UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

HELOISA HELENA ZACCARON MILIOLI

g
-

IQ%; i j
i Ll
J

) A s ‘v' X
: I FEENT B e
o, ZAAM ¢ e 9 ¢ S 3 ¥ o -~
7 2 NN S N W P
722 . Faes
P e BRI RN 2 Z ALY (:"" N
o WL R > 3
1" ; . 24 },\. | 1‘
' \ i & L i { 1
i 7. 7 T G 41 . | N\ |
' ) W AN, SRR I
; I = AR | \ '(‘ ] L} ]
e I 1 ol i
| LBl i ! T
11 h \

1

il

AR
] o — = = - | \ -
o — e UL ol '.4.4' .
e AL P AR A e e LN |
=0 <<¢_4__.__5 e /Doy ), \ W\
~ . e A - \

==

=
CURITIBA

2011



HELOISA HELENA ZACCARON MILIOLI

ANALISE PROTEOMICA COMPARATIVA DE CARCINOMAS
ESPORADICOS PRIMARIOS DE MAMA E METASTASES AXILARES
CORRESPONDENTES

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Genética,
Departamento de Genética, Setor de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
do Parana, como requisito para obtencédo do
titulo de Mestre em Genética.

Orientador: Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli

Co-orientadora: Prof?. Dr? Enilze Maria de
Souza Fonseca Ribeiro

CURITIBA
2011



MINISTERIO DA EDUCAGAO UFPR
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Biolég icas
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS . LORN Le%s, 88
DEPARTAMENTO DE GENETICA ) o A i
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM GENETICA 00® “oigo¥ eige® o,

PARECER

Os abaixo-assinados, membros da Banca Examinadora da Defesa de Dissertagdo de
Mestrado, a qual se submeteu HELOISA HELENA ZACCARON MILIOLI para fins de
obter o titulo de Mestre em Ciéncias Biolégicas na Area de Genética pela Universidade
Federal do Parand, no Programa de Pés-Graduagdo em Genética, sdo de parecer que se
confira a candidata o conceito “A”.

Secretaria do Programa de P6s-Graduagdo em Genética do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana.

Curitiba, 28 de margo de 2011

W

Professor Doutor Cicero de Andrade Urban
Universidade Positivo — Membro Titular

d Wi Poglts

[ Professora Doutora Ana Claudia Bonatto
Depto. de Genética, UFPR — Membro Titular

-

Professor Doutor Ricardo Lehtonen R. de Souza
Depto. de Genética, UFPR — Membro Titular

2

/Professor Déutor Iglenir Joio Cavalli
Orientador e Presidente da Banca Examinadora

Visto

/L/Q-L,)\-:'.k/‘—:‘» o Peqlen

Professora Doutora Maria Luiza Petzl-Erler
Coordenadora do Programa de Pés-Graduagio em Genética

Centro Politécnico - Jardim das Américas - Caixa Postal 19071 - CEP 81531-980 - Curitiba, Brasil
7e/(+41) 33611587 / 33611684 — Fax (+41) 33611793 — e-mail ppg-gen@ufpr.br



Dedico este trabalho a todas as mulheres que, como pacientes,

tornaram possivel este projeto.

Por me fazerem acreditar qgue ndo podemos desistir.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli, pela oportunidade e orientacao conferida, por
acreditar no meu trabalho, pelas palavras de incentivo, pelos sdbios ensinamentos e,

principalmente, pelo exemplo como pessoa e pesquisador.

A Prof®. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, pelo carinho, paciéncia,
disponibilidade e atencéo.

A Prof®. Dra. Roseli Wassem por participar da banca de acompanhamento. Ao
Prof. Dr. Cicero de Andrade Urban e a Prof®. Dra. Ana Claudia Bonatto por fazerem
parte da banca de defesa. Ao Prof. Dr. Ricardo Lehtonen R. de Souza por constituir
ambas as bancas deste trabalho. Obrigada pelo tempo e dedicacédo ao analisar e
avaliar este trabalho, por todas as sugestbes e corre¢cdes. Minha admiracéo e

reconhecimento.

Ao Hospital das Clinicas e Hospital Nossa Senhora das Gracgas, seus

médicos, pacientes e funcionarios, por tornarem este trabalho possivel.

Ao Programa de POs-Graduacdo em Genética da Universidade Federal do
Parana (UFPR), pelo suporte fisico e intelectual, que contribuiram de modo direto

para a formacao do meu carater e postura profissional.

Aos Departamentos de Patologia Basica e Bioquimica, pelo apoio técnico e
infra-estrutura. Ao aluno do programa de poés-graduacdo em Bioquimica, Fabio

Cordeiro, pelo apoio e incentivo nos desdobramentos das técnicas protedmicas.

Ao Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS), em especial ao Prof. Dr. Charley Christian Staats e a técnica Jozi
Fernanda R. Estanislau, por me receberem da melhor forma possivel, pela

assisténcia imediata e incondicional.

Ao laboratério comum do departamento de Genética (SEAD) e sua

funcionaria Silvana Cribari Prado. Obrigada pela companhia, atengéo e carinho.



A todos os amigos e companheiros do Laboratério de Citogenética Humana e
Oncogenética, por me acolherem, pelo carinho, compreensdo e grande amizade.
Por dividirem felicidades e angustias ao longo desses dois anos intensos. Em
especial, as alunas de iniciacéo cientifica Agatha Gomes da Silva e Thalita Helen

Bombardelli Gomig, pelo interesse e dedicacao.

Aos mestres em Genética Rodrigo Kaviski e Gustavo Goées da Costa, pelo

apoio e companheirismo.

A minha parceira dentro e fora da universidade, Nayara Cristina dos Santos
Oliveira. Por dividir momentos de concentracdo, diversdo, alegria, decepcéo, raiva,
tristeza; um misto de sentimentos que contribuiram para nosso desenvolvimento

pessoal, no individual e no coletivo.

Aqueles que deram suporte para continuar trabalhando sempre que possivel.

Obrigada Juliana Marta Muehlmann Fischer.

Halina Linzmeier Heyse e Adriane Esquivel, por tornarem minha vida mais
especial em Curitiba. Por fazerem da nossa amizade algo que sera levado comigo

para o resto da vida.

A todos que contribuiram para realizacdo deste projeto, meus sinceros

agradecimentos!



~ VIl ~

Em especial...

A minha familia, meus maiores incentivadores, pelo apoio incondicional e pelo
carinho de sempre. Por acreditarem na minha capacidade, enquanto eu duvidava.
Aos meus pais, Ademir e Eliane, por abdicarem de seus sonhos em favor dos meus.
Por fazerem dos meus objetivos, suas metas.

Ao meu Unico e eterno irmao, Tito. Por me entender com um olhar, com um gesto, e
com uma simples palavra me confortar. Por tudo que representas pra mim.

Yuri, por me fazer esquecer os momentos mais tensos com seu encanto.

A Helena e Lourdes, pelo amor que me dedicam sempre e, principalmente, pela
confianca.

Aos meus cunhados amados, por me respeitarem, ou simplesmente por existirem.
Ao Jorge André, pela paciéncia, cumplicidade e companheirismo em todos esses
anos. Por minimizar a distancia entre nés. Por manter meus pés no chao e orientar

meus passos, sempre proximo aos seus.

Obrigada por me ensinarem que a forma com que trilhamos os caminhos pode ser

mais gratificante do que chegar ao fim da linha...



~ VIl ~

"Todos estamos matriculados na escola da vida,
onde o0 maior mestre € o tempo."

Cora Coralina



RESUMO

ANALISE PROTEOMICA COMPARATIVA DE CARCINOMAS ESPORADICOS
PRIMARIOS DE MAMA E LINFONODOS AXILARES CORRESPONDENTES

O cancer de mama € o segundo tipo de neoplasia mais freqiiente em mulheres no mundo,
responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade. A interacdo gene-ambiente
contribui de modo distinto para a predisposicdo ao carcinoma mamario e para o
desenvolvimento de um perfil tumoral caracteristico, complexo e heterogéneo. A evolucao
no aspecto clinico do cancer de mama esta associada a uma cascata de eventos que
envolvem alterac6es em genes e/ou proteinas importantes no crescimento, proliferacao,
apoptose, angiogénese e metastase. A extensao da disseminacdo de células tumorais em
vias linfaticas pode ser avaliada através do status de linfonodos axilares, atualmente
utilizado como importante indicador clinico para prognéstico no cancer de mama. Os
mecanismos moleculares subjacentes a metastase linfonodal, o grau de divergéncia clonal
e a variedade genOmica que caracterizam tumores primarios e linfonodos axilares
metastaticos, contudo, permanecem mal compreendidos. O objetivo principal deste trabalho
consiste numa analise protedmica comparativa entre amostras pareadas de tumores
primarios de mama e linfonodos axilares, utilizando as metodologias protedmicas de
eletroforese bidimensional (2D-PAGE) e espectrometria de massa (MALDI-ToF). Sete
amostras pareadas de tumores primarios de mama e correspondente linfonodo metastatico
foram avaliadas de pacientes com ‘Carcinoma Ductal Invasivo’. Os géis bidimensionais
revelaram uma sutil diferenca entre o perfil protebmico de tumores primarios e linfonodos
axilares metastatico quando comparados em conjunto. Em andlise subseqiliente, em
amostras pareadas dos sete tumores primarios e respectivos linfonodos axilares, diferencas
guantitativas e qualitativas significativas foram observadas na comparacdo dos perfis
individuais de cada paciente. As diferencas observadas nos dois tipos de andlise sao
devidas provavelmente ao procedimento metodolégico. Foram excisadas 163 bandas com
valor de p<0,02, totalizando 146 proteinas identificadas, sendo 72 distintas. Proteinas
exclusivas ou com expressdo aumentada foram observadas tanto em tumores primarios
como em linfonodos axilares. As proteinas foram classificadas de acordo com a funcéo
biologica dentro das seguintes cateqgorias: (1) citoesqueleto e proteinas associadas,
31,30%; (2) enzimas metabdlicas, 4,76%; (3) proteinas ‘heat shock’/ chaperonas
moleculares, 2,04%; (4) proteinas de membrana com mudltiplas atividades, 1,36%; (5)
proteinas de ligacdo, 2,72%; (6) biossintese de proteinas, 2,04%; (7) biossintese de
nucleotideos, 0,68%; (8) reguladores do crescimento e da proliferagédo celular, 9,52%; (9)
degradacédo protéica, 5,45%; (10) detoxificacdo e proteinas redox, 2,72%; (11) proteinas
com atividade extracelular, 12,24%; (12) outras func¢bes, 0,68%; e (13) queratinas do
citoesqueleto, 24,49%, um subgrupo particular. Em sua maioria, as funcdes biologicas das
proteinas apresentam papel relevante na carcinogénese mamaria, em processos de divisao
celular, organizacdo do citoesqueleto, diferenciacdo, proliferacdo e apoptose. As possiveis
variagdes observadas também podem ser Uteis como possiveis marcadores de diagndstico
e progndstico no cancer de mama, ou ainda contribuir para o entendimento das vias
biolégicas responsaveis pela transformacéo e progresséo neoplasica. Outras metodologias
com abordagens gendmicas e protebmicas, naturalmente, devem ser utilizadas para a
validagdo dos resultados.

Palavras-Chave: Proteoma; 2D-PAGE; Carcinoma mamario: Tumor primério e linfonodo
axilar.



ABSTRACT

COMPARATIVE PROTEOME ANALYSIS OF PRIMARY BREAST CARCINOMA AND
RESPECTIVE AXILARIES LYMPH NODES

Breast cancer is the second most common type of cancer among women worldwide,
responsible for high morbidity and mortality. The gene-environment interaction and inter-
individual variation contributes differently in the predisposition to breast cancer and for
development of a characteristic tumor profile, complex and heterogeneous. Developments in
clinical appearance of breast cancer is associated with a cascade of events that involve
changes in genes / proteins responsible for cellular events such as growth, proliferation,
apoptosis, angiogenesis and metastasis. The extent of spread of tumor cells in lymphatic
pathways can be assessed by the status of axillary lymph nodes, currently used as an
important indicator for clinical prognosis in breast cancer. The molecular mechanisms
underlying lymph node metastasis, degree of clonal divergence and variety that characterize
genomic primary tumors and metastatic axillary lymph nodes, however, remain poorly
understood. This study establishes a comparative proteomic analysis between paired
primary breast tumors and axillary lymph node, using proteomic methodologies of
bidimensional electrophoresis (2D-PAGE) and mass spectrometry (MALDI-ToF). Seven
paired 'Invasive Ductal Carcinoma’ and respective axillary lymph node were evaluated. The
two-dimensional gels revealed subtle differences between the proteomic profile of primary
tumors and metastatic axillary lymph nodes when compared all together. In subsequent
analysis, significant qualitative and quantitative differences were observed comparing the
profiles of individual patients. In total, 163 bands with p <0.02 were excised, comprising 146
proteins identified, 72 distinct. The proteins were classified according to biological function in
the following categories: (1) cytoskeleton and associated proteins, 31.30%; (2) metabolic
enzymes, 4.76%; (3) molecular chaperones / 'heat shock', 2.04%; (4) membrane-associated
proteins with multiple activities, 1.36%; (5) protein with binding function, 2.72%; (6) protein
biosynthesis, 2.04%; (7) nucleotide biosynthesis, 0.68%; (8) cell growth and proliferation
regulators, 9.52%; (9) protein degradation, 5.45%; (10) detoxification and redox protein,
2.72%; (11) proteins with extracellular activity, 12.24%; (12) other functions, 0.68%; and (13)
cytoskeletal keratins, 24.49%, as a particular subgroup. Most of the biological functions of
proteins may be involved in breast carcinogenesis, in processes of cell division, cytoskeletal
organization, differentiation, proliferation and apoptosis. Possible changes observed may
also be useful as potential markers for diagnosis and prognosis in breast cancer, or
contribute to the understanding of the biological pathways responsible for neoplastic
transformation and progression. Other methodologies in genomics and proteomics
approaches should be used to validate the results.

Keywords: Proteome; 2D-PAGE; Breast cancer: primary tumor and axillary lymph node.
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1. INTRODUCAO

O céancer de mama € o segundo tipo de neoplasia mais freqliente no sexo
feminino, representando um problema de saude publica mundial. A cada ano, cerca
de 22% dos casos novos de céncer em mulheres sdao de mama (JEMAL et al.,
2010). A incidéncia estimada para o ano de 2010 e 2011, no Brasil, € 49.240 novos
casos da doenca, com risco avaliado para regiao Sul de 64 ocorréncias a cada 100
mil mulheres (Instituto Nacional de Cancer - INCA, 2010).

Embora o cancer de mama venha sendo extensivamente estudado durante as
tltimas décadas, os mecanismos moleculares envolvidos na sua origem e
progressédo ndo sao plenamente compreendidos (OLDENBURG et al., 2007). Sabe-
se que alteracdes genéticas e epigenéticas que determinam a formacéo e evolucao
tumoral ocorrem em duas classes principais de genes responsaveis pelo controle da
divisdo e diferenciacdo celular: os protoncogenes e 0s genes supressores de tumor.
Modificagcbes na estrutura, no nimero de copias ou na expressao destes genes
podem determinar o desenvolvimento tumoral (ROSEN et al., 2010).

Uma caracteristica da doenca € a rapida proliferacdo de células anormais que
alteram a arquitetura dos tecidos e avancam além de seus limites. As células
neoplasicas apresentam, em sua evolucao, motilidade e podem interagir diretamente
com componentes da matriz extracelular, como as fibras de colageno e outros
derivados do estroma, incluindo fibroblastos, miofibroblastos e macréfagos. Tumor e
ambiente atuam em conjunto, neste contexto, numa interdependéncia de fatores
mitogénicos e tréficos, fornecendo suporte fisioldgico para a evolucdo das células
tumorais (WEINBERG, 2008). Eventos subseqiientes podem alterar mecanismos
essenciais envolvidos na angiogénese, invasdo vascular linfatica, metastases
regionais ou para orgaos distantes (GOLDBERGER & HUNTER, 2009).

O céancer de mama é uma doenca heterogénea, analisada a partir de critérios
clinicos e caracteristicas biolégicas do tumor. O progndstico de neoplasias mamarias
€ baseado, atualmente, na avaliacdo de parametros histopatolégicos, como
acometimento de linfonodos axilares, tamanho do tumor, tipo histolégico, grau da
patologia, presenca de receptores hormonais (estrogeno e progesterona) e

amplificagdo do gene ERBB2 (SAHAI, 2007). Dentre esses, a caracterizagao



linfonodal constitui um dos fatores prognésticos mais relevantes, sendo um
componente essencial para avaliar o estadiamento tumoral (CAVALLI, 2009). A
abordagem cirdrgica da axila através do esvaziamento axilar ou biépsia do linfonodo
sentinela é imperativa, seja como finalidade terapéutica ou para avaliar o curso da
doenca (JACOBS & BALCH, 2009).

Diversos estudos gendmicos foram realizados objetivando o aprimoramento
na identificacdo de alteracbes genéticas relacionadas a compreensdo da
carcinogénese mamaria e evolucao metastatica (VECCHI et al., 2008; ELLSWORTH
et al., 2009). Os genes avaliados, no entanto, ndo oferecem informagdes completas
sobre a regulacdo da expressdo génica, modificacbes pds-traducionais e distribuicdo
espaco-temporal dos produtos protéicos em células e tecidos, essenciais para a
elucidacdo de complexas vias de interacdo (HONDERMARCK et al., 2008).

Uma perspectiva particular para a compreensdo de mecanismos biolégicos
subentendidos no cancer de mama combina mdultiplas tecnologias protedmicas de
alta sensibilidade, como a aplicacdo de espectrometria de massas e 0 uso de micro-
arranjos protéicos (PITTERI & HANASH, 2007). Nas ultimas décadas, os avancos
nas analises protedmicas apresentam como principal objetivo a descoberta de
biomarcadores moleculares para a deteccdo precoce da doenca, caracterizacao do
perfil de tumores mamarios e identificacdo de novos alvos terapéuticos. A segunda
finalidade, ndo menos relevante, é interpretar vias de sinalizacdo intracelular
associadas ao inicio e progressdao de neoplasias (HONDERMARK, 2003). As
aplicacdes desta metodologia devem aproximar a ciéncia experimental a medicina
aplicada (GAST et al., 2009).

Neste estudo, amostras de tumores primarios de mama e respectivo linfonodo
axilar foram analisados comparativamente, através das técnicas de eletroforese
bidimensional e espectrometria de massas. O objetivo principal consiste em
identificar proteinas diferencialmente expressas entre estes tecidos e avaliar o
possivel envolvimento dos produtos protéicos na evolucdo de células tumorais, no
processo de linfangiogénese e na consolidacdo de metastases em linfonodos
axilares. Estudos protebmicos complementares podem auxiliar no diagndstico,
prognostico e no tratamento individualizado, além de fornecer subsidios para o

delineamento de novos biomarcadores no cancer de mama.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos epidemiolégicos

O cancer de mama constitui a segunda neoplasia mais frequente entre as
mulheres e a mais letal para o sexo feminino. Estima-se uma incidéncia anual de um
milhdo de novos casos de cancer de mama e mais de 500 mil 6bitos em todo o
mundo (World Health Organization - WHO, 2010). Desde a estimativa para o ano de
1990, um aumento no numero de casos de cancer de mama tem sido observado em
muitos paises, acompanhando a urbanizacdo da sociedade e a melhoria nas
condi¢Bes socioeconémicas da populacdo (JEMAL et al., 2010).

Estatisticas indicam um aumento da frequéncia de carcinomas mamarios
tanto em paises desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento (American
Cancer Society - ACS, 2010). As maiores taxas de mortalidade, no entanto, ocorrem
em regides menos desenvolvidas, em paises de transicdo com renda média a baixa,
incluindo América Latina, Africa e Asia, onde o0s recursos disponiveis para
prevencao, diagnostico e tratamento sdo limitados ou inexistentes. Paises como
Estados Unidos, Canada, Reino Unido, Holanda, Dinamarca e Noruega, embora
apresentem um aumento consideravel na incidéncia, uma reducdo da mortalidade
pode ser observada devido a deteccdo precoce e ao tratamento adequado das
pacientes (WHO, 2010).

A cada ano cerca de 22% dos casos novos de cancer em mulheres sdo de
mama. No Brasil, de acordo com estimativas do Instituto Nacional de Cancer (INCA)
para o ano de 2010 (validas também para 2011), o cancer de mama feminino
aparece como o segundo tipo mais incidente entre as mulheres (49.240 casos)
(TABELA 01), inferior apenas ao de pele ndo melanoma (60.440), e apresenta risco
estimado de 49 casos a cada 100 mil mulheres. Na regido Sul do pais, o cancer de
mama constitui a segunda neoplasia mais frequente entre o sexo feminino
(64/100.000), apresentando o estado do Parana e sua capital, Curitiba, nUmeros

préximos de 2.990 e 730 novos casos para o ano de 2011, respectivamente.



TABELA 01 — ESTIMATIVAS PARA O ANO 2010 DE NUMERO DE CASOS NOVOS POR
CANCER NO BRASIL, EM HOMENS E MULHERES, SEGUNDO LOCALIZACAO
PRIMARIA*

Localizacao Primaria Estimativa de Casos Novos

Neoplasia Maligna Masculino Feminino Total
Prostata 52.350 - 52.350
Mama Feminina - 49.240 49.240
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.800 9.830 27.630
Calon e Reto 13.310 14.800 28.110
Estémago 13.820 7.680 21.500
Colo do Utero - 18.430 18.430
Cavidade Oral 10.330 3.790 14120
Esbfago 7.890 2.740 10.630
Leucemias 5.240 4.340 9.580
Pele Melanoma 2.960 2.970 5.930
Outras Localizagoes 99.130 78.770 137.900
Subiotal 182.830 192.590 375.420
Pele ndo Melanoma 53.410 60.440 113.850
Todas as Neoplasias 236.240 253.030 480.270

NOTA: *NUmeros arredondados para 10 ou multiplos de 10.
FONTE: Instituto Nacional de Céancer - INCA/MS.

O risco individual de uma mulher desenvolver cancer de mama ao longo da
vida € estimado em 12% (aproximadamente 1 em cada 8 mulheres)
(SOERJOMATARAM et al., 2008), sendo o aumento da idade o fator de risco mais
importante. De acordo com Surveillance Epidemiology and End Result (SEER), em
revisao estatistica sobre cancer, a maioria dos casos de neoplasias mamarias ocorre
em pacientes do sexo feminino acima de 50 anos de idade, com a maior taxa de
incidéncia entre os 70 e 75 anos. Em homens, entretanto, a ocorréncia é rara:
estima-se que, para cada 100 novos casos da neoplasia, apenas um (ou menos) é
observado no sexo masculino (SILVA et al., 2008).

Em geral, a sobrevida média da populacdo acometida pela doenca apdés cinco
anos do diagndstico € de 61% (INCA, 2010). A ACS estima, contudo, que a taxa de
sobrevivéncia entre pacientes diagnosticadas com céancer de mama localizado
(auséncia de metastase em ganglios linfaticos ou outros locais) pode chegar a 98%.
Caso ocorra migracdo de células tumorais para regides adjacentes (em ganglios
linfaticos) ou para 6rgaos distantes a sobrevida em 5 anos diminui em média para
84% e 23%, respectivamente (ACS, 2010).



Apesar de ser considerado um cancer de prognostico relativamente bom, no
Brasil as taxas de mortalidade por neoplasias maméarias continuam elevadas
provavelmente em decorréncia de diagndéstico tardio. O rastreamento mamografico a
cada dois anos entre mulheres de 50 a 69 anos de idade € a estratégia
recomendada pelo Ministério da Saude para o controle do cancer de mama,
baseadas no Documento de Consenso para Controle do Cancer de Mama de 2010
(INCA, 2010). Evidéncias indicam que o rastreamento através da mamografia em
mulheres nesta faixa etéria pode reduzir a mortalidade em 15 - 25% (World Health
Statistics — WHS, 2008). Em média, este procedimento detecta 80% - 90% dos
casos de cancer de mama em mulheres assintométicas (JEMAL et al., 2010).

A fim de reduzir de modo efetivo a mortalidade por cancer de mama é preciso
focar em estratégias de prevencéo e deteccéo precoce (CHUN et al., 2009). Novos
programas para o rastreamento de doengas mamarias, factiveis para paises com
dificuldades orcamentarias, tém sido elaborados para reverter o perfil de mortalidade
no cenario mundial (TAN et al., 2007). Segundo WHO, cuidados paliativos
relevantes, que consistem na assisténcia promovida por uma equipe multidisciplinar
ativa e integral, também devem ser disponibilizados as pacientes cuja doenca néo
responde mais ao tratamento curativo. O principal objetivo, neste caso, é a garantia
da melhor qualidade de vida, tanto para a paciente quanto para seus familiares,

através do controle da dor e demais sintomas em suas dimensdes psicossociais.

2.2 Genética e epigenética de tumores mamarios

O céancer de mama € conseqiéncia de um processo de mdltiplas etapas,
resultado do acumulo de alteracdes genéticas e epigenéticas em uma unica célula
(NUSSBAUM, 2008). Embora a maioria destas alteracdes resultem em morte celular,
algumas podem envolver os principais genes associados a sobrevivéncia celular,
proliferacdo, invasdo, motilidade, resisténcia a drogas e outras caracteristicas
malignas. As mudangas que determinam a formacéo e progressao tumoral ocorrem
em duas classes principais de genes envolvidos no controle do ciclo celular: os

proto-oncogenes e 0S genes supressores de tumor. Enquanto os primeiros



promovem a proliferagdo celular ordenada, a atuagdo dos genes supressores de
tumor mantém essa proliferacdo sob controle, restringindo o crescimento celular
(OSBORNE et al., 2004).

O controle das atividades celulares normais € realizado por diversos genes,
entre eles os proto-oncogenes. Os oncogenes sao derivados de proto-oncogenes
gue sofreram mutacOes ativadoras e passaram a apresentar ganho de funcédo ou
expressdo aumentada. A ativacdo desses genes pode ocorrer por meio de
translocacdes cromossomicas, amplificacdes génicas, superexpressdo ou, ainda,
mutacdes de ponto. As oncoproteinas constituem variantes alteradas de proteinas
normais, podendo interferir no controle da proliferacdo celular em diversos niveis;
interagindo com fatores de crescimento fora da célula, atuando em receptores na
superficie celular, emitindo informacf6es da membrana celular para o nucleo e, ainda,
agindo diretamente no nucleo da célula (WEINBERG, 2008). Oncogenes também
podem atuar em cooperacdo com outras alteracbes genéticas ou epigenéticas
(OSBORNE et al., 2004).

Numerosos oncogenes foram caracterizados apresentando comportamentos
heterogéneos, por sua vez, associados a diversas neoplasias em humanos, como
HRAS, MYC, SRC, EGFR, ERBB2, BCL2, ABL1 e MDM2 (KOPNIN, 2000). No
cancer de mama, entretanto, um numero relativamente pequeno é considerado
fundamental para a progressao deste tipo de neoplasia, atuando, principalmente, em
componentes oncogénicos do sistema de sinalizacdo celular da cascata ERBB2
(OSBORNE et al., 2004).

A familia ERBB é composta por quatro tipos de receptores intimamente
ligados: EGFR (HER1), ERBB2 (HER2), ERBB3 (HER3) e ERBB4 (HER4). Cada
receptor € composto por um dominio extracelular, em que o ligante se associa, um
segmento transmembrana a-hélice e um dominio intracelular tirosina quinase. A
dimerizacao dos receptores € um requisito essencial para desempenhar a funcao e a
atividade de sinalizacdo. A associacao pode ocorrer entre dois diferentes receptores
ERBB (heterodimeros) ou entre duas moléculas do mesmo receptor (homodimeros)
(BASELGA & SWAIN, 2009).

