UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOQUIMICA

LEONARDO PRIMO BEZERRA

GLICOPROTEINAS SERICAS LIGANTES DA LECTINA DE DIOCLEA ALTISSIMA
NO ESTUDO DE DOENCAS PROSTATICAS

FORTALEZA
2014



LEONARDO PRIMO BEZERRA

GLICOPROTEINAS SERICAS LIGANTES DA LECTINA DE DIOCLEA ALTISSIMA NO
ESTUDO DE DOENCAS PROSTATICAS

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de P6s-Graduacdo em Bioquimica,
do Centro de Ciéncias, da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial para
obtencdo do Titulo de Mestre em Bioquimica.

Area de concentragio: Protedmica

Orientador: Prof. Dr. Renato de Azevedo
Moreira
Co-orientadora: Profa. Dra. Ana Cristina de

Oliveira Monteiro Moreira

FORTALEZA
2014



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacéo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca de Ciéncias e Tecnologia

B469g

Bezerra, Leonardo Primo.

Glicoproteinas séricas ligantes da lectina de dioclea altissima no estudo de doencgas prostaticas
/ Leonardo Primo Bezerra. — 2014.

101 f. :il. color., enc. ; 30 cm.

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal do Cearda, Centro de Ciéncias, Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular, Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica, Fortaleza,
2014.

Area de Concentragéo: Protedmica.

Orientacéo: Prof. Dr. Renato de Azevedo Moreira.

Coorientacéo: Prof. Dr. Ana Cristina de Oliveira Monteiro Moreira.

1. Prostata - Cancer. 2. Espectrometria de massa. 3. Protedmica. 1. Titulo.

CDD 574.192




LEONARDO PRIMO BEZERRA

GLICOPROTEINAS SERICAS LIGANTES DA LECTINA DE DIOCLEA ALTISSIMANO
ESTUDO DE DOENCAS PROSTATICA

Dissertagio de Mestrado apresentada  ao
Programa de Pos-Graduagdo em Bioquimica.
do Centro de Ciéncias. da Universidade
Federal do Ceara, como requisito parcial para
obtengdo do Titulo de Mestre em Bioquimica.

Area de concentragdo: Protedmica

Aprovada em: 28/ F/ 2014

BANCA EXAMINADORA

WQ
Prof. Dr. Renato Afevedo Aoreim (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)
b ) \
Pr . Ana Ur liveira Monteiro Moreira

Universidade de Fortaleza (UNIFOR)

WO U\c«u
Prof. Dr. Marcio Viana Ramos
Universidade Federal do Ceara (UFC)

P

Dr. Frederico Bruno Mendes Batista Moreno
Universidade de Fortaleza (UNIFOR)




Ao meu pai, Ivan Primo (In memorian).



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, sem o qual nada disso seria possivel, por sempre estar a0 meu
lado, ter me guiado e ajudado a superar todos os obstaculos, que ndo foram poucos, tornando
possivel a conquista de mais esta etapa na minha vida.

A minha méae Lizieux Primo, ao meu pai lvan Primo (in memorian) e ao meu irmao
Rafael Primo pela construcdo de um lar baseado em cidadania e justica, e por sempre me
apoiaram, torceram e confiaram nas minhas decisdes.

Ao Prof. Dr. Renato de Azevedo Moreira, pela orientacdo, pelo apoio nos momentos
de dificuldade, e acima de tudo por ser um amigo em quem eu posso confiar e um exemplo de
profissional e ser humano, e também agradeco pela paciéncia e confianca depositada em mim.

A Profa. Dra. Ana Cristina de Oliveira Monteiro Moreira, pela orientacdo, pelo
exemplo de profissionalismo baseado em ética, moral e justica, pela sua disponibilidade em
me guiar nessa trajetdria que iniciou na graduacdo e foi de excelente valia para minha
formacéo pessoal, profissional e cientifica.

Ao Centro Integrado Regional de Oncologia — CRIO, especialmente a Dra. Claudia
Belém, ao Dr. Alexandre Sabdia, ao Dr, Galeno Taumaturgo e a querida Marcela pelo apoio
no recrutamento dos pacientes.

Aos professores participantes da Banca examinadora pelas valiosas colaboragbes e
sugestoes.

A minha namorada Diva Almeida que esteve sempre comigo durante esta caminhada
pela p6s-graduacao.

Aos amigos Raquel e Marténio que este mestrado me proporcionou conhecer, gostaria
de agradecer pelas orientacBes e consultorias cientificas, principalmente o Martbnio, que
sempre esteve a disposic¢ao para opinar sobre todos 0s assuntos pertinentes e a pesquisa.

Aos companheiros de laboratério Anténio Neto, Célio, DaL.ile, Felipe, Marcio, Marilia
e a todos que passaram pelo Ndcleo de Biologia Experimental, NUBEX, da UNIFOR.

Aos amigos Thiago Juca, Marina Lobo e Pepeu Mendes, pelo grande apoio, paciéncia
e pela valiosa contribuicdo na execucdo deste trabalho e na minha aprendizagem neste
mestrado.

Aos colegas da turma de mestrado, pelas reflexdes, criticas e sugestdes recebidas.

A Universidade de Fortaleza pela estrutura ofertada para o desenvolvimento deste
trabalho.

A CAPES, pelo apoio financeiro com a manutencéo da bolsa de auxilio.



A FINEP — Financiadora de estudos e projetos, 8 CNPq — Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico e a FUNCAP- Fundacdo Cearense ao Apoio

Cientifico e Tecndlogo pelo apoio financeiro concedido ao laboratorio do qual fiz parte.



"Consulte ndo a seus medos, mas a suas
esperancas e sonhos.

Pense ndo sobre suas frustracdes, mas sobre
seu potencial ndo usado.

Preocupa-se ndo com 0 que VOCé tentou e
falhou, mas com aquilo que ainda é possivel a

vocé fazer.” (Papa S&o Jodo XX2I)



RESUMO

Atualmente é crescente 0 numero de estudos com base na alteracdo de perfis glicoproteémicos
em diversas doencas, principalmente na busca de biomarcadores séricos para o cancer. A
identificacdo e quantificacdo direta, de glicoproteinas soroldgicas pouco abundantes, sdo
dificeis, pois proteinas muito abundantes no sangue podem dificultar a identificacdo. Assim,
ferramentas de fracionamento sdo necessarias para isolar, eficientemente, glicoformas
proteicas aberrantes no proteoma sanguineo. Tendo em vista a interacdo especifica e
reversivel de lectinas com glicoconjugados, o uso de lectinas imobilizadas em matriz
cromatografica tem sido frequente, visando fracionar misturas complexas, envolvendo
glicoproteinas, para posterior analise por espectrometria de massas. Mediante este contexto, o
objetivo do presente trabalho foi investigar o uso da lectina glucose/ manose ligante de
sementes de Dioclea altissima (DaL) imobilizada em matriz cromatogréafica Sepharose 4B®
(DaL-Sepharose), no fracionamento de glicoproteinas séricas e na pesquisa de potenciais
biomarcadores para o cancer de prostata (CaP). As glicoproteinas da fracdo retida, obtidas
pela cromatografia do soro sanguineo na matriz de DalL-Sepharose, foram identificadas e
quantificadas, por espectrometria de massas, e assim, foi obtido o perfil proteico para os trés
grupos estudados: controle, hiperplasia prostatica benigna e CaP. A identificacdo das
proteinas diferentemente expressas entre 0s grupos revelou 132 glicoproteinas, destas, 29
foram unicamente identificadas no grupo com céancer de prostata ou apresentaram uma razao
de In maior que 1,2, quando comparado a quantificacdo no grupo controle. Apds uma andlise
considerando a confiabilidade da identificacdo, estimada pelo escore, e as evidencias na
literatura que justifiquem um possivel envolvimento da proteina no cancer de prostata,
destacaram-se:  alfa-1-glicoproteina &cida, trombospondin-5, complemento C4 A,
heptaglobina, pregnancy zone protein, isoforma 3 de alfa-1-antitripsina, alfa-2-glicoproteina
rica em leucina e Zinc finger protein. A analise do soro sanguineo fracionado pela matriz
DalL-Sepharose, com prévia deplecdo de Albumina sérica humana e IgG, permitiu a
identificacdo de alfa-1-antitripsina e a proteina IGK “Gnicas” no grupo com CaP e a
pregnancy zone protein e a proteina like alfa 1 mieloma up reguladas no CaP quando
comparadas ao grupo controle. A identificacdo destas glicoproteinas gera novas perspectivas e
servem de indicativo para nortear a pesquisa e desenvolvimento de métodos de validagdo
destes resultados para usos clinicos.

Palavras-chave: Cancer de prostata, lectina, espectrometria de massas, proteémica.



ABSTRACT

Nowadays there are an increase number of studies based on the change of glycoproteomics
profiles in several diseases, especially in the search for serum biomarkers for cancer. The
direct identification and quantification of serum glycoprotein of low abundance are difficult,
because proteins very abundance in the blood can difficult the identification. Thus,
fractionation tools are necessary to isolate efficiently changed protein glycoforms on the
blood proteome. Given the specific and reversible interaction of lectins to glycoconjugates,
the use of immobilized lectins on chromatographic matrix has been frequent in order to
fractionate complex mixtures, involving glycoprotein for analysis for mass spectrometry. In
this context, the goal of this work was to investigate the use of binding glucose/ mannose
lectin from Dioclea altissima seed (DaL) immobilized on Sepharose chromatography matrix
4B® (DalL-Sepharose), on the fractionation of serum glycoproteins and research of potential
biomarkers for prostate cancer (PC). Glycoproteins from the retained fraction obtained by
chromatography of blood serum on DalL-Sepharose matrix were identified and quantified by
mass spectrometry and it was obtained the protein profile to the three groups: control, benign
prostatic hyperplasia and PC. The identification of differentially expressed proteins between
the groups showed 132 glycoproteins, in which 29 were only identified on the group with
prostate cancer or showed one reason of In greater than 1.2 when compared to quantification
on control group. After an analysis, considering the confiability of the identification,
estimated by score, and the evidences on the literature that justified a possible involvement of
the protein on prostate cancer, stood out: alpha-1-acid glycoprotein, thrombospondin-5
complement C4 A, haptoglobin, pregnancy zone protein, isoform 3 of alpha 1-antitrypsin,
alpha-2 glycoprotein rich in leucine and Zinc finger protein. The analysis of fractionated bood
serum by DaL-Sepharose matrix with prior depletion of Human Serum Albumin and 1gG
allowed the identification of alpha 1-antitrypsin and the IGK protein “only” on the group with
CaP and the pregnancy zone protein and protein like alfa-1 mieloma up regulated on CaP
when compared to the control group. The identification of these glycoproteins generates new
perspectives and suit as indicative for guiding research and validation methods development
of these results for clinical uses.

Keywords: prostate cancer, lectin, mass spectrometry, proteomic
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude estima para 0 ano de 2030: 27 milhdes de casos
incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhGes de pessoas vivas,
anualmente, com cancer (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Com o aumento da incidéncia e
da mortalidade por esta doenca, surge a necessidade pela busca de biomarcadores clinicos,
que possibilitem o diagndstico através de um simples exame de sangue (ADAMCZYK et al.,
2012).

A salde do homem foi um tema abordado pelo Ministério da saude (2008), que
ganhou atencdo especial com o lancamento da Politica Nacional de Atencdo a Salde do
Homem. Esta politica estimula pesquisas relacionadas a doengas, que representam maiores
agravos a salde masculina, como por exemplo, o cancer prostatico (CaP), que apresenta
elevada incidéncia e mortalidade.

O principal marcador sorolégico empregado no diagndstico do CaP é uma
glicoproteina, o antigeno prostatico especifico, PSA, que apesar de ser bastante utilizada,
apresenta algumas limitagdes de sensibilidade e especificidade influenciados pela natureza
heterogénea da doenca (SMITH et al., 2012; HEIDENREICH et al., 2011). Atualmente é
crescente o numero de estudos com base na alteracdo de perfis glicoprotebmicos em diversas
doencas, principalmente na busca de vantajosos biomarcadores séricos para o cancer (YOU et
al., 2010; HARBECK et al., 2014). E desejavel, que estes marcadores, possam ser Uteis na
compreensdo do mecanismo patoldgico da doenca e na complementacdo dos marcadores
atuais, tornando o diagndéstico mais seguro (SCHIESS et al., 2009).

A identificacdo e quantificacdo direta, de glicoproteinas soroldgicas pouco
abundantes, séo dificeis, pois proteinas muito abundantes no sangue podem mascarar essa
identificacio (MORTEZAI et al.,, 2012; UZUN et al., 2013). Assim, ferramentas de
fracionamento sdo necessarias para isolar, eficientemente, glicoformas proteicas aberrantes no
proteoma sanguineo (MEDVEDEYV et al., 2012). Tendo em vista a interacdo especifica e
reversivel de lectinas a glicoconjugados, o uso de lectinas imobilizadas em matriz
cromatografica tem sido frequente, visando fracionar misturas complexas, envolvendo
glicoproteinas, para posterior analise por espectrometria de massas (CLARK; MAO, 2012).

A lectina de sementes de Dioclea altissima (DaL) vem sendo utilizada pelo nosso
grupo de pesquisa em estudos de citotoxicidade com cultura de células de CaP, PC3M, e

também na investigacdo de cancer em material de tecido prostatico obtido por biopsia.
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Mediante este contexto, o objetivo do presente trabalho foi investigar o uso da lectina de
sementes de Dioclea altissima, DaL, imobilizada em matriz cromatografica Sepharose 4B®
(DaL-Sepharose), no fracionamento de glicoproteinas séricas e na pesquisa de potenciais

biomarcadores para o cancer de prostata.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Cancer

O cancer é um problema de saude publica em muitas partes do mundo (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2014). A doenca geralmente estd associada a dor, sofrimento e
degeneracgéo, equivalendo a uma sentenca de morte, ou seja, existe a crenca de que a morte
por cancer € sempre dolorosa e fatigante (BOSSONI et al., 2009). De acordo com o Sistema
de Informacdo sobre Mortalidade, no ano de 2011, as doencas do aparelho circulatério
ocuparam o primeiro lugar em causas de morte sendo a morte por neoplasia o segundo lugar
(DATASUS, 2011).

2.2 Cancer de prostata

No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer estimou para 2014 uma incidéncia de 62,8
casos a cada 100 mil homens no pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). As maiores
incidéncias de cancer de prostata (CaP) sdo observadas em paises desenvolvidos, sendo, por
vezes, a neoplasia mais frequente em homens. Segundo estimativas da Sociedade Americana
de Cancer, no ano de 2014 sdo esperados 233,0 novos casos de CaP para cada 100 mil
homens nos Estados Unidos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). Porém, regides de
baixa e media poténcia econdmica, como América latina, Africa subsaariana e Caribe
apresentam as maiores taxas de mortalidade por CaP (CENTER et al., 2012; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2008).

A etiologia que determina a manifestacéo clinica do CaP é largamente desconhecida.
Contudo, idade, hereditariedade/genética e etnia sdo reconhecidamente fatores de riscos para
0 desenvolvimento da doenca (HEIDENREICH et al.,, 2012). Além disso, estudos de
imigracdo sugerem que fatores exogenos estdo associados ao risco relativo de CaP. Por

exemplo, consumo de alcool, tabagismo e dieta rica em carne vermelha e gordura de origem
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animal favorece o desenvolvimento da doenga (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2008). Porém, ainda néo foi completamente estabelecido se a modificacdo destes fatores pode
minimizar a incidéncia e a mortalidade por essa neoplasia.

A suspeita de CaP € investigada por dosagem de antigeno prostéatico especifico
(PSA) no sangue e avaliacdo fisica da préstata pelo Toque Digital Retal (TDR), que podem
conduzir a biopsia de tecido prostatico guiada por ultrassonografia transretal (BERGER,
2011). O diagnostico definitivo depende da presenca de adenocarcinoma nos espécimes
histoldgicos de préstata obtidos pela biopsia guiada por ultrassonografia transretal (PAL et al.,
2013).

As dosagens do PSA sorologico total (PSA-st) tém sensibilidade que varia entre 70 e
90%. Sob o ponto de vista pratico, niveis sericos de PSA-st inferiores a 2,5ng/ mL em
pacientes com TDR normal sdo acompanhados de riscos despreziveis de presenca de CaP. Por
outro lado, se os niveis de PSA-st situarem-se entre 2,5 ng/mL e 10 ng/mL, a chance de existir
neoplasia prostatica varia de 23 a 40%. Quando os valoras de PSA-st superam 10ng/mL, o
risco de se identificar cancer na prostata é de 70% (KORKES et al., 2009; DAMBER; AUS,
2008).

O aumento da expectativa de vida e novas e eficazes formas de tratamentos podem
explicar uma maior incidéncia, acompanhada de uma reducdo da mortalidade, por CaP, em
paises ricos (AUVINEN et al, 2010; ZHU et al., 2012; SCHRODER; ROOBOL, 2012).
Porém, ndo ha evidéncias suficientes que justifiguem a implantagdo de um programa de
rastreamento populacional. A discussdo, sobre a implantacio de um programa de
rastreamento, reside no fato de que as metodologias empregadas atualmente conduzem a
biopsias desnecessarias, com 0 consequente aumento de custos e, eventualmente, da
morbidade relacionada ao procedimento (RHODEN; AVERBECK, 2010). Neste contexto,
surge a necessidade de novas formas de diagnostico eficaz na diferenciacdo entre CaP e
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e na avaliagdo da agressividade, risco, progressdo e
reincidiva do tumor (YOU et al., 2010).

2.3 Protedmica
As Proteinas sdo o reflexo de alteracfes celulares em diferentes 6rgdos e tecidos

vivos, e por isso sdo utilizadas no estudo e diagnostico de diversas doencas (KOCEVAR et

al., 2013). O perfil de proteinas em um dado momento é alterado como um resultado da
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amplificagdo, mutagéo, translocacdo, aumento ou diminuigdo da atividade transcricional de
um gene em uma célula, e ainda, por modificacdes pds-traducionais (MPTSs), como metilacéo,
fosforilacdo e glicosilacdo (PIN et al., 2013; SCHIESS et al., 2009).

A caracterizagdo das proteinas expressas por um determinado tecido e/ou organismo
em condigOes determinadas define o proteoma (MARTINKOVA et al., 2009); termo utilizado
pela primeira vez por Wilkins quando este ainda era tido, apenas, como complemento proteico
do genoma (HUBER, 2003). A area da protebmica oferece a possibilidade de se estudar, de
forma descritiva e quantitativa, o conjunto de proteinas, desde uma organela até um
ecossistema (BARBOSA et al., 2012). Além disso, variacdes proteicas em uma populagéo,
mudancas em resposta a um ambiente, mudancas decorrente do desenvolvimento normal ou
alterado, e modificacdes e interacGes com outras proteinas podem ser detectados por meio
desta ciéncia (VALLEDOR; JORRIN, 2011).

ConcentracGes elevadas de marcadores proteicos, frequentemente, s6 aparecem no
ultimo estagio da doenca (SCHIESS et al., 2009). Por esta razao, para permitir o diagndstico
precoce de uma doenca € necessario detecta-los, de forma rapida e garantida, mesmo quando
apenas um baixo nivel esta presente na amostra do paciente (GEMEINER et al., 2009). Em
geral, a eletroforese bidimensional (2D), com posterior sequenciamento de spots, e a
espectrometria de massas (EM) sdo as técnicas utilizadas para identificacdo de proteinas,
como marcadores bioquimicos, e no estudo de MPTs em diferentes condic¢des fisioldgicas e
patoldgicas (TISSOT et al., 2009).

