracionamento por lectinas vegetais, de modo aribomt para o desenvolvimento de um
perfil de proteinas que sugerem uma associacamabesenvolvimento e a caracterizacao do
cancer de mama em diferentes estagios.

Essa proposta, associada as demais técnicasdditizhoje, visa uma diminuicdo nos
custos associados com a obtencdo, processamemnterpretacdo de exames, bem como
aqueles referentes ao reexame decorrente de amosidequadas. Tendo sempre em mente
gue melhorias na acuracia tendem a eliminar a rathil@lade envolvida nos erros de
subjetividade de interpretacdo dos resultadosatmtm a caracterizacdo e o diagnostico do

cancer de mama mais definitivo, conciso e correto.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Cancer de mama

Céancer € o nome dado ao conjunto de doencas guerté comum 0 crescimento
desordenado de células que invadem os tecidos@gyrgodendo espalhar-se para outras
regides do corpo, caracterizando uma metastasesefs caracteristicas do cancer -
capacidades distintivas e complementares que pm@MMIid crescimento do tumor e
disseminagdo metastética — sdo: manutencdo de girdiferativos, mecanismos de escape
de supressores de crescimento, ativacdo de meamngminvasao e metastase, imortalidade
replicativa, inducéo da angiogénese e resisténgiarée celular (HANAHAN; WEINBERG,
2011).

O desenvolvimento de tumores é um processo depiaglipassos envolvendo fatores
genéticos e ambientais. Assim, as causas de céaoevariadas, podendo ser externas ou
internas ao organismo, estando ambas inter-relagam As causas externas relacionam-se ao
meio ambiente e aos habitos ou costumes propriogndembiente social e cultural. As
causas internas sao, na maioria das vezes, genetita pré-determinadas, estdo ligadas a
capacidade do organismo de se defender das aggesdémas. Esses fatores causais, fisicos,
quimicos ou genéticos, podem interagir de variamds, aumentando a probabilidade de
transformacdes malignas nas células normais (INRDAS).

Apesar da boa noticia de que a incidéncia do céneans taxas de mortalidade entre
homens e mulheres estdo declinando em paises dbésdas, projeta-se que o cancer tornar-
se-a lider de causa de morte em todo o mundo mpsMs anos, superando as doencas
cardiacas (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2015).

Entre os diferentes tipos de neoplasia, 0 caneenaima apresenta-se como a segunda
forma mais comum de cancer, sendo a principal cdesaorte por cancer entre mulheres,
com estimativa anual de 1,4 milhdes de novos casuais de 450 mil mortes no ano. Mais
de 60 mil casos sao esperados para 0 ano de 281Bstedos Unidos (SIEGEL; MILLER,;
JEMAL, 2015).

O cancer de mama, também conhecido como neopladigna da mama, é um tumor
originario do revestimento interno dos ductos de leu dos lobulos que suprem os ductos de

leite. Dependendo do local do tumor, caracterizaeseo carcinoma ductal ou carcinoma
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lobular, respectivamente. Alguns sintomas do cadeemama sao alteracbes na pele que
recobre a mama, secre¢des no mamilo e nédulo narflfldMAR et al, 2012).

A grande maioria das massas de mama detectadasipacado e/ou pela mamografia
sao lesdes epiteliais, que incluem mudanca fiblioaibenigna, hiperplasia, carcinomasitu
e carcinoma infiltrado mamario. Apesar de varipsgie subtipos histologicos de carcinomas
mamarios existirem, mais de 95% ou séo carcinometaid ou carcinomas lobulares, com a
maioria (75% a 80%) de carcinomas mamarios sendcaocsnomas ductais (YODER;
WILKINSON; MASSOLL, 2007).

A origem da maior parte dos casos de cancer de mama& conhecida. No entanto,
muitos fatores de risco ja foram identificados,luim@do o género feminino, o aumento da
idade da mulher, historico familiar de cancer denaam idade precoce, menarca precoce,
menopausa tardia, gravidez com idade avancadajdeta reposicdo hormonal prolongada,
exposicdo a irradiacao terapéutica na regido peitdoenca proliferativa benigna da mama e
mutacdes genéticas em genes tais como BRCA1/2 (SARLet al, 2007).

O cancer de mama € uma doenca heterogénea, cuwhsisie subtipos moleculares
diferentes, cada um desses com caracteristicadglias e clinicas também diferentes.
Clinicamente, é categorizado em trés grupos tetapdu O grupo positivo para o receptor de
estrogénio (ER) é o mais numeroso e diverso, agistvarios testes gendémicos para auxiliar
no acompanhamento do tratamento de pacientes. degrupo, positivo para o fator de
crescimento epidérmico humano (HER2 ou ERBB2), éguamde sucesso clinico por causa
do direcionamento terapéutico eficaz de HER2, o tgue levado a intensos esfor¢os para
caracterizar outros numeros de copias de DNA afesaCéanceres de mama triplo-negativos
(triple negative breast cancer FNBCs), caracterizados pela falta de expressdoRledE
HER2 e de receptor de progesterona (PR), tambémmecmo como cancer de mama tipo
basal, formam um grupo com apenas opc¢des quimpitaside tratamento (KOBOLD@&t
al., 2012).

A American Joint Committee on Cand&JCC) e a Unido Internacional de Controle
do Céncer (UICC) utilizam o sistema de classificag®M (Classification of Malignant
Tumourd como uma ferramenta para os médicos estadiarfareidies tipos de cancer com
base em determinadas normas. Ele € atualizadoaatcad anos para incluir os avangos na
compreensao de uma doenca como o0 cancer. No sidibiWa a cada tipo de céncer é
atribuida uma letra ou nimero para avaliar o estdgicancer: o préprio tumor, os linfonodos

regionais ao redor do tumor, e se o tumor se egpgdara outras partes do corpo (metastase).
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O carcinoma ductain situ, também conhecido como carcinoma intraductal, é
considerado n&o invasivo ou cancer de mama pré&irtvaA diferenga entre o carcinoma
ductalin situ e carcinoma invasivo € que as células ndo sehespat através dos ductos para
o tecido mamario adjacente. Ja 0s tumores inftésarou invasivos menores e mais
localizados séo classificados em estagio |. Tumioressivos com mais de 2 cm ou havendo
comprometimento de ganglio axilar sdo classificadms estagio Il. No estagio lll,
encontram-se tumores localmente avancados quesnwaes precisam de tratamento antes
da cirurgia para tornarem-se operaveis. No est&g# foi observada metastase.

Existe ainda uma classificagdo do cancer de maseada no padrao diferenciado de
expressao génica, que representam a heterogeneatdde os carcinomas mamarios.
Portanto, com base em caracteristicas génicasydargs, quatro grandes subtipos de cancer
de mama foram inicialmente classificados: lumirdtR2, subtipdasal-likee subtipo mama
normaklike. O subtipo luminal é caracterizado pela express@éomarcadores epiteliais
luminais e trés grupos sao reconhecidos atualméntenal A, luminal B/HER2-negativo e
luminal B/HER2-positivo. O cancer de maipasal-likeé um grupo heterogéneo de tumores
compreendendo diferentes caracteristicas hist@égigue expressam marcadores epiteliais
basais. O subtipo manm@armal-like foi localizado em unelustercontendo amostras normais
da mama e tumores epiteliais benignos que mostrau@@rexpressao de genes relacionados
ao tecido adiposo e tipos celulares nao epiteleas estudos de validacdo inicial e
subsequentes. Este ultimo subtipo citado pode serariefato técnico devido a baixa
celularidade tumoral. Assim, o subtipo manwmal-like foi muitas vezes ignorado e, por
conseguinte, mal caracterizado (PER&IL, 2000;CIRQUEIRA et al, 2011).

O cancer de mama é tratado de forma mais eficazdgua malignidade ainda ndo se
espalhou a outros 6rgaos, isto €, em estagiosqaec® método mais comum para a deteccao
precoce do cancer de mama € o uso da mamografitroflucdo dessa técnica esta associada
com uma progressiva redugédo da taxa de mortalijadeancer de mama durante as duas
tltimas décadas. O sucesso da mamografia é devgl@m aapacidade de detectar formas
precoces de cancer além do desenvolvimento coreai@ite diversas opcdes de tratamento
para o cancer de mama. Logo, a mamografia € primaaée a melhor ferramenta para
rastreio de uma populacdo em geral, mas esta loageer perfeita: de 100 mulheres com
cancer da mama, cerca de 20 ndo serdo diagnostigadaés da mamografia. Dessa maneira,
faz-se necessario o investimento em pesquisas seabpor métodos alternativos para
complementar a mamografia, reduzindo seus falsogatives e falsos positivos
(SCHUMMER; BEATTY; URBAN, 2010).
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Muitas moléculas e mecanismos moleculares por wlas complexidade e
heterogeneidade do cancer de mama e de seu compotta clinico permanecem
desconhecidos, e 0s avangos na pesquisa bioméiticasperados para desvendar esses
mistérios. A protedmica clinica esta experimentastd@lmente rapidos avancgos tecnoldgicos
gue permitem novos meios para melhorar o diagr@dptiecoce e a resposta ao tratamento do
cancer de mama (ZEIDAB al,. 2014).

Além disso, investigacdes em curso utilizando abgeds complementares baseadas
na prote6bmica do cancer, poderdo fornecer nawsights em processos aberrantes entre
subtipos do cancer de mama, podendo identificaejmras adicionais ou perfis de proteinas
para refinar as atuais classificacdes de cancerasea (LAM; JIMENEZ; BOVEN, 2014).

2.2. Biomarcadores

Como j& dito anteriormente, o cancer de mama éctoamdimente considerado como
uma doenca bastante heterogénea, com caracteribiaégicas e clinicas diversas para os
diferentes subtipos. Perfis moleculares do caneenama estabelecidos por meio de estudos
de expressao génica tem fornecido uma ferramergartamte para discriminar uma seérie de
subtipos, subtipos esses associados com dadososlieiresposta ao tratamento. A fim de
esclarecer as consequéncias funcionais da expregs#ioca alterada relacionada a cada
subtipo de cancer de mama, as tecnologias protaémpodem proporcionar mais
conhecimento por meio da identificacdo e quangfocade proteinas. Nos ultimos anos, as
tecnologias protedmicas tém amadurecido a tal pgudoelas podem fornecer expressoes de
todo o proteoma em diferentes materiais clinicata Eecnologia pode ser aplicada para a
identificacdo de proteinas ou de perfis protéi@ra pefinar mais subtipos do cancer de mama
ou mesmo para a descoberta de novos biomarcadatescps que apontem para potencial
metastatico ou mesmo resisténcia a terapia (LAMENEZ: BOVEN, 2014).

O intenso e crescente interesse na descobertaoderbadores é um reflexo da
necessidade clinica para desenvolvimento de testes elevado grau de sensibilidade e
especificidade para o diagndéstico e prognosticdadscas, bem como para monitoracdo das
respostas a terapia e recorréncia da doenca (DRAKE 2012).

Os biomarcadores caracterizam-se como substanomsse apresentam em niveis
alterados no sangue, na urina ou outros fluido®dios, e até mesmo em tecidos tumorais,
podendo ser hormoénios, proteinas, peptideos, especificos ou ndo, que podem ser

mensuradas e avaliadas como indicadores de precdsetbgicos normais, processos
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patologicos ou de respostas farmacoldgicas a medes terapéuticas (KUMARt al,
2012).

Biomarcadores do céancer clinicamente Uteis propoaciam diagnostico precoce e
mais preciso, facilitando o estadiamento, o enteadio da patogénese do cancer e
permitindo tratamentos que sejam iniciados em fpsssoces da doencga, nas quais a chance
de serem mais eficazes aumenta (BLONEGHERI, 2011).

Para entender a funcéo de todos 0s genes em amsng, € necessario conhecer nao
s6 quais genes sdo expressos, quando e onde,mEstaquais sdo os produtos da expressao
e em que condi¢cdes esses produtos (proteinas)irg@tizados. Assim sendo, um estudo
protedmico apresenta o propésito de descrever jormtoncompleto de proteinas presentes em
determinado tecido, ou fluido, que sdo expresshsdeterminadas condicbes, sejam elas
normais ou atipicas. E valido ressaltar que o estlal proteoma, que, em contraste com o
genoma, é dindmico e variavel, depende de uma oagéd de numerosos fatores internos e
externos, como, por exemplo, estado fisiolégicopportamento alimentar, estresse, doencas
e tratamentos médicos (BINNECK, 2004).

As diferencas entre células cancerosas e céluldmssadao, em grande parte,
determinadas por expresséo diferencial de protefisasn, é razodvel estudar os mecanismos
da patogénese do cancer em nivel protedbmico. rdenta com a aplicacdo extensiva da
teoria protedbmica e as relevantes técnicas de pasqoa area do cancer, a oncoproteémica
tem sido uma area ativa de pesquisa medica, fazsmdaque alguns autores caracterizem o
cancer como uma doencga prote6mica (GUOQ#&@I.,2011).

Diferentes fluidos biolégicos tém sido exploradosmo fontes potenciais de
biomarcadores, tais como urina, fezes, fluido aé&elspinhal e sangue, alguns se
apresentando como excelentes fontes de proteindsjgs de expressao, que refletem de
forma auténtica a extensdo da doenca. Para a maims estudos de descoberta de
biomarcadores, no entanto, o sangue (soro ou p)asa&onte primaria para pesquisa devido
a sua riqueza em proteinas secretadas (FANAYANGARIE, HANCOCK, 2012).

Dessa forma, uma caracterizacdo abrangente daprateérico em estados saudaveis
e doentes pode facilitar muito a deteccdo de bioadmres. As chances de encontrar um novo
biomarcador aumentam com o nimero de proteinasifidadas, no entanto, a caracterizacéo
do proteoma do soro ou plasma humano € uma tareii@ whficil, pois as dez principais
proteinas plasmaticas mais abundantes sdo respg@r aproximadamente 90% do teor

proteico total, enquanto outras proteinas estaseptes em um intervalo muito dinamico,
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abrangendo mais de 10 ordens de grandeza em tderamcentragcéo (LIUMBRUNG®t al,
2010).

E, por esse motivo, em quase todos os estudosaleopra de soro ou plasma, o
primeiro passo é a imunodeplecdo de proteinastdeablndancia, um passo fundamental
para a deteccdo de proteinas de baixa abundaneigoglem revelar-se como biomarcadores
informativos. Diversos estudos sobre a eficiéngiegprodutibilidade e utilizagéo de colunas
de imunoafinidade tem sido publicados, pois sorfdaeiso dessa técnica de imunodeplecéo
0S pesquisadores tem sido capazes de detectar mera8ubstancial de proteinas de baixa
abundancia (100 ng/mL) (MILLIONgt al., 2011).

Um dos grandes beneficios do investimento nos estdd proteémica do cancer ao
longo das ultimas décadas tem sido a identificatgidezenas de biomarcadores potenciais
para prognoéstico e diagndéstico do cancer baseadmeranismos de estudos da funcéo de
proteinas em células epiteliais normais e céludaserosas. No entanto, utilizar uma Unica
proteina que combine especificidade e sensibilidaggessaria para ser uma ferramenta
clinicamente Gtil em ensaio é insuficiente. Atuahtee o antigeno prostatico especifico, mais
conhecido como PSA, é considerado o melhor dosadares que consistem em uma unica
proteina, mas, por outro lado, uma unica leituraP&A pode ser dificil de interpretar,
particularmente no que diz respeito a distincaaeeat hiperplasia prostatica benigna e o
cancer de préstata, devido a elevada variabilidaole niveis basais de PSA entre os
individuos (RODLAND, 2004).

Tendo em vista que varios dos marcadores tumogastambém produzidos por
tecidos ndo tumorais, como no caso dos niveis d#¢d3SA em doencas benignas da préstata,
como foi dito anteriormente, e da alfa-fetoprotgisBP), que € um biomarcador utilizado no
diagndstico de carcinoma hepatocelular, mas telzagfio limitada visto que niveis séricos
normais de AFP sdo encontrados mesmo em algursnpasicom o cancer, faz-se necessaria
a pesquisa nado so para identificar proteinas singgil mas também perfis de expresséo que
aumentem, de maneira significativa, a sensibilidadspecificidade do diagndstico utilizando
biomarcadores (AHMED, 2009).

Para o cancer de mama, ja existem alguns biomaesmdeciduais, tais como
receptores de estrégeno e progesterona, HER2/68uKp67/MIB-1 e fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e biomarcadores cirdelsn tais como antigeno
carcinoembriogénico (CEA), CA 15.3, CA549, CA27-ZBPA, antigeno mucina-like
associado a carcinoma (MCA), catepsina D e chapetdsB8-3 (ZENGet al, 2010).
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Apesar de vérios biomarcadores tumorais terem isielatificados para o cancer de
mama, a falta de sensibilidade e especificidade padiagndstico precoce € a principal
desvantagem. Consequentemente, os marcadores ig&pondo se mostram (teis em
qualquer rastreio ou diagndéstico do cancer de mamaestagio inicial. Estes marcadores
tumorais se tornam Uteis apenas quando somadosullad®s de outros testes, tais como
biopsia, mamografia, ultra-som e ressonancia magnéta mama (KUMAR; KUMAR,;
SRIVASTAVA, 2012).

Claramente, novas estratégias tém de serem des@agltanto para identificar as
proteinas individuais envolvidas no inicio ou pesgdo do cancer, bem como novas
abordagens que ndo se concentrem apenas em psatainaduais, mas em padrées de co-
expressdo de proteinas que representem um sisteidgidd caracteristico do cancer de
mama. E, para tal, técnicas como a espectronurianassa e ferramentas de estatistica e
informatica, necessarias para a interpretacdo desdabrem a perspectiva de um novo

caminho para a identificagdo de marcadores tum@@adOLAND, 2004).

2.3. A glicosilacao de proteinas

O estabelecimento do cancer ndo esta sé corretaimocom fendtipos patoldgicos,
sintomas clinicos e progndstico, mas principalmeoi® alteracdes protéomicas, como foi
dito anteriormente. E, além da expresséao diferedeiauitas proteinas, as modificacfes pos-
traducionais, tais como glicosilacdo, fosforilag@oubiquinacdo, também desempenham
importantes papéis na génese e desenvolvimentaraec(GUOQINGet al, 2011).

Dentre as modificagcdes pos-traducionais que acoam proteinas, a glicosilacédo é
uma das mais importantes, afetando a carga, arcoaf@o e a estabilidade das proteinas, e
desempenhando papéis cruciais nos processos imdddais como reconhecimento celular,
interacdo célula-célula, sinalizacdo, desenvolvimeambrionério e reconhecimento de
horménios e toxinas (FANAYAN; HINCAPIE; HANCOCK, 2Q).

Cerca de 60% das proteinas em células de mamis@mglicosiladas em algum
momento da vida, com um numero estimado em 3.0f¥bedies estruturas de glicanos
registradas (sem incluir todas as variantes regeliadas diferencas nas ligac6es glicosidicas
e andmeros), que podem variar em diferentes nibesgados em diferentes tecidos, tipo
celular e estagio da doenca (KUZMANOV; KOSANAM; INFANDIS, 2013).

Proteinas glicosiladas compreendem enzimas, amtisp hormdnios, citocinas,
receptores e varias proteinas estruturais. Salesel3 monossacarideos e 8 aminoacidos



25

estdo envolvidos em ligagdes glicoproteicas, engugue pelo menos 41 pontes, incluindo
configuracbes anoméricas, ligacbes fosfoglicosim&hosilacdo, bem como GPI (&ncoras
glicosilfosfatidilinositol) podem ser formadas. Entos monossacarideos basicos para
construcdo de glicanos maiores, 0s mais comunbesé@piranosideos, acucares acetamidos,
6-deoxi-hexoses e acido sialico (JANKOVIC, 2011).

A glicosilagdo ndo é um processo dirigido por uteniplaté e estima-se que o
namero de genes diretamente envolvidos na montageglicanos corresponda a cerca de
250 a 500, representado 1 a 2% do namero totakdesghumanos, codificando muitos tipos
diferentes de enzimas: (glicosiltransferases, galfisterases, oligossacariltransferases,
glicosidases, lectinas, proteinas necessarias yrardom funcionamento do Complexo de
Golgi, quinases, mutases, isomerases e demais &nhzque atuam sob carboidratos
(SCHACHTER; FREEZE, 2009).

Existem diferentes tipos de glicosilacdo, inclaind-glicosilacdo, O-glicosilagéo, C-
glicosilacdo e S-glicosilacdo (encontrada apenada&cterias). A N-glicosilagdo ocorre em
residuos de asparagina no motivo Asn-X-Ser/Thrcésionalmente Cys) em que X pode ser
qualquer residuo de aminoacido com excecéo danprddi iniciada no lado citoplasmatico do
reticulo endoplasméatico rugoso, e o glicano precursnais bem conhecido é
GlcsMangGlcNag, e os N-glicanos podem ser categorizados peloetiposicdo dos residuos
de monossacarideos adicionados a esse percursesiddos de serina ou treonina podem ser
O-glicosilados pela adicdo de N-acetilglucosamimaanose, fucose, glucose, N-
acetilgalactosamnina ou xilose. Por fim, a C-gliegsio envolvea-manose C-ligada a um
residuo de triptofano. Vale ressaltar que muitogagbs apresentam ainda outras
modificacbes como sulfonacdo e fosforilagdo, o @uedemonstra a complexidade e
dinamicidade desse tipo de modificacdo pos-tradatig<IM; MISEK, 2011).

Modificacdes nos carboidratos anexados as pratedéa importantes em interacdes
patogeno-hospedeiro, inflamacéo, desenvolvimentolatee malignidade. A glicosilacéo
aberrante pode resultar em mudancas anormaisvidade/funcdo biologica da proteina, no
dobramento da mesma e no reconhecimento moleau@oenca (KIM; MISEK, 2011).

A glicosilacdo anormal de proteinas ja tem sidoetacionada com vérias doencgas
tais como desordens hereditarias, alguns tiposdeeiia e de doencas hematopoiéticas,
doencas por deficiéncia de carboidratos, diabetlegncas inflamatorias, osteoartrite,
trombose, doengas neurodegenerativas, doencas\asdulares e o cancer, e, dessa forma,

proteinas glicosiladas tem sido alvos Uteis padesenvolvimento de novas vacinas, bem
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como utilizadas como marcadores para a deteccamqwee diagndstico de uma doencga
(LAZAR et al, 2010).

O disturbio metabdlico celular consequéncia de doenca pode resultar em perda ou
ganho de sitios de glicosilacdo, que levam a umdanga no seu namero por proteina, a
glicosilacédo alterada no sitio, tipo de glicanosspntes e as suas distribuicbes em sitios
especificos, ou a quantidade de glicoproteinascégas. Glicoproteinas derivadas de células
tumorais, dependendo do contexto da doenca, camrdéganas truncadas de O-glicanos,
niveis aumentados de ramificagcbes de N-glicanoslega@da sialilacdo, sulfonacdo e
fucosilacdo, indicando uma possivel associacace emtdoenca e padrdes irregulares de
glicosilacdo (CHANDLER; GOLDMAN, 2013).

Ja existem varios relatos na literatura sobregiliacdo e o cancer, mas seu papel e os
mecanismos regulatérios complexos acerca da btessidesses glicanos alterados ainda néao
foram completamente elucidados. Geralmente, umapadlicossacaridico relacionado ao
cancer pode ser associado tanto com a expressao com a secre¢do de carboidratos
inapropriados, ou moléculas glicosiladas de form@mpleta, e, isso, consequentemente,
gera novos antigenos. Muitas alteracbes acompaahaalignidade: mudancas na sialilacao,
fucosilacdo, galactosilacédo ou formas truncadasl @e O-glicanos. De maneira geral, uma
atividade aumentada de sialitransferases e gailtictnsferases séricas € observada no cancer
(JANKOVIC, 2011).

A grande maioria dos biomarcadores clinicos e salievapéuticos no cancer sao
glicoproteinas, tais como CA-125 no céancer de oy&iER2/neu no cancer de mama e
antigeno prostatico especifico (PSA) no cancerdstgta. O fator de crescimento epidérmico
humano 2 (HER2/neu) é uma glicoproteina transmemabra sua superexpressao parece ser
um fator-chave na transformacdo maligna e é pvedde um mau prognostico no cancer de
mama. Ja CA-125 é uma mucina comumente utilizadeanarcador de diagndstico para o
cancer epitelial de ovéario. Embora o CA-125 ja &esido usado como um marcador do
cancer de ovario por um longo periodo de tempotasudas estruturas O- e N-glicanos so
foram caracterizadas recentemente. O PSA é secrptadariamente pelas células epiteliais
da préstata no plasma seminal e constitui-se ddasmelhores exemplos ja caracterizados
de uma glicoproteina secretada utilizada para dstgros de cancer, e as suas glicoformas
tém sido descritas. As alteracfes na glicosilagi@rdteina consequéncia da variacao da
heterogeneidade de sitios de glicosilacdo ou madana estrutura dos glicanos, tanto de
proteinas da superficie celular como de proteinaseptes em fluidos corporais, estdo

correlacionadas com o desenvolvimento ou a profioesds cancer (MISEK; KIM, 2011).
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Entre os diferentes tipos de modificacdes de sfigoarideos associados ao cancer, a
fucosilacdo € um dos tipos mais importantes. Ooidrato fucose (6-desoxi-L-galactose) é
um monossacarideo encontrado em glicoproteinag@igidos presentes nos vertebrados,
invertebrados, plantas e bactérias. A fucosilagi® compreende a transferéncia de um
residuo de fucose a oligossacarideos e proteingguéada por varios tipos de moléculas,
incluindo fucosiltransferases, enzimas difosfat@danosina (GDP)-fucose e transportadores
GDP-fucose. Niveis de fucosilacdo em condicOes amrredo relativamente baixos, mas
aumentam durante a carcinogénese, e a maiorialidaprgteinas fucosiladas sao proteinas
secretadas ou proteinas de membrana na supedici&duda (MIYOSHI et al. 2012).

Assim, os crescentes estudos que demostram a adacxiacdo entre glicosilacao
aberrante e doencas, entre elas o céancer, juntargsent a busca por biomarcadores, tem
proporcionado o surgimento de uma subarea da pnotad caracterizada como
glicoprotedbmica ou glicbmica que visa a elucidaedtrutural e caracterizacdo de todas
glicoformas encontradas na natureza, e, de fornmapeofundada, a dinamica das mudancas
espaco-temporal que estdo associadas com procegdogicos (GUPTA; SUROLIA;
SAMPATHKUMAR, 2010).

Com a finalidade de fracionar, ou mesmo isolacogifoteinas ou glicoproteomas a
partir de amostras biolégicas complexas, muito®doa tem sido desenvolvidos, entre eles o
uso de lectinas, método quimico baseado em hidrazid &cido bordnico, cromatografia
liguida de interacdo hidrofilica ou dioxido de it imobilizado, cada um com suas
vantagens e limitacbes. Porém, a caracteristicgulsin das lectinas de ligarem-se
reversivelmente a especificamente a glicanos temadm essa classe de proteinas uma

excelente ferramenta no estudo de glicoproteomapesquisas bioldgica e meédica.

2.4. Lectinas

Lectinas, palavra derivada do latiegere,que significa “escolher” ou “selecionar”,
sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao inguee se ligam especificamente e
reversivelmente a carboidratos ou glicoconjugadesn altera-los quimicamente, e estao
amplamente distribuidas na natureza, desempenhdiidentes papéis e fungbes em
processos biologicos tais como reconhecimento deéamlas, proteinas de reserva e até
mesmo em mecanismos de defesas em plantas. A cédereom carboidratos se da,
principalmente, através de ligacbes de hidrogénianteracdes de van der waals,
secundariamente por interacbes hidrofobicas, eremdo com menor frequéncia, por
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interacdes eletrostaticas (PEUMANS, VAN DAMME, 1995AN DAMME et al, 1998;
RUDIGER, GABIUS 2001; FRANCI®t al, 2011; VAN DAMME et al, 2011).

As lectinas classicas contém dois ou mais sigdggdcdo a carboidratos e, portanto, a
sua interacdo com 0s agucares presentes na sigddieritrocitos resulta na reticulacao de
vérias células do sangue e subsequente precipit&€sse fendmeno, conhecido como
aglutinacdo, € um atributo importante da atividatke lectinas e tem sido utilizado
rotineiramente e classicamente para a detecca@eteazacao dessa classe proteinas, e pode
ser inibido pela adicdo do carboidrato para o quidctina € especifica (AMBROSI al,
2005).

De acordo com o monossacarideo ligante para oap#ctinas apresentam maior
afinidade, as lectinas podem ser classificadas @mo cgrupos, ligantes a: manose,
galactose/N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamfocose e acido N-acetilneuraminico.
Com a excecdo de fucose, todos estes acUcaresnest@nfiguracdo D. Além disso, com
algumas poucas excecgdes, nem lectinas especificzasgficose ligam-se a galactose, nem
aquelas especificas para manose ligam-se a gaadfosiosamente, certas variacbes na
posicdo do C-2 do anel piranose podem ser tolerddawodo que a maioria das lectinas que
se ligam a galactose podem também interagir coradillgalactosamina. Algumas lectinas
interagem preferencialmente, ou com o anGnaeod com 0 anémerp, enquanto em outras
nao ha essa especificidade anomérica. Apesar deebibelecido e praticamente Util, esta
categoriza¢do baseada na afinidade ao agucar veatnsedo obsoleta. Pois, em primeiro
lugar, existem diferengas marcantes nas finas egades de lectinas dentro de uma Gnica
categoria, e, em segundo lugar, um numero crescentectinas que ndo apresentam alta
afinidade para sacarideos simples ja foi identiicdAMBROSI; CAMERON; DAVIS,
2005).

Existe uma diversidade de lectinas de origem wabgat isolada, caracterizadas e
disponivel comercialmente. Por muito tempo, asidast de plantas foram as Unicas
estruturalmente caracterizadas, e, especificamestelectinas de leguminosas, tém sido
consideradas modelos para o estudo de interac@sina-carboidrato. O conhecimento
detalhado da estrutura da proteina e da interagfabedecida com os carboidratos € um pré-
requisito para a melhor compreensao dos processidgibos e fisicos de reconhecimento e
para o desenvolvimento de processos biotecnolégicaglicacdes terapéuticas (ARNAUD;
AUDFRAYZ; IMBERTY, 2013).

As lectinas de plantas sao divididas em 12 difesefiamilias de acordo com suas

diferentes especificidades de interacdo com cardoisl e similaridade de sequéncias: (1)
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homologas da aglutinina degaricus bisporus(2) Amarantinas, (3) Homologas e Quitinases
de classe V com atividade lectinica, (4) Familia @anovirinas, (5) Familia EEA, (6)
Familia GNA, (7) Proteinas com dominios heveinid®, Jacalinas, (9) Proteinas com
dominios lectinicos de leguminosas, (10) DominieNly(11) Familia Nictaba (formalmente
lectinas do floema de Cucurbitaceae) e (12) FarRiicana-B. Entre as familias de lectinas
mencionadas, membros da familia Ricina-B, proteicasn dominios lectinicos de
leguminosas e da familia GNA tem sido amplamenpertados demonstrando associacéo
com diferentes processos patoldgicos, dentre etéscer (VAN DAMME-et al, 2008; LIU

et al, 2010).

A frutalina, uma lectina tetramérica isolada aipaie sementes dértocarpus incisa
ou “fruta-pao”, apresenta afinidade por residuosi-d®galactose envolvidos em estruturas
complexas de carboidratos, pertencendo a familideckinas Jacalina-relacionadas, mais
precisamente a subfamilia de galactose-ligantegunsl estudos comprovam que a frutalina
pode desempenhar diferentes aplicacbes biomédgioaser capaz de induzir a migracéo de
neutréfilos em ratosn vivo, ser uma molécula quimiotatica potente para nBlasoe
estimulador de linfécitos humanos, além de apresefieitos citotdxicos sob células tumorais
em culturan vitro (MOREIRA et al, 1998; OLIVEIRA et al, 2009; OLIVEIRAet al, 2011).