A amplificagdo ou superexpresséo do oncogene ERBB2, facilita a formagao
de dimeros e constitui um potencial mecanismo para aumentar a transducdo de

sinal, fosforilando e desfosforilando proteinas transmembranas intermediarias e



intracelulares, que dirigem a proliferacdo e sobrevivéncia da célula (ROSS et al.,
2009). O numero aumentado de receptores, muito sensiveis e pouco especificos,
responderdo a diversos estimulos. O heterodimero ERBB2/ ERBB3 é considerado o
mais ativo para a sinalizagdo em tumores com amplificagbes de ERBB2. Em outra
situacdo, ERBB2 pode ser afetado por mutacdes pontuais ou pequenas delegcbes
qgue originam receptores constitutivamente ativos, disponivel para dimerizacdo sem
gue haja associacédo de um ligante (BASELGA & SWAIN, 2009).

Duas principais vias de sinalizacdo ativadas por dimeros da familia ERBB
sdo: MAPK e PI3K-Akt (FIGURA 01). A MAPK e sua relacdo com a familia ERBB é
bem descrita. Neste caso particular, Ras ativa a cinase Raf, que fosforila e ativa
MEK e, por sua vez, passa a fosforilar e ativar MAPKs. Sua ativacdo pode regular a
traducéo e fatores de transcricdo no nucleo, envolvendo genes que dirigem a prolife-
racao celular, diferenciacdo, migracdo e angiogénese (BASELGA & SWAIN, 2009).

A sinalizacado através da via PI3K-Akt pode apresentar varios destinos finais
para a célula, sendo sinais de sobrevivéncia e anti-apoptéticos os principais da via.
A ativacdo e fosforilacdo de receptores de fator de crescimento facilita o
recrutamento de um complexo de sinalizacdo na membrana e, neste caso, PI3K se
liga diretamente a residuos de fosfotirosina, formando PIP2 e PIP3. O ultimo, por
sua vez, possibilita a ligacdo de moléculas, como Akt (também chamada PKB) e
proteinas de troca de nucleotideo Rho, na membrana plasmatica. Akt/PKB é capaz
de ativar GSK3p (estimulando a proliferacao e sobrevivencia), MTOR (estimulando a
sintese proteica e o crescimento celular) e NF-kB (suprimindo a apoptose), ainda
atua inativando BAD e p27. A perda da funcdo de PTEN (reprime a proliferacédo
celular), responsavel pela atividade desregulada de Akt/PKB, é observada em
células tumorais, incluindo carcinomas de mama (WEINBERG, 2008).

A estratégia terapeutica utilizada em casos de superexpressao de ERBB2
(freqiientemente 10 a 100 vezes acima do normal em tumores mamarios) envolve a
imunizacdo passiva pelo anticorpo monoclonal trastuzumab (Herceptin®; F.
Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland). Como mecanismo de acao, liga-se a
porcdo extracelular do receptor do fator de crescimento epidermal e media uma
citotoxicidade anticorpo-dependente em células que superexpressam o gene. Os
mecanismos precisos pelos quais as células tumorais sdo eliminadas, contudo,
continuam controversos (WEINBERG, 2008).
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FIGURA 01 - FORMACAO DE DIMERO ERBB2/ERBB3 E SINALIZACAO
DOWNSTREAM. A associagdo do ligante e subsequente formagéo de dimeros ErbB
iniciam a sinalizagéo através de uma matriz complexa de vias. De modo simplificado,
a dimerizacdo resulta em fosforilacdo cruzada dos parceiros, criando sitios de
encaixe que permitem o recrutamento de componentes para a sinalizacdo
downstream, que controlam uma variedade de processos intracelulares. Ocorre a
ativacao das vias MAPK e PI3K-Akt, que atuam diretamente na proliferacdo e
diferenciagdo celular, migracéo e angiogénese.

FONTE: modificado de BASELGA & SWAIN, 2009.



O proto-oncogene MYC codifica uma proteina nuclear que esta envolvida no
metabolismo de &cidos nucléicos e na mediacdo da resposta celular a fatores de
crescimento, diferenciacdo e apoptose. Quando mutado, o oncogene € capaz de
induzir danos no DNA, promovendo rearranjos cromossdmicos complexos, alterando
de forma inapropriada a progresséo do ciclo celular e prejudicando o reparo do DNA
(DOMINGUEZ-SOLA et al.,, 2007). De acordo com OSBORNE et al. (2004), a
amplificagéo ou a superexpressao do MYC, evidenciado em 15 a 20% dos tumores
mamarios, apresenta uma relacao direta com pior prognostico e maior agressividade
da neoplasia.

A ativacdo de oncogenes e a inativagcdo de genes supressores de tumor
constituem eventos complementares necessarios a transformacdo neoplasica. A
segunda classe de genes, os supressores de tumor, atua regulando negativamente
a proliferacdo celular ou positivamente a morte celular programada (apoptose),
codificando proteinas que atuam na manutencdo da integridade do genoma e
protegendo as células de um crescimento desordenado (AMENDOLA & VIEIRA,
2005). Existem numerosos genes supressores de tumor identificados, com
predisposicdo a desenvolver varias neoplasias quando mutados, dentre eles RB1,
APC, TP53, ATM, PTEN, BRCA1, BRCA2, VHL, WT1, MLH1, MSH2, NF1, NF2,
PMS1, PMS2 e MSH6 (BUNZ, 2008; KOPNIN, 2000). Estudos comprovam o
envolvimento de, principalmente, BRCA1 e BRCA2 na maior predisposicdo ao
cancer de mama hereditério.

Os genes supressores de tumor codificam proteinas regulatérias com a
finalidade de impedir a progressdo do ciclo celular, em caso de dano no DNA
(OSBORNE et al.,, 2004). Alteracbes que levam a uma inativacdo destes genes
liberam a célula da inibicdo nos pontos de checagem do ciclo celular, levando a
proliferacdo desordenada, caracteristica da célula cancerosa. Essa classe de genes
pode ser dividida em dois grupos: Gatekeepers e Caretakers. Gatekeepers ou genes
protetores (RB1, APC, TP53) regulam diretamente o ciclo celular, enquanto
Caretakers ou genes de manutenc¢do (MLH1, MSH2, PMS1, PMS2 e MSH6) atuam
reparando danos no DNA, mantendo a integridade gendmica (OLDEMBURG et al.,
2007).

A relacdo entre genes supressores de tumor e o cancer foi inicialmente

proposta em 1971, quando Alfred Knudson elaborou a Hip6tese dos Dois Eventos
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(Two Hits Model) para explicar a ocorréncia esporadica e familial do retinoblastoma,
um raro cancer intra-ocular que se manifesta na infancia. A descoberta de genes
supressores de tumor contribuiu de modo expressivo para elucidar mecanismos
biolégicos subentendidos em sindromes de cancer familial. A heranca de um alelo
mutado nesses genes é frequentemente compativel com o desenvolvimento
embrionario e torna-se aparente ao longo da vida do individuo, quando ocorre a
perda do alelo selvagem. Apenas um evento € necessério, neste caso, para o
individuo desenvolver o fenétipo tumoral (OSBORNE et al., 2004). A eliminacao do
segundo alelo pode estar associada a delecdo intersticial, recombinacdo mitética,
nao disjungdo dos cromossomos durante a divisao celular, eventos de perda de
heterozigosidade (LOH) ou silenciamento epigenético via metilacgdo do promotor
(WEINBERG, 2008).

Além de eventos genéticos, alteracdes epigenéticas podem estar envolvidas
na carcinogénese mamaria. Mudancas no padrdo de metilacdo de ilhas CpG que
ocorrem em regides promotoras de genes supressores de tumor e de outros genes
associados ao cancer podem contribuir para o silenciamento transcricional e, de
modo geral, estar envolvidas na progressao de neoplasias (READ & DONNAI,
2007). A identificacdo do padrdo de metilacdo em células normais, tumores
primarios e metastases podem fornecer subsidios para o entendimento de eventos
epigenéticos envolvidos ainda na evolucdo dos tumores mamarios (SHINOZAKI et
al., 2005).

Mais recente, a participacdo de microRNA (miRNA) na regulacdo de
processos celulares fundamentais, como desenvolvimento, diferenciagéo,
proliferacdo e apoptose, deve esclarecer outros mecanismos implicados na origem
de varios tipos de cancer. As causas e consequéncias da desregulacdo determinada
por miRNA em tumores também podem, futuramente, contribuir para a aplicacao de
novas drogas terapéuticas, com baixa especificidade e acdo ampla em diferentes
alvos (CROCE, 2009).

Estudos utilizando metodologias com maior poder de resolucdo vém
demonstrando uma consideravel variabilidade genética entre tumores de diferentes
individuos, potencialmente capaz de definir subpopulacbes com probabilidade
diferenciada de eventos mutacionais. Os resultados, no entanto, sdo controversos. O

sequenciamento de genes nao oferece informagdes sobre a regulacédo da expressao
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génica, modificacdes poés-traducionais e distribuicdo espaco-temporal do produto
protéico em células e tecidos, essencial para a elucidacdo de complexas vias de
interacdo. Novas metodologias de pesquisa, envolvendo transcritos de RNA e redes
de proteinas, podem ser utilizadas para melhor compreensao, detec¢ao e tratamento
do cancer (HONDERMARCK et al., 2008).

2.2.1 Tumores de mama hereditarios

Algumas mutacfes genéticas herdadas ou polimorfismos podem aumentar a
predisposicdo ao cancer de mama, em associacdo com outros fatores de risco. O
cancer de mama hereditario corresponde 5-10% dos casos e podem ser explicados
por mutacfes germinativas raras em genes de alta penetrancia, como BRCALl e
BRCA2 (NUSSBAUM et al., 2007). Outros genes de susceptibilidade ao cancer de
mama hereditario sdo: TP53, PTEN, ATM, CDH1, CHEK2 e STK11l (LKB1). O
conjunto de todos estes genes € responsavel por menos de 25% dos casos de
tumores de mama hereditarios, indicando a existéncia de varios genes de menor
penetrancia ainda desconhecidos (BRADBURY & OLOPADE, 2007).

O risco para o desenvolvimento de neoplasias mamarias em mulheres
portadoras de mutacdes em BRCAL pode chegar a 85%, antes dos 70 anos de
idade. Para mutacdes em BRCA2, o risco € pouco inferior e, em geral, em idades
mais avancadas. Apesar do risco cumulativo da manifestacdo de um tumor em
pacientes que herdaram uma copia mutada de BRCAL ser maior, a ocorréncia de
um tumor ao longo da vida, também, depende da influéncia de outros fatores de
risco. A presenca de historico familial de cancer de mama e ovario, manifestacéo
precoce da neoplasia, a bilateralidade e caracteristicas histopatolégicas especificas,
constituem fatores sugestivos da presenca de mutacdes nestes genes (AMENDOLA
& VIEIRA, 2005).

O gene BRCALl esta localizado no cromossomo 17921 e o BRCA2 no
cromossomo 13g12. Esses genes, também considerados genes caretakers, foram
classificados como supressores de tumor devido a perda da heterozigose observada

em individuos portadores de mutacdes nos mesmo. Durante a Ultima década, muitas
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das funcdes celulares e bioquimicas das proteinas dos genes BRCA1/2 foram
identificadas. BRCA1 atua no reparo do DNA, ubiquitlacdo de proteinas,
remodelamento da cromatina e controle dos pontos de checagem do ciclo celular. O
gene BRCAZ2 esté envolvido no reparo de quebras de dupla fita no DNA através da
recombinacdo homologa, mas pouco se sabe ainda sobre suas funcdes
(OLDENBURG et al., 2007).

O gene TP53 estad localizado no cromossomo 17pl13.1 e codifica uma
proteina envolvida em diversas vias que controlam a proliferacéo celular, apoptose e
reparo do DNA. Mutacdes no gene TP53 estdo associadas a sindrome de Li-
Fraumeni, uma doenca autossdmica rara com manifestacdo em diversos tipos de
céancer, dentre eles, o cancer de mama (OSBORNE et al., 2004). Em familias com a
sindrome de Cowden, uma sindrome autossémica dominante rara, mutacdes no
gene PTEN, um supressor de tumor, tém sido identificadas. O risco de uma mulher
com esta doenca desenvolver cancer de mama invasivo durante sua vida é de 25-
50%, sendo que a maioria dos casos ocorre entre 30 e 35 anos de idade
(OLDENBURG et al., 2007).

Outro exemplo de supressor de tumor, o gene ATM possui um importante
papel no reconhecimento de dano e no reparo do DNA. A inativacdo deste gene em
individuos portadores de mutacdes na sua seqUéncia manifesta a desordem rara
ataxia-telangiectasia (AT). A doenca autossOmica recessiva € caracterizada por
degeneracdo cerebelar, dilatacdo de vasos sanguineos, imunodeficiéncia,
instabilidade cromossémica e predisposicdo a diversas neoplasias. O gene CDH1
sintetiza uma proteina envolvida na diferenciacdo e na manutencdo da arquitetura
dos tecidos epiteliais. Mutacdes germinativas em CDH1 manifestam a sindrome do
Céancer Gastrico Difuso Hereditario (HDGC-sindrome), com risco aumentado de
desenvolver cancer de mama (OLDENBURG et al., 2007).

O gene CHEK2 codifica uma proteina quinase envolvida no ciclo celular e no
reparo do DNA. Mutacdo neste gene confere a mulheres portadoras uma chance
duas vezes maior de desenvolver cancer de mama. Mais raras, mutacdes no gene
STK11 foram identificadas e associadas com a sindrome Peutz-Jeghers. Esta
sindrome é responsavel por um pequeno numero de casos de cancer de mama, no
entanto, mulheres com alteragcdes neste gene apresentam um risco maior de

desenvolver neoplasias mamarias (OLDENBURG et al., 2007).
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2.3 Carcinogénese mamadaria

O céancer constitui um dos maiores desafios da ciéncia, da prevencédo a
descoberta de mecanismos moleculares envolvidos na sua evolucao, tratamento e
cura. A pesquisa de variaveis associadas ao desenvolvimento do cancer de mama
pode contribuir para estabelecer componentes de predisposi¢cdo implicitos na
tumorigenicidade. Atualmente existem diversos fatores de risco j& descritos
associados ao desenvolvimento desta neoplasia, como: idade da mulher, histéria
familial, menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, o uso prolongado de
contraceptivos orais, terapia de reposicdo hormonal e obesidade (OLDENBURG et
al., 2007; SHANTAKUMAR et al., 2007; CASEY et al., 2008; LEE et al., 2008). O
consumo de drogas sociais a exemplo do alcool e do tabaco também podem
aumentar a predisposicdo, quando em excesso e por longo periodo (ZHANG et al,.
2007; COLLISHAW et al., 2009).

A interacdo gene-ambiente e a variagdo interindividual contribuem
diretamente para o aumento da predisposicdo ao cancer de mama. Analises das
variaveis envolvidas no desenvolvimento do cancer, como exposicdo a fatores
exdgenos seguida de alteracbes genéticas e epigenéticas (principalmente em
oncogenes e genes supressores de tumor), tornam-se fundamentais para a
construcao de hipdteses precisas para a analise da origem e evolucao de neoplasias
(LOEB & HARRIS, 2008).

No aspecto clinico do cancer de mama, a progressao esta associada a uma
cascata de eventos gendmicos que direcionam a transformacdo de células normais
a derivados malignos, podendo ser descritos em termos biolégicos como exemplo
analogo ao modelo darwiniano. As unidades envolvidas, contudo, sdo células
individuais que competem entre si em uma populacdo de células, em vez de
organismos dentro de uma espécie. Isso faz sentido uma vez que fatores biolégicos
intrinsecos, ou mutacdes aleatorias, atuam no tumor primario selecionando a
habilidade de varias células proliferarem em um microambiente particular, conferindo
uma vantagem adaptativa (HANAHAN & WEIMBERG, 2000).

No modelo sugerido, de expansdes clonais, uma mutacdo aleatéria origina

uma célula com capacidade de crescimento e sobrevivéncia particularmente
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vantajosa. Essa célula e seus descendentes entdo proliferam de modo eficiente,
superior ao de células vizinhas, gerando uma populagdo clonal que domina
determinada regido do tecido e substitui as células pré-existentes. Posteriormente,
outra mutacao favoravel deve ocorrer dentro da populacdo clonal. A célula agora,
com dupla mutagéo, constituirh um novo subclone que se expandira e, finalmente,
dominard o local da populacdo precursora. Apés o estabelecimento da populacdo
mais recente, uma terceira mutacdo vantajosa pode ocorrer, e 0 processo de
expansdo clonal e sucessdo se repetird. Alguns subclones, ao acaso, podem
adquirir potencial tumorigénico durante a evolucao.

O atual curso da progressdo tumoral, por outro lado, apresenta variaveis
complexas a serem consideradas. No modelo mais aceito, a medida que a
progresséo de células tumorais avanga, 0s genomas de tumores freqientemente se
tornam muito mais instaveis e as muta¢des adquiridas em cada geracdo aumentam
em taxas significativas. Tal variabilidade implica que os genomas das células
tumorais sdo bastante plasticos e mudam continuamente de forma aleatoria a uma
taxa que excede a habilidade de selecdo (darwiniana) para eliminar clones
geneticamente menos adaptados. Conseqiientemente, a massa tumoral apresenta
grande numero de setores distintos, cada qual com populacdes de subclones
geneticamente diferentes (FIGURA 02).

A descricdo do modelo de evolucdo darwiniano para a progressédo do cancer
€, sem duvida, simples, uma vez que alteracbes epigenéticas herdaveis, como
eventos de metilacdo no DNA, ndo foram antes considerados para direcionar a
evolucdo de uma espécie. O trajeto linear de sucessao clonal inicialmente proposto
também simplifica a realidade observada em neoplasias. De acordo com o primeiro
modelo, a andlise de células dentro de um tumor pré-maligno ou maligno deveria
mostrar um unico tipo celular geneticamente homogéneo dominando a populacéo,
uma vez que o mesmo cresce e desloca o clone de células precedentes. Isso
normalmente néo é observado na maioria dos tumores. O segundo modelo, contudo,

reflete a heterogeneidade observada na maioria dos casos (WEINBERG, 2008).
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FIGURA 02 — DIVERSIFICACAO CLONAL REPRESENTADA POR ALTAS TAXAS
DE MUTACAO. Com a pogressdo tumoral, os genomas de populacées de células se
tornam instaveis. O aumento da taxa de mutacao torna a selecéo darwiniana ineficaz
e o tumor, consequentemente, apresenta setores distintos dominados por subclones
geneticamente diferentes. Neste diagrama, apenas as populac¢des de células-tronco
tumorais estédo representadas. As flechas apontando para fora indicam a producao
de um grande nimero de células neoplasicas geneticamente identicas.

FONTE: WEINBERG, 2008.

Os reais problemas que impedem a classificacdo comum de neoplasias
humanas sdo resultantes da iniciacdo versus promocdo do cancer, eventos
claramente divergentes, complexos e heterogéneos. Uma variedade fenotipica de
tumores humanos, entretanto, permite sugerir a existéncia de atributos essenciais
adquiridos pelas células durante a evolucdo para os estadgios de malignidade
(FIGURA 03). Esses sdao: (1) reducdo da dependéncia de fatores de crescimento
mitogénicos exdgenos; (2) resisténcia adquirida a sinais inibitérios de crescimento;
(3) habilidade de multiplicacdo indefinida, isto é, a proliferacdo de células
imortalizadas; (4) susceptibilidade reduzida a apoptose; (5) habilidade de gerar
Novos vasos sanguineos — angiogénese; (6) aquisicdo de habilidade invasiva e
metastastica; e outra, ainda recente, (7) habilidade de desviar o sistema imune e nao

ser eliminada (ndo mostrado na figura) (HANAHAN & WEINBERG, 2000).
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FIGURA 03 — CAPACIDADES ADQUIRIDAS POR CELULAS CANCEROSAS. As
fungbes adquiridas durante o desenvolvimento do cancer: independéncia dos sinais
de crescimento; capacidade anti-apoptética; insensibilidade a sinais inibitérios de
crescimento; potencial replicativo ilimitado; angiogénese sustentada; invasdo de
tecidos e metastase.

FONTE: modificado de HANAHAN & WEINBERG, 2000.

(1) Independéncia de sinais de crescimento:

Células normais requerem um sinal mitogénico antes de passar de um estagio
quiescente para um estagio ativo de proliferacdo. Esses sinais sdo transmitidos
através de receptores de sinalizagdo transmembrana que se ligam a moléculas de
diferentes classes, como fatores de crescimento difusos, componentes da matriz
extracelular e moléculas de adesaol/interacdo célula a célula. Enquanto muitos
fatores de crescimento (GF) sdo mitégenos sollveis produzidos por um tipo de
célula para estimular a proliferacdo de outra, muitas células cancerosas adquirem
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habilidade de sintetizar os proprios GFs, criando um feedback positivo de sinalizagédo
de estimulacdo autdcrina. A superexpressado de receptores, também observada em
tumores, permite que as células se tornem hiper-responsivas a niveis ambientais de
GF que normalmente n&o induziria a proliferagdo. Em outro caso, uma
independéncia de ligante pode ser gerada pela alteracdo estrutural de receptores,
constitutivamente ativos (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

(2) Insensibilidade a sinais inibitérios de crescimento:

Os sinais antiproliferativos podem ser enviados por inibidores solGveis ou
imobilizados na matriz extracelular e na superficie de células vizinhas, que se
associam aos receptores de superficie celular transmembrana. A sinalizacdo pode
direcionar para um estagio celular quiescente, proliferativo ou, ainda, pos-
mitotico/diferenciado. Em nivel molecular, a proteina pRB desempenha normalmente
papel fundamental no bloqueio da proliferacdo e atua numa complexa via de
sinalizacdo que impede o desenvolvimento do ciclo celular. Alteracbes em
componentes da via principal, relacionada a esta proteina, permitem a proliferacdo e
tornam a célula insensivel aos fatores antiproliferativos. A participacdo de outros
elementos, como TGFg (fator de crescimento transformante ) e proteinas ciclinas,
também conferem relevancia a este sistema (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

(3) Potencial replicativo ilimitado:

A senescéncia, como mecanismo natural, € um processo metabdlico ativo do
envelhecimento celular. Ocorre por meio de uma programacao genética que envolve
a desintegracdo dos teldmeros e ativacdo de genes supressores de tumor. O
processo de encurtamento dos teldmeros tem sido atribuido a incapacidade da RNA
polimerase completar a replicagdo nas extremidades 3’ da dupla fita de DNA,
durante a fase S do ciclo celular. As extremidades desprotegidas podem, entdo, se
fusionar, gerando cromossomos anémalos e uma desordem cariotipica generalizada
gue sinaliza para a morte celular, no denominado estado de crise. As células em
senescéncia perdem, portanto, a capacidade proliferativa ap6s um determinado
namero de divisdes celulares. Células tumorais, por outro lado, apresentam como
estratégia a capacidade de reativar a telomerase, mantendo as extremidades
teloméricas, e se multiplicar de forma ilimitada (imortalizacdo). Além disso, s&o
capazes de evitar o estado de crise e continuar o ciclo celular, instavel
genomicamente (WEINBERG, 2008).
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(4) Capacidade anti-apoptotica:

O programa apoptético esta presente de forma latente em todas as células. A
via de apoptose é, normalmente, acionada em resposta a estresses celulares
fisiologicos, incluindo anoxia, desbalan¢co na maquinaria de sinalizacao intracelular e
dano gendmico. Uma vez ativado, o programa é coreografado por uma série de
passos que incluem o rompimento da membrana celular, eliminagéo do citoplasma,
degradacao dos cromossomos e fragmentacao do nucleo.

Segundo Hanahan & Weinberg (2000) a resisténcia a apoptose é a maior
barreira a ser rompida pelo cancer. As células cancerosas, no entanto, apresentam
numerosas formas de inativar a maquinaria apoptética a fim de sobreviver e
proliferar. Dentre os mecanismos utilizados est&o incluidos: ativacao da via Akt/PKB;
aumento de proteinas antiapoptoticas relacionada a BCLZ2; inativacdo de p53 ou
reguladores upstream desta proteina; metilacdo de promotores de uma variedade de
genes pro-apoptoticos; interferéncia do citocromo c liberado por mitocondrias; e a
inibicAo de caspases. O circuito que dirige a apoptose, contudo, ainda ndo é
plenamente compreendido.

(5) Angiogénese:

Uma vez que os tecidos sdo formados, o crescimento de novos vasos
sanguineos é transitério e cuidadosamente regulado. Sinais positivos e negativos
controlam a angiogénese. Parte da sinalizacdo é proveniente de fatores sollveis e
seus receptores na superficie de células endoteliais; integrinas e moléculas de
adesdo mediando associa¢fes célula-matriz e célula-célula. Em nivel bioquimico ha
uma interdependéncia de varios tipos de fatores mitogénicos e tréficos, como
exemplo, as células epiteliais de um carcinoma frequentemente liberam PDGF (fator
de crescimento derivado de plaqueta), para as quais células estromais -
especialmente fibroblastos, miofibroblastos e macréfagos — possuem receptores; as
células estromais alternam liberando IGF1 (fator de crescimento do tipo insulina 1), o
gual beneficia o crescimento e sobrevivéncia das células tumorais. Em muitos casos
h4, ainda, evidéncias do aumento da expressdo de VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular) e FGF (fator de crescimento fibroblastico) comparado com
tecidos normais e, em outros, uma expressdo endégena diminuida de inibidores

como trombospondina 1 (THBS1) ou [ interferon (INFB). Ambas podem ocorrer
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simultaneamente durante a neovascularizacdo, o pré-requisito para a rapida
expansao clonal e evolugéo dos tumores (WEINBERG, 2008).

(6) Metéstase:

Algumas células tumorais adquirem mobilidade e podem invadir tecidos
adjacentes e alcancar sitios mais distantes para a formagcdo de novos tumores. As
estratégias utilizadas no processo metastatico envolvem alteracdes fisicas entre
células e meio ambiente, além da ativacdo de proteases extracelulares. A cascata
invasao-metastase segue eventos sucessivos de invasdo local, intravaséao,
transporte, extravasao, formagcdo de micrometastases e colonizacdo. Muitos desses
passos podem ser executados por células tumorais que ativam a transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT), normalmente usados por células na embriogénese inicial e
durante o processo de cicatrizacdo de feridas (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

EMT envolve perda de expressédo de genes da célula epitelial e aquisicado da
expressdo de genes mesenquimais. Os Ultimos genes expressos permitem que a
célula adquira capacidade invasiva e de mobilidade. A mobilidade celular €, entéo,
regulada por uma série de proteinas da familia Rho que s&o ativadas por vias de
transducdo de sinais citoplasmaticos e controle da montagem do citoesqueleto de
actina. A invasividade celular, por fim, & controlada em grande parte por
metaloproteinases (MMP) que funcionam degradando componentes da matriz
extracelular. Essas enzimas séo frequentemente produzidas por células do estroma
associado ao tumor (WEINBERG, 2008).

Para muitos tipos de células tumorais, contudo, a habilidade de colonizar é
um traco adquirido independente da tumorigenicidade. Enquanto a grande maioria
dos passos iniciais da cascata invasao-metastase sdo semelhantes em varios
tumores, o Ultimo passo, a colonizacdo, depende de interacdes ainda mais
complexas entre varios tipos celulares em metastase e 0 microambiente do tecido
hospedeiro alcancado. Neste caso, a selecdo darwiniana favorecendo determinada
célula tumoral circulante é clara e 6bvia. Alguns descendentes celulares apresentam
como resultado, sucesso em proliferar em locais distantes enquanto outras
micrometastases seriam selecionadas (WEINBERG, 2008).

(7) Resposta ao sistema imunolégico:

O sistema imune apresenta capacidade intrinseca de desenvolver o

reconhecimento de antigenos de tecidos normais e aqueles expressos por

20



elementos estranhos, especificamente, agentes infecciosos. Muitas acdes do
sistema imune direcionadas ao reconhecimento e eliminacdo de agentes infecciosos
podem também ser usadas para o ataque de células tumorais. Os mecanismos de
inducdo de tolerancia, entretanto, complicam essas respostas, ja que a maior parte
dos antigenos de células tumorais € componente de proteinas celulares normais. As
respostas do sistema imune a tumores ainda s&o mal compreendidas, e a
multiplicidade dos reguladores cria a oportunidade de ativar respostas antitumorais
de vérias formas (WEINBERG, 2008).