Na eletroforese 2D as proteinas sdo separadas, inicialmente, de acordo com seu
ponto isoelétrico e em seguida pela sua massa molecular utilizando uma eletroforese PAGE-
SDS (BARBOSA et al., 2012). Apo6s coloracdo por prata ou coomasie, 0s Spots proteicos no
gel, com intensidades diferentes, podem representar biomarcadores. No passo seguinte esses
spots sdo removidos, por meio de um corte no gel, para identificar as proteinas por EM
(CARVALHO; DEGRAVE, 2006).

A Eletroforese 2D é um processo demorado, de alto custo, laborioso e geralmente
restrito a observacdo de proteinas desnaturadas em uma faixa de pH entre 3,5 e 11,5 e com
peso molecular variando de 7 ~ 150 kDa (FOURNIER et al.,, 2007; GILMORE;
WASHBURN, 2010; RABILLOUD et al., 2010). Essa tecnologia também se torna inviavel
para estudos de proteoma em larga escala, uma vez que seria necessaria a utilizacdo de
diversos géis bidimensionais para um estudo individualizado. A realizacéo de pools de fluidos

biolégicos é uma alternativa eficiente para analisar diversos materiais biologicos de uma so
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vez. Contudo, ao estudar pools perde-se a individualidade molecular dos pacientes
(CARVALHO; DEGRAVE, 2006).

A tecnologia empregada na EM evoluiu e atualmente estdo disponiveis equipamentos
de maior resolugdo, como o Waters nanoAcquity UPLC® Q-TOF, acoplado a uma coluna de
fase reversa, para separacdo de peptideos, e dotado de fonte ionizante eletrospray (LO
TURCO et al., 2010). Espectrometros de massas desse tipo podem ser utilizados para analise
de misturas complexas sem uma previa separacdo por eletroforese 2D, e assim apresentam
melhor reprodutibilidade, menor risco de contaminacdo e redugdo de tempo na andlise
(GILMORE; WASHBURN, 2010).

O principio de funcionamento de qualquer espectrometro de massas baseia-se na
deteccdo de ions de acordo com sua razdo massa/carga (m/z), sendo m a massa em u [massa
atbmica unificada, chamada também de Dalton (DA)] e z a carga formal (STEEN; MANN,
2004). A esséncia da técnica envolve a geracdo de ions que sdo depois detectados. A
sofisticacdo surge nos métodos que sdo usados para a geracdo desses ions € no modo de
analisa-los (BARBOSA et al., 2012).

Para serem analisadas por EM, as proteinas precisam ser quebradas em peptideos,
pois a massa de uma proteina ndo é suficientemente discriminante para identifica-la com
confianca (STEEN; MANN, 2004). Deste modo, as proteinas sdo digeridas por enzimas
proteoliticas, geralmente, utiliza-se a tripsina que hidrolisa proteinas clivando-as,
especificamente, no C-terminal da lisina e da arginina, gerando peptideos com pelo menos
dois sitios de protonacdo eficientes, um grupo amino N-terminal e o residuo C-terminal
basico, que sdo prontamente ionizados para serem detectados como ions positivos (BECKER,;
BERN, 2011).

Os espectrébmetros de massas sdao constituidos por: (i) uma fonte ionizacdo, como a
ionizacdo por eletrospray (ESI); (2) um analisador de massa que varia de simples, como Time-
of-Flight (TOF), a mais complexo, como Fourier Transform lon-Cyclotron Resonance
(FTICR); (2i) um detector de ions e (iv) uma unidade de aquisicdo de dados (WASINGER;
CORTHALS, 2002). Um esquema, geral, do processo de identificacdo de proteinas por

espectrometria de massas € mostrado na figura 1.
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Figura 1- Esquema ilustrativo o processo de identificacdo de proteinas por bottom-up, metodologia que consiste na separacéo dos peptideos obtidos apds digestao triptica de

solugdes proteicas complexas, seguida da analise por espectrometria de massas (MS), que pode incluir a fragmentacdo do ion precursor (MS/MS). O esquema ilustra a
ionizac&o por eletrospray (ESI), e cita alguns tipos de analisadores, como Time-of-Flight, TOF, e Fourier Transform lon-Cyclotron Resonance (FTICR).
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Os ions, produzidos pela fonte de ionizacdo, sdo acelerados em direcdo ao analisador
de massas para serem separados de acordo com a sua razdo m/z. Os dados de EM s&o
registrados como espectros que mostram a intensidade do ion pelo valor da sua razdo m/z. Os
espectros produzidos sdo comparados aos correspondentes fragmentos tedricos calculados a
partir de sequéncias de proteinas provenientes de bases de dados gendmicas (BATESON et
al., 2011). Para obter a identidade da proteina intacta, por sua vez, o0 mapa de peptideos
produzidos pode ser comparado a mapas tedricos de bases de dados genbmicas para
identificar a proteina com maior probabilidade de gerar esse mapa (BECKER; BERN, 2011;
COTTRELL, 2011).

A Espectrometria de massa em tandem, MS/MS, tem sido amplamente utilizada em
analise protedmica, nesta técnica um peptideo ionizado, para ser analisado, é seletivamente
isolado e fragmentado para se obter um espectro MS/MS (UMMANNI et al., 2008, GOOD et
al., 2011). O padrdo destes ions fragmentos depende da sequéncia de aminoécidos do seu ion
precursor, que pode ser comparado com o0s espectros teoricos, calculados a partir de
sequéncias de proteinas na base de dados. Se o espectro MS/MS medido para um peptideo
mostra uma correspondéncia confiavel com um dos espectros tedrico, o peptideo é
identificado e usado para o célculo do espectro tedrico (COTTRELL, 2011; KITO; ITO,
2008).

Uma vez que a analise por MS/MS identifica peptideos individuais, esta analise deve
ser combinada com a cromatografia liquida (LC) como um passo de separacdo de peptideos
que precede a EM. A LC é uma técnica comumente usada, onde peptideos sdo separados por
cromatografia liquida de fase reversa, e posteriormente, sdo ionizados por ESI e introduzidos
no espectrdometro de massa (MITCHELL, 2010; KITO; ITO, 2008).

Sistemas, como LC- MS/MS com fonte de ionizacdo ESI, tém auxiliado a anéalise
protedmica de amostras, altamente complexas, composta de um grande nimero de proteinas
(SILVA et al., 2006). O poder de resolucdo destes sistemas pode ser melhorado através da
utilizacdo de separagdo multidimensional, com uso de troca catiénica e cromatografia liquida
de fase reversa, para identificar mais proteinas em uma analise (PENG et al., 2003; LIU et al.,
2004).

Outro recurso da EM é a capacidade de obter informagdes quantitativas na analise do
protecoma. Desta forma, varias estratégias tém sido desenvolvidas para aprimorar a
quantificacdo em estudos protebmicos comparativos (MUELLER et al., 2008). As

metodologias empregadas podem ser divididos em duas categorias: uma € baseada na
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marcacdo com isdtopo estaveis e o0 outro € um método que ndo utiliza marcagdo com isotopos,
chamada label free (KITO; ITO, 2008).

Os recentes avangos em protedmica estdo produzindo poderosas plataformas que sdo
uteis ndo apenas para deteccdo de proteinas, mas também para quantificagio em muitos
fluidos diferentes, tais como urina, sangue, fluido seminal, e também em tecidos (BATESON
etal., 2011).

2.4 Protedmica no estudo de doengas

Embora o estudo de tumores por bidpsias do tecido possa fornecer uma variedade de
informac@es sobre a doenca, a identificacdo de biomarcadores em derivados do sangue, como
plasma ou soro, seria ideal; pois exigiria métodos relativamente ndo invasivos de coleta de
amostra dos pacientes (HESSELS et al., 2005; PIN et al., 2013). Além disso, derivados do
sangue contém uma diversidade de proteinas, secretadas a partir de células cancerigenas ou
produzidas/suprimidas em resposta a invasdo tumoral que podem ser utilizadas como
biomarcadores (SCHIESS et al., 2009; TISSOT et al., 2009). A expressdo aumentada /
diminuida de proteinas e peptideos em relacdo ao individuo saudavel devera ser Gtil como
indicador de crescimento tumoral (BATESON et al., 2011).

Contudo, derivados do sangue apresentam uma grande variedade de proteinas e com
isso um complexo dynamic range ou faixa dinamica (DRAKE et al., 2006). A faixa dinamica,
em protebmica, refere-se a situacdo em que algumas proteinas sdo expressas em maior
abundancia que outras (SCHIESS et al., 2009, DRAKE et al., 2011). Por exemplo, no plasma
sanguineo aproximadamente 22 proteinas constituem mais de 99% da massa total destas
moléculas, enquanto o restante, 1%, sdo proteinas de média e baixa abundancia. Nesse grupo
de proteinas pouco abundantes estdo aquelas Uteis no diagnostico e prognoéstico de doencas,
como o cancer (AHMED et al., 2005).

A grande complexidade de proteinas presentes nas amostras biol6gicas tem
dificultado os esforcos utilizando EM na identificacdo de biomarcadores com relevancia
clinica; principalmente devido a uma supressdo na ionizacdo das proteinas pouco abundantes
(DRAKE et al., 2011). Por isso, a remocdo prévia da maioria das proteinas altamente
abundantes mostrou melhorar a deteccdo de proteinas presente em quantidades relativamente
inferior (YANG et al., 2006). Portanto, amostras preparadas para analise protedmica por EM

devem incluir métodos de fracionamento prévios a identificagdo (MEDVEDEYV et al., 2012).
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Existem muitas metodologias de fracionamento de proteinas com base nas diferencas
de peso molecular, forma, carga, ponto isoelétrico (PI), hidrofobia e afinidade por meio de
interacdes biomoleculares especificas (REHMAN et al., 2012). A cromatografia de afinidade
tornou-se um método popular usado nos estudos protedbmicos, para separacdo de varios
grupos de proteinas. Essa técnica é util como uma ferramenta para geracdo de uma ampla
gama de informacdo em estudos de interacGes proteina-proteina, estudo de modificacdes pos-
traducionais ou a recuperacdo de um determinado alvo contido no proteoma (MEDVEDEYV et
al., 2012).

A cromatografia de afinidade baseada em imunodeplecdo € uma das ferramentas
utilizadas ha mais tempo para deplecdo de amostras complexas. Antes da era protebmica,
Takase e colaboradores (1987), utilizaram esta técnica cromatografica, com trés anticorpos
monoclonais distintos ligados covalentemente a uma matriz de Sepharose, para produzir um
plasma deficiente de fator-V2Il. Com o advento da era protedmica, a cromatografia de
imunodeplecdo foi introduzida como metodologia importante na pesquisa do proteoma
humano. Atualmente, esta técnica é largamente utilizada na pesquisa de biomarcadores em
varias doencas, dentre elas o cancer, para remover proteinas muito abundantes em fluidos
biolégicos (MEDVEDEV et al., 2012).

2.5 Glicoproteinas e o cancer

Aproximadamente 50% de todas as proteinas humanas sdo glicosiladas
(JANKOVIC, 2011). A ligacio da proteina a cadeia de glicano influencia suas propriedades
fisico-quimicas, seu dobramento, agregacdo, solubilidade e consequentemente na atuacdo
destas proteinas glicosiladas em muitos processos biolégicos (MEDVEDEYV et al., 2012),
incluindo, desenvolvimento, resposta imune, inflamacdo, divisdo e regulacdo celular.
Proteinas glicosiladas presentes na superficie e na matriz extracelular cria um ponto inicial de
contato nas interagcdes celulares (FRY et al., 2013). O reconhecimento de glicanos como
mediadores importantes em processos bioldgicos esta estimulando o crescente interesse na
pesquisa com enfoque em glicoproteinas (ADAMCZYK et al., 2012).

E consolidado que células cancerigenas possuem proteinas com glicosilagdes
alteradas, quando comparado com células normais. Além disso, alteragdes bioquimicas
decorrentes da doenca, que afetam a biossintese de glicanos, podem ser mais evidentes do que

as mudancas de proteinas relacionadas a doenca. (ADAMCZYK et al., 2012). As mudancas
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no padrdo de glicosilagdo sdo, geralmente, resultado da alteragdo na atividade de enzimas,
como glicosiltransferases e glicosidades. Essas alteracdes em glicoproteinas séo evidenciadas
pela presenca de glicoconjugados especificos presentes na superficie de células cancerigenas
(GHAZARIAN et al., 2011).

Existem varios tipos de glicosilagdes em glicoproteinas, com as duas mais comuns
ocorrendo com a formacédo de glicanos O-ligados e N-ligados (KIM; MISEK, 2011). Na N-
glicosilacdo, um oligossacarideo, previamente sintetizado, é transferido para o nitrogénio da
amida da cadeia lateral de uma asparagina, da proteina recentemente sintetizadas no reticulo
endoplasmatico. Enquanto a O-glicosilacdo ocorre numa fase posterior do processamento de
proteina, no aparelho de Golgi, e envolve a ligacdo de uma estrutura de glicano, geralmente
um residuo de N-acetilgalctosamina, a um residuo de serina ou treonina no hidroxi oxigénio
do aminodcido, entdo, outros monossacarideos sdo adicionados a esse carboidrato e um
oligossacarideo é formado (CLARK; MAO, 2012).

Alteracbes em glicanos N-ligados desenvolve um importante papel na adesao celular
utilizada em processos de invasdo e metastase de tumores (SCHIESS et al., 2009; YANG et
al., 2006; ZENG et al., 2010). A maioria das proteinas localizadas na membrana celular ou na
superficie celular é secretada, e desta maneira podem ser detectadas no sangue (KOCEVAR et
al., 2013).

A estrutura dos glicanos ou dos sitios de modificacédo glico-po6s-trducional podem ser
alterados durante a iniciacdo e progressdo do cancer. Estudos glicoprotebmicos fazem a
analise comparativa de perfis, normal e estagios da doenca, fornecendo potenciais novos
biomarcadores para cancer que podem ser usados na pratica médica em um cenario futuro
(AHMED et al., 2005; Li, X.-H. et al., 2011; SCHWAMBORN, 2012). De fato, a maioria dos
biomarcadores para cancer aprovados pela Food and Drug Administration, FDA, comumente
utilizados na clinica, sdo glicoproteinas ou glicosilados (CLARK; MAO, 2012).

Atualmente, na pratica médica sdo disponiveis testes com glicoproteinas para
diagnostico e monitoramento da terapia no cancer de mama (CA 15-3, CA 27-29); para 0
cancer de pancreas (CA 125); no tumor de ovario (CA-125); no cancer de colon, pancreas e
intestino (antigeno carcinoembrionario - CEA), além de outros, porém estes marcadores
nunca sao utilizados de forma isolada devido a caréncia de especificidade e sensibilidade para
o cancer em particular (CLARK; MAO; 2012). Proteinas glicosiladas também sao utilizadas

na escolha de terapias para o cancer, um exemplo, € presenca de receptor de progesterona
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HER2 e o receptor de estrogeno que sdo alvos para o tratamento do cancer de mama
(HARBECK et al., 2014; FILIPITS et al., 2011).

O PSA ¢é uma glicoproteina presente em pequenas quantidades no sangue de
pacientes com prostata saudavel, mas costuma estar elevada na presenca de cancer de prostata
e em outras desordens prostaticas, como obesidade, prostatites ou HPB (STANGELBERGER
et al., 2008). Muitos estudos sdo realizados para melhorar a especificidade do PSA,
principalmente baseado na mensuracdo de diferentes subformas, mas também em alteracdes
pos-traducionais como glicosilacdo (ADAMCZYK et al., 2012). Saldova et al. (2011)
reportaram aumento de fucosilacdo e aumento da expressdao de glicoformas sorolégicas
ligadas a 2-3 acido sidlico em CaP quando comparado com HPB. Os autores também
mostraram que aumento na expressao de isoformas com maiores ramificacdes contendo &cido
sidlico esté relacionado com pacientes com pior prognostico, como doenc¢a mais agressiva e
maior chance de recaida da doenca.

A analise de modificacbes no padrdo de glicosilacdo proteica é complexa e
promissora, como observado por Knezevic et al. (2009) que reportaram a analise do plasma
de 1008 individuos de uma linhagem definida, e correlacionaram variabilidade,
hereditariedade e determinantes ambientais com variagdes em seus perfis de glicanos
plasmaticos. A variabilidade de glicanos encontrados entre os individuos foi maior que o
esperado, sugerindo que alteracbes nos niveis de glicanos de proteinas plasmaticas tém
implicagcbes importantes no desenvolvimento de futuros testes de diagndstico. Uma
publicacdo mais recente compara a diferenca na glicosilacdo no plasma de 2705 pacientes e
aponta a diferenca na glicosilacdo como uma possivel razdo para diferentes fatores de risco
para doencas entre os individuos (LAUC et al., 2010).

As metodologias empregadas no estudo de glicosilacdo envolvem a separacdo das
glicoproteinas por cromatografia de interagcdo hidrofilica, cromatografia liquida de alto
desempenho, cromatografia de imunodeplecgéo, eletroforese capilar, lectina afinidade e EM
(ADAMCZYK et al., 2012). Um exemplo bem sucedido de glico-biomarcador é uma
isoforma fucosilada de alfa-fetoproteina, a AFP-L3, que esta significativamente elevada no
carcinoma hepatocelular (HCC). As isoformas de alfa-fetoproteina, como AFP-3, séo
fracionadas de acordo com afinidade por uma lectina de Lens culinaris utilizando uma técnica
cromatografica que possui uma lectina imobilizada em uma matriz inerte (LEERAPUN et al.,
2007).
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AFP sérica é utilizada rotineiramente na monitorizacdo de pacientes portadores de
doenca hepatica crénica, com alto risco de desenvolvimento de HCC. Porém, AFP-L3 foi
aprovado pelo FDA para detec¢do de HCC no inicio da doenca, por ser considerado como um
marcador mais especifico. Esses achados destacam a melhoria na eficiéncia do diagnostico
usando glicoproteinas soroldgicas para o diagndstico de doengas (ADAMCZYK et al., 2012).

2.6 Lectinas

O inicio do estudo com lectinas é anterior a 1888, quando Hermann Stilmark
descreveu as propriedades de aglutinacdo da ricina. O termo lectina é proveniente do latim
legere que significa “escolher” ou “selecionar” (SINGH; SARATHI, 2012). Contudo, 0
conceito de lectina vem recebendo diversas adaptacdes na sua denominagdo com o passar do
tempo, devido as descobertas que culminaram no aprofundamento e consequentemente no
aumento da complexidade nos estudos de uma ciéncia que acabou ficando conhecida como
lectinologia (LAM; NG, 2011).

Atualmente, uma das definigdes mais abrangente diz que lectinas pertencem a uma
familia de (glico) proteinas, sem atividade enzimatica e/ou catalitica, amplamente distribuida
na natureza (LIU et al., 2009), existente em virus e em todas as formas de vida, e que sdo
capazes de se ligar a mono e oligossacarideos de forma reversivel e com alta especificidade
(ZHOU et al.,, 2011), além de aglutinar células ou precipitar polissacarideos e/ou
glicoconjugados (SHARON, 2007; LIU et al., 2009).