A DAL, lectina isolada a partir de sementeslleclea altissima uma leguminosa,
apresenta afinidade para residuos de D-glicose gnafibse, e cations divalentes sao
necessarios para sua completa atividade. Estuétimjprares também mostram que a DAL
apresenta citotoxidade seletiva para algumas laregelulares cancerigenas (MOREIRA
al. 1997).

Lectinas tem sido utilizadas por décadas na gltodpa, e, nos dias atuais, na
glicoprote6bmica, para reconhecer e isolar motivesuturais de glicanos especificos. A
habilidade das lectinas de detectarem variacdesesuaas estruturas de carboidratos
encontrados em glicoproteinas e glicolipidios deedicie celular tem feito dessa classe de
proteinas um paradigma para o0 reconhecimento pestairboidrato (FANAYAN;
HINCAPIE; HANCOCK, 2012).

Dessa forma, aproveitando-se da habilidade dasndsc de interagirem com
carboidratos, essas proteinas podem ser utilizzatascapturar diferentes glicoproteomas, e,
assim, estudos recentes utilizando, em uma primetapa, arranjos de lectinas e
cromatografia de afinidade, e posteriormente, ctografia liquida acoplada a espectrometria
de massas, avancam no uso das lectinas para @ggasple novos biomarcadores.
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Com essa finalidade, as lectinas podem ser imad#iz em diferentes suportes,
incluindo agarose, sepharose, polimero polihidaakil (POROS) e silica por meio de
imobilizacdo covalente. Muitas estratégias expemtaie utilizam lectinas imobilizadas
disponiveis comercialmente em matrizes de agarase yso de cromatografias de bancada,
sob baixas condi¢cdes de pressdo. As principaisadesyens dessa matriz, contudo, séo as
condi¢cdes cromatograficas restritas devido ao flutdizado e limitac6es de presséo, o que
pode aumentar significativamente o tempo de anéliseanipulacdo da amostra levando a
perdas amostrais e podendo ter consequéncias leegatedmica posteriori Quando um
maior grau de reprodutibilidade e de velocidadesefdo, lectinas podem ser conjugadas a
matrizes compativeis a HPLEli¢h-performance liquid chromatographygue consiste em
pequenas e rigidas particulas feitas com base lexa su polimeros sintéticos, capazes de
suportar o alto fluxo e as altas pressdes, quecaéacteristicas dos sistemas de HPLC.
Embora essa abordagem ofereca muitas vantagensotab perfis de eluicdo mais nitidos,
analises mais rapidas, e a possibilidade de icedam varios sistemas de alta pressédo, o que
permite alto rendimento e a automatizacéo, elasapta algumas desvantagens, tais como as
limitacbes de pH e interacbes nao-especificas, ® lgquita a sua utilidade em certas
aplicacdes (FANAYAN; HINCAPIE, HANCOCK, 2012).

Ferreira e colaboradores (2011), por exemplo, medeeram uma plataforma para
capturar glicoproteinas baseada em nanossondasétitagnrevestidas com trés lectinas
diferentes: concanavalina A (ConA), aglutinina dangen de trigo (WGA) e lectina de
Maackia amurensifMA), visando capturar, de forma seletiva, glicdpfoas de fluidos
corporais humanos. Condi¢cdes operacionais otimasjoctemperatura e tempo, e as
capacidades maximas de ligacdo foram determinaai@s gada lectina, utilizando fetuina
como referéncia. Estudos comparativos usando asssandas desenvolvidas e as lectinas
imobilizadas em Sepharose demonstraram um desempsnberior da nanoplataforma,
exibindo uma afinidade 5 vezes maior, quando coagmarcom ConA-Sepharose com a
mesma quantidade de lectina imobilizada.

Portanto, sabendo que o desenvolvimento e pr@gre$s cancer estdo intimamente
relacionados com expressao anormal de proteinadificagdes pos-traducionais alteradas e
interacdo entre proteinas e que alteracdes abesraat proteinas podem levar diretamente a
caracteristicas malignas e transformacdo oncogéaicdilizacdo de diferentes abordagens
protebmicas aplicadas ao estudo dessas alteragbe®neequentemente, nas vias de

sinalizacdo, podem ajudar o0s cientistas a compesemdelhor 0s mecanismos da
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tumorigénese, identificar novos marcadores diaggussie alvo de drogas, além de fornecer
uma base clinica para diagnéstico e tratament@peg@GUOQINGet al, 2011).

2.5. Abordagens protedmicas na busca por biomarcado

Tendo em vista que a protebmica pode fazer a pemtie as alteracbes genéticas
subjacentes ao cancer e a fisiologia celular, me#oespera das analises protedmicas
principalmente utilizando a espectrometria de ngsgara a prospecc¢ao de biomarcadores
(GAST; SCHELLENS; BEIIJNEN, 2008).

A espectrometria de massas tem sido usada comamienta de diagnostico em
laboratorios clinicos por muitas décadas. Essategia acoplada a cromatografia gasosa foi
muito utilizada, com sucesso, para identificac&@uantificacdo de moléculas, relativamente
pequenas (com massa molecular < 1.000 Da), altemafdrmativas, em programas de
rastreamento de recém-nascidos, aplicacdes togicak) e forenses, identificagdo de erros
congénitos do metabolismo, deteafappingem atletas, etc. E, ao longo de 15 anos, tem-se
percebido a ressurgéncia dessa tecnologia para@oeste moléculas maiores, como as
proteinas. Novas aplicacdes tornaram esse estuskivph devido ao desenvolvimento de
novas metodologias que volatizam e ionizam efetergm as proteinas, por meio do uso de
matrizes quimicas e lasers. A habilidade de menscoan elevada acuracia a razao
massa/carga, fornecer um espectro de alta resokigddesenvolvimento da espectrometria
de massas etandem ou MS/MS, a fim de obter o sequenciameasgmovode uma proteina
tem aumentado de forga significativa a aplicac&sa¢ecnologia na prote6mica. Atualmente,
0 uso combinado da cromatografia liquida acoplaalaespectrdmetro de massa expandiu
ainda mais o poder discriminatorio desse métodagctarizando-o como uma das ferramentas
mais poderosas da protedmica (DIAMANDIS, 2004).

Pesquisadores pioneiros no uso da espectrometrimadsas como ferramenta de
diagndstico sugerem que essa abordagem represema mudanca de paradigma no
diagnéstico do cancer, baseado nas diferencas eragpentre padrdes protedmicos do soro
de paciente com e sem cancer, identificadas panfbimatica. Eles baseiam-se na premissa
de que ndo importa qual a natureza dessas moléowdaso potencial de discriminacéo entre
duas condicOes deve ser explorado a fundo. A tspatentral dessa abordagem € a seguinte:
proteinas ou fragmentos proteicos produzidos plotas2cancerosas ou nos microambientes

nos quais essas células estéo inseridas podenualeante entrar na circulacdo sistémica. E
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assim, a concentracdo dessas proteinas ou desgpreftos, pode ser analisada por
espectrometria de massas e usada para fins deddiemgn(PETRICOIN lllet al, 2002).

Portanto, o0s recentes avancos técnicos em espettimnde massas oferecem
oportunidade para encontrar biomarcadores em dieseamostras biolégicas. E apesar de o
soro humano ser o fluido biolégico mais comum mhagnostico, pois reflete a doenca em
diferentes 6érgdos e tecidos através de mudancaenfib de proteinas secretadas, ainda é
desafiante a caracterizacdo de glicoproteinasaséra "glicoproteoma” do soro (YANG &
HANCOCK, 2004, PIETROWSK/:t al, 2009).

O desenvolvimento de uma abordagem analiticagastudo da variacdo de padrbes
de glicosilagdo em amostras de soro tem sido Héida pela heterogeneidade estrutural
desse tipo de modificacdo pés-traducional e da aadade do proteoma do soro. Yang e
Hancock (2004) tem proposto a utilizagcdo de lestipara reconhecimento de motivos
especificos de glicosilacédo diferentes a fim deedeslver uma forma de capturar diversas
glicoproteinas séricas. Em uma investigacdo pmedimfoi avaliada a capacidade de cinco
lectinas vegetais, comumente utilizadas, imobib&adoara capturar glicoproteinas de soro
humano e os pesquisadores observaram, por analis&RS-PAGE, que cada lectina
utilizada foi capaz de reunir um subconjunto diféeedo glicoproteoma sérico.

Baseada nessa abordagem protedmica utilizandodsctegetais para prospeccao de
biomarcadores, Drake e colaboradores (2011) desenevuma estratégia experimental que
consistia na cromatografia de afinidade utilizaadaglutinina de&Sambucus nigrdSNA) e a
lectina deAleuria aurantia(AAL), lectinas que apresentam afinidade de ligag&struturas
contendo o acido sialico e a fucose, respectivaeenposterior analise por espectrometria de
massas. As amostras proteicas foram previamengeidg com tripsina e os glicopeptideos
isolados nessas cromatografias foram entdo detgidas, e em seguida, os peptideos
analisados por espectrometria de massa. Um totaR@eglicoproteinas de plasma humano,
contendo 247 glicositios unicos, foi identificadaleisivamente no meio de cultura de células
do cancer de mama de um tipo mais agressivo.

Apesar de algumas limitagcbes, abordagens glicepnotas com foco em
glicopeptideos vém ganhando bastante popularidesdanalises por espectrometria de massa
de glicopeptideos ou glicoproteinas sao gratifEesnpois tém, intrinsecamente, o potencial
de relacionar estruturas de glicanos especificos pa determinado sitio de uma proteina
especifica. Esta informacéo €, muitas vezes, dereatimportancia, ja que o principal papel
dos glicanos estd em modular as propriedadesc(iais a funcéo, atividade, estabilidade) das
proteinas que os carregam (WUHRER, 2013).
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De fato, glicoproteinas ja tem sido usadas comnamaicadores para diagnostico e
prognéstico e, hoje em dia, 0s pesquisadores emétes de que glicanos sdo Unicos por sua
potencialidade bioinformativan vivo e, portanto, constiuem-se de alvos para testes de
diagndsticos originais e sensiveis, que incluentilzacéo isolada ou dentre um painel de
marcadores tumorais em diferentes plataformas. #calerta de biomarcadores é um
processo de multiplas etapas e dados glicobmicoss mafilais estdo principalmente
relacionados com a chamada fase de descobertaspam seguida, proceder-se as etapas de
validacdo e padronizacdo. Como mudancas estruifaiscionais relacionadas as doencas ja
vem sendo bem definidas, o numero de técnicasdadsaruso na quimica clinica tende a se
expandir. Portanto, atualmente, existe uma neadsidonstante para a cooperagdo entre
cientistas da glicobiologia e glicotecnologia alamejo o desenvolvimento de uma plataforma
rapida e de baixo custo que seja aplicavel aoieotidde praticas laboratoriais na deteccao de
biomarcadores (JANKOVIC, 2011).

2.6. A abordagem protedmica quantitativa label-frie€-MSF utilizada no estudo

O numero de potenciais proteinas marcadoras que sgdusado para o diagnostico,
deteccdo precoce, caracterizacdo da doenca ouaragnénto do tratamento, continua a
crescer rapidamente na literatura cientifica, naren, a dificuldade de aplicacéo clinica é
ainda grande, por causa dos baixos niveis de datwile e especificidade de algumas delas.
E a técnica de quantificacdo por espectrometrimagsas (MS) auxilia bastante na descoberta
de biomarcadores, tendo em vista que biomarcadouds provavelmente ndo sao proteinas
especificas isoladas, mas sim um conjunto de pagedu peptideos que tem um padrao de
expressao unico em resposta a um estimulo ou @ndic

E, nesse contexto, ha alguns anos o campo da prmcgedoi além da simples
identificacdo de proteinas... Agora é levado aosguianto a precisdo e confiabilidade para
quantificar as diferencas, mesmo que minimas, oadémcia de diferentes proteinas em um
organismo, célula ou tecido em um determinado méonam sob uma determinada condicéo.
Dessa forma, a protedmica quantitativa € atualmeéividida em duas grandes abordagens:
livre de marcagao, ou mais comumente chamadabaéfree ou com utilizacdo de marcagao
(NEILSON et al, 2011).

As técnicas de marcacdo envolvem a modificacdo e@gtigeos com etiquetas

isobaricas para quantificacéo relativa e absolulBRAQ (ROSSet al, 2004), marcacao de
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proteinas com etiquetas isotopicas de afinidadEATI(GYGI et al, 1999) ou proteinas
metabolicamente marcadas pela incorporacdo dep®tem aminoacidos inseridos na
cultura celular — SILAC (ONGt al, 2002).

Estratégias de marcacdo sao, muitas vezes, cadédermais precisas na
quantificacdo de proteinas, entretanto, estas d&tnexigem sondas carasoftwares
especificos, expertisepara analisar os dados. Além disso, algumas égiastde marcacao
nao podem ser facilmente aplicadas a todos os dip@snostras (NEILSOB al, 2011).

Nos ultimos anos, a observacdo de uma correlacifie abundancia de proteinas e
areas de picos cromatograficos ou nimero de espd@t&/MS, dos peptideos pertencentes
aguelas proteinas, ampliou a possibilidade de lesai procedimento analitico no campo da
protedmica quantitativa. Sendo assim, uma abordagemada e livre de marcacao, por iSso
sendo denominadabel-free para MS quantitativa, envolve a medicdo integrdals areas
dos picos cromatograficos para cada peptideo isgdad cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas em associacdo com asidatiss dos peptideos oriundos da
digestdo (CHELIUS; BONDARENKO, 2002). Foi essa a&ntéa utilizada no presente
trabalho.

Explicando melhor, a mensuracdo da &rea de picoatografico (também chamada
pela sigla AUC) é linearmente proporcional a cotregdo do peptideo, isso para peptideos
gque estejam em um intervalo ideal de 10 fmol a @@, demonstrado por alguns estudos
que relatam boa deteccdo de proteinas, previarsel@eionadas, em misturas complexas em
um intervalo de concentracdo de 10 fmol a 1000 p@gbrocesso geral envolve também a
medicdo da abundéancia (intensidade) de ions emoterde retencdo especificos para os
peptideos ionizados sem 0 uso de marcacao isota@pmae € frequentemente referido como
contagem de iong ¢tal ion countting TIC) (PODWOJSKEt al, 2010).

Embora o método seja relativamente simples coradginte, varias consideracdes
devem ser levadas em conta: preocupacdes com lag@&sala cromatografia, pois sinais
peptidicos podem apresentar-se espalhados ao Idogtempo de retencdo causando
sobreposicdo com peptideos co-eluidos naquele mésmpo; variagcdes bioldgicas que
resultam em multiplos sinais para o mesmo pepti¢diterentes modificacdes pos-
traducionais, por exemplo), bem como varia¢desidésn(do préprio equipamento naquele
dia de corrida) no tempo de retencdo ou na intadsiddos picos, e ruido de fundo por
interferentes quimicos na amostra, 0 que requer exessidade de “limpar”

computacionalmente os dados de LC-MS para quepssgivel o alinhamento de tempos de
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retencdo e a supressao de ruido permitindo, aasavaliagdo comparativa dos peptideos ao
longo de todo experimento (LISTGARTEN; EMILI, 2005)

Logo, um desafio quando se utiliza essa técnic& Al seja, de mensuracao da area
de pico cromatogréfico para correlacionar com abooh peptidica, € encontrar um
equilibrio na energia de colisédo para obter quaatfio precisa e maximizar a identificacao
de proteinas. Quando se usa uma aquisicdo dependkeidlados, mais comumente chamada
de DDA na espectrometria de massas, ha uma altéanéntre modos MS e MS/MS no
equipamento e, para isso, ha muitas vezes o “&agtitio ion precursor ou mesmo de ions
fragmentos, pois naquele momento que o equipamesito promovendo a colisdo do ion
precursor (MS/MS), para gerar ions fragmentos, relgoutros ions precursores podem ser
perdidos (RADULOVICet al.,2004).

Dessa forma, uma maneira de superar isso € exetutiiplas analises de uma
amostra em modos MS e MS/MS separadamente e sd@ndemente corresponder a massa
exata e o0 tempo de retencdo a identificacdo deidesst (SILVA et al, 2005).
Alternativamente, dados quantitativos e qualitatisde proteinas podem ser obtidos a partir de
uma unica aquisi¢cao independente de dados promgeldaalternancia entre condi¢cdes de
baixa e alta energia de colisdo no espectrometroadsa através do qual todos os peptideos
sdo fragmentados sem selecdo de ion precursorfoistenominado M5 onde esse “E”
indica energia elevada, e esta disponivel como waonde aquisicdo de dados exclusivo de
instrumentos Waters Q-TOF, espectrometro de masgiaado nesse trabalho (SILVét al,
2006; GEROMANOS:t al, 2009).

Tem sido demonstrado que LC-M8 a técnicdabel-freemais precisa para estimar a
abundancia absoluta, que utiliza a média da irdadsi dos trés peptideos tripticos mais
abundantes por proteina (técnica Hi-3 ou Top-33, @diretamente proporcional a quantidade
da proteina (SILV/Aet al.,2006).

A técnica Hi-3 baseia-se na quantificacdo absaletproteinas com o uso de um ou
mais peptideos externos de referéncia para gerar eaurva-resposta de calibracdo para
polipeptideos especificos a partir dessa protéirigura 1 ilustra uma correlacao linear entre
0s trés peptideos tripticos mais intensos de difeseproteinas e suas concentracdes absolutas
correspondentes, no trabalho desenvolvido por Sélveolaboradores (2006), no qual é
descrito o método Hi-3 para quantificacao.

Nesse sentido, a quantificacdo absoluta de umapdatizina € determinada a partir do
sinal observado para um polipeptideo especificandastra em relacdo ao gerado na curva de
calibracdo. Se a quantificacdo absoluta de um raideediferentes proteinas deve ser
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Figura 1 — Curva universal de resposta-sinal pasatificacéo absoluta de proteinas padréo (ouéede).
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Resposta média dos sinais para os trés peptidigtisdas mais intensos para cada uma das seis mpastei
estudadas. Um Unico grafico de dispersao da respasdia dos sinais (eixo Y) e a concentracdo quorekente
da proteina (eixo X) foi produzido para todas asginas e encontrado sendo linear para mais ddeh®ide
magnitude. As esferas coloridas seguem o segubdiga vermelho, alcool desidrogenase de levedaiteH);
azul escuro, albumina de soro bovino; amarelo,aseglpretog-hemoglobina bovina; azul clarf;hemoglobina
bovina; verdeo/B-hemoglobina bovina; e cinza, fosforilase B rab@@aajuste da curva linear foi calculado para
todo o conjunto de dados (y = 27,6 x (X) - 7401p®939). Fonte: SILV /et al.,2006.

determinada, curvas de calibracdo separadas séssae@s para cada peptideo especifico da
proteina padréo (ou referéncia externa) para caraipa (SILVAet al.,2006).

E, assim, a quantificacdo absoluta permite ndoetérminar alteracdes entre duas
condi¢cdes, como também permite comparacdes quartade proteinas dentro de uma
mesma amostra.

Devido ao modo de aquisicdo de dados®M®dos os peptideos tripticos que
apresentem intensidade suficiente irdo produziosla# fragmentacao dos ions produtos que
poderdo, entdo, ser utilizados para identificagutiral do referido peptideo e sua proteina
parental correspondente. A partir desta andliseJanws de MS dos peptideos tripticos de
uma proteina e as informacdes de sequéncia asas@agles, a partir dos dados de MS/MS
para cada peptideo, ird gerar uma analise abrangamd cada proteina presente na mistura
(SILVA et al.,2006).

Portando, o métodtabel-freedescrito por Silva e colaboradores (2006), e que f
método utilizado no presente trabalho, é ideal pagdaterminacdo da concentracdo absoluta
de proteinas presentes em amostras complexas. nicaéEli-3 acima descrita usufrui o

méximo possivel do modo de aquisicdo MSsua capacidade de reduzir, exaustivamente,
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dezenas de milhares de deteccdes de ions a uraasiisples de peptideos precursores
juntamente com o seus ions produtos em seus tezspesificos de retencao.

A especificidade conferida pelas medi¢cdes acurddasassa, tipicamente menor que
5 ppm, de ambos os ions precursores e ions fragmassociados, permite a capacidade de
identificar, com alta confianga, um grande numeeo piloteinas com alta cobertura de
sequéncia. A capacidade de coletar os dados de dvingo de toda a largura do pico
cromatografico, para todos os peptideos acimanditelide deteccdo do instrumento, permite
a quantificacdo precisa de peptideos/proteinas ®ir pdas intensidades de sinal
deconvoluidas. Portanto, esses atributos da agaisie dados LC-MS em associagdo com a
correlacdo entre a média do sinal-resposta MSr8egpeptideos ionizantes mais abundantes
de uma proteina padrdo, fornecem um meio parandiei@r a concentracdo absoluta de
qualquer proteina bem caracterizada presente nomostia (SILVAet al.,2006).

Um estudo comparativo realizado por Turck e colatores (2006) com 52 grupos
participantes teve o objetivo de avaliar metoda@sgdisponiveis para quantificar oito
proteinas diferentes em uma mistura proteica. @pagr participantes receberam amostras
contendo concentracdes variaveis de proteinas qadrdis uma quantidade conhecida de
albumina sérica bovina (BSA) para a normalizacddatios, e foram capazes de escolher o
seu préprio método de preferéncia para analisetr®as participantes, 37% escolheram
técnicas que utilizaram eletroforese bidimensidqgaal), 42% escolheram a técnishotgun
utilizando marcacgéo e 21% optaram pela técslcagunsem marcacagabel-free)

O estudo demonstrou uma variabilidade consideme®lresultados de quantificacédo
e métodos baseados em gel exibiram a maior inadénsia de erro. Razdes obtidas |adrel-
free MS AUC, ou métodos baseados na contagem de espeesitavam mais proximos dos
valores esperados, em comparacdo com as propoobdelss por métodos de marcacéo
isotépica. Os resultados com marcacao isotopichirari uma distribuicdo uniforme da
percentagem de erro entre todas as proteinaspexaet a proteina com a concentracdo mais
baixa, enquanto que a AUC e método de contagenspmieteos mostraram uma distribuicao
igual de erro percentual para todas as proteinadisparidade entre as razGes previstas e
observadas foi encontrada sendo dependente tantanéodo como para proteinas
especificas.

A realizacéo de analises em triplicata garante anefhresultados, no entanto, nenhum
aumento significativo na precisdo dos dados fseolado quando se aumentou o numero de
replicatas para além de 3. E as triplicatas dasstias que utilizaram marcacao isotopica
exibiram maior consisténcia em comparacao entlecatps da abordagelabel-free
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Em outro estudo, realizado por Ryu e colaboradd@308), foi avaliado o
desempenho dos métodos utilizando marcacédo (ICABpel-free AUC e label-free por
contagem de espectros através da analise de tsfgramsi proteicas contendo sete proteinas
padrdo em varias concentracdes, variando de pasteom concentracdes similares a
diferenca de duas ou quatro vezes. Os resultadsesaram que ambos os métodiisel-free
eram tao precisos como ICAT em detectar as pratgiadrdo. No entanto, o0 método ICAT
falhou na deteccéo precisa de proteinas com dfaréa quatro vezes em concentracao.

Outro estudo selecionou trés técnicas protedmicesitijativas: label-free AUC,
label-freeLC-MSF, e iTRAQ, para identificacdo e quantificacéo fetatle proteinas de uma
bactéria metanotroéfica cultivada em dois substrditerentes. Como resultado, o namero
total de proteinas identificadas em cada métodsdwielhante com 49% de proteinas comuns
a todas as técnicas. No entanto, LCSfBoporcionou maior cobertura de sequéncia e um
maior niumero de peptideos médios identificadogpateinas em compara¢do com 0s outros
dois métodos, que foram bastante semelhantes sinie que diz respeito a estas medidas
(PATEL et al,2009).

A variabilidade € um componente intrinseco e, gmid, inevitavel, de cada
experimento e um conceito central para as anaéiseisticas. Amostras biolégicas tém
variabilidade genética e ambiental natural. Aléngde, métodos de preparacdo de amostras e
aquisicao de dados sao fatores dependentes daiadnsirumental e da propria manipulacéo
humana. Dessa forma, para ter acesso a signifecateialteracdo na quantidade de uma
proteina mensurada, a andlise estatistica devereeedida. Assim sendo, é fato que a
protedmica quantitativeabel-freeproduz um grande volume de dados que exigem agaliag
estatistica. A estrutura dos dados brutes (datg adquiridos pela técnica M$®1do é padréo
e, portanto, requesoftwarefeito sob medida para processa-lo (EYERS; GASKEIQ14).

Atualmente, o Unicgoftwarecapaz de processar esses dado&lértityE incluso no
ProteinLynx global Serve(PLGs, Waters Corp., Milford MA, EUA), que foi aqgrama
utiizado na metodologia de processamento de dabtospresente estudo, como sera
comentado adiante. &bftwareutiliza um algoritmo de deteccdo de pico chamadex@D e
um algoritmo de busca em banco de dados charnwmddccounting ambos os quais séo
descritos em pormenores por Geromanos e colabes({?2011).

Diante do exposto, a técnica escolhialael-free LC-MSF, juntamente com o pacote
de softwaresapropriados utilizados no presente estudo, ofaréedo 0 suporte técnico e

analitico para produzir resultados estatisticameoitdiaveis.
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3. HIPOTESES

Considerando a habilidade das lectinas de interagile forma especifica e reversivel
com carboidratos/glicoconjugados e de relatos teaatura que fazem uso dessa classe de
proteinas para capturar outras que estejam diratantelacionadas ao cancer, o presente

trabalho visou confirmar a seguinte hipétese:

Diferentes (glico)proteinas plasméaticas de pacseoten cancer de mama podem ser
isoladas por meio de cromatografias de afinidade @stunas de lectinas vegetais
imobilizadas ¢-D-galactose-ligante dértocarpus incisa— Frutalina e glucose/manose-
ligante deDioclea altissima DAL), o que € util para reducdo da complexidddeamostra e
posterior analise por espectrometria de massaslgemas dessas proteinas isoladas,
identificadas e quantificadas, estdo diretament@ciomadas com o cancer de mama, em
diferentes estdgios da doenca, apresentando-se @oateinas alvo para subsequente

validacéo.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo Geral

Identificar e quantifiar proteinas plasmaticas @eigntes portadoras de cancer de
mama do tipo ductal em diferentes estagios (I, lll)eutilizando espectrometria de massas,
fracionadas por meio de cromatografias de afinidadeduas matrizes de lectinas vegetais

imobilizadas.

4.2. Objetivos Especificos

- Fracionar proteinas plasmaticas de mulheres setone cancer de mama, através de
cromatografia de afinidade em duas diferentes eslude lectinas imobilizadas: FTL-
Sepharose e DAL-Sepharose;

- Identificar e quantificar as proteinas plasméticgesentes nas amostras totais de plasma;

- Identificar e quantificar as proteinas plasm&tipeesentes nas fracdes apds cromatografias
de afinidade em FTL-Sepharose e DAL-Sepharose;

- Avaliar a necessidade e importancia do uso damés vegetais para o fracionamento das
amostras e reducdo da complexidade;

- Avaliar a expresséao de proteinas relacionandmasdiferentes niveis de estadiamento do
cancer de mama,

- Discutir o envolvimento das proteinas super du expressas, ou com alteracdo no padréo
de glicosilagéo, no desenvolvimento do cancer daana
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

O cancer de mama € tradicionalmente consideradoo coma doencga bastante
heterogénea, com caracteristicas bioldgicas ecaliniliversas para os diferentes subtipos.
Perfis moleculares do cancer de mama tem forneuoma ferramenta importante para
discriminar uma série de subtipos, subtipos esssscmdos com dados clinicos, diagnodstico
precoce e resposta ao tratamento.

Dessa forma, visando a identificagdo de novas imagealvos, relacionadas ao cancer
de mama em diferentes estagios, foi realizada umdisa quali e quantitativa, por
espectrometria de massas, de proteinas plasmdtaz@enadas por meio de cromatografia de
afinidade em colunas de lectinas vegetais imoliizade mulheres com cancer de mama em
diferentes estagios da doenca.

Para isso, inicialmente, as lectina®-galactose-ligante das sementesAdmcarpus
incisa (frutalina) e glucose/manose-ligante D&clea altissima(DAL) foram isoladas por
meio de cromatografia de afinidade em colunas dmlBetose-Agarose e Sephadex G5015,
respectivamente. A confirmacdo da purificacdo detinias foi confirmada por meio de
eletroforese em gel de acrilamida (SDS-PAGE) eisalor espectrometria de massa. Em
seguida, as proteinas purificadas foram imobiligaeta matriz de Sepharose-4B ativada com
brometo de cianogénio.

Para etapa de imunodeplecdo de cada amostraduadiyfoi utilizada a colunBiTrap
IgG&AlIbumin Depletionacoplada a um sistema de FPARTApurifier 10,para retirada de
IgG e albumina das amostras de plasma.

ApoOs a etapa de deplecdo, e anteriormente a etapeohatografias de afinidade em
colunas de lectinas vegetais, as amostras forawhyidoalmente, quantificadas por
espectrofotometria e, em seguida, foram prepanadols com contribuicdes homogéneas de
massa proteica de cada amostra individual, cornelpides a cada grupo em estudo
(Controle, Cancer de Mama Ductal I/Estagio Prec@dmcer de Mama Ductal I/ Estagio
Intermediario e Cancer de Mama Ductal Ill/Estagi@Acado).

Em seguida, para fracionamento das proteinas pgessan plasma de mulheres sem
cancer de mama e com cancer de mamaoots de amostras depletadas foram aplicados,
separadamente, nas diferentes colunas de afinidade lectinas imobilizadas: FTL-

Sepharose e DAL-Sepharose, acopladas a um sisteFRLLCAKTApurifier 10.
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As fracBes cromatograficas obtidas, apos cromdiagrde afinidade em colunas de
lectinas vegetais imobilizadas, foram entdo didsaconcentradas e submetidas a reacéo de
digestdo com a enzima tripsina e, posteriormentedados de massas MS e MS/MS
adquiridos em espectrometro de massas nan@y8§ptHDMS (Waters, Manchester, UK),
acoplado a um sistema de cromatografia nanoUPLC.

Em paralelo, amostras dg®ols, sem fracionamento prévio em colunas de lectinas
vegetais imobilizadas, foram também submetidas agae de digestdo e aplicadas no
espectrémetro de massas.

A analise dos dados, que consiste na identificad@oproteinas (qualitativo) e
quantificacdo absoluta e relativa (quantitativo),réalizada com o uso deftwaresproprios
e busca em banco de dados espécie-especificos.iv@is e expressdo das proteinas
identificadas foram avaliados utilizado o pac&mteinLynxGlobalServe(PLGS) v.2.4.
contendo o programBxpressioh v.2.4., que realizou a anélise estatistica dasiteefos, e
posteriormente foram relacionadas com diferentesisitle estadiamento do cancer de mama.

De maneira resumida, a Figura 2 ilustra a esti@tgerimental utilizada no presente

trabalho.



Figura 2 — Fluxograma representativo da estraggarimental utilizada no presente estudo
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Materiais

Este trabalho envolveu a coleta de sangue humanpereanto, foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospiral de Fortaleza (050507/10 —
Adendo aprovado em Out/12). A coleta de sangue dades foi realizada somente apos
obtencéo da assinatura do termo de consentimentoeliesclarecido pelas mulheress.

Essa pesquisa foi desenvolvida de forma a incorpsod a oOtica do individuo e das
coletividades os quatro referenciais béasicos datioex autonomia, ndo maleficéncia,
beneficéncia e justica; assegurando os direitayerds que dizem respeito aos pesquisadores
e aos sujeitos da pesquisa, e todos os procedimdatobtencao e divulgacdo de informacdes
seguiram as normas estabelecidas pelo Conselhmiddhoide Salde, item de Etica em
Pesquisas com Humanos, resolugdo 466/12.

6.1.1. Grupo de estudo

A triagem de pacientes foi realizada no HospitalalGeée Fortaleza - HGF (Fortaleza,

Ceara).