2.4 Cancer de mama: origem e classificacéao

A glandula mamaria apresenta estrutura celular complexa, com um sistema
integrado de renovacado do tecido. A mama € constituida de um epitélio secretor
(parénquima) envolvido por um estroma de tecido conectivo e adiposo e uma rede
de capilares. A porcao parenquimal é formada por dois tipos de células epiteliais: as
luminais glandulares e as mioepiteliais basais. Essas células, em conjunto com o
estroma, produzem o0s componentes da matriz extracelular, que assim como
hormbnios e fatores de crescimento sdo essenciais para 0 crescimento,
funcionamento e morfogénese da glandula mamaria (GUIMARAES, 2008). Em
menor nimero, também estdo presentes células tronco epiteliais mamarias, capazes
de originar células luminais e miopiepiteliais e formar novas estruturas durante o
desenvolvimento da mama (STINGL & CALDAS, 2007).

A maior parte dos casos de neoplasias mamarias inicia a proliferacdo em
células de revestimento dos ductos e I6bulos maméarios, os denominados
carcinomas ductais (CD) e carcinomas lobulares (CL), respectivamente (FIGURA
04). Outras doencas da mama menos comuns incluem tumores mucinosos,
inflamatérios, medulares, tubulares, papilares e fildides (GUIMARAES, 2008).

As primeiras lesdes aparentes no tumor constituem as hiperplasias, onde células
epiteliais apresentam alteracbes estruturais, mas nao atipia citoldégica, e poucas
alteracBes genéticas. A medida que a doenca progride para a forma de carcinoma in situ
(CIS), a atipia citolégica torna-se proeminente, com aumento significativo no indice

mit6tico e nas alteragbes genéticas. As células tumorais podem, entdo, se estabelecer
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na area de origem ou romper a membrana basal. Os carcinomas in situ sdo
caracterizados por apresentarem proliferacdo de células que permanecem restritas
aos ductos ou l6bulos mamarios. Dentro deste grupo, os carcinomas ductais in situ
(CDIS) podem ser subclassificados seguindo padrfes histomorfolégicos do tecido,
com os tipos mais freqiientes designados comedo, cribiforme, micropapilar, papilar e
sélido (BATEMAN, 2007).

Lébulo

Células dos Lébulos

Células Ductais

Ducto

Ductos Lactiferos

Areola
Mamilo

Lébulos Ductos Coletores

Tecido Adiposo

Tecido Conjuntivo

FIGURA 04 — ESTRUTURA INTERNA DA MAMA. Estdo identificados lébulos,
ductos, aréola, mamilo, tecido adiposo e tecido conjuntivo. Ampliado: I6bulos e
ductos, e suas respectivas células constituintes.

FONTE: modificado de ACS, 2010, disponivel em: http://www.cancer.org/Cancer/
BreastCancer/ OverviewGuide/breast-cancer-overview

O tipo ductal apresenta uma incidéncia de cerca de 23% nos tumores de
mama identificados, enquanto os carcinomas lobulares in situ (CLIS) ocorrem em
aproximadamente 3% das pacientes. A evolugcéo destas neoplasias pode ser muito
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varidvel e nem todos os CIS evoluem para o perfil invasor. O risco de invasividade,
no entanto, € maior em mulheres que apresentam um CIS priméario (EHEMAN et al.,
2009).

O diagnoéstico de um carcinoma invasivo (Cl), ao contrario do in situ, &
determinado pela capacidade de invadir a membrana basal e metastatizar para
regides distantes (BATEMAN, 2007). Os carcinomas ductais invasivos (CDI) sédo os
mais frequentes e compreendem 65 a 80% dos casos de cancer de mama. Estes
podem variar em tamanho, aparéncia e consisténcia, dependendo da composi¢céo da
lesdo. O carcinoma lobular invasor (CLI) abrange cerca de 10% de todos os
carcinomas de mama diagnosticados. Algumas neoplasias mistas, ductal/lobular,
também séo observadas na populacdo com taxas variadas de incidéncia (EHEMAN
et al., 2009).

A classificacdo de tumores malignos, incluindo lesbes malignas da mama,
utiliza o sistema TNM que avalia prioritariamente a classificacdo por extensao
anatdbmica da doenca, determinada clinica e histologicamente (quando possivel);
onde T se refere a extensdo do tumor priméario, N a auséncia ou presenca de
metastase em linfonodos regionais, e M a auséncia ou presenca de metastase a
distancia (FIGURA 05). No caso de tumores primarios multiplos sincrénicos em uma
mesma mama, 0 tumor com a maior categoria T deve ser usado na classificacao.
Cénceres de mama bilaterais e simultaneos devem ser classificados de modo
independente para permitir a divisdo das neoplasias por tipo histologico. Este
sistema segue padrbes estabelecidos pela Unido Internacional de Combate ao
Céancer (UICC, 2010) (QUADRO 01), no entanto, aplica-se apenas a 80% dos

tumores da mama.
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\ N - Categoria
_ {—\ . Linfanodo Mamaria Interno
h ) ,-”,x Linfonodo Axilar

. - .
M - Categoria '
Puméo —— " 1
Figado | e N a— T - Categoria
Ossa —_ | [T —-= = Tumor Primario

FIGURA 05 — CLASSIFICACAO DE TUMORES MALIGNOS — TNM. Extens&o do
tumor primario (T), metastase em linfonodos regionais (N), metastase a distancia (M).
FONTE: modificado de UICC (2010), disponivel em: http://www.internationalcancer
foundation.com/index.php?option=com_content&task=view&id=14296&Itemid=428

T TUMOR PRIMARIO
TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Na&o ha evidéncia de tumor primario
Tis Tis (CDIS) Carcinoma Ductal in situ; Tis (CLIS) Carcinoma Lobular in situ;
Tis (Paget) Doencga de Paget ndo associada a Carcinoma Invasivo e/ou in situ
T1 Tumor com 2 cm ou menos em sua maior dimensao
T1mi - microinvasao* de 0,1 cm ou menos em sua maior dimensao
T1la - tumor com mais de 0,1 cm e até 0,5 cm em sua maior dimensao
T1b - tumor com mais de 0,5 cm e até 1 cm em sua maior dimensao
T1c - tumor com mais de 1 cm e até 2 cm em sua maior dimensdo
T2 Tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior dimensao
T3 Tumor com mais de 5 cm em sua maior dimensao
T4 Tumor de qualquer tamanho, com extenséo direta a parede toracica ou a pele

T4a - extensdo a parede toracica
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T4b - ulceracao da pele da mama, ou nédulos cutaneos satélites, ou edema
(incluindo peau d'orange)

T4c - T4a e T4b associados

T4d - carcinoma inflamat6rio

N LINFONODOS REGIONAIS

NX  Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados (por ex. foram removidos
NO previamente)
N1 Auséncia de metastases em linfonodos regionais
N2 Metéastase em linfonodo(s) axilar(es) homolateral(is) mével(is), nivel** | e I
Metéstase nos linfonodos axilares homolaterais fixos, nivel | e Il; ou metastase
clinicamente detectadas em linfonodo(s) mamario(s) interno(s) homolateral(is), na
auséncia de evidéncia clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es)
N2a - Metastase nos linfonodos axilares homolaterais fixos uns aos outros ou a
outras estruturas
N2b - metastase clinicamente detectadas em linfonodo(s) mamario(s) interno(s),
na auséncia de evidéncia clinica de metastase em linfonodo(s) axilar(es)

Metastase nos linfonodos da cadeia mamaria interna homolateral
N3

M METASTASES A DISTANCIA

MX A presenca de metastases a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastases a distancia
M1 Metéstases a distancia (seguida da notacdo conforme a localizacdo da metastase)

QUADRO 01 — SISTEMA TNM: CLASSIFICACAO CLINICA DOS TUMORES DE MAMA
PROPOSTO POR UICC/AJCC

NOTA: *Microinvasdo é a extensdo de células cancerosas que atravessam a membrana
basal e invadem tecidos adjacentes, em focos menores que 0,1 cm em sua maior extensao.
**Qs linfonodos axilares séo divididos em: nivel | abaixo da borda lateral do musculo peitoral
menor, nivel Il atrds do musculo e nivel lll, acima da borda medial.

FONTE: adaptado de TNM — Classificationof Malignant Tumours 7° ed, 2010.

O uso do sistema TNM pode gerar um grande numero de diferentes
subcategorias. Para simplificar a descricdo, as categorias sdo agrupadas como
fases de classificacdo anatbmica e um dado algarismo romano € utilizado para
referir o estadiamento do tumor (estadio 0, I, II, lll e IV) (QUADRO 02). O Estadio 0
abrange tumores localizados apenas no 6rgao de origem, enquanto os Estadios | e |l
correspondem a tumores localmente disseminados, diferente do Estadio Ill, com
metastases particulares em regides de linfonodos axilares, e do IV, com metastases

distantes (UICC, 2010).
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ESTADIO T N M

Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio lla TO N1 MO
Tl N1 MO
T2 NO MO
Estadio b T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio Illa T0 N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
T4 qualquer N MO
Estadio lllb
qualquer T N3 MO
qualquer T qualquer N M1
Estadio IV

QUADRO 02 - ESTADIAMENTO DO CANCER DE MAMA EM FUNCAO DAS
COMBINACOES POSSIVEIS DO SISTEMA TNM

NOTA: T — extensdo do tumor primario, N - auséncia ou presenca de metastase em
linfonodos regionais e M - auséncia ou presenca de metastase a distancia

FONTE: adaptado de TNM — Classificationof Malignant Tumours 7° ed, 2010.

Ocasionalmente, fatores prognésticos diferentes da extensdo anatdmica da
doenca podem ser incluidos a classificacdo TNM para definir o estadiamento clinico
e patologico da neoplasia, além de orientar estratégias para o tratamento inicial de
pacientes (UICC, 2010).

Histologicamente os carcinomas mamarios sao avaliados com base em
parametros de diferenciacdo celular, formacédo do tubulo/ glandula, pleomorfismo
nuclear e contagens mitoticas (ELSTON & ELLIS, 1991; modificado de Scarff-Bloom-
Richardson - SBR, 1957). Os tumores séo, entao, classificados combinando o score
destes parametros, como: bem diferenciados (grau |), moderadamente diferenciados
(grau 1) ou pouco diferenciados (grau Ill). Paik et al., 2005, mostraram que pacientes
com tumores bem diferenciados apresentaram taxas de sobrevida de cerca de 93%
em 5 anos, enquanto pacientes com tumores indiferenciados indicaram uma taxa
inferior, 79%. Os piores indices de sobrevida, contudo, foram observados em
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pacientes com numero elevado de metastase e tumores de alto grau histolégico,
independente do tamanho da lesdo e do envolvimento axilar.

Na década de 90, as pacientes com diagndstico de carcinoma de mama eram
tratadas como doencas semelhantes, com base na classificacdo histopatolégica que
utiliza somente critérios clinicos e morfolégicos (VIEIRA et al., 2007). Tumores com
grau histologico e estadios idénticos, no entanto, podem apresentar evolucdes
divergentes, com diferentes respostas terapéuticas e orientacbes progndsticas
(CALLAGY et al., 2003). No contexto descrito, tanto a classificacdo TNM quanto o
grau histolégico apresentam indicativos da sobrevida para as pacientes com cancer
de mama invasivo, porém falham como ferramenta para orientacdo terapéutica
(VERONESI et al., 2006).

Inimeros fatores prognosticos e preditivos tém sido avaliados no sentido de
possibilitar melhores estratégias de abordagem terapéutica dos carcinomas
invasivos. Atualmente, trés marcadores moleculares séo rotineiramente utilizados na
pratica clinica em cancer de mama: receptor de estrogeno (RE); receptor de
progesterona (RP); e receptor de fator de crescimento epidermal 2 (ERBB2) (PAYNE
et al., 2008). E plausivel que a presenca de RE e RP seja indicativas de tumores
indolentes, com menor velocidade de crescimento e probabilidade reduzida de
recidiva da doenca. RE e RP também apresentam valor preditivo no tratamento das
pacientes, com maior resposta a terapia endécrina com tamoxifeno. A droga
utilizada em terapias endocrinas € um modulador seletivo do receptor de estrogénio
e inibe a ligacdo deste receptor ao estradiol, interrompendo uma série de
mecanismos que regulam a replicacdo e proliferacéo celular (DINH et al., 2007).

O gene ERBB2 (HER2, HER2/neu, c-erbB-2) também € considerado fator
preditivo e prognoéstico do cancer de mama e esta presente em 10 a 34% dos
tumores mamarios invasivos (ROSS et al., 2009). A identificacdo da superexpressao
de ERBB2 ou a sua amplificacdo em células tumorais, detectadas através de imuno-
histoquimica e/ou hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), sugere maior
agressividade aos tumores, com altas taxas de recorréncia e maior mortalidade
entre as pacientes (PAL & PEGRAM, 2007). O tratamento com o0 anticorpo
monoclonal trastuzumab (Herceptin®) € um importante alvo terapeutico, com
significativa resposta antitumoral. A eficiéncia da droga esta associada a inibicdo

direta de proteinas quinases e ao bloqueio da acdo de ligantes que atuam na
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formacéo de dimeros; o complexo dimérico, quando ativo, sinaliza para uma cascata
de reagdes que promovem a divisdo celular e, por consequéncia, o crescimento do
tumor (BASELGA & SWAIN, 2009).

A triagem de novos marcadores prognésticos moleculares é de grande
importancia e deve contribuir para determinar o perfil genético dos tumores
mamarios, permitindo uma avaliacdo eficaz do risco de recorréncia e progressao
tumoral e auxiliando na deciséo terapéutica. Neste contexto, outros marcadores vém
sendo avaliados quanto a sua importancia clinica, como por exemplo, a expressao
de citoqueratinas basais, marcadores de proliferacdo (Ki-67, PCNA) e outros
receptores de fator de crescimento (EGFR, VEGFR) (VIEIRA et al., 2007).

Um dos maiores desafios para o estudo e tratamento do cancer de mama,
contudo, ainda € a resolucdo da heterogeneidade tumoral caracteristica destes
carcinomas. Com o advento das técnicas moleculares em larga escala foi possivel
definir uma correlacdo mais detalhada dos tumores em nivel gendmico. Os
microarranjos de DNA, como método, permitiram a avaliacdo de multiplas variaveis
simultaneamente e uma melhor classificagdo das neoplasias mamarias, com o
auxilio de recursos de bioinformatica (RAKHA et al, 2008).

Os primeiro trabalhos relacionados ao perfil da espressdo génica e
diversidade fenotipica no cancer de mama, descrito por Perou et al. (2000) e
posteriormente validado por Sorlie et al. (2001 e 2003), subdivididiram os tumores de
mama em cinco grupos principais: luminal A, luminal B, HER2, basal e “normal like”.
O subtipo luminal A, receptor de estrogénio e progesterona positivos, esta associado
ao melhor progndstico e maior sobrevida das pacientes. O luminal B também
apresenta positividade para o RE, no entanto, ndo apresenta um padréo para outros
marcadores. O tipo HER2 apresenta superexpressao e/ou amplificacdo de ERBB2 e
responde a drogas que bloqueiam a atividade deste gene. O basal, expressa
diversos genes e ndo possui alvo terapéutico definido, portanto, ndo evolui bem com
guimioterapicos usuais. O ultimo grupo, “normal like”, ndo apresenta distin¢ao clara
nem valor clinico definido (SORLIE et al., 2003)

Alguns obstaculos ainda dificultam a definicdo do diagndstico na maioria dos
casos. Vias relacionadas com o processo tumoral e a biologia do céancer, por
exemplo, ndo sdo completamente compreendidas. Ha heterogeneidade dos genes

alvos entre as pacientes com tipos similares de tumores, com efeitos clinicos
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varidveis e imprevisiveis, que justificam a inutilidade de modelos pré-clinicos que
nao podem predizer o procedimento ideal a ser seguido. Agentes farmacéuticos
também acometem, freqluientemente, células normais além das neoplésicas e a
eficiéncia do tratamento pode estar limitada a outros fatores, como a resisténcia
intrinseca (OSBORNE et al., 2004).

2.5 Linfonodo como valor preditivo

O tratamento cirurgico classico do cancer de mama foi primeiramente descrito
por Halsted no final do século XIX (HALSTED, 1894), com a introducdo de
procedimentos que reduziriam a alta mortalidade pelo cancer de mama: a
mastectomia radical, com retirada de toda a glandula mamaria, da pele
sobrejacente, dos musculos grande e pequeno peitoral, seguida do esvaziamento
axilar (EA). Apesar da alta morbidade do tratamento radical, somente na segunda
metade do século XX os procedimentos cirdrgicos utilizados no tratamento do
cancer de mama apresentaram modificacbes expressivas, tornando-se
progressivamente menos agressivos e menos invasivos. Na década de 60, as
mastectomias radicais foram modificadas por Patey, com preservacdo do musculo
peitoral maior; e Madden, mantendo os musculos maior e menor (HANDLEY, 1963;
MADDEN, 1965); seguidas de cirurgias conservadoras da mama (quadrantectomia,
setorectomia) associadas a radioterapia, na década de 70 (FLETCHER, 1976).

A linfadenectomia axilar foi considerada, durante décadas, ndo sO como
elemento prognostico, mas também como importante recurso terapéutico, pela baixa
incidéncia de recidivas axilares apods este procedimento (1 a 3%) (QUADROS &
GEBRIM, 2007). A difusdo do rastreamento mamografico, entretanto, possibilitou o
diagnostico de tumores de menor diametro e, assim, com menor probabilidade de
comprometimento axilar, o que gerou guestionamento quanto a necessidade de
linfadenectomia axilar (ZHANG et al., 2008).

No ultimo século, grandes avancos surgiram na forma de tratar o cancer de
mama (CAVALLI, 2009). A remocéo radical da glandula e das estruturas adjacentes

foi substituida por cirurgias conservadoras, tornando fundamental a abordagem
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clinica de linfonodos axilares (LA). Os linfonodos estdo associados a ductos
linfaticos que drenam varios tecidos e atuam como pontos de coleta para fragmentos
subcelulares e células que deixam seu local de origem. Isso explica porque 0s
ganglios séo rotineiramente examinados para determinar a presenca de células
tumorais, como adverténcia inicial da presenca de metastase (WEINBERG, 2008).

Os LAs estdo divididos basicamente em trés niveis cirirgicos em sua
disposicdo anatébmica, como referéncia o musculo peitoral menor, de acordo com
American Joint Committee on Cancer (AJCC): nivel | corresponde a linfonodos
axilares peitorais (anteriores), subcapsulares (posteriores) e umerais (laterais); nivel
Il se refere a centrais, interpeitorais (Rotter) e alguns apicais; o nivel lll, linfonodos
axilares apicais (FIGURAS 06 e 07).

As metéastases para os linfonodos ndo sao aleatorias. O linfonodo sentinela
(LS) é considerado o primeiro a receber a drenagem linfatica da area tumoral,
decorrente da progressao ordenada de células pelo sistema linfatico (QUADROS &
GEBRIM, 2007). A bidpsia do LS vem se constituindo num método eficaz de
amostragem axilar seletiva, minimamente invasiva e altamente sensivel para a
identificacdo de metastase loco-regional, conferindo um alto poder preditivo no
estadiamento do cancer de mama (CAVALLI, 2009). Cerca de 35 a 67% das

metastases da cadeia linfatica permanecem nos LS (ZHANG et al., 2008).

Mdusculo peitoral menor

FIGURA 06 — NIVEIS DE LINFONODOS AXILARES: I, Il E Il
FONTE: modificado de UICC (2010), disponivel em: http://uwiclinicaloncology2010.
wikispaces.com/Breast+%28T3-T4%29
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FIGURA 07 — REDE LINFATICA DISTRIBUIDA NA SUPERFICIE DO TORAX,
PESCOCO E ABDOMEN. Entre os linfonodos assinalados estdo interpeitorais,
apicais, axilares centrais, axilares laterais, axilares posteriores, axilares anteriores e
toraxicos internos.

FONTE: modificado de UICC (2010), disponivel em: http://uwlclinicaloncology2010.
wikispaces.com/Breast+%28T3-T4%29

O método de exame per-operatério do LS é variavel, sendo o ‘imprint’
citolégico o mais utilizado, com sensibilidade de 84,6%, especificidade de 96,6% e
acuracia de 94,1% para o diagnéstico de metastases em pacientes com cancer de
mama. O exame per-operatorio do LS permite ao mastologista definir pela
necessidade ou ndo da realizacdo do EA durante o ato cirirgico. Este procedimento
possibilita a visualizacdo das bordas de corte macroscopico do LS na representacao
citolégica, facilitando a localizacdo de areas suspeitas de macrometastases. No caso
de ‘imprint’ positivo, com indicagdo imediata de EA, o LS é enviado para exame
histopatoldgico de confirmagao juntamente com os LAs removidos. ‘Imprint’ negativo
deve ser ratificado também por diagndstico histopatolégico em parafina e, caso seja
encontrada metastase, indica-se o EA em nova cirurgia (MOTOMURA et al., 2008).

Na prética, o exame histopatoldgico dos LAs removidos mostram auséncia de
metastases em parte significativa dos pacientes com céancer de mama,
especialmente quando a neoplasia encontra-se no estagio inicial. Entre as
consequéncias mais comuns relacionadas a disseccdo dos LA estdo: reducdo da
mobilidade do braco, infeccdo local, leve a intensa dor na regidao, seroma e

linfedema, com sensivel comprometimento da qualidade de vida das pacientes.
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Como procedimento padrédo para o estadiamento do cancer de mama, mais da
metade das pacientes submetidas a linfadenectomia total apresentam linfonodos
livres de metastases, e sao, portanto, expostas a complicacdes e riscos cirlrgicos
desnecessarios (TIEZZI et al., 2006).

Em carcinomas com até 1 cm de didmetro a probabilidade de envolvimento
axilar é de aproximadamente 10 a 15% (MORA et al., 2009). Estudos indicam que as
taxas de recidiva observadas em pacientes com LS negativos variam de 0,5 a 1,4%,
demonstrando que a bidpsia deste linfonodo é um procedimento que apresenta
baixa taxa de recorréncia clinica, a qual pode substituir de maneira segura, de
acordo com critérios pré-estabelecidos, a dissec¢cdo de LA quando a biépsia do LS
for negativa (TAKEI et al., 2007). E extremamente relevante para o paciente e para o
cirurgido o estabelecimento de uma técnica pré-operatéria que selecione de modo
adequado os individuos com metastases em linfonodos axilares, que diretamente
seguem para o esvaziamento axilar.

A existéncia de nodulos axilares palpaveis € freqientemente usada para
decidir se sera realizada uma biopsia do linfonodo sentinela ou um esvaziamento
axilar. A palpacdo axilar, entretanto, mostra baixa sensibilidade e especificidade
(VAN ZEE et al., 2003). Linfonodos podem apresentar caracteristicas benignas ou
malignas. Os primeiros apresentam forma alongada ou ovéide, com cértex fino e
habitualmente homogéneo, formado por tecido ganglionar propriamente dito e o hilo
central, formado por tecido adiposo, conjuntivo e vascular. JA o linfonodo com
caracteristicas de malignidade apresenta forma arredondada e irregular, com
espessamento do coértex e diminuicdo ou auséncia do hilo. Devido a angiogénese
tumoral ha um aumento dos vasos corticais que passam a ser visiveis na ultra-
sonografia. O tamanho do linfonodo, no entanto, ndo € um indicador de benignidade
ou malignidade, existindo linfonodos normais maiores que 5cm e linfonodos menores
gue 5mm que apresentam metastases (MORA et al., 2009).

O ultra-som, pouco utilizado para o estadiamento dos linfonodos axilares, &
um importante método diagndstico, com vantagens sobre a tomografia e a
ressonancia, e com possibilidade de biépsias guiadas. Este método avaliado em
varios estudos para verificar o estado dos LAs mostrou uma sensibilidade de 36 a

73%, especificidade de 70 a 100%, taxa de falsos negativos entre 9 e 51% e falsos
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positivos de 4 a 35%. Assim, a avaliagdo ultra-sonografica da regido axilar ndo deve
ser utilizada como um método isolado para orientacéo clinica (MORA et al., 2009).
Metastases ndo diagnosticadas pelo exame histopatoldgico de rotina séo
denominadas ocultas. Duas variaveis principais desta forma de metastases séo
descritas: presenca de células tumorais isoladas e micrometastases. As primeiras se
constituem em células neoplasicas dispersas ou formando agrupamentos com até
0,2 mm de extensdo e as micrometastases sdo definidas como agregados celulares
com extensdo entre 0,2 e 2 mm (QUADROS & GEBRIM, 2007). Embora as reais
implicacdes decorrentes da presenca de micrometastase e, sobretudo, de células
tumorais isoladas nos LS sejam controversas, é necessario valorizar a importancia
de estudos anatomopatologicos mais precisos a fim de garantir taxas minimas de
falsos-negativos. Uma terceira, a chamada ‘skip’ metastase, € incomum e ocorre em
cerca de 1,6% das vezes. Neste caso, a metastase nao segue um padrao regular de
distribuicdo, ou seja, poderia haver comprometimento de LAs de niveis mais altos
(niveis Il ou Ill), mesmo estando o nivel | sem comprometimento (TAN et al., 2008).
Diversos estudos foram realizados objetivando o aprimoramento na
identificacdo de metastases em linfonodos axilares e sentinela, e a validacdo de
técnicas para o diagnostico em cancer de mama, sendo o sucesso da analise
dependente da metodologia utilizada e de caracteristicas individuais das pacientes.
Alguns autores evidenciam, ainda, a presenca significativa de DNA alterado em
lesbes metastaticas de LS que podem contribuir como valor preditivo em biépsias de
linfonodos (SANTOS et al.,, 2008). As metodologias referentes ao processamento
dos LS e axilares, com a finalidade de detectar metastases ocultas, contudo,
precisam estabelecer principios que apresentem resultados precisos no diagnostico
de alteracdes. Além de orientar o tratamento cirargico, o estadiamento axilar é

determinante na indicacao de tratamento quimioterapico (PIATO et al., 2008).

2.6 Tumor primario de mama e respectivos linfonodos axilares

Uma das principais necessidades na pesquisa moderna do cancer de mama é

compreender 0s mecanismos moleculares que conduzem as células tumorais a
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metastases, incluindo como e quando ocorre a ativacdo de novas capacidades. A
andlise de amostras pareadas de tumores de mama primarios e linfonodos da
mesma paciente tém possibilitado a determinacdo do grau de divergéncia clonal e
heterogeneidade genética que caracterizam o processo de metastase, fundamental
ndo apenas para a melhor compreensdo da sua biologia, mas também como
indicativa de um comportamento clinico particular de cada neoplasia (SUZUKI &
TARIN, 2007; VECCHI, et al., 2008).

Alguns estudos originais comparando tumores primarios de mama e
metastases, utilizando tecnologias genémicas e protedmicas foram publicados
(WEIGELT et al., 2003; HAO et al., 2004; LAHDESMAKI et al., 2004; FENG et al.,
2006; NAKAGAWA et al., 2006; SUZUKI & TARIN, 2007; VECCHI, et al., 2008; LI et
al., 2008). Os trabalhos utilizaram diferentes metodologias, principalmente CGH
(Hibridizacdo Genbmica Comparativa), imunohistoquimica, arranjos de DNA
complementar (CDNA) e técnicas protedmicas. Os resultados fornecem a identidade
de genes e proteinas diferencialmente expressos em ambas as amostras e apoiam
fortemente a conclusdo de que a aquisicdo de competéncias metastaticas ocorre
progressivamente ao longo do tempo e, muito raramente, € evento precoce na
progressdo neoplasica. Outros, refutam a afirmacédo sobre progressdo em eventos
continuos e sugerem que uma conversao inicial na célula é a regra primaria,
podendo direcionar conclusbes importantes sobre o surgimento do fenotipo
metastatico das neoplasias humanas (BERNARDS & WEINBERG, 2002).