Durante os ultimos anos, estruturas primaria e terciaria de lectinas foram elucidadas,
e foi observado que lectinas de diversas fontes carecendo de semelhanca primaria
compartilhavam similaridades na estrutura terciaria (GHAZARIAN et al., 2011). Estudos
estruturais contundentes sugerem que a atividade de ligacdo a carboidrato é realizada por um
limitado residuo de aminoacido designado como dominio de reconhecimento a carboidrato,
DRC (SHARON, 2007). DRC de lectinas pode discriminar entre isdbmeros anoméricos como
funcdo de sua especificidade (SHARON; LIS 2004). Por exemplo, a lectina Concanavalina A
(ConA) liga-se especificamente a um andmero de alfa glucose e manose, mas nao o beta (LI
etal., 2011).

A forma pela qual ocorre a interacdo lectina-carboidrato é através de interacdes

fracas, como pontes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e forgas de Van Der Waals,
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semelhantes ao modelo de ajuste induzido, proposto pela ligacdo enzima-substrato (SINGH;
SARATHI, 2012).

As lectinas compde um grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas que variam em
tamanho, estrutura, organizagdo molecular, e principalmente, em sitios de ligacdo a
carboidratos (GERLACH et al., 2005), os quais sdo responsaveis pelo tipo de classificacdo
baseada no monossacarideo que promove a maior inibicdo da hemaglutinacdo e/ou da
precipitacdo de glicoconjugados. Segundo a afinidade por carboidratos, as lectinas podem ser
classificadas em D-glucose/D-manose ligantes, D-galactose/N-acetil-Dgalactosamina ligantes,
N-acetil-D-glucosamina ligantes, L-fucose ligantes e acido N-acetilneuraminico ligantes
(GEMEINER et al., 2009). As lectinas podem também ser categorizadas de acordo com a sua
estrutura em merolectinas, holectinas, quimerolectinas e superlectinas ou ser agrupadas em
diferentes familias, como lectina de leguminosa, proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2,
lectinas manose-ligante de monocotiledonea e outras lectinas (LAM; NG, 2011).

As lectinas podem ser isoladas utilizando uma combinacdo de diferentes técnicas de
purificacdo. Acidos, solventes organicos ou sal pode ser usado para precipitar lectinas, e
posteriormente, varios métodos cromatograficos, incluindo cromatografia de afinidade,
cromatografia de troca idnica, cromatografia de interacdo hidrofébica e filtracdo em gel pode
ser utilizada no isolamento da lectina (FANG; ZHANG, 2008).

A primeira lectina reconhecida, ricina, foi isolada aproximadamente ha um século a
partir de sementes de mamona e desde entéo lectinas tem sido descobertas e usadas para isolar
moléculas ligadas a acglUcar em sistema biolégico (SINGH; SARATHI, 2012). Com a
multiplicidade de lectinas disponiveis para isolar moléculas contendo acUcar, seu uso tem sido
empregado em muitos estudos como reagentes para purificacdo e enriquecimento, e também
como em combinacdo para identificar muitos perfis de glicoconjugados (RANGEL et al.,
2011; ZHANG et al., 2012).

Lectinas puras sdo utilizadas nas matrizes em cromatografias de afinidade e tem
recebido atencdo particular devido a sua potencial aplicacdo em andlises laboratoriais e
clinicas (MEDVEDEYV et al. 2012). Elas sdo imobilizadas em suportes inertes e usadas no
isolamento de compostos que contém carboidratos, tais como glicoproteinas e glicolipideos
(CLARK; MAO, 2012). O uso bem documentado da cromatografia de afinidade com lectinas
imobilizadas é especialmente Util na purificacdo de misturas complexas de glicanos com o

mesmo tamanho e carga, mas diferentes estruturas (MONZO et al., 2007).
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Tem sido demonstrado que o uso de cromatografias de afinidade, utilizando matrizes
contendo lectinas imobilizadas, € um método eficaz para fracionar proteinas glicosiladas,
melhorando assim os estudos da expressao de glicoproteinas do proteoma do soro, pois o
método permite obter fragdes ricas em glicoproteinas livres de albumina e de outras proteinas
séricas abundantes, principalmente ndo-glicosiladas (DRAKE et al., 2011). Assim, 0 uso deste
tipo de cromatografia permite a separacao de todo o proteoma em dois ou mais subproteomas,
baseado na glicosilagdo padrdo, melhorando significativamente a resolucdo durante o
processo de separacdo de proteinas séricas (FANG; ZHANG, 2008).

Cromatografias de afinidade com lectinas imobilizadas em suportes inertes,
combinadas com identificacdo de proteinas por espectrometria de massas € um método
consistente, reprodutivel e confidvel, sendo uma excelente ferramenta para estudos
comparativos de soro (DRAKE et al., 2006; ZENG et al., 2010). Sua principal vantagem é
que é um método simples e barato para a separacdo de proteinas com diferentes padrdes de
glicosilacdo (RODRIGUES-PINEIRO et al., 2004).

2.7 Lectina de sementes de Dioclea altissima (DAL)

A espécie Dioclea altissima var. megacarpa ¢ uma leguminosa tropical encontrada
em florestas subterraneas e terras alagadas, como no sul das indias ocidentais, Trindade,
Costa Rica, Panama e os Estados do Amazonas, Ceard e Piaui no Brasil. Taxonomicamente,
pertence a subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae, subgénero
Pachylobium. (BRAGA, 1960)

A DAL foi primeiramente isolada por Moreira et al. (1997) a partir do extrato bruto
das sementes de Dioclea altissima e parcialmente caracterizada como uma lectina D-
manose/D-glucose ligante, dependente de fons divalentes (Ca?* e Mn®"), que em SDS-PAGE
apresenta trés bandas distintas com massas molares aparentes de 26, 15 e 9 kDa,

respectivamente.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicacdo da lectina de sementes de Dioclea altissima, DaL, em matriz
cromatografica Sepharose 4B® (DaL-Sepharose), no fracionamento de glicoproteinas séricas

e na pesquisa de potenciais biomarcadores para o cancer de préstata.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar o desempenho de matriz cromatografica contendo a lectina de sementes de
Dioclea altissima imobilizada em CNBr-Sheparose-4B® (DaL-Sepharose), no fracionamento,
por cromatografia de afinidade, de glicoproteinas séricas de individuos sem doenca prostatica,
pacientes com hiperplasia prostatica benigna e pacientes com cancer de prostata;

Avaliar a necessidade de deplecdo prévia de albumina sérica humana (ASH) e
imunoglobulina G (IgG) do soro sanguineo na identificacdo de glicoproteinas séricas de
individuos sem doenca prostatica, pacientes com hiperplasia prostatica benigna e pacientes
com cancer de prostata;

Identificar e quantificar, por espectrometria de massas, as glicoproteinas fracionadas
pelas matrizes Dal-Sepharose, com e sem prévia deplecdo de ASH e IgG;

Comparar o perfil de glicoproteinas séricas, DaL-ligantes de individuos sem doenga
prostatica, pacientes com hiperplasia prostatica benigna e pacientes com cancer de prostata, a

fim de sugerir possiveis candidatos a biomarcadores séricos no cancer de préstata.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Populacéo de estudo e aspectos éticos da pesquisa

A populagéo do estudo foi recrutada no servigo ambulatorial do Centro Integrado de
Oncologia do Ceara — CRIO e no Hospital Dr. Evandro Ayres de Moura (Frotinha do Antdnio
Bezerra), Fortaleza — Ceara. Os individuos foram abordados apds aprovacdo do projeto em
comité de ética em pesquisa da Universidade de Fortaleza — Coética, sob o numero de parecer
283.998 e 427/2009, em anexo.

Participaram da pesquisa 0s individuos que ap0s serem esclarecidos sobre o
propdsito, riscos e beneficios da mesma concordaram de livre e espontanea vontade, em

participar como sujeitos na pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento P6s-Esclarecido.

4.2 Critério de inclusao

Foram incluidos individuos atendidos pelo servigo de urologia, com o propdésito de
realizar triagem para o cancer de préstata, que inclui individuos que sdo ou ndo encaminhados

a biopsia de tecido prostatico, e também pacientes com diagnostico de cancer de prostata.

4.3 Critérios de exclusao

Apds a analise dos prontudrios e avaliacdo clinica e laboratorial, os pacientes foram
distribuidos em grupos. Foram excluidos individuos que ndo possuiam diagnostico
conclusivo, com doenca prostatica diferente de cancer de prostata ou hiperplasia prostatica
Benigna, com alguma neoplasia associada, e ainda quem j& havia iniciado alguma forma de

tratamento para o tumor.
4.4 Reagentes
Foram utilizadas sementes de Dioclea altissima var. megacarpa, coletadas na regido

metropolitana de Fortaleza no estado do Ceara e cuja exsicata encontrava-se depositada no

Herbario Prisco Bezerra, do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.
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Coomassie Brilhante Blue G-250, acrilamida, bis-acrilamida foram obtidos da
Sigma-Aldrich, Brasil. Ditiotreitol (DTT), acido etileno diaminotetracético (EDTA), acido
trifluoracético (TFA) iodoacetamida, dodecil sulfato de sodio (SDS) e a matriz de
Sepharose™ 4B ativada com brometo de cianogénio foram obtidos da GE HealthCare do
Brasil. RapiGest SF®, alcool desidrogenase e a enzima tripsina foram obtidos da Waters. Os
demais reagentes utilizados, de grau analitico, foram obtidos, comercialmente, de diferentes

fornecedores.

4.5 Coleta do sangue e obtencéo do soro

O sangue foi coletado por punc¢édo venosa periférica, em tubos BD SST 2 Advance®
(Vacutainer) com gel separador contendo ativador de coagulo e véacuo pré-definido para
aspiracdo de 5,0 mL, de acordo com as recomendacGes adotadas pela Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI (ANDRIOLO et al., 2012) e da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica e Medicina Laboratorial; em seguida as amostras foram centrifugadas a 3000 x g por
15 minutos (Centrifuga Eppendorf 5810 R, Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e entdo o
sobrenadante, soro, transferido para microtubos (eppendorf).

As amostras de soro foram codificadas, para evitar qualquer interferéncia consciente

ou ndo nos resultados, e armazenados em ultrafrizer (70 ° C) até o0 momento do uso.

4.6 Dosagem de PSA soroldgico total (PSA-st) e diagndstico patolégico

O PSA-st foi mensurado pelo método quimioluminescente no AXSYM analyzer
(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL). O diagnostico de CaP e HPB foi baseado na analise
histopatoldgica do tecido prostatico. A mensuracdo de PSA-st e o resultado histopatoldgico
foram de responsabilidade do NUBEX e do CRIO, respectivamente.

4.7 Obtencéo da lectina de Dioclea altissima —DaL

A DaL foi obtida de sementes de Dioclea altissima segundo metodologia descrita por
Moreira (1997), com modifica¢fes. Resumidamente, as sementes foram lavadas em &gua
corrente e hipoclorito de sédio (2,5 de cloro ativo), destegumentadas e, apds secagem a

temperatura ambiente, os cotilédones foram triturados e pulverizados em moinho de laminas.



33

O pd resultante (farinha) obtido foi submetido a extracdo com solucéo de NaCl 0,15 M, por 3
horas sob agitacdo continua, e entdo centrifugado a 10 000 x g por 30 minutos, a 4 °C e 0
sobrenadante denominado de Extrato Total.

Ao Extrato Total foi adicionada solucdo de CaCl, e MnCl,, em quantidade suficiente
para atingir uma concentragdo final de 5 mM, o material foi centrifugado nas mesmas
condicdes descritas e 0 sobreandante submetido a cromatografia de afinidade em coluna de
Sephadex G50 equilibrada com solucédo de NaCl 0,15 M contendo CaCl, e MnCl, 5 mM. Apds
eluicdo do material ndo retido, com a solucéo de equilibrio, a lectina foi eluida com tampéo
glicina-HCI, 0,15 M pH 2,6 em NaCl 0,15 M. A lectina pura foi dialisada contra H,O
destilada (1:50 v/v), com trocas de 4 em 4 horas por 48 horas e liofilizada.

A Dal foi avaliada quanto a atividade por ensaio de hemaglutinacdo de acordo com
metodologia descrita por (MOREIRA; PERRONE, 1977).

4.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sddio (SDS-
PAGE)

A pureza da lectina foi avaliada segundo o perfil eletroforético. Desta maneira, a
fracdo retida em matriz Sephadex-G50 foi analisada segundo metodologia descrita por
Laemmli (1970). O material submetido foi dissolvido em tampdo de amostra Tris-HCI 50
mM, pH 6,8, acrescido de SDS 4% e Comassie Brilliant Blue G-250 0,01% e centrifugadas a
10.000 x g, por 5 minutos. A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical
(HOEFER SE 250, GE HealthCare, Uppsala, Suécia), sendo os géis submetidos a uma
voltagem de 200 V e amperagem de 20 mA. Os géis foram corados com Coomassie Brilliant
Blue. Como marcador de massa molecular foi utilizado o kit LMW-SDS (GE HealthCare,
Uppsala, Suécia). A analise do perfil eletroforético foi baseada na clara visualizagdo e

distingéo das bandas proteicas formadas.

4.9 Preparagdo da matriz cromatografica DaL-Sepharose

A DalL foi ligada covalentemente a matriz de Sepharose™ 4B ativada com brometo
de cianogénio. Conforme instrucGes do fabricante GE health care, a matriz, em po, foi lavada
com solucdo de HCI 1 mM para preservar 0s grupos reacionais, seguida de uma lavagem com

tampé&o de acoplamento (NaHCO3 0,1 M pH 8,3 contendo NaCl 0,5 M) para elevar e manter o
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pH bésico. Posteriormente, a DaL em presenca do acucar ligante (D-manose, 0,2M em NaCl
0,5) foi dissolvida no tampédo de acoplamento e a mistura foi incubada com a matriz a
temperatura ambiente e leve agitacdo por uma hora. Para remoc¢do do excesso de DaL, a
matriz de DaL-Sepharose foi lavada com tamp&do de acoplamento. Em seguida, a DaL-
Sepharose foi deixada em contato com o tampédo Tris-HCI 0,1M pH 8 por 2 horas, para
remocao dos grupos reacionais remanescentes. Por Gltimo, a DalL-Sepharose foi lavada com
trés ciclos de alternancia de pH, e cada ciclo constituiu na lavagem com acido acético 0,1M
pH 4 contendo NaCl 0,5 M seguida pela lavagem com Tris-HCI 0,1 M pH 8 em NaCl 0,5 M.
A DalL-Sepharose em NaCl 0,15 M foi transferida para a coluna XK16 (GE
healthCare) e alimentada a um fluxo de 0,3mL/min. Apds o empacotamento da matriz 0s
adaptadores da coluna foram ajustados e o sistema estava pronto para o uso. O volume final

de matriz foi estimado em 5 mL ap06s ser calculado com base na altura e didmetro da coluna.

4.10 Deplecao de albumina e imunoglobulina de soro sanguineo

Albumina sérica humana (ASH) e Imunoglobulina G (IgG) foram removidas do soro
sanguineo por cromatografia de afinidade realizada em coluna Hi-trap Albumin IgG
depletion™ (GE Healthcare) acoplada ao sistema automatizado de FPLC AKTApurifier 10
(GE Healthcare).

Inicialmente, as amostras de soro sanguineo foram descongeladas, centrifugadas a
12.000 x g por 15 min a 8 °C e filtradas em membrana 0,22 uM (Vertipure™ PVDF syringe
filters, Veritical). Em seguidas de amostras foram injetados no sistema. 150 pL de amostra
foram aplicadas a matriz previamente equilibrada com 5 mL de tampé&o Tris-HCI 20 mM pH
7,4 em NaCl 0,15 M a um fluxo constante de 1 mL/min. Em seguida a matriz foi eluida com 8
mL do mesmo tampédo de equilibrio. O material retido foi eluido com 7 mL de tampé&o
Glicina-HCI 0,1 M pH 2,6 em NaCl 0,15 M, nas mesmas condi¢des, com eluicdo das
proteinas acompanhada por absorbancia a 280 e 216 nm.

A cromatografia de afinidade para remocdo de ASH e 1gG foi realizada trés vezes
para cada amostra e com isso foi obtido, aproximadamente, 3 mL de soro sanguineo livre de

ASH e 1gG que foram reunidos e concentrados em speed vacuo até um volume final del mL.

4.11 Cromatografia de afinidade em matriz cromatogréafica DalL.-Sepharose
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A fracdo de soro sanguineo livre de ASH e IgG foi submetida a cromatografia de
afinidade em matriz de DaL-Sepharose acoplada a um sistema de FPLC AKTApurifier 10
(GE Healthcare). As amostras (fracdo de soro sanguineo livre de ASH e IgG) foram
descongeladas, centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 8 °C e filtradas em membrana 0,22
uM (Vertipure™ PVDF syringe filters, Veritical). Em seguidas as amostras manualmente €
individualmente foram injetados ao sistema. A matriz foi alimentada com 17,5 mL de tampéo
A (Tris-HCI 20mM pH 7,4 em NaCl 0,15M com Ca** Mn?* 5 mM) a um fluxo constante de
ImL/min até a injecdo de 500 pL de amostra, quando prosseguiu a lavagem da matriz com 25
mL de tampédo A seguida de 20 mL de tampdo B (Manose 0,2 M e Tris-HCI 20mM pH 7,4
em NaCl 0,15 M), nas mesmas condicdes, com eluicdo das proteinas acompanhada por
absorbancia a 280 e 260nm.

Amostra de soro sanguineo total foi submetida a cromatografia de afinidade em
matriz de DaL-Sepharose. As amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min, a 8 °C,
filtradas em membrana Vertipure™ PVDF 0,22 uM (syringe filters, Veritical) e aplicadas
individualmente a coluna. A matriz foi alimentada com tampao Tris-HCI 20mM pH 7,4 em
NaCl 0,15M com Ca’* Mn** 5 mM até a deteccéo de absorbancia zero, entdo o tamp&o Tris-
HCI 20mM pH 7,4 em NaCl 0,15 M contendo Manose 0,2 M foi aplicado a matriz para
eluicdo da fracdo de glicoproteinas pelas quais a lectina imobilizada tem afinidade. As
cromatografias foram realizadas a um fluxo constante de 0,5 mL/min mantido por bomba
peristéaltica Pump P-1® (Amersham Biosciences), com coletas de 2 mL por tubo, enquanto a
eluicdo das proteinas foi acompanhada por absorbéncia a 280 nm em espectrfotdmetro
Ultrospec 1100 pro® (Amersham Biosciences).