6.1.1.1. Critérios de incluséo

Um total de 40 mulheres, de 33 a 78 anos, que cda@m em participar da pesquisa,
foram agrupadas em grupo controle (10 mulheresyigogcaso (30 mulheres), cujo tumor foi
enviado para biopsia no Laboratério Biopse, no Hak@eral de Fortaleza, e diagnosticada
portadora de carcinoma ductal da mama. As amospuasgonsistiram em sangue total, foram
obtidas junto ao laboratério, fiel depositario sp@nsavel pela coleta de materiais bioldgicos
e diagnostico inicial da doenca, no periodo de rdaig011 a dezembro de 2012.

Para formacdo do grupo CONTROLE, foram consideragagiveis mulheres sem
diagndstico de cancer de mama ou qualquer outnalasa, avaliadas por meio da historia do
prontuéario e de exame clinico realizado por médataborador do estudo.

Ja para o grupo CASO, foram consideradas elegiagisnulheres com recém-
diagnéstico clinico e anatomopatoldgico de neoplasamaria tipo ductal, estadiamento |, Il

e lll, sem neoplasias associadas, sem tratametimneoplasico prévio e com indice de
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Karnofsky acima de 70. O indice de Karnofsky é wmeala que classifica o paciente de
acordo com o grau das suas inaptidoes ou defiaériancionais que tem sido amplamente
utilizado como “padréo-ouro” na avaliacdo de paegroncoldgicos (KARNOFSKYt al,
1948). Caracteriza-se por uma avaliacdo subjetigasggue uma escala que varia de 0 (zero)
a 100 (cem), onde valores de 0 — 40 indicam queciepte esta inapto para cuidar de si
mesmo; de 50 — 70 inapto para trabalhar e, de BID-indicam que o paciente esta apto para
atividades rotineiras e cuidar de si mesmo.

Dados clinico-patolégicos das pacientes foram aips por meio da analise dos
prontuérios, onde foi registrada a idade no momeataliagndéstico, peso, altura, historia
clinica e familiar, estado menopausal, comorbidadestadiamento clinico do tumor.

6.1.1.2. Critérios de exclusao

N&o foram incluidas no estudo mulheres com doerrfecas ndo transmissiveis ndo
controladas, ou transmissiveis (portadoras do Hbe estivessem sob uso de terapia
farmacoldgica, além de alcoolistas, fumantes, cooblpmas neuroldgicos ou psiquiatricos,
ou ainda os casos cujos dados do prontuario estinesncompletos quanto aos itens

necessarios para o estudo.

6.1.1.3. Coleta das amostras de sangue

Apods jejum de 12 h das mulheres que concordaranpamticipar da pesquisa foi
coletada uma aliquota de sangue (5 ml). A coletaefalizada por profissional capacitado
(técnico ou auxiliar de enfermagem) e em local esd e equipado de modo a conferir
seguranca laboratorial ao individuo doador e col@iodo material necessario para a coleta
de sangue foi utilizado pela primeira vez para Bstee teve seu descarte efetuado dentro dos
padrbes de seguranca laboratorial. O sangue rmtifad coletado por puncdo venosa
periférica, as amostras foram centrifugadas a 350@or 5 minutos e o sobrenadante, ou

seja, o plasma obtido, foi armazenado a —20 °Cysargosterior.
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6.1.2. Reagentes e outros materiais analiticos

As colunas de cromatografia, para isolamento e@atinhs vegetais, D-galactose
Agarose e Sephadex G5015 foram adquiridagltermo Fisher Scientifi¢Rockford, IL,
USA) e GE Healthcare (Sunnyvale, CA, USA), respactiente.

O marcador de massa molecular de proteinas queilfeado nas eletroforeses em gel
de poliacrilamida foi d.ow Molecular Weigh(GE Healthcare - Sunnyvale, CA, USA).

A matriz de Sepharose 4B ativada com brometo a@lgogénio, para imobilizacdo das
lectinas vegetais, e a colukdiTrap Albumin&IgG Depletion para deplecdo de 1gG e
Albumina, foram também adquiridas da GE Health¢@tmnyvale, CA, USA).

Os reagentes e colunas cromatogréaficas para arétisespectrometro de massas
nanoESI, Synapt HDMS, acoplado a um sistema de cromatografia n®h&@) foram
adquiridos daVaters Corporatior{fManchester, UK).

Todos os demais reagentes usados neste trabedimo @@ grau analitico.

6.2. Métodos

6.2.1. Isolamento e Imobilizacéo das lectinas vegget

6.2.1.1. Isolamento da lectina D-galactose-ligartas sementes de Artocarpus incisa
(frutalina)

O protocolo de extracdo e purificacdo seguiu a duddgia descrita por Moreira e
colaboradores (1998).

A extracdo das proteinas soluveis totais foi radbzinicialmente ressuspendendo-se a
farinha de sementes datocarpusincisa em solucdo de NaCl 0,15 M, na proporcéo 1:10
(m/v) e mantida em agitacdo continua por 1 hotargperatura ambiente.

Decorrido esse tempo, a suspenséo foi centrifuga000 xg, por 30 minutos, a 4
°C em centrifuga Eppenforf 5810R. ApOs a centrif@ga o sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro comum e aplicado a uma coluna dgalactose-Agarose, previamente
equilibrada com solucéo salina 0,15 M.

Para purificacdo da frutalina (FTL), as proteinas gao interagiram com a matriz

(pico nao retido ou Pico 1) foram eluidas com op@mde equilibrio (NaCl 0,15 M), até que
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a Acgo do eluato atingisse 0,020, apds o que, as pratedtidas (Pico retido ou Pico 2) foram,
entdo, eluidas com adicdo de D-galactose 0,2 Ma@i 0,15 M.

Durante todo o processo cromatografico, foramtadbes fracbes de 2,5 mL, sob um
fluxo de eluicdo de 0,5 mL/min e todas as aliqudaam analisadas por medida da
absorbancia a 280 nm £4) em espectrofotémetro.

Varias cromatografias seguindo a metodologia acforam realizadas, visando
acumular proteina suficiente para as etapas seguiltt trabalho, e os picos retidos obtidos
apos realizacdo de cada cromatografia foram exanstinte dialisados contra agua destilada

e posteriormente liofilizados.
6.2.1.2. Isolamento da lectina glucose/manose-tigae Dioclea altissima (DAL)

O protocolo de extracdo e purificacdo seguiu a dudtgia descrita por Moreira e
colaboradores (1997).

A extracdo das proteinas soluveis totais foi radbzinicialmente ressuspendendo-se a
farinha de sementes d&oclea altissimaem solucdo de NaCl 0,15 M, na proporcédo 1:10
(m/v) e mantida em agitacdo continua por 3 horgmm@eratura ambiente.

Decorrido esse tempo, a suspenséao foi centrifugada000 xg, por 30 minutos, a 4
°C em centrifuga Eppenforf 5810R. Apoés a centdfifp, o sobrenadante foi filtrado em
papel de filtro comum, foi adicionada & amostrd"@aMn?*, para concentracéo final de 5
mM, centrifugada a 12.000 g por 10 minutos e o sobrenadante aplicado a cotieha
Sephadex G5015, previamente equilibrada com sols@iéta 0,15 M contendo também?®Ca
e Mn®", na concentrac&o final de 5 mM.

Para obtencdo da lectina DAL pura, proteinas queim@&ragiram com a matriz de
Sephadex G5015 (pico néo retido ou Pico 1) foraridas com o tampéao de equilibrio (NaCl
0,15 M contendo G4 e Mn?*, para concentracéo final de 5 mM), até que, maia vez, a
Ago do eluato atingisse 0,020, e as proteinas refgias retido ou Pico 2) foram, entéo,
eluidas com tampao glicina 0,1 M pH 2,6.

Durante todo o processo cromatografico, foramtadbes fracdes de 2,5 mL, sob um
fluxo de eluicdo de 0,5 mL/min e todas as aliqudaam analisadas por medida da
absorbancia a 280 nm £4) em espectrofotémetro.

E, mais uma vez, varias cromatografias seguindo esodologia acima foram

realizadas, visando o acumulo da lectina DAL emntidade suficiente para as etapas
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seguintes do trabalho, e 0s picos retidos obtigds eealizacdo de cada cromatografia foram
exaustivamente dialisados contra agua destiladestenormente liofilizados.

6.2.1.3. Avaliacdo do grau de pureza das lectiregetais isoladas

A pureza das lectinas isoladas foi avaliada pdroébeese em gel de poliacrilamida em
presenca de SDPemercaptoetanol e por espectrometria de massas.

Uma aliquota de cada lectina (1 mg/mL, em aguapita) foi misturada ao tampao
de amostra 4 vezes concentrado [Tris-HCI 0,0625 gHA, 6,8; SDS 2% (m/v); 2-
mercaptoetanol 5% (v/v) e azul de bromofenol 0,00b%v)], fervidas a 100 °C por 7
minutos e analisadas em eletroforese em gel deaqobdimida 15%, em condicdes
desnaturantes, como descrito por Laemmli (197@piadio para géis montados em placas de
vidro.

A placa foi montada com gel de aplicacéo a 3,%%alilamida em tampéao Tris-HCI 0,5
M pH 6,8 e SDS 1,0 % e o gel de separacéo a 15 tarepéo Tris-HCI 3 M pH 8,8 e SDS 1,0%.
A corrida eletroforética foi realizada a voltageonstante de 120 V, 40 mA, em tampéo de corrida
Tris-HCI 0,025 M pH 8,3, contendo glicina 0,192 N6BS 0,1% (m/v). Apos a corrida, o gel foi
corado com Coomassie Briliant Blue G-250 (Amregiaa deteccdo das bandas de proteinas, e
descorado com agua. O marcador de proteinasMolecular Weigh{GE Healthcare - USA)
foi utilizado na corrida eletroforética como padrao

Alternativamente, para verificar o grau de pureaa kctinas isoladas, amostras das
mesmas foram submetidas a analise por espectrardetrnassa. Para isso, as amostras foram
solubilizadas em &cido acético 10% em agua ultegpeentrifugadas a 12.000g por 10
minutos e o sobrenadante foi aplicado por infuséaala uma concentracao de 10 pug/mL.

A aquisicdo de dados (MS) foi realizada com um espmetro de massasynapt
HDMS (Waters, Manchester, UK), programado com unigqsdz (perfil MS) ajustada de
forma que os dados de MS fossem efetivamente adogirde 1000-4000 m/z, o que
possibilitou a obtencdo das massas distribuidagiptamhente carregadas. Para todas as

medicdes, o0 espectrobmetro de massas foi operadmaun 'V, com uma poténcia de
resolucéo de, pelo menos, 12.000. Todas as an&dises realizadas utilizando ionizac&o por
electrospray no modo ESI (+) e a coleta de dadogefmlizada utilizando o programa
MassLynx.4.1 (Waters — USA) e os espectros de distrilnudigiicargas foram deconvoluidos

para analise dos resultados.



48

6.2.1.4. Imobilizagdo das lectinas em matriz den&eyse 4B

As lectinas purificadas a partir de sementédecarpus incisgfrutalina - FTL) e de
Dioclea altissima(DAL) foram imobilizadas, separadamente, em resieaaSepharose 4B
ativada com brometo de cianogénio (GE Healthchi8A).

A metodologia consistiu, essencialmente, na incibatas lectinas, na presenca de
seus respectivos agucares inibidores (D-galact@séQ para frutalina, e D-manose 0,2 M,
contendo C& e Mn?" para concentracéo final de 5 mM, para DAL), segias instrucdes
fornecidas pelo fabricante.

Para isso, 1 g de resina foi ressuspendido em 10demHCI 1 mM e mantido em
repouso durante 30 minutos, para total intumesdionenreidratacdo. ApoOs este periodo,
foram realizadas trés lavagens consecutivas, camo cvolumes da mesma solugcado de
reidratacdo, e o precipitado remanescente foi warm HCI 1 mM, a fim de preservar os
sitios ativos da resina.

Concomitantemente, as lectinas liofilizadas, cded5 mg de cada, foram dissolvidas
em tampdo NaHC£O0,1 M, pH 8,3, contendo NaCl 0,5 M e os respestiagucares
inibidores na concentracao final de 0,2 M.

As suspensdes, contendo as lectinas na presescaul®acucares inibidores em meio
bicarbonato 0,1 M, pH 8,3, contendo NaCl 0,5 M geb de Sepharose 4B ativado com
brometo de cianogénio hidratado com HCI 1,0 mMrfoentdo mantidas em contato por 2
horas, sob agitacdo pendular discreta, a temparatabiente.

ApOs esta etapa, 0os sobrenadantes tiveram suabahsas monitoradas a 280 nm, a
fim de observar se todo ligante (lectinas) foi damente acoplado a resina de Sepharose 4B.
Na sequéncia, os sobrenadantes foram descartadesmatrizes, cuidadosamente, lavadas
cinco vezes com cinco volumes de tampao bicarbdhatt, pH 8,3 contendo NaCl 0,5 M.

Em seguida, foi adicionado tampéao Tris-HCI 0,144, 8,0, contendo NaCl 0,5 M e
mantido em repouso por 2 horas, a temperatura aimbia fim de bloquear os sitios ativos
remanescentes na resina. Depois deste periodoedbizado um ciclo de seis lavagens,
alternando entre os tampdes acetato 0,1 M, pH Fr&eHCl 0,1 M, pH 8,0, ambos contendo
NaCl 0,5 M, iniciando com o primeiro e terminanaonco segundo, respectivamente.

Ao fim do processo, as matrizes foram estocadgmradamente, em solucéo salina
contendo 0,02% de azida, a 8 °C.
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6.2.3. Cromatografias de deplecdo

Inicialmente, as amostras de plasma foram retiraltagreezer — 80 °C e foram
depletadas. Esse procedimento objetivou a depldedproteinas abundantes, tais como
albumina e IgG, para enriguecimento de proteinasomabundantes presentes no plasma.

Assim, em um primeiro momento, uma aliquota de |pD@e plasma foi filtrado em
membrana 0,22 uM e um volume de 150 pL de plashnadio foi reservado para aplicacéo
na colunaHiTrap Albumin & IgG Depletiome 1 mL(GE Healthcare - USA) acoplada a um
sistema de FPLBKTApurifier 10(GE Healthcare - USA).

Inicialmente a coluna foi equilibrada com cincouraks de tampéo de equilibrio Tris-
HCI 20 mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M, e, em s#guforam aplicados 150 pL de
plasma filtrado.

Para lavagem de proteinas que néo interagiram aoatréz, ou seja, as proteinas que
caracterizam o plasma depletado, que posteriornferdaen aplicadas nas cromatografias de
lectinas imobilizadas, foram adicionados a coluita wlumes de tampédo de equilibrio, e,
para eluicdo da fracdo proteica que interagiu conaiz, ou seja, fracdo rica em albumina e
IgG, foram adicionados 5 volumes de tampéo Gli¢iad; 0,1 M pH 2,7.

As cromatografias foram realizadas a um fluxo cmstde 1 mL/min, com coletas de
200 pL e monitoramento da eluicdo de proteinaspsorbancia a 216, 280 e 290 nm.

Para cada 500 puL de amostra de plasma filtradonfoealizadas 3 cromatografias de
deplecéo consecutivas e as aliquotas de plasmatadplforam concentradas a vacuo em
Concetrator plugEppendorf — DE) para experimentos posterioresyocabaixo descrito. A

fracao retida, rica em albumina e IgG, foi estocada

6.2.4. Cromatografias de afinidade em colunas detitleas imobilizadas

Para a realizacdo das cromatografias de afinidadeaunas diferentes de lectinas
vegetais imobilizadas, as amostras de plasma dédpkete concentradas, obtidas como
descrito acima, foram, inicialmente, individualmeguantificadas por absorbancia a 280 nm
usando um espectrometidanoVue Plus(GE Healthcare), para posteriormente serem
preparados ogoolscorrespondentes aos grupos em estudo.

Para compor opoolsreferentesa cada grupo em estudo (Controle, Cancer de Mama
Ductal I/Estagio Precoce, Cancer de Mama DuctaE#itagio Intermediario e Cancer de

Mama Ductal lll/Estagio Avancado) utilizou-se cdofiicdes equivalentes, em massa de
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proteinas, de 10 amostras individuais depletadas, gompor um volume final de 1 mL, e
totalizando 4ools.

A normalizacdo dos dados € de essencial import@aceaquantificacamabel-free na
qual as amostras sédo processadas de forma totelnmel@pendente, o que potencialmente
gera bastante variacdo técnica quando comparadastoabégias baseadas em marcacao.

Portando, considera-se essa etapa de quantificagéicespectrofotometria, apos
deplecao, para entdo formacaommls, anterior as cromatografias em matrizes de lectinas
vegetais imobilizadas, o primeiro passo para nomagdo das amostras, uma vez que reunir
quantidades iguais, em massa de proteinas, derandestinulheres diversas para formacao de
uma Unica amostra que represente cada grupo emoestimimiza o erro na aplicacdo de
massas desiguais nas cromatografias subsequentes.

As matrizes de lectinas imobilizada, Frutalina-@epke e DAL-Sepharose foram
entdo montadas em colunas vazias de 1 mL e acepadm sistema de FPLAKTApurifier
10 (GE Healthcare - USA) para os procedimentos crograficos visando o fracionamento
das proteinas plasmaticas.

Um volume de 1 mL de amostra, ou sejpool representativo para cada foi aplicado
a cada coluna de lectina imobilizada.

O método de cromatografia foi padronizado paragarada coluna com 3,5 volumes
de tampéao de equilibrio, seguido da aplicacao ok tle amostra, lavagem de proteinas nao
retidas, ou seja, proteinas que néao interagiram aamatriz (Pico 1), com 5 volumes de
tampao de equilibrio, e para eluicdo da fracacepratque interagir com a matriz, ou seja, a
fracao retida (Pico 2), a qual representa prinoiealte as glicoproteinas pelas quais a lectina
imobilizada tem afinidade, foram adicionados 5 wo#s da solucdo dos respectivos agucares
ligantes em Tris 0,1 M pH 7,5, contendo NaCl 0,15 ddlactose 0,2 M (para coluna de
Frutalina-Sepharose) e manose 0,2 M (para coluiAdesepharose).

As cromatografias foram realizadas a um fluxo cmstde 1 mL/min, com coletas de
1 mL e a eluicdo das glicoproteinas foi acompanipadabsorbancia a 216 e 280 nm.

As fracbes contendo as proteinas fracionadas ponatografia de afinidade nas 2
colunas propostas foram dialisadas contra agua pitra e concentradas por ultrafiltracao,
em concentradoresmicon(Millipore-USA) com limite de exclusaa(tofi) de 5 kDA.

Obteve-se, apos essa etapa, duas fracOes pargropdaem estudo para cada coluna
de afinidade, ou seja, a fracdo nao retida (Pice &) fracdo retida na coluna de lectina
imobilizada (rica em glicoproteinas com afinidad®e pquela lectina — Pico 2). Portanto,
levando em consideracdo que se trata de quatrogds estudo, para cada lectina utilizada



51

nesse trabalho foi obtido um total de 08 fraco@ms8quentemente, 16 fragdes no total foram
obtidas ap6s as cromatografias de afinidade nas matrizes de lectina vegetal imobilizada

propostas.

6.2.5. Digestdo de protefnas para LC-MS

As fracdes dialisadas e concentradas contendoodsimas, fracionadas a partir das
cromatografias nas diferentes colunas com lectamgetal imobilizada, como acima descrito,
ou mesmo sem fracionamento préyodlstotais) foram inicialmente submetidas a digestéao
com tripsina.

Com esta finalidade, os picos obtidos por meio denatografias de afinidade em
lectinas imobilizadas, foram, separadamente, tostadm 0,2% da solucdo do surfactante
RapiGest SKWaters, Milford, USA), em uma solucdo de M€O; 50 mM, adicionados a
100 pg de fragcédo proteica. A mistura foi incubad20&C, por 15 min. Em seguida, foram
adicionados as amostras 5 pL de ditiotereitol (DITO) mM, para abertura da proteinas, o
que facilita o acesso para alquilagdo e digestimsAimvortex o tubo foi colocado em
chapa aquecedora a 60 °C. Apdés incubacdo de 30 foriam adicionados 5 pL de
iodoacetamida (IAA) 300 mM a mistura, para alquilaglas cisteinas e, mais uma vez, foi
dado umvortex As amostras foram entdo colocadas em local esausmperatura ambiente,
para que a reacgao de alquilacao ocorresse porr@0Dacorrido esse tempo, 1 ug da enzima
tripsina (Promega) foi adicionado as amostraseaedo de digestdo ocorreu em estufa, a 37
°C, por aproximadamente 16 h. Por fim, a amosiradntrifugada a 13000¢, por 30 min, a
6 °C, e 0 sobrenadante foi transferido para fraapospriados para analise por espectrometria
de massas, denominadoals.

Aos frascos contendo as proteinas digeridas fadinionados peptideos tripticos da
proteina fungica alcool-dehidrogenase (ADH; UniP@®0330) ou peptideos tripticos da
proteina rabica fosforilase B (PhospB; UniProt: 484), para serem utilizadas como
proteinas padrdo conhecidas e essenciais paraifgpagdb absoluta de cada amostra
(GEROMANOSet al.,2011; MBEUNKUIet al.,2011).
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6.2.6. NanoUPLC e aquisi¢céo independente de dadwSKE) livre de marcacao (label-free)
por espectrometria de massas

A aquisicdo de dados de espectrometria de massaedizada através de um
espectrometro de massas NanoESI-Q-TOF, acopladanasistema de cromatografia
nanoUPLC.

Dessa forma, inicialmente, os peptideos triptiaram submetidos a um processo
cromatografico utilizando o sistema nanoACQUITY WPIWaters) equipado com uma
coluna de fase reversa C18 HSS T3 com dimensdesn,, &5 um x 20 mm, por 110 min
utilizando um gradiente de 0% a 40% durante 90 A0f% a 85% durante 5 min, em seguida,
a coluna foi reequilibrada durante 15 min a 35 Q@Clluxo foi de 0,35 mL/min e as fases
moveis A e B continham 0,1% de &acido férmico emaaguéacido formico a 0,1% em
acetonitrila, respectivamente.

Os peptideos, a medida que iam sendo eluidos diegta mencionado acima, eram
submetidos a ionizacdo em fonte nanoESI em cagdéasilica de 22 um atraves de spray em
forma de cone. O spray fora espacialmente ajusidito de obter-se uma distribuicao ideal
de amostra no cone com a obten¢do do maior nunegiand por MS (TIC) em uma aquisicao
de 1,5 segundos.

Para todas as medicdes, o0 espectrometro de massgefado no modo V', em uma
resolucéo de, pelo menos, 12.000. Todas as ant&dises realizadas utilizando ionizac&o por
electrospray no modo ESI (+) através da fowa@oLockSprayO canal de coleta da amostra
analisada foi fechado a cada 30 seg para passag@én de referéncia.

O espectrometro de massa foi calibrado com uma&olde GFP ([Glufibrinogen
peptidg 500 fmol/mL injetado através do spray de refei@da fonteNanoLockSprayO ion
duplamente carregado ([M +2H] foi usado para a calibracdo de um ponto inidiak), e a
fragmentacao de ions MS/MS do GFP foi usada pdm alralibracéo final do instrumento.

O espectrometro foi programado para alternar autoamaente entre MS padréao (3
eV) e energias elevadas de colisdo em rampa MSBQ¥/) na célula de colisdo com gas
argonio. A aquisicdo de dados apos coliséo foizadd em faixa de 50-2000 m/z. A R
(perfil MS) foi ajustada de forma que os dados @¢MS foram efetivamente adquiridos de
300-2000 m/z, o que garante que qualquer massavabiaenos dados de LC/M8m menos
300 m/z surgiram de dissociacdes na célula deamlis

Apds o ajuste do processo cromatografigaray e configuracdes do equipamento,

uma Unica corrida para cada amostra foi realiz&labjetivo da realizacdo dessa Unica
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corrida de cada fracdo, antes da aquisicao totalades em replicata, foi obter dados para
quantificacdo absoluta, pelo método Hi3, a fim dmsurar a quantidade total de proteinas,
em nanogramas, para cada fracdo e, em seguidaalimmo volume de amostra a ser
injetado para o processo de aquisicdo de dadogeatde NanoUPLC/MS. Seguindo esse
procedimento inicial, foi injetada no espectromeateo massas uma mesma quantidade, em
massa de peptideos, para todas as fracdes analissiz trabalho.

Uma vez determinado o volume a ser injetado pada ¢eacdo conforme acima
descrito, a aquisicdo de dados de todas as frdgises$eita em triplicata. As corridas foram
monitoradas quanto a separacao cromatograficasidi@eie média dos picos cromatogréaficos
e resolucdo dos mesmos.

Em um total de 8 fracbes (4 para pico nédo retidpioo 1 e 4 para pico retido ou pico
2) obtidas para cada lectina utilizada, obtivemdsaguisicdo de LS/MS Somando-se,
portanto, as amostras sem fracionamento prévisenestudo foram realizadas 60 aquisicoes
de dados.

6.2.7. Processamento de dados e analise de exprafit&rencial

Para coleta, processamento e analise de dados fatdizados os programas
MassLynxv4. 1 eProteinLynxv2.4 e, para busca no banco de dados adequadidilifado o
pacoteProteinLynxGlobalServe(PLGs) v.2.4. contendo o prograrBapressiofi v.2.4. Os
bancos de dados UniProtKB/Swiss-Prot 57.1 e UnkBOErEMBL 40.1 foram utilizados e
as condicdes de pesquisa foram baseadas na taxojiitomo sapienghumano)].

Para busca de espectros e comparacdo no bancodds, daram utilizados os
parametroglefaultdo PLGs: maximo de uma clivagem triptica perdaabamidometilacao
como modificagdo fixa e oxidacdo da metionina comamificacdo variavel (SILVAet al.,
2005; SILVAet al.,2006).

A quantificacdo absoluta para cada corrida foidalta de acordo com a média da
intensidade dos trés peptideos mais intensos pala Eroteinaldbel-free HI3) utilizando
uma concentracdo conhecida de peptideos da ADHhmspB como padrdo interno e
marcador para célculo das concentracfes de todgsoésinas presentes nas diferentes
fracOes analisadas (SILVét al.,2006).

ApoOs a identificacdo e quantificacdo absoluta datepnas de cada fracdo, algumas

proteinas foram selecionadas como proteinas irstefrausekeepingpara normalizar os
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niveis de expressao entre 0s grupos em estuddizaresa quantificacao relativdabel-free
de proteinas (L&t al, 2009).

O critério para a selecdo dasusekeepingfi que essas proteinas fossem detectadas
em todas as corridas de todas as fracdes nagudiscam apresentassem o menor coeficiente
de variancia, de acordo com as contagens quavdi$apara as seus respectivos peptideos
HI3. Ademais, a normalizacdo feita utilizando-séPbGS utilizou tanto ochousekeeping
escolhido como também os EMRTEItion masses retention timeambém detectados em
todas as corridas e em tempos diferentes de sé@parac

Da lista final de proteinas identificadas com camfia (0,05 p > 0,95), aquelas que
apresentaram razao (Cancer de mama: Controle) agualiperior a 1,5 foram consideradas
superexpressas ap-regulatede aquelas que apresentaram razao igual ou infe6érforam
consideradas subexpressasdmwn-regulated Proteinas com razdes de expressado entre o0s
valores acima estabelecidos foram consideradagsprassao diferencial ainchanged

Os valores de razdo acima estabelecidos para supesub expressao foram
determinados com base na expressdo, aumentadaminuidia, de, pelo menos, 50% da

proteina identificada.

6.2.8. Interatoma

Uma vez listadas as proteinas que apresentararerdjfes de expresséo e/ou alteracao
no padrédo de glicosilacdo no plasma de mulheres cdmer de mama, comparado ao de
mulheres saudaveis, foi realizada a construcaaergerade interatbmica.

Para isso, os codigos de acesso das proteinas gutametidos ao portal STRING
(Search Tool for the Retrieval of Interacting GeResteing - disponivel em
http://string.embl.de/ - o qual consiste em bamtesados sobre predi¢cdes e interacdes de
proteinas conhecidas, envolvendo associac¢desdfisidancionais (SZKLARCZYKet al.,
2015).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1. Isolamento das lectinas

A purificacdo de ambas as lectinas em estudo seée@@waneira simples, necessitando
de apenas um passo cromatografico, utilizando eslufe afinidade. Todas as aliquotas
cromatograficas foram analisadas através da meldiddsorbancia a 280nmog§ ao longo
de todo processo cromatogréafico, como representad&igura 3-A, para purificacdo de
frutalina, lectinaD-galactose-ligante das sementedecarpus incisae na Figura 3-B, para

purificacdo da lectina glucose/manose-ligant®ubelea altissimgDAL).

Figura 3 - Purificacdo das lectinas D-galactosaerig das sementes detocarpus incisa(frutalina) e
glucose/manose-ligante @goclea altissimgDAL)
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Perfis cromatograficos do processo de purificacdid-ditalina em coluna de D-galactose (A) e de DAL e
coluna de Sephadex G5015 (B). Para purificacdorakaliha, lectina D-galactose-ligante das semedies
Artocarpus incisa, o extrato foi aplicado a umaunal de D-galactose-Agarose, previamente equilibcaada
solucao salina 0,15 M. As proteinas que ndo intenagcom a matriz (pico ndo retido — Pico 1) foralmidas
com o tampéo de equilibrio (NaCl 0,15 M), até qu&280 do eluato atingisse 0,020, apds o que, deipes
retidas (Pico 2) foram, entéo, eluidas com adigi®-djalactose 0,2 M em NaCl 0,15 M. J& para pagho da
lectina glucose/manose-ligante de Dioclea altisgib#d.) o processo cromatografico consistiu na agéo do
extrato em coluna de Sephadex G5015, previamenitbegda com solucdo salina 0,15 M contendo CaR4ne
2+, na concentracdo final de 5 mM. As proteinas mfie interagiram com a matriz de Sephadex G50 (pi
néo retido — Pico 1) foram eluidas com o tamp&eqidlibrio, até que, mais uma vez, a A280 do elatitmisse
0,020, e as proteinas retidas (Pico 2) foram, eeta@las com tamp&o glicina 0,1 M pH 2,6.
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Aliquotas dos picos retidos, oriundos de varioscgseos cromatograficos, que
apresentaram as maiores leituras ey Aoram reunidas e dialisadas exaustivamente contra
agua. As amostras das lectinas purificadas fora@odiofilizadas, ressupendidas em agua
ultrapura e submetidas a eletroforese em gel déagotdhmida 15% em condicOes
desnaturantes (com SDS) e redutoras (na presenganéecaptoetanol), como mostrado na
Figura 4.

Figura 4 - Andlise por SDS-PAGE das lectinas peailias
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No pogo M, marcador de peso moleculaw Molecular Weigh(GE Healthcare).
No poco 1, amostra de DAL ap6s dialise e liofil@aglos picos obtidos em coluna
de Sephadex G5015, e no pogo 2, amostra de fratalnida apds didlise e
liofilizacdo dos picos obtidos em coluna de D-gwmlse Sepharose. Foram
aplicados 25 pg de cada amostra.

Alternativamente, para verificar o grau de pureasa léctinas isoladas, amostras das
mesmas foram submetidas a analise por espectrardetrnassa. As Figuras 5 e 6 ilustram os
espectros deconvoluidos das lectinas D-galactgaatk das sementes Aetocarpus incisa
(Frutalina - FTL) e glucose/manose-liganteleclea altissimaDAL), respectivamente. Os
dados de massa intacta foram processados usagdaieatde maxima entropienéximum-
entropy technique MaxEnt) para obtencdo do espectro deconvolukERRIGE et al.,
1991).

A frutalina é expressa em diferentes isoformas, gefetem, principalmente,
diferencas nas modifica¢cdes pos-traducionais,camso glicosilagdo. O perfil eletroforético
mostra um padrdo de massas tipico de janalina-like com bandas entre 20 e 14 kDa
(Figura 4), que corresponde a fracdo glicosilada ®acdo pouco ou sem glicosilacéo,

respectivamente (OLIVEIRAt al, 2008). No espectro de massas deconvoluido évebssi



57

visualizar diferentes massas em torno de 16,5 kiDa, € consistente com a presenca de
isoformas de monémeros semelhantes (MONTEIRO-MORERal.,2015).