A pesquisa envolvendo linfonodos é de grande importancia para o
reconhecimento e compreensdo dos mecanismos iniciais relacionados ao processo
de metastatizacdo. Isola et al. (1995) foram os primeiros a relatar que alteracdes
genéticas detectadas por CGH podem contribuir na avaliacdo do progndstico, com
base em diferencas no nimero de cépias do DNA entre pacientes linfonodo positivo
e negativo. Nishizaki et al. (1997), também utilizando CGH, compararam tumores
primarios de mama e suas metastases linfonodais. No estudo, foram observadas
alteracdes cromossdmicas em maior numero nos linfonodos quando comparadas
com os tumores primarios, com frequéncia superior de regibes amplificadas. Os
autores ainda descreveram que as alteragcdes mais comuns observadas em ambos
os grupos foram ganhos em 1q, 89 e 17q, e perdas em Xp, 6q, 8p, 99, 13q, 16qg e

17p. Outras alteragGes posteriormente detectadas foram ganhos nos cromossomos
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19, 16, 1pter~p32, 20, 17 e perdas em 13q13~q32, 6q13~g23. Ganhos de 1q e 17¢
e perdas de 6q e 13q também foram descritas como anomalias freqlentes em tumor
primario de mama, em comparacao com sitios metastaticos (SANTOS et al., 2008).

Li et al. (2008), usando array-CGH, descreveram alteracdes genéticas
freqlentes em ambos, tumores primarios e metastases no linfonodo axilar. Ganhos
incluindo 1q23.3-44 (44%) e 8911.22-24.3 (52%), e perdas em 16021-23.2 (42%),
17p13.3-11.2 (54%) e 22911.23-13.33 (53%), corroboram estudos publicados
anteriormente. A instabilidade do genoma é uma caracteristica importante do cancer
e desempenha um papel fundamental na carcinogénese humana. Em consonancia,
as regides de aberracOes recorrentes identificadas neste estudo estdo associadas a
alguns proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Oncogenes MMP16, MYC e
PTK2, por exemplo, estdo localizados em 8ql1.22-24.3, genes supressores de
tumor TP53 e NF1 sdo abrigados em 17p13.3-11.2, e CHEK2 e NF2 estédo
localizados em 22011.23-13,33. Estas regides sdo suscetiveis a alteracbes que
dirigem a progressao tumoral, enquanto outras areas menos frequentes em
aberracdes variam devido a instabilidade do genoma.

Varios grupos analisaram os perfis de expressdo génica de carcinomas
primarios da mama e suas metastases linfonodais utilizando microarranjos de DNA.
De modo geral, poucas diferencas significativas foram observadas entre os dois
grupos amostrais quando o numero total de alteracbes cromossdmicas foi
comparado; o mesmo acontecendo quanto a complexidade cariotipica. A auséncia
de diferencas significativas contudo ndo define grande semelhanca entre as
amostras (SUZUKI & TARIN, 2007; LI et al., 2008).

Maiores detalhes foram revelados em analises de expressdo génica
comparando tumores primarios e linfonodos axilares. Suzuki & Tarin (2007)
encontraram 27 genes diferencialmente expressos nos pacientes avaliados,
consistentes com as analises estatisticas. Em sua maioria, sdo genes que codificam
para metaloproteinases, colagenos e osteonectina/espartina, também apontados em
outros estudos como associados ao evento metastatico. Genes de
metaloproteinases e colagenos, sdo superexpressos no tumor primario, o que
implica na maior atuacao destes em fases iniciais da carcinogénese.

De modo geral, 0s genes superexpressos em tumores primarios estao

envolvidos na degradagédo da matriz extracelular, potencial metastatico e capacidade
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de disseminacédo, diferente de sitios de metastases onde 0s genes com expressao
aumentada atuam na transcricdo, transducdo de sinal e resposta imune,
proporcionando vantagens proliferativas e de sobrevivéncia celular. Os genes NTS e
PAX5 foram encontrados superexpressos em linfonodos metastaticos, enquanto
COL11A1, KRT14, MMP13, TAC1 e WNT2 apresentaram aumento de expressdo em
tumores primarios de mama. Diferencas de expressdo observadas em 51 genes no
total sugerem o envolvimento de um conjunto génico atuando para 0 sucesso da
invasdo e colonizacdo de células tumorais em linfonodos (ELLSWORTH et al.,
2009).

Vecchi et al. (2008) sugerem que componentes do estroma atuam em
conjunto com o tumor no processo de metastase. A perda de expressédo de SFRP2,
POSTN e FN1 em metastases podem ocorrer devido a mudancas em componentes
epiteliais, que diferem no ambiente peritumoral inicial e metastatico. Alguns genes,
como SERPINB5, MMP7, APOD e LTF, apresentam associacdo com tumores,
guando pouco expressos, e estdo relacionados com progndéstico desfavoravel e
habilidade metastatica no cancer de mama. Divergéncias na expressdo de CXCR4 e
MMP9 também podem estar implicadas no processo de invasao.

Utilizando metodologias proteémicas foram avaliadas proteinas diferenciais
em tumores primarios e metastases em linfonodos axilares. Os resultados
mostraram uma alta similaridade entre os perfis de expressédo global de proteinas
dos tumores primarios e linfonodos metastaticos de um mesmo paciente. Apesar das
semelhancas observadas entre os perfis de expressao, foram detectadas apenas
mudancas significativas no nivel quantitativo das proteinas individuais em varios
pares analisados. Uma possivel explicacdo para esta observacdo, no entanto,
envolve as modificacdes nas células do tumor primario como resultado da transicéo
epitelial-mesenquimal (EMT) (LI et al., 2008).

Nakagawa et al. (2006) observaram ainda a expressao diferenciada de
timosina 3-10, uma proteina de unido a actina, altamente conservada, envolvida no
crescimento e diferenciacdo dos varios tipos de células, com papel sugestivo na
invasdo e metastase. Timosina B 10 é altamente expressa em tecidos fetais e pouco
em tecidos adultos normais. A superexpressao desta proteina também é encontrada
em muitos tumores, incluindo cancer de mama. A superexpressao de ubiquitina, por

outro lado, estaria associada ao bom prognéstico no cancer de mama, obeservada
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em pacientes com linfonodos negativos. Trabalhos mais substanciais, contudo, sédo
necessarios para indentificar moléculas como potencias marcadores de origem e
progresséao tumoral.

As semelhancas observadas entre os tumores primarios e secundarios
fornecem evidéncias convincentes de que os processos bioldgicos fundamentais que
moldam o aparecimento do fenotipo metastatico apresentam homologias
subjacentes. A identidade exata de genes e proteinas expressos que caracterizam a
invasao ainda nao é totalmente clara, embora o uso de metodologias diferenciadas
possibilite a compreensdo da atuacdo do conjunto gendmico e protedmico. E
importante reconhecer, todavia, que 0s tumores n&o s&o isolados de células
malignas, mas conjuntos complexos de diferentes tecidos, que incluem
componentes expressos das populacdes de células do hospedeiro atuando em
resposta ao tumor (SUZUKI & TARIN, 2007).

Fatores que podem contribuir em graus variaveis para estas discrepancias
entre os diferentes estudos incluem: (a) a variabilidade genética interindividual
humana; (b) diferentes delineamentos dos estudos, por exemplo, assinaturas de
expressdo de genes relacionados ao progndéstico, ou a sobrevivéncia ou a presenca
de metastases; (c) os diferentes tipos de métodos para analisar grandes conjuntos
de dados; (d) o fracasso da maioria dos estudos para validar os resultados com
métodos quantitativos diferenciais; (e) falta de procedimentos para controle de
gualidade de amostras de tecidos, especialmente o conteddo da célula tumoral; e (f)
0 numero relativamente pequeno de amostras utilizadas em investigacdes
protedmicas, em relacdo ao maior numero para estudos de genes (SUZUKI &
TARIN, 2007).

2.7 Gendmica funcional: protedmica

Um grande empreendimento cientifico-tecnolégico com o intuito de
sequenciar e mapear o conjunto de genes humanos foi idealizado e iniciado na
década de 90. Com o Projeto Genoma Humano, um grande namero de informacgdes

obtidas puderam sugerir modos de expressao génica, mas ndo fornecer dados sobre
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eventuais modificagbes poOs-traducionais ou possiveis alteragbes no controle da
atividade celular em resposta a condi¢cdes ambientais particulares (BANKS et al.,
2000). Na mesma época, parte das metas e expectativas relacionadas a genémica
estrutural foram também direcionadas a gen6mica funcional, como andlises de
transcritos de mRNA (RNA mensageiro), proteinas, suas atividades e interagcbes, em
ciéncias “Omicas” denominadas, respectivamente, transcriptdbmica, protedmica,
metabolomica e interactdbmica, dentre outros estudos (YADAV, 2007).

O termo ‘proteoma’ foi inicialmente proposto por Wilkins, em 1995, e refere-se
ao conjunto de proteinas expressas por um genoma ou, no caso de organismos
multicelulares, ao complemento protéico expresso por um tecido ou uma célula. O
surgimento da proteOmica esta diretamente relacionado a necessidade de se
investigar o controle da expressédo génica e o impacto dos produtos protéicos no
metabolismo de células, tecidos ou 6rgéos (WILKINS et al., 1996).

Oposto ao genoma, um repositério essencialmente estatico da informacéao
genética, o proteoma é altamente dinamico e capaz de refletir o ambiente no qual
determinada célula ou organismo se insere. Um mesmo tipo de célula, portanto,
pode apresentar diferentes proteomas em resposta a acao de drogas, infec¢cao por
patdgenos, poluicdo e estresse abiodtico em geral, os quais influenciam diretamente a
bioquimica e a fisiologia da célula (GRAVES & HAYSTEAD, 2002).

Normalmente, uma célula possui apenas parte do total de genes do genoma
apta a formar proteinas, ou seja, expressa somente um subconjunto de seus genes.
A regulacao da expressao génica, desde a transcricdo do mRNA até modificacdes
pos-traducionais, estdo diretamente associadas a ampla variedade de tamanho,
forma e complexidade dos produtos (GRAVES & HAYSTEAD, 2002). As
modificacbes quimicas na cadeia protéica conhecidas incluem: forforilacéo,
acetilacdo, alquilacdo, metilacdo, sulfatacdo, isoprenilacdo, glicilacdo, sumoilacéo,
ubiquitilacdo e formacdo de pontes dissulfeto. Algumas dessas modificacfes
estendem o conjunto de possiveis funcdes protéicas pela adicdo de novos grupos
funcionais ou de cadeias de carboidratos e/ou lipideos. Modificacbes, como a
fosforilacdo, sdo parte de um sistema para controlar o comportamento protéico,
ativando ou inativando proteinas, amplamente utilizado pela célula (ZARETSKY &
WRESCHNER, 2008).
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Em termos biolégicos, contudo, uma proteina € muito mais do que a cadeia
linear de aminoacidos que a constitui. O modo como essa cadeia se dobra e redobra
para produzir as configuragBes tridimensionais caracteristicas €, na verdade, a
chave da sua funcéo. A forma estrutural mais estavel pode variar de acordo com as
condicdes do meio. O enovelamento, em seu processo, € dirigido por for¢cas de Van
der Waals, com contribuicbes da energia livre de Gibbs, interacdes eletrostaticas
formacédo de ligacbes de hidrogénio e pontes dissulfeto (KASTRITIS & BONVIN,
2010).

Os direcionamentos da protedmica podem subdividir categorias de trabalho
para a compreensao do conjunto protéico em cada uma de suas partes. A primeira
delas envolve a pesquisa de proteinas em sua sequéncia peptidica, estrutura e
funcdo; entre as aplicacbes da protedbmica, a mais desafiadora. O perfil de
expressao protéica, o segundo grupo, ndo menos importante, é realizado atravées de
analises diferenciais, por exemplo, comparando proteinas expressas em diferentes
condi¢cBes ou diferentes tecidos/organismos. O mapeamento da rede de proteinas,
também é essencial como base para outras pesquisas. Por fim, a caracterizacdo das
modificacbes pos-traducionais, uma area altamente especializada que visa a
determinacdo da condicdo e da forma na qual as proteinas interagem umas com
outras nos seus ambientes naturais e de que modo essas proteinas sdo modificadas
(SOMIARI et al., 2005).

Uma vantagem particular do proteoma € que ndo apenas tecidos, mas
também fluidos corporais como plasma, urina e saliva, podem ser utilizados para
investigar a correlacdo molecular de doencas e a acdo de drogas. O campo de
atuacao desta ciéncia torna possivel a identificacdo e caracterizacdo de marcadores
biolégicos, ou seja, de moléculas enddgenas ou exogenas especificas de um
determinado estado patolégico. A capacidade de identificar essas moléculas é
extremamente til para o diagndstico precoce de doencas, acompanhamento da sua
evolucdo e no tratamento direcionado. Como ferramenta essencial para construcéo
de candidatos de alta especificidade e relevancia clinica, a proteémica pode fornecer
a prova concreta de que algumas proteinas ndo sdo apenas o resultado de uma
resposta adaptativa do organismo (HONDERMARCK et al., 2008).

As aplicac6es futuras das tecnologias proteémicas devem aproximar a ciéncia

experimental e a medicina aplicada em descobertas relevantes para o cancer de
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mama, além de fornecer subsidios para o entendimento de mecanismos moleculares
implicitos, como a proliferacdo celular desordenada e o0 processo metastatico
(COWAN & VERA, 2008). Os objetivos sdo duplos: entender os mecanismos basicos
de iniciagdo e progressdo do céancer e identificar novos potenciais alvos
biomarcadores. O céncer de mama, entretanto, constitui uma doenga multifatorial
tdo diversa que deve exigir, nos proximos anos, tempo e grandes esforcos para
definir os seus modelos protedmicos e traduzi-los em aplicacfes praticas para a
clinica (HONDERMARCK, 2003).

Embora o conceito de Proteoma seja relativamente novo, este termo engloba
uma série de técnicas e metodologias complementares para a pesquisa. O emprego
de métodos de separacdo e identificagdo, como eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas, respectivamente, possibilitou a deteccéao de proteinas de
modo diferencial (LATTERICH et al., 2008). O aperfeicoamento destas técnicas
também permitiu o avanco no estudo de proteinas em larga escala. Recentemente,
o desenvolvimento de métodos alternativos para separacdo e identificacdo de
proteinas como tecnologias baseadas em chips, nos chamados microarranjos de
proteinas, tecnologias de identificacdo protéica multidimensional (MudPIT -
Multidimensional Protein Identification Technology) e o uso de tags de afinidade
(ICAT - Isotope Coded Affinity Tags), marcam o inicio de uma nova era (SOMIARI et
al., 2005).

Um aspecto relevante para o atual sucesso da protedbmica envolve
tecnologias de bioinformatica, com o desenvolvimento de programas computacionais
capazes de analisar, armazenar e correlacionar grande quantidade de dados, além
de disponibilizar informacfGes através de ferramentas Uteis para estudos mais
aprofundados (BISCH, 2004). A Human Proteome Organization (HUPO), como
organizacdo cientifica internacional que representa e promove a protedmica,
elaborou um sistema de analise integrada que avalia novas tecnologias
desenvolvidas na area e a criacdo de um banco de dados, como iniciativa para
inserir identificacbes de proteinas e peptideos (PITTERI & HANASH, 2007). Outro
ponto para o sucesso se deve a possibilidade de correlacionar dados obtidos em
técnicas protebmicas a dados gendmicos, de forma integrada, que podem
futuramente auxiliar na individualizagdo e otimizacdo do tratamento de pacientes
(CHUNG et al., 2007).
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2.8 Eletroforese bidimensional e espectrometria de massas

7

A eletroforese é uma técnica de separacdo baseada na migracdo de
moléculas carregadas em funcdo da aplicacdo de um campo elétrico. A velocidade
de migracao de uma proteina depende da intensidade de campo, da carga liquida da
proteina e do seu coeficiente de atrito (ROCHA et al., 2005). Os primeiros estudos
protedmicos, no entanto, utilizaram um modelo mais elaborado da técnica; a
eletroforese bidimensional (2D PAGE). Os fundamentos desta abordagem foram
inicialmente propostos em 1975 por O’Farrell e Klose, que introduziram a
metodologia para a separacdo de proteinas usando 2D PAGE em gel de
poliacrilamida (GORG, 2007).

Na eletroforese bidimensional, as proteinas sdo submetidas a duas
separacdes eletroforéticas consecutivas. A primeira etapa, denominada primeira
dimensao, consiste em uma isoeletrofocalizacdo (IEF) que permite a separacdo das
proteinas pela sua carga elétrica em um gel de poliacrilamida, com gradiente
imobilizado. Esse gradiente € estabelecido através do acoplamento quimico entre
poliacrilamida e moléculas organicas anféteras (acidos e bases) de baixa massa
molecular, sob acdo de um campo elétrico. Quando a mistura protéica a ser
analisada é aplicada sobre o gel imobilizado, as proteinas migram em direcdo a sua
carga até atingir uma posicao neutra, denominada repouso. A posi¢ao estacionaria,
onde a carga liquida € zero, corresponde ao ponto isoelétrico (pl) da proteina, ou o
seu potencial hidrogenidnico (pH) (GORG, 2007).

Na segunda dimensdo, as proteinas sdo separadas de acordo com as
respectivas massas moleculares (MM). A eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS) apresenta uma matriz constituida de um
polimero de acrilamida com ligacGes cruzadas de bis-acrilamida (N,N’-Metileno-bis-
acrilamida), cuja porosidade depende da concentracdo destes reagentes no gel. Ao
final do processo, € obtido um mapa bidimensional da amostra, onde as proteinas
sdo separadas por dois parametros fisico-quimicos; pl na horizontal, e MM aparente
na vertical. As proteinas sdo visualizadas no gel através de métodos de coloracdo
com azul de Comassie, prata, compostos fluorescentes, autoradiografia ou deteccao

com imunoquimicos, contendo multiplas cépias de uma proteina em cada banda ou
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spot (GORG et al., 2004). 2D-PAGE ¢é uma técnica eficiente que pode ser usada
para a obtencdo de perfis bidimensionais completos de uma amostra como também
para estudos comparativos, com milhares de proteinas visualizadas
simultaneamente (CARRETTE et al., 2006).

Durante a década de 90, a Espectrometria de Massas (MS) surgiu como uma
técnica analitica sensivel capaz de avaliar fragmentos peptidicos em segundos. O
desenvolvimento da técnica de ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz -
MALDI (do inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization) causou uma
revolucdo na extensao das aplicacbes de espectrometria de massas. A metodologia
permitiu avancos técnicos e conceituais em outras areas além da protedmica e, em
2002, premiou o quimico John B. Fenn e o engenheiro Koichi Tanaka, seus
criadores, com o Nobel de Quimica (ZHOU & VEENSTRA, 2008).

Na andlise por MALDI, a amostra € embebida em uma matriz quimica que
facilita a producédo de ions intactos em fase gasosa a partir de compostos pesados,
nao-volateis e termicamente labeis como proteinas, oligonucleotideos, polimeros
sintéticos e compostos organicos. Um feixe de laser pulsado serve como fonte de
dessorcédo e ionizacdo. A matriz absorve a energia do laser, induzindo a vaporizacao
de parte da amostra, transferida eletrostaticamente para o espectrometro de
massas, onde séo individualmente detectadas, geralmente por analisador do tipo
ToF (Time of flight). Entretanto, outros tipos de analisadores podem ser utilizados em
conjunto com MALDI (PREISLER et al., 1998).

O analisador de massas é fundamental em protebmica/MS, e seus
parametros chave séo a alta sensibilidade, resolucao, precisdo e exatidao na medida
de massa e a capacidade para gerar fragmentos peptidicos (espectros de MS/MS).
Existem quatro tipos basicos de analisadores de massas atualmente utilizados em
pesquisas protedmicas: ion-trap, ToF, quadrupolo e analisadores de ressonancia
ciclotrénica de ions transformado de Fourier (FTMS). Estes espectrémetros diferem
em design e desempenho. Estes analisadores podem ser utilizados isoladamente ou
em sistemas hibridos em sequéncia para explorar as prerrogativas individuais
(MEDZIHRADSZKY et al., 2000).

O mecanismo do MALDI-ToF é complexo e envolve a interacdo de processos
fisicos e quimicos (FIGURA 08). O pulso do laser geralmente tem duracdo de nano

segundos. A taxa e a profundidade do aquecimento proporcionado pelo laser
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causam a formacédo de gés, resultando em explosdo de fase, ou seja, na ejecao de
gas e fragmentos da amostra, 0s quais podem ou ndo vaporizar, dependendo da
guantidade de energia. Os ions formados passam por diferentes estagios de
aceleracdo e por sistemas Opticos até atingir um detector do tipo MSP (Micro
Spheres Plates). A andlise dos ions moleculares é feita através da razdo
massal/carga reproduzida em grafico, interpretados posteriormente por programas de

computador (HOFFMANN & STROOBANT, 2007).
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FIGURA 08 — DIAGRAMA DE UM ESPECTROMETRO DE MASSA COM
DESSORCAO/ IONIZACAO A LASER ASSISTIDA POR MATRIZ — TEMPO DE
VvOO. Na figura, héa incisdo do laser e ionizagdo da amostra que segue o sistema de
aceleracdo por campo elétrico (placa negativa). A dispersédo dos ions em funcéo da
razdo m/z (em diferentes tempos de voo, indicados pelo cronémetro) é interpretada
pelo detector como dados gerados no grafico superior.

FONTE: COLNAGO et al., 2002.
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O conjunto das massas relativas dos peptideos determinado por esta técnica
corresponde ao chamado Peptide Mass Fingerprint (PMF), como o nome indica, a
impressdo digital da proteina, usada para a sua identificagcdo. Em muitos casos,
sequéncias especificas de clivagem da proteina juntamente com a andlise da
relacdo massa-carga fornecem dados suficientes para a identificacdo de peptideos
da amostra. A enzima mais utilizada neste tipo de andlise é a tripsina, que faz
clivagem especifica em C-terminal, adjacente a residuos de lisina e arginina (se
estes néo forem precedidos por prolina) (KUMARATHASAN et al., 2005).

As vantagens das técnicas de MS incluem sensibilidade, rapidez e aplicacdo
a misturas complexas. Nos ultimos anos, com os avancos tecnoldgicos, a MS tem
sido destacada ndo apenas para estudos de estruturas primarias de proteinas, mas
também como a tecnologia central no campo de protebmica. As analises
protedmicas sdao hoje uma ferramenta valiosa na determinacdo da presenca de
biomarcadores ou no mapeamento do perfil protéico dentro de grupos de amostras
diferentes. A determinacdo da variacdo na concentracdo relativa e absoluta de
peptideos € fundamental para a descoberta de marcadores eficientes (WILKINS et
al., 2006).

44



3. JUSTIFICATIVA

O cancer de mama é uma doenca complexa e clinicamente heterogénea,
sendo o segundo tipo de neoplasia mais frequente entre as mulheres em todo o
mundo. Embora as neoplasias mamarias venham sendo extensivamente estudadas
durante as ultimas décadas, os mecanismos moleculares envolvidos na sua etiologia
ndo sdo plenamente compreendidos. A analise de amostras pareadas de tumor
primario de mama e metastases axilares correspondentes tem possibilitado a
determinacdo do grau de divergéncia clonal e heterogeneidade genética que
caracterizam o processo de metastase.

Neste contexto, a protedOmica deve contribuir significativamente para a
compreensao das entidades protéicas envolvidas na carcinogénese, além de auxiliar
diretamente na busca por novos marcadores moleculares para a deteccéo precoce
de metastases como a fim de instituir uma terapia loco-regional e sistémica
individualizada, com menor morbidade, maior controle local e que proporcione
gualidade de vida para as pacientes. Melhorar a propriedade e a eficiéncia de
biomarcadores dignosticos e alvos terapéuticos constituem estratégias relevantes

em todos os ambitos da pesquisa.
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4. OBJETIVOS

4.1 Gerais

Analisar comparativamente o perfil protebmico de amostras de tumores
primarios de mama e respectivo linfonodo axilar e avaliar as variagcdes que possam
ser relevantes como marcadores de diagndstico e prognéstico no cancer de mama,
contribuindo também para o entendimento das vias biologicas responsaveis pela

transformacéo e progresséo neoplasica.

4.2 Especificos

v' Padronizar a metodologia de extracdo e quantificacdo de proteinas em
amostras de linfonodos axilares;

v Identificar proteinas diferencialmente expressas em amostras de
carcinoma primario de mama e respectivo linfonodo axilar;

v' Avaliar o possivel envolvimento de produtos protéicos na origem e
evolucdo de células tumorais, linfangiogénese e metastase em
linfonodos axilares;

v Identificar possiveis biomarcadores que possam contribuir na pratica
clinica para o diagnostico, prognostico e tratamento do cancer

metastatico;
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5. MATERIAL E METODOS

5.1Abordagem ética e experimental

Este trabalho faz parte de um estudo maior na area da Genética do Cancer de
Mama, aprovado pelo Comité de Etica para pesquisa em seres humanos do Hospital
Nossa Senhora das Gracas (HNSG), Curitiba / PR. Processo n° 25000.007020/2003-
93; registro no CONEP: 7220 e parecer n° 251/2003, de 20/02/2003. As pacientes
foram convidadas a participarem da pesquisa, firmando um termo de consentimento

livre e esclarecido, autorizando a coleta do material bioldgico.

5.2Processamento do material biolégico

5.2.1 Caracterizacdo das amostras

As amostras de tumores primarios e linfonodos axilares correspondentes
foram obtidas de pacientes com cancer de mama, em diferentes estagios clinicos,
submetidas a procedimentos cirargicos nos periodos de 2008 e 2009. O grupo
experimental, composto por oito mulheres, apresentou média de idade de 60,25 +
8,63 anos e variou de acordo com o perfil clinico obtido através de prontuarios

médicos.

5.2.2 Coleta do material biolodgico

Apébs procedimento cirdrgico, realizado nos hospitais Nossa Senhora das

Gracas e de Clinicas de Curitiba, as amostras de tumores primarios e linfonodos
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axilares foram selecionadas pelo patologista responsavel antes de qualquer
procedimento de preservagdo. Os fragmentos assim removidos foram
acondicionados em tubos Falcon (50 mL) devidamente identificados e, em seguida,
encaminhados ao Laboratoério de Citogenética Humana e Oncogenética (LCHO) do
Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana — UFPR.

No fluxo laminar, o material biolégico foi disposto sobre uma Placa de Petri,
em temperatura ambiente, para a remocéao de tecidos adjacentes, vasos sanguineos
e gordura, posteriormente descartados. As amostras foram fragmentadas com o
auxilio de pincas, tesouras e bisturis estéreis e, em seguida, armazenadas a 80°C
negativos em microtubos de 1,5 mL para futura extragdo de proteinas.

Algumas amostras de tumores primarios de mama (6) foram processadas
pelo Bidlogo Rodrigo Kaviski, utilizadas para o desenvolvimento de sua dissertagéo
de mestrado intitulada ‘Andlise Prote6mica de Carcinomas Primarios de Mama’,

defendida e aprovada neste curso em Abril de 2010.

5.2.3 Extracédo protéica

Para a extracdo das proteinas, a quantidade de material biologico utilizado
variou entre 300 e 91 mg, de acordo com a disponibilidade de tecido, quando inferior
ao peso de 300 mg. As amostras, foram adicionados 1000 pL de Tamp&o de Lise
(7M de uréia, 2M de tiouréia, 40mM de tris e 4% de CHAPS) e 2 uL de inibidor de
protease (PMSF), conforme recomendado e adaptado de 2-D Electrophoresis
Principles and Methods (GE Healthcare, 2004). A homogeneizacéao foi realizada com
um triturador elétrico. O procedimento de extragcdo envolve a solubilizacéo,
desnaturacao e reducéo de proteinas que, sobre a acao dos reagentes da solucéo
de lise, rompem as interacdes intra- e intermoleculares, e mantém-nas imobilizadas
em solucéo.