As fracdes cromatogréaficas foram concentradas e dialisadas utilizando o sistema de
filtro Centricom 10 (MILLIPORE, Centrifugal Filter Devices), segundo recomendagfes do
fabricante. Posteriormente, o teor proteico foi quantificado por dropVue (GE HealthCare)

através da avaliagdo utilizando o método protein mg/mL.
4.12 Espectrometria de massas

As amostras contendo 50 pg de proteina foram submetidas ao processo de digestdo
com tripsina. O processo teve inicio com a adi¢ao de 60 pL. de NH4HCO3; 50 mM e 25 pL da
solugéo de RapiGest SF® 0,2% (Waters, Co.) em microtubo (Eppendorff) contendo as
glicoproteinas. Apos agitacdo vigorosa em vortex por 1 minuto, foi incubado a 80°C por 15
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minutos e na sequéncia, centrifugado a 12.000 x g, 6 °C por 60 segundos, em seguida foi
adicionado 2,5 uLL. de DTT 10 mM, agitado vigorosamente em vortex por 1 minuto e incubado
a 60°C por 30 minutos. Apos este periodo, o microtubo foi retirado do bloco de aquecimento,
resfriado a temperatura ambiente e novamente centrifugado a 12.000 x g, 6 °C, por 60
segundos. Na sequencia, foi adicionado 2,5 pL Iodoacetamida 300 mM, agitado
vigorasamente em vortex por 1 minuto e deixado em repouso, sob protecdo da luz, a
temperatura ambiente, durante 30 minutos, em seguida, foram adicionados 10 puL da solugao
de Tripsina Promega® (Waters, Co.), agitado vigorosamente durante 1 minuto em vortex e
incubado a 37 °C, por 12 horas. Dando continuidade ao processo de digestéo, no dia seguinte,
foram adicionados 10 pL de acido trifluoracético 5%, agitado vigorosamente por 1 minuto em
vortex e em seguida as amostras foram, novamente, incubadas a 37°C, durante 90 minutos e
entdo centrifugadas a 18.500 x g, 6 °C, por 60 minutos. O sobrenadante foi transferido para
vial, onde foi adicionado 5 pL de padrdo interno, alcool desidrogenase (ADH) 50fmol,
namero de acesso PO0330 no SwissProt, (Waters, Co.) e 85 pL da solugdo Acetonitrila 3%
com acido férmico 0,1%. As concentracdes finais de glicoproteinas e ADH ficaram estimadas
em 250 ng/uL e 25 fmol/puL, respectivamente e o volume final no microtubo em 200 pL.

Os experimentos quantitativo e qualitativo das amostras digeridas foram realizados
em espectrdmetro de massas Synapt HDMS (Waters, Co.), acoplado a uma coluna de fase
reversa nanoACQUITY C18 UPLC BEH com 1,7 um, 100 mm x 10 centimetros, em
conjunto com a pré-coluna SCX 5 mm, 180 milimetros x 23 milimetros. A cromatografia de
fase reversa dos peptideos foi realizada com um gradiente de 0 até 40 %(v/v) de acetonitrila
contendo 0,1% &cido formico, mantido a um fluxo de 600nL/min por 100 minutos

Para todas as medicdes, o espectrdmetro de massas foi operado no modo de 'V', com
uma poténcia de resolucdo de pelo menos 10.000. Todas as analises foram realizadas
utilizando ionizacdo por electrospray no modo ESI(+) atraves da fonte NanoLockSpray. O
canal de coleta da amostra analisada foi fechado a cada 30s para passagem do ion de
referéncia. O espectrdmetro de massa foi calibrado com uma solucéo de GFP (200 fmol / ml)
injetado através do spray de referéncia da fonte NanoLockSpray. O ion duplamente carregado
([M +2H]*") foi usado para a calibracdo de um ponto inicial (L), € a fragmentagdo idnica de
GFP em MS / MS foi usada para obter a calibracdo final do equipamento.

Dados de varredura independente (MSF) foram realizados com um espectrometro de
massas Synapt HDMS (Waters, Manchester, UK), programado para alternar automaticamente

entre MS padrdo (3 eV) e elevar energia de colisio MSF (12-50 eV) na célula de colisdo com
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gés argobnio. A célula de colisdo foi ajustada para 1 eV, usando um tempo de varredura de 1,0
s, para as aceleracGes de alta e baixa energia de colisdo, com tempo de voo (TOF-oa) MSE de
m / z 50-3000. A RF offset (perfil de MS) foi ajustada de forma que os dados de LC / MS
foram efetivamente adquiridos de m / z 300-3000, o que garantiu que qualquer m / z menor
que 300 surgem de dissocia¢des na célula de coliséo.

Para um processamento de espectros e busca no banco de dados adequados, foi
utilizado o pacote Protein Lynx Global Server (PLGs) v.2.4. contendo 0 programa
Expression v.2.4. O banco de dados UniProtkB/Swiss-Prot 57.1 foi utilizado e as condicdes
de pesquisa foram baseadas na taxonomia [Humano (Homo sapiens)].

As proteinas identificadas foram organizadas pelo PLGs em uma lista que corresponde
a uma proteina Unica para ambas as condi¢es (estudo ou grupo controle), e uma razdo
logaritmica entre os diferentes grupos foi plotada em um gréfico de dispersao para visualizar
diferencas entre 0s grupos.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1 Isolamento da DaL e imobilizacéo da lectina em matriz cromatografica

O Extrato Total de sementes de Dioclea altissima foi submetido & cromatografia de
afinidade em matriz de Sephadex-G50, com a obtencdo de dois picos cromatograficos (figura
2A). A fracdo ndo retida (pico 1) contém as proteinas que nao possuem afinidade com a
matriz cromatogréfica, enquanto a DaL, lectina ligante a manose e glucose que interagiu com
a matriz, foi obtida na fragdo retida (pico 2). A atividade hemaglutinante contra hemacias
humanas do tipo sanguineo O foi observada para o pico 2, sendo esta atividade interpretada

como indicativo da presenca da lectina em quest&o.

Figura 2 - Isolamento da lectina das sementes de Dioclea altissima (DaL). 2A - Perfil cromatografico em coluna
de Sephadex G50. 2B - Perfil eletroforético da fracdo retida, em coluna de sephadex G50, em gel de

poliacrilamida (SDS-PAGE), revelando a presenca das trés bandas caracteristicas da DaL.
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Fonte: producéo propria.

O pico 2, obtido da cromatografia de afinidade em Sepharose-G50, foi submetido a

eletroforese PAGE-SDS para constatagdo da pureza. No gel de poliacrilamida podemos
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observar bandas com massas moleculares aparentes em torno de 26, 15 e 9 kDa (figura 2B).
Tal perfil corresponde ao mencionado na literatura para DaL. (MOREIRA et al., 1997).

A DaL foi primeiramente isolada e purificada por uma combinacédo de precipitacdo
salina com sulfato de amoénio e cromatografia de afinidade em matriz de Sephadex G-50® por
Moreira et al. (1997). Contudo, neste estudo, o isolamento e a purificacdo da DaL foi
realizado aplicando o extrato total diretamente na matriz de Sephadex G-50® (Sigma), sem
precipitacdo prévia com sulfato de amonio. Com a eliminacdo desta etapa o processo foi
menos laborioso, sem prejuizo do rendimento. A cromatografia de afinidade, sem previa
precipitagdo salina do extrato total de sementes, também foi utilizada como passo
metodoldgico no isolamento e purificacdo de outras lectinas do género Dioclea (RANGEL et
al., 2011; CAVADA et al. 1996).

A lectina, apos didlise e liofilizacdo, foi ligada covalentemente a uma matriz de
sepeharose™ 4B ativada com brometo de cianogénio. A reagdo ocorreu na presenca de
solucdo contendo manose, para proteger os sitios de ligacdo a carboidratos da lectina. A
guantidade de DaL imobilizada foi estimada por absorbancia em 280 nm, e as verificacdes
foram realizadas, inicialmente, da solucdo contendo a lectina, e apds a imobilizacdo, quando o
excesso de ligante que foi removido da coluna por lavagem com tampéo. O resultado sugere
que, aproximadamente, 70% de lectina utilizada foram ligadas covalentemente a coluna,

correspondendo a 180 mg de DaL por mL de matriz cromatografica.

5.2 Caracterizacgéo dos sujeitos do estudo

Os sujeitos da pesquisa foram recrutados, de acordo com os critérios de incluséo, no
servico ambulatorial do CRIO e no Hospital Dr. Evandro Ayres de Moura. Apos avaliagdo
dos critérios de exclusdo eles foram distribuidos em grupos (tabela 1). Individuos que
gozavam de bom estado de salde e boas condigdes nutricionais, além de ndo apresentar
doenca prostéatica, foram agrupados com a denominagdo Controle (N=9). A média de idade
para os individuos desse grupo foi de 54,4 anos e os valores de PSA-st ndo foram superior a
2,3 ng/ mL, com mediana de 0,5.
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Tabela 1 - Caracterizacdo dos sujeitos participantes do estudo.

Idade PSA-st
Grupo | Numero de Diagnostico (ng/mL)
individuos Média de | Desvio Mediana
idade Padréo
Controle | 9 Auséncia de doenca | 55,4 5,6 0,5
prostatica (0,06- 2,30)
HPB 11 Hiperplasia 70,3 9,5 59
prostatica benigna (0,77 -7,12)
CaP 9 Cancer de prostata 73,2 8,2 100
(19 - 274)

O diagnostico dos pacientes foi concluido com o estudo histopatologico do tecido
prostatico, e desta forma os sujeitos foram divididos em: pacientes com Hiperplasia Prostatica
Benigna (HPB) e Cancer de Prostata (CaP). Entre os individuos com HPB (N=11) a média de
idade foi de 70,3 anos com mediana de PSA-st 5,9 ng/mL; no grupo de sujeitos com CaP
(N=9) a média de idade foi de 73,2 anos e a mediana de PSA-st 100 ng/mL.

A decisdo por incluir apenas os pacientes que ndo haviam iniciado nenhuma forma
de tratamento, para a neoplasia, permitiu a selecdo de uma populacdo mais restrita, pois era
necessario abordar estes pacientes logo no inicio da doenca. Contudo, a selecdo mais
criteriosa garante um menor numero Vvieis aos resultados. Além disso, incluimos um grupo de
pacientes composto por individuos com HPB. Segundo Siwy e colaboradores (2011), para a
pesquisa de biomarcadores adequados, controles positivos e negativos devem ser definidos. A
escolha de controles € muitas vezes néo trivial, por exemplo, para definicdo de biomarcadores
especificos, para uma doenca em estudo, controles com estagio fisiolégicos relacionados ou

semelhantes devem ser incluidos.

5.3 Fracionamento e identificacdo de proteinas e glicoproteinas do soro sanguineo

5.3.1 Glicoproteinas soroldgicas isoladas em matriz DalL-Sepharose
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5.3.1.1 Panorama geral do fracionamento e identificacao das glicoproteinas

Uma representacdo do perfil cromatografico obtido, para as amostras de soro, quando
aplicada em matriz de DalL-Sepharose, pode ser observada na figura 3. O cromatograma
apresenta dois picos, 0 pico 1 ou fracdo ndo retida (FNR), composto por proteinas que nédo
ficaram adsorvidas a matriz, e um pico 2 ou fracdo retida (FR), representada por
glicoproteinas que interagiram com a lectina presente na matriz cromatografica. As diferencas
entre o perfil cromatografico para pacientes de grupos diferentes ndo foi significativamente

maior quando comparado com pacientes do mesmo grupo.

Figura 3 - Perfil cromatografico das glicoproteinas soroldgicas fracionadas em matriz de DaL-Sepharose.
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Fonte: producéo prépria

A FR proveniente da cromatografia de soro total foi analisada por EM apds diélise e
concentracdo. Para identificagdo das proteinas foi utilizado um espectrdmetro de massas
nanoUPLC-MS com aquisicdo MSE. As amostras foram analisadas em triplicata nas mesmas
condicgdes. No total foram identificados, 49.701 peptideos com um erro de massa de 4 ppm,
que corresponde a 65,16 % do total de peptideos identificados, e mais de 90% dos peptideos
com um erro de massa menor que 15 ppm (figura 4). Quanto a qualidade de fragmentacéao e
digestdo dos peptideos, 35 % foram fragmentados na fonte, enquanto 8 % correspondem a

clivagem perdida (figura 5).
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Figura 4 - Distribuicdo dos fragmentos de massa e massa exata medida em ppm, para identificacdo de amostras

da FR em matriz de DaL-Sepharose.
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Fonte: producéo prépria

Figura 5 - Distribuicdo que avalia a fragmentacéo e digestdo dos peptideos identificados por espectrometria de

massas. Amostra da FR em matriz de DalL-Sepharose.
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Fonte: produgéo propria.
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De maneira geral, foram identificadas 196 glicoproteinas com uma cobertura de
sequencia maior que 80 %. Para identificacdo das proteinas diferentemente expressas entre 0s
grupos foi utilizando o sistema de quantificacdo Expression High Definition Proteomics
(Waters, UK). Apos analise restaram 132 glicoproteinas (APENDICE A), destas, 57 foram
observadas nos trés grupos, 3 no grupo controle e no CaP, 3 em CaP e HPB, e 7 no HPB e
controle. As glicoproteinas observadas em apenas um grupo foram denominadas Unicas, e

podemos observar 31 no grupo Controle, 18 no grupo HPB e 13 no grupo CaP (figura 6).

Figura 6 — Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das glicoproteinas fracionadas pela matriz DaL-

Sepharose. SDP: sem doenca prostatica; HPB: hiperplasia prostatica benigna; CaP: cancer de prostata.
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Fonte: producéo propria.

As proteinas com expressdo diferencial que apresentaram uma razdo de In maior que
1,2 foram considerados up ou down reguladas em relagdo a doengca em estudo. Como
podemos observar na figura 7, quando comparados a razdo entre Controle e CaP, é possivel
identificar 1 proteina down e 15 up regulada no cancer, e para a razdo entre HPB e controle

(figura 8) o numero de glicoproteinas up é 3 e down é 1 no HPB.



Figura 7 - Expresséo diferencial de glicoproteinas isoladas por cromatografia em matriz de DalL-Sepharose.
Demonstracgdo entre a razao In maior que 1,2 para a relagdo controle / CaP . Glicoproteinas up reguladas sao

marcadas na cor vermelha enquanto as down reguladas s&o representadas pela cor azul.
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Figura 8 - Expressao diferencial de glicoproteinas isoladas por cromatografia em matriz de DalL-Sepharose.
Demonstracdo entre a razdo In maior que 1,2 para a relagdo HPB / controle. Glicoproteinas up reguladas sdo

marcadas na cor vermelha enquanto as down reguladas sdo representadas pela cor azul.
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Nos grupos com doenca prostatica, HPB e CaP, foram consideradas as proteinas
“finicas”, assim como up e down para estas condi¢des, enquanto o grupo controle foi
composto por proteinas “Gnicas” somadas as demais proteinas que ndo cumpriram o critério
estabelecido para serem consideradas up ou down reguladas. Desta forma, as glicoproteinas
foram catalogadas de acordo com sua funcdo molecular, processo bioldgico e localizacéo,
para cada grupo de estudo. A classificacdo foi realizada utilizando UNIPROT como banco de
dados, e para melhor apresentacdo dos dados, os valores absolutos foram expressos na forma
de porcentagem.

Em relacdo ao processo bioldgico, no grupo controle, 12,5 % foi relacionada ao
desenvolvimento, 16,25 % a interacdo com células e organismos, 13,75 % ao metabolismo,
32,5 % a processos celulares, 55 % a processo imunoldgico, 78,75 % a regulacdo, 1,25 %
reproducdo, 18,75 % a resposta a estimulos, 7,5 % a transporte e 15 % a outros processos
bioldgicos (figura 9).

Figura 9 — Glicoproteinas da fracdo retia pela matriz de DalL-Sepharose (FR), agrupadas de acordo com o
processo bioldgico, apds serem classificadas de acordo com o grupo de estudo a qual pertencem.
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Fonte: producéo propria.

Na distribuigéo baseada na funcdo molecular, para o grupo controle, temos que 1,8 %

das glicoproteinas desempenhavam agdo antioxidante, 7,33 % catalise, 8,25 % estruturac&o,
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61,5 % ligacdo, 14,7 % regulacdo enzimatica, 1,8 % sinalizagdo e 4,6 % executavam outras

funcdes (figura 10).

Figura 10 - Glicoproteinas da FR pela matriz de DalL-Sepharose, agrupadas de acordo com a fungao bioldgica,

apos serem classificadas de acordo com o grupo de estudo a qual pertencem.
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Fonte: producéo propria.

Em uma andlise comparativa geral entre as trés condi¢des estudadas (Figura 9 e 10),
podemos observar discreto aumento na diversidade de fungdes moleculares e processos
bioldgicos no grupo controle. E sutil uma maior porcentagem de glicoproteinas relacionadas
ao metabolismo e transporte, no HPB, porém ndo ha divergéncia em termos de valores
absolutos. Com relacéo a expressividade de proteinas relacionadas a processo imunologico,
estas, apresentam reducdo no grupo com CaP e uma maior redugcdo no HPB quando
comparado ao grupo controle. Por outro lado, com relagdo ao desenvolvimento, interagdo com
células e organismos, processo celular e resposta estimulos o valor percentual de
glicoproteinas é consideravelmente maior no CaP em relacdo ao grupo controle. Na
distribuicdo das glicoproteinas quanto a fungdo molecular podemos observar uma relativa
diminuicdo percentual nas glicoproteinas referentes a estruturagdo no grupo com doenca

prostatica benigna.
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Para a fracdo de glicoproteinas soroldgicas estudadas, podemos dizer que estes
valores sdo consistentes com alteracfes esperadas no cancer e na hiperplasia da prostata.
Tendo em vista que no cancer ha aumento da sinalizacdo, desenvolvimento, e interacdo com
outras células por causa de atividades como angiogénese e também perca da estrutura celular
e tecidual (ALVAREZ-CUBERO et al., 2013; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008).

A figura 11 representa a distribuicdo das glicoproteinas, identificadas para cada
grupo, de acordo com a localizacdo. O comportamento mais predominante foi o extracelular,
uma vez que as glicoproteinas foram isoladas da corrente sanguinea, mais precisamente no
soro, sendo identificadas 52 glicoproteinas nesta classificacdo, o que corresponde a 65 % de

todas as glicoproteinas no grupo controle.

Figura 11 - Glicoproteinas da FR pela matriz de DalL-Sepharose, agrupadas de acordo com a localizacdo, apés

serem classificadas de acordo com o grupo de estudo a qual pertencem.
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Fonte: producdo propria.

Ao observamos as colunas (figura 11) para o reticulo endoplasmatico, peroxissomo e
endossoma percebe-se um ligeiro aumento percentual das glicoproteinas nestas localizagOes

subcelulares nos grupos com HPB e / ou CaP, e reducdo de proteinas do citoesqueleto e
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membrana plasmatica no grupo com CaP, o que pode reforcar a perca da estrutura celular e
tecidual.

Além de mudancas em proteinas que sdo produzidas na célula e exportadas para o
soro sanguineo, a invasdo tumoral e a destruicdo da arquitetura do tecido causam o
extravasamento de proteinas, que normalmente sdo intracelulares, para tecidos linfaticos,
sangue e outros fluidos corporais (PIN et al., 2013). A escolha de soro ou plasma sanguineo
na elaboracdo de um teste laboratorial confere uma coleta de material pouco invasiva, rapida e
de baixo custo (KOCEVAR et al., 2013).

5.3.1.2 Perfil de glicoproteinas ligantes DalL-Sepharose do grupo controle

Metodologias para enriquecimento de glicoproteinas tem sido empregadas antes da
identificacdo por EM em estudos protedmicos (DRAKE et al., 2011). Uma estratégia bastante
utilizada é a cromatografia de lectina-afinidade, uma forma de cromatografia em que a lectina
estd imobiliza em uma matriz inerte, e assim, as glicoproteinas sdo adsorvidas pela afinidade
com a lectina (CLARK; MAO, 2012). Desta forma, a cromatografia de lectina-afinidade é util
para o isolamento de uma quantidade extremante seletiva de glicoproteinas, como subgrupos
glicoprotedmicos de amostras de soro sanguineo.

A busca no banco de dados UNIPROT mostrou que a fracdo cromatografica, FR, era
rica em glicoproteinas com residuos de N-acetilglucosamina e/ou manose ligados
covalentemente, através de seus carbonos anoméricos, por meio de ligacdes glicosidicas, ao
nitrogénio do grupamento amida dos residuos de asparagina, ou seja, N-glicoproteinas. Como
exemplo, a fracdo C3 do complemento, hemopexina, alfa 1 glicoproteina acida e alfa 2
macroglobulina.