A lectina de sementes droclea altissimagDAL) apresentou um perfil eletroforético
com 3 bandas evidentes de massas moleculares tgsackn 30, 18 e 14 kDa e variagdes.
Moreira e colaboradores (1997), em experimentodtcazdo em gel em coluna de Superose
12R, em intervalos de pH de 2,3 a 8,3, encontradderentes padrbes eletroforéticos da
DAL. Enquanto um pico foi encontrado tanto em p6l @IM de 26 kDa, monémero) e pH 7
(MM de 50 kDa, dimero), em pH 8,3 foram encontradias picos de massa molecular de 50
kDA (73% de dimero) e 100 ou mais kDa (27% de 1tetrd).

Moreira e colaboradores (1997) realizaram tesies DAL usando o método do acido
fenol-sulfdrico, porém, diferentemente de frutaliméio foi detecdado qualquer acucar,
indicando que a lectina deioclea altissimaa semelhanca de outras lectinas da subtribo
Diocleinae,ndo € uma glicoproteina.

No espectro de massas deconvoluido de DAL é msssualizar massas em 12 kDa
e 25 kDa, referentes as cadeias isoladas e amaatempleta (mondmero), respectivamente.
Esse perfil resulta das diferentes formas de psacesnto pos-traducional da proteina, na
qual uma fracdo de DAL produzida apresenta as @aadgiidas covalentemente, e em outra
fracdo, as cadeias unem-se por interacoes fragas fpamar o mondomero. A estrutura

tridimensional da proteina ainda néo foi elucidada.



Figura 5 - Espectro de massa intacta deconvolwgdergtalina
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Espectro de massa intacta deconvoluido da legtiDayalactose-ligante das sementef\decarpus incisgFrutalina - FTL) apresentando massas em torri6deda.



Figura 6 - Espectro de massa intacta deconvolwgdoAL

Espectro de massa intacta deconvoluido da ledtimage/manose-ligante @8oclea altissimgDAL) apresentando massas em torno de 12 e 25 kDa.
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7.2. Imobilizag&o das lectinas

Previamente a realizacdo de cromatografias utiliaaas matrizes com lectinas
imobilizadas, um indicio de que as lectinas foramohilizadas com sucesso na resina de
Sepharose 4B, baseia-se nas leituras espectrofittesérealizadas com as amostras de
lectinas solubilizadas em tampé&o de acoplamenB80anm, antes e apds incubacdo com a
matriz ativada com brometo de cianogénio.

As amostras aplicadas a matriz apresentaram ODOs388, para DAL, e de 1,575,
para frutalina. Apos seguir as instrucdes do fabtie e decorrido o periodo de 2 horas de
incubagdo com a matriz de Sepharose 4B ativadahrersadante, apds decantacdo da matriz,
apresentou ODs de 0,011 para DAL, e de 0,021 patadiha.

A diminuicdo significativa dos valores de absorli@na 280 nm no tampéo de
acoplamento apos incubacdo com a resina sugerealian&ficiéncia de imobilizacdo das

lectinas em matriz de Sepharose 4B.

7.3. Cromatografias de deplecao de Albumina e IgG

Inicialmente, uma aliquota de 500 pL de plasmaadia enulher participante do estudo
foi filtrada em membrana 0,22 uM e, para cada amofiram realizadas 3 cromatografias
subsequentes, a partir da aplicacao de 150 pLadengl filtrado a colunBliTrap Albumin &
IgG Depletionde 1 mL(GE Healthcare - USA) acoplada a um sistema de A TApurifier
10 (GE Healthcare - USA).

Todas as aliguotas foram analisadas através dalanddiabsorbéancia a 216 e 280nm
ao longo de todo processo cromatografico, comesgmtado na Figura 7.

Inicialmente, as amostras de plasma aplicadas ana&olapresentavam uma
concentracdo média de aproximadamente 70 mg/mis approcesso cromatografico de
deplecao as fragOes isentas de albumina e IgG;ayaeterizam o pico nao retido (pico 1) ou
plasma depletado, apresentaram concentracoes niediasca de 4 mg/mL, o que demonstra
a eficiéncia da deplecao da proteinas abundariiemala e IgG.

Ao fim das cromatografias de deplecéo referenteada participante do estudo, as
fracOes de plasma depletado foram concentradasui \&mConcetrator plugEppendorf —

DE) para posterior cromatografia em colunas dénastvegetais imobilizadas.
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Figura 7 — Deplecéo de albumina e IgG das amodé&gtasma humano
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Perfil cromatogréafico do processo de deplecdo Henaiha e IgG das amostras de plasma humano utlizan
colunaHiTrap Albumin & IgG Depletiorde 1 mL(GE Healthcare - USA) acoplada a um sistema de FPLC
AKTApurifier 10(GE Healthcare - USA). As proteinas que n&o igiean com a matriz, ou seja, as proteinas
que caracterizam o plasma depletado, foram eluidas tampéo de equilibrio (Tris-HClI 20 mM, pH 7,4,
contendo NaCl 0,15 M) e, para eluicdo da fracadepra que interagiu com a matriz, ou seja, fra¢géa em
albumina e 1gG, foi adicionado tampao Glicina-HQJL. M pH 2,7 (representado pela linha verde). Taakas
aliquotas foram analisadas através da medida daldiveia a 280nm ao longo de todo processo cromédiog,
como ilustrado pela linha azul.

O plasma humano contém de 60 a 80 mg de proteinmifiitro, somadas a outras
varias moléculas, que incluem sais, lipideos, @lais e pequenos metabdlitos, como
peptideos e aminoacidos (CHAgal, 2004).

A caracterizacao de proteinas séricas, assim copnospeccao de biomarcadores no
plasma sanguineo, é consideravelmente dificultatav@asto intervalo dinamico, alynamic
range do proteoma sérico. Com concentracfes de prote@thndo cerca de 12 ordens de
grandeza, a analise por espectrometria de massarmmonal permite a detec¢cdo de apenas
algumas proteinas de baixa abundancia. Dessa farmeplecdo prévia de proteinas de alta
abundancia da amostra pode aumentar consideravelmgmofundidade analitica, tornando-
se, portanto, uma pratica amplamente utilizada Q88t al, 2013).

Existe ainda bastante controvérsia sobre a estradégdeplecdo mais adequada para

andlise protedbmica do plasma humano. Devido aosfidesanaliticos de mensurar



62

precisamente amostras contendo um grande intedmafomico de proteinas em diferentes
concentracdes, a maioria dos protocolos atuaiserapregado deplecdo prévia de proteinas
altamente abundantes tais como albumina e imunoijais.

Atualmente, kits de deplecdo para a remocédo simedtde albumina e IgG estdo
disponiveis comercialmente. A recente tendénciaamalise protebmica apoia o uso de
matrizes de imunoafinidade, que séo constituidasnd&izes com anticorpos diferentes
covalentemente ligados contra a maioria das prdeiabundantes. Alguns estudos
comparativos sobre as varias abordagens de deplégdsendo realizados (BELLEEt al,
2011).

Yocum e colaboradores (2005) analisaram soro huncano e sem deplec¢éo, por
imunoafinidade, de seis proteinas abundantes emsama®r cromatografia liquida
multidimensional emtandem e espectrometria de massas. Duas replicatas da cad
experimento foram realizadas e comparadas umasasooutras. Em ambas replicatas, da
amostra depletada e ndo-depletada, houve uma ssiy@p de 73% e 72% de peptideos
identificados e sobreposicado de 64% e 78% de peatddentificadas, respectivamente. Das
262 proteinas Unicas identificadas nas quatro dasri82 foram encontradas em todas as
guatro amostras, 142 exclusivas para o soro depleta38 exclusivas para 0 soro nao-
depletado. Logo, os autores concluiram que, emdadeplecdo sérica de proteinas altamente
abundantes tenha aumentado significativamente eroide proteinas identificadas, tanto o
grau de complexidade da amostra e seu método tecdepesultaram em perda ndo seletiva
de algumas outras proteinas.

Infelizmente, a probabilidade de remoc¢éo de algupnateinas de baixa abundancia,
juntamente com as moléculas abundantes, € um \@rdgaoblema associado com qualquer
método de separacdo de proteinas. A albumina étaipm mais abundante presente no
plasma, mas, ao mesmo tempo, é uma excelentenadtahsportadora, ligando-se a varios
compostos, incluindo hormoénios, lipideos e amirs@si Por este motivo, a remo¢do da
albumina a partir do plasma também pode resultaperda de alguns peptideos de baixa
abundancia ou pequenas proteinas de interessegtadscitocinas (GRANGERt al, 2005).

Proteinas transportadoras, tais como a albuminamatomo imas para acumular e
amplificar as proteinas de menor abundancia, isocbilirrubina, funcionando como uma
esponja molecular. Portanto, em qualquer pontqreentracdo de uma proteina de baixo
peso molecular ou mesmo um peptideo € em func&aalantrada e saida do sangue e se ela
tem afinidade de ligacdo a uma proteina transpar@adPortanto, se um biomarcador é uma
proteina de baixo peso molecular que tem uma edeafiidade de ligacdo com uma proteina
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transportadora, sua existéncia € entdo dependarsigadtaxa de producdo, taxa de depuracao/
excrecdo e taxa de depuragdo/excrecdo da protaimgportadora. Visto que uma proteina
transportadora tem uma meia-vida mais longa do gubiomarcador ndo ligado, a
concentracdo total do biomarcador pode tornar-eeadh devido a sua associacdo com a
proteina transportadora. Esta amplificacdo podefesmma, provocar um aumento de varias
ordens de grandeza (YOCUa al,, 2005).

7.4. Cromatografias de afinidade em colunas conteriectinas vegetais imobilizadas

Inicialmente, foram preparados quatpools referentes a cada grupo em estudo
(controle, cancer de mama ductal estagio |, cadeemama ductal estagio Il e cancer de
mama ductal estagio 1), a partir de 10 amostnaléviduais depletadas, pertencentes a cada
grupo.

A utilizacdo depools para a analise proteébmica se baseia no fato deaguesunir
amostras individuais, para formacdo de uma Unicastien referente a um grupo de estudo,
aquelas proteinas que apresentam diferencas srraastras e que nao tenham relacdo com
a doenca sofrerdo diluicdo, o que implica em baieatificacdo. J& aquelas proteinas que
forem comuns as amostras individuais que compdpoobe, consequentemente, apresentam
relacdo com a doenca, se evidenciam, sendo malisigaserem identificadas. Além disso,
quando se trata do cancer de mama, a formacdpodks acaba também por reduzir a
heterogeneidade entre amostras de mulheres queceat@am em um mesmo estagio da
doenca.

Dessa forma, ogools em um volume final de 1 mL para cada grupo, foram
submetidos, separadamente, a cromatografias ddaafenem 2 colunas diferentes de lectinas
vegetais imobilizadas: coluna de Frutalina-SepleaeoBAL-Sepharose.

O método de cromatografia foi padronizado paraléwia da coluna com Tris 0,1 M
pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M, seguido da aplicagéol mL de amostra, lavagem de
proteinas nao retidas, ou seja, proteinas que mémgiram com a matriz (Pico 1) com o
mesmo tampao de equilibrio, e para eluicdo dadrpgdteica que interagiu com a matriz, ou
seja, a fracdo retida (Pico 2), a qual represestali@oproteinas pelas quais a lectina
imobilizada tem afinidade, foram adicionados opeesvos acucares ligantes em Tris 0,1 M
pH 7,5, contendo NaCl 0,15 M: galactose 0,2 M (pashuna de Frutalina-Sepharose) e
manose 0,2 M (para coluna de DAL-sepharose).

As cromatografias foram realizadas a um fluxo camstde 1 mL/min, com coletas de



64

1 mL e a eluicdo das proteinas foi acompanhadaapsorbancia a 216 e 280 nm, como
representado na Figura 8 e 9. Os picos obtidosferstdo dialisados contra agua ultra pura e
concentradas por ultrafiltracdo, em concentradémscon (Millipore-USA) com limite de
exclusao ¢utoff) de 5 kDA.



Figura 8 — Cromatografias de afinidade em colunBrd&lina-Sepharose
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Perfis cromatograficos do processo de fracionameospoolsreferentes aos grupos em estudo, utilizando calerdepharose4B imobilizada com a lectifAa-galactose-
ligante das sementes detocarpus incisgFrutalina - FTL) acoplada a um sistema de FRIKTApurifier 10(GE Healthcare - USA). As proteinas que n&o igiesian com

a lectina, ou seja, a fragdo proteica correspordamtPico 1, foram eluidas com tampéo de equil{@nis-HCl 20 mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M)para eluicdo da
fracéo proteica que interagiu com a lectina, oa,sefra¢éo proteica correspondente ao Pico 2dicionada uma solucdo de galactose 0,2M em TriMQQH 7,5, contendo
NacCl 0,15 M. Todas as aliquotas foram analisadasés da medida da absorbancia a 216nm ao lontmldeprocesso cromatografico, como ilustrado pétass. A linha

cinza corresponde as leituras de absorbancia ar2ldbs tampdes utilizados na cromatografia.



Figura 9 — Cromatografias de afinidade em colunBAle-Sepharose
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Perfis cromatograficos do processo de fracionamelds pools referentes aos grupos em estudo, utilizando collmaSepharose4B imobilizada com a lectina
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glucose/manose-ligante doclea altissima(DAL) acoplada a um sistema de FPE&TApurifier 10 (GE Healthcare - USA). As proteinas que nio igiesan com a
lectina, ou seja, a fracéo proteica correspondantBico 1, foram eluidas com tampao de equilibfics{HCI 20 mM, pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M) ergeluicio da
fragéo proteica que interagiu com a lectina, oa,sejracdo proteica correspondente ao Pico 2dicionada uma solu¢éo de manose 0,2M em Tris OpHM,5, contendo
NacCl 0,15 M (representado pela linha verde). Tedaaliquotas foram analisadas através da medidastebancia a 216nm ao longo de todo processo twgrafico, como
ilustrado pelas linhas. A linha cinza corresporsleauras de absorbancia a 216 nm dos tampdé&sadtls na cromatografia.



Embora as cromatografias tenham sido realizadasegnipamento de excelente
desempenho e reprodutibilidade satisfatéria, népdssivel observar, em nivel de deteccdo
U.V., nenhum padrdo cromatografico diferenciadoreerts diferentes grupos em estudo
(pools).Isso evidencia que diferencas de expressao, nwarEs sutis, sdo imperceptiveis por
deteccdo U.V., requerendo, portanto, uma técnicia aralitica, tal como o LC/MS, para
constatacdo de expressao diferencial de proteinas.

Ademais, observa-se que o0s picos retidos (picoen)coluna de afinidade de
Frutalina foram mais abundantes, em termo de as@@16 nm, do que os picos retidos em
coluna de DAL. Dessa forma, o que se pode conchi@, esta etapa, € que houve um
fracionamento util para os experimentos de LC/M@&sie ocorreu de maneira diferenciada
entre as lectinas. A mesma constatacdo fora feitanmdlise quali e quantitativa, vista por

espectrometria de massas, que sera discutida émssegguintes.

7.5. Analise quali e quantitativa das proteinas ¢fanadas por meio de cromatografia com
Frutalina-Sepharose por espectrometria de massas

7.5.1. Identificacédo e quantificacdo, por espectetia de massas, das proteinas plasmaticas

presentes nas fracdes apos cromatografias de afil@em matriz de frutalina imobilizada

As fracles, retida (Pico 1) e ndo retida (PicaB)idas apos cromatografias dusols
(referentes a cada grupo em estudo) em colunautidiia imobilizada, foram submetidas ao
processo de digestdo enzimatica com tripsina eoeoaprodutos da digestdo, os peptideos
tripticos, foram submetidos a um processo cromafgr utilizando o sistema
nanocACQUITY UPLC (Waters) equipado com uma coluadade reversa.

Os peptideos foram eluidos ao longo de um grademi@% a 40% durante 90 min e
40% a 85% durante 5 min, sob fluxo de 0,35 mL/mitljzando as fases moveis A e B
contendo 0,1% de acido férmico em agua e acido ibrma 0,1% em acetonitrila,
respectivamente. Cromatogramas das fracfes refida () e ndo retida (Pico 2) apés o
processo cromatografico para separacao dos peptéde#o representados pelas Figuras 10 e

11, respectivamente.



Figura 10— Cromatografia de fase reversa, em sistema nan@ACRQUPLC, dos peptideos tripticos da fracdo na&alae(Pico 1) obtida apos cromatografia do
pool controleem coluna de Frutalina-Sepharose
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Os peptideos tripticos resultantes da digestdaatd@d néo retida (Pico 1), obtida apés fracionameospoolsem coluna de FTL-Sepharose, foram submetidos a um
processo cromatografico utilizando o sistema nar@BOY UPLC (Waters) equipado com uma coluna de fasersa C18 HSS T3 com dimensdes 1,8 um, 75 uf x 2
mm, por 110 min utilizando um gradiente de 0% a 4li#ante 90 min, 40% a 85% durante 5 min, em segaiadoluna foi reequilibrada durante 15 min a@50 fluxo foi

de 0,35 mL/min e as fases méveis A e B continhd®aje acido férmico em agua e acido férmico a Geb¥4acetonitrila, respectivamente.
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Figura 11— Cromatografia de fase reversa, em sistema nan®@ACQUPLC, dos peptideos tripticos da fracdo ret{Beco 2) obtida apds cromatografia pool
controleem coluna de Frutalina-Sepharose
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Os peptideos tripticos resultantes da digestacagad retida (Pico 2), obtida apds fracionamenspdoelsem coluna de FTL-Sepharose, foram submetidos arooegso
cromatografico utilizando o sistema nanoACQUITY WP{Waters) equipado com uma coluna de fase re@¥8aHSS T3 com dimensées 1,8 um, 75 um x 20 mmlpor
min utilizando um gradiente de 0% a 40% duranten@®) 40% a 85% durante 5 min, em seguida, a cdloingeequilibrada durante 15 min a 35 °C. O flurode 0,35
mL/min e as fases moéveis A e B continham 0,1% d#odérmico em agua e acido formico a 0,1% em auttla, respectivamente.



Analisando o perfil cromatografico dos peptidedgstitos da fragcdo nao retida (Pico
1), observa-se que a eluicdo dos peptideos sa mitorno de 20 minutos apds o inicio do
processo cromatografico e perdura até os 90 mindlesse intervalo de tempo de eluicdo
peptidica, sdo observados diversos picos de ad#tasilade e boa resolucdo, o que demonstra
uma rigueza e qualidade na separacéo de peptideoaostra.

Ja na analise do perfil cromatografico dos pepsidepticos da fracdo retida (Pico 2),
observa-se que a eluicdo dos peptideos ocorreunenntgrvalo de tempo ligeiramente
menor, entre 20 e 80 minutos, apods inicio do pemeasomatografico. Sdo observados
também picos de alta intensidade e boa resolugdr@mpem numero reduzido quando
comparado ao perfil cromatogréfico dos peptideipgicos da fracdo néo retida (Pico 1), o
gue indica um numero menor de peptideos preseaté®mgho retida a coluna de FTL. Fato
esse ja esperado, tendo em vista a afinidade tilaadespecificamente por glicoproteinas com
residuos der-D-galactose. Aléem disso, nota-se claramente quershs picos sdo bem mais
largos que os vistos no cromatograma do Pico Io Esse justificado pela existéncia de
modificacdes pos-traducionais, tais como a pragli@silacdo que, por muitas vezes, podem
interferir no tempo de eluicdo de um peptideo.

A medida que os peptideos iam sendo eluidos daaala fase reversa, 0s mesmos
iam sendo ionizados e analisados por espectrontetriaassas. Portanto, a partir da analise
por LC-MS, observou-se a identificacdo de um total de 18bp&tideos (com redundancia
de peptideos dentro de um mesmo grupo e entre Yrupas fracdes obtidas apos
cromatografia de afinidade em matriz de FTL-Sem®qmara todos os grupos em estudo —
controle, cancer de mama ductal estégios I, Il éitluindo as replicatas.

Esses peptideos apresentaram uma distribuicdo hatenaerro de massa para
precursor ilustrado na Figura 12-A, apresentandanaximo de = 10 ppm de erro de massa
para cerca de 93% dos peptideos. Normalmente epxidbis conjuntos de tolerancias de
massa que sao setadas para uma pesquisa de badeadade tolerancia de massa para o
peptideo precursor e tolerancia de massa pargménmto. A tolerancia de massa do peptideo
precursor baseia-se na precisdo de massa do doalissado para medir as massas dos ions
precursores na varredura MScén3. Em diferentes ferramentas de busca, isto pode se
referido como a tolerancia para peptideo, erro desando peptideo ou mesmo tolerancia para
precursor. A tolerancia de massa para fragmentasédunla na precisdo do analisador usado
para medir as massas dos ions fragmentos, ou,fithoseja, na varredura MS/MS. Este
parametro, portanto, pode ser referido como totgmamle MS/MS, erro de massa do

fragmento, ou tolerancia do ion produto (EBiGl, 2011).
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Figura 12 - Andlise por nanoUPLC-HD$las fracdes obtidas apés cromatografia pimsis em matriz de
Frutalina-Sepharose
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Logo, no presente estudo, essa porcentagem de @3%peaptideos identificados
apresentando um erro de massa de + 10 ppm favoedmusca no banco de dados, e
consequentemente, isso implica em boa taxa deifidagfio. Haja vista que o parametro de
tolerancia de erro de massa para peptideo, geredrdependente da precisdo dos espectros
de massa MS, é de + 10 ppm para instrumentos calisasor TOF (tempo de voo).
Portanto, conclui-se que, uma maior tolerancia paiade massa do precursor pode resultar
em uma sensibilidade de identificacdo diminuidds gmwde haver correspondéncia entre
peptideos de forma aleatdria, ou seja, ao acasG @I, 2011).

Os peptideos identificados nessa andlise apreaentan FDR false discovery rate)
de 1,73%. A crescente busca por padrdes de quealidedtro da area da protedmica fez
crescer a importancia do chamado FPRI¢e Discovery Rajeou taxa de falsa descoberta.
O FDR é estimado baseado no uso da fung@gody do banco de dados. Essa abordagem
envolve a confrontacdo de espectros MS/MS expetareecom o banco de dados sem
sentido e equivalente em tamanho ao banco de ahldesquéncias de proteinas usado. Na
pratica, esse banco de dados falso ou sem sedédoy é usualmente o reverso do banco de
dados usado originalmente. Qualquer correspondgracia 0 banco de dados reverso deve
ocorrer puramente ao acaso, sendo entdo esse nuleeoorrespondéncias usado para
calcular o FDR do experimento. Ou seja, muitas yexd-DR é resultado do numero de
correspondéncias falsas dividido pelo nimero deespondéncias totais.

Dos peptideos identificados nessa analise, apeB&%s d@s peptideos dupla ou
triplamente carregados foram produzidos por fragag@o na fonte e uma porcentagem de
8% foi encontrada como resultado de clivagens gasdiFigura 12-B).

A seletividade e especificidade de uma pesquisa Emco de dados séo
comprometidas por clivagens perdidas e fragmentagdimnte. Por exemplo, um banco de
dados pode exponencialmente aumentar de tamanh@ aeilhdes para mais de 30 milhdes
de peptideos-tedricos sem que se adeque a esiplaciEda enzima utilizada, a possibilidade
de clivagens perdidas e de modificacbes como o&alda metionina ou carbamidometilacéo,
pois tudo isso influi na massa detectada pelo egugmto no momento da analise, e que sera
confrontada com massa téoricas no banco de datles L,2009).

As clivagens perdidas acontecem normalmente quaneémpo de digestda priori
analise por espectrometria de massa ndo € adegpadendo ser curto ou longo demais.

Pode acontecer entdo que a enzima clive em po@imsusuais de clivagem. No caso da
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tripsina, enzima usualmente utilizada na espectimende massas, ela realiza a hidrolise de
polipeptideos, com elevada especificidade, na ee@ifierminal de arginina e lisina, se esses
residuos nédo forem seguidos por uma prolina, geraegtideos de 6 a 35 aminoacidos. No
entanto, se a tripsina néo clivar todos os sitiwgetencial com igual probabilidade, obter-se-
ao alguns peptideos experimentais com residuognastede arginina ou lisina e,
consequentemente, valores de massa diferentes pdiwlgae tedrico presente no banco de
dados, gerado apoés digestaosilico. E, por fim, fragmentacdo na fonte pode resultr n
aguisicao de espectros MS/MS de peptideos sertictspque ndo serdo bem identificados
(ENGet al, 2011).

Os peptideos entdo identificados foram associado44.899 proteinas (com
redundancia entre isoformas do mesmo grupo e @ningos), obtendo-se uma média de
aproximadamente 13 peptideos por proteina. Dasipest identificadas, 8.410 e 6.489
proteinas foram identificadas na fracdo cromatogaajue nado interagiu com a matriz de
Frutalina-Sepharose (Pico 1) e na fracdo que ugiteracom a lectina (Pico 2),
respectivamente, incluindo as replicatas.

Embora as quantidades de peptideos (195.788) eiaiet(14.899) sejam elevadas,
esses numeros sofrem reducdo apds os critériosuadificacdo, uma vez que diversas
isoformas sdo identificadas, entretanto apenas wmta isoforma para cada proteina é de
fato quantificada. Ou seja, dentre todas as ideatibes de proteinas acima, 765 foram
guantificadas e utilizadas para analise quantaativ

Das proteinas identificadas e quantificadas atradeémétodo Hi-3abel-free todas
estdo em um intervalo de quantificacdo de 0,1 fan&l fmol. Ou seja, uma diferenca de
massa em fmol numa ordem de magnitude 4, comosivebsbservar no intervalo dindmico
das proteinas identificadas, ilustrado na Figura 13

Apés a identificacdo e quantificacdo absoluta dasefnas de cada corrida usando
peptideos tripticos de ADH (UniProt: PO0330) conamirgo interno, as proteinas alfa-1-
antiquimotripsina (UniProt: P01011) e alfa-1-amgima (UniProt: P01009), presente em
todas as amostras e com baixo coeficiente de @aride massa em fmol, foram selecionadas
como proteinashpusekeepingpara fins de normalizar os niveis de expressaeakzar a

quantificacao relativiabel-free,das proteinas presentes no Pico 1 e Pico 2, respeente.
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Figura 13 — Intervalo Dindmico das proteinas idreiatilas e quantificadas nas fragbes cromatogréafibtidas
apo6s cromatografia dgmolsem matriz de Frutalina-Sepharose
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Apés a identificacdo e quantificacdo absoluta datefas, utilizando alcool desidrogenase de lenae(@DH)
(esfera vermelha) como padrdo interno, as protefifasl antiquimotripsina (AACT_HUMAN) e alfa-1-
antitripsina (ALAT_HUMAN), representadas pelas esfeazul e amarelo, respectivamente, foram seladam
comohousekeepingara normalizar os dados e realizar a quantificagBtivalabel-freede proteinas presentes
no pico 1 e pico 2, respectivamente.

Apo6s normalizacéo, obteve-se uma tabela de ressltde expressao que consiste em
valores de razdo, que refletem os niveis de exwesstre proteinas de um grupo em
comparacao com outro. Dentre as proteinas ideaddis, aquelas que estavam presentes em
diferentes niveis nas amostras de plasma de malbere estadiamento I, Il, e lll do cancer
ductal de mama foram comparadas com as amostrasltieres saudaveis.

Vale salientar que, através do PLGS, é geradalissiade proteinas descrita, e que
foram consideradas para andlise de expressaortdifar@apenas as proteinas identificadas nas

trés corridas das replicatas (filtro 3 x 3) e caatoxes de confianca para 08% > 0,95.
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Somente proteinas com valores de razdo Céancer de:m@ontrole acima de 1,5
foram consideradas superexpressgsrégulatedl e aquelas com valores de razdo Cancer de
mama: Controle abaixo de 0,66 foram consideraddexguessasdpwn-regulatefl As
proteinas que apresentaram valores de razdo efie e01,5 foram consideradas sem
expressao diferencialifchangeil

Dessa forma, seguindo os critérios acima estalleledoram observadas 102 e 94
proteinas identificadas e quantificadas nas fragi@sespondentes ao Pico 1 e Pico 2,

respectivamente (Tabelas de 1 a 6 - ANEXO).

7.5.2. Relevancia bioldgica dos dados protebmicmnttativos

O desenvolvimento de um tumor € um processo das/étapas, que envolve fatores
genéticos, biolégicos e ambientais, todos intaaeiehados. A tumorigénese correlaciona-se
com fendtipos patoldgicos, sintomas clinicos e péstco, bem como com alteracdes
protedmicas (Lkt al, 2011).

Dessa forma, durante este trabalho, em todas dsemngrotedmicas realizadas,
diversas proteinas foram identificadas, proteisaa®que estao relacionadas com processos
biolégicos comuns, tais como imunidade, hematopaeiamacéo, metabolismo de lipideos
e diferenciacao celular.

E digno de nota que algumas proteinas, tais coriadgiobulinas ndo depletadas e
gueratina, foram excluidas da discussao da tese Visja a possibilidade de algumas
representarem contaminantes. Portanto, nas digispde se seguem foram escolhidas
proteinas que potencialmente estdo envolvidas adireti indiretamente com o
desenvolvimento do cancer de mama.

A Figura 14 sumariza as razfes (Cancer de mamardb®nde algumas proteinas
identificadas nos picos 1 e 2, apds cromatografianeatriz de frutalina imobilizada, nos

diferentes estagios da doenca, que serdo discuatiskeguir.



Figura 14— Valores de razdo (Cancer de mama:Ceitidgntificados para algumas proteinas encontnagspicos
1 e 2 ap6s cromatografia de afinidade em FTL-S@geanos diferentes estagios da doenca
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7.5.2.1. Analise protedmica da fracdo que ndo sger com a lectinax-galactose ligante
frutalina (Pico 1)

A anadlise protebmica dessa fracdo revelou um aumans niveis da proteina
plasmatica de ligagdo ao retinol (Q5VY30_HUMAN) estédgio inicial do cancer de mama.
Esta proteina liga-se a vitamina A e é a principaisportadora especifica de vitamina A no
sangue. Alguns estudos sugerem que a atividadeitdmiva-A no cancer pode ser
comprometida em nivel do metabolismo do retinolemldisso, as interacdes entre os
retindides e os fatores de crescimento tais cotoo & crescimento transformartéT GF-

) estdo envolvidos na regulacao da proliferacaeeemciacédo celular (KUPPUMBAT Tdt
al., 2000; FARIASet al, 2000). Berry, Levi e Noy (2014) demonstraram glexpressao da
proteina plasmatica de ligac&o ao retinol e seeptecStra6é acentuadamente regulada em
tumores de mama e coélon, e que esse complexo peompopriedades oncogénicas,
induzindo fibroblastos a sofrer uma transformacawogénica, tornando-os altamente
tumorigénicos.

Altos niveis da enzima sérica paraoxonase/ariester(PON1_HUMAN) foram
detectados principalmente em amostras da fasealinilm cancer de mama. O estresse
oxidativo ocorre em muitos tipos de células cargas® esta associado com a proliferacdo de
células tumorais (BEHREND; HENDERSON; ZWACKA, 2003 peroxidacéo lipidica
caracteriza dano oxidativo das membranas celuldigsproteinas, e outras estruturas
contendo lipideos. A superproducdo de subprodutogetoxidagéo lipidica e alteragbes no
sistema de defesa antioxidante, bem como nas ati#glparaoxonase e arilesterase séricas
estdo implicadas na patogénese do cancer (CAMUZAQUWODE al, 2009; BALCl et al,
2012). Assim, a paraoxonase/arilesterase séricarexgressa na presente analise poderia ser
uma estratégia biolégica para acelerar a eliminaig@rodutos da peroxidacao lipidica,
diminuindo o estresse oxidativo gerado.