A etapa seguinte constituiu-se de centrifugacdo da amostra a 12.000 rpm,
durante 5 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°C, resultando em sobrenadante

contendo as proteinas extraidas do material e um precipitado “impuro”, descartado.
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5.3 Quantificagcdo das proteinas

A concentracdo de proteinas nas amostras foi mensurada a partir da técnica
de Bradford (BRADFORD, 1976), utilizando como padr&o a albumina de soro bovino
(BSA) e leitura de absorbéancia a 595 nm. O mecanismo béasico do ensaio consiste
na ligacdo do corante (Coomassie Brilliant Blue G-250), em pH é&cido, a residuos de
arginina, histidina, fenilalanina, triptofano e tirosina (DE MORENO et al., 1986) e em
interacdes hidrofébicas (FOUNTOULAKIS et al., 1992). ApGs a ligacdo as proteinas,
ocorre uma mudanca no perfil cromatico entre 465-595 nm, observada devido a
estabilizacdo da forma anidnica do corante. A maioria do sinal observado deve-se a
interacdo com residuos de arginina, resultando no padréo de variacdo caracteristico

dos ensaios Bradford.

5.4 Eletroforese bidimensional

5.4.1 Reidratacdo das tiras de gel

A primeira etapa da fase unidimensional consiste na reidratacdo das strips
juntamente com a amostra. Foram utilizadas tiras de IPG (Immobilized pH Gel - GE
Healthcare) com gradiente de pH na faixa de 4-7. A reidratacdo ocorreu em suporte
de acrilico (Immobiline DryStrip Reswelling Tray - GE Healthcare), com doze
canaletas, onde foram aplicadas as solu¢des contendo o tampéao de reidratacédo (7M
de uréia, 2M de tiouréia, 50mM DTT, 0,5% IPG buffer, Azul de Bromofenol e 2%
CHAPS - 3-[(3-cholamido propyl) dimethyl ammonio]-1-propanesulfonate) e a
amostra, num total de 250 pL. As tiras foram assentadas com a superficie do gel
voltada para baixo e, em seguida, cobertas com 2 mL de 6leo mineral (DryStrip
Cover Fluid - GE Healthcare), evitando a cristalizacdo da uréia e o ressecamento

das strips. O periodo de reidratacdo foi de 16 horas, em temperatura ambiente.
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5.4.2 Focalizacao isoelétrica (IEF)

A segunda etapa consiste na Focalizacdo Isoelétrica na qual as proteinas
separam em funcdo de seus pontos isoelétricos (pl). As tiras foram transferidas do
suporte de acrilico para uma placa de ceramica (Manifold - GE Healthcare), também
com 12 canaletas, e recobertas com DryStrip Cover Fluid. A Focalizacdo Isoelétrica
foi realizada no sistema de eletroforese Ettan IPGphor Il (GE Healthcare), com o
programa especifico para a tira de 13 cm, pH 4-7 nao-linear (QUADRO 03), em
temperatura de 20°C, durante 5 horas. O tempo de isoeletrofocalizacdo foi de 5

horas. As tiras foram, na sequéncia, armazenadas a 80°C negativos.

ETAPA  VOLTAGEM (V)  TEMPO (h; min) kVh

1 500 1:00 0,5

2 1000 1:00 0,8

3 8000 2:30 11,3

4 8000 0:30 4.1

TOTAL 17500 5:00 16,7
QUADRO 03 - PROGRAMA PARA O ETTAN IPGPHOR I, EM TIRAS DE 13cm (PH

4-7)
NOTA: V- voltagem; h - hora; min - minutos; e kVh - kilovolts/ hora.
FONTE: o autor (2011)

5.4.3 Equilibrio das tiras

As tiras foram equilibradas por duas vezes, num tempo de 15 minutos cada,
em temperatura ambiente, antes de prosseguir para a segunda dimensao. A primeira
fase foi realizada em 5 ml de tampéao de equilibrio (50mM de Tris-HCI — pH 8,8, 6M
de uréia, 30% de glicerol, 2% de SDS e Azul de Bromofenol) acrescido de 50mM de
DTT. Na segunda, as tiras foram imersas em 5 ml de tampao de equilibrio e 4,5% de

iodoacetamida, prevenindo a sua reoxidagao durante a eletroforese.
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5.4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE)

SDS-PAGE foi realizada em gel de poliacrilamida a 10% (agua milliQ, 30%
mix acrilamida/bis-acrilamida, 1,5M Tris — pH 8,8, 10% SDS, 10% de Persulfato de
Amonio e 16 yl de TEMED), com dimensdes de 18 x 16 cm. Durante a montagem,
as tiras IPG foram submersas, por alguns segundos, em tampao de corrida (25 mM
Tris-base, 192 mM Glicina e 0,1% SDS) e, em seguida, posicionadas
horizontalmente no topo do gel. Marcadores de massa molecular (LMW) conhecida,
entre 14 e 97 kDa (GE Healthcare), foram aplicados em papel filtro e posicionados
sobre o gel a esquerda da tira. As tiras e o LMW foram selados com solucéo de
agarose (0,5% agarose, Tampéao de Corrida e Azul de Bromofenol).

A corrida eletroforética foi realizada sob temperatura constante (11°C),
mantida pelo circulador termostatico Multitemp Il, utilizando o sistema eletroforético
Hoefer SE 600 Ruby (GE Healthcare). A eletroforese ocorreu a 15 mA/gel nos 30
minutos iniciais, sendo o restante da corrida realizado com 30mA/gel. A corrida foi
interrompida com a linha de migracao aproximadamente a 1 cm do final do gel 2D. A
duracéo total foi de aproximadamente 4 horas e 30 minutos. Todas as etapas e
solucdes utilizadas no 2D-PAGE foram adaptadas e desenvolvidas a partir do
protocolo fornecido pelo fabricante do aparelho (2-D Electrophoresis Principles and
Methods, 2005).

5.4.5 Coloracéo do gel 2D

A coloracao utilizada para os géis foi o Coomassie coloidal adaptada de
WESTERMEIER, 2006. As proteinas foram fixadas ao gel em solucdo contendo
1,3% (w/v) acido fosférico e 20% (v/v) metanol, durante 1 hora. Apds esta etapa, o
gel foi corado em 300 ml de solucéo corante (1,5% &cido orto-fosforico 85%; 7,7%
sulfato de aménio e 0,01% Coomassie G-250) sob leve agitacdo por um periodo de
16 a 24 horas. Os géis foram descorados em agua destilada e o armazenamento foi

realizado em solucéo 1% &cido acético a 4°C.
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5.4.6 Digitalizacao e andlise das imagens

As imagens foram digitalizadas utilizando o equipamento ImageScanner™ ||

(GE Healthcare) e a andlise das imagens realizada pelo software ImageMaster™ 2D
Platinum v6.0 (GE Healthcare). Os parametros para a detec¢do das bandas pelo
programa foram os seguintes: min area — 5; smooth — 3; e saliency — 25; onde: min
area reduz artefatos; smooth elimina ruidos do spot e define a resolugdo em
sobreposicdes; saliency delimita a curvatura do spot. Apdés a deteccdo automatica,
os spots foram checados manualmente. Para o pareamento (matching) correto do
software entre as replicatas da mesma amostra e entre tumor primario e linfonodo,
foram selecionados 5 bandas comuns de referéncia, os denominados landmarks. Os
resultados do pareamento foram conferidos um a um. O ponto isoelétrico e a massa
molecular foram plotados em coordenadas x e y nos géis bidimensionais, utilizando
respectivamente a faixa de pH da tira e os marcadores com massa molecular
conhecida, entre 14.4 e 97 kDa (GE Healthcare).

O programa utiliza como parametro para a analise estatistica o volume
relativo das bandas. A normalizacdo do volume dos pontos protéicos detectados
considera o volume total dos pontos protéicos, no qual o volume de cada ponto é
dividido pelo volume total dos pontos detectados e multiplicado por 100. Tais dados
foram analisados estatisticamente através do teste t de Student, considerando como
bandas diferencialmente expressas as que apresentassem uma variacao estatistica

significativa (p<0,05).

5.5 Espectrometria de massas

5.5.1 Selecao de spots em gel 2D

As bandas de interesse foram manualmente removidas do gel com o auxilio

de ponteiras estéreis e descoradas, por uma hora, em tubos de eppendorf (0,5 ml)
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contendo 300 pl de solugdo 50% acetonitrila, 25mM bicarbonato de aménio. O
procedimento foi repetido, quantas vezes necessarias, até a completa descoloracgéo.
Em seguida, as bandas foram submetidas a duas etapas de desidratacdo em 100 pl
de acetonitrila 100%, por 5 minutos cada. O produto descorado e desidratado foi
armazenado a 20° C negativos.

Para a digestao proteolitica, as bandas selecionadas foram reidratadas em 15
pl de solucdo de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin/ Promega) (15ng/uL
em tampé&o contendo 40mM bicarbonato de amonio e 10% acetonitrila) durante 30
minutos em banho de gelo. A digestéo foi realizada a 37°C por 16 a 20 horas. A
solucdo contendo os peptideos foi misturada na propor¢do 1:1 com solucdo 50%
acetonitrila, 0,1% acido trifluoracético saturada com matriz de HCCA (acido a-ciano-
4-hidroxicinaminico). O volume final de 2 pl foi aplicado em placa para MALDI
SCOUT MTP fon source 384 targets (Bruker Daltonics) e MassPREP™ PROtarget™
96 DIOS-target Plates (Waters Corporation).

Quando necesséria, a purificacdo dos peptideos foi realizada utilizando
ponteiras com coluna de fase reversa “PerfectPure C-18 Tip” (Eppendorf). A ponteira
foi pré-umidificada duas vezes com 10 pl de 50% acetonitrila, 0,1% acido
trifluoracético e equilibrada duas vezes com 10 pl de 0,1% acido trifluoracético. Em
seguida, a amostra foi aspirada e expelida dez vezes. A amostra foi lavada cinco
vezes com 0,1% acido trifluoracético para retirar contaminantes e os peptideos
foram eluidos da coluna diretamente na placa para analise em 2 pl de solugédo 50%

acetonitrila, 0,1% acido trifluoracético saturada com matriz HCCA.

5.5.2 Andlise dos espectros de massas

As massas dos peptideos tripticos foram determinadas utilizando um
espectrometro de massas MALDI-ToF/ToF/MS/MS modelo Autoflex 1l (Bruker
Daltonics), instalado no departamento de Bioquimica da Universidade Federal do
Paranad (UFPR). Os espectros foram obtidos no modo refletor positivo, com uma
voltagem de aceleracdo de 20 kV, intervalo de 150 nano segundos entre o pulso de

laser e aplicacdo da voltagem, e faixa de aquisicao entre 800 — 3200 Da. A
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calibracdo externa foi feita utilizando padrées de peptideos de massa conhecida
(ACTH 1-17, ACTH 1-24, ACTH 18-39, angiotensina |, angiotensina 1l e
somatostatina) e como calibrante interno foram utilizados picos de autdlise da
tripsina (842,50 Da e 2211,10 Da) quando presentes. A analise e tratamento dos
espectros MS foi feita utilizando o programa FlexAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics).
Dados da fragmentacao de peptideos (espectro MS/MS) foram obtidos através do
programa FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics).

Outro espectrometro de massas, MALDI-Tof/MS micro MX (Waters
Corporation), do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS), foi utilizado para complementar as identificacdes. Os espectros foram
obtidos no modo reflectron, com a trajetéria de voo projetada para analises de alta
resolucdo. A configuracdo do detector linear tem um comprimento de 1,2 m e
energia do laser igual a 150, complementado por um detector de aceleracao (PAD),
com faixa de aquisicdo entre 500 Da e 3.000 Da. A calibracédo externa foi realizada
utilizando um calibrante mix contendo polietilenoglicol (PEG) 200, 600 e 1.000, com
iodeto de sddio, rubidio e cesium (NaRbCsl). O programa de computador utilizado

para analise dos peptideos foi 0 MassLynx 4.0 (Waters Corporation).

5.5.3 Identificacdo das proteinas

As proteinas foram identificadas a partir do padrédo de massas obtido (PMF —
peptide mass fingerprinting) e fragmentacdo peptidica (MS/MS), utilizando o
programa MASCOT (http://www.matrixscience.com/) associado ao banco de dados
SWISS-PROT. Os parametros de busca foram: enzima tripsina, um sitio de clivagem
perdido, Homo Sapiens (human), carbamidometilacdo de cisteinas como
modificacdo fixa, e oxidacdo de metionina como modificacdo variavel. A tolerancia
maxima foi de 100 ppm (partes por milh&o) e 0,60 Da (FIGURA 09).

Os critérios utilizados para a identificacdo protéica incluem:

e MASCOT score de probabilidade: € o valor atribuido a identificacao
pelo programa de busca. O valor minimo a partir do qual a identificacéo

deixa de ser considerada aleatéria, varia de acordo com a taxonomia
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da amostra. Em buscas por proteinas humanas, utilizando o banco de
dados Swiss-Prot e o programa MASCOT, esse valor é 56. Quanto
maior o score, maior a confiabilidade na identificagéo;

e Percentual da cobertura de sequéncia: este valor indica o quanto da
sequéncia de aminoacidos da proteina sugerida foi coberto pelos
peptideos resultantes da digestdo triptica da amostra. Foram
considerados satisfatorios valores acima de 20%;

e Numero de peptideos sobrepostos: corresponde aos picos de massa
obtidos por MS e que foram pareados com as massas tedricas,
provenientes da clivagem in silico. Estes valores séo fornecidos pelo
programa de busca MASCOT. Os valores teoricos séo fornecidos pelo
programa de busca MASCOT;

e Dados de MM e PI esperados: valores teoricos (calculados) de massa
molecular e ponto isoelétrico.

Para considerar como positiva a identificacdo, a proteina tem que atender
pelo menos dois dos critérios acima mencionados. Os nomes e siglas utilizados
para as proteinas foram os indicados no banco de dados Expasy - UniProtKB/

Swiss-Prot (http://www.expasy.ch/).
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FIGURA 09 — PARAMETROS DE BUSCA (PMF — PEPTIDE MASS FINGERPRINT),
utilizando o programa MASCOT associado ao banco de dados SWISS-PROT.
FONTE: Disponivel em <http://www.matrixscience.com/>
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6. RESULTADOS

6.1 ldentificacdo das amostras

Os fragmentos de tumores primérios e linfonodos axilares foram obtidos de
pacientes em diferentes estagios clinicos. O grupo experimental (QUADRO 04),
composto por oito mulheres, apresentou média de idade de 60,25 + 8,63 anos. Sete
(87,5%) pacientes apresentaram ‘Carcinoma Ductal Invasivo’ e apenas uma (12,5%)
o ‘Carcinoma Lobular Invasivo’, com a freqiéncia esperada para estes tipos de
neoplasia.

Histologicamente, o0s carcinomas mamarios avaliados com base em
parametros de diferenciacdo celular, formacdo do tubulo/ glandula, pleomorfismo
nuclear e contagens mitoticas — critérios propostos por Scarff-Bloom e Richardson
(1957), modificados por Elston e Ellis (1991) — apresentaram resultados de score
distintos: bem diferenciados (grau I), moderadamente diferenciados (grau 1) ou
pouco diferenciados (grau lll), respectivamente, em duas (25%), quatro (50%) e

duas (25%) pacientes.

AMOSTRA IDADE TIPO HISTOLOGICO GRAU TAMANHO LP/TL RE RP
(mm)
CP 622 71 anos  Carcinoma Ductal Invasor I 30 P (18/19) P P
CP 627 61 anos  Carcinoma Ductal Invasor 1 20 P (06/15) P P
CP 630 49 anos  Carcinoma Ductal Invasor I 15 P (06/30) P P
CP 633 71anos  Carcinoma Ductal Invasor Il 40 P (26/29) P P
CP 638 48 anos  Carcinoma Lobular Invasor Il 70 P (35/38) P P
CP 641 58 anos  Carcinoma Ductal Invasor Il 100 P (01/10) N N
CP 644 61 anos  Carcinoma Ductal Invasor 11 35 P (07/07) N N
CP 645 63 anos  Carcinoma Ductal Invasor Il 58 P (03/29) P P

QUADRO 04 — CARACTERIZACAO DO GRUPO AMOSTRAL

NOTA: LP - Numero de linfonodos positivos; TL - numero total de linfonodos
analisados; RE - Receptor de Estrogénio; RP - Receptor de Progesterona; P -
Positivo; N - Negativo.

FONTE: o autor (2011)
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O tamanho médio dos tumores avaliados foi de 46,0 +28,5 mm, variando entre
15 mm e 100 mm. De maior relevancia, a presenca (Positivo) ou auséncia (Negativo)
de células tumorais no linfonodos, um indicador da disseminacdo tumoral para o
sistema linfatico. Todas as pacientes do grupo amostral, como pré-requisito para o
estudo, apresentaram status de linfonodo positivo, identificando-se 102 (58%)
positivos num total de 177 linfonodos analisados. Através de analise
imunohistoquimica, os status ‘Receptor de Estrogénio’ e ‘Receptor de Progesterona’
foram positivos em seis (75%) e negativos em duas (25%) amostras, e ocorreram

simultaneamente nas pacientes.

6.2 Extracdo e quantificacao protéica

A metodologia de extracdo protéica utilizada para tecido mamario nao-tumoral
e tumores primarios de mama foi implementada no LCHO em 2008 e 2009, de
acordo com o protocolo descrito em ‘Material e Métodos’, e mostrou-se eficiente
também para linfonodos axilares. No processamento das amostras durante a etapa
de lise, as células sdo rompidas através de métodos quimicos, tampédo de lise
acrescido de inibidor de protease (PMSF), e fisicos, com o auxilio de
homogeneizador elétrico para a dissociacdo do tecido. A perda de material &
inevitavel durante a ruptura celular e solubilizacdo das proteinas, no entanto, o
equipamento se mostrou capaz de minimizar esse dano.

Para a quantificacdo protéica optou-se pela técnica de Bradford, rapida e
sensivel. Foram efetuadas leituras de absorbancia da solucdo de Bradford (200 pl de
reagente de Bradford diluido 1:5 em agua ultra pura), considerado “branco” na
guantificacéo, e a solucédo de Bradford foram acrescidas proteinas solubilizadas em
tampéao de lise em seis volumes: 0,5, 1, 2, 3,4, 5 e 6 pul, para aumentar a linearidade
da reacdo. Foram aplicados em cada gel 1.000 ug de proteinas. A quantidade de
material utilizado para a obtencédo dos extratos e os valores das concentracdes

protéicas de cada amostra estao descritos nos QUADROS 05 e 06.
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AMOSTRA QUANTIDADE CONCENTRACAO
LINFONODO AXILAR UTILIZADA (g) PROTEICA (pg/pl)
CP 622L 0,299 17,96
CP 627L 0,170 15,81
CP 630L 0,342 23,64
CP 633L 0,400 22,14
CP 638L 0,340 22,24
CP 641L 0,400 24,80
CP 644L 0,101 11,28
CP 645L 0,396 22,69

QUADRO 05 — AMOSTRAS DE LINFONODOS AXILARES UTILIDADAS NA
EXTRACAO E O RESULTADO DA QUANTIFICACAO PROTEICA

NOTA: g - grama; pg/pl - micrograma/microlitro.

FONTE: o autor (2011)

AMOSTRA QUANTIDADE CONCENTRACAO
TUMOR PRIMARIO UTILIZADA (g) PROTEICA (ug/l)
CP 6227 0,354 13,50
CP 627T 0,400 11,02
CP 630T 0,400 16,48
CP 633T 0,400 8,36
CP 638T 0,400 11,92
CP 641T 0,400 19,83
CP 644T 0,383 17,50
CP 645T 0,400 14,24

QUADRO 06 - AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS UTILIDADAS NA
EXTRACAO E O RESULTADO DA QUANTIFICACAO PROTEICA

NOTA: g - grama; ug/ul - micrograma/microlitro.

FONTE: o autor (2011)

6.3 Metodologias protedbmicas

O estabelecimento de um protocolo de extragdo eficiente seguido de
eletroforese bidimensional (2D PAGE) é essencial para se obter bons resultados em
protebmica. A escolha da faixa de pH imobilizado (4-7), previamente definida em
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2008 no LCHO, opta por avaliar o maior numero de proteinas possivel dentro do
espectro intermediario desejado, com melhor resolucéo entre as bandas.

A isoeletrofocalizagdo foi primeiro realizada em uma das tiras e,
posteriormente, outras duas focalizaram simultaneamente, somando trés replicatas
da mesma amostra. Trés perfis de tumor primario e linfonodo axilar foram utilizados
para aumentar a confiabilidade e reprodutibilidade das proteinas nos géis
bidimensionais. A escolha da sequéncia de trabalho, entretanto, ndo garante a
reprodutibilidade ideal entre todas as tiras, por outro lado, pode evitar perda de
material em caso de problemas durante a metodologia. A segunda dimensao, na
sequéncia, também ocorreu com pelo menos duas amostras iguais da paciente.

O estudo utiliza 18 geéis de tumores primarios, referente as replicatas das
amostras com os codigos CP 622T, CP 627T, CP 630T, CP 633T, CP 644T, CP
645T, previamente reproduzidos para andlise proted6mica do perfil expresso em
carcinomas mamarios. Foram confeccionados trinta novos géis como replicatas das
seguintes amostras: CP 622L, CP 627L, CP 630L, CP 633L, CP 638L, CP 638T, CP
641L, CP 641T, CP 644L, CP 645L. No total, oito pacientes (48 géis bidimensionais)
com amostras pareadas de tumor primario e respectivo linfonodo axilar foram

analisadas de forma comparativa.

6.4 Analise dos géis bidimensionais

As imagens das replicatas foram interpretadas no programa ImageMaster™
2D Platinum v6.0 (GE Healthcare). Os parametros para a deteccdo de spots ou
bandas foram: min area — 5, que reduz artefatos; smooth — 3, elimina ruidos e define
a resolucdo em caso de sobreposicao; e saliency — 25, que delimita os spots. Apos a
deteccdo automatica, os spots foram conferidos manualmente. As replicatas
apresentaram um valor médio de 852 spots entre as amostras de linfonodos e 703
entre tumores. O nimero de bandas detectadas em cada replicata esta descrito no QUADRO
07.
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AMOSTRA gL \CDEBANDAS AMOSTRA N° DE BANDAS
LINFONODO AXILAR DETECTADAS TUMOR PRIMARIO DETECTADAS
L1 724 T1 735
CP 622L L2* 570 CP 622T T2 752
L3 724 T3* 591
L1* 1.018 T1* 530
CP 627L L2 1.029 CP 627T T2 476
L3 951 T3 559
L1 938 T1 824
CP 630L L2* 874 CP 630T T2* 866
L3 954 T3 791
L1 997 T1* 535
CP 633L L2* 794 CP 633T T2 500
L3 669 T3 450
L1 905 T1* 440
CP 638L L2 1.084 CP 638T T2 230
L3* 933 T3 220
L1 591 T1 760
CP 641L L2 769 CP 641T T2 883
L3* 747 T3* 837
L1 558 T1 741
CP 644L L2 719 CP 644T T2* 917
L3* 761 T3 995
L1 956 T1 1.108
CP 645L** L2 1.141 CP 645T** T2 1.169
L3* 1052 T3* 972

QUADRO 07 — NUMERO DE BANDAS DETECTADAS EM GEIS BIDIMENSIONAIS

DE AMOSTRAS DE LINFONODO AXILAR E TUMOR PRIMARIO

NOTA: L1, L2, L3 - géis em triplicatas de amostras de linfonodo axilar; T1, T2, T3 -
géis em triplicatas de tumores primarios; * - gel referéncia; ** - amostra referéncia.

FONTE: o autor (2011)

Entre as trés replicatas da amostra, um gel bidimensional de referéncia foi

determinado para cada linfonodo axilar e tumor primério. O referéncia ou master é

definido como o gel que melhor caracteriza a amostra e, geralmente, apresenta o
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maior numero de bandas da triplicata e/ou dispde de spots bem delimitados e
distribuidos na area do gel. Os masters observados foram: CP 622L2, CP 622T3, CP
627L1, CP 627T1, CP 630L2, CP 630T2, CP 633L2, CP 633T1, CP 638L3, CP 638T1,
CP 641L3, CP 641T3, CP 644L3, CP 644T2, CP 645L3 e CP 645T3 (QUADRO 07). A
amostra mais representativa escolhida como referéncia entre todos os linfonodos
axilares foi CP 645L e em tumores primarios CP 645T (FIGURAS 10 e 11).

Para o pareamento (matching) correto do software entre as trés replicatas da
mesma amostra e, posteriormente, para analises comparativas entre linfonodos e
tumores primarios foram selecionadas cinco bandas comuns, denominadas
landmarks (FIGURA 13), como base de identificacdo para o programa. Os resultados
do pareamento foram conferidos um a um, sendo alterados quando incorretos. A
reprodutibilidade das triplicatas comparadas variou entre 70,59% em CP 641T1 e
97,99% em CP 644L1, considerando o matching em relagdo ao gel referéncia.
Quando pareados os géis da amostra referéncia, linfonodos e tumores mostraram
cobertura de bandas entre 80,35 e 92,67% (CP 645L) e 87,57 e 95,01% (CP 645T).

A amostra CP 638T, diferente das demais, apresentou numero relativamente
baixo de spots (440, 230, 220), e ndo se mostrou fidedigna para analise comparativa
com o respectivo linfonodo axilar (905, 1084, 933), com pareamento de apenas
32,58% entre os geéis referéncia, inferior a 50% sugerido como critério de selecao
(FIGURA 12). Optou-se pela exclusdo, uma vez que resultados controversos
poderiam comprometer o restante da analise. Ao eliminar CP 638, uma amostra de
Carcinoma Lobular Invasivo, a analise comparativa permaneceu homogeneamente
restrita ao tipo Carcinoma Ductal Invasivo e respectivo linfonodo axilar.

Foram realizadas, na sequéncia, andalises qualitativas, selecionando spots
diferencialmente expressos, e quantitativas, considerando a presenca ou auséncia
dos spots nos géis comparados. O programa utiliza como parametro para a analise
estatistica o volume relativo das bandas. A normalizacdo do volume dos pontos
detectados considera o volume total das bandas protéicas, no qual o volume de
cada ponto é dividido pelo volume total dos pontos detectados e multiplicado por
100. Os dados foram analisados estatisticamente através do teste t de Student,
considerando como bandas diferenciais as que apresentam volume alterado acima

de duas vezes e variagdo estatistica significativa, com p<0,05.
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[pH 2.0] [oH 7.0]

FIGURA 10 — GEL BIDIMENSIONAL DA AMOSTRA CP 645L3. A primeira dimensao
realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda dimensdo em gel de poliacrilamida
10%, corado com coomassie coloidal. A - Imagem capturada com ajuste de
contraste; B - Imagem apos a deteccdo de 1052 spots e plotagem de pl e MM. As
bandas detectadas pelo programa ImageMaster™ 2D Platinum v6.0 estio
destacadas em vermelho.

FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 11 — GEL BIDIMENSIONAL DA AMOSTRA CP 645T3. A primeira dimensao
realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda dimensdo em gel de poliacrilamida
10%, corado com coomassie coloidal. C - Imagem capturada com ajuste de
contraste; D - Imagem ap0ls a deteccdo de 972 spots e plotagem de pl e MM. As
bandas detectadas pelo programa ImageMaster™ 2D Platinum v6.0 estio

destacadas em vermelho.
FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 12 — GEIS BIDIMENSIONAIS DA AMOSTRA CP 638L3 E CP 638T1.

A primeira dimenséo realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda dimens&o em gel
de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas detectadas pelo
programa ImageMaster™ 2D Platinum v6.0 estdo destacadas em vermelho. MM e pl
aparecem plotados nos eixos y e X, respectivamente. A - Imagem representativa com
933 spots identificados; B - Imagem apds a deteccdo de 440 spots, com baixa
reprodutibilidade.

FONTE: o autor (2011).