Um estudo conduzido por Rodriguez-Pifieiro et al. (2004), avaliou a expressédo de
proteinas, através do processamento de amostra de soro de individuos saudaveis, por
cromatografia de afinidade em matriz de ConA imobilizada. A ConA € lectina da subtribo
Diocleinae e que, portanto apresenta comportamento semelhante a lectina de Dioclea
altissima, no que diz respeito a especificidade de ligacdo por carboidrato, ou seja, ambas
lectinas pertencentes ao grupo das glucoses/manoses ligantes.

Rodriguez-Pifieiro et al. (2004) mostraram que proteinas ndo glicosiladas ou
predominantemente o-glicosiladas também ndo foram identificadas na fracdo retida pela

matriz, o que corroboram os resultados apresentados no nosso estudo. Contudo, a presenca de
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albumina na FR é contraditéria com o principio da especificidade do método utilizado. A
presenca de ligaces ndo especificas devido a formacdo de complexos com outras
glicoproteinas pode ser apontada como justificativa para a presenca de resquicios de
albumina.

Como j& discutido anteriormente as glicoproteinas, isoladas por matriz DalL-
Sepharose, estdo relacionadas a diversos processos bioldgicos e muitas fungdes moleculares
(figura 9 e 10). Entre as glicoproteinas que participavam de processos associados a resposta
imune, as principais representantes foram as imunoglobulinas, seguida de proteinas do
sistema complemento.

Algumas proteinas de transporte foram identificadas, como hemopexina, responsavel
por “capturar” o heme liberado ou perdido pelo turnover das hemoglobinas e proteger o
organismo contra os danos que a oxidagdo do heme poderia provocar . Além disso, quatro
apolipoproteinas (B 100, C 2I, E e J), importantes no estudo do metabolismo de lipideos

puderam ser isoladas com o uso dessa metodologia.

5.3.1.3 Perfil de glicoproteinas ligantes DalL-Sepharose do grupo com doenca prostéatica

Apbs distribuicdo das glicoproteinas por grupo, listamos aquelas relacionadas ao
CaP, na tabela 3, onde podemos observar a relacdo de glicoproteinas encontras em situacéo de
expressdo diferencial, em comparagcdo com um grupo controle e também proteinas “Gnicas”

para o CaP.



Tabela 2 — Glicoproteinas identificadas na FR em matriz de DaL-Sepharose, diferencialmente expressas no grupo com CaP ou observadas apenas nesse grupo.

Acesso Descrigdo Escore Identificacdo | Razéo Raz&o Ln CaP:Controle
CaP: Controle
AlAT_HUMAN | Alfa 1 antitripsina (isofroma 3) 1497,67 | Up 5,26 1,66
A1AG1 HUMAN | Alfa 1 glicoproteina acida 668,12 Up 7,69 2,04
A2GL_HUMAN | Alfa 2 glicoproteina rica em leucina 2364,4 "Unica"
ANGT_HUMAN | Angiotensinogénio 566,58 Up 3,33 1,22
CD14_HUMAN Antigeno de diferenciagdo de monécito CD14 1754,19 | Up 5,26 1,66
APOA1_HUMAN | Apolipoproteina A | 311,37 "Unica"
CO7_HUMAN Complemento C7 1158,38 | Up 3,57 1,28
CO4A_ HUMAN | Complemento C4 A 534454 | Up 4,35 1,46
GP143 HUMAN | Receptor acoplado a proteina G 133,75 "Unica"
HPT_HUMAN Haptoglobina 1323,77 | Up 3,70 1,32
HPTR_HUMAN | Haptoglobina (isoforma 2) 340,11 Up 9,09 2,19
LHX2_HUMAN | Homeobox protein LH -2 171,93 | "Unica"
LAC7_HUMAN Ig cadaeia lambda 7 regido C 24789,88 | Up 4,55 1,51
IGHG3_HUMAN | Ig cadeia gamma 3 regido C 19515,06 | Up 5,88 1,8
IGHG4_HUMAN | Ig cadeia gamma 4 regido C 11835,45 | Up 8,33 2,14
KV302_HUMAN | Ig cadeia kappa V regido 21 SIE 3107,26 | Up 4,55 1,51

Continua
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Tabela 2 — Glicoproteinas identificadas na FR em matriz de DaL-Sepharose, diferencialmente expressas no grupo com CaP ou observadas apenas nesse grupo.

Acesso Descricao Escore Identificacdo | Razéo Razédo Ln_CaP:Controle
CaP: Controle

LV204_HUMAN | Ig cadeia lambda V regido 2 TRO 1435,65 | Down 0,22 1,53
HV206_HUMAN | Ig cadeia pesada V regido 2 WAH 200,72 "Unica"

HV316 HUMAN | Ig cadeia pesada V regido 21 TEI 3536,97 | Up 5,88 1,77
IGHA2_HUMAN | Ig cadia alfa 2 regido C 17777,93 | Up 3,57 1,26
ODPB_HUMAN | Piruvato desidrogenase E1 199,76 "Unica"

PZP_HUMAN Pregnancy zone protein PZP (isoforma 2) 5574,48 | Up 6,67 1,89
MAST4_HUMAN | Proteina quinase serina-treonina 4 239,14 "Unica"

KI20B_HUMAN | Proteina semelhante a quinase 221,37 | "Unica"

TNR5_HUMAN Receptor do fator de necrose tumoral CD 40 147,95 "Unica"

M3K7_HUMAN | Proteina quinase ativada por mitégeno 7 (MAPK-7) | 169,81 "Unica"

COMP_HUMAN | Trombospondina-5 136,34 "Unica"

ZN488 HUMAN | Zinc finger protein 367,96 | "Unica"

Concluséo
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Na figura 12 apresentamos glicoproteinas diferencialmente expressas entre HPB e

CaP, listadas na tabela 4.

Figura 12 - Expressdo diferencial de glicoproteinas isoladas por cromatografia em matriz de Dal-Sepharose.
Demonstracdo entre a razdo In maior que 1,2 para a relacdo HPB / CaP . Glicoproteinas up reguladas sdo

marcadas na cor vermelha enquanto as down reguladas sdo representadas pela cor azul.
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Tabela 3 — Glicoproteinas identificadas na FR em matriz de DalL-Sepharose, diferencialmente expressas entre os grupo com CaP e HPB.

Acesso Descricao Escore Identificacdo | Razdo CaP:HPB | Razdo In_CaP:HPB
PZP_HUMAN Pregnancy zone protein PZP (isoforma 2) 5574,48 | Up 6,6 1,92

A1AG1l HUMAN | Alfa 1 glicoproteina acida 668,12 Up 5,3 1,66
CD14_HUMAN Receptor do antigeno de diferenciacdo de mondcito CD14 | 1754,19 | Up 4,8 1,56
IGHA2_HUMAN | Ig cadia alfa 2 regido C 17777,93 | Up 4,3 1,49
LAC7_HUMAN | Ig cadaeia lambda 7 regido C 24789,88 | Up 4 1,39
HV318_HUMAN | Ig cadeia pesada V regido 21 TUR 2609,53 | Up 4 1,37
HPTR_HUMAN | Haptoglobina (isoforma 2) 340,11 Down 0,27 -1,29

KV204 HUMAN | Ig cadeia kappa V regido 2 TEW 4454,65 | Down 0,21 -1,54
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5.3.1.4 Proteinas da fase aguda da inflamagéo

Vérias proteinas da fase aguda da inflamacdo, incluindo, alfa-1-antitripsina, alfa-1-
glicoproteina acida, heptaglobina e amiloide A sérica tem sido avaliadas como marcador em
homens com CaP (KUVIBIDILA; RAYFORD, 2006; PLATZ et al.,, 2004)). Em nosso
trabalho identificamos alfa-1-antitripsina, alfa-1-glicoproteina &cida e heptaglobina
aumentada em pacientes com CaP quando comparado ao grupo controle, contudo amiloide A
sérica foi identificada apenas no HPB.

A heptaglobina mostrou-se 3,7 vezes mais elevada no CaP quanto comparado com o
valor relativo para o grupo controle. Para a isoforma 2 de heptaglobina a razdo absoluta de
CaP:Controle foi 9,10, enquanto a razdo HPB:CaP foi 3,63, ou seja, a isoforma de
heptaglobina estava elevada no grupo com CaP e muito mais elevada no grupo com HPB
quando comparados ao grupo controle. A heptaglobina € produzida pelo figado e desempenha
um papel importante na modulacdo de diversos aspectos da fase aguda da inflamacao, atua
como antioxidante e possui atividade antibacteriana (NARISADA et al., 2008).

A cadeia B de heptaglobina, proveniente da clivagem da heptaglobina, foi avaliada
com um biomarcador para CaP em estudos conduzido por Saito et al. (2008) ap6s analise do
soro sanguineo de pacientes com CaP precoce, HPB e diferente tipos de cancer urogenital,
por Western blotting e EM. Os pesquisadores concluiram que a cadeia p de heptaglobina
apresenta elevada sensibilidade e especificidade e pode ser Gtil como complementacdo do
PSA na investigacdo do CaP precoce (SATIO et al., 2008). Assim, podemos deduzir que, se a
cadeia B de heptaglobina esta aumenta em decorréncia do CaP, o seu precursor também
podera estar aumentado nesta mesma condicao.

A heptaglobina ¢ uma molécula com potencial para sofrer modificacdo no padrdo de
glicosilacdo em decorréncia de doencas. Isoformas de heptaglobina estdo ligadas a doencas
cardiovasculares, renais e cancer hepatico, pancreas, intestino, col6n, ovario e mama
(NARISADA et al. 2008; SALDOVA et al., 2008; AHMED et al., 2005; HAMRITA et al.,
2009; YU et al., 2005; XING et al., 1996; ANG et al., 2006) . Recentemente, Kazuno et al.
(2011) encontraram um diferente padrdo de fucosilagdo na heptaglobina relacionado ao CaP,
em uma investigacao utilizando uma lectina de Sambucus nigra, SNA-1.

No grupo com CaP a alfa-1-antitripsina foi 5,26 vezes maior quando comparado ao
guantificado no grupo controle. Esta protease pertence a familia das inibidoras de serina, e

seus niveis sanguineos podem aumentar, 3 a 4 vezes, em resposta a inflamacdo ou infecgéo
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(JANCIAUSKIENE et al., 2011), assim com em algumas doencas, inclusive CaP
(KUVIBIDILA; RAYFORD, 2006).

O mecanismo especifico que leva ao aumento de alfa-1-antitripsina em CaP é
desconhecido, contudo, pesquisadores especulam que citosinas pré-inflamatdrias modulem a
expressdo génica de proteinas da fase aguda da inflamagdo, com alfa-1-antitripsina
(JANCIAUSKIENE, 2001). Além disso, o figado ndo é o Unico produtor de alfa-1-
antitripsina, de acordo com a literatura, mondcitos e certos tipos de tumores (mama, pulméo e
colén) produzem e secretam alfa-1-antitripsina (JANCIAUSKIENE et al., 2011). Por isso,
como no cancer de prostata a infiltracdo de células mononucleares é comum, existe a
possibilidade do aumento de alfa-1-antitripsina ser de origem ndo-hepatica e estar diretamente
vinculado a doenca (KUVIBIDILA; RAYFORD, 2006).

Outra proteina da fase aguda, alfa-1-glicoproteina &cida (alfa 1 GP A&cida), é
altamente glicosilada e estd aumentada em varios estagios patoldgicos, como infecc¢éo,
gueimaduras, doenca inflamatdria e cancer (IMRE et al., 2008). Em nosso trabalho, foi
identificada nos grupos com doenca prostatica (HPB e CaP), contudo, foi 5,26 vezes mais
elevada no grupo com CaP quando comparado com HPB e 7,69 maior em relacdo ao
controle.

A alfa-1-glicoproteina acida possui a capacidade de proteger as células da apoptose,
efeito demonstrado na hepatite, quando a alfa 1 GP acida pode inibir apoptose, quando
induzida pelo fator de necrose tumoral (KUVIBIDILA; RAYFORD, 2006). A acdo anti-
apototica sugere uma ligacdo direta entre a glicoproteina e a neoplasia, e assim, eleva a nossa
atencdo sobre esta molécula e seu potencial como indicador do CaP.

Uma das mais interessantes caracteristicas da alfa 1 GP é&cida é o padrdo de
glicosilagcdo, que pode ser modificado durante as doengas (MIRANDA-RIBERA et al.,
2010). Por exemplo, glicanos com residuos terminais de GICNAc foram detectados em
carcinoma de colo retal. Além disso, as glicoformas de alfa 1 GP acida, expressas no cancer,
exibem uma variedade de atividades imunomodulatorias em mondcitos, onde os efeitos de
glicoformas individuais diferem significativamente, e duas glicoformas no mesmo paciente
podem, as vezes, ter atividades opostas (CECILIANI; POCACQUA, 2007).

Tal heterogeneidade influenciando tanto na funcdo desta proteina, somado as
achados encontrados no nosso trabalho sugerem que o perfil de glicosilagdo desta proteina

seja investigado no CaP, tendo como principio a seletividade da DaL.
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5.3.1.5 Imunoglobulinas e proteinas do sistema complemento

Quanto as proteinas relacionadas ao sistema imune, foi identificado o antigeno de
diferenciacdo de mondcito, oito cadeias de imunoglobulinas e duas proteinas do sistema
complemento unicamente ou diferencialmente quantificados no grupo com CaP. Os
fragmentos de imunoglobulinas variaram entre cadeias leves e pesadas de diferentes regides
de anticorpos, como IgG e IgA, sendo que, apenas um fragmento de Ig foi down regulado
qguando comparado com o grupo controle.

As proteinas do sistema complemento C4 A e C7, foram up reguladas no CaP, sendo
C4 A 4,35 vezes superior ao quantificado no grupo controle. A proteina C4 A é proveniente
da fragmentacao de C4, e historicamente as duas proteinas, C4 e C4 A, sdo diferencialmente
expressas no CaP. Estudos peptiddomicos com soro e plasma seminal demonstraram C4 A up
regulada em individuos com CaP quando comparados a individuos saudaveis
(VILLANUEVA et al., 2006; RAI et al., 2005).

O aumento dos niveis sanguineos de C4 e C4 A foi correlacionado com prognostico
ruim de pacientes com doenca renal e de pacientes adenocarcinoma de pancreas (MORONI et
al. 2000; LIN et al., 2006). Rosenzweig et al. (2009) desenvolveram um estudo protedmico
com 104 pacientes que realizaram prostatectomia radical, comparando os participantes com
CaP recorrente e os individuos sem doenca prostatica, ap0s cinco anos de remocdo da
prostata. Ao final do estudo, C4 A mostrou-se up regulada no soro sanguineo do grupo de
individuos que apresentou CaP recorrente.

5.3.1.6 Proteinas com atividade quinase

As proteinas quinase sdo a chave central da comunicacdo no controle intracelular,
regulacdo e sinalizagdo da transcricdo (SILVA et al., 2009). A proteina quinase ativada por
mitogeno 7 (MAPK- 7), quinase serina treonina 4 e uma proteina tipo quinase foram
identificadas, em nosso trabalho, apenas no grupo com cancer.

Embora os mecanismos completos envolvendo o desenvolvimento e a progressao do
CaP ndo sdo totalmente compreendidos, alguns deles incluem a familia MAPK (GIL-
ARAUJO et al., 2014). Em condi¢Ges normais, quando um fator de crescimento se liga a um
receptor de membrana, este evento ativa mensageiros intracelulares que culminam em uma

cascata de reagdes, com ativacdo de proteinas quinase, inclusive MAPK (KIM; CHOI, 2010).
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Desta forma, a MAPK migra para o nucleo celular, onde fosforila um conjunto de moléculas
responsaveis pela transcricdo, iniciando, assim, a proliferacdo celular (SILVA et al., 2009).
MAPK alteradas em tumores, mantém a fosforilacdo, levando a uma ativacéo permanente dos
sinais de transcricdo (DHILLON et al., 2007). Tais alteracfes podem ser causadas devido a
amplificagdo génica de MAPK, causando um estado permanentemente ativado, o0 que conduz
a sinalizacdo constituiva, levando ao crescimento celular exacerbado e ao céancer (GIL-
ARAUJO et al., 2014; DHILLON et al., 2007).

A discussdo e o aprofundamento sobre estas proteinas tornam-se bastante
interessante devido o envolvimento com a doenca, justificando o seu uso como meio para
compreensdo da doenca, desenvolvimento de terapia assistida e incrementar o diagnostico e o

prognostico do CaP.

5.3.1.7 Pregnancy Zone Protein

As cromatografias de afinidade em matriz de DalL-Sepharose permitiram, também, o
isolamento e a identificacdo de uma proteina conhecida como PZP, do inglés pregnacy zone
protein. A quantificacdo desta glicoproteina revelou uma razdo CaP:Controle 6,67, sua
quantificacdo também mostrou-se aumentada no CaP quando comparado ao grupo com HPB.
Segundo o UNIPRT (2014), a PZP é capaz de inibir quatro classes de protease, por um
peculiar mecanismo de inibicdo irreversivel da enzima. A PZP tem uma extensdo de peptideo,
chamado "regido isco", que contém os locais de clivagem especificos para diferentes
proteases. Quando uma proteinase cliva a “regido isco”, uma alteracdo conformacional induz
a proteina reter a proteinase. A enzima ligada covalentemente a PZP permanece ativa contra
substratos de baixo peso molecular, mas pouco ativa contra substratos de elevado peso

molecular.

5.3.1.8 Processo celular

Outras proteinas identificadas em nossa pesquisa desempenham atividades bioldgicas
relativamente distintas, mas, de alguma maneira, estdo envolvidas em um processo celular.
Por exemplo, a alfa-2-glicoproteina rica em leucina, presente somente no grupo com CaP,
participa da diferenciacdo das células do tecido adiposo marrom (UNIPROT, 2014). Contudo

as funcdes fisiologicas desta proteina ndo sdo bem conhecidas, mas aumento dos niveis
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séricos desta proteina foi reportado em vérias doencas, inclusive no CaP (SHIRAI et al., 2009;
PIN et al., 2013; REHMAN et al., 2012).

Um estudo conduzido por Rehman (2012) avaliou amostras de soro de quatro grupos
de pacientes divididos pelo diagnostico histopatolégico, em: HPB, CaP localizado, ndo
localizado e metastatico. Os resultados da EM geraram um mapeamento das proteinas
expressas diferencialmente sobre a progressao do cancer de prostata, onde observamos a alfa-
2-glicoproteina rica em leucina, up regulada, nos grupos com doenca progressiva e metastase.

Niveis de angiotensinogénio, na FR pela matriz de Dal-Sepharose, foram
encontrados 4 vezes mais elevado no CaP quando comparado ao controle. O
angiotensinogénio participa como substrato, em um importante mecanismo de controle da
pressdo arterial, sistema renina-angiotensina-aldosterona, onde 0 angiotensinogenio é
convertido em angiotensina | pela enzima renina (SHAMAA et al., 2013). A renina é
encontrada em uma grande faixa de tecidos enddcrinos, incluindo, células epiteliais da
glandula prostatica normal e em linhagem de células malignas da prostata, LNCaP (KUMAR
et al., 2014). Além disso, outras evidéncias vinculam mediadores do sistema renina-
angiotensina-aldosteronano ao crescimento da prostata normal e no desenvolvimento de uma
variedade de doengas prostatica, incluindo a HPB e CaP (CHOW et al., 2009). Porém, no
nosso estudo verificamos alteracBes de angiotensinogénio apenas no CaP quando comparado
com o grupo controle.