Recentemente, Carioca e colaboradores (2015) eamliaa associacdo entre
adiposidade e marcadores de estresse oxidativoocastadiamento clinico do cancer de
mama. Como resultado, percebeu-se que o0s niveiantiexidantes foram maiores em
mulheres com estadiamento clinico precoce e indiarie. A adiposidade e estadiamento
clinico dos pacientes foram associados positivaeneoitn estresse oxidativo (CARIOGA
al., 2015).
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Um elevado nivel dan-1-2-4cido glicoproteina - AAG (A1AG2_HUMAN) foi
identificado no estagio precoce do cancer da mamaeu nivel apresentou-se ligeiramente
aumentado na fase intermediaria do cancer de manafa-1-2-acido glicoproteina € uma
proteina de fase aguda do plasma, com uma propetedada de residuos de aminoacidos
glicosilados. Os niveis observados de AAG nesselest,65 vezes mais elevados no plasma
de mulheres com cancer da mama em comparacdo code osulheres saudaveis, sédo
corroborados por achados que relatam a concentragiba de AAG plasmatica de,
normalmente, duas vezes maior em pacientes conercdaanama, pulmao e ovario, quando
comparada com a média de pessoas saudaveis (DUSHiE, 2000). Além disso, é
observado um aumento de 5 vezes na concentrac@®@eem varias respostas de fase
aguda, tais como a inflamacéo, o stress, a gravele#arto do miocardio (HOCHEPIE&
al., 2003).

Altos niveis de apolipoproteina A-Il (APOA2_HUMANjoram detectados e
apresentaram-se significativamente elevados ndgjiestprecoce e avancado da doenca. A
sintese de lipideos sendo resultado integrado idieleate genética, epigenética e fatores
ambientais, parece promover o crescimento e asgbreia de células cancerosas. Algumas
apolipoproteinas desempenham um papel central taboismo de lipideos e alteracdes na
expressdo de ApoA2 ocorrem em outros canceres @éodncer de mama (MALIKt al,
2005; LIUet al, 2013).

Podzielinski e colaboradores (2018)geriram que o metabolismo de lipoproteinas &
desrregulado no cancer de ovéario e que merecemastigacdo mais aprofundada no intuito
de utilizar ApoA2 como um marcador para tumores\d®io.

Além disso, hd uma clara associacdo entre a olgesidao cancer de mama. O
microambiente do tumor, particularmente o tecidip@sb, e o desenvolvimento de cancer de
mama, parecem ter uma intrincada relacéo (SAU&ER, 2008; SCHAURet al,, 2009).

7.5.2.2. Analise protebmica da fracdo que interagnm a lectinaa-galactose ligante

frutalina (Pico 2)

O nivel de apolipoproteina C-lll (APOC3_HUMAN) apeatou-se aumentado
principalmente no estagio precoce do cancer de mama&omparacdo com o controle (razéo

de 1,5), no pico 1, porém niveis ainda mais elevatBssa proteina foram encontrados no
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pico 2 de mulheres com cancer de mama, tanto @giesprecoce como intermediario da
doenca.

APOC3 é uma proteina constituinte da lipoprotemandito baixa densidade (VLDL)
gue € sintetizada no figado e no intestino. Um alieel de APOC3 é comumente
correlacionado com hipertrigliceridemia e frequergate associada a doenga coronariana e
aterosclerose (BATAIlet al,2000; ONATet al, 2003).

Ja é descrito na literatura o padréo de glicoslalgAAPOC3 (BREWER al, 1974;
VAITH, P.; ASSMANN, G.; UHLENBRUCK, G. 1978). E umproteina glicosilada em
treonina (74) e ha trés glicoformas da proteina cprapartilham uncore tipo mucina O-
glicosilada (glicano f1-3 galactose) ligados a residuo dé-acetilgalactosamina
(Galp1-3GalNAc). Duas dessas trés isoformas ocorremuwanglicano modificado com um
ou dois residuos de acido sialico (BEat3[NeuAar2—-6]GalNAc e
NeuAw2-3Gal1-3[NeuAa2-6]GalNAc).

Um fato curioso € que APOCS3 foi detectada em analsafacdes cromatogréficas
utilizando matriz imobilizada com frutalina. Porédgiferencialmente expressa principalmente
no pico 2, ou seja, uma fracdo de APOC3 presendeanzostras de cancer de mama,
interagiu, reversivelmente com a frutalina imolaitia. Vale ressaltar que frutalina apresenta
afinidade por residuos deD-galactose e, de forma anomérica-especifica boaratos
complexos que contenham glicanos do tipooG& (MOREIRAEet al, 1998; TEIXEIRA et
al, 2007; OLIVEIRAet al.,2009; NOBREet al, 2010).

Tendo em vista que APOC3 é glicosilada principatemecom um conteudo de
glicanos do tipo G@8ll-3, e os resultados encontrados neste trabalhdranmosima super
expressdo dessa proteina em mulheres com cancerad®, quando comparados com
mulheres saudaveis, principalmente no pico 2, siaspe, portanto, que haja uma mudanca
no padrédo de glicosilacdo de APOC3 durante o debeamento do cancer de mama, fato
esse que justifica essa proteina ter apresentgolacidade de interagir com a frutalina
imobilizada. Dessa forma, parece haver uma sulgstdude residuos galactofé-3 para
galactosenl-3 emAPOC3 durante a tumorigénese. Essa possivel muaenghcosilacdo é
intrigante e corroborada pela forte relacdo emdral@racées na maquinaria de glicosilacéo e
a biologia do cancer.

APOC3 é extensivamente estudada para utilizacdo geli potencial uso como

biomarcador, porque as alteracfes na razdo enseaasdiferentes glico-isoformas ocorrem
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na obesidade, em doencas renais, doencas hepasepse (JIANt al, 2013). No entanto,
até o momento, ndo ha informacdes publicadas ind@aima associacdo de alteracdo no
padréao de glicosilacdo da APOC3 com o cancer deanam

Os niveis de clusterina (CLUS_HUMAN) apresentaramagmentados no plasma de
mulheres com cancer de mama. Diferentemente daka#@ss encontrados para APOC3, os
niveis de clusterina foram mais elevados em ambdsgdes (pico 1 e pico 2), nos estagios
precoce e intermediario da doenca.

Clusterina € uma chaperona extracelular envolvamaeparo do DNA, na regulacao
do ciclo celular, na morte celular por apoptose a& tamorigénese (ROSENBERG;
SILKENSEN, 1995). E intensamente glicosilada e @ate 25% da sua massa compreende
diferentes glicanos ligados a asparagina (STEWAR@l, 2007) o que pode justificar sua
identificacdo em ambas as fracoes.

Redondo e colaboradores (2000) avaliaram a exgreksélusterina em uma série de
amostras teciduais, entre elas lesées benignasiaaraas da mama, por imuno-histoquimica
e hibridizacaan situ. Como resultado, foi observado que células epitelormais foram
negativas para a expressado de clusterina e ap&asdas lesbes benignas apresentaram
coloracéo positiva. Por fim, a expressao da clunstdoi associada, de forma proporcional, ao
tamanho do tumor e com a progressao do carcinomenfo para 0 carcinoma metastatico
nos nodulos linfaticos. Comparando os resultadosRddondo e colaboradores com os
encontrados neste trabalho, parece ndo haver elsgda proporcional entre o avanco do
cancer de mama e os niveis de clusterina quanilataele amostras de plasma.

A expressao de clusterina apresenta-se alteraddiferentes cancéres, incluindo o
cancer de mama (NAKAMURAt al.,2006; TOUSIet al.,2012; MU et al, 2013), a qual
esta associada com o tamanho do tumor, statusiveegaira receptores de progesterona e
progressao de carcinoma primario para metastasinfasodos (WANGet al, 2012).

O silenciamento da expresséo de clusterina usaegoepos RNAs de interferéncia
(SiRNA) diminuiu a invasdo e a migracdo de célullms cancer da mama e inibiu o
crescimento celular e a progressdo metastaticaremrmadelo ortotopico, indicando que a
clusterina pode contribuir para os efeitos inibedode crescimento no microambiente tumoral
da mama (NIlet al, 2012).

Uma diminuicdo dos niveis do fator 4b do sistemanmemento - C4b B

(F5GXS0_HUMAN) foi observado no pico 2 das amosttasancer de mama, em todos os



81

estagios, em relacdo as amostras controle. Satpgese sistema complemento desempenha
um papel importante na imunidade inata e imunidademores e, embora alguns estudos
discutam a relacdo do processo inflamatorio no cambiente imunolégico dos tumores,
ainda € um pouco controversa a influéncia dos coemes do sistema complemento na
tumorigénese.

Sabendo que essa proteina € glicosilada, o demi@siservado em seus niveis no
plasma de mulheres com cancer de mama, em relagilasana de mulheres saudaveis, pode
ser explicado por uma possivel reducdo na gliaqgsiladessa proteina durante o
desenvolvimento da doenca, haja vista que os wltrgazdes encontrados apresentam uma
tendéncia a sofrer reducdo a medida que o canotri.eX glicosilacdo anormal de proteinas,
seja ela aumentada ou diminuida, esta correlacgonach varias doencas, incluindo cancer
(LAZAR et al, 2011).



82

7.6. Analise quali e quantitativa das proteinas ¢fanadas por meio de cromatografia com

DAL-Sepharose por espectrometria de massas

7.6.1. Identificacdo e quantificacdo, por espectetma de massas, das proteinas plasmaticas

presentes nas fracdes apos cromatografias de afil@em matriz de DAL imobilizada

As fracOes retida (Pico 1) e ndo retida (Pico B)idas apds cromatografias dosols
(referentes a cada grupo em estudo) em coluna de iDAbilizada, foram submetidas ao
processo de digestdo enzimatica e entdo, os podatdigestdo, os peptideos tripticos, foram
submetidos a um processo cromatografico utilizandsistema nanoACQUITY UPLC
(Waters) equipado com uma coluna de fase reversa.

Os peptideos foram eluidos ao longo de um gradam@2 a 40% durante 90 min e
40% a 85% durante 5 min, sob fluxo de 0,35 mL/maitiljzando as fases moéveis A e B
contendo 0,1% de acido férmico em agua e acido iérma 0,1% em acetonitrila,
respectivamente. Cromatogramas das fracdes reRida (L) e ndo retida (Pico 2) apos o
processo cromatografico para separacédo dos peptédtio representados pelas Figuras 15 e
16, respectivamente.

Em uma analise do perfil cromatografico dos pep8deipticos da fracdo néo retida
(Pico 1), observa-se que a eluicdo dos peptideasisa em torno de 10 minutos apos o
inicio do processo cromatografico e perdura atéQfs minutos, portanto apresentando um
intervalo de tempo de elui¢cdo peptidica maior de fguobservado para o Pico 1 de Frutalina.

J& na analise do perfil cromatografico dos pepsidepticos da fracdo retida (Pico 2),
obtida apos fracionamento em coluna de DAL imoadea, observa-se que a eluicdo dos
peptideos ocorreu também em um intervalo de temgeadmente menor, entre os 20 e 80
minutos, apos inicio do processo cromatograficeirasomo observado no cromatograma
com as amostras de Pico 2 resultantes do fraciartanoem frutalina. Mais uma vez, séo
observados picos de alta intensidade, melhor re&ole em numero reduzido, quando
comparado ao perfil cromatogréafico dos peptiddpsidcos da fracdo nédo retida (Pico 1).

Comparando-se, portanto, os perfis cromatografiosspeptideos tripticos das fragcoes
obtidas apoés fracionamento nas diferentes coluadsatinas vegetais imobilizadas, infere-se
gue houve um menor fracionamento quando utilizadalina de DAL-Sepharose, haja vista

a presenca de picos com menor resolucdo, quand@atados aqueles observados



Figura 15— Cromatografia de fase reversa, em sistema nan@ACRQUPLC, dos peptideos tripticos da fracdo na&alae(Pico 1) obtida apos cromatografia do
pool controleem coluna de DAL-Sepharose
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Os peptideos tripticos resultantes da digestaoatd@id néo retida (Pico 1), obtida apds fracionaméospoolsem coluna de DAL-Sepharose, foram submetidos a um
processo cromatografico utilizando o sistema nar@BOY UPLC (Waters) equipado com uma coluna de fasersa C18 HSS T3 com dimensdes 1,8 um, 75 uf x 2
mm, por 110 min utilizando um gradiente de 0% a 4li#ante 90 min, 40% a 85% durante 5 min, em segaidoluna foi reequilibrada durante 15 min a@50 fluxo foi

de 0,35 mL/min e as fases méveis A e B continhd®aje acido férmico em agua e acido férmico a Geb¥4acetonitrila, respectivamente.
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Figura 16— Cromatografia de fase reversa, em sistema nan®@ACQUPLC, dos peptideos tripticos da fracdo ret{Beco 2) obtida apds cromatografia pool
controleem coluna de DAL-Sepharose
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Os peptideos tripticos resultantes da digestdoagad retida (Pico 2), obtida apds fracionamentypdoelsem coluna de DAL-Sepharose, foram submetidos anoecepso
cromatografico utilizando o sistema nanoACQUITY WP{Waters) equipado com uma coluna de fase re@¥8aHSS T3 com dimensdes 1,8 um, 75 um x 20 mml1por
min utilizando um gradiente de 0% a 40% duranten@®) 40% a 85% durante 5 min, em seguida, a cdloingeequilibrada durante 15 min a 35 °C. O flurode 0,35
mL/min e as fases méveis A e B continham 0,1% ddo&brmico em agua e acido férmico a 0,1% em atatla, respectivamente.



nas amostras obtidas apdés cromatografia em colend&Td.-Sepharose, o que reflete
abundancia maior de peptideos, e o que, consequemtie pode dificultar identificacdo e
guantificacdo subsequentes.

A medida que os peptideos iam sendo eluidos da@ale fase reversa, 0s mesmos
iam sendo ionizados e analisados por espectrontErraassas. Portanto, a partir da analise
por LC-MS, observou-se a identificacdo de um total de 130p&ptideos (com redundancia
de peptideos dentro de um mesmo grupo e entre Yrupas fracdes obtidas apods
cromatografia de afinidade em matriz de DAL-Sepbarpara todos 0s grupos em estudo —
controle, cancer de mama ductal estagios I, Il énktluindo as replicatas.

Esses peptideos identificados apresentaram unrédbdisfio normal de erro de massa
para precursor ilustrado na Figura 17-A, apreseistaim maximo de + 10 ppm de erro de
massa para cerca de 93% dos peptideos e umfaBR discovery rateje 1,56%.

Um total de 27% de peptideos dupla ou triplameateegados foram produzidos por

fragmentacdo na fonte e 8% dos peptideos resul@deastivagens perdidas (Figura 17-B).

Figura 17 - Andlise por nanoUPLC-HDK8as fracdes obtidas apés cromatografiapmssem matriz de DAL-
Sepharose
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A - Distribuicdo de massas de fragmentos e a [@ecile massa exata calculada para os ions preaursore
demonstrando 93% a um maximo de £10 ppm.
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ModificagGes Varidveis (1%)
PepFrag2 (10%)

Fonte (27%)

Clivagens Perdidas (8%)

PepFragl (47%)
Perda Neutra H,0 (5%)

: Perda Neutra NH; (1%)

B - Distribuicdo de peptideos para determinacaguddidade de fragmentacéo e digestéo.

Os peptideos entao identificados foram associa®d874 proteinas (com redundancia
entre isoformas do mesmo grupo e entre gruposggndbtse uma média de aproximadamente
15 peptideos por proteina. Das proteinas iderdifisa 7.487 e 2.127 proteinas foram
identificadas na fracdo cromatografica que ndoragia com a matriz de DAL-Sepharose
(Pico 1) e na fracdo que interagiu com a lectinao(R2), respectivamente, incluindo as
replicatas.

Mais uma vez, embora as quantidades de peptidé&@s5¢ll) e proteinas (9.974)
sejam elevadas, esses numeros sofreram reducamsjodserios de quantificacdo uma vez
gue diversas isoformas sdo identificadas, ent®tapenas uma Unica isoforma para cada
proteina € de fato quantificada. Ou seja, denttas@s identificacdes de proteinas acima, 529
foram quantificadas e utilizadas para andlise qaine.

Das proteinas identificadas e quantificadas atraeémétodo Hi-3abel-free todas
estdo em um intervalo de massas de 0,1 fmof &dl. Ou seja, uma diferenca de massa em
fmol numa ordem de magnitude 4, como é possiveérgbs o intervalo dindmico das
proteinas identificadas, ilustrado na Figura 18.

Apés a identificacdo e quantificacdo absoluta dasefnas de cada corrida usando
peptideos tripticos de ADH (UniProt: P0O0330) comexdrgo interno, alfa-1-antitripsina
(UniProt: P01009) e alfa-2-macroglobulina (UniPré¥1023) foram selecionadas como
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proteinas housekeepingpara fins de normalizar os niveis de expressaceaizar a

quantificacadabel-free,das proteinas presentes no Pico 1 e Pico 2, respeente.

Figura 18 — Intervalo Dindmico das proteinas idieatilas e quantificadas nas fracdes cromatografibtidas
apos cromatografia dgoolsem matriz de DAL-Sepharose
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Apés a identificacdo e quantificacdo absoluta datefas, utilizando alcool desidrogenase de lenae(@DH)
(esfera vermelha) como padrdo interno, as proteialia-1-antitripsina (A1AT_HUMAN) e alfa-2-
macroglobulina (A2MG_HUMAN) representadas pelaseesf azul e amarelo, respectivamente, foram
selecionadas combousekeepingpara normalizar os dados e realizar a quantifcagdativa label-free de
proteinas presentes no pico 1 e pico 2, respeatintm

Seguindo o mesmo padrao de analise prote6micaaatdicom as amostras resultantes
das cromatografias utilizando frutalina, dentr@adeinas identificadas, aquelas que estavam
presentes em diferentes niveis nas amostras dealds mulheres com estadiamento |, I, e
lIl do cancer ductal de mama foram comparadas coamenstras de mulheres saudaveis.

Mais uma vez reforca-se que, a partir da listardéeas gerada pelo PLGS, foram
consideradas para analise de expressao diferesocisnte as proteinas identificadas nas trés

corridas das replicatas (filtro 3 x 3) e com vadode confianga para 0,65 > 0,95.
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E, mais uma vez, somente proteinas com valoreazd® ICancer de mama: Controle
acima de 1,5 foram consideradas superexpresgasequlatedl e aquelas com valores de
razao Cancer de mama: Controle abaixo de 0,66 fa@mideradas subexpressdswn-
regulated. As proteinas que apresentaram valores de ranfe €,66 e 1,5 foram
consideradas sem expressao diferenaiattjangeil

Portanto, nos critérios acima estabelecidos, foodmservadas 78 e 10 proteinas
identificadas e quantificadas nas fracfes corredgrtes ao Pico 1 e Pico 2, respectivamente
(Tabelas de 7 a 12).

A Figura 19 sumariza as razfes (Cancer de mamardb®nde algumas proteinas
identificadas nos picos 1 e 2, nos diferentes esétp doenca, que serdo discutidas a seguir.



Figura 19 — Valores de razdo (Cancer de mama:Qehidentificados para algumas proteinas encongrada picos
1 e 2 ap6s cromatografia de afinidade em DAL-Sap®gamos diferentes estagios da doenca
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Valores de razdo para as proteinas plasminogénidNPHUMAN), vitronectina (VTNC_HUMAN), hemopexina
(HEMO_HUMAN), hatoglobina (HPT_HUMAN) e C3 (CO3_HUAN) detectadas no Pico 1 (A) e no Pico 2 (B) de
pacientes com cancer de mama e controles saud®idiferentes estagios do cancer de mama estéesespados da
seguinte forma: cinza claro (ductal | - estagiacpoe), cinza escuro (ductal Il — estagio interm@aliée preto (ductal 11l —
estagio avangado).
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7.6.2. Relevancia bioldgica dos dados protebmicmnttativos

7.6.2.1. Analise protedmica da fracdo que nao amjer com a lectina manose-ligante de Dioclea
altissima - DAL (Pico 1)

Dentre as proteinas identificadas e quantificadagatao cromatografica que nao interagiu
com a matriz de DAL-Sepharose, o plasminogénio (RLMUMAN) apresentou-se superexpresso
em todos os estagios do cancer de mama, em corépacag o controle (valores de razdo entre
1,58 e 1,68).

Hoje se tem uma imagem clara, embora complexa,nmEcanismos gerais subjacentes a
degradacgédo proteolitica da matriz extracelular &cer. A decomposi¢cdo da matriz extracelular é
crucial para a invasdo do cancer e, consequentepmaptastases. Isto é alcancado através da acéo
combinada de varias proteases, incluindo a proteasgnica plasmina e inameras
metaloproteinases. A geracdo de plasmina envoly@osenzima plasminogénio, resultado da
cascata de reacOes proteoliticas do sistema uespiide ativacdo do plasminogénio (uUPA -
urokinase plasminogen activajorque pertence a familia de proteases seriniaas,imglui o
ativador de plasminogénio do tipo uroquinasekinasetype plasminogen activatouPA), um
receptor celular ancorado na membrana glicolipi¢ttgcolipid-anchored cell membrane receptor
for the uPA- UPAR) e inibidores da ativacdo do plasminogé€piasminogen activator inhibitors
PAIs) (DANOet al.,2005).

O plasminogénio, zimogénio central nesse procé&spmduzido no figado e secretado como
uma proteina de cadeia Unica e glicosilada com utarfNinal contendo um residuo de éacido
glutdmico (Glu), cinco regides contendo sitiosigadéo a lisina que regulam a ligacao e ativacéo
do plasminogénio, para sua conversdao em plasminay €-terminal apresenta um dominio
proteolitico (PONTING; MARSHALL; CEDERHOLM-WILLIAMS 1992).

Levando em consideracdo que cerca de 25 a 40%almeres de mama evoluem para
metastases, mulheres com algumas das proteinas sist&sna alteradas sao sinalizadoras de mau
prognéstico no cancer de mama primario (TANG; HRR13). O ativador de plasminogénio do
tipo uroquinase (UPA) e um inibidor da ativacéo plasminogénio tipo | (PAI-1) sédo fatores
biologicos de prognostico tumoral confirmados geés de sua utilidade clinica no cancer de
mama (HARBECKet al, 2002).
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Como um resultado semelhante ao encontrado nonpeesstudo, em que 0s niveis de
plasminogénio apresentaram superexpressos emasdoss estagios do cancer, porém com razao
maior no plasma de mulheres em estagio intermedidRA e PAI-1 sdo mais elevados em niveis
medianos no cancer de mama tipo ductal do que emorés lobulares, como encontrado por
Descotes e colaboradores (2008).

Como um marcador para cancer de mama, uPA podeursar importante variavel
independente para identificar a taxa de recorré&idoenca e € mais interessante do que a maior
parte dos fatores de prognostico tradicionais, aaljmeente no subtipo que inclui linfonodos
negativos. Além disso, uPA e PAI-1 desempenham @pelpchave na selecdo de terapias
adequadas para pacientes com cancer de mama. &evadcentragcbes de uPA e PAI-1 em
mulheres com cancer de mama linfonodo-negativosenmad se beneficiar de quimioterapia
adjuvante, enquanto aquelas com baixas concengragbambas as proteinas podem ser poupadas
dos efeitos colaterais e os custos deste tratam@lgons achados sugerem que o0s pacientes com
aumento das concentragfes de ambos uPA e PAI-tamseguem responder a terapia hormonal
em um estagio avancado da doenca (DUFFY, 2002).

Além disso, uPA e PAI-1 podem classificar cercaridade das pacientes com cancer de
mama linfonodo-negativos como de baixo risco, neEsgniveis baixos dessas proteinas tém um
prognostico muito bom, e metade como de alto risgsto que altos niveis delas estdo
correlacionados com intervalo livre de doenca rigitue baixa sobrevida global (JANICK& al
2001; HARBECKEet al, 2004).

Assim, suspeita-se que os elevados niveis de plagémio encontrados no plasma de
mulheres com cancer de mama, nos diferentes estéigiodoenca, no presente estudo, sejam
consequéncia do remodelamento descontrolado d&reatracelular durante a doenca.

Em contra partida, os niveis de vitronectina (VTNIMAN) apresentaram-se
subexpressos no plasma de paciente com cancerrda,mas estagios intermediario e avancado,
em relacdo ao plasma de mulheres sem cancer de.mama

A vitronectina € uma glicoproteina multifuncionptoduzida primariamente no figado, e
presente no sangue e na matriz extracelular, sesmmhecida como um substrato adesivo por
células que expressam pelo menos um dos difereeteptores para vitronectina. A interagédo
celular mediada por vitronectina pode induzir dspaento e migragdo, e apresenta efeitos no

crescimento e diferenciacao celular de processuédicos especificos, tais como cicatrizacdo de
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feridas, reabsorcdo Ossea, crescimento de tumoresetéstase (FELDING-HABERMANN;
CHERESH, 1993).

A vitronectina se liga a glicosaminoglicanos, celdg e também ao plasminogénio e
receptor de uroquinase, estabilizando a conformagtiva do inibidor-1 da ativacdo do
plasminogénio. Pela sua localizagéo na matriz esdwéar e a sua ligacdo ao inibidor-1 da ativacéo
do plasminogénio, a vitronectina pode potencialeeagular a degradacao proteolitica da matriz.
Além disso, a vitronectina liga-se ao sistema cemgeinto, a heparina e aos complexos trombina-
antitrombina, implicando a sua participacdo na astspimune e na regulacdo da formacado de
coagulos (SCHVARTZ; SEGER; SHALTIEL, 1998).

O pequeno decréscimo nos niveis de vitronecting@rehdos neste trabalho foi também
encontrado em um estudo realizado por Kim e cotamwes (2009), no qual os niveis de
vitronectina em soro de mulheres com céncer de maprasentaram-se significativamente
reduzidos, quando comparados ao soro de mulharda\ssis.

Por outro lado, essa reducdo da vitronectina némréborada por achados de Kadowaki e
colaboradores (2011), os quais afirmam que niveiseatados de vitronectina podem ser utilizados
como marcadores do cancer de mama precoce.

Em sua pesquisa, Kadowaki e colaboradores usaramsti@® de soro de pacientes com
carcinoma ductal de mama situ e controles normais, que foram submetidas a unadisan
protedbmica que consistia em 3 etapas: imunodeplegd® proteinas mais abundantes;
fracionamento usando cromatografia de fase reversapr fim, separacdo de proteinas usando
eletroforese bidimensional (2D). Diferencas de egpéio foram também confirmadas Jdéestern
blotting, imuno-histoquimica, com amostras teciduais, eaieasde imunoabsor¢cdo enzimatica
(ELISA).

A analise imunohistoquimica de amostras de caneemama revelou alta expressao de
vitronectina em paredes de pequenos vasos quevenvods células cancerosas e na matriz
extracelular. Além disso, as concentracdes sédeagitronectina, conforme medido por ELISA,
foram significativamente maiores em pacientes canter de mama avancado em comparagao com
os de controles normais (KADOWALIeL al., 2011).

Ja foi relatado, em estudos com cancer de ovar®agmetaloproteinase de matriz MMP-2
€ secretada por células tumorais e degrada vittimaeproduzindo fragmentos de vitronectina, que
sdo0 mais potentes do que a forma integra da paosampromover a adesao e migracdo de células
cancerosas (KENNY¥t al.,2008).
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Estranhamente, fragmentos da vitronectina sdo énactms em niveis elevados no soro de
doentes com carcinoma hepatocelular, mas a exprdss@RNA de vitronectina é paradoxalmente
diminuida em tecido do tumor (PARADE& al.,2005).

Dessa forma, dado o envolvimento contraditério deowvectina em diferentes tipos de
cancer, e mesmo em estudos com cancer de mamairuigio dos seus niveis no plasma,
observados nesse trabalho, poderia ser reflexoaormolume deurnover desta proteina pelas

células tumorais, mas a confirmacao dessa hipéteser investigacoes.

7.6.2.2. Analise protedbmica da fracdo que interagam a lectina manose-ligante de Dioclea
altissima - DAL (Pico 2)

Na andlise da fracdo proteica que interagiu conectink DAL, os niveis da proteina
hemopexina (HEMO_HUMAN) apresentaram-se superegpeesias amostras de mulheres com
cancer de mama. Niveis esses que foram similaigesiemente aumentados no estagio precoce e
avancado do cancer. Porém, no estagio intermediéricAncer de mama foi encontrado o maior
valor de razéo (1,99) para a superexpressao depgexmna quando comparada a amostra controle.

Hemopexina é uma proteina do plasma que desempemhgapel bioldgico bem
estabelecido no sequestro de heme que € liberado gglasma a partir da hemoglobina e
mioglobina, como resultado de hemdlise intravascala extravascular, bem como a partir de
trauma do musculo esquelético ou doenga neurormars®bs Ultimos anos, uma grande variedade
de atividades bioldgicas adicionais tem sido atdaw hemopexina como, por exemplo, atividade
de hialuronidase, atividade de protease serinibadade pré-inflamatéria e anti-inflamatéria e
inibicdo da adeséao celular. Uma das atividade®dichs adicionais atribuidas a hemopexina que
chama atencéo no presente estudo é a ligacdo métékcos divalentes, e, portanto, a hemopexina
caracterizar-se como um dominio adicional em mptateinases da matriz (MMPs) (MAUK;
SMITH; MAUK, 2011).

A maioria das MMPs também possuem dominios acess@ilicionais que atuam na
modulagéo da atividade catalitica, reconhecimentsubstrato e localizagdo e localizagéo celular.
Todas as MMPs humanas, com exce¢do da MMP-7, -284 possuem um dominio C-terminal
hemopexina (PEX), unido ao dominio catalitico a#swde um ligante flexivel. Tem sido
demonstrado que esse dominio hemopexina atua andalio reconhecimento de substratos e

facilita a clivagem pelo dominio catalitico (LAUBRELDS et al, 2009).
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Metaloproteinases de matriz (MMPs) desempenhamdesighaves no desenvolvimento
embrionario e na morfogénese da glandula mamaajareésentam-se superexpressos no cancer de
mama, onde estimulam tumorigénese, a invasao dlséancerosas e metastase. MMPs tém sido
investigadas quanto a potenciais alvos para tedapigancer, mas estudos clinicos com inibidores
de MMP de amplo espectro apresentaram resultadmpdenantes, em parte devido a falta de
especificidade em relacdo as MMPs individuais €aades especificas do desenvolvimento do
tumor. A transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) é pnocesso de desenvolvimento em que as
células epiteliais assumem as caracteristicas ldéagémesenquimais invasivas, e a ativacao de
EMT tem sido implicada na progressao do tumor.sSina, relatos recentes na literatura mostram
gque as MMPs podem estar implicadas como promoterasediadoras do desenvolvimento
patogénico do processo de transicdo epitélio-mes®ad] na mama (RADISKY; RADISKY,
2010).

MMPs tem sido associada com EMT na progressao doecéatravés de trés mecanismos
distintos: (a) niveis elevados das MMPs no micrdantb tumoral pode diretamente induzir EMT
em células epiteliais, (b) células cancerosas aqieera EMT podem produzir mais MMPs,
facilitando a invasdo celular e metastases, e (Al Bode gerar célulastroma-like que
impulsionam a progressao do cancer via producaecaiata de MMPs (RADISKY; RADISKY,
2010).

Em células epiteliais mamarias, interacdes espasifientre dominio hemopexina e
integrinas ou outros receptores de superficie @elphrecem facilitar a ativacdo de MMP, o
reconhecimento de locais de protedlise pericelalaurnover (PICCARD; VAN DEN STEEN;
OPDENAKKER, 2007).

A superexpressao de hemopexina ja foi relatada mnesiudo de Wang e colaboradores
(2012), no qual amostras de efusédo pleural de mesieccom cancer de pulmao foram analisadas,
com razdes semelhantes as encontradas no presdaibo.

A hemopexina possui cinco sitios de glicosilagimle oligossacarideos de glucosamina
estdo ligados (TAKAHASHI; TAKAHASHI; PUTNAM, 1984).Essa proteina também foi
identificada na fracdo que néo interagiu com aimdt DAL imobilizada, porém com valores de
razao que variaram entre 0,90 e 1,06, e, portadtm havendo diferenca significativa de expresséo
entre as amostras identificadas no Pico 1. Portansuperexpressao encontrada nas amostras de
cancer de mama no Pico 2 sugere uma elevada icisi com residuos de glucose/manose,

durante a doenca, em parte das moléculas de hemapgerduzida.
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A proteina haptoglobina (HPT_HUMAN) é uma2-sialoglicoproteina de fase aguda com
propriedades imunomodulatérias, que se liga a hihiog livre, prevenindo a perda do ferro, e
exibe atividade antioxidante. Ela foi identificada fracdo proteica que interagiu com DAL de
amostras de mulheres com cancer de mama com razB@2ino estagio precoce e intermediario e
2,23 no estagio avancado da doenca, quando conapar@uostra controle de mulheres sem cancer
de mama.