[
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6.5 Anédlise comparativa do conjunto amostral dos linfonodos axilares e dos tumores

primarios

O projeto inicial elaborado no programa ImageMaster™ comparou os dados
do grupo amostral de linfonodos axilares e de tumores primarios de mama, apos a
analise homogénea de cada conjunto amostral. As imagens para a avaliacdo entre
os diferentes grupos se referem aos géis masters de CP 645L e CP 645T. Foram
considerados relevantes o0os spots cujas variagdes puderam ser visualmente
observadas e confirmadas pelos parametros do software, com resultado significativo
da analise estatistica. A comparagcdo interclasse mostrou apenas nove spots
diferenciais entre os géis de referéncia, sendo trés presentes nos linfonodos e
ausentes nos tumores, e seis observados somente nas amostras tumorais (TABELA
02). A analise estatistica se mostrou, neste caso, igualmente significativa (p<0,001)

nas bandas.

TABELA 02 — SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA
ENTRE O CONJUNTO DE AMOSTRAS DE LINFONODOS AXILARES E DE TUMORES
PRIMARIOS

CP 645L*

L.ID T.ID VD - CP 645L3 Testet GL p<
2721 1000000 4,722 13 0,001
3161 1000000 5,146 12 0,001
3353 1000000 5,733 13 0,001
CP 645T*

T.ID L.ID VD - CP 645T3 Teste't GL p<
3369 1000000 7,887 18 0,001
3551 1000000 20,31 19 0,001
3581 1000000 7,811 16 0,001
3594 1000000 4,853 10 0,001
3636 1000000 6,120 18 0,001
3651 1000000 5,456 15 0,001

NOTA: * - amostra referéncia; L.ID - nUmero de identificacdo do spot na amostra de
linfonodo axilar; T.ID - nimero de identificacdo do spot na amostra de tumor primario;
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VD - valor de expresséo diferencial (1000000 - nimero fornecido pelo programa
como valor absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na
amostra comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ é
avaliado com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de
Student.; GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).

Os spots diferenciais (FIGURA 13) foram excisados, digeridos e submetidos a
analise no espectrometro de massas, que identificou seis diferentes proteinas
(TABELA 03). Dentre essas, quatro: Serina/treonina fosfatase do tipo 1, subunidade
catalitica PP1-beta (PP1B); Microtubulo-actina, factor de ligacdo 1 (MACF1);
Vinculina (VINC); e Navegador 2 de neurdnio (NAV2), estavam expressas em spots
presentes apenas em linfonodos axilares; e outros dois, correspondentes a
Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il (K2C1) e Vimentina (VIME), presentes somente
em tumores primarios de mama. Trés bandas n&do apresentaram resultado
significativo de identificacdo dentro dos critérios avaliados.

O codigo de acesso da proteina no SwissProt, bem como a referéncia de
entrada no UniGene e o respectivo locus génico, aparecem registrados na TABELA
03 como dados relevantes. Estdo presentes também o percentual de cobertura dos
peptideos identificados e o score de cada proteina identificada na busca PMF,
representado por um valor de expectativa que indica a probabilidade de ndo ser um
evento randomico.

A anadlise dos conjuntos amostrais, todos os linfonodos axilares comparado a
todos os tumores primarios, contudo, sugere um resultado pouco representativo que
reflete, em parte, interpretacdes subjetivas desenvolvidas pelo programa
ImageMaster™, j4 que 0 mesmo considera apenas 0s spots presentes nos géis de
referéncia para a comparacdo dos perfis protéicos. Os valores correspondentes ao
volume de cada spot pareado, entre replicatas da mesma amostra ou dentro do
mesmo grupo (linfonodos ou tumores), estdo inseridos na analise estatistica, no
entanto, sdo considerados somente quando ha um representante comum no gel
master. Neste contexto, as bandas diferenciais presentes nos demais géis do
conjunto amostral de linfonodos ou tumores sao desconsideradas. O software
também ndo permite uma avaliacdo estatistica detalhada intraclasse, ou seja, entre

amostras de linfonodos axilares ou entre as de tumores primarios, isoladas.
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FIGURA 13 — GEIS BIDIMENSIONAIS DAS AMOSTRAS CP 64513 E CP 645T3
COMPARADOS QUANTO AO PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO CONJUNTO
DE LINFONODOS AXILARES E DE TUMORES PRIMARIOS. A primeira dimens&o
realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda dimensdo em gel de poliacrilamida
10%, corado com coomassie coloidal. As bandas diferenciais detectadas pelo
programa ImageMaster™ estio destacadas em: (A) amarelo, presentes apenas em
linfonodos; e (B) vermelho, apenas em tumores. Lanmarks indicam spots comuns
marcados nas amostras

FONTE: o autor (2011).
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TABELA 03 — IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O CONJUNTO DE

AMOSTRAS DE LINFONODOS AXILARES E DE TUMORES PRIMARIOS

CP 645L* ID Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
Acesso UniGene® Génico  MM/pl obs. (%)
SwissProt®
2721 - -
62.00/6.20
3161 Serina/treonina fosfatase do tipo 1, P62140 PPP1CB 2p23.2 37.96/5.85 64 50
subunidade catalitica PP1-beta 37.00/5.10
(PP1B_HUMAN)
3353 MicrotUbulo-actina factor de ligacéo 1, Q9UPN3 MACF1 1p34.3 62.36/5.27 73 29
isoformas 1/2/3/5 (MACF1_HUMAN) 26.00/5.11
Vinculina (VINC_HUMAN) P18206 VCL 10g22.2 12.43/5.50 63 41
26.00/5.11
Navegador 2 de neurénio Qs8ivLl NAV2 11p15.1 26.93/9.13 58 28
(NAV2 _HUMAN) 26.00/5.11
CP 645T* ID Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
Acesso UniGene® Génico MM/pl obs. (%)
SwissProt®
3369 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 68 38
(K2C1_HUMAN) 39.00/6.52
3551 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 97 58
30.00/5.18
Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 64 39
(K2C1_HUMAN) 30.00/5.18
3581 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 56 30
(K2C1_HUMAN) 29.00/4.37
3594 - -
29.00/4.95
3636 - -
26.00/6.06
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3651 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 89 29
(K2C1_HUMAN) 25.00/4.69

NOTA: ® Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; ¢ Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequiéncia identificada;  Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Seqiiéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relacdo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina ndo identificada.

FONTE: o autor (2011).

71



Algumas imagens mostram variacdes de expressdo entre amostras de
diferentes pacientes dentro do mesmo grupo, evidenciando possiveis diferencas
entre individuos ou tipos tumorais (FIGURAS 14, 15 e 16).
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FIGURA 14 — IMAGENS DE SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS ENTRE
AMOSTRAS DE LINFONODOS AXILARES. As bandas detectadas pelo programa
ImageMaster™ podem ser visualizadas quanto a diferencas de expressdo nos géis
(A) e melhor avaliadas de acordo com a imagem tridimensional dos spots (B),
representada pelas coordenadas x e y referentes a area, e 0 eixo z correspondente
ao volume.

FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 15 - IMAGENS DE SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS ENTRE
AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA. As bandas detectadas pelo
programa ImageMaster™ podem ser visualizadas quanto a diferencas de expressao
nos geéis (A) e melhor avaliadas de acordo com a imagem tridimensional dos spots
(B), representada pelas coordenadas x e y, referentes a area, e 0 eixo z para o
volume. Neste caso, foram selecionadas as amostras CP 622T, CP 627T, CP 641T e
CP 645T, com valores de expresséo variados.
FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 16 — IMAGENS DE REGIOES DIFERENCIAIS OBSERVADA ENTRE AMOSTRAS
DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA. As bandas detectadas pelo programa
ImageMaster™ podem ser visualizadas quanto a diferencas de expresséo e distribuicio nos
géis (A) e melhor avaliadas de acordo com a imagem tridimensional dos spots (B),
representada pelas coordenadas x e y, referentes a area, e o eixo z correspondente ao
volume. Neste caso, foram selecionadas as amostras CP 645T e CP 622T, com dois picos
evidentes, CP 627T e CP 630T com apenas uma banda observada no local.

FONTE: o autor (2011).

Como alternativa para identificar possiveis proteinas comuns envolvidas na
tumorigénese e ainda varia¢des entre individuos e diferentes tipos de tumores um
novo projeto foi elaborado no programa ImageMaster™, também para minimizar
interpretacbes subjetivas e, eventualmente, incorretas. Entdo, amostras pareadas,
do linfonodo axilar e do tumor primario de cada paciente foram analisadas

individualmente.
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6.6 Amostras individualmente analisadas

6.6.1 Amostra CP 622

Inicialmente, a comparacao entre linfonodo axilar e tumor primario de CP 622

mostrou 22 spots diferenciais entre os géis de referéncia das amotras CP 622L e CP

622T. Oito estavam presentes em linfonodos; sendo seis diferencialmente expressos

e dois exclusivos dos linfonodos. Na amostra tumoral, sete correspondem a

expressdo aumentada e sete bandas foram exclusivas das amostras tumorais
(TABELA 04). A analise estatistica significativa variou (0,05>p>0,02 e p<0,001) entre

as bandas. Foram selecionados, no entanto, spots diferenciais com valor de p<0,02

para refinar a estratégia de identificacdo e aumentar a confiabilidade (FIGURA 17).

TABELA 04 — CP 622: SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE
COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 622L

L.ID T.ID VD -CP 622L2 Testet GL p<
1791 4046 2,218 3,759 3 0,05
1793 4054 2,398 2,916 4 0,05
1937 4191 2,171 8,513 4 0,01
2001 1000000 13,73 1 0,05
2062 1000000 47,53 1 0,02
2064 4309 2,227 5,737 4 0,01
2160 4425 2,074 4,147 4 0,02
2164 4426 2,364 9,404 4 0,001
CP 622T

T.ID L.ID VD - CP 622T3 Testet GL p<
3871 1583 2,338 7,083 4 0,01
3873 1588 2,676 16,41 4 0,001
3973 1000000 21,97 1 0,05
3992 1741 2,102 4,577 3 0,02
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3998 1000000 17,54 1 0,05
4126 1870 2,607 8,813 4 0,001
4144 1888 3,697 3,641 4 0,05
4154 1903 3,959 6,701 4 0,01
4184 1000000 36,08 1 0,02
4247 1992 3,552 11,43 4 0,001
4337 1000000 13,28 1 0,05
4441 1000000 21,32 1 0,05
4447 1000000 19,84 1 0,05
4460 1000000 22,19 1 0,05

NOTA: L.ID - numero de identificacdo do spot na amostra de linfonodo axilar; T.ID -
namero de identificacdo do spot na amostra de tumor primario; VD - valor de
expressdo diferencial (1000000 - numero fornecido pelo programa como valor
absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na amostra
comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ ¢é avaliado
com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de Student.;
GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).

As bandas foram excisadas, digeridas e identificadas, sendo 14 diferentes
proteinas em 12 spots com identificacéo positiva (TABELA 05). Em duas bandas nao
foi possivel obter espectros com resolucéo suficiente para a analise. A presenca de
mais de uma proteina na mesma banda, como nesta situacéo, € provavel em casos
de massa molecular (MM) e ponto isoelétrico (pl) muito proximos. Ha também
possibilidade de algumas proteinas migrarem associadas a outras e nao atingirem o
ponto final esperado, com MM e pl correspondentes.

Na amostra axilar, como resultado de bandas diferenciais (TABELA 05), foram
encontradas: Actina citoplasmatica 1 (ACTB); Actina citoplasmética 2 (ACTG); Actina
alfa 1, masculo cardiaco (ACTC); Actina alfa, musculo esquelético (ACTS); Actina
gama, musculo liso (ACTH); Proteina de fusdo soluvel NSF alfa (SNAA); Queratina
do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19); e Peroxiredoxina 6 (PRDX6). Como banda
presente no linfonodo e ausente no tumor, foi identificada a proteina Ubiquitina
tioesterase (OTUB1). O gel do tumor primério apresentou diferenca de expressao
significativa nas bandas referentes a Serotransferrina (TRFE), Alfa-1 antitripsina
(A1AT), Vimentina (VIME), Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il (K2C1),

Apolipoproteina A-I (APOA1). Apenas uma banda néo foi identificada nesta amostra.
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FIGURA 17: CP 622 - GEIS BIDIMENSIONAIS COMPARADOS QUANTO AO
PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO LINFONODO AXILAR E NO TUMOR
PRIMARIO. A primeira dimens&o realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda
dimensédo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas
diferenciais detectadas pelo programa ImageMaster™ estdo destacadas em: (A)
amarelo, presente apenas no linfonodo; azul, com aumento de expressdo no
linfonodo; (B) vermelho, apenas no tumor; e verde, expressdo aumentada no tumor.
FONTE: o autor (2011).
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TABELA 05 — CP 622: IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO
AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP622L ID  Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl® esp.  Score” Cobertura®
Acesso UniGene® Génico  MM/pl obs. (%)
SwissProt®
1937 Actina citoplasmatica 1 (ACTB_HUMAN) P60709 ACTB 7p22.1 42.05/5.29 116 28
43.00/5.18
Actina citoplasmatica 2 (ACTG_HUMAN) P63261 ACTG1 17925.3 42.11/5.31 116 28
43.00/5.18
Actina alfa 1, musculo cardiaco P68032 ACTC1 15q14 42.33/5.23 77 19
(ACTC_HUMAN) 43.00/5.18
Actina alfa, musculo esquelético P68133 ACTAl 1942.13  42.36/5.23 76 19
(ACTS_HUMAN) 43.00/5.18
Actina gama, musculo liso P63267 ACTG2 2pl3.1 42.25/5.31 61 16
(ACTH_HUMAN) 43.00/5.18
2062 Ubiquitina tioesterase Q96FW1 OoTuUB1 11g13.1  31.49/4.85 *33 *5
(OTUB1_HUMAN) 37.00/4.73
2064 Proteina de fusdo soluvel NSF alfa P54920 NAPA 19g13.32 33.67/5.23 163 44
(SNAA_HUMAN) 36.00/5.26
2160 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2  44.08/5.04 159 37
(K1C19_HUMAN) 29.00/5.43
2164 Peroxiredoxina 6 (PRDX6_HUMAN) P30041 PRDX6 1g25.1 25.23/6.00 56 72
29.00/6.22
CP 622T ID Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
Acesso UniGene®  Génico MM/pl obs. (%)
SwissProt®
3871 Serotransferrina (TRFE_HUMAN) P02787 TF 3022.1 79.29/6.81 108 40
86.00/6.65
3873 Serotransferrina (TRFE_HUMAN) P02787 TF 3022.1 79.29/6.81 99 25
85.00/6.74
3992 Alfa-1 antitripsina (A1LAT_HUMAN) P01009 SERPINA1 14q32.13 46.88/5.37 88 19

77



4126 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670

4154 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670
Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264
(K2C1_HUMAN)

4184 -

4247 Apolipoproteina A-1 (APOA1_HUMAN) P02647

VIM

VIM

KRT1

APOA1l

10p13
10p13

12q13.13

11g23.3

63.00/4.85
53.68/5.06
50.00/4.74
53.68/5.06
47.00/4.61
66.17/8.15
47.00/4.61

45.00/6.42
30.76/5.56
41.00/5.06

264 47
97 58
64 39
108 41

NOTA: ® Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; ® Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequéncia identificada;  Score obtido em consulta a0 MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Sequiéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relacdo a seqiiéncia completa da proteina, em porcentagem; *Identificacdo através de MS/MS, onde score e

cobertura ndo seguem valores dos parametros considerados; - proteina nao identificada.

FONTE: o autor (2011).
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6.6.2 Amostra CP 627

Na comparacdo interclasse (linfonodo axilar versus tumor primario) da
paciente CP 627 observou-se 20 spots diferenciais entre os géis de referéncia do
linfonodo axilar (13) e do tumor primario (7) (TABELA 06). Dez estavam presentes
apenas nos linfonodos axilares e 10 diferencialmente expressos entre as amostras.
A analise estatistica apresentou valores de significancia entre as bandas entre 0,05
e 0,001, entretanto apenas as bandas com valor de p<0,02 foram submetidas a
identificac&o.

De 12 bandas excisadas, nove apresentaram identificacdo positiva na
amostra CP 627 (FIGURA 18) (TABELA 07). Sao elas: Queratina do citoesqueleto
19, tipo | (K1C19); Metionil-tRNA formiltransferase, mitocondrial (FMT); Glutationa S-
transferase P (GSTP1), mais expressas no linfonodo; Queratina do citoesqueleto 10,
tipo | (K1C10), Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1), como bandas exclusivas de CP
627L. Serotransferrina (TRFE), Alfa-1 antitripsina (A1AT), Vimentina (VIME), foram
mais expressas no tumor. Em duas bandas ndo foi possivel obter espectros
significativos para a analise. Duas proteinas ndo mostraram resultados significativos

para a identificacéo.

TABELA 06 — CP 627: SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE
COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 627L

L.ID T.ID VD -CP 627L1 Testet GL p<
3134 1000000 12,89 1 0,05
3224 1000000 13,14 1 0,05
3366 2582 3,021 9,469 4 0,001
3380 1000000 22,98 1 0,05
3519 1000000 45,38 1 0,02
3534 1000000 33,17 1 0,02
3555 1000000 15,84 1 0,05
3673 2732 2,234 5,689 3 0,02
3682 1000000 17,89 1 0,05
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3795 1000000 14,23 1 0,05
3706 1000000 14,76 1 0,05
3812 2822 2,933 21,67 4 0,001
3813 1000000 43,02 1 0,02
CP 627T

T.ID L.ID VD -CP627T1 Testet GL p<
2257 2776 4,608 13,24 4 0,001
2258 2783 2,846 8,332 4 0,01
2470 3159 2,834 11,45 4 0,001
2514 3268 2,060 3,294 3 0,05
2592 3385 2,858 11,18 4 0,001
2601 3395 3,889 30,69 4 0,001
2622 3462 2,635 4,414 3 0,05

NOTA: L.ID - numero de identificagdo do spot na amostra de linfonodo axilar; T.ID -
numero de identificacdo do spot na amostra de tumor primario; VD - valor de
expressao diferencial (1000000 - numero fornecido pelo programa como valor
absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na amostra
comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ é avaliado
com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de Student.;
GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 18 — CP 627: GEIS BIDIMENSIONAIS COMPARADOS QUANTO AO
PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO LINFONODO AXILAR E NO TUMOR
PRIMARIO. A primeira dimens&o realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda
dimensdo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas
diferenciais detectadas pelo programa ImageMaster™ estdo destacadas em: (A)
amarelo, presente apenas no linfonodo; azul, com aumento de expressdo no
linfonodo; e (B) verde, expressdo aumentada no tumor.

FONTE: o autor (2011).
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TABELA 07 — CP 627: IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO
AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP627L ID  Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl° esp.  Score” Cobertura®
Acesso UniGene® Génico  MM/pl obs. (%)
SwissProt®
3366 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 289 60
(K1C19 _HUMAN) 42.00/4.81
3519 - -
38.00/5.13
3534 Queratina do citoesqueleto 10, tipo | P13645 KRT10 17921.2 59.02/5.13 67 44
(K1C10_HUMAN) 37.00/4.53
Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1_HUMAN) P09493 TPM1 15q922.2 32.75/4.69
37.00/4.53 63 73
3673 Metionil-tRNA formil-transferase, mitocondrial Q96DP5 MTFMT 15.g22.31 44.20/9.70 59 50
(FMT_HUMAN) 31.00/4.64
3812 Glutationa S-transferase P (GSTP1_HUMAN) P09211 GSTP1 11g13.2 23.57/5.43 127 57
25.00/5.67
3813 - -
26.00/6.42
CP 627T ID Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
Acesso UniGene®  Génico MM/pl obs. (%)
SwissProt®
2257 Serotransferrina (TRFE_HUMAN) P02787 TF 3g22.1 79.29/6.81 57 39
87.00/6.64
2258 Serotransferrina (TRFE_HUMAN) P02787 TF 3g22.1 79.29/6.81 169 22
87.00/6.73
2470 Alfa-1 antitripsina (A1IAT_HUMAN) P01009 SERPINA1l 14q32.13 46.88/5.37 155 32
53.00/4.96
Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 113 27
53.00/4.96
2592 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 187 33
43.00/4.68
2601 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 310 49
43.00/4.59

NOTA: ® Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; ¢ Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequéncia identificada; 4 Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Sequéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relacdo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina néo identificada. FONTE: o autor (2011).
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6.6.3 Amostra CP 630

A andlise comparativa da amostra CP 630 apresentou 31 spots diferenciais
entre os geis de referéncia do linfonodo axilar (17) e do tumor primério (14) (TABELA
08). Apenas trés spots foram exclusivos da amostra de linfonodo axilar, enquanto 14
estavam mais expressos. No tumor primario, sete estavam presentes somente na
amostra tumoral e sete mostraram expressao aumentada (FIGURA 19). As bandas
com valor de p<0,02 foram submetidas a identificacao.

TABELA 08 — CP 630: SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE
COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 630L

L.ID T.ID VD -CP630L2 Testet GL p<
2467 3644 3,027 12,63 4 0,001
2471 1000000 13,91 1 0,05
2486 3696 3,404 4,247 4 0,02
2519 3673 2,275 6,712 4 0,01
2521 3665 3,262 6,808 4 0,01
2524 3663 4,284 21,74 4 0,001
2526 3661 2,401 6,349 3 0,01
2592 1000000 28,99 1 0,05
2599 1000000 34,22 1 0,02
2661 3775 2,545 3,385 4 0,05
2674 3810 6,036 11,53 2 0,01
2677 3814 3,824 16,81 4 0,001
2690 3824 2,393 12,12 4 0,001
2710 3851 3,159 22,06 4 0,001
2901 4093 3,113 10,04 4 0,001
2961 4189 3,172 9,831 4 0,001
2967 4175 2,471 11,39 4 0,001
CP 630T

T.ID L.ID VD -CP 630T2 Testet GL p<
3525 1000000 23,67 1 0,05
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3553 2342 2,561 4,278 4 0,02
3565 1000000 21,78 1 0,05
3652 2472 3,887 9,093 4 0,001
3725 1000000 42,17 1 0,02
3748 1000000 16,77 1 0,05
3758 2627 11,850 39,94 4 0,001
3845 1000000 18,22 1 0,05
3974 2773 4,765 6,093 2 0,05
4061 2856 2,593 4,675 3 0,02
4146 1000000 25,38 1 0,05
4155 1000000 36,08 1 0,02
4232 3000 3,704 7,530 2 0,02
4243 3014 2,438 9,973 4 0,001

NOTA: L.ID - numero de identificagdo do spot na amostra de linfonodo axilar; T.ID -
numero de identificacdo do spot na amostra de tumor primario; VD - valor de
expressao diferencial (1000000 - numero fornecido pelo programa como valor
absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na amostra
comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ é avaliado
com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de Student.;
GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).

Dentre as 14 bandas excisadas com expressdo aumentada no linfonodo
axilar, estdo incluidas as proteinas identificadas como Queratina do citoesqueleto 8,
tipo Il (K2C8), Vimentina (VIME), Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il (K2C1),
Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19) e Intercleucina 6 (IL6). As proteinas
Vimentina (VIME) foram identificadas em bandas exclusivas de tumor primario,
enquanto Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8), Vimentina (VIME), Ferritina,
cadeia leve (FRIL) e Catepsina (CATD) estavam mais expressas neste mesmo
tecido (TABELA 09). Seis spots ndo apresentaram identificacdo positiva dentro dos

parametros avaliados.
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FIGURA 19 — CP 630: GEIS BIDIMENSIONAIS COMPARADOS QUANTO AO
PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO LINFONODO AXILAR E NO TUMOR
PRIMARIO. A primeira dimens&o realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda
dimens&o em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas
diferenciais detectadas pelo programa ImageMaster™ estdo destacadas em: (A)
amarelo, presente apenas no linfonodo; azul, com aumento de expressdo no
linfonodo; (B) vermelho, apenas no tumor; e verde, expressao aumentada no tumor.
FONTE: o autor (2011).
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TABELA 09 — CP 630: IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO
AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 630L ID Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
Acesso UniGene®  Génico MM/pI obs. (%)
SwissProt®
2467 Queratina do citoesqueleto 8, tipo I P05787 KRT8 12913.13 53.67/5.52 59 66
(K2C8_HUMAN) 56.00/5.29
2486 - -
54.00/5.73
2519 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 59 15
53.00/4.75
2521 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12913.13 66.17/8.15 77 18
(K2C1_HUMAN) 52.00/4.69
2524 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 56 48
52.00/4.64
2526 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12913.13 66.17/8.15 70 16
(K2C1_HUMAN) 52.00/4.59
2599 - -
47.00/4.94
2674 - -
43.00/4.54
2677 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 163 61
(K1C19_HUMAN) 43.00/4.84
2690 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 121 54
(K1C19_HUMAN) 43.00/4.77
2710 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 74 33
(K2C1_HUMAN) 42.00/4.54
2901 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 102 11
(K2C1_HUMAN) 30.00/4.20
2961 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 86 19
(K2C1_HUMAN) 26.00/5.00
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2967 Intercleucina 6 P05231 IL6 7p15.3 23.93/6.17 57 54
(IL6 HUMAN) 26.00/5.21
CP 630T ID Proteina (Sigla) Cédigo de Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
Acesso UniGene®  Génico MM/pl obs. (%)
SwissProt®
3553 - -
57.00/5.81
3652 Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il P05787 KRT8 12q13.13 53.67/5.52 73 67
(K2C8_HUMAN) 50.00/5.76
3725 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 165 62
46.00/4.86
3758 Vimentina (VIME_HUMAN) P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 61 34
45.00/4.73
4061 Catepsina D (CATD_HUMAN) P07339 CTSD 11p15.5 45.04/6.10 62 42
30.00/4.48
4155 - -
27.00/6.59
4232 - -
23.00/5.69
4243 Ferritina, cadeia leve (FRIL_HUMAN) P02792 FTL 19913.33  20.06/5.51 63 36
22.00/5.68

NOTA: ® Cédigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; © Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequéncia identificada; 4 Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Sequéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relacdo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina ndo identificada.
FONTE: o autor (2011).
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6.6.4 Amostra CP 633

A analise comparativa da amostra CP 633 apresentou 14 spots relevantes.
Duas bandas estavam presentes apenas em linfonodos axilares, e uma delas com
expressdo aumentada em relacdo aos tumores primarios. Duas bandas eram
exclusivas e nove com aumento de expressao nas amostras de tumores primarios
(FIGURA 20). O valor de p<0,02 sugeriu a andlise de nove bandas (TABELA 10).