O Zn é o segundo metal mais abundante no corpo humano, servindo como um co-
fator para acdo de muitas enzimas. Na prostata, o zinco é acumulado em niveis até 10 vezes
maior do que em outros 6rgdos (SARAFANQV et al., 2008). Estudo com cultura de células
de LNCaP e PC-3 demonstrou o envolvimento de proteinas, participantes do metabolismo e
processamento de metais pesados, particularmente zinco, na homeostase do tecido prostatico,
indicando diferenca no processamento do zinco em tecidos com malignidade (HASUMI et al.,
2003).

Em nosso estudo, proteinas de ligagdo ao zinco ndo foram observadas no grupo
controle. Porém, no grupo com CaP, identificamos duas proteinas de ligagdo ao zinco, com
escore acima de 100, séo elas: zinc finger 488 e LIM homeobox. Resultado semelhante foi
proposto por Lin et al. (2009) que identificaram outras isoformas de zinc finger, 223 e 563,
aumentadas em cultura de células PC-3 e HPR-123.

Outras proteinas, identificadas apenas no CaP, sdo piruvato desidrogenase E1,

receptor acoplado a proteina G, trombospondina-5 e apolipoproteina Al. Contudo, ndo ha
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evidéncias na literatura que vinculam piruvato desidrogenase E1, receptor acoplado a proteina
G ao CaP, ou mesmo o cancer.

As trombospondina, 1 e 2, sdo potentes inibidoras da angiogénese, e a reducgédo destas
proteinas e favordvel ao crescimento tumoral, por meio da modulagdo da angiogénse, em
diversos tipos de tumores (JIA; WAXMAN, 2013; MATOS et al.,, 2013). Contudo, a
trombospondina-5, também conhecia como proteina oligomérica da matriz da cartilagem, tem
atividade anti-apoptdtica, sendo a apoptose essencial para eliminacdo de células malignas,
além disso, a trombospondina-5 esta envolvida na remodelagem dssea (UNIPROT, 2014).

Malik et al. (2005) relataram uma isoforma de apolipoproteina A 2 superexpressa
em pacientes com carcinoma prostatico. Sabidamente, o metabolismo de lipideos esta
modificado em diversos tipos de céancer, inclusive no CaP, além disso, apolipoprteinas
participam de diversos processo inflamatérios. Porém, a apolipoproteina A | € um anti-
inflamatorio natural, componente do HDL, uma lipoproteina de alta densidade chamada de
“bom colesterol”, e ndo ha estudos que correlacionem a concentracdo de apoliporoteina | ao
cancer.

Embora ndo existindo referéncias que justifiguem a apolipoproteina A |, presente
apenas no grupo com CaP, em nosso estudo, é possivel que esta glicoproteina tenham sofrido
modificacdes no padrdo de glicosilacdo. Pois, em nosso trabalho estudamos uma populacéo
sub-glicoprotedmica especifica, e tais glicoproteinas foram selecionadas pela afinidade com a
DalL, sendo a especificidade da lectina capaz de distinguir alguma possivel glicoforma
proteica alterada.

5.3.2 Glicoproteinas soroldgicas isoladas pela combinagdo de imunodeplecéo e matriz DaL-

Sepharose

As glicoproteinas do soro sanguineo foram fracionadas por cromatografia de
afinidade, com este propdsito foi utilizada uma matriz para remocao de grandes quantidades
de albumina sérica humana (ASH) e imunoglobulina G (IgG) e uma matriz com lectina
imobiliza. A fracdo livre de ASH e IgG, denominada Fracdo Imunodepletada (FI), foi obtida
por cromatografia de afinidade a partir do soro total. Em seguida, a FI foi submetida a
cromatografia em matriz de DalL-Sepharose para obtencdo de dois picos cromatograficos,
sendo o pico 1 a Fragdo Imunodepletada N&o Retida (FINR) e o pico 2 ou Fracgdo
Imunodedepletada Retida (FIR).
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5.3.2.1 Deplecéo de albumina e imunoglobulina de soro sanguineo

As amostras de soro sanguineo foram descongeladas, centrifugadas, filtradas e
submetidas a cromatografia de afinidade para deplecdo de ASH e 1gG utilizando a matriz Hi-
trap Albumin IgG depletion™ (GE Healthcare). A figura 13 ilustra o perfil cromatografico
para uma amostra de soro sanguineo de um individuo sem doenca prostatica (Controle).
Posteriormente, a identificacdo por EM de massas revelou a presenca de 101 proteinas, destas,
71 estavam presentes no soro sanguineo, 80 no pico |, que corresponde a fracdo
imunodepletada (FI) e 21 proteinas no pico 2. Entre as proteinas retidas na matriz, 8 estavam
presentes nas trés amostras analisadas, 10 no soro e 3 proteinas foram identificadas apenas

nesta fracdo cromatografica, figura 14.

Figura 13 - Perfil cromatogréfico das proteinas sorolégicas fracionadas, em matriz Hi-trap Albumin 1gG

depletion™, para depleg¢do de ASH e IgG.

3000 +
2500 A q

2000 A

Abs (280nm)

1500 - '

1000 -

BIAN |

0] 2 3 5 7 8 10 12 13 15

Fracdes (temp o emn minutos)

Producéo prdpria.

No diagrama de Vemm (figura 14) podemos analisar os resultados da deplecdo, a
partir do conjunto constituido por proteinas na Fl e P2. A albumina sérica e cadeias de IgG
foram identificadas apenas no pico 2, mostrando que foi possivel utilizar a coluna injetando a

capacidade maxima de amostra, sem coprometer o rendimento, pela saturagcdo da coluna.
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Além disso, ASH e 1gG, duas isoformas de DENN e uma hidroxilase mitocondrial foram

identificadas apenas na fracdo P2.

Figural4 - Diagrama mostrando a distribuicéo das proteinas e glicoproteinas identificadas no soro sanguineo, e
nas frag@es obtidas pela cromatografia de afinidade para deplecdo de ASH e IgG .PI: fragdo livre de
albumina sérica humana e imunoglobulina G, fragdo imunodepletada, P2: fragéo retida pela matriz de Hi-trap

Albumin 1gG depletion™.

Soro Fl
Sanguineo

P2

Fonte: Produc&o propria.

As proteinas presentes na Fl e no pico 2 correspondem a cadeias leves e pesadas de
imunoglobulinas, pois a matriz utilizada apresenta eficiéncia para remover apenas 1gG, como
as demais imunoglobulinas podem compartilhar algumas porcdes da cadeia, é possivel ter a
presenca destas cadeias nas distintas fragoes.

Ao analisar o diagrama de Vemm na figura 14, podemos observamos 54
glicoproteinas em ambas as amostras, soro e FI, mas 26 proteinas foram identificadas apenas
apos a deplecéo, na fracdo FI. Este fendmeno pode ser explicado pelo fato de ter sido possivel
identificar um nimero maior de proteinas apds eliminacdo de algumas mais abundantes, como
no caso a albumina, que estava mascarando o sinal de outras tantas, presentes em menores
concentragdes. Consequentemente um numero menor de proteinas menos abundantes foi

identificado na presenca de albumina, como se observou soro sanguineo, rico em albumina.
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Albumina e imunoglobulinas juntas representam mais de 75% de todas as proteinas
presentes no plasma humano (MORTEZAI et al., 2012). A remocdo destas proteinas aumenta
a capacidade analitica em um fator de 3-9 e melhora significativamente a deteccdo de
proteinas pouco abundantes. Por isso, ASH e imunoglobulinas sdo os principais alvos de
deplecdo em estudos protedmicos que buscam identificacdo de biomarcadores (BRGLES et
al., 2011). Com este propdsito, varias colunas cromatograficas foram desenvolvidas e estdo
disponiveis comercialmente. Os métodos comumente utilizados nestas colunas, incluem,
resina a base de corantes ou anticorpos recombinantes para deplecdo albumina e proteina A e
G para a deplecao de imunoglobulina (DI GIROLAMO et al., 2011; URBAS et al., 2009).

Govorukhina et al. (2003) avaliaram a deplecdo de ASH e imunoglobulinas como
ferramenta preliminar a identificacdo por espectrometria de massas de um biomarcador para
cancer, o antigeno de carcinoma de células escamosas (SCCA 1). Para isso 0 soro sanguineo
de um paciente com cancer cervical foi depletado, e como controle foi utilizado soro
sanguineo total de um doador saudavel, com adicdo de SCCA 1 recombinante. O SCCA 1 foi
detectado apenas no soro depletado, e com isso 0s pesquisadores mostraram que a
cromatografia de imunoafinidade € uma alternativa viavel e poderosa para deplecdo de
proteinas muito abundantes no soro humano, e por isso, esta etapa metodoldgica constitui um

importante passo na preparacao de amostras para o estudo de biomarcadores.

5.3.2.2 Fragdes imunodepletada retida e ndo retida em coluna DaL-Sepharose

5.3.2.2.1 Panorama geral do fracionamento e identificacdo das glicoproteinas

A Fracdo Imunodepletada (FI) proveniente do soro total foi aplicada a coluna de
DaL-Sepharose com a obtencéo de duas fragdes, como mostra a Figura 15, onde observamos
duas fracOes, a FINR, eluida com tamp&o de equilibrio, e a FIR, obtida apo6s lavagem da
matriz com tamp&o de equilibrio contendo D-manose 0,2 M. As diferencas entre o perfil
cromatografico para pacientes de grupos diferentes ndo foi significativamente maior quando

comparado com pacientes do mesmo grupo.
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Figura 15 - Perfil cromatogréfico das glicoproteinas da FI aplicadas em matriz de DalL-Sepharose .
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Fonte: producdo propria.

A FINR e a FIR foram analisada por EM ap06s didlise e concentracdo. Para
identificacdo das proteinas diferentemente expressas entre os grupos foi utilizado um
espectrdmetro de massas nanoUPLC-MS com aquisicdo MSF. As amostras foram analisadas
em quadruplicata por ESI-MS/MS nas mesmas condigdes. No total, foram identificados
54.522 peptideos com um erro de massa de 5 ppm, que corresponde a 85 % do total de
peptideos identificados e mais de 90 % dos peptideos com um erro de massa menor que 10
ppm (figura 16). Quanto a qualidade de fragmentagdo e digestdo dos peptideos, 23 % dos
peptideos foram fragmentados na fonte, enquanto 8% correspondem a clivagem perdida
(figura 17).



Figura 16 - Distribuicdo do erro massas de massa exata, medida em ppm, para identificacdo de amostras da
FINR e FIR em matriz de DaL-Sepharose.
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Figura 17 - Distribuigdo que avalia qualidade de fragmentacéo e digestdo dos peptideos identificados por
espectrometria de massas. Amostra da FINR e FIR em matriz de DaL-Sepharose.
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Fonte: producdo prdpria.
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Coletivamente, foram identificadas 105 proteinas com uma cobertura de sequéncia
maior que 75%. Para identificacdo das proteinas diferentemente expressas entre os grupos foi
utilizando o método de quantificacdo Expression High Definition Proteomics (Waters, UK).
Apos analise restaram 80 glicoproteinas, das quais, 51 proteinas foram identificadas apenas na
FINR (APENDICE B), 18 unicamente na FIR (APENDICE C) e 11 estavam presentes nas

duas fracGes, conforme podemos observar no diagrama de Venn na figura 18.

Figura 18 - Diagrama de Venn mostrando a distribui¢do das proteinas e glicoproteinas obtidas ap6s deple¢éo de

albumina sérica humana e imunoglobulina G, quando fracionadas pela matriz DalL-Sepharose.

FINR FIR

Fonte: Produc&o prépria.

O conteudo proteico, da FINR, de pacientes e controle, era composto por
glicoproteinas e proteinas ndo glicosiladas, cuja matriz DalL-Sepharose ndo exibiu afinidade,
conforme exemplificado pela presenca de afamin, antitrombina 2I, lumicam e as demais
proteinas nessa fracdo. Em relagcdo a FIR podemos observar uma série de glicoproteinas, que
em sua maioria, possuem pelo menos um sitio N-glicosilado com um carboidrato que a matriz
DaL-Sepharose exibiu afinidade.

Houve ainda um grupo constituido por 11 proteinas e/ou glicoproteinas presentes em
ambas as fracOes, as quais, provavelmente, foram identificadas devido a formacdo de
complexos com outras glicoproteinas ou imunoglobulinas, fazendo com que elas fossem

identificadas indiretamente, ou ainda, pelo fato de uma mesma proteina possuir um ou mais
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padrdo de glicosilacdo, fazendo com que algumas glicoproteinas fossem retidas nas duas
fracdes.

Ap0s a identificacdo das proteinas, com o intuito de enriquecer os dados, foi utilizada
a abordagem de quantificacdo label free. A metodologia consistiu na adicdo de um padréo
interno, para isso utilizamos uma solugdo de peptideos da proteina alcool desidrogenasse.
Além disso, paralelamente, quantificamos as proteinas pela escolha de uma house keeping, e 0
resultado dos dois processamentos mostrou diferencas insignificantes, demonstrando a
exatiddo dos resultados.

Até o momento, a maioria das analises protedmicas é realizada, utilizando métodos
de quantificacdo, que fazem uso de marcacdo das proteinas / peptideos com is6topos
radioativos (MITCHELL, 2010). Essas metodologias demandam demorado tempo na
preparacdo da amostra e sdo relativamente caras (SILVA et al., 2006). Recentemente, Vvarios
estudos tém sido realizados, aplicando a quantificacdo label free, para estimar a proporcao de
uma proteina em uma amostra. (KITO; ITO, 2008; BECKER; BERN, 2011).

A quantificacdo label free requer comparacdo dos peptideos, provenientes da
digestdo proteolitica, idénticos em cada uma das condi¢des, para determinar, com precisdo, as
proporcdes relativas das proteinas de interesse particular (OELJEKLAUS et al., 2009).
Muitos destes métodos baseiam-se na intensidade dos picos, determinada pelas proporcdes da
area do pico de peptideos idénticos entre as diferentes condi¢Bes, e na frequéncia da
identificacdo, determinada pela razdo entre a contagem de espectros e 0 numero de peptideos
para a proteina em questdo (SILVA et al., 2006; BECKER; BERN, 2011).

Megger et al. (2014) realizaram um estudo para comparacdo de quantificacdo
protedmica label free e duas metodologias que utilizam marcacdo pela incorporacdo de
isobaricos. Os autores foram capazes de mostrar que a abordagem label free, de longe, supera
0s metodos, TMT e iTRAQ, em relacdo a cobertura do proteoma de diversas linhagens
celulares, com até trés vezes mais proteinas identificados apresentando uma excelente

reprodutibilidade em medigdes repetidas.

5.3.2.2.2 Perfil de glicoproteinas ligantes DalL-Sepharose do grupo com doenga prostéatica

As proteinas diferencialmente quantificadas entre os grupos foram consideradas, up

ou down reguladas, quando apresentaram uma razdo de In maior que 1,2 e denominada
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“Gnica” a proteina identificada apenas em um grupo. Na tabela 4 reportamos as proteinas

identificadas na FINR com expressao diferencial entre os grupos.



Tabela 4 — Proteinas e glicoproteinas identificadas na FINR e FIR, em matriz de DalL-Sepharose, diferencialmente expressas no grupo com CaP ou observadas apenas nesse

grupo.
Fracdo imunodepletada ndo-retida - FINR

Acesso Descricéo Escore Identificacdo Razéo Razéo

CaP: Controle Ln CaP:Controle
APOA1_HUMAN Apolipoproteina A | 31403.57 Down 0,30 1,19
FETUA_HUMAN Alpha 2 HS glycoprotein 2031.19 Down 0,26 1,33
APOA4_HUMAN Apolipoproteina A IV 579.56 Down 0,25 1,4
Q6MZX9_HUMAN Proteina putativa ndo-caracterizada 2541.21 Down 0,05 3,03
Q62VvX0_HUMAN Proteina similar a Tro alphal H myeloma 2535.96 Né&o identificada no grupo controle
Q6J1Z7_HUMAN Fragmento beta de hemoglobina 12482.19 Né&o identificada no grupo controle
Q5FWF9_HUMAN IGL protein 3727.94 Né&o identificada no grupo controle
QOKKI6_HUMAN Fragmento da cadeia light de | 20718.47 Né&o identificada no grupo controle

Imunoglobulina
Fracéo imunodepletada retida - FIR

PZP_HUMAN Pregnancy zone protein 3992.98 Up 3,571429 0.59
Q6Z2VvX0_HUMAN Proteina similar a Tro alphal H myeloma 838.65 Up 6,666667 0.67
Q6P5S8_HUMAN IGK protein 2482.68 "Unica"
AIAT_HUMAN Alfa 1 antitripsina 1369.75 "Unica"
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O fato de algumas proteinas terem sido identificadas na FINR n&o torna sua deteccéo
menos importante do que as proteinas identificadas na FIR pela matriz DalL-Sepharose, pois
gracas ao processo de fracionamento que promove a deplecdo de algumas proteinas, € que foi
possivel identificar proteinas pouco abundantes contidas na FINR.

A alfa-2-HS glicoproteina, apolipoproteina A 1V e uma proteina putativa foram down
reguladas no grupo com CaP quando comparadas ao valor relativo no grupo controle. Estas
glicoproteinas foram identificadas apenas na FINR. A apolipoproteina A IV participa do
metabolismo, provavelmente, facilitando e/ou mediando a absorcao, transporte e utilizacdo de
lipideos, sendo as concentra¢fes sanguineas de apolipoproteina A 1V associadas a presenca de
algumas doencas (DENG et al., 2012; WANG et al., 2013).

Recentemente, um estudo proteémico avaliou amostras de soro de quatro grupos de
pacientes com doenca prostatica; HPB e CaP localizado, ndo localizado e metastatico. Entre
as glicoproteinas diferencialmente expressas podemos observar a cadeia beta de alfa-2-HS
glicoproteina elevada no CaP localizado e em menor intensidade no CaP metastatico,
enguanto a apolipoproteina A IV foi up regulada no grupo com metastase (REHMAN et al.,
2012).

A divergéncia entre 0s nossos resultados e o encontrado por Rehman e colaboradores
(2012), sugere uma desconfianca a respeito das proteinas em questdo. Contudo, vale salientar
que o estudo desenvolvido por Rehman et al. (2012) ndo utilizou uma populacdo sem doenca
prostatica, como controle negativo. Além disso, popula¢des diferentes, ou mesmo individuos
diferentes, podem apresentam um comportamento proteébmico heterogéneo (LU et al., 2013;
KAZUNO et al., 2011).

A proteina IGL, a cadeia light de imunoglobulina e o fragmento da cadeia beta de
hemoglobina foram identificadas nos grupos com HPB e CaP na FINR. A diferenca de
quantificacdo das proteinas na relacdo CaP:HPB néo foi significativa.

Apos o fracionamento da FI em matriz de DaL-Sepharose duas glicoproteinas foram
identificadas apenas na FIR, IGK observada apenas no grupo com CaP e PZP com uma
relagdo CaP:Controle de 3,57.