A haptoglobina apresenta quatro sitios de glicogdacada um desses sitios podem levar a
uma gama de N-glicanos (sendo conhecidos mais@#&dds no soro humano), fazendo com que o
namero total de glicoformas diferentes possives smiito grande. A composi¢cdo e proporcdo de
todas essas diferentes glicoformas ndo sédo alastdrd entanto, sdo notavelmente constantes ao
longo do tempo em cada individuo saudavel, e tamiamam pouco entre a maioria dos individuos
de uma populacéo, sugerindo uma regulacao fisicddgifuncional (GORNIKet al.,2009).

Elevados niveis de haptoglobina sdo encontradodifenentes tipos de canceres, entre eles
o de mama. Tabassum, Reddy e Mukherjee (2012)sareath 0 soro de pacientes com cancer de
mama triplo-negativo (TNBC), ou seja, aquele ddbhntomo negativo para receptores de hormonio
e HER2heu negativo, muitas vezes associado com prognostioon e dificil tratamento, e
demonstraram que ha um aumento da expressdo deglodta em pacientes triplo-negativos
acompanhado dos graus e, por essa razao, podendonsendicador de progndstico util em
pacientes com TNBC.

Dessa forma, no presente estudo, os valores ctescele razdo encontrados para
haptoglobina em mulheres com cancer de mama ne®s$tagios corroboram com os achados na
literatura, em que nota-se um aumento crescentexpgeessao dessa proteina concomitante a
evolucdo da doenca.

Carlsson e colaboradores (2011) analisaram os ser@% pacientes com cancer de mama
metastéatico e 25 controles saudaveis submetidosnaatografia de afinidade usando galectina-1
imobilizada. As principais glicoproteinas que iaggram com a galectina foram o2-
macroglobulina, IgM e haptoglobina. Ambas as cotregbes de IgM e haptoglobina foram
semelhantes no céancer, em comparacdo com soraslepmbas o percentual ligado a galectina-1
foi menor para IgM e superior para a haptoglobteaca de 50% no soro de pacientes com cancer e
cerca de 30% em soros saudaveis. Os N-glicanoadieftacdo de haptoglobina, que interagiram
ou ndo com a galectina, foram analisados por egpeetria de massas e as diferencas estruturais e

mutantes de galectina-1 foram usadas para idemtifiossiveis locais de interacdo com a lectina.
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As frac6es de haptoglobina ligadas e ndo ligadgaléctina também foram analisadas quanto a
funcdo da proteina.

Como resultado, haptoglobina de ambas as fracoemmfosemelhantes quanto ao
comportamento de formar complexos com a hemoglobingediar sua absorcdo em macréfagos
alternativamente ativados. No entanto, depois dacitose, havia uma diferenca dramatica no
direcionamento intracelular, a fragdo ndo ligadgadectina-1 era direcionada aos lisossomos,
enquanto que a fracdo de haptoglobina que intexamgiua galectina-1 formou granulos positivos
maiores. Com isso, 0s autores concluem que umespecifico de glicoforma de haptoglobina, e,
possivelmente, outras glicoproteinas, apresenta fumgfo diferente apds absorcdo nas células
(CARLSSONEet al, 2011).

Assim como no estudo citado acima, no presentaltraba haptoglobina também foi
identificada na fracdo que néo interagiu com arladDAL), nos trés estagios da doenca, porém
com valores de razéo entre 1,06 a 1,14, ou seja,es@ressao diferencial. Assim sendo, esses
resultados apoiam fortemente a ideia de que hargonma glicosilacdo e expressao diferencial
entre algumas glicoformas da haptoglobina durantenarigénse da mama.

A proteina C3 do sistema complemento (CO3_HUMAMNgntificada apenas na fracdo que
interagiu com a lectina DAL, apresentou-se supessga nos trés estagios do cancer analisados,
com valores crescentes de razdo (de 1,6 a 3,4).

As proteinas do sistema complemento fazem partgrdpo de proteinas de fase aguda
(APPs), as quais sdo abundantes no plasma hum#ies geralmente constituem uma resposta
rapida para processos inespecificos tais comomafifdo/infeccdo, dano tecidual, cirurgia, infarto
do miocérdio ou a presenca de tumores (DOWLEH@I.,2012).

Rutkowski e colaboradores (2010) relataram que raseimas do complemento podem
promover a carcinogénese, facilitando a desregoldeévias de sinalizacdo mitogénicas; estimular
a angiogénese; induzir a resisténcia a apoptostergar a proliferacdo celular, invasdo e metastase

A relacdo entre as APPs e o cancer tem sido beomadada na literatura com numerosas
investigacdes sobre os niveis alterados de vamiBsle diferentes tipos de cancer. Além disso,
pensava-se que as APPs ndo seriam derivadas do, ®irassim representariam epifendmenos do
cancer ao invés de serem proteinas diretamenteadalas & doenca. Dessa forma, por algum
tempo, sugeriu-se que as APPs ndo eram espediiizasdeterminados tipos de céncer, sendo
esperado que seus niveis estivessem elevados amasdnalignidades e em doencas inflamatérias

em geral.
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No entanto, 0s progressos recentes na proteOmama, estudos baseados nos perfis
protedmicos do plasma de pacientes com cancerivddands saudaveis, indicam que a expressao
alterada de APPs pode ser diferente para diveisos subtipos e, até mesmo, estagios de cancer.
Uma variedade de citocinas, quimiocinas e fatoeesrgéscimento sdo produzidos pelas células
tumorais e por outras células presentes no micrentebtumoral. Esse padréo de moléculas ativas
difere entre os tipos de tumores e estagios dacdaesultando na estimulacéo diferencial de APPs
e que, portanto, podem refletir o tipo e estagidutimor. E, assim, embora APPs individuais podem
nao ser biomarcadores satisfatorios, em combinagdmm outros biomarcadores séricos, podem
permitir testes mais sensiveis e especificos (DO &t al, 2012).

Ainda em 1992, Niculescu e colaboradores analisargresenca de algumas proteinas do
complemento em 17 amostras de cancer de mama eagmo$iras de tumores benignos da mama
utilizando anticorpos policlonais e monoclonais. txhos os tecidos de amostras de carcinoma, de
cada um dos estagios TNM, foram encontrados desddé C5b-9 sobre as membranas de células
tumorais, granulos finos em restos celulares e gig®0 difusos em &reas de necrose. Ja o0s
depdsitos de C5b-9 estavam ausentes em todas adrasnde lesdes benignas. E depdsitos da
proteina C3 foram identificados apenas em amosiasarcinoma. Os autores concluiram que a
presenca desses depositos de proteinas do compber@eimdicativa de intensa ativagdo do
complemento e seus efeitos patoldgicos subsequenteincer de mama.

Recentemente foi demonstrado superexpressdo do @&8talo sistema complemento no
plasma de pacientes com neuroblastoma quando cadgparndividuos sadios (Klkt al.,2014).

Para os critérios estabelecidos para expressa@wewdial utilizados nesse trabalho, a
apolipoproteina B (Q7Z7Q0_HUMAN) foi encontrada approteina Unica para o cancer de mama,
em estagio avancado, sendo identificada e quaddi@penas no Pico 2 apds cromatografia em
coluna de DAL imobilizada.

Apolipoproteina B (apoB) é um componente estrutueakencial de particulas de
lipoproteinas ricas em triglicerideos (TGs) e dgsarha um importante papel na manutencao da
homeostase do colesterol. Ja existem relatos @&iasdo da apoB com processos inflamatorios,
infeccdes virais e desenvolvimento tumoral e masas(LIUet al,2013).

Como ja comentado em discussdes anteriores, \&@stados epidemioldgicos tém mostrado
uma forte ligacdo entre obesidade e cancer de mpoi®,0 metabolismo lipidico parece estar
envolvido no desenvolvimento da doenca. A sintes&citios graxos aparece cedo na oncogénese e

aumenta a medida que as células tornam-se maligr@spvendo a transicdo de lesdes pré e de
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alto risco para céanceres invasivos. Alguns estagositam evidéncias de uma associagao positiva
entre triglicerideos (TGSs) e o risco de cancer denmn(LLANOSet al, 2012).

A apoB sérica ja tem sido caracterizada como untaxar em potencial para diagndéstico e
prognéstico de cancer de ovario, vesicula e masta,@timo sendo aplicado apenas a populagcéo
chinesa (HANet al, 2008).

Sabe-se que as concentracdes de lipidios cireslaetm uma pessoa podem ser
influenciadas por sua heranca genética. Variognmofismos de um unico nucleotideo (SNPs) séo
associados com concentracdes lipidicas séricasaabes. Embora ja se relate associacao positiva
entre polimorfismos no gene da ApoB e 0 cancer @@a) oS mecanismos exatos dessa associagao
ainda nao estéo claros (LRt al, 2013).
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7.7. Analise quali e quantitativa das proteinas gaaticas totais, sem fracionamento prévio
utilizando lectinas vegetais, por espectrometriardassas

7.7.1. Identificacédo e quantificacdo, por MS, dast@inas plasmaticas presentes nas amostras sem

fracionamento prévio em colunas de lectinas vegeataobilizadas

A fim de inferir possiveis alteragBes na glicosilacde algumas proteinas discutidas
anteriormente, identificadas nas fracdes que igiera ou ndo com as lectinas utilizadas nesse
estudo, bem como confrontar as taxas de identfwag quantificacdo totais sem que houvesse o
fracionamento dopools e dessa forma avaliar a necessidade e import@iocizso das lectinas
vegetais no delineamento experimental, foi realizacha analise das proteinas totais presentes no
plasma de mulheres com e sem cancer de mama,awapepas dgsoolsdepletados de albumina
e 1gG, seguindo os mesmos meétodos antes descetasapalise das amostras fracionadas com
lectinas vegetais.

Assim sendo, opools(referentes a cada grupo em estudo) foram subosediol processo de
digestdo enzimatica e entéo, os produtos da dmgestdpeptideos tripticos, foram submetidos a um
processo cromatografico utilizando o sistema nar@AOY UPLC (Waters) equipado com uma
coluna de fase reversa. Um cromatograma ap0s essespo cromatografico para separacao dos
peptideos esta representado pela Figura 20.

Analisando o perfil cromatogréafico dos peptidedstitos das amostras totais, ou seja, dos
poolssem serem submetidos a fracionamento prévio eamaslde lectinas vegetais imobilizadas,
observa-se que a eluicdo dos peptideos se inicimm de 30 minutos apds o inicio do processo
cromatografico e perdura até os 100 minutos, aptasdo um intervalo de tempo de eluicdo
peptidica diferente do que foi observado para asaas fracionadas.

Séao observados diversos picos de alta intensidadigo proximos uns aos outros e com
sobreposi¢do, demonstrando, portanto, separag@iném relacdo aos perfis cromatogréaficos dos
peptideos tripticos das amostras fracionadas. &ssarvacdo reflete a quantidade de peptideos
nessas amostras totais, sem fracionamento pré&vibes superior as fracionadas.

Assim, a medida que os peptideos iam sendo eldi@e@sluna de fase reversa, 0s mesmos
iam sendo ionizados e analisados por espectrontdrimassas. Portanto, a partir da analise por
LC-MSF observou-se a identificacdo de um total de 98.péptideos (com redundancia de

peptideos dentro de um mesmo grupo e entre grupokindo as replicatas.



Figura 20— Cromatografia de fase reversa, em sistema nan@ACQUPLC, dos peptideos tripticos gool (controle)sem fracionamento prévio em coluna de
lectina vegetal imobilizada
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Os peptideos tripticos resultantes da digestgmodb(controle),sem fracionamento prévio em coluna e lectina végatabilizada, foram submetidos a um processo
cromatografico utilizando o sistema nanoACQUITY WP{Waters) equipado com uma coluna de fase re&t8aHSS T3 com dimensdes 1,8 um, 75 um x 20
mm, por 110 min utilizando um gradiente de 0% a 4#&ante 90 min, 40% a 85% durante 5 min, em sagaid¢oluna foi reequilibrada durante 15 min a@50
fluxo foi de 0,35 mL/min e as fases moéveis A e Btotham 0,1% de acido férmico em agua e acido fdorai 0,1% em acetonitrila, respectivamente.



Esses peptideos identificados apresentaram uméudiciio normal de erro de massa
para precursor ilustrado na Figura 21-A, apreseistaim maximo de + 10 ppm de erro de
massa para cerca de 93% dos peptideos.

Um total de 17% de peptideos dupla ou triplameateegados foram produzidos por

fragmentacéo na fonte e 12% dos peptideos resul@eeaclivagens perdidas (Figura 21-B).

Figura 21 - Analise por nanoUPLC-HDM8e plasma humano total depletagod]s)

48759

450004

41827

40000

350004

30000+

25000

200004

15000

Contagem de Peptideos

100004

5000
1940 1941

320 822 815 765 780 248

-50 -40 30 -20 10 a 10 20 30 40 50

Delta de erro para peptideo precursor (PPM)

A - Distribuicdo de massas de fragmentos e a [@ecile massa exata calculada para os ions preairsore
demonstrando 93% a um maximo de +10 ppm.

ModificagOes Varidveis (2%)

PepFrag2 (10%) Fonte (17%)

Clivagens Perdidas (12%)

Perda Neutra H,0 (3%)
Perda Neutra NH; (0%)

PepFragl (55%)

B - Distribuicdo de peptideos para determinacaguddidade de fragmentacéo e digestéo.
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Os peptideos entdo identificados foram associa@d834 proteinas (com redundancia
entre isoformas do mesmo grupo e entre gruposjinut as replicatas), obtendo-se uma
meédia de aproximadamente 13 peptideos por proteina.

Da mesma forma que nas analises anteriores, enalsorpuantidades de peptideos
(98.216) e proteinas (8.534) sejam elevadas, essasros sofreram reducdo apds os critérios
de quantificagcdo, uma vez que diversas isoformasdentificadas, entretanto apenas uma
Unica isoforma para cada proteina € de fato queadd. Assim sendo, dentre todas as
identificacbes de proteinas acima, 580 foram (ficedias e utilizadas para analise
guantitativa.

Dentre as proteinas identificadas e quantificadies/és do método Hi-Babel-free
todas estdo em um intervalo de massas de 0,1 fr61 fmol. Ou seja, uma diferenca de
massa em fmol numa ordem de magnitude 4, como@vebsbservar o intervalo dinamico

das proteinas identificados, ilustrado na Figura 22

Figura 22 — Intervalo Dindmico das proteinas idieatilas nogoolssem fracionamento prévio em colunas de
lectinas vegetais imobilizadas
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ApOs a identificacdo e quantificacdo absoluta destefnas, utilizando a proteina rabica fosforild®e
(PHOSP_B) (esfera vermelha) como padréo internoglieoproteina alfa-1-2-4cido (A1AG2_HUMAN)
representada pela esfera azul foi selecionada coousekeepingpara normalizar os dados e realizar a
guantificacao relativiabel-freede proteinas totais presentes nas amostras atzalisa
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Apés a identificacdo e quantificacdo absoluta dasefnas de cada corrida usando
peptideos tripticos de fosforilase-B rabica (UniPRD0489) como padrao interno,ad-2-
acido glicoproteina (UniProt: P19652) foi selecd@aomo proteinhousekeepingara fins
de normalizar os niveis de expressdo e realizauantificacdo relativaabel-free das
proteinas totais identificadas.

Dentre as proteinas identificadas, aquelas queastaresentes em diferentes niveis
nas amostras de plasma de mulheres com estadiaménte 11l do cancer de mama ductal
foram comparadas com as amostras de mulheres sigidav

A analise de expressao diferencial foi conduzidamggma forma que em andlises
anteriores, ou seja, a partir da lista de protajeaada pelo PLGS, foram consideradas apenas
as proteinas identificadas nas trés corridas dagcatas (filtro 3 x 3) e com valores de
confianga para 0,05p > 0,95.

E, mais uma vez, somente proteinas com valoreazd® ICancer de mama: Controle
acima de 1,5 foram consideradas superexpresgasequlatedl e aquelas com valores de
razao Cancer de mama: Controle abaixo de 0,66 fa@mideradas subexpressdswn-
regulated. As proteinas que apresentaram valores de ranfe 6,66 e 1,5 foram
consideradas sem expressao diferenaiattjangeil

Portanto, nos critérios acima estabelecidos, nestalise das amostras sem
fracionamento prévio em cromatografias em lectugggetais imobilizadas, foram observadas
90 proteinas, com redundéancia entre os grupos @ate 13 a 15).

Em uma analise de expresséo diferencial das ampafranas depletadas de albumina
e 1gG, ndo submetidas ao fracionamento prévio elmmaode lectina vegetal imobilizada,

algumas proteinas se apresentaram super ou subsxpreessas serdo discutidas a seguir.



7.7.2. Relevancia biolégica dos dados protedmiassntjtativos obtidos apos analise, por

espectrometria de massas, das amostras sem franemta prévio com lectinas vegetais

Os valores de razdo encontrados para o fator C4oAsistema complemento
(CO4A_HUMAN), para amostras de plasma de mulheresy ¢ancer de mama em
comparacao com plasma de mulheres saudaveis, farperiores a 1,5 em todos os estagios
do cancer em estudo, demonstrando, portanto, urparepressdo dessa proteina do
complemento durante o processo de tumorigénese.

Como ja discutido anteriormente, a contribuicasidtema complemento no processo
inflamatoério agudo € bem estabelecida, assim conconsumo continuo das proteinas do
complemento em estados inflamatérios cronicos. Acaleerta de que proteinas do
complemento tais como C3, C4, e Cha podem ajudarescimento tumoral através de
imunossupressao sugere uma relacéo insidiosa mimevte ndo reconhecida entre o sistema
complemento e o cancer (MARKIEWSEt al,, 2008).

Durante décadas, o sistema complemento foi recaltheom um mecanismo efetor
do sistema imune que contribuiria para a destruigioélulas tumorais. Na verdade, muitas
estratégias terapéuticas foram sido propostasrsdgesse raciocinio e, portanto, baseadas na
intensificagdo das respostas mediadas pelo sistemplemento contra tumores. No entanto,
estudos recentes tém desafiado esse paradigmansteamalo um papel de promocéo do
tumor por meio do sistema complemento. As célulscerosas parecem ser capazes de
estabelecer um equilibrio conveniente entre a givae inibicdo do sistema complemento,
aproveitando-se do inicio da ativacdo do sistermaptemento sem sofrer os seus efeitos
deletérios. A ativacdo do complemento pode apoiamflamacdo crbnica, promover um
microambiente imunossupressor, induzir a angiogénes ativar vias de sinalizacdo
relacionadas ao cancer. E assim, neste contexitmipigdo da ativacdo do complemento
poderia agora ser uma opc¢ao terapéutica paraaoneato do cancer. Porém, esse conceito é
relativamente novo e merece mais atencdo (P1O; AJQNMBRIS, 2013).

Ainda nesta analise das amostras de plasma semnfratento prévio em coluna de
lectina vegetal imobilizada, uma apoliproproteinalB0 mutante foi encontrada como
proteina Unica nas amostras de mulheres com célecarama estagio precoce, ndo sendo
identificada nas demais amostras e em nenhumaan#tise.

Lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) s&o dos principais produtos de
secrecdo do figado. Elas servem para o transpertgideos sintetizados endogenamente,

principalmente triglicerideos (mas também colesterésteres de colesterol), para os tecidos
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periféricos. VLDL é também precursor da LDL, a [jpoteina plasmatica carreadora de
colesterol, e ApoB100 é absolutamente necessaidagpamontagem de VLDL e sua secrecao.
A quantidade de VLDL-triglicerideos secretada pélgado depende da quantidade de
triglicerideos carregada em cada particula lip@icat bem como o nimero de particulas.
Cada VLDL tem uma molécula de ApoB100, tornanddspahibilidade dessa lipoproteina
um fator determinante do nimero de particulas dBLVYle, portanto, dos triglicerideos que
podem ser secretados pelas células hepaticas.eSadentemente, pool de ApoB100 no
figado néo é regulada pelo seu nivel de sintegealoé relativamente constante, mas sim pelo
seu nivel de degradacdo. Reconhece-se agora ggtenexinultiplas possibilidades para a
célula hepatica para interceptar moléculas ApoB&0@& encaminha-los para distintos
processos degradativos (FISHER, E.A.; 2012).

A Hipercolesterolemia Familiar (HF) € uma doencaéfiea do metabolismo das
lipoproteinas cujo modo de heranca € autossdmidoncimante e que se caracteriza por
niveis muito elevados do colesterol da lipoprotefieabaixa densidade (LDL-c), e pela
presenca de sinais clinicos caracteristicos, coamwornas tendineos e risco aumentado de
doenca arterial coronariana. O fendtipo clinicoHfe € geralmente decorrente de defeitos
genéticos, como por exemplo, defeitos no gene ARfDB,codifica a apolipoproteina B-100
(Apo B-100) (PEREIRAet al, 2012).

Dessa forma, a apoB100 mutante identificada nceptedrabalho pode ser resultado
de alteracbes genéticas e estar implicada em umer nentese de VLDL e,
consequentemente, LDL.

Recentemente, Coticchia e colaboradores (2015)i@ston a relagéo entre o colesterol
da dieta e o cancer de mara vivo utilizando modelos animais utilizando uma dieta
isocaldrica inovadora e uso ou ndo de drogas qugublam absorcdo de colesterol. Apds
alcancar os niveis desejados de colesterol sérite es grupos, os ratinhos foram entdo
implantados ortotopicamente com células mamariastais e o crescimento tumoral foi
monitorado a cada 3 dias até ao sacrificio, quasaldumores foram coletados. Como
resultado, foi observado que os tumores de aniatiaientados com a dieta rica em colesterol
exibiram progressdo mais rapida. Embora tenham alidervadas diferencas significativas
nos niveis de colesterol sérico entre os grupadieta, ndo foram observadas diferencas nos
niveis de colesterol intratumorais. Os tumores aamais hipercolesterolémicos exibiram

significativamente menos apoptose e, além disso, tosnores de ratinhos
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hipercolesterolémicos tinham areas de vasos que éi@% maiores, em média, em
comparacdo com os tumores dos outros grupos. Assirpesquisadores concluiram que a
hipercolesterolemia induz a angiogénese e acelemscimento de tumores da mamaivo.
Portanto, a identificacdo da ApoB100 exclusivameaste mulheres com céancer de
mama pode ser um indicio da relagdo dessa proteimaos niveis de colesterol, e que,

consequentemente, podem influenciar na angiog&eserescimento de tumores da mama.
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7.8. Compilado entre as trés andlises de expresifavencial realizadas neste trabalho

Como dito anteriormente, a analise por espectreengé massas das amostras totais
utilizadas nesse estudo, ou seja,posls depletados, sem fracionamento prévio utilizando
cromatografias de afinidade com lectinas vegetasbilizadas, teve como objetivo obter
dados dos quais fosse possivel inferir informacéesrca de alteragbes no padrdo de
glicosilacdo de algumas proteinas, bem como analig#luéncia da etapa de fracionamento
com lectinas vegetai® priori da analise porespectrometria de massas na taxa de
identificacdo e quantificacdo das proteinas.

Inicialmente, comparando-se o0 numero total de gep$ e proteinas identificadas nas
3 andlises realizadas (Fracionamento com Frutalifracionamento com DAL e sem
fracionamento com lectina vegegapriori da analise por espectrometria de massas), observa-
se que 0s numeros sofrem uma reducédo perceptiwetiia que a complexidade da amostra
aumenta (Figura 23). Ou seja, foi identificado uimero bem maior de peptideos e proteinas
guando as amostrapdolg foram submetidas ao fracionamento, por meio denatografias
de afinidade em colunas de lectina vegetal imdaiéz previamente a analise por
espectrometria de massas. Além disso, esse ganleatificacdo foi maior ainda quando a
coluna de frutalina foi utilizada para fracionantedés amostras.

Figura 23 — Comparacdo do namero total de peptidgmsteinas identificadas, de proteinas quantifise de
proteinas diferentes incluidas nas analises deess@o diferencial, entre as 3 analises realiz&ttasionamento
com Frutalina, Fracionamento com DAL e sem fragio@ato com lectina vegeta priori da andlise por
espectrometria de massas)
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Analisando o Diagrama de Venn construido com basenimero de proteinas
identificadas e quantificadas (aquelas incluidast@valo dindmico das amostras), ilustrado
na figura 24-A, nota-se que o maior numero encdotgara proteinas exclusivas foi quando
se utilizou o fracionamento em coluna de frutaimabilizada. Além disso, nas amostras sem
fracionamento foi encontrado um nimero maior dégfmas exclusivas quando comparada as
amostras fracionadas em coluna de DAL imobilizésaém, vale ressaltar que, embora tenha
sido constatada essa diferenca, 0 numero de pastgme ficaram dentro do intervalo de
confianga (0,05 p >0,95) utilizado para escolha das proteinas querantr na analise de
expressao diferencial foi maior nas amostras frea@as em coluna de DAL.

Ademais, sob os critérios ja descritos em secoesiares (filtro 3 x 3 e 0,05 p >
0,95), em relacdo ao numero de proteinas incluidasanalises de expresséao diferencial, foi
observado um valor de 84 proteinas diferentes fspé®namento com frutalina, 55 proteinas
diferentes apds fracionamento com DAL e apenagdtgipas diferentes foram utilizadas na
analise com as amostras sem fracionamento. Erdas,eslgumas eram comuns as analises,
como é possivel observar no Diagrama de Vennddstna figura 24-B.

Portanto, esse numero bem reduzido de proteinagxprassao diferencial observado
na andlise das amostras sem fracionamento préwvitorddra que diferencas sutis de
expressdo sao mais bem evidenciadas quando hanfawénto (ou enriquecimento) da

amostra utilizando as lectinas vegetais.

Figura 24 — Diagramas de Venn para proteinas fiterdas e quantificadas por LC-M®btidas sem e com
fracionamento prévio em colunas de frutalina e Dibbilizadas

FRUTALINA DAL FRUTALINA DAL

204 7
A ' B
(A) Diagrama de Venn para valores totais de proteffeatificadas e quantificadas, sem redundancia.
(B) Diagrama de Venn para valores de proteinas idesdifis e quantificadas dentro dos critérios de fdtr

x 3 € 0.05> p> 0.95.
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A natureza complexa do soro e do plasma humanopeesenca de um nuamero
modesto de proteinas em niveis de mg/ml, por exerpl a 401 mg/mL, fazem com que a
deteccdo de marcadores de doencas, de baixa abimddma muito desafiadora. Apesar do
plasma rico em proteinas ser utilizado como ferrdagede diagnéstico ao longo de décadas,
ainda ha menos de 1000 proteinas diferentes iteat#s, e apenas uma pequena parte destas
proteinas apresentam um potencial de diagnéstigoecido (ECHANet al, 2005).

Com o objetivo de investigar o glicoproteoma sérid@ng e Hancock (2004)
utilizaram cromatografias em coluna de afinidadeteodo diferentes lectinas vegetais:
ConA, WGA e jacalina. Os resultados mostraram queraresso de fracionamento foi
especifico, eficiente e reprodutivel. No estudadfanonstrado, com sucesso, que a coluna de
multi-lectinas removeu uma grande porcao da fragalbumina sérica e resultou em maior
identificacdo de proteinas, além de um numero méddigpeptideos por proteina tambéem
maior. Portanto, assim como observado no presatialho, Yang e Hancock concluiram que
0 uso de colunas de afinidade utilizando lectinegetais € bastante util para estender o
intervalo dindmico das proteinas presentes no pldamano, além de ser util também para a
captura especifica de glicoproteinas.

Em um estudo realizado por Selvaraju e Rassi (2Qt8x plataforma proteémica foi
desenvolvida para capturar glicoproteinas fucoafiagresentes no soro de pacientes com
cancer de mama, utilizando a lectiddeuria aurantia (AAL) e a aglutinina deLotus
tetragonolobus(LTA). Notou-se que a deplecdo/enriquecimentoifr@@mento alcancado
com o uso das cromatografias em lectinas vegetagbilizadas permitiu a detecgéo e
identificag&o de diferentes proteinas de baixa diuocia.

Assim sendo, ficou evidente que, para estudos c@fasma sanguineo humano, a
utilizacdo das cromatografias de afinidade utildatectinas vegeta priori da analise por
espectrometria de massas € fundamental para redoamplexidade das amostras e estender
o intervalo dindmico de proteinas, permitindo umahor identificacdo e quantificacdo de

proteinas, inclusive daquelas presentes em coac¢ées muito baixas ou pouco abundantes.
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Bom, a proposta agora é compilar os resultadosldeancia biolégica extraidos das 3
andlises de expressdao diferencial realizadas reepe trabalho. Para isso, sera discutida, de
agora em diante, a identificacdo das proteinasr supsubexpressas nas diferentes analises
(com fracionamento em coluna de Frutalina imobil&acom fracionamento em coluna de
DAL imobilizada e sem fracionamento prévio em calale lectina imobilizada). Portanto, a
Tabela 16 relne todas as proteinas discutidas aténoento e seus respectivos valores de
razao (Cancer de Mama: Controle) encontrados eas tasl analises realizadas neste trabalho.

Vale a pena ratificar que, ao longo de toda dsimgealizada até entdo, somente
proteinas com valores de razdo Cancer de mamardioatima de 1,5 foram consideradas
superexpressasif-regulatedl e aguelas com valores de razdo Cancer de manmdro{eo
abaixo de 0,66 foram consideradas subexpresdagnfregulatel As proteinas que
apresentaram valores de razéo entre 0,66 e 1/ fovasideradas sem expressao diferencial
(unchangeil

No entanto, embora os valores de “corte” acimarget@ados tenham sido utilizados
para guiar a escolha das proteinas que foram dlasutas secdes anteriores, nesta se¢cao sera
considerada também a tendéncia de expressao d@&nps) por meio da observacdo dos
valores de razdo encontrados nas demais analisegquenelas, por acaso, nao tenham
apresentado valores de razdo dentro do estipulado.

A apolipoproteina A2, por exemplo, foi identificada Pico 1 apos cromatografia de
afinidade em matriz de Frutalina imobilizada, apréando-se superexpressa dos 3 estagios
do cancer. Mas foi também identificada no Pico dsagromatografia de afinidade em matriz
de DAL imobilizada e na analise das amostras semicinamento, apresentando, nessas
Ultimas analises, uma tendéncia a superexpress&&mpcom valores de razao inferiores a
1,5. Provavelmente, o fracionamento em coluna d&akna imobilizada auxiliou no
enriquecimento da amostra de tal forma que essaredifa de expressdo ficou mais
evidenciada.