TABELA 10 — CP 633: SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE
COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 633L

L.ID T.ID VD -CP633L2 Testet GL p<
4598 1000000 16,87 1 0,05
4675 1000000 13,56 1 0,05
5086 6204 2,088 5,081 3 0,02
CP 633T

T.ID L.ID VD -CP 633T1 Testet GL p<
6060 4879 4,161 10,31 3 0,01
6061 4870 2,498 7,104 4 0,01
6064 4876 2,279 6,164 4 0,01
6066 4881 2,595 6,863 4 0,01
6080 1000000 37,69 1 0,02
6191 5075 3,425 15,33 4 0,001
6194 5083 2,446 6,208 3 0,01
6227 5109 2,057 3,738 3 0,05
6242 5099 3,642 5,644 2 0,05
6266 1000000 14,71 1 0,05
6343 5222 2,255 8,423 4 0,01

NOTA: L.ID - numero de identificagdo do spot na amostra de linfonodo axilar; T.ID -
namero de identificacdo do spot na amostra de tumor primario; VD - valor de
expressdo diferencial (1000000 - numero fornecido pelo programa como valor
absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na amostra
comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ é avaliado
com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de Student.;
GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 20 - CP 633: GEIS BIDIMENSIONAIS COMPARADOS QUANTO AO
PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO LINFONODO AXILAR E NO TUMOR
PRIMARIO. A primeira dimenséo realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda
dimensédo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas
diferenciais detectadas pelo programa ImageMaster™ estdo destacadas em: (A)
amarelo, presente apenas no linfonodo; azul, com aumento expressao no linfonodo;
(B) vermelho, apenas no tumor; e verde, expressao aumentada no tumor.
FONTE: o autor (2011).
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TABELA 11 — CP 633: IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO
AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 633L ID Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso Gene Locus MM/pl® esp. Score” Cobertura®
SwissProt® UniGene® Geénico MM/pl obs. (%)
5086 Queratina do citoesqueleto 16, tipo | P08779 KRT16 17921.2 51.58/4.99 128 28
(K1C16_HUMAN) 33.00/5.55
Queratina do citoesqueleto 1, tipo I P04264 KRT1 12913.13 66.17/8.15 88 25
(K2C1_HUMAN) 33.00/5.55
Queratina do citoesqueleto 3, tipo Il P12035 KRT3 12913.13 64.55/6.12 56 16
(K2C3 HUMAN) 33.00/5.55
CP 633T ID Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso Gene Locus MM/pl® esp. Score” Cobertura®
SwissProt® UniGene”  Geénico MM/pl obs. (%)
6060 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 252 51
(K1C19_HUMAN) 44.00/4.91
Queratina do citoesqueleto 3, tipo Il P12035 KRT3 12913.13 64.55/6.12 58 14
(K2C3_HUMAN) 44.00/4.91
6061 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 250 a7
(K1C19_HUMAN) 44.00/5.04
6064 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 195 41
(K1C19_HUMAN) 44.00/4.85
6066 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 283 45
(K1C19_HUMAN) 43.00/4.97
6080 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | pP08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 89 20
(K1C19_HUMAN) 42.00/4.74
6191 - -
33.00/4.37
6194 Complexo ativador do proteossoma, Q9uUL46 PSME2 14q12 27.55/5.54 56 60
subunidade 2 (PSME2_HUMAN) 33.00/5.45
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6343 Nucleosideo difosfato quinase A P15531 NME1 17921.33 17.31/5.83 110 51
(NDKA HUMAN) 22.00/5.94
NOTA: ? Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; ¢ Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequéncia identificada;  Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Seqiiéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relacdo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina ndo identificada.
FONTE: o autor (2011).
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A Unica banda (5086) significativa observada na amostra de linfonodo axilar
apresentou aumento de expressdo e corresponde as proteinas Queratina do
citoesqueleto 16, tipo | (K1C16), Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il (K2C1 e
Queratina do citoesqueleto 3, tipo Il (K2C3). Um spot correspondente a proteina
Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19) foi observado no tumor primario. As
bandas com expressdo aumentada entre tumores primarios se referem as proteinas
Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19), Queratina do citoesqueleto 3, tipo Il
(K2C3), Complexo ativador do proteossoma - subunidade 2 (PSME2) e Nucleosideo
difosfato quinase A (NDKA). Apenas um spot ndo mostrou resultado positivo na
identificagéo (TABELA 11).

6.6.5 Amostra CP 641

A amostra CP 641 apresentou 37 bandas distintas. No linfonodo axilar, todas
as bandas (18) apresentaram expressao protéica aumentada. No tumor, sete eram
exclusivas do mesmo e 12 bandas apresentaram aumento de expressao no tumor
primario, comparado ao linfonodo (FIGURA 21). Seis spots foram excluidos da

selecdo de identificacéo por apresentar valor de p maior que 0,02 (TABELA 12).

TABELA 12 — CP 641: SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE
COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 641L

L.ID T.ID VD - CP 641L3 Teste't GL p<
1940 1880 4,963 12,79 3 0,01
1941 1881 2,362 4,419 3 0,05
2053 1994 2,142 4,999 3 0,02
2058 1996 8,469 8,347 4 0,01
2074 2021 2,299 8,119 4 0,01
2085 2030 2,609 7,439 4 0,01
2092 2035 2,457 4,686 4 0,01
2093 2040 2,265 12,39 4 0,001
2129 2077 2,641 7,039 4 0,01
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2172 2112 3,179 11,68 4 0,001
2176 2121 11,226 11,26 2 0,01
2249 2190 7,510 28,08 4 0,001
2250 2189 2,432 5,315 4 0,01
2272 2219 2,022 6,390 4 0,01
2273 2220 2,009 6,549 4 0,01
2433 2414 2,248 9,699 4 0,001
2483 2534 2,016 4,961 4 0,01
2491 2545 3,837 5,812 4 0,01
CP 641T

T.ID L.ID VD - CP 641T3 Testet GL p<
2027 1000000 17,87 1 0,05
2037 1000000 28,59 1 0,05
2084 2139 4,889 11,14 3 0,01
2159 1000000 20,46 1 0,05
2184 2227 4,837 7,025 2 0,02
2197 2236 2,514 8,777 4 0,001
2223 2267 2,449 4,671 4 0,01
2240 2276 5,301 5,125 3 0,02
2251 1000000 29,34 1 0,05
2254 1000000 18,32 1 0,05
2292 1000000 34,31 1 0,02
2312 2358 13,105 13,87 4 0,001
2370 2400 9,882 15,57 2 0,01
2434 2453 5,573 12,56 3 0,01
2451 2463 2,852 8,406 4 0,01
2493 2481 7,085 14,85 2 0,01
2526 1000000 32,22 1 0,02
2537 2482 4,765 11,20 3 0,01
2543 2518 2,942 16,90 4 0,001

NOTA: L.ID - numero de identificagdo do spot na amostra de linfonodo axilar; T.ID -
namero de identificacdo do spot na amostra de tumor primério; VD - valor de
expressdo diferencial (1000000 - numero fornecido pelo programa como valor
absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na amostra
comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ é avaliado
com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de Student.;
GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 21 — CP 641: GEIS BIDIMENSIONAIS COMPARADOS QUANTO AO
PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO LINFONODO AXILAR E NO TUMOR
PRIMARIO. A primeira dimens&o realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda
dimensédo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas
diferenciais detectadas pelo programa ImageMaster™ estdo destacadas em: (A)
amarelo, presente apenas no linfonodo; azul, com aumento de expressdo no
linfonodo; (B) vermelho, apenas no tumor; e verde, expressao aumentada no tumor.
FONTE: o autor (2011).
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TABELA 13 — CP 641: IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO
AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 641L ID  Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
SwissProt® UniGene”  Génico MM/pl obs. (%)
1940 - -
77.00/6.83
2053 - -
63.00/6.03
2058 - -
62.00/6.18
2074 Aminopeptidase citosélica (AMPL_HUMAN) pP28838 LAP3 4p15.32  56.53/8.03 126 33
61.00/6.89
2085 Aldeido desidrogenase, mitocondrial P05091 ALDH2 12g24.12 56.86/6.63 117 21
(ALDH2_HUMAN) 60.00/6.04
2092 Poli (ADP-ribose) glicohidrolase Q86W56 PARG 10g11.23 11.25/6.03 62 46
(PARG_HUMAN) 59.00/4.49
2093 - -
59.00/4.42
2129 Proteina 3 relacionada a actina P61158 ACTRS3 2q14.1 47.78/5.61 179 39
(ARP3_HUMAN) 56.00/5.71
2172 - -
52.00/6.52
2176 Proteina associada a microtubulo 6 Q96JE9 MAP6 11g13.5 86.68/9.20 81 50
(MAP6_HUMAN) 51.00/6.31
2249 Serpina B9 (SPB9_HUMAN) P50453 SERPINB9 6p25.2 43.00/5.61 201 43
45.00/5.69
2250 - -
45.00/6.41
2272 Proteina ligante de macréfago P40121 CAPG 2p11.2 38.76/5.82 *62 *3
(CAPG_HUMAN) 43.00/6.08
2273 - -
43.00/6.14
2433 Proteina de nivelamento F-actina subunidade  P47756 CAPZB 1p36.13  31.62/5.36 112 31
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beta (CAPZB_HUMAN)

35.00/5.66

2483 Inibidor de dissociacdo Rho GDP 1 P52565 ARHGDIA  17g25.3  23.25/5.02 75 25
(GDIR1_HUMAN) 31.00/4.83
2491 Inibidor de dissociagao Rho GDP 2 P52566 ARHGDIB  12p12.3  23.03/5.10 82 57
(GDIR2_HUMAN) 30.00/4.97
CP 641T ID  Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso  Gene Locus MM/pl® esp.  Score® Cobertura®
SwissProt® UniGene®  Génico MM/pl obs. (%)
2084 - -
49.00/6.22
2184 - -
43.00/6.13
2197 Actina citoplasmatica 1 (ACTB_HUMAN) P60709 ACTB 7p22.1 42.05/5.29 138 30
42.00/5.11
Actina citoplasmatica 2 (ACTG_HUMAN) P63261 ACTG1 17925.3 42.11/5.31 138 30
42.00/5.11
Actina alfa 1, masculo cardiaco P68032 ACTC1 15q14 42.33/5.23 96 21
(ACTC_HUMAN) 42.00/5.11
Actina alfa, musculo esquelético P68133 ACTA1 1942.13  42.36/5.23 95 21
(ACTS_HUMAN) 42.00/5.11
Actina gama, musculo liso (ACTH_HUMAN) P63267 ACTG2 2pl3.1 42.25/5.31 78 18
42.00/5.11
2223 Queratina do citoesqueleto 19, tipo | P08727 KRT19 17921.2  44.08/5.04 78 29
(K1C19_HUMAN) 42.00/4.76
2240 Zinco-alfa-2-glicoproteina (ZA2G_HUMAN) P25311 AZGP1 7922.1 34.46/5.71 115 25
41.00/5.00
2292 - -
39.00/4.51
2312 Tropomiosina cadeia beta (TPM2_HUMAN) P07951 TPM2 9p13.3 32.95/4.66 116 25
38.00/4.44
Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4_HUMAN) P67936 TPMA4 19p13.12 28.62/4.67 60 16
38.00/4.44
2370 Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1_HUMAN) P09493 TPM1 15922.2  32.75/4.69 112 34
35.00/4.52
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Tropomiosina cadeia beta (TPM2_HUMAN) P0O7951 TPM2 9p13.3 32.95/4.66 73 29

35.00/4.52
Tropomiosina cadeia alfa-3 (TPM3_HUMAN) P06753 TPM3 1921.3 32.86/4.68 58 23
35.00/4.52
2434 Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4_HUMAN) P67936 TPM4 19p13.12 28.62/4.67 168 47
32.00/4.46
2451 Catepsina D (CATD_HUMAN) P07339 CTSD 11p15.5  45.04/6.10 138 24
31.00/5.78
2493 - -
30.00/5.34
2526 - -
29.00/5.42
2537 - -
28.00/5.28
2543 Fator de ativacdo de protease associada a 014727 APAF1 12g23.1 14.41/5.96 *7 *1
apoptose 1 (APAF HUMAN) 28.00/6.16

NOTA: ® Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; © Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequiéncia identificada;  Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Sequiéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relacdo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; *ldentificacdo através de MS/MS, onde score e
cobertura ndo seguem valores dos parametros considerados; - proteina nao identificada.

FONTE: o autor (2011).
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No total, 17 bandas foram removidas do gel referente a amostra CP 641L e
submetidas a identificacdo. As proteinas com expressdo aumentada no linfonodo
axilar foram: Aminopeptidase citosolica (AMPL), Aldeido desidrogenase, mitocondrial
(ALDH2), Poli (ADP-ribose) glicohidrolase (PARG), Proteina 3 relacionada a actina
(ARP3), Proteina associada a microtubulo 6 (MAP6), Serpina B9 (SPB9), Proteina
ligante de macréfago (CAPG), Proteina de nivelamento F-actina subunidade beta
(CAPZB), Inibidor de dissociagdo Rho GDP 1 (GDIR1) e Inibidor de dissociagdo Rho
GDP 2 (GDIA2). Sete spots do linfonodo n&o foram identificados por espectrometria
de massa (TABELA 13).

Dentre as 14 bandas excisadas de CP 641T a Actina citoplasmatica 1
(ACTB), Actina citoplasmatica 2 (ACTG), Actina alfa 1, musculo cardiaco (ACTC),
Actina alfa, musculo esquelético (ACTS), Actina gama, musculo liso (ACTH),
Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19), Zinco-alfa-2-glicoproteina (ZA2G),
Tropomiosina cadeia beta (TPM2), Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4),
Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1), Tropomiosina cadeia alfa-3 (TPM3), Catepsina
D (CATD) e Fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1 (APAF),
correspondem a proteinas com expressdo aumentada no tumor primario. Seis
bandas ndo apresentaram identificacdo protéica positiva, ou score acima de 56%
(TABELA 13).

6.6.6 Amostra CP 644

A amostra CP 644 mostrou um total de 33 bandas diferenciais (FIGURA 22).
Dessas, 10 apresentaram expressdo aumentada no linfonodo axilar. Em outras 23
bandas identificadas no tumor primario, seis foram observadas somente neste tumor
e 17 apresentaram um valor de expressdo aumentada no tumor, comparado ao
linfonodo correspondente. Foram selecionados 22 spots com p<0,02 para

identificac&@o por espectrometria de massas (TABELA 14).
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TABELA 14 — CP 644: SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE

COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 644L
L.ID TID  VD-CP644L3 Testet GL p<
2505 3405 4,314 2,927 4 0,05
2521 3436 2,065 5,274 3 0,01
2529 3438 2,239 5,229 3 0,02
2552 3475 2,542 14,66 4 0,001
2621 3526 3,257 6,286 4 0,01
2714 3617 5,688 12,55 4 0,001
2774 3692 4,518 14,21 4 0,001
2781 3699 2,082 5,328 4 0,01
3004 3959 2,352 11,38 4 0,001
3022 3972 2,198 5,604 4 0,01
CP 644T

T.ID LID  VD-CP644T2 Testet GL p<
3395 2469 2,598 6,070 3 0,01
3408 1000000 21,79 1 0,05
3608 2712 2,471 6,419 3 0,01
3643 1000000 30,04 1 0,05
3653 1000000 30,69 1 0,05
3674 1000000 17,51 1 0,05
3679 1000000 20,06 1 0,05
3730 2832 2,172 4,387 2 0,05
3735 2780 2,803 5,938 2 0,05
3814 2885 4,807 8,688 2 0,02
3847 2931 5,555 11,67 2 0,01
3850 2917 3,569 7,168 2 0,02
3881 2048 2,411 6,296 3 0,01
3883 2052 3,799 9,053 3 0,01
3885 1000000 14,43 1 0,05
3887 2059 6,127 4,424 2 0,05
3901 2069 3,836 8,927 3 0,01
3902 2063 2,251 5,728 3 0,02
3909 2972 3,437 6,323 2 0,05
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3913 2970 4,136 7,202 2 0,02
3917 2984 3,326 7,675 3 0,01
3924 2974 4,542 9,707 2 0,02
4016 3049 2,125 5,309 3 0,02

NOTA: L.ID - numero de identificagdo do spot na amostra de linfonodo axilar; T.ID -
namero de identificacdo do spot na amostra de tumor primario; VD - valor de
expressdo diferencial (1000000 - numero fornecido pelo programa como valor
absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na amostra
comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ é avaliado
com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de Student.;
GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).
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FIGURA 22 — CP 644: GEIS BIDIMENSIONAIS COMPARADOS QUANTO AO
PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO LINFONODO AXILAR E NO TUMOR
PRIMARIO. A primeira dimens&o realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda
dimensédo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas
diferenciais detectadas pelo programa ImageMaster™ estdo destacadas em: (A) azul,
com aumento de expressao no linfonodo; (B) vermelho, apenas no tumor; e verde,
expressao aumentada no tumor.

FONTE: o autor (2011).
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As proteinas com aumento de expressédo no linfonodo axilar identificadas sao:
Proteina de processamento do RNA ribossomal 1, homolog. A (RRP1); Aldeido
desidrogenase, mitocondrial (ALDH2); Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il (K2C1);
Cadeia beta do fibrinogénio (FIBB); Cadeia 2 Ig lambda, regido C (LAC2); e
Peroxiredosina 4 (PRDX4). As proteinas que apresentaram elevada expressao no
tumor primario de mama foram: Alfa-1 antitripsina (A1AT); Creatina quinase tipo B
(KCRB); Proteina glial fibrilar 4cida (GFAP); Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4);
Tropomiosina cadeia beta(TPM2); Anexina A4 (ANXA4); Complexo ativador do
proteossoma, subunidade 2 (PSME2); Proteina 14-3-3 teta (1433T); Proteina 14-3-3
gama (1433G); Proteina zeta/delta (1433Z); Queratina do citoesqueleto 9, tipo |
(K1C9); Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il (K2C1). Quatro bandas néo
apresentaram resultado significativo na identificacdo (TABELA 15).
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TABELA 15 — CP 644: IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO

AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

d

CP 644L ID Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso Gene Locus MM/pl® esp. Score® Cobertura®
SwissProt® UniGene®  Geénico MM/pl obs. (%)
2521 - -
56.00/6.49
2529 Proteina de processamento do RNA P56182 RRP1 21922.3  53.04/9.39 56 39
ribossomal 1, homolog. A (RRP1_HUMAN) 56.00/6.71
2552 Aldeido desidrogenase, mitocondrial P05091 ALDH2 12g24.12 56.86/6.63 58 53
(ALDH2_HUMAN) 54.00/6.12
2621 - -
50.00/5.48
2714 Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il P04264 KRT1 12g13.13 66.17/8.15 56 31
(K2C1_HUMAN) 45.00/4.83
2774 Cadeia beta do fibrinogénio (FIBB_HUMAN) P02675 FGB 4931.3 56.58/8.54 124 59
42.00/5.73
2781 Cadeia beta do fibrinogénio (FIBB_HUMAN) P02675 FGB 4931.3 56.58/8.54 80 49
42.00/5.99
3004 Cadeia 2 Ig lambda, regido C POCGO05 IGLC2 22q11.2 11.46/6.92 61 46
(LAC2_HUMAN) 30.00/6.39
3022 Peroxiredosina 4 (PRDX4_HUMAN) Q13162 PRDX4 Xp22.11  30.75/5.86 149 40
29.00/5.79
CP 644T ID Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso Gene Locus MM/pl® esp. Score” Cobertura®
SwissProt® UniGene®  Geénico MM/pl obs. (%)
3395 Alfa-1 antitripsina (ALAT_HUMAN) P01009 SERPINA1 14¢32.13 46.88/5.37 78 16
59.00/4.94
3608 Creatina quinase tipo B (KCRB_HUMAN) P12277 CKB 14932.32  42.90/5.34 91 26
45.00/5.52
3814 Proteina glial fibrilar 4cida (GFAP_HUMAN) P14136 GFAP 17921.31 49.91/5.42 *58 *2
36.00/5.18
3847 Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4_HUMAN) P67936 TPMA4 19p13.12 28.62/4.67 168 47
33.00/4.45
Tropomiosina cadeia beta P07951 TPM2 9p13.3 32.94/4.66
(TPM2_HUMAN) 33.00/4.45 66 24
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3850

3881

3883

3901

3902

3913

3917

3924

4016

Anexina A4 (ANXA4_HUMAN)

Complexo ativador do proteossoma,
subunidade 2 (PSME2_HUMAN)

Proteina 14-3-3 teta (1433T_HUMAN)
Proteina 14-3-3 gama (1433G_HUMAN)
Proteina zeta/delta (1433Z_HUMAN)

Queratina do citoesqueleto 9, tipo |
(K1C9_HUMAN)

Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il
(K2C1_HUMAN)

Queratina do citoesqueleto 9, tipo |
(K1C9_HUMAN)

Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il
(K2C1 HUMAN)

P09525

Q9UL46

P27348

P61981

P63104

P35527

P04264

P35527

P04264

ANXA4

PSME2

YWHAQ

YWHAG

YWHAZ

KRT9

KRT1

KRT9

KRT1

2p13.3

14g12

2p25.1

7911.23

8g22.3

17q21.2

12g13.13

17q21.2

12g13.13

36,10/5,84
33.00/5.86
27.50/ 5.44
32.00/ 5.41

32.00/4.58
28.03/4.68
31.00/4.46
28.40/4.80
31.00/4.58

30.00/5.44
27.90/4.73
30.00/4.51
62.25/5.14
30.00/5.55

66.17/8.15
30.00/5.55

62.25/5.14
26.00/4.67

66.17/8.15
26.00/4.67

110

69

80

87

187

87

82

74

74

26

21

27

35

52

22

15

25

24

NOTA:  Cédigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; © Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequéncia identificada; 4 Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS:; © Sequéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relagdo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; *ldentificagcdo através de MS/MS, onde score e
cobertura ndo seguem valores dos parametros considerados; - proteina nao identificada.
FONTE: o autor (2011).
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6.6.7 Amostra CP 645

A amostra CP 645 apresentou o maior nimero de bandas diferencias, sendo
55 no total (FIGURA 23). Em 28 spots observados no linfonodo axilar, apenas cinco
foram exclusivos de CP 645L e outros 23 sugerem expressao aumentada neste
linfonodo. No tumor primério, entre 27 bandas distintas, 11 foram observadas
somente no tumor, enquanto 16 mostraram aumento na expressédo (TABELA 16).
Foram selecionados 47 spots para identificagdo, com valor de p<0,02.

TABELA 16 — CP 645: SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE
COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 645L

L.ID T.ID VD - CP 645L3 Testet GL p<
2605 2922 2,968 10,79 4 0,001
2631 1000000 42,34 1 0,02
2751 3070 2,217 38,22 4 0,001
2768 3094 3,019 15,11 4 0,001
2775 1000000 13,92 1 0,05
2813 1000000 13,16 1 0,05
2829 3160 2,066 12,64 4 0,001
2932 1000000 15,78 1 0,05
2945 3266 3,742 14,28 4 0,001
2968 3286 3,904 16,37 4 0,001
2980 3302 3,147 15,32 4 0,001
3000 3308 2,199 7,900 4 0,01
3006 3310 3,273 6,270 4 0,01
3047 3358 4,250 12,44 3 0,01
3196 3481 2,623 20,48 4 0,001
3208 3493 2,208 9,873 4 0,001
3243 3537 2,855 6,852 3 0,01
3244 3536 2,738 7,882 4 0,01
3258 3539 3,454 13,00 4 0,001
3284 3613 2,592 35,99 4 0,001
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3290 3591 2,033 46,93 4 0,001
32901 3582 5,269 30,33 4 0,001
3303 3598 2,233 18,99 4 0,001
3325 3618 2,481 14,65 4 0,001
3333 3630 2,549 14,38 4 0,001
3334 3627 5,678 14,31 4 0,001
3369 3659 8,550 9,250 3 0,01
3384 1000000 20,95 1 0,05
CP 645T

T.ID L.ID VD - CP 645T3 Testet GL p<
2996 1000000 21,16 1 0,05
3033 2686 2,571 16,99 4 0,001
3067 2731 3,073 8,707 4 0,001
3086 2748 2,565 7,151 4 0,01
3087 2760 2,985 8,903 4 0,001
3131 2790 2,161 5,836 4 0,01
3167 2527 8,139 11,37 4 0,001
3200 1000000 43,69 1 0,02
3208 1000000 14,24 1 0,05
3219 1000000 12,75 1 0,05
3231 2887 4,848 11,69 3 0,01
3282 2956 2,203 7,141 4 0,01
3301 1000000 31,89 1 0,02
3329 3009 2,978 7,917 3 0,01
3451 1000000 72,33 1 0,01
3503 3219 2,900 8,389 4 0,01
3522 3235 3,515 7,554 2 0,02
3538 3250 2,406 10,15 4 0,001
3551 1000000 59,60 1 0,02
3554 3256 2,459 9,608 4 0,001
3555 3257 2,246 8,702 4 0,001
3556 3259 3,037 5,986 3 0,01
3594 1000000 30,38 1 0,05
3597 1000000 44,12 1 0,02
3604 1000000 192,9 1 0,01
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3633 3346 12,28 28,56 4 0,001
3679 1000000 13,79 1 0,05

NOTA: L.ID - nimero de identificagdo do spot na amostra de linfonodo axilar; T.ID -
namero de identificacdo do spot na amostra de tumor primario; VD - valor de
expressdo diferencial (1000000 - numero fornecido pelo programa como valor
absoluto que indica a presenca do spot no gel analisado e auséncia na amostra
comparada). O valor diferencial calculado pelo programa ImageMaster™ é avaliado
com base no volume de cada spot, assim como o resultado do teste t de Student.;
GL - grau de liberdade; valor de p.

FONTE: o autor (2011).

A banda correspondente a proteina Inibidor de dissociacdo alfa de Rab / GDP
(GDIA) foi observada somente no linfonodo axilar, enquanto outras apresentaram
aumento de expressdo no mesmo. S&o elas: Proteina ligante de selénio 1 (SBP1);
Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7); Gama-enolase (ENOG); Microtubulo-
actina fator de ligacdo cruzada 1, isoformas 1/2/3/5 (MACF1); Proteina RING finger
213 (RN213); Vitronectina (VTNC); Antigeno KI-67 (KI67); Fator de elongacdo Ts
mitocondrial (EFTS); Inositol monofosfatase 1 (IMPAL); Inibidor de dissociacdo Rho
GDP 2 (GDIR2); Proteina ‘heat shock’ beta-1 (HSPB1); Proteina associada a
microtubulo 6 (MAPG6); Proteina 2 ligada a receptor de fator de crescimento (GRB2);
Peroxiredoxin-1 (PRDX1). Em seis spots removidos ndo foi possivel identificacdo
(TABELA 17).

Nesta amostra CP 645T, foram observadas bandas exclusivas do tumor
primario identificadas como: Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7), Aspartil
tRNA sintetase citoplasmética (SYDC), Proteina de fusédo soluvel NSF alfa (SNAA),
Proteina CYR61(CYR61), Proteina associada a microtubulo 6 (MAP6). Em spots
com expressdo aumentada no tumor, foram identificadas as seguintes proteinas:
Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8); Alfa-1 antitripsina (A1AT); Vimentina
(VIME); Tropomiosina cadeia alfa 4 (TPM4); Complexo ativador do proteossoma,
subunidade 2 (PSMEZ2); Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1
(PSMEL); Proteina 14-3-3 gama (1433G); Caspase-14 (CASPE); Proteina 14-3-3
teta (1433T); Apolipoproteina A-I (APOA1l). Trés bandas ndo apresentaram
identificacéo positiva (TABELA 17).
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FIGURA 23 — CP 645: GEIS BIDIMENSIONAIS COMPARADOS QUANTO AO
PERFIL PROTEOMICO ESPRESSO NO LINFONODO AXILAR E NO TUMOR
PRIMARIO. A primeira dimens&o realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda
dimensédo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal. As bandas
diferenciais detectadas pelo programa ImageMaster™ estdo destacadas em: (A)
amarelo, presente apenas no linfonodo; azul, com aumento de expressdo no
linfonodo; (B) vermelho, apenas no tumor; e verde, expressao aumentada no tumor.