A PZP é uma protease, ja descrita anteriormente neste trabalho. Recentemente, um
estudo identificou o0 aumento de PZP em pacientes com doenca de Alzheimer pré-sintomatica
em comparagdo com controles, sendo esta diferenca mais significativa em mulheres
(IJSSELSTUIIN et al., 2011). Contudo, na literatura ha poucas informagGes sobre 0s processos

bioldgicos que participa esta glicoproteina.
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Estudos utilizando com Multi-lectinas imobilizadas em matriz, na prospecgéo de
biomarcadores em cancer de mama, identificaram PZP, apenas na fracdo retida pela matriz
(FRY et al., 2013; YANG et al., 2006). Dentre as lectinas imobilizadas na matriz, estava
presente a lectina de ConA, uma lectina glucose/manose ligante, especificidade também
apresentada pela DaL. Esses estudos corroboram com nossos resultados, pois, apds processos
de fracionamento utilizados em nosso estudo, apenas identificamos PZP na FIR e na FR.
Desta forma, podemos reforcar a hipdtese que a cromatografia de afinidade em matriz de
DaL-Sepharose é uma ferramenta eficaz no enriquecimento de glicoproteinas, em amostra de
soro sanguineo, para posterior identificagdo por metodologias como EM.

Na figura 18 observamos algumas proteinas identificadas em duas fracGes
cromatograficas, FINR e FIR. Como ja discutido anteriormente a possibilidade das
glicoproteinas estarem presentes nas duas fracGes diz respeito a formacdo de complexos com
outras glicoproteinas ou imunoglobulinas (MORTEZAI et al., 2012), ou ainda, pelo fato de
uma mesma proteina possuir um ou mais padrdo de glicosilacdo, fazendo com que algumas
glicoproteinas fossem retidas nas duas fracdes (PIN et al., 2013).

Sabe-se que se 0 padrdo de glicosilacdo de uma determinada proteina pode mudar
durante algum processo biolégico, geralmente patolégico, conforme se observa com algumas
glicoproteinas que sdo utilizadas como biomarcadores de cancer e outras doencas
(ADAMCZYK et al., 2012; GHAZARIAN et al., 2011; CLARK; MAO, 2012). Entdo, € de se
esperar que a afinidade da lectina pela mesma glicoproteina também mude,
consequentemente, o perfil de proteinas identificadas em uma determinada fracdo também
sera alterado. Por isso, lectinas imobilizadas, na forma de matriz cromatografica, podem ser
usadas como ferramentas biotecnoldgicas Uteis no monitoramento de mudancas no padrédo de
glicosilacdo de proteinas em amostras bioldgicas (DRAKE et al., 2011; KUMADA et al.,
2012; LEERAPUN et al., 2007).

A apolipoproteina A | foi down regulada no grupo com CaP quando comparado ao
controle, na FINR, todavia na FIR ndo houve diferenca significativa entre os grupos. Essa
glicoproteina foi identificada no estudo quando feito sem imunodeplecdo, como reportado
anteriormente, a apolipoprteina A | foi identificada na FR apenas no grupo com CaP.

A proteina like alfa 1 mieloma identificada na FINR foi observada apenas no grupo
com CaP e HPB, mas sem diferenca significativa entre os grupos. Porém, na FIR a proteina
like alfa 1 mieloma foi identificada nos trés grupos, sendo up regulada nos grupos com doenca

prostatica, HPB e CaP. Esse resultado sugerem que a reducdo da complexidade da amostra
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facilitou a identificacdo da proteina no grupo controle na FIR, pois possivelmente ela estava
presente também no FINR, ou possivelmente uma modificacdo na glicosilacdo ou diferentes
padrdes de glicosilacdo resultaram no comportamento desta glicoproteina nas fragdes
analisadas.

A alfa 1 antitripsina ndo apresentou diferenca significativa quanto a sua expressao
entre os grupos na FINR, contudo, na FIR, foi identificada apenas no grupo com CaP, outro
fato, que, também, pode sugerir mudanca de glicosilacdo na proteina, criando uma isoforma

aumentada no CaP.

5.4 Consideracdes finais

Neste trabalho foi utilizado uma matriz cromatografica com DalL para capturar uma
subpopulacdo glicoprotedbmica, do soro sanguineo. Em um segundo momento, adicionamos
um passo cromatografico prévio, a deplecdo de IgG e ASH, para obtencdo de uma FI. O
intuito de empregar uma FI foi melhor os resultados, pela reducdo da complexidade de
glicoproteinas aplicadas a coluna de DaL-Sepharose.

A cromatografia de uma FI do soro sanguineo em matriz Dal-Sepharose gerou um
resultado diferente, quando, na mesma matriz, foi aplicado soro total. Porém, infelizmente,
ndo foi possivel confrontar as divergéncias, visto que, foram utilizadas amostras de sangue de
doadores diferente, e 0 método cromatografico, realizado para a amostra sem deplecéo, foi
semi-automatizado, enquanto as cromatografias da FI foram realizadas em um sistema de
FPLC AKTApurifier 10 (GE HealthCare).

As glicoproteinas da FR, obtidas pela cromatografia do soro sanguineo na matriz de
DaL-Sepharose, foram identificadas e quantificadas, por espectrometria de massas, e assim,
obtivemos o perfil proteico para os trés grupos estudados, controle, HPB e CaP. A
identificacdo das proteinas diferentemente expressas entre 0s grupos revelou 132
glicoproteinas, destas, 29 foram unicamente identificadas no CaP ou apresentaram uma razdo
de In maior que 1,2, quando comparado a quantificacdo no grupo controle. Ap6s uma anélise
considerando a confiabilidade da identificacdo, estimada pelo escore, e as evidencias na
literatura que justifiguem um possivel envolvimento da proteina no CaP, destacaram-se: alfa-
1-glicoproteina &cida, trombospondin-5, complemento C4 A, heptaglobina, pregnacy zone
protein, isoforma 3 de alfa-1-antitripsina, alfa-2-glicoproteina rica em leucina e Zinc finger

protein.
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Quando a FI do soro sanguineo foi aplicada a matriz DalL-Sepharose permitiu a
obtencdo de duas fracBes: FINR e FIR. Na primeira, composta por glicoproteinas que nédo
interagiram com a lectina, foi possivel identificar, a apolipoprteina A 1 e A IV, alfa-2-HS
glicoproteina e uma proteina putativa down reguladas no grupo com CaP em relagdo ao valor
no grupo controle, ainda nesta fracdo, foram identificadas a proteina like alfa 1 mieloma,
hemoglobina beta, proteina IGL e um fragmento da cadeia light de imunoglobulina, apenas
nos grupos com CaP e HPB. Na fracdo FIR identificamos a alfa-1-antitripsina e a proteina
IGK “unicas” no grupo com CaP e a pregnancy zone protein e a proteina like alfa 1 mieloma
up reguladas no CaP quando comparadas ao grupo controle.

Abordagens utilizando lectinas em métodos para enriquecimento de glicoproteinas,
em amostras complexas, aparecem com maior frequéncia na literatura. Embora diferentes
métodos comerciais estejam disponiveis para reduzir a complexidade do plasma, estas
técnicas tém como desvantagens: custo elevado, instrumentacdo dispendiosa e capacidade
para limitado volume da amostra, o que gera pequeno volume de amostra para a proxima
analise, a alternativa seria a repeticdo do método, que eleva a demora nas etapas de pré-
andlise e a propensdo a variagdes intra- e interamostra (UZUN et al., 2013).

Capturar as proteinas glicosiladas de uma fragdo especifica do protedma sanguineo
permite a identificacdo de candidatos a biomarcadores que podem ser importantes em estudos
futuros (CLARK; MAO, 2012). Haja vista que, estudos protedmicos permitem aumentar
perspectiva de novos biomarcadores, pois, sao Uteis como indicativos e norteio para pesquisa
de genes e desenvolvimento de métodos de validacdo (PIN et al., 2013). A aplicacdo de
métodos de validacdo, em estudos com uma populacdo maior, podera nos dizer o valor
preditivo de uma determinada proteina, ou de um padrdo de proteinas, como um biomarcador
para o CaP.

Biomarcadores sd0 muito importantes para determinar a suscetibilidade a uma
doenca, auxiliar no diagnostico, no prognostico, e também, informar o efeito particular da
acdo de uma droga sobre o individuo, e desta forma auxiliar na escolha e na elaboracéo de
uma terapia personalizada (FRANGOGIANNIS, 2012; MISCHAK, 2010; PIN et al., 2013). A
descoberta de novos biomarcadores auxilia o desenvolvimento de testes com maior
sensibilidade e especificidade que possa permitir um diagnoéstico eficiente e um tratamento de

doencas mais agressivas e, concomitantemente, reduzir a possibilidade de recaida da doenca.
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6 CONCLUSAO

A lectina de sementes de Dioclea altissima, quando imobilizada em matriz de
Sepharose 4B®, foi habil para separar proteinas soroldgicas em duas fragcdes. A identificacdo,
por espectrometria de massas, da fragdo retida, revelou a presenca de centenas de
glicoproteinas. A quantificacdo das glicoproteinas diferentemente expressas entre 0S grupos
revelou, proteinas com um possivel envolvimento da proteina no CaP, como, alfa-1-
glicoproteina &cida, trombospondin-5, complemento C4 A, heptaglobina, pregnacy zone
protein, isoforma 3 de alfa-1-antitripsina, alfa-2-glicoproteina rica em leucina e Zinc finger
protein.

A remocédo previa de albumina sérica humana e imunoglobulina G apresentou
melhores resultados para os parametros como qualidade da fragmentacdo dos peptideos e erro
de massa, que avaliam qualidade da identificagcdo por espectrometria de massas. Na FINR,
composta por glicoproteinas que ndo interagiram com a lectina, foi possivel identificar, a
apolipoprteina A 1 e A IV, alfa-2-HS glicoproteina e uma proteina putativa down reguladas no
grupo com CaP em relagéo ao valor no grupo controle, ainda nesta fracdo, foram identificadas
a proteina like alfa 1 mieloma, hemoglobina beta, proteina IGL e um fragmento da cadeia
light de imunoglobulina, apenas nos grupos com CaP e HPB. Na fracdo FIR identificamos a
alfa-1-antitripsina e a proteina IGK “Unicas” no grupo com CaP e a pregnancy zone protein e

a proteina like alfa 1 mieloma up reguladas no CaP quando comparadas ao grupo controle.
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APENDICE A - GLICOPROTEINAS IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA FRACAO RETIDA PELA

CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM MATRIZ DAL-SEPHAROSE.

Acesso Descrigéo Escore | "Unica" | Razdo Razéo Razéo
Controle:CaP | HPB:CaP | HPB:Controle

ZN488 HUMAN | Zinc finger protein 488 368 CaP

A2GL_HUMAN Leucine rich alpha 2 glycoprotein 2364 CaP

LHX2_HUMAN LIM homeobox protein Lhx2 172 CaP

TNR5 HUMAN Isoform 2 of Tumor necrosis factor receptor 148 CaP
superfamily member 5

Ki120B_HUMAN Isoform 4 of Kinesin like protein KIF20B 221 CaP

MAST4_HUMAN | Isoform 3 of Microtubule associated serine 239 CaP
threonine protein kinase 4

ODPB_HUMAN Isoform 2 of Pyruvate dehydrogenase E1 200 CaP
component subunit beta mitochondrial

M3K7_HUMAN Isoform 1A of Mitogen activated protein kinase | 170 CaP
kinase kinase 7

HV206_HUMAN | Ig heavy chain V 2 region WAH 201 CaP

GP143 HUMAN | G protein coupled receptor 143 134 CaP

DPOLA_HUMAN | DNA polymerase alpha catalytic subunit 55 CaP

COMP_HUMAN | Cartilage oligomeric matrix protein 136 CaP

APOA1 HUMAN | Apolipoprotein A 311 CaP

VTNC_HUMAN Vitronectin 195 Controle

GLPK3_HUMAN | Putative glycerol kinase 3 200 Controle

PSA7_ HUMAN Proteasome subunit alpha type 7 329 Controle

PAX9 HUMAN Paired box protein Pax 9 150 Controle
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NRK_HUMAN Nik related protein kinase 148 Controle

MYH2_HUMAN | Myosin 2 165 Controle

MYH11_ HUMAN | Myosin 11 71 Controle

MYH1 HUMAN | Myosin 1 136 Controle

MTFR1_HUMAN | Mitochondrial fission regulator 1 197 Controle

K1C10_ HUMAN | Keratin type | cytoskeletal 10 209 Controle

KPTN_HUMAN Kaptin 165 Controle

PTPRD_HUMAN | Isoform Fetal brain of Receptor type tyrosine 271 Controle
protein phosphatase delta OS Homo sapiens GN
PTPRD

SYNE1 HUMAN | Isoform Beta 2 of Nesprin 1 117 Controle

Ki2L4_HUMAN Isoform 6 of Killer cell immunoglobulin like 233 Controle
receptor 2DL4

VKIND_HUMAN | Isoform 5 of Protein very KIND 203 Controle

TRM11 HUMAN | Isoform 3 of tRNA guanosine 2 O 137 Controle
methyltransferase TRM11 homolog

RIMB1_HUMAN | Isoform 3 of Peripheral type benzodiazepine 77 Controle
receptor associated protein 1

CNOT1_HUMAN | Isoform 3 of CCR4 NOT transcription complex | 53 Controle
subunit 1

GLPK_HUMAN Isoform 2 of Glycerol kinase 206 Controle

NDST2 _HUMAN | Isoform 2 of Bifunctional heparan sulfate N 283 Controle
deacetylase N sulfotransferase 2

NAV2_HUMAN Isoform 13 of Neuron navigator 2 280 Controle

LV107_HUMAN | Ig lambda chain V I region BL2 797 Controle

KV405 HUMAN | Ig kappa chain V IV region STH Fragment 666 Controle

KV401 HUMAN | Ig kappa chain V IV region Fragment 583 Controle
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HV106_HUMAN | Ig heavy chain V | region SIE 461 Controle

CARM1 HUMAN | Histone arginine methyltransferase CARM1 115 Controle

HSPB1 HUMAN | Heat shock protein beta 1 275 Controle

RN135 HUMAN | E3 ubiquitin protein ligase RNF135 184 Controle

KIN17_HUMAN | DNA RNA binding protein KIN17 153 Controle

CSPG4_HUMAN | Chondroitin sulfate proteoglycan 4 32 Controle

BAHC1 HUMAN | BAH and coiled coil domain containing protein | 55 Controle
1

TEN1 HUMAN Teneurin 1 259 HPB

SAA4_ HUMAN Serum amyloid A 4 protein 244 HPB

YNO01_HUMAN | Putative uncharacterized protein 346 HPB
CS0DJ013YGO01

OSBL5 HUMAN | Oxysterol binding protein related protein 5 343 HPB

COLQ_HUMAN Isoform V2 of Acetylcholinesterase collagenic 420 HPB
tail peptide

BMAL2 _HUMAN | Isoform MOP9 short form of Aryl hydrocarbon | 280 HPB
receptor nuclear translocator like protein 2

DMD_HUMAN Isoform Dystrophin 3 of Dystrophin 48 HPB

STAU2_HUMAN | Isoform 5 of Double stranded RNA binding 715 HPB
protein Staufen homolog 2

ZMYM4_HUMAN | Isoform 4 of Zinc finger MYM type protein 4 203 HPB

CV034_HUMAN | Isoform 3 of Uncharacterized protein C220rf34 | 215 HPB

MFRN2_HUMAN | Isoform 3 of Mitoferrin 2 176 HPB

NDUV3_HUMAN | Isoform 2 of NADH dehydrogenase ubiquinone | 35 HPB
flavoprotein 3 mitochondrial

LV302_HUMAN | Ig lambda chain V 2I region LOI 552 HPB

KV310 HUMAN | Ig kappa chain V 21 region VH Fragment 389 HPB
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KV121_HUMAN | Ig kappa chain V | region Ni 489 HPB
KV101 HUMAN | Ig kappa chain V | region AG 1127 HPB
GDPD3_HUMAN | Glycerophosphodiester phosphodiesterase 280 HPB
domain containing protein 3
GIMA2_HUMAN | GTPase IMAP family member 2 431 HPB
CA156_HUMAN | UPF0558 protein C1orf156 608 0,65 1,65 2,53
SAMP_HUMAN Serum amyloid P component 439 0,24
CD14 HUMAN Monocyte differentiation antigen CD14 1754 0,19 0,21 1,11
K2C1 HUMAN Keratin type 2 cytoskeletal 1 317 0,44 0,62 1,4
K1C9 HUMAN Keratin type | cytoskeletal 9 509 0,43 0,86 2,01
IGHM_HUMAN Isoform Membrane bound of Ig mu chain C 32526 0,64 0,51 0,8
region
ATRN_HUMAN Isoform 3 of Attractin OS Homo sapiens GN 219 0,92 0,95 1,03
ATRN
A1AT HUMAN Isoform 3 of Alpha 1 antitrypsin 1498 0,19 0,48 2,53
ALBU_HUMAN Isoform 2 of Serum albumin 740 0,36 0,35 0,96
PZP_HUMAN Isoform 2 of Pregnancy zone protein 5574 0,15 0,15 0,97
HPTR_HUMAN Isoform 2 of Haptoglobin related protein 340 0,11 3,63 32,14
PRKDC_HUMAN | Isoform 2 of DNA dependent protein kinase 62 5,81
catalytic subunit
CLUS HUMAN Isoform 2 of Clusterin 185 1,07 1,27 1,19
ALS HUMAN Insulin like growth factor binding protein 323 0,61 0,6 0,99
complex acid labile subunit
IGJ_HUMAN Immunoglobulin J chain 25365 0,43 0,68 1,57
MUCB_HUMAN | Ig mu heavy chain disease protein 26267 0,67 0,55 0,84
LV209_HUMAN | Ig lambda chain V 2 region WIN 1535 0,93 0,7 0,76
LV204 HUMAN Ig lambda chain V 2 region TRO 1436 4,62 2,41 0,52
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LV206_HUMAN | Ig lambda chain V 2 region MGC 1431 0,97

LV106  HUMAN | Ig lambda chain V I region WAH 1742 2,27
LV104_HUMAN Ig lambda chain V | region NIG 64 917 1,79
LV102 HUMAN | Ig lambda chain V I region HA 1431 1,45 1,9 1,31
LAC7_HUMAN Ig lambda 7 chain C region 24790 0,22 0,25 1,13
LAC6 HUMAN Ig lambda 6 chain C region 42857 0,9 0,84 0,92
LAC3_HUMAN Ig lambda 3 chain C regions 66590 0,69 0,48 0,69
LAC2_HUMAN Ig lambda 2 chain C regions 66590 0,67 0,64 0,94
LAC1 HUMAN Ig lambda 1 chain C regions 57495 0,59 0,7 1,19
KV402_HUMAN | Ig kappa chain V 1V region Len 515 1,46
KV305 HUMAN | Ig kappa chain V 21 region WOL 3107 0,38
KV309_HUMAN | Ig kappa chain V 2I region VG Fragment 999 0,9
KV304_HUMAN | Ig kappa chain V 21 region Ti 3687 0,53 0,79 1,49
KV302_ HUMAN | Ig kappa chain V 21 region SIE 3107 0,22 0,38 1,72
KV303_HUMAN | Ig kappa chain V 21 region NG9 Fragment 169 0,86 1,04 1,21
KVv312 HUMAN | Ig kappa chain V 2I region HAH 7574 1,15
KV307_HUMAN | Ig kappa chain V 2l region GOL 3107 0,65 0,6 0,93
KV204 HUMAN | Ig kappa chain V 2 region TEW 4455 2,46 4,66 1,9
KV206_HUMAN | Ig kappa chain V 2 region RPMI 6410 3321 1,2 1,79 1,49
KV205_HUMAN | Ig kappa chain V 2 region GM607 Fragment 9889 0,53