Ja a apolipoproteina C3 foi identificada em amb®gicos apds cromatografia em
coluna de Frutalina imobilizada, porém apresentaeglpressao diferencial apenas nas
amostras de Pico 2, nos estagios precoce e intgmoedlo cancer. Sendo também
identificada no Pico 1 apds cromatografia de afidelem matriz de DAL imobilizada e na
analise sem fracionamento, porém sem expressdenmtfal dentro dos valores de razdo pré-

determinados. Esses resultados corroboram com ateb@ anteriormente discutida,



TABELA 16 — Lista de proteinas plasmaticas idecdifias nas diferentes analises (com fracionamentoo&ima de Frutalina imobilizada, com fracionameeo coluna de DAL
imobilizada e sem fracionamento prévio em coluniedgna imobilizada) e seus respectivos valoresadé&o (Cancer de Mama : Controle) encontrados

SEM
PROTEINAS FTL PICO 1 FTL PICO 2 DAL PICO 1 DAL PICO 2 AN AN ENTE
Duc | Duc Il Duc Il Ducl Ducll  Duclll Ducl Ducll Ducll Duc | Ducll  Duc lll Duc | Duc Il Duc lll

Apolipoproteina A2 : 1,34 123 091 - - - 1,43 1,43 1,34
Apolipoproteina C3 1,13 1,38 1,43 - - - 1,00 0,76 @ 0,89
c3 097 088 090 - - - - - - — 0,84 086 0,87
C4b B 1,13 0,99 1,04 064 059 0,59 - - - - - - - - -
can AR 00
Clusterina 142 10 1,32 1,08 - - - 0,84 099 0,84
a-1-2-acida glicoproteina 1,42 1,08 - 1,04 @ 1,20 . 1,06 - - - - - -
Haptoglobina 1,13 1,20 - - - 1,06 1,03 1,14 0,94 1,09
Hemopexina 1,09 1,03 1,02 093 085 090 1,00 1,06: 0,91 0,88 0,90
Pi';\r.aoxonase arilesterase 1,40 1,27 ) ) ) 10> 112 093 089 074
sérica
Proteina plasmatica de
ligacdo ao retinol 1,48 TaEis i ) ) 125 134 120 - - - 093 1,04 0,98
Plasminogénio 1,21 1,00 0,95 - - - - - - - - - -
Vitronectina 1,20 @ 0,98 088 08 084 11212 0,70 0,59 0,63 - - - 0,75 085 0,84

* Valores fora do intervalo de 0.05p > 0.95; Dentro do critério estabelecido, proteinam walores de razdo Céncer de mama:Controle acinig5dforam consideradas super
expressasup-regulated e aquelas com com valores de razdo Céancer de :@anieole abaixo de 0,66 foram consideradas sulesgps down-regulatefl As proteinas que

apresentaram valores de razdo entre 0,66 e 1,5 foomsideradas sem expressao diferenciatiangell Portanto, valores de razdo considerados

realcados em verde e valores de razao considepadg@subexpressao estéo realcados em amarelo.

0 estao



de que houve alteracdo no padrdo de glicosilacata geoteina, e este fato ainda néo foi
associado com o cancer de mama até o momentereita cientifica.

A proteina C3 do sistema complemento apresent@uiserexpressa nas amostras de
plasma de mulheres com cancer de mama, nos teggasstio cancer, apenas na analise apos
fracionamento em coluna de DAL imobilizada, conoves crescentes de razdo a medida que
o estadiamento do cancer aumentava. Embora tamér@ma sido identificada nas demais
analises, os valores de razdo encontrados foraxmupeé de 1,00, portanto, ndo apresentando
tendéncia a supexpressao.

Essa proteina (C3 do sistema complemento) apreséntaitios de N-glicosilacdo ao
longo de sua composicdo aminoacidica e € altammpat®wsilada, fato esse que justifica a
afinidade apenas pela lectinalieclea altissimgLIU et al.,2005). Em um estudo realizado
por Ahn e colaboradores (2012), no qual foi moaitier, por espectrometria de massas, a
afinidade de diferentes glicoproteinas plasmaticd#ferentes lectinas vegetais, observou-se
gue a proteina C3 do sistema complemento apreseptmimaiores niveis, ou seja, maior
contagem de peptideos, na fracdo que interagiuactautina concanavalina A (Con A) que,
assim como DAL, apresenta afinidade por residuasa®se, quando comparada as fracoes
das demais lectinas utilizadas.

Ademais, existem relatos de que a quimioterapigpaaentes com cancer de mama
induz mudanca no padrao de glicosilagdo no fatod&@€3istema complemento (OEHLER
al., 2012).

Reunindo essas observacdes, € possivel sugeridapaate o cancer de mama, parece
haver um aumento na taxa de glicosilagdo, comueside glucose/manose, da proteina C3
do sistema complemento.

Ja a proteina C4 A do sistema complemento foi ifleedda apenas na analise das
amostras sem fracionamento prévio, apresentandogserexpressa no plasma de mulheres
em diferentes estagios do cancer de mama. Daddmuaweras alteracdes genéticas e
epigenéticas associadas com a carcinogénese, afotraacdo neoplédsica pode ser
acompanhada por um aumento da capacidade dasscéhaignas em ativar o sistema
complemento. Isto € apoiado por dados clinicosdgueonstram intensa ativacao do sistema
complemento em pacientes com cancer (PIO, R.; 20&8umindo que essa proteina tem
cinco sitios de glicosilacdo, uma possivel jusitiia para a mesma néo ter sido identificada
nas demais analises, quando se utilizou o fracientondas amostras, é que ela ndo tenha
sido eluida das matrizes de lectina vegetal imdalias sob as condicdes de eluicdo utilizadas

nesse estudo.
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A clusterina apresentou-se superexpressa, comegalde razdo semelhantes, em
ambos o0s picos apdés cromatografia de afinidade atnizrde Frutalina imobilizada, nos
diferentes estagios do cancer. Sendo também imawlkif no Pico 1 apds cromatografia de
afinidade em matriz de DAL imobilizada e na anatlas amostras sem fracionamento, porém
com valores de razdo que ndo tendenciam a expregséancial.

Kapron e colaboradores (1997) identificaram e ¢are@aram os sitios de glicosilacédo
da clusterina plasméatica humana. Foram identifisagkis sitios de N-glicosilacdo e sete
diferentes tipos possiveis de estruturas de okkgassdeos, que incluiam estruturas com acido
sidlico e fucose.

Portanto, esses elevados valores de razdo, emositapenas nos picos de frutalina,
apoiam a utilizacdo do fracionamento em coluna mgakna, que tornou mais evidente as
diferencas de expressao entre 0s grupos de estedode sugerir o possivel aumento na taxa
de glicosilacdo dessa proteina com residuesghdactose durante o cancer de mama.

A superexpressao dal-2-acido-glicoproteina foi observada nos estagiesoce e
intermediario do cancer da mama no Pico 1 apés atagrafia em coluna de frutalina
imobilizada. Além disso, ela também foi identifieagb Pico 1 apos cromatografia em coluna
de DAL imobilizada, porém apresentando razfes pragia 1,0. Essa proteina, curiosamente,
foi utilizada comohousekeepingpara normalizacdo dos dados na analise das amestras
fracionamento prévio, o que corrobora, mais uma, \@m a conclusdo de que o
fracionamento evidencia diferencas sutis de ex@ceae favorecer uma melhor identificacao
e quantificacao das proteinas.

Além disso, um fato intrigante foi a presenca degsateina ¢-1-2-acido-
glicoproteina) apenas nas fracdes que nado intaragiom as lectinas testadas no presente
trabalho, pois esta proteina é altamente glicasil&®sa observacédo pode ser explicada por
relatos na literatura de que a porgéo glicidicsagsoteina plasmatica estd modificada no
cancer e durante reacdes de fase aguda. Obsemvaasdiminuicdo na porcdo glicidica e um
aumento, de 2 a 3 vezes, em oligossacarideos cantecose em alguns tipos de cancer, com
excecdo da leucemia (BATT, T.; 2000).

Essas alteracdes na glicosilagdo também tem umertiéimgia funcional, pois ja foi
percebido que cadeias de carboidratos purificadpartr dao-1-2-acido-glicoproteina, de
diferentes tipos de cancer, suprimem a proliferag@is do que os glicanos normalmente
encontrados nessa proteina (SHIYAN; BOVIN, 1997).
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A superexpressdo da proteina haptoglobina foi shdarapenas na fracdo proteica
gue interagiu (Pico 2) com a lectina DAL. Essa girtd foi também identificada no Pico 1 de
frutalina, no Pico 1 de DAL e nas andlises de arasssem fracionamento, porém com
valores de razdo proximos de 1,0. Como ja comentaaio discussbes anteriores, a
haptoglobina apresenta diferentes sitios de glagid, onde cada um desses sitios podem
levar a uma gama de N-glicanos, fazendo com quénwero total de glicoformas diferentes
possiveis seja muito grande. Portanto os resultadosjuantificacdo dessa proteina, nas
diferentes analises realizadas nesse trabalhapbmyam com a ideia de que ha expresséo
diferencial entre glicoformas da haptoglobina dteantumorigénse.

A hemopexina revelou-se superexpressa nos trégi@s@do cancer apenas no pico 2
de DAL. Essa proteina foi também identificada edasoas outras amostras, tanto fracionadas
em coluna de frutalina imobilizada como nas amestean fracionamento, nos 3 estagios do
cancer de mama, porém apresentando valores de EA®mAO0 tendenciam a expressao
diferencial. Esses dados comparativos apoiam umematamaberrante na glicosilacdo da
hemopexina. Selvaraju e Rassi (2013) também ermurilemopexina superexpressa, neste
caso, fucosilada, sendo capturada pela aglutirenails tetragonulobuf TA).

Proteinas aberrantemente glicosiladas podem sestagas para a corrente sanguinea
a partir das células por meio das vias de secreg@eencionais ou simplesmente soltar-se
das membranas celulares como resultado de aumentatividade proteolitica. Assim,
glicoformas aberrantes caem na corrente sanguineadem refletir estados anormais de
células malignas, caracterizando-se como atraar@edidatas a biomarcadores do cancer
(AHN et al, 2012).

A enzima sérica paraoxonase/arilesterase apressatsuperexpressa no pico 1 de
frutalina, principalmente no estagio precoce dacegnsendo também identificada no Pico 1
de DAL e na analise das amostras sem fracionanpe@wn, porém com valores de razao que
nao tendenciam a expressao diferencial. Mais unza @efracionamento em coluna de
frutalina imobilizada evidenciou diferencas sugsekpressao.

A proteina de ligacdo ao retinol foi identificadantligeira superexpressao no Pico 1
das amostras de mulheres com cancer de mama apuategrafia em coluna de frutalina
imobilizada, porém também no Pico 1 de DAL, conoxed de razdo entre 1,20 e 1,34, o que
sugere uma tendéncia a expressao aumentada nasaangesplasma de mulheres com céancer

de mama. Essa proteina foi também identificadaamasstras sem fracionamento prévio,
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porém com raz6es em torno de 1,0. Assim como yiata outras proteinas anteriormente
citadas nessa discussao, o fracionamento em calenfutalina imobilizada evidenciou
diferencas sutis de expressdo dessa proteina.

No entanto, alteracbes néo significativas nos sivanto de vitamina A como da
proteina de ligacdo ao retinol foram encontradé® enulheres com e sem cancer de mama,
em diferentes estagios da doenca, em um estudpad@em 2001 por Ray e Husain. Porém,
vale ressaltar que a metodologia utilizada foi dgle por ELISA e nao foi realizada
nenhuma abordagem proteémica baseada em especiacieetassas.

De forma geral, a concentracdo plasmatica deipeotie ligacdo ao retinol (RBP) néo
€ alterada na maioria dos canceres, no entanto,dimiauicdo na concentracdo de RBP é
detectada durante a displasia do colo do Uterotayelmente, no cancer cervical (BATT, T.;
2000). Portanto, até o presente momento, nao htoseha literatura da associacao de niveis
aumentados da proteina de ligacdo ao retinol plsanéom o cancer de mama, utilizando
uma abordagem protedmica com espectrometria deamass

O plasminogénio apresentou-se superexpresso ns&@as do cancer de mama no
Pico 1 de DAL, sendo também identificado no PicdelFrutalina, porém com valores de
razdo que denotam auséncia de expresséo difersigmdicativa. A descricdo na literatura
das estruturas dé¥- e O-glicanos de plasminogénio humano afirma um contgflid@ico de
N-acetil-galactosamina, com sialilacdo com adidacetiineuraminico na galactose (MARTI
et al, 1988). Isso justifica a proteina ter sido idecaifla apenas nas fracdes que nao
interagiram com as lectinas imobilizadas. Por alguardo, ainda ndo muito clara, o sutil
aumento de expressao foi percebido apenas naenétis DAL.

A vitronectina foi identificada em todas as andljsem todos os estagios do cancer,
com excecado apenas do Pico 2 de DAL. Porém, osregmlde razdo encontrados
apresentaram-se abaixo de 0,66 apenas no PicdAldeAnalisando as razdes obtidas nas
diferentes analises parece haver uma tendéncibexmessao da vitronectina no cancer de
mama. Porém, em um estudo realizado por Zeng éaraldores (2010) com glicoproteinas
presentes do soro de pacientes com cancer de marifi@ou-se que ndo ha alteracdo nem de
glicosilagdo nem em seus niveis quando o soro dieenas com e sem cancer de mama foram
comparados.

Como comentado anteriormente, fragmentos de vittoree resultado da atividade da

metaloproteinase de matriz MMP-2, sdo mais potetegue a forma integra da proteina em
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promover a adesdo e migracdo de células cancgiKBANY et al.,2008). Tendo em mente
gue o tamanho de uma proteina determina o quadoré&fa é eliminada do sangue, proteinas
de baixo peso molecular de fluxo livre e peptidems,seja, menores de 30 kDa, sdo
normalmente rapidamente eliminadas pelo rins. Rrageabundantes de alto peso molecular
acima da faixa de filtracdo dos rins resistirdsom até que sejam clivadas proteoliticamente
em fragmentos menores e, assim, excretadas (YO&1H] 2005). Sendo assim, a tendéncia
a subexpressao da vitronectina no cancer de maeraelpda nesse trabalho, pode ser
resultado dessa atividade proteolitica durantecagh

Em resumo, diferentes proteinas quantificadas néstbalho apresentaram-se
superexpressas e com alteracdo no padrao de g@&sino plasma de mulheres com cancer
de mama, em diferentes estagios.

Li e colaboradores, em 2011, ja afirmavam que @&@aé uma doenca proteémica, e
gue, além das diferengas de expressao, modificagiEegaducionais de proteinas, tais como
glicosilacéo, fosforilagdo e ubiquitinacédo, desenmaen papéis importantes na génese e no
desenvolvimento de céancer.

A glicosilacdo, por exemplo, é uma modificacdo inguate que afeta a carga,
conformacdo e estabilidade da proteina e desempenhpapel crucial em processos tais
como o reconhecimento de células, a prépria siglia célula-célula, desenvolvimento
embrionario e a ligacdo a horménios e toxinas (FXKN; HINCAPIE; HANCOCK, 2012).

As alteracdes na glicosilacdo de proteinas sao riames em muitos processos
biolégicos e j& esta bem evidente que uma glioagidlgroteica aberrante estd associada com
o desenvolvimento do cancer (MISEK; KIM, 2011).

O cancer tem efeitos profundos sobre a expressdioagéncluindo a maquinaria de
glicosilacdo de uma célula. Assim, tumores produzglinoproteinas que transportam
oligossacarideos com estruturas que sdo marcadauliérentes a partir da mesma proteina
produzida por uma célula normal. Uma Unica proteiode ter muitos locais de glicosilagéo
gue amplificam os sinais que eles geram em com@@@@m 0S seus esqueletos proteicos. Os
estudos baseados em biomarcadores glicosiladoauérentado de forma macica. Em todas
as fases, desde a descoberta através da verified€dmplantacdo em analises clinicas, a
glicosilagdo deve ser considerada uma leitura pi@méau uma forma de aumentar a
sensibilidade e especificidade das analises prateS8n(DRAKEet al.,2010).
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E relatada na literatura uma alta variabilidadddgica de N-glicanos no plasma
humano em nivel da populagdo mundial. As variagiieservadas eram maiores do que
alteracOes relatadas em associacdo com algumasadoekssim, Gornik e colaboradores
(2009) examinaram a constancia temporal do N-glecdnumano antes que houvesse
alteracfes na glicosilacdo. Amostras de plasmanfoetiradas de 12 individuos saudaveis e o
sangue foi colhido em sete momentos durante 5 dlaglicanos liberados das proteinas
plasmaticas foram separados por HPLC em 16 gruppssteriormente, quantificados. Os
resultados mostraram uma variacdo muito pequen@aaws os grupos de glicanos, indicando
uma estabilidade temporal muito boa do N-glicomauamunico individuo. Dessa forma, a
razoavel estabilidade do N-glicoma em plasma devithdos saudaveis implica que a
glicosilacdo esta sob controle genético signifi@atE, portanto, as alteracdes observadas em
perfis de glicanos sdo consequéncia de influénambientais e respostas fisiologicas e,
assim, apresentam um potencial de diagnosticofsigtivo.

As estruturas de glicanos bem como o perfil deofienas diferentes para
determinadas proteinas sdo conhecidas ha muitatearpo fatores alterados no céancer. Isto
tem estimulado um esforco crescente para utilizicofgrmas particulares como
biomarcadores séricos para alguns tipos de céamestrdo esse facilitado por abordagens
protedmicas que associam lectinas vegetais e amqpisespectrometria de massa (DRAKE
al., 2010).
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7.9. Interatoma

Uma vez listadas as proteinas que apresentaramerdjfes de expressao e/ou no
padrdo de glicosilacdo no plasma de mulheres camecédde mama, comparado ao de
mulheres saudéaveis, foi realizada a construcdontke nede interatdmica (Figura 25). Para
execucao dessa atividade, foi utilizada a ferram&TRING, a qual consiste em bancos de
dados que contém interacdes previstas entre pastein

As interacfes sdo estabelecidas utilizando-se stigeparametros, que incluem as
associacgOes diretas (fisico) e indiretas (funcijomabvenientes de quatro fontes: o contexto
gendbmico, experimentos, co-expressdo e relatos itdsatlira acerca das proteinas.
Atualmente, o STRING possui informacdes sobre m@ai? mil organismos e mais de cinco
milhdes de proteinas (SZKLARCZY&t al.,2015).

Figura 25 - Interatoma elaborado a partir da litgroteinas que apresentaram diferencas de epre&si no
padrédo de glicosilagdo no plasma de mulheres coiwec@le mama, comparado ao de mulheres sauda@dis a
de confidéncia

Vizinhang¢a
Fusao de genes
Co-ocorréncia
Co-expressiao
Experimentos
Banco de Dados
Relatos
Homologia

/1177777

APOA2 - Apolipoproteina A2; APOC3 - Apolipoprotei@8; C3 — Fator C3 do sistema complemento; C4B —
Fator C4b do sistema complement; C4A — Fator Cdidtema complemento; CLU - Clusterina; ORM2 -
Glicoproteina alfa-1-2-acida; HP - Haptoglobina;XHPHemopexina; PON1 - Paraoxonase arilesteraseaseér
RBP4 - Proteina plasmatica de ligacdo ao retings PPlasminogénio; VTN — Vitronectina.
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As diferentes interacdes e “parcerias” funcionais gcorrem entre as proteinas estéo
no cerne do processamento celular e sua carac@oizastematica ajudam a contextualizar
essas proteinas no sistema molecular biologico (BRCZYK et al, 2015).

Apolipoproteina A2 e Apolipoproteina C3, superespes no cancer de mama no
presente estudo e esta Ultima com alteracdo n@@aldr glicosilacdo, apresentam interacao
entre si, bem como com a enzima paraoxonase arésst sérica. E evidente o papel dessas
apolipoproteinas com o transporte de lipideos ngwsae a relagcdo da ApoA2 com a enzima
paraoxonase arilesterase sérica se justifica ro datque esta enzima esta envolvida no
remodelamento de HDL, relatado por Gugliucci, A12) e da co-expressdo de ApoC3 e
paraoxonase arilesterase sérica. Ja a interacéoifahda Apo2 com a haptoglobina (HP) se
baseia apenas em relatos cientificos nos quaigsaasptoteinas sdo mencionadas.

Alteracdo no metabolismo lipidico durante o camteemama ja € bem documentada e
foi discutida em secdes anteriores deste trabBlaanodo geral, a obesidade esté relacionada
com vérios distarbios metabdlicos, tais como diebemellitus tipo 2, doenca cardiaca
coronariana e hipertensédo, bem como esta assooieada desenvolvimento do cancer em
diversos tecidos incluindo os do colon, da prostatta mama, e por essa razao, ja ter sido
claramente demonstrado que a obesidade é um fatoiscb para o desenvolvimento de
cancer de mama em mulheres pés-menopausicas (LOQRBICIKUMAR, 2006).

A relacédo entre as proteinas C3, C4a e C4b é baterdg, haja vista todas fazem
parte do sistema complemento e, portanto, sendomoanco-expressao e a co-ocorréncia das
mesmas. Ndo ha nenhuma evidéncia direta que supodBrmacdo de que o0 sistema
complemento possa eliminar tumores incipientes.eNt@anto, considerando que 0 sistema
complemento é projetado para o reconhecimentoameegitos nao proprios, é razoavel supor
gue as mudancas na composicdo das membranas d&s ¢émorais fazem dessas células
alvo de reconhecimento. Consistente com esta imysima série de estudos clinicos tem
reportado uma ativacao intensa do sistema complenaen pacientes com cancer, fato esse
também observado no presente estudo para as e C4a.

Uma evidéncia indireta para o papel do sistema t@mmgnto na imunovigilancia
também vem do fato de que as células cancerosasvidgem uma variedade de estratégias
para evitar danos mediados pelo complemento. Seaniseno de fuga mais conhecido é a
superexpressao de proteinas reguladoras do sistam@gemento. De acordo com a hipdtese

de imunoedicdo, esta superexpressdo € um indicddvaressao seletiva desenvolvida pela
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ativagdo do complemento no microambiente tumoral podela as células cancerosas de
forma a contornar os efeitos nocivos do sistemaptamento (P10; AJONA; LAMBRIS,
2013).

Para a clusterina, apenas evidéncias de relatliteirzura com algumas proteinas sao
observadas na rede interatbmica, nenhum envolvantmicional direto com as demais
proteinas listadas foi identificado.

No interatoma gerado, a haptoglobina esta relad@mom a clusterina, com a enzima
paraoxonase arilesterase sérica e com a hemopaepe@as de acordo com achados em
publicacbes nos quais as proteinas sdo co-menasnadenhuma relacdo direta €
evidenciada, a néo ser o fato de que possiveis logagda haptoglobina e da hemopexina
sejam co-expressas em outras especies.

Da mesma forma, a relacdo existente entre a heamape o plasminogénio, e desta
Ultima proteina com a vitronectina, se justificafato de que possiveis homoélogas dessas
proteinas sejam co-expressas em outras espécEm A3mo ambas sdo, muitas vezes, co-
mencionadas em trabalhos que associam a degradicamatriz extracelular com a
progressao do cancer (FARINA; MACKAY, 2014).

As duas Unicas proteinas que nao apresentaran@gelesica, nem funcional, com
nenhuma outra foi a-1-2-acido glicoproteina (ORM2) e a proteina plasra&e ligacdo ao
retinol (RBP4). Ambas séo lipocalinas, atuando camubeinas transportadoras de moléculas
hidrofébicas pequenas.

De maneira geral, quando se analisa um interatam@yoteinas identificadas como
membros de mais de uma “comunidade proteica” sgmadeular interesse. Em geral, cada
“comunidade proteica” representa um processo celdistinto, por conseguinte, aquela
proteina que, por exemplo, € membro de varias “citades” pode estar participando de
multiplos processos, e pode ser considerada comdosa "interface” de distintos, mas
adjacentes, processos celulares (JONSSON; BATHE®) 20

Comparando-se a populacdo de proteinas presente@nger com a populacdo de
proteinas saudaveis, foi observado que as protegteasonadas cancer residem nas interfaces
da comunidade para uma extensdo muito maior daguas homaélogas nao-cancerosas. Em
resumo, foi demonstrado que as proteinas humanaslvelas no cancer exibem uma
topologia de rede diferente daquela de proteinasdo@dumentadas como sendo mutadas no

cancer. A propriedade mais marcante de proteinssciaslas ao cancer é o aumento da
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frequéncia de interagcbes que elas participam, apt@sdo uma elevada proporcao de
dominios altamente promiscuos, em termos do nudhenaroteinas diferentes com 0s quais
elas interagem. Esta observacéo indica uma pressfiotiva subjacente a qual os genes do
cancer, como genes de importancia central, sdoetidoa (JONSSON; BATES, 2006).

Em 2009, Sun e Zhao exploraram as caracteristecasdgs interatbmicas de proteinas
codificadas por genes do cancer e, portanto, magedo cancer, no interatoma humano. Foi
observado que a topologia de rede das proteinaercaas era muito diferente da das
proteinas codificadas pelos genes essenciais {ipasteessenciais) ou genes de controle
(proteinas controle). Em relacdo as proteinas eissgnou proteinas controle, proteinas
cancerosas apresentaram uma tendéncia a ter m&gasicao e coeficiente de agrupamento
menor no interatoma humano.

Em resumo, algumas das proteinas aqui identificadasassociadas com o
desenvolvimento do cancer de mama ndo mostraradasteglacoes diretas entre si, como se,
durante a doenca diferentes redes proteicas fosftatas a0 mesmo tempo.

E, curiosamente, algumas proteinas apresentaraars r@llerados principalmente nas
fases iniciais da doenca, como reflexo de umatigatamergente de “resolver o problema” e,
por outro lado, a0 mesmo tempo, ganhar espaco dquse trata daquelas relacionadas a
destruicdo da matriz extracelular e invasado), gerge normalizar a medida que a doenca
avanca, Como se 0 Corpo se “acostumasse’com angeede cancer.

Portanto, fica aqui a reflexdo, com as palavraSiddhartha Mukherjee retiradas do

livro “O Imperador de todos os males: uma biogrdbacancer”:

“...esta imagem — do cancer como nosso desespermradtevolo
e contemporaneo menecma - € tdo perturbadora por se
parcialmente verdadeira. Uma célula cancerosa € umspantosa
perversao da célula normal. O cancer é um invasocaonizador
fenomenalmente bem sucedido, em parte, porque egphs mesmas
caracteristicas que_nos tornam bem sucedidos corspéeie ou

organismo.”
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8. CONCLUSAO

Conclui-se que, para estudos com o plasma sanguine@no, a utilizacdo das
cromatografias de afinidade utilizando lectinasetaga priori da anélise por espectrometria
de massas € fundamental para reduzir a complexidasleamostras e estender o intervalo
dindmico de proteinas, permitindo uma melhor idieatdo e quantificacdo de proteinas. No
presente estudo, e para as condi¢cdes estabeleeaidisitina que apresentou melhores
resultados de fracionamento foi Frutalina.

Além disso, a partir dos dados obtidos por espedtoa de massas foi gerada uma
lista de proteinas diferencialmente expressas thu@desenvolvimento do cancer de mama,
algumas delas com mudancas no padrdo de glicasjlag& como Apolipoproteina A2,
Apolipoproteina C3, Fatores do sistema compleméa®) C4b e C4A), Clusterina-1-2-
acido Glicoproteina, Haptoglobina, Hemopexina, ®eraase arilesterase sérica, Proteina
plasmatica de ligacdo ao retinol, Plasminogénidtmiectina.

Finalmente, os dados de expressédo diferencial siyais alteracdes de glicosilacdo
aqui apresentados contribuem para o desenvolvintantam perfil ou painel proteico, alvo
para posterior validacdo, que sugere uma associagiio o desenvolvimento e a

caracterizagdo do cancer de mama em seus diferstéegos.
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11. ANEXOS



TABELA 1 — Lista de proteinas plasméticas idengifias na fragcdo néo retida em matriz de Frutalipds8ese (Pico 1) de mulheres com cancer de manial @&stagio |
(inicial) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductaIPelgtoélglgiovbrsusMulheres sem cancer de mama

ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E)N<'F\,/FEESDS§O
K2C1_HUMAN Keratin type Il cytoskeletal 1 726.51 0.51 DOWN
A2MG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 79323.34 0.93 UNCHANGED
ANT3_HUMAN Antithrombin 111 22472.41 0.94 UNCHANGED
CO3_HUMAN Complement C3 103367.10 0.97 UNCHANGED
CFAH_HUMAN Complement factor H 13404.46 1.03 UNCHANGED
APOA1_HUMAN  Apolipoprotein A | 46364.00 1.03 UNCHANGED
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin 188508.50 1.05 UNCHANGED
A8K5A4 HUMAN cDNA FLJ76826 highly similar to Homo sapiens ceplédamin ferroxidase 21073.75 1.06

CP mRNA UNCHANGED

A2AP_HUMAN Alpha 2 antiplasmin 2201.38 1.09 UNCHANGED
ZA2G_HUMAN Zinc alpha 2 glycoprotein 4409.95 1.09 UNCHANGED
HEMO_HUMAN Hemopexin 13339.87 1.09 UNCHANGED
D6RF35 HUMAN Vitamin D binding protein 40213.04 1.11 UNCHANGED
B4E174 HUMAN Complement factor B 35020.26 1.12 UNCHANGED
HPT_HUMAN Haptoglobin 88686.21 1.13 UNCHANGED
F5GXS0_HUMAN C4bB 35537.98 1.13 UNCHANGED
A1BG_HUMAN Alpha 1B glycoprotein 20667.82 1.14 UNCHANGED
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A1AG1_HUMAN

C1S_HUMAN
VTNC_HUMAN

PLMN_HUMAN

E7ETN3_HUMAN

SAMP_HUMAN
IGHM_HUMAN
HEP2_HUMAN
CO9_HUMAN

HPTR_HUMAN

Q53H26_HUMAN

THRB_HUMAN

D9IWP9_HUMAN

IGJ_HUMAN

CD5L_HUMAN

APOC3_HUMAN

Q86TT1_HUMAN

Q5VY30_HUMAN

CPN2_HUMAN

FIBB_HUMAN

Alpha 1 acid glycoprotein 1
Complement C1s subcomponent
Vitronectin

Plasminogen

Uncharacterized protein
Serum amyloid P component
Ig mu chain C region

Heparin cofactor 2
Complement component C9
Haptoglobin related protein
Transferrin variant Fragment
Prothrombin

Beta 2 glycoprotein | Fragment
Immunoglobulin J chain

CD5 antigen like

Apolipoprotein C llI

Full length cDNA clone CSODD006YL02 of NeuroblagtahHomo

sapiens human
Plasma retinol binding protein 1
Carboxypeptidase N subunit 2

Fibrinogen beta chain

12497.08
1624.61
5679.42
2504.17

23794.11
4090.96

10936.37
1564.95

294.21
44612.15
206300.41
7760.71

18547.61
6534.17
1318.69
2621.36

12106.20

1483.52
145.72

33661.36

1.15
1.20
1.20
1.21
1.22
1.23
1.25
1.26
1.27
1.28
1.34
1.35
1.40
1.45
1.46
151

1.54

1.55
1.58

1.58

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

upP

uUpP
upP
UpP

upP



CLUS_HUMAN

Clusterin

12211.18

1.63

138

upP

TABELA 2 — Lista de proteinas plasméticas idengifias na fragdo n&o retida em matriz de Frutalipe8ese (Pico 1) de mulheres com cancer de mantal @stagio I
(intermediario) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductal le(ftgglio UersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E,)\I(:;/REELSDS%\O
CO6_HUMAN Complement component C6 2184.70 0.78 UNCHANGED
APOA1_HUMAN  Apolipoprotein A | 46364.00 0.83 UNCHANGED
CBG_HUMAN Corticosteroid binding globulin 538.17 0.85 UNCHANGED
A2MG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 79323.34 0.87 UNCHANGED
CO3_HUMAN Complement C3 103367.10 0.88 UNCHANGED
CFAH_HUMAN Complement factor H 13404.46 0.90 UNCHANGED
AlAT_HUMAN Alpha 1 antitrypsin 109062.60 0.91 UNCHANGED
AFAM_HUMAN Afamin 1777.66 0.92 UNCHANGED
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin 188508.50 1.04 UNCHANGED
cDNA FLJ76826 highly similar to Homo sapiens ceplésmin
A8K5A4 HUMAN ferroxidase CP mRNA 21073.75 1.06 UNCHANGED
THRB_HUMAN Prothrombin 7760.71 1.09 UNCHANGED
D9IWP9_HUMAN Beta 2 glycoprotein | Fragment 18547.61 1.11 UNCHANGED
A1BG_HUMAN Alpha 1B glycoprotein 20667.82 1.11 UNCHANGED
ANT3_HUMAN Antithrombin 111 22472.41 1.11 UNCHANGED
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HPT_HUMAN
IGHM_HUMAN
SAMP_HUMAN
CD5L_HUMAN
IGJ_HUMAN
HPTR_HUMAN

CO9_HUMAN

Q86TT1_HUMAN
APOC3_HUMAN

PON1_HUMAN

A1AG1_HUMAN
Q5VY30_HUMAN

APOA2_HUMAN

FIBB_HUMAN

CLUS_HUMAN

Haptoglobin

Ig mu chain C region

Serum amyloid P component
CD5 antigen like
Immunoglobulin J chain
Haptoglobin related protein
Complement component C9