KV201 HUMAN | Ig kappa chain V 2 region Cum 3294 0,61

IGKC_HUMAN Ig kappa chain C region 62095 0,41 0,49 1,2
HV302_HUMAN | Ig heavy chain V 21 region WEA 2055 2,97 3,19 1,06
HV31HUMAN Ig heavy chain V 21 region WAS 2604 0,32 1,04 3,25
HV303_HUMAN | Ig heavy chain V 2I region VH26 8873 0,33 0,41 1,26
HV318 HUMAN | Ig heavy chain V 21 region TUR 2610 0,64 0,25 0,39
HV304 HUMAN Ig heavy chain V 21 region TIL 2791 0,64 0,78 1,22
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HV316 HUMAN Ig heavy chain V 21 region TEI 3537 0,17 0,34 2,01
HV313 HUMAN | Ig heavy chain V 2I region POM 2610 0,49 0,45 0,92
HV320_HUMAN | Ig heavy chain V 21 region GAL 398 1,15 1,57 1,36
HV305 HUMAN | Ig heavy chain V 2I region BRO 5566 0,46 0,76 1,65
IGHG4_HUMAN | Ig gamma 4 chain C region 11835 0,12 0,43 3,63
IGHG3_HUMAN | Ig gamma 3 chain C region 19515 0,17 0,35 2,1
IGHG2_HUMAN | Ig gamma 2 chain C region 13123 0,35 0,34 0,95
IGHG1_HUMAN | Ig gamma 1 chain C region 14046 0,76 0,9 1,2
IGHA2_ HUMAN | Ig alpha 2 chain C region 17778 0,28 0,23 0,79
IGHAL_ HUMAN | Ig alpha 1 chain C region 19198 0,43 0,62 1,43
HRG_HUMAN Histidine rich glycoprotein 142 2,36
HEMO_HUMAN | Hemopexin 4817 0,49 0,83 1,7
HPT_HUMAN Haptoglobin 1324 0,27 0,43 1,6
CO7_HUMAN Complement component C7 1158 0,28 0,46 1,65
CO4B_HUMAN Complement C4 B 5458 0,82 0,86 1,05
CO4A_HUMAN Complement C4 A 5345 0,23 0,45 1,95
CO3_HUMAN Complement C3 30221 1,9 1,6 0,85
CO2_HUMAN Complement C2 175 1,23 1,39 1,14
CD5L_HUMAN CD?5 antigen like 8858 0,44 0,67 1,52
APOE_HUMAN Apolipoprotein E 1727 0,85 0,8 0,94
APOC3 HUMAN | Apolipoprotein C 2I 464 0,66 0,42 0,63
APOB_HUMAN Apolipoprotein B 100 789 0,66 0,92 1,38
ANGT_HUMAN | Angiotensinogen 567 0,3

A2MG_HUMAN | Alpha 2 macroglobulin 51439 0,5 0,93 1,88
AlAG1_HUMAN | Alpha 1 acid glycoprotein 1 668 0,13 0,19 1,46
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APENDICE B - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA FINR -FRACAO IMUNODEPLETADA NAO
RETIDA PELA CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM MATRIZ DAL-SEPHAROSE.

Acesso Descrigéo Escore | "Unica" | Razdo Razéo Razéo
Controle:CaP | HPB:CaP | HPB:Controle
A1AG1 HUMAN | Alpha 1 acid glycoprotein 1 6114 0,96 1,05 1,09
A1AG2 HUMAN | Alpha 1 acid glycoprotein 2 1569 1,75 1,09 0,63
A1BG_HUMAN Alpha 1B glycoprotein 1292 1,63 1,16 0,71
A2AP_HUMAN Alpha 2 antiplasmin 1019 Controle
A8K5A4_HUMAN | cDNA FLJ76826 highly similar to Homo 4841 1,23 0,96 0,78
sapiens ceruloplasmin ferroxidase CP mRNA
AACT_HUMAN Alpha 1 antichymotrypsin 2927 1,77 1,3 0,73
AFAM_HUMAN Afamin 234 1,99 1,19 0,59
ANT3_HUMAN Antithrombin 21 475 0,58
APOA4_HUMAN | Apolipoprotein A IV 580 4,06 2,16 0,54
B2M1S8 HUMAN | Delta globin B2 variant Fragment 12310 | Controle
B4DPP8_HUMAN | cDNA FLJ53075 highly similar to Kininogen1 | 712 2,64 1,75 0,66
B4DU16 HUMAN | cDNA FLJ54550 highly similar to fibronectin 1 | 642 Controle
FNL1 transcript variant 6 mRNA
B4E1B2_HUMAN | cDNA FLJ53691 highly similar to 62063 1,54 1,08 0,7
Serotransferrin
B4E1B3_HUMAN | cDNA FLJ53950 highly similar to 130 0,59
Angiotensinogen
B4E1Z4 HUMAN | Complement factor B 2544 1,48 1,19 0,8
B72544 HUMAN | cDNA FLJ51742 highly similar to Inter alpha 195 2,14 1,25 0,58
trypsin inhibitor heavy chain H4
B7ZLE5 HUMAN | FN1 protein OS Homo sapiens GN FN1 PE 2 678 Controle




SV1
C6KXN3_HUMAN | Lambda light chain of human immunoglobulin | 9184 0,42

surface antigen related protein Fragment
C9JEVO_HUMAN | Zinc alpha 2 glycoprotein 2287 HPB
CFAH_HUMAN Complement factor H 260 2,46 1,68 0,69
CO9 HUMAN Complement component C9 104 HPB
D6RF35_HUMAN | Vitamin D binding protein 1390 1,8 1,48 0,82
D9IWP9_HUMAN | Beta 2 glycoprotein | Fragment 2634 2,2 1,77 0,8
E9M4D4 HUMAN | Hemoglobin alpha 1 globin chain Fragment 4179 3,03 0,68 0,22
E9PFT6_ HUMAN | Hemoglobin subunit delta 12310 0,15
FETUA_HUMAN | Alpha 2 HS glycoprotein 2031 3,78 2,41 0,64
HBB_HUMAN Hemoglobin subunit beta 29376 3,03 0,68 0,22
LUM_HUMAN Lumican 128 Controle
095408 HUMAN Beta globin Fragment 18877 | Controle
QOKKI6_HUMAN | Immunoblobulin light chain Fragment 20718 1,52
Q14476_ HUMAN | G gamma hemoglobin gene from Greek HPFH | 9093 CaP

mutant Fragment
Q4JLR8 HUMAN | Hemoglobin beta chain Fragment 12476 | CaP
Q53H26_ HUMAN | Transferrin variant Fragment 68232 2,41 1,73 0,72
Q56917 HUMAN Uncharacterized protein 6077 2,59
Q5EFE6_ HUMAN | Anti RhD monoclonal T125 kappa light chain 20725 2,01 1,07 0,53
Q5FWF9_HUMAN | IGL protein 3728 1,28
Q57985 HUMAN | Inter alpha trypsin inhibitor heavy chain H2 441 3,22 1,75 0,55
Q5VY30_HUMAN | Plasma retinol binding protein 1 182 671 0,52
Q6GMV8_HUMAN | Uncharacterized protein 9104 2,56 1,05 0,41
Q6J1Z7_HUMAN Hemoglobin beta Fragment 12482 0,42
Q6MzZV6_HUMAN | Putative uncharacterized protein 2525 0,55
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DKFZp686L.19235
Q6MZX9 HUMAN | Putative uncharacterized protein 2541 20,7 6,05 0,29
DKFZp686M08189
Q6N096 HUMAN | Putative uncharacterized protein 458 Controle
DKFZp686115196
Q6P5S3 HUMAN | Uncharacterized protein 8763 0,68
Q6ZW64 HUMAN | cDNA FLJ41552 fis clone COLON2004478 6019 0,65
highly similar to Protein Tro alphal H myeloma
Q7Z3Y4_HUMAN | Uncharacterized protein 20718 0,94 0,47 0,5
Q7Z7B3_HUMAN | Beta globin variant Fragment 2551 Controle
Q8NEJ1 HUMAN | Uncharacterized protein 9101 0,76 0,79 1,03
Q9BWUS5_HUMAN | Mutant hemoglobin beta chain Fragment 26496 | CaP
TRFE_HUMAN Serotransferrin 67443 0,7
ZA2G_HUMAN Zinc alpha 2 glycoprotein 2421 1,79 1,16 0,65
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APENDICE C - PROTEINAS IDENTIFICADAS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA FIR - FRACAO IMUNODEPLETADA
RETIDA PELA CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM MATRIZ DAL-SEPHAROSE.

Acesso Description Escore | "Unica" | Razdo Razéo Razéo
CaP:HPB | Controle:HPB | Controle:CaP
APOB_HUMAN Apolipoprotein B 100 348 0,71 0,78 1,09
B4DIE5_HUMAN cDNA FLJ60561 highly similar to Complement | 82 Controle
C4B
CO3_HUMAN Complement C3 2506 0,76 1,04 1,38
CO4A_HUMAN Complement C4 A 605 0,76
E1A689 HUMAN Mutant Apo B 100 342 2,05
F8W7G7_HUMAN | Ugl Y3 370 Controle
FBWEX7_HUMAN | Cholinesterase 70 Controle
K1C10 HUMAN Keratin type I cytoskeletal 10 173 Controle
K2C1_HUMAN Keratin type 2 cytoskeletal 1 169 0,76 0,63 0,83
LOR8D2 HUMAN | Alternative protein RCOR1 524 Controle
PZP_HUMAN Pregnancy zone protein 3993 2,83 0,78 0,28
QO06AH7_HUMAN | Transferrin 136 Controle
Q69EZ7_HUMAN Prothrombin B chain Fragment 391 Controle
Q6GMW4_HUMAN | IGL protein 375 Controle
Q6P5S8_HUMAN IGK protein 2483 CaP
Q7Z2U7_HUMAN | Uncharacterized protein 362 Controle
Q86TT1_HUMAN | Full length cDNA clone CSODDO006YL02 of 732 0,45 0,26 0,58
Neuroblastoma
VTNC_HUMAN Vitronectin 216 Controle
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ANEXO A — PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA COLETA DE AMOSTRAS NO
HOSPITAL DR. EVANDRO AIRES DE MOURA

FUNDAGAO EDSON QUEIROZ

UNIVERSIDADE DE FORTALEZA
ENSINANDO E APRENDENDO

UNIVERSIDADE DE FORTALEZA i .
VICE-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
Comité de Etica em Pesquisa — COETICA

PARECER N°. 427/2009

Projeto de Pesquisa:.Perfil cromatografico de glicoconjugados do soro de
pacientes com Cancer de Prostata (CAP) e com Hiperplasia Prostatica Benigna
(HPB) em coluna de Sepharose-Dioclea altissima.

Pesquisador Responsavel: Maria de Fatima Figueiredo

Data de apresentagio ao COETICA: 19/11/09
Registro no COETICA: 09-447

CAAE: 0163.0.037.000-09

Parecer: Aprovado Ad Referendum na data de 01/12/09

| ouwdie. Solbty Puecne vle Code %cwu/%/%

Prof. Mariflla Jof@’lly Pereira da Costa Parahyba
Presidente do Comité He Etica em Pesquisa da UNIFOR - COETICA

Av. Washington Soares, 1321 - Bairro Edson Queiroz - Fone: (85) 3477 3000 - Fax: (85) 3477.3055
B 75.1511043-1 Caixa Postal: 1258 CEP: 60811-905 - Fortaleza - Ce www.unifor.br
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ANEXO B - PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA COLETA DE AMOSTRAS NO
CENTRO INTEGRADO DE ONCOLOGIA DO ESTADO DO CEARA — CRIO

UNIVERSIDADE DE
Plataforma
FORTALEZA (UNIFOR)/ g %{0]‘

FUNDACAO EDSON QUEIROZ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil comparativo entre proteinas e glicoproteinas soroldgicas de
pacientes com doenca prostatica e de individuos sem doenga prostatica.

Pesquisador: Leonardo Primo Bezerra

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 07894112.0.0000.5052

Instituicdo Proponente: Universidade de Fortaleza (UNIFOR)/ Fundacdo Edson Queiroz
Patrocinador Principal: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
((CAPEYS))

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 238.998
Data da Relatoria: 05/04/2013

Apresentacéo do Projeto:

Com a crescente incidéncia do cancer de prostata (CaP), surge a necessidade por pesquisar
novos biomarcadores capazes de aprimorar o diagndstico, a avaliacdo da agressividade, risco
e progressdo do tumor ou ainda de recaida da doenca. Neste contexto, o presente trabalho
pretende utilizar cromatografia de afinidade com lectina vegetais, imobilizadas em Sepharose
4B® ativada com Brometo de Cianogénio, e analise de espectrometria de massas na
identificacdo possiveis biomarcadores soroldgicos para o CaP. A populacdo do estudo sera
composta por pacientes atendidos no servi¢o de urologia do no Centro Integrado de Oncologia
do Cearad ¢ CRIO. Os individuos serdo agrupados segundo o diagnéstico em dois grupos:
pacientes com doenca prostatica e individuos sem doenca prostatica. As amostras de sangue,
aproximadamente 5 mL, de pacientes e controles, serdo coletadas por puncdo venosa
periférica e na auséncia de anticoagulante. As amostras de soro obtidas serdo submetidas,
individualmente, e separadamente, a cromatografia de afinidade em coluna de Frutalina
Sepharose e LTA-Sepharose, acoplada a um sistema de FPLC AKTApurifier 10 (GE
Healthcare). As fracdes contendo as glicoproteinas isoladas por cromatografia de afinidade
nas duas colunas propostas serdo dialisadas exaustivamente contra agua destilada e,
posteriormente, concentradas em concentrador a vacuo. Posteriormente, essas fragdes serdo,
inicialmente, submetidos a digestdo com tripsina e aplicadas em espectrometro de massas
nanoUPLC nanoESI-MSE. Para um processamento de espectros e busca no banco de dados
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adequados, serd utilizado o pacote ProteinLynxGlobalServer (PLGs) v.2.4 contendo o
programa ExpressionE v.2.4. Os bancos de dados UniProtkKB/Swiss-Prot 57.1 e
UniProtKB/TrEMBL 40.1 serdo utilizados e as condigfes de pesquisa serdo baseadas na
taxonomia [Homo sapiens (humano)]. As proteinas identificadas serdo organizadas em uma
lista que corresponde a uma proteina Unica para ambas as condi¢Ges (estudo ou grupo
controle), e uma razdo logaritmica entre os diferentes grupos sera plotada em um gréafico de
dispersdo para visualizar diferencgas entre 0s grupos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

No presente projeto de trabalho pretende-se utilizar cromatografias de afinidade em matrizes
com lectinas, imobilizadas em CNBr-Sheparose-4B® (GE Healthcare), e analise de
espectrometria de massas para o isolamento, identificacdo e quantificacdo de glicoproteinas
séricas de individuos com e sem doenca prostética.

Obijetivo Secundario:

Selecionar um grupo de individuos saudaveis, no que diz respeito a doencas prostaticas, para
compor o grupo controle; Selecionar um grupo de pacientes com cancer de prostata e
hiperplasia prostatica benigna, para fazer parte do grupo de estudo. Isolar glicoproteinas
séricas, através de cromatografia de afinidade em coluna de frutalina imobilizada em CNBr
Sepharose-4B®; Isolar glicoproteinas séricas, através de cromatografia de afinidade em
coluna de lectina ligante de fucose imobilizada em CNBr-Sepharose-4B®; Analisar os perfis
cromatogréficos das glicoproteinas séricas por meio de espectrometria de massas; Estabelecer
um perfil comparativo de glicoproteinas séricas entre controles e individuos com doenca
prostatica. Elaborar resumos para serem divulgados em Congressos Nacionais e
Internacionais; Publicar artigos cientificos completos em periddicos de impacto elevado.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios

Riscos:

Né&o existe risco de contaminacdo, advindo do procedimento utilizado no estudo (flebotomia)
porque todo o material que sera utilizado na coleta € esterilizado, descartavel e, portanto, ndo
reutilizavel, além de ser realizado por técnico, devidamente capacitado, treinado e
competente, de acordo com as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Patologia
Clinica/Medicina Laboratorial para coleta de sangue venoso. Na tentativa de evitar e/ou
minimizar ao maximo a possibilidade de algum desconforto, o paciente serd submetido a uma
avaliacdo médica sobre a sua condi¢do antes de retirar uma aliquota de 5,0 mL ou volume
maior de sangue total; mas se ainda assim, algum paciente, porventura vier a sentir algum
desconforto ou mal estar, incluindo tonturas, nauseas ou vomitos, advindos do procedimento
de coleta, 0 mesmo sera orientado, pela equipe de enfermagem do CRIO, a sentar-se e colocar
a cabeca abaixo dos joelhos ou deitar-se com os pés em nivel acima da cabeca. Em casos de
hematoma ou mancha arroxeada no local da punc¢éo da agulha: serdo aplicadas compressas de
gelo no local nas primeiras 6 horas; flebite (vermelhiddo e dor no local da puncao): serdo
aplicadas compressas de agua morna no local e procurar o servico médico do Hospital. Em
casos de desmaio, um médico (a) ou enfermeira (0) plantonista sera acionado imediatamente.
Nos demais casos, 0s sujeitos participantes da pesquisa, serdo orientados, logo apos a coleta, a
permanecerem pelo menos 15 minutos no servi¢o, ndo fumar no periodo de duas horas, ndo
ingerir bebidas alcodlicas nas proximas 6 horas, aumentar a ingestdo de liquidos nas proximas
24 horas, evitar grandes esforcos fisicos por algumas horas e evitar desempenhar atividades
de risco, como manipular m&quinas de corte ou tornos, trabalhar em andaimes ou em grandes
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alturas, dirigir transportes coletivos ou motocicletas, nas proximas 24 horas. Beneficios:
Despertar o interesse de mais pesquisadores para o estudo de glicoproteinas sericas, em outras
condic@es clinicas, utilizando a técnica das lectinas vegetais imobilizadas em matrizes para
cromatografias de afinidade; Ampliacdo dos conhecimentos ja existentes, no que se refere ao
contexto de glicoproteinas séricas; Aplicacdo da técnica utilizando lectinas vegetais para
analise protedbmica; Elaboracdo de um perfil glicoprotéico comparativo, entre pacientes com
doenga prostatica e controle, individuos livres de doenca prostéatica.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é de relevancia médica epidemiologica visto buscar novas tecnologias aplicadas
ao diagndstico e prognostico do cancer de prostata.
Consideraces sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
Foram apresentados os seguintes documentos:

1.Folha de Rosto;

2.Carta de Anuéncia da Instituicdo co-participante;

3.Termo de fiel depositario material bioldgico.

4. TCLE.

Recomendacoes:

Né&o h& recomendacbes a serem feitas ao projeto de pesquisa.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sugere-se a Aprovacio.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Né&o

Considerac0es Finais a critério do CEP:

FORTALEZA, 05 de Abril de 2013

Assinado por:
Marilia Joffily Pereira da Costa Parahyba
(Coordenador)

Endereco: Av. Washington Soares, 1321, Bloco da Reitoria

Bairro: Sala da VRPPG — Edson Queiroz CEP: 60.811-905

UF: Ce Municipio: Fortaleza

Telefone: (85) 3477-3122 Fax: (85) 3477-3056 email: coetica@unifor.br