Full length cDNA clone CSODD006YL02 of Neuroblastah
Homo sapiens human

Apolipoprotein C Il

Serum paraoxonase arylesterase 1
Alpha 1 acid glycoprotein 1

Plasma retinol binding protein 1 182
Apolipoprotein A Il

Fibrinogen beta chain

Clusterin

88686.21
10936.37
4090.96
1318.69
6534.17
44612.15
294.21

12106.20
2621.36
1968.45

12497.08
1483.52
4007.37

33661.36

12211.18

1.13
1.14
1.17
1.21
1.21
1.23
1.26

1.36
1.36
1.40
1.19
1.48
151
151

1.70

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UP
upP

upP

TABELA 3 — Lista de proteinas plasmaticas idendifias na fracdo nao retida em matriz de Frutalipdrs8ese (Pico 1) de mulheres com cancer de mantal éstagio 111
(avancado) comparadas com mulheres saudaveis

Pico |
Mulheres com cancer de mama ductal estagio INersusMulheres sem cancer de mama
x . NIVEL DE
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO EXPRESSAO
Q53H26_HUMAN Transferrin variant Fragment 206300.41 0.83 UNCHANGED
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AFAM_HUMAN
VTNC_HUMAN
A2MG_HUMAN
CO3_HUMAN

B4E1B2_HUMAN

ABK5A4_HUMAN
CFAH_HUMAN
D6RF35_HUMAN
A1AT_HUMAN
A1BG_HUMAN
APOA4_HUMAN
E7ETN3_HUMAN
APOA1_HUMAN
C1S_HUMAN
CD5L_HUMAN
THRB_HUMAN
IGHM_HUMAN
SAMP_HUMAN
HPTR_HUMAN

HEP2_HUMAN

Afamin
Vitronectin
Alpha 2 macroglobulin

Complement C3

cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin

cDNA FLJ76826 highly similar to Homo sapiens cepldgmin ferroxidase

CP mRNA

Complement factor H
Vitamin D binding protein
Alpha 1 antitrypsin

Alpha 1B glycoprotein
Apolipoprotein A IV
Uncharacterized protein
Apolipoprotein A |
Complement C1s subcomponent
CD5 antigen like
Prothrombin

Ig mu chain C region

Serum amyloid P component
Haptoglobin related protein

Heparin cofactor 2

1777.66
5679.42
79323.34
103367.10

188508.50

21073.75
13404.46
40213.04
109062.60
20667.82
6071.76
23794.11
46364.00
1624.61
1318.69
7760.71
10936.37
4090.96
44612.15

1564.95

0.86
0.88
0.89
0.90
0.92

0.94
0.95
0.95
1.04
1.05
1.08
1.09
1.12
1.13
1.14
1.14
1.14
1.15
1.17

1.17

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED
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IGJ_HUMAN Immunoglobulin J chain 6534.17 1.20
HPT_HUMAN Haptoglobin 88686.21 1.20
C0O9_HUMAN Complement component C9 294.21 1.21
Q86TT1_HUMAN Full length cDNA clone CSODD006YLO02 of NeuroblastahHomo 12106.20 1.21
sapiens human
PON1_HUMAN Serum paraoxonase arylesterase 1 1968.45 1.27
CPN2_HUMAN Carboxypeptidase N subunit 2 145.72 1.30
D9IWP9_HUMAN Beta 2 glycoprotein | Fragment 18547.61 1.32
Q5VY30_HUMAN Plasma retinol binding protein 1 1483.52 1.36
CLUS_HUMAN Clusterin 12211.18 1.49
FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain 33661.36 1.55
APOA2 HUMAN  Apolipoprotein A ll 4007.37 2.27

UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

upP

UP

TABELA 4 — Lista de proteinas plasmaticas idendifias na fracao retida em matriz de Frutalina-SepbhafPico 2) de mulheres com cancer de mama destiédio |

(inicial) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductalpelz(;(t)élglgiovlersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO El)\l(:;/REELSDS%\O
Q6N092_HUMAN Putative uncharacterized protein DKFZp686K 18196 dgfeent 36802.04 0.41 DOWN
Q9NPP6_HUMAN  Immunoglobulin heavy chain variant Fragment 17866.64 0.53 DOWN
Q8NEJ1_HUMAN Uncharacterized protein 86719.59 0.60 DOWN
F5GXS0_HUMAN Cib B 41296.95 0.64 DOWN
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B2R8I2_HUMAN
FIBB_HUMAN
Q6MZQ6_HUMAN
B7ZLE5_HUMAN

KV101_HUMAN

ASK3E4_HUMAN
Q8N355_HUMAN

Q8NCL6_HUMAN
VTNC_HUMAN
Q6GMW4_HUMAN
HEMO_HUMAN
IGJ_HUMAN
IGHM_HUMAN
Q6MZV6_HUMAN

Q6ZVX0_HUMAN
AMBP_HUMAN
E9PHKO_HUMAN

B4DPP8_HUMAN

cDNA FLJ93914 highly similar to Homo sapiens hisiidrich glycoprotein HRG
MRNA

Fibrinogen beta chain

Putative uncharacterized protein DKFZp686G11190
FN1 protein

Ig kappa chain V | region AG

cDNA FLJ78367 highly similar to Homo sapiens filmgren A alpha polypeptide
FGA transcriptvaria

IGL protein

cDNA FLJ90170 fis clone MAMMAZ1000370 highly simtlaig alpha 1 chain C
region

Vitronectin

IGL protein

Hemopexin

Immunoglobulin J chain

Ig mu chain C region

Putative uncharacterized protein DKFZp686L19235

cDNA FLJ41981 fis clone SMINT2011888 highly simitaProtein Tro alphal H
myeloma

Protein AMBP
Tetranectin

cDNA FLJ53075 highly similar to Kininogen 1

8247.17
14800.35
2964.75
14423.90

7683.56

9077.80

89642.59

36698.85
1051.50
82101.37
45971.04
21557.39
1082.37

28265.69

21264.71
31516.27
2878.24

8802.97

0.68
0.73
0.73
0.76

0.80

0.82

0.82

0.84
0.85
0.87
0.93
1.09
1.15
1.16

1.16
1.17
1.23
1.26

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
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APOA1_HUMAN

A2MG_HUMAN

Q96K68_HUMAN
CLUS_HUMAN
APOC3_HUMAN
Q567P1_HUMAN
Q6GMX0_HUMAN

Apolipoprotein A |

Alpha 2 macroglobulin

cDNA FLJ14473 fis clone MAMMA1001080 highly simtiaHomo sapiens

SNC73 protein SNC73 mRNA
Clusterin

Apolipoprotein C 11l

IGL protein

Uncharacterized protein

5594.32

1302.46

34989.58
1846.24
4164.40

85322.29

130309.10

1.32

1.35

1.43
1.57
1.68
1.92

3.03

UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED
upP
upP
upP
upP

TABELA 5 — Lista de proteinas plasmaticas idendifias na fracdo retida em matriz de Frutalina-SegbafPico 2) de mulheres com cancer de mama destigio I
(intermediario) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductalzlgtoélgl;io UersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E,;I(:Z\’/REELSDS?&O

Q6N092_HUMAN  Putative uncharacterized protein DKFZp686K18196 dreent 36802.04 0.27 DOWN
Q9NPP6_HUMAN Immunoglobulin heavy chain variant Fragment 17866.64 0.52 DOWN
B7ZLE5_HUMAN  FN1 protein 14423.90 0.55 DOWN
F5GXS0_HUMAN C4bB 41296.95 0.59 DOWN
KV116_HUMAN Ig kappa chain V | region Roy 6105.97 0.63 DOWN
IGHM_HUMAN Ig mu chain C region 1082.37 0.70 UNCHANGED
B4E1Z4 HUMAN Complement factor B 5692.44 0.70 UNCHANGED
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B2R8I2_HUMAN
Q9HCC1_HUMAN
KV101_HUMAN
Q6GMW4_HUMAN
VTNC_HUMAN
Q8NCL6_HUMAN
Q8N355_HUMAN
Q8NEJ1_HUMAN
PGRP2_HUMAN
HEMO_HUMAN
FIBB_HUMAN
A2MG_HUMAN
Q6P089_HUMAN
CO9_HUMAN

Q6MZV6_HUMAN

B4DPP8_HUMAN
APOA1_HUMAN
IGJ_HUMAN
Q6ZVX0_HUMAN

AON5G3_HUMAN

cDNA FLJ93914 highly similar to Homo sapiens hisiidrich glycoprotein HRG mRNA
Single chain Fv Fragment

Ig kappa chain V | region AG

IGL protein

Vitronectin

cDNA FLJ90170 fis clone MAMMA1000370 highly simtlalg alpha 1 chain C region
IGL protein

Uncharacterized protein

N acetylmuramoyl L alanine amidase

Hemopexin

Fibrinogen beta chain

Alpha 2 macroglobulin

IGH protein

Complement component C9

Putative uncharacterized protein DKFZp686L.19235

cDNA FLJ53075 highly similar to Kininogen 1

Apolipoprotein A |

Immunoglobulin J chain

cDNA FLJ41981 fis clone SMINT2011888 highly simitaProtein Tro alphal H myeloma

Rheumatoid factor G9 light chain Fragment

8247.17
7583.12
7683.56
82101.37
1051.50
36698.85
89642.59
86719.59
2414.54
45971.04
14800.35
1302.46
16000.74
1057.90

28265.69

8802.97
5594.32
21557.39
21264.71

1640.68

0.72
0.75
0.79
0.84
0.84
0.84
0.84
0.84
0.85
0.85
0.85
0.86
0.86
0.86

0.87

0.91
0.93
0.94
1.27

1.31

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
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cDNA FLJ92374 highly similar to Homo sapiens C tiggin domain family 3 member B

B2R582_HUMAN CLEC3B mRN 2838.22 1.38 UNCHANGED
Q96K68 HUMAN  cDNA FLJ14473 fis clone MAMMA21001080 highly simtiaHomo sapiens 34989.58 1.39 UNCHANGED

CLUS_HUMAN Clusterin 1846.24 1.60 UP
APOC3 _HUMAN  Apolipoprotein C llI 4164.40 1.62 UP
Q567P1_HUMAN IGL protein IGLPE2 SV 1 85322.29 1.84 UP
Q6GMX0_HUMAN Uncharacterized protein 130309.10 2.56 uUpP

TABELA 6 — Lista de proteinas plasmaticas idendifias na fracdo retida em matriz de Frutalina-SeghaiPico 2) de mulheres com cancer de mama desti&dio 11|
(avancado) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductal le(ftggl:o INersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E,;I(:Z\’/REELSDS',E&O
. Q9HCC1_HUMAN  Single chain Fv Fragment 7583.12 0.35 DOWN
Q9NPP6_HUMAN  Immunoglobulin heavy chain variant Fragment 17866.64 0.48 DOWN
Q6P089_HUMAN IGH protein 16000.74 0.49 DOWN
Q6N092_HUMAN Putative uncharacterized protein DKFZp686K 18196 dgfeent 36802.04 0.50 DOWN
Q8NCL6_HUMAN  cDNA FLJ90170 fis clone MAMMA21000370 highly simtlaig alpha 1 chain C region 36698.85 0.58 DOWN
F5GXSO0_HUMAN C4bB 41296.95 0.59 DOWN
KV116_HUMAN Ig kappa chain V | region Roy 6105.97 0.68 UNCHANGED
B4E1Z4 HUMAN Complement factor B 5692.44 0.68 UNCHANGED
Q8NEJ1_HUMAN Uncharacterized protein 86719.59 0.70 UNCHANGED

B7ZLE5_HUMAN FN1 protein 14423.90 0.72 UNCHANGED
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IGHM_HUMAN
Q6GMW4_HUMAN
Q8N355_HUMAN
KV101_HUMAN
A2MG_HUMAN
E9PHKO_HUMAN
HEMO_HUMAN
CO9_HUMAN
Q6MZV6_HUMAN
IGJ_HUMAN
AMBP_HUMAN
VTNC_HUMAN
B2R8I2_HUMAN
APOAL_HUMAN

Q567P1_HUMAN

Q96K68_HUMAN

FIBB_HUMAN

ABK3E4_HUMAN

APOC3_HUMAN

Ig mu chain C region

IGL protein

IGL protein

Ig kappa chain V | region AG

Alpha 2 macroglobulin

Tetranectin

Hemopexin

Complement component C9
Putative uncharacterized protein DKFZp686L19235

Immunoglobulin J chain

Protein AMBP

Vitronectin

cDNA FLJ93914 highly similar to Homo sapiens hisiidrich glycoprotein HRG mRNA

Apolipoprotein A |

IGL protein

cDNA FLJ14473 fis clone MAMMA1001080 highly simtlaHomo sapiens SNC73 protein

SNC73 mRNA

Fibrinogen beta chain

cDNA FLJ78367 highly similar to Homo sapiens filogen A alpha polypeptide FGA

transcriptvaria

Apolipoprotein C 11l

1082.37
82101.37
89642.59

7683.56

1302.46

2878.24
45971.04

1057.90
28265.69
21557.39
31516.27

1051.50

8247.17

5594.32

85322.29

34989.58

14800.35

9077.80

4164.40

0.73
0.74
0.77
0.77
0.85
0.87
0.90
0.90
0.91
0.92
1.06
1.11
1.11
1.11

1.22

1.30

1.34

1.35

1.39

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED

UNCHANGED
UNCHANGED
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Q6MZQ6_HUMAN  Putative uncharacterized protein DKFZp686G11190 2964.75 1.63 upP

Q6GMX0_HUMAN  Uncharacterized protein 130309.10 2.64 UpP

TABELA 7 — Lista de proteinas plasmaticas idergifias na fragdo ndo retida em matriz de DAL-Sepbaf@®o 1) de mulheres com cancer de mama dudtaied
(inicial) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductalzgt%\glgiwlersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO El)\l(:;/REELSDS%\O

B4E1Z4 HUMAN Complement factor B 19890.07 0.07 DOWN

Q8NEJ1_HUMAN Uncharacterized protein 42650.55 0.66 DOWN

A2MG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 28074.99 0.68 UNCHANGED
VTNC_HUMAN Vitronectin 8387.47 0.70 UNCHANGED
B7ZLE5_HUMAN FN1 protein 7228.38 0.74 UNCHANGED
PEDF_HUMAN Pigment epithelium derived factor 292.91 0.77 UNCHANGED
CFAH_HUMAN Complement factor H 7962.47 0.79 UNCHANGED
Q86TT1_HUMAN Full length cDNA clone CSODDO006YL02 of NeuroblastarhHomo sapiens human 7441.61 0.83 UNCHANGED
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin 252660.80 0.90 UNCHANGED
CERU_HUMAN Ceruloplasmin 27963.75 0.91 UNCHANGED
A1AG1_HUMAN  Alpha 1 acid glycoprotein 1 18594.76 1.05 UNCHANGED
HPT_HUMAN Haptoglobin 97704.73 1.06 UNCHANGED
D6RF35 HUMAN Vitamin D binding protein 28993.84 1.07 UNCHANGED

FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain FGB PE 1 SV 2 32246.21 1.12 UNCHANGED
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TRFE_HUMAN

D9IWP9_HUMAN

HPTR_HUMAN

APOA1_HUMAN

THRB_HUMAN

APOA2_HUMAN
Q6N041_HUMAN

Q53H26_HUMAN

PLMN_HUMAN

Serotransferrin 311585.00
Beta 2 glycoprotein | Fragment 15517.56
Haptoglobin related protein 28535.33
Apolipoprotein A | 40912.72
Prothrombin 6530.39
Apolipoprotein A Il 11999.16
Putative uncharacterized protein DKFZp686016217dment 2825.36
Transferrin variant Fragment 293171.31
Plasminogen 2209.08

1.15
1.15
1.17
1.20
1.21
1.34
1.36
1.36
1.58

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
upP

TABELA 8 — Lista de proteinas plasmaticas idergifias na fracdo ndo retida em matriz de DAL-Sepb&f@Eo 1) de mulheres com cancer de mama dudédied!|

(intermediario) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductal Ile(i(é)\glio llersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E’)\I(:Q/REIIE_SDSI,E&O
VTNC_HUMAN Vitronectin 8387.47 0.59 DOWN
Q8NEJ1_HUMAN Uncharacterized protein 42650.55 0.60 DOWN
Q6N041_HUMAN Putative uncharacterized protein DKFZp686016217dfment 2825.36 0.67 UNCHANGED
CFAH_HUMAN Complement factor H 7962.47 0.75 UNCHANGED
B7ZLE5_HUMAN FN1 protein 7228.38 0.80 UNCHANGED
A2MG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 28074.99 0.90 UNCHANGED
HPT_HUMAN Haptoglobin 97704.73 1.03 UNCHANGED
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CERU_HUMAN Ceruloplasmin 27963.75 1.05 UNCHANGED
HEMO_HUMAN Hemopexin 53209.75 1.06 UNCHANGED
D6RF35 HUMAN Vitamin D binding protein 28993.84 1.09 UNCHANGED
APOA1_HUMAN  Apolipoprotein A | 40912.72 1.09 UNCHANGED
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin 252660.80 1.14 UNCHANGED
THRB_HUMAN Prothrombin 6530.39 1.15 UNCHANGED
HPTR_HUMAN Haptoglobin related protein 28535.33 1.15 UNCHANGED
D9IWP9_HUMAN Beta 2 glycoprotein | Fragment 15517.56 1.15 UNCHANGED
A1AG2_HUMAN  Alpha 1 acid glycoprotein 2 9028.49 1.20 UNCHANGED
HEP2_HUMAN Heparin cofactor 2 649.24 1.21 UNCHANGED
A1BG_HUMAN Alpha 1B glycoprotein 31658.60 1.21 UNCHANGED
APOA2_HUMAN  Apolipoprotein A 1l 11999.16 1.23 UNCHANGED
TRFE_HUMAN Serotransferrin 311585.00 1.25 UNCHANGED
A1AG1_HUMAN  Alpha 1 acid glycoprotein 1 18594.76 1.26 UNCHANGED
A2AP_HUMAN Alpha 2 antiplasmin 5520.93 1.27 UNCHANGED
PGRP2_HUMAN N acetylmuramoyl L alanine amidase 870.24 1.32 UNCHANGED
CLUS_HUMAN Clusterin 6560.15 1.32 UNCHANGED
Q5VY30_HUMAN Plasma retinol binding protein 1 182 797.45 1.34 UNCHANGED
ZA2G_HUMAN Zinc alpha 2 glycoprotein 6252.03 1.34 UNCHANGED

IGHM_HUMAN Ig mu chain C region 6125.10 1.36 UNCHANGED
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C0O9_HUMAN Complement component C9 604.96 1.36 UNCHANGED
APOC3_HUMAN  Apolipoprotein C IlI 4601.90 1.38 UNCHANGED
APOA4 HUMAN  Apolipoprotein A IV 2646.20 1.38 UNCHANGED
Q86TT1_HUMAN Full length cDNA clone CSODDO006YL02 of NeuroblastamhHomo sapiens human 7441.61 1.42 UNCHANGED
PLMN_HUMAN Plasminogen 2209.08 1.68 UP

TABELA 9 — Lista de proteinas plasméticas idergifias na fracdo ndo retida em matriz de DAL-Sephgi@so 1) de mulheres com cancer de mama dudtdiedl!
(avancado) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductal gslfgglio INersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E)N<'F\,/FEESDS§O

Q8NEJ1_HUMAN Uncharacterized protein 42650.55 0.59 DOWN

VTNC_HUMAN Vitronectin 8387.47 0.63 DOWN

B7ZLE5_HUMAN FN1 protein 7228.38 0.74 UNCHANGED
CFAH_HUMAN Complement factor H 7962.47 0.79 UNCHANGED
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin 252660.80 0.79 UNCHANGED
AFAM_HUMAN Afamin 2245.67 0.79 UNCHANGED
CERU_HUMAN Ceruloplasmin 27963.75 0.85 UNCHANGED
A2MG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 28074.99 0.89 UNCHANGED
B4E174 HUMAN Complement factor B 19890.07 0.90 UNCHANGED

Q53H26_HUMAN Transferrin variant Fragment 293171.31 0.91 UNCHANGED
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HEMO_HUMAN Hemopexin 53209.75
APOA2_HUMAN  Apolipoprotein A 1l 11999.16
D6RF35 HUMAN Vitamin D binding protein 28993.84
A1BG_HUMAN Alpha 1B glycoprotein 31658.60
THRB_HUMAN Prothrombin 6530.39
HPT_HUMAN Haptoglobin 97704.73
HPTR_HUMAN Haptoglobin related protein 28535.33
D9IWP9_HUMAN Beta 2 glycoprotein | Fragment 15517.56
FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain 32246.21
Q86TT1_HUMAN Full length cDNA clone CSODDO006YL02 of NeuroblagstahHomo sapiens human 7441.61
IGHM_HUMAN Ig mu chain C region 6125.10
APOC3_HUMAN  Apolipoprotein C IlI 4601.90
PLMN_HUMAN Plasminogen 2209.08

0.91
0.91
0.93
1.07
1.09
1.14
1.21
1.22
1.27
1.40
1.43
1.43

1.60

UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

upP

TABELA 10 — Lista de proteinas plasmaticas idecdifias na fracao retida em matriz de DAL-Sephaf@®se ) de mulheres com cancer de mama ductaliestéigicial)

comparadas com mulheres saudaveis

Pico Il
Mulheres com cancer de mama ductal estagioviersusMulheres sem cancer de mama
x x NIVEL DE
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO EXPRESSAO
HEMO_HUMAN Hemopexin 1048.35 1.55 UP
CO3_HUMAN Complement C3 3896.21 1.60 UP



152

3446.98 1.72 upP

HPT_HUMAN Haptoglobin

TABELA 11 — Lista de proteinas plasmaticas idecdifias na fracdo retida em matriz de DAL-SepharBgm® (2) de mulheres com cancer de mama ductaliestag
(intermediario) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductalzgtoé\glglio llersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E’)\I(:Q/REIIE_SDSI,E&O
PZP_HUMAN Pregnancy zone protein 4735.05 1.23 UNCHANGED
HPT_HUMAN Haptoglobin 3446.98 1.72 UP
HEMO_HUMAN Hemopexin 1048.35 1.99 UP
CO3_HUMAN Complement C3 3896.21 2.12 UP

TABELA 12 — Lista de proteinas plasmaticas idecdifias na fracdo retida em matriz de DAL-SepharBsm (2) de mulheres com cancer de mama ductaliediag
(avancado) comparadas com mulheres saudaveis

Mulheres com cancer de mama ductal lectgglilo INersusMulheres sem cancer de mama
ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO EI;I(:Z\’/R"EELSDSI,E&O
HEMO_HUMAN Hemopexin 1048.35 1.54 up
HPT_HUMAN Haptoglobin 3446.98 2.23 up
CO3_HUMAN Complement C3 3896.21 3.42 UP
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TABELA 13 - Lista de proteinas plasmaticas idecdifias ngpool de plasma de mulheres com cancer de mama duatatdgio precoce, comparadas com mulheres
saudaveis sem fracionamento prévio em coluna dedegegetal imobilizada

Mulheres com cancer de mama ductal estagioviersusMulheres sem cancer de mama

ACESSO DESCRICAO ESCORE  RAZAO E)N<'F\,/FEESDS§O
Q8NCL6_HUMAN  cDNA FLJ90170 fis clone MAMMA21000370 highly simtlaig alpha 1 chain C region 23685.91 0.02 DOWN
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin 181692.20 0.46 DOWN
A1AG1 HUMAN Alpha 1 acid glycoprotein 1 16212.86 0.66 DOWN
Q6MzV6_HUMAN  Putative uncharacterized protein DKFZp686L19235 13150.50 0.74 UNCHANGED
VTNC_HUMAN Vitronectin 7171.00 0.75 UNCHANGED
A2MG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 82695.92 0.76 UNCHANGED
CBG_HUMAN Corticosteroid binding globulin 506.39 0.77 UNCHANGED
AlAT_HUMAN Alpha 1 antitrypsin 62695.45 0.77 UNCHANGED
A1BG_HUMAN Alpha 1B glycoprotein 21473.18 0.79 UNCHANGED
A2AP_HUMAN Alpha 2 antiplasmin 5365.25 0.79 UNCHANGED
HEMO_HUMAN Hemopexin 27053.98 0.80 UNCHANGED
CFAH_HUMAN Complement factor H 8265.72 0.80 UNCHANGED
AFAM_HUMAN Afamin 1240.27 0.81 UNCHANGED
B7ZLE5_HUMAN FN1 protein 9573.30 0.82 UNCHANGED
ZA2G_HUMAN Zinc alpha 2 glycoprotein 4052.91 0.82 UNCHANGED
CO3_HUMAN Complement C3 113929.00 0.84 UNCHANGED

CERU_HUMAN Ceruloplasmin 20491.83 0.84 UNCHANGED



CLUS_HUMAN
PON1_HUMAN
HEP2_HUMAN
D6RF35_HUMAN
HPTR_HUMAN
TRFE_HUMAN
FIBG_HUMAN
FIBB_HUMAN
Q86TT1_HUMAN
APOA1_HUMAN
IGHM_HUMAN
DIIWP9_HUMAN
APOA2_HUMAN
C4BPA_HUMAN
CO4A_HUMAN

Q5FWF9_HUMAN

Clusterin

Serum paraoxonase arylesterase 1

Heparin cofactor 2

Vitamin D binding protein

Haptoglobin related protein

Serotransferrin GN TF PE 1 SV 3

Fibrinogen gamma chain

Fibrinogen beta chain OS Homo sapiens GN FGB PE 2 S
Full length cDNA clone CSODDO006YL02 of Neuroblagt@mhHomo sapiens human
Apolipoprotein A |

Ig mu chain C region

Beta 2 glycoprotein | Fragment

Apolipoprotein A Il

C4b binding protein alpha chain

Complement C4 A

IGL protein

12679.21
12591.48
589.23
19993.47
29726.03
226601.20
45288.43
23058.88
17396.79
22597.56
10855.73
12117.33
6359.78
1314.16
28340.88

30582.23

0.84
0.84
0.86
0.88
0.91
0.93
1.13
1.15
1.16
1.17
1.22
1.28
1.43
1.43
1.97
2.20
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UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED

upP

upP
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TABELA 14 — Lista de proteinas plasmaticas idecdifias ngool de plasma de mulheres com cancer de mama ducésitéigio intermediario, comparadas com mulheres
saudaveis sem fracionamento prévio em coluna dedegegetal imobilizada

Mulheres com cancer de mama ductal estagio llersusMulheres sem cancer de mama

ACESSO DESCRICAO ESCORE  RAZAO E’;'<'F\,/§I'E-SDSEAO
Q8NEJ1_HUMAN Uncharacterized protein 37741.15 0.41 DOWN
Q6MzV6_HUMAN  Putative uncharacterized protein DKFZp686L19235 13150.50 0.73 UNCHANGED
Q8NCL6_HUMAN  cDNA FLJ90170 fis clone MAMMA1000370 highly simtlaig alpha 1 chain C region 23685.91 0.75 UNCHANGED
APOC3_HUMAN Apolipoprotein C 1lI 14762.00 0.76 UNCHANGED
CFAH_HUMAN Complement factor H 8265.72 0.77 UNCHANGED
AFAM_HUMAN Afamin 1240.27 0.81 UNCHANGED
A2MG_HUMAN Alpha 2 macroglobulin 82695.92 0.82 UNCHANGED
B7ZLE5_HUMAN FN1 protein FN1 PE2 SV 1 9573.30 0.82 UNCHANGED
A1AG1 HUMAN Alpha 1 acid glycoprotein 1 16212.86 0.82 UNCHANGED
VTNC_HUMAN Vitronectin 7171.00 0.85 UNCHANGED
CO3_HUMAN Complement C3 113929.00 0.86 UNCHANGED
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin 181692.20 0.86 UNCHANGED
AL1AT_HUMAN Alpha 1 antitrypsin 62695.45 0.87 UNCHANGED
HEMO_HUMAN Hemopexin 27053.98 0.88 UNCHANGED
D6RF35_HUMAN Vitamin D binding protein 19993.47 0.89 UNCHANGED
CERU_HUMAN Ceruloplasmin 20491.83 0.94 UNCHANGED
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HPTR_HUMAN Haptoglobin related protein 29726.03 0.94 UNCHANGED
TRFE_HUMAN Serotransferrin 226601.20 1.11 UNCHANGED
IGHM_HUMAN Ig mu chain C region 10855.73 1.15 UNCHANGED
FIBB_HUMAN Fibrinogen beta chain 23058.88 1.15 UNCHANGED
APOAl1_HUMAN Apolipoprotein A | 22597.56 1.16 UNCHANGED
PGRP2_HUMAN N acetylmuramoyl L alanine amidase 1996.47 1.22 UNCHANGED
FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma chain 45288.43 1.22 UNCHANGED
D9IWP9_HUMAN Beta 2 glycoprotein | Fragment 12117.33 1.35 UNCHANGED
APOA2_HUMAN Apolipoprotein A Il 6359.78 1.43 UNCHANGED
CO4A_HUMAN Complement C4 A 28340.88 1.58 UP

TABELA 15 — Lista de proteinas plasmaticas idecdifias ngool de plasma de mulheres com cancer de mama duktaktégio avancado comparadas com mulheres
saudaveis sem fracionamento prévio em coluna dedegegetal imobilizada

Mulheres com cancer de mama ductal estagio INersusMulheres sem cancer de mama

ACESSO DESCRICAO ESCORE RAZAO E’)\I(:;/REELSDS%\O
Q6MzV6_HUMAN  Putative uncharacterized protein DKFZp686L19235 13150.50 0.05 DOWN
Q8NCL6_HUMAN  cDNA FLJ90170 fis clone MAMMA1000370 highly simtlaig alpha 1 chain C region 23685.91 0.21 DOWN
B4E1B2_HUMAN cDNA FLJ53691 highly similar to Serotransferrin ¥ $ 181692.20 0.61 DOWN
B7ZLE5_HUMAN FN1 protein 9573.30 0.73 UNCHANGED
PON1_HUMAN Serum paraoxonase arylesterase 1 12591.48 0.74 UNCHANGED

IGHM_HUMAN Ig mu chain C region 10855.73 0.75 UNCHANGED



AFAM_HUMAN
CFAH_HUMAN
A2AP_HUMAN
A2MG_HUMAN
AMBP_HUMAN
VTNC_HUMAN
CLUS_HUMAN
CO3_HUMAN
CERU_HUMAN
D6RF35_HUMAN
A1AG1_HUMAN
HEMO_HUMAN
A1BG_HUMAN
FIBG_HUMAN
FIBB_HUMAN
ALIAT_HUMAN
TRFE_HUMAN
APOA1_HUMAN
HPTR_HUMAN
APOA2_HUMAN

D9IWP9_HUMAN

Afamin

Complement factor H
Alpha 2 antiplasmin

Alpha 2 macroglobulin
Protein AMBP

Vitronectin

Clusterin

Complement C3
Ceruloplasmin

Vitamin D binding protein
Alpha 1 acid glycoprotein 1
Hemopexin

Alpha 1B glycoprotein
Fibrinogen gamma chain
Fibrinogen beta chain
Alpha 1 antitrypsin
Serotransferrin
Apolipoprotein A |
Haptoglobin related protein
Apolipoprotein A Il

Beta 2 glycoprotein | Fragment

1240.27
8265.72
5365.25
82695.92
3553.69
7171.00
12679.21
113929.00
20491.83
19993.47
16212.86
27053.98
21473.18
45288.43
23058.88
62695.45
226601.20
22597.56
29726.03
6359.78

12117.33

0.76
0.76
0.79
0.83
0.83
0.84
0.84
0.87
0.87
0.88
0.88
0.90
0.90
0.91
0.91
0.94
0.95
1.08
1.09
1.34

1.54
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UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
UNCHANGED
upP
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CO4A_HUMAN Complement C4 A 28340.88 1.72 UP

Q5FWF9_HUMAN  IGL protein 30582.23 2.64 upP