FONTE: o autor (2011).
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TABELA 17 — CP 645: IDENTIFICACAO DOS SPOTS DIFERENCIAIS OBSERVADOS EM ANALISE COMPARATIVA ENTRE O LINFONODO
AXILAR E O TUMOR PRIMARIO

CP 645L ID Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso Gene Locus MM/pl® esp. Score” Cobertura®
SwissProt® UniGene® Génico MM/pl obs. (%)
2605 - -
72.00/6.52
2631 Inibidor de dissociacéo alfa de Rab / GDP P31150 GDI1 Xg28 51.18/5.00 95 52
(GDIA_HUMAN) 69.00/4.93
2751 Proteina ligante de selénio 1 Q13228 SELENBP1 1g21.3 52.93/5.93 76 15
(SBP1_HUMAN) 59.00/6.31
2768 Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il P08729 KRT7 12q13.13 51.41/5.40 189 52
(K2C7_HUMAN) 58.00/5.19
2829 Gama-enolase (ENOG_HUMAN) P09104 ENO2 12p13.31 47.58/4.91 141 32
53.00/4.82
2945 Microtabulo-actina fator de ligacdo cruzada Q9UPN3 MACF1 1p34.3 62.36/5.27 64 12
1, isoformas 1/2/3/5 (MACF1_HUMAN) 45.00/4.40
Proteina RING finger 213 Q63HNS8 RNF213 17925.3  37.85/6.47 58 13
(RN213_HUMAN) 45.00/4.40
2968 Vitronectina (VTNC_HUMAN) P04004 VTN 17g11.2  55.07/5.55 84 14
44.00/4.46
2980 Proteina RING finger 213 Q63HNS RNF213 17925.3  37.85/6.47 56 20
(RN213_HUMAN) 44.00/4.54
3000 Antigeno KI-67 P46013 MKI67 10g26.2  36.07/9.49 62 29
(KI67_HUMAN) 43.00/6.11
3006 - -
43.00/6.86
3047 - -
41.00/4.99
3196 Fator de elongacédo Ts mitocondrial P43897 TSFM 12g14.1  35.71/8.62 56 43
(EFTS_HUMAN) 35.00/6.86
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3208 - -
34.00/6.49

3243 MicrotUbulo-actina fator de ligagédo cruzada Q9UPNS3 MACF1 1p34.3 62.36/5.27 74 24
1, isoformas 1/2/3/5 (MACF1_HUMAN) 32.00/4.64
3244 Inositol monofosfatase 1 (IMPA1_HUMAN)  P29218 IMPA1 8021.13  30.56/5.16 79 49
32.00/5.05
3258 - -
31.00/4.33
3284 Inibidor de dissociacdo Rho GDP 2 P52566 ARHGDIB  12p12.3  23.03/5.10 67 23
(GDIR2_HUMAN) 30.00/5.09
3290 Proteina ‘heat shock’ beta-1 P04792 HSPB1 7911.23  22.83/5.98 84 40
(HSPB1_HUMAN) 30.00/5.41
3291 Proteina ‘heat shock’ beta-1 P04792 HSPB1 7911.23  22.83/5.98 71 37
(HSPB1_HUMAN) 30.00/5.88
3303 Proteina associada a microtubulo 6 Q96JE9 MAP6 11g13.5 86.68/9.20 70 41
(MAP6_HUMAN) 30.00/5.81
3325 Proteina 2 ligada a receptor de fator de P62993 GRB2 17925.1  25.30/5.89 56 46
crescimento 28.00/6.14
(GRB2_HUMAN)
3333 - -
27.00/6.32
3334 Proteina ‘heat shock’ beta-1 P04792 HSPB1 7911.23  22.83/5.98 114 37
(HSPB1_HUMAN) 27.00/6.67
3369 Peroxiredoxina 1 Q06830 PRDX1 1p34.1 22.32/8.27 64 36
(PRDX1_HUMAN) 25.00/6.71
CP 645T ID Proteina (Sigla) Cédigo de Acesso Gene Locus MM/pl® esp. Score” Cobertura®
SwissProt® UniGene®  Génico MM/pl obs. (%)
3033 - -
58.00/4.48
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3067

3086

3087

3131

3167

3200

3231

3282

3301

3329

3451

3503

3522

3538

3551

Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il
(K2C8_HUMAN)

Alfa-1 antitripsina (ALAT_HUMAN)

Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il
(K2C8_HUMAN)

Vimentina (VIME_HUMAN)

Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il
(K2C7_HUMAN)

Vimentina (VIME_HUMAN)

Vimentina (VIME_HUMAN)

Aspartil tRNA sintetase citoplasmética

(SYDC_HUMAN)
Vimentina (VIME_HUMAN)

Proteina de fusdo sollvel NSF alfa
(SNAA_HUMAN)

Tropomiosina cadeia alfa-4
(TPM4_HUMAN)

Complexo ativador do proteossoma,
subunidade 2 (PSME2_HUMAN)

Complexo ativador do proteossoma,
subunidade 1 (PSME1_HUMAN)

Proteina CYR61
(CYR61_HUMAN)

P0O5787

P01009

P0O5787

P08670

P08729

P08670
P08670

P14868

P08670

P54920

P67936

QoUL46

Q06323

000622

KRT8

SERPINA1

KRT8

VIM

KRT7

VIM

VIM

DARS

VIM

NAPA

TPM4

PSME2

PSME1

CYRG61

12q13.13

14q32.13

12q13.13

10p13

12q13.13

10p13
10p13

2021.3

10p13

19913.32

19p13.12

14q12

14q12

1p22.3

55.00/4.80
53.67/5.52
54.00/5.75

46.88/5.37
54.00/4.77
53.67/5.52
51.00/5.55

53.68/5.06
48.00/4.79
51.41/5.40
46.00/5.23

53.68/5.06
45.00/4.65
53.68/5.06
43.00/4.67
57.49/6.11
42.00/5.86

53.68/5.06
41.00/4.60
33.67/5.23
35.00/5.28

28.60/ 4.67
33.00/ 4.71

27.50/ 5.44
32.00/ 5.56

28.90/ 5.78
31.00/ 5.96

44.16/8.64
30.00/5.19

90

91

151

62

169

62

86

70

57

183

104

99

69

143

56

18

19

24

13

32

62

50

68

68

31

77

34

21

52

28
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3554

3555

3556

3597

3604

3633

Proteina 14-3-3 gama (1433G_HUMAN)
Caspase-14 (CASPE_HUMAN)
Proteina 14-3-3 teta (1433T_HUMAN)

Proteina associada a microttbulo 6
(MAP6_HUMAN)

Apolipoproteina A-1 (APOA1_HUMAN)

P61981

P31944

P27348

Q96JE9

P02647

YWHAG

CASP14

YWHAQ

MAPG6

APOA1l

7011.23

19p13.12

2p25.1

11q13.5

11g23.3

28.40/ 4.80
31.00/ 4.82
27.90/ 5.44
31.00/ 5.62
28.00/ 4.68
31.00/ 4.71

29.00/4.59
86.68/9.20
28.00/5.11

30.76/5.56
26.00/5.35

87

76

129

104

67

35

31

33

49

67

NOTA: ® Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; © Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a seqtiéncia identificada;  Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Seqiiéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relacdo a seqiiéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina ndo identificada.
FONTE: o autor (2011).
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6.7 Identificacdo protéica

Na primeira analise comparativa, do conjunto amostral de linfonodos axilares
e tumores primérios (item 6.5), apenas seis bandas foram identificadas. Na andlise
individual dos pares amostrais de linfonodos axilares e tumores primario (item 6.6),
um numero superior de spots diferenciais foi identificado, com um valor médio de
19,71 (29,52) spots diferenciais por amostra. Neste contexto, 137 proteinas foram
detectadas por espectrometria de massas. Alguns exemplos de picos gerados pelo
programa FlexAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics) podem ser observados nas FIGURAS

24 e 25, correspondente a espectros das proteinas Glutationa S transferase P
(GSTP1), Vimentina (VIME) e Serotransferrina (TRFE).
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FIGURA 24 — ESPECTROS DE MASSAS GERADOS NA IDENTIFICACAO DE
GSTPL1. Identificagdo obtida sem purificagdo peptidica, com score de 127 e percentual
de cobertura 57%.

FONTE: o autor (2011)
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FIGURA 25 — ESPECTROS DE MASSAS GERADOS NA IDENTIFICACAO DE VIME
e TRFE. Identificacdo obtida sem purificacdo peptidica, com score de 169 e
percentual de cobertura 22% para a proteina Serotransferrina (acima) e 310 com 49%
para Vimentina (abaixo). Na lateral direita aparecem os padrbes de cada pico
correspondente ao espectro de cada proteina.

FONTE: o autor (2011)

O numero de bandas diferenciais detectadas em todas as amostras foi de 221
e correspondem a spots com valor de p menor que 0,05 e confiabilidade acima de
95%. Foram selecionadas para identificacdo, entretanto, 162 bandas entre as
amostras de linfonodos axilares (79) e tumores primarios (83), referentes ao valor de
p menor que 0,02, aumentando a confibilidade do resultado de 95% para mais de
98%. Nem todas as bandas apresentaram identificacdo positiva por espectrometria
de massa. Foram 123 (75,93% = 123/162) spots com espectros significativos para
as analises protéicas, nos quais identificou-se 146 proteinas no total, resultando em

72 proteinas distintas.
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6.8 Analise comparativa de tumores primarios de mama e linfonodos axilares

Variagdes interindividuais, entre outros fatores, ndo permitiram evidenciar
proteinas exclusivas em tumores primarios e/ou linfonodos axilares comuns as sete
amostras individuais pareadas. No entanto, alguns spots exclusivos ou com
expressdo aumentada foram observados em determinadas pacientes. Neste
contexo, considerando as dificuldades metodologicas relativas a provaveis
contaminagdes, as queratinas do citoesqueleto K2C1, K2C3, K1C9, K1C10 e
K1C16, explicadas em detalhe no item 7.5.13, foram excluidas desta analise.

As TABELAS 18 e 19 apresentam o0s spots exclusivos e diferenciais,
respectivamente, identificados nos linfonodos axilares metastaticos. Sete spots
foram observados somente nos linfonodos, contudo, apenas seis proteinas foram
exclusivas destas amostras. Na analise do conjunto de linfonodos, em amostras
CP645L*, foram identificadas proteinas exclusivas como: Microtubulo-actina factor
de ligacdo 1, isoformas 1/2/3/5 (MACF1); Navegador 2 de neurbnio (NAV2);
Serinal/treonina fosfatase do tipo 1, subunidade catalitica PP1l-beta (PP1B); e
Vinculina (VINC). Outra proteinas apareceram com exclusividade em diferentes
amostras pareadas, como CP 622L, CP 627 L e CP645L.

Entre 51 spots observados com expressao aumentada nos linfonodos e 39
proteinas diferentes identificadas, dentre as proteinas 28 eram exclusivas e

apresentaram aumento de expresséo somente nestas amostras.

TABELA 18 - IDENTIFICAQAO DE SPOTS OBSERVADAS NOS LINFONODOS
AXILARES METASTATICOS

Proteina L — Spot ID Testet p<
Inibidor de dissociacao alfa de Rab / GDP (GDIA) CP 645L — 2631 42,34 0,02
Microtubulo-actina factor de ligacéo 1, isoformas CP 645L* - 3353 5,733 0,001
1/2/3/5 (MACF1)

Navegador 2 de neurdnio (NAV2) CP 645L* - 3353 5,733 0,001
Serina/treonina fosfatase do tipo 1, subunidade CP 645L* - 3161 5,146 0,001
catalitica PP1-beta (PP1B)

Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1) CP 627L — 3534 33,17 0,02
Ubiquitina tioesterase (OTU1) CP 622L — 2062 47,53 0,02
Vinculina (VINC) CP 645L* - 3353 5,733 0,001

NOTA: Em destaque, proteinas exclusivas nas amostras de linfonodos axilares.
FONTE: o autor (2011).
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TABELA 19 — IDENTIFICAGAO DE SPOTS COM EXPRESSAO AUMENTADA NOS

LINFONODOS AXILARES METASTATICOS

Proteina L — Spot ID VD Testet | p<
Actina citoplasmética 1 (ACTB) CP 622L - 1937 | 2,171 8,513 0,01
Actina citoplasmética 2 (ACTG) CP 622L - 1937 | 2,171 8,513 0,01
Actina alfa 1, musculo cardiaco (ACTC) CP 622L - 1937 | 2,171 8,513 0,01
Actina alfa, misculo esque-lético (ACTS) CP 622L - 1937 | 2,171 8,513 0,01
Actina gama, musculo liso (ACTH) CP 622L - 1937 | 2,171 8,513 0,01
Aldeido desidrogenase, mitocondrial (ALDH2) CP 641L -2085 | 2,609 7,439 0,01
CP 644L -2552 | 2,542 14,66 0,001
Aminopeptidase citosélica (AMPL) CP 641L -2074 | 2,299 8,119 0,01
Antigeno KI-67 (KI67) CP 645L -3000 | 2,199 7,900 0,01
Cadeia beta do fibrinogénio (FIBB) CP 644L -2774 | 4,518 14,21 0,001
CP 644L -2781 | 2,082 5,328 0,01
Cadeia 2 Ig lambda, regido C (LAC2) CP 644L -3004 | 2,352 11,38 0,001
Fator de elongacéo Ts mitocondrial (EFTS) CP 645L -3196 | 2,623 20,48 0,001
Gama-enolase (ENOG) CP 645L -2829 | 2,066 12,64 0,001
Glutationa S-transferase P (GSTP1) CP 627L -3812 | 2,933 21,67 0,001
Inibidor de dissociacdo Rho GDP 1 (GDIR1) CP 641L -2483 | 2,016 4,961 0,01
Inibidor de dissociacdo Rho GDP 2 (GDIR2) CP 641L -2491 | 3,837 5,812 0,01
CP 645L -3284 | 2,592 | 35,99 0,001
Inositol monofosfatase 1 (IMPA1) CP 645L -3244 | 2,738 7,882 0,01
Intercleucina 6 (IL6) CP 630L -2967 | 2,471 11,39 0,001
Metionil-tRNA formil-transferase, mitocondrial (FMT) | CP 627L -3673 | 2,234 5,689 0,02
Microtubulo-actina fator de liga¢é@o cruzada 1, CP 645L -3243 | 2,855 6,852 0,01
isoformas 1/2/3/5 (MACF1) CP 6450 2045 | 3,742 | 14,28 | 0,001
Peroxiredoxina 1 (PRDX1) CP 645L -3369 | 8,550 9,250 0,01
Peroxiredosina 4 (PRDX4) CP 644L -3022 | 2,198 5,604 0,01
Peroxiredoxina 6 (PRDX6) CP 622L - 2164 | 2,364 9,404 0,001
Poli (ADP-ribose) glicohidrolase (PARG) CP 641L -2092 | 2,457 4,686 0,01
Proteina 2 ligada a receptor de fator de crescimento | CP 645L -3325 | 2,481 14,65 0,001
I(D(?c?tgizn)a 3 relacionada a actina (ARP?3) CP 641L -2129 | 2,641 7,039 0,01
Proteina associada a microtubulo 6 (MAP6) CP 641L -2176 | 11,226 | 11,26 0,01
CP 645L -3303 | 2,233 18,99 0,001
Proteina de fuséo sollvel NSF alfa (SNAA) CP 622L - 2064 | 2,227 5,737 0,01
Proteina de nivelamento F-actina subunidade beta CP 641L -2433 | 2,248 9,699 0,001
(CAPZB)
Proteina de processamento do RNA ribossomal 1, CP 644L -2529 | 2,239 5,229 0,02
homolog. A (RRP1)
Proteina ‘heat shock’ beta-1 (HSPB1) CP 645L -3290 | 2,033 46,93 0,001
CP 645L -3291 | 5,269 30,33 0,001
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CP 645L -3334 | 5,678 14,31 0,001
Proteina ligante de macréfago (CAPG) CP 641L -2272 | 2,022 6,390 0,01
Proteina ligante de selénio 1 (SBP1) CP 645L -2751 | 2,217 38,22 0,001
Proteina RING finger 213(RN213) CP 645L -2980 | 3,147 15,32 0,001
CP 645L -2945 | 3,742 14,28 0,001
Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7) CP 645L -2768 | 3,019 15,11 0,001
Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8) CP 630L - 2467 | 3,027 12,63 0,001
Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19) CP 622L - 2160 | 2,074 4,147 0,02
CP 627L - 3366 | 3,021 9,469 0,001
CP 630L -2677 | 3,824 16,81 0,001
CP 630L -2690 | 2,393 12,12 0,001
Serpina B9 (SPB9) CP 641L -2249 | 7,510 28,08 0,001
Vimentina (VIME) CP 630L -2519 | 2,275 6,712 0,01
CP 630L -2524 | 4,284 21,74 0,001
Vitronectina (VTNC) CP 645L -2968 | 3,904 16,37 0,001

NOTA: Em destaque, proteinas com perfil de
linfonodos axilares.
FONTE: o autor (2011).

expressdo aumentada nas amostras de

A FIGURA 26 apresenta o gel referéncia CP 645L, com todas as proteinas

identificadas entre as amostras de linfonodos axilares, exceto o grupo ‘Queratinas

do citoesqueleto’. Apenas uma banda apareceu alterada em mais de uma amostra

de linfonodos axilares nas comparagcfes individuais entre pacientes. Os spots

correspondentes a proteina Inibidor de dissociacdo Rho GDP 2 (GDIR2) estavam

mais expressos nas amostras CP 641L e CP 645L, quando comparados aos

respectivos spots dos tumores primarios de mama.
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FIGURA 26 — GEL BIDIMENSIONAL DA AMOSTRA REFERENCIA CP 645L E O
PERFIL PROTEOMICO DIFERENCIAL ESPRESSO NO CONJUNTO DE
LINFONODOS AXILARES. A primeira dimenséo realizada em tira de IPG pH 4-7 e a
segunda dimensédo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie coloidal.
As bandas diferenciais, exclusivas de linfonodos axilares e/ou com expressdo
aumentada nos mesmos, estao destacadas em azul claro e azul escuro. A Gltima cor
indica 0 mesmo spot diferencial presente em mais de uma amostra. As identidades
protéicas estdo marcadas nas etiquetas com o nome abreviado do banco de dados
Swiss-Prot. Estéo incluidas na imagem as variantes MM e pl.

FONTE: o autor (2011).

As TABELAS 20 e 21 apresentam o0s spots exclusivos e diferenciais,
respectivamente, identificados em amostras de tumores primarios. Oito spots
diferenciais foram observados nos tumores, no entanto, apenas duas proteinas
eram exclusivas destas amostras. Entre 61 spots observados com expressao
aumentada nos tumores primarios e 29 proteinas diferentes identificadas, 20

apresentaram aumento de expresséo nestas amostras.
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TABELA 20 — IDENTIFICACAO DE SPOTS OBSERVADAS SOMENTE EM TUMORES

PRIMARIOS DE MAMA

Proteina T - Spot ID Teste t p<
Aspartil tRNA sintetase citoplasmética (SYDC) CP 645T — 3301 31,89 0,02
Proteina de fusédo solivel NSF alfa (SNAA) CP 645T — 3451 72,33 0,01
Proteina associada a microtibulo 6 (MAP6) CP 645T — 3604 192,9 0,01
Proteina CYR61 (CYR61) CP 645T — 3551 59,60 0,02
Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7) CP 645T — 3200 43,69 0,02
Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19) CP 633T — 6080 37,69 0,02
Vimentina (VIME) CP 645T* - 3551 20,31 0,001
CP 630T — 3725 42,17 0,02

NOTA: Em destaque, proteinas exclusivas nas amostras de linfonodos axilares.

FONTE: o autor (2011).

TABELA 21 — IDENTIFICACAO DE SPOTS COM EXPRESSAO AUMENTADA NOS

TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

Proteina T-Spot ID VD Testet | p<
Actina citoplasmatica 1 (ACTB) CP 641T -2197 | 2,514 8,777 0,001
Actina citoplasmatica 2 (ACTG) CP 641T - 2197 | 2,514 8,777 0,001
Actina alfa 1, masculo cardiaco (ACTC) CP 641T - 2197 | 2,514 8,777 0,001
Actina alfa, musculo esquelético (ACTS) CP 641T -2197 | 2,514 8,777 0,001
Actina gama, musculo liso (ACTH) CP 641T - 2197 | 2,514 8,777 0,001
Alfa-1 antitripsina (A1AT) CP 622T - 3992 | 2,102 4,577 0,02
CP 627T - 2470 | 2,834 11,45 0,001
CP 645T - 3087 | 2,985 8,903 0,001
CP 644T - 3395 | 2,598 6,070 0,01
Anexina A4 (ANXA4) CP 644T - 3850 | 3,569 7,168 0,02
Apolipoproteina A-I (APOA1) CP 622T - 4247 | 3,552 11,43 0,001
CP 645T - 3633 | 12,28 28,56 0,001
Caspase-14 (CASPE) CP 645T - 3555 | 2,246 8,702 0,001
Catepsina D (CATD) CP 630T - 4061 | 2,593 4,675 0,02
CP 641T - 2451 | 2,852 8,406 0,01
Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1 CP 645T - 3538 | 2,406 10,15 0,001
(PSME1)
Complexo ativador do proteossoma, subunidade 2 CP 633T - 6194 | 2,446 6,208 0,01
(PSME2) CP 645T -3522 | 3515 | 7,554 | 0,02
CP 644T - 3881 | 2,411 6,296 0,01
Creatina quinase tipo B (KCRB) CP 644T - 3608 | 2,471 6,419 0,01
Fa;tor de)ativa(;éo de protease associada a apoptose | CP 641T - 2543 | 2,942 16,90 0,001
1 (APAF
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Ferritina, cadeia leve (FRIL) CP 630T - 4243 | 2,438 9,973 0,001
Nucleosideo difosfato quinase A (NDKA) CP 633T - 6343 | 2,255 8,423 0,01
Proteina 14-3-3 gama (1433G) CP 644T - 3902 | 2,251 5,728 0,02
CP 645T - 3554 | 2,459 9,608 0,001
Proteina 14-3-3 teta (1433T) CP 644T - 3901 | 3,836 8,927 0,01
CP 645T - 3556 | 3,037 5,986 0,01
Proteina zeta/delta (14332) CP 644T - 3917 | 3,326 7,675 0,01
Proteina glial fibrilar acida (GFAP) CP 644T - 3814 | 4,807 8,688 0,02
Queratina do citoesqueleto 8, tipo 1l (K2C8) CP 630T - 3652 | 3,887 9,093 0,001
CP 645T - 3086 | 2,565 7,151 0,01
CP 645T - 3131 | 2,161 5,836 0,01
Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19) CP 633T - 6060 | 4,161 10,31 0,01
CP 633T - 6061 | 2,498 7,104 0,01
CP 633T - 6064 | 2,279 6,164 0,01
CP 633T - 6066 | 2,595 6,863 0,01
CP 641T - 2223 | 2,449 4,671 0,01
Serotransferrina (TRFE) CP 622T - 3871 | 2,338 7,083 0,01
CP 622T - 3873 | 2,676 16,41 0,001
CP 627T - 2257 | 4,608 13,24 0,001
CP 627T - 2258 | 2,846 8,332 0,01
Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1) CP 641T - 2370 | 9,882 15,57 0,01
Tropomiosina cadeia beta (TPM2) CP 641T - 2312 | 13,105 | 13,87 0,001
CP 644T - 3847 | 5,555 11,67 0,01
CP 641T - 2370 | 9,882 15,57 0,01
Tropomiosina cadeia alfa-3 (TPM3) CP 641T - 2370 | 9,882 15,57 0,01
Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4) CP 641T - 2312 | 13,105 | 13,87 0,001
CP 641T - 2434 | 5,573 12,56 0,01
CP 644T - 3847 | 5,555 11,67 0,01
CP 645T - 3503 | 2,900 | 8,389 0,01
Vimentina (VIME) CP 622T - 4126 | 2,607 8,813 0,001
CP 622T - 4154 | 3,959 6,701 0,01
CP 627T - 2470 | 2,834 11,45 0,001
CP 627T - 2592 | 2,858 11,18 0,001
CP 627T - 2601 | 3,889 30,69 0,001
CP 630T - 3758 | 11,850 | 39,94 0,001
CP 645T - 3167 | 8,139 11,37 0,001
CP 645T - 3231 | 4,848 11,69 0,01
CP 645T - 3282 | 2,203 7,141 0,01
CP 645T - 3329 | 2,978 7,917 0,01
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Zinco-alfa-2-glicoproteina (ZA2G) CP 641T - 2240 | 5,301 5,125 0,02

NOTA: Em destaque, proteinas com perfil de expressdo aumentada nas amostras de
linfonodos axilares.
FONTE: o autor (2011).

As proteinas ndo destacadas nas TABELAS 18, 19, 20 e 21 se referem a
proteinas comuns entre amostras de tumores primarios de mama e linfonodos
axilares observadas, no entanto, em diferentes spots, ou seja, com valores distintos
de MM e pl, que correspondem a diferentes isoformas destas proteinas. Sao elas:
Actina citoplasmatica 1 (ACTB); Actina citoplasmatica 2 (ACTG); Actina alfa 1,
musculo cardiaco (ACTC); Actina alfa, musculo esquelético (ACTS); Actina gama,
musculo liso (ACTH); Proteina de fusdo soluvel NSF alfa (SNAA); Proteina
associada a microtubulo 6 (MAPG6); Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7);
Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8); Queratina do citoesqueleto 19, tipo |
(K1C19); Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1); e Vimentina (VIME).

A FIGURA 27 apresenta o gel referéncia CP 645T, com todas as proteinas
identificadas nas amostras de tumores primarios de mama, exceto o grupo de
‘Queratinas do citoesqueleto’. As amostras destes tumores, por outro lado,
apresentaram quantidade maior de bandas comuns (nove) com valores de
expressdo aumentada, referente a seis proteinas diferentes: Serotransferrina
(TRFE), Vimentina (VIME), Tropomiosina cadeia alfa 4 (TPM4), Proteina 14-3-3
gama (1433G), Proteina 14-3-3 teta (1433T), Complexo ativador do proteossoma,
subunidade 1 (PMSE2). A proteina Vimentina, como destaque, apresentou maior

namero de isoformas com expressao aumentada em tumores primarios de mama.
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FIGURA 27 — GEL BIDIMENSIONAL DA AMOSTRA REFERENCIA CP 645T E O
PERFIL PROTEOMICO DIFERENCIAL ESPRESSO NO CONJUNTO DE
TUMORES PRIMARIOS DE MAMA. A primeira dimens&o realizada em tira de IPG
pH 4-7 e a segunda dimensdo em gel de poliacrilamida 10%, corado com coomassie
coloidal. As bandas diferenciais, exclusivas de tumores primarios e/ou mais
expressas nos mesmos, estdo destacadas em azul claro e azul escuro. A Ultima cor
indica o mesmo spot diferencial presente em mais de uma amostra. As identidades
protéicas estdo marcadas nas etiquetas com o nome abreviado do Swiss-
Prot. Estéo incluidas na imagem as variantes MM e pl.

FONTE: o autor (2011).

6.9 Grupos funcionais

Através das informacfes obtidas de Minafra et al. (2006) e bancos de dados

UniProtkKB/ Swiss-Prot e NCBI as proteinas identificadas foram classificadas de
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acordo com a funcgéo bioldgica dentro das seguintes categorias: (1) citoesqueleto e
proteinas associadas, 31,30%; (2) enzimas metabolicas, 4,76%; (3) proteinas ‘heat
shock’/ chaperonas moleculares, 2,04%; (4) proteinas de membrana com multiplas
atividades, 1,36%; (5) proteinas de ligacdo, 2,72%; (6) biossintese de proteinas,
2,04%; (7) biossintese de nucleotideos, 0,68%; (8) reguladores do crescimento e da
proliferacdo celular, 9,52%; (9) degradacéo protéica, 5,45%; (10) detoxificacdo e
proteinas redox, 2,72%; (11) proteinas com atividade extracelular, 12,24%; (12)
outras funcgdes, 0,68%; e (13) queratinas do citoesqueleto, 24,49%, como subgrupo
particular de ‘citoesqueleto e proteinas associadas’ (GRAFICO 01 e TABELA 22).

Cada proteina sera analisada na ‘Discussao’ (item 7) dentro de seu grupo funcional.

24,49%

0,68%

B 4,76%

= 2,72% = 2,04%
5,45% m o068y | 27%%

. 0,

= 20a% 1,36%

M (1) Citoesqueleto e Proteinas associadas
M (2) Enzimas metabdlicas
H (3) Proteinas 'heat shock' / chaperonas moleculares
M (4) Proteinas de membrana com multiplas atividades
M (5) Proteinas de ligagdo
M (6) Biossintese de proteinas
M (7) Biossintese de nucleotideos
M (8) Reguladores do crescimento e da proliferacdo celular
(9) Degradagdo protéica
M (10) Detoxificacdo e proteinas redox
M (11) Proteinas com atividade extracelular
(12) Outras fungoes
(13) Queratinas do citoesqueleto

GRAFICO 01 — CLASSIFICACAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS IDENTIFICADAS.
No total, 146 proteinas identificadas foram classificadas de acordo com a funcgéo
biolégica em 12 categorias, com base em Minafra et al. (2006) e bancos de dados
como UniProtkKB/ Swiss-Prot e NCBI.

FONTE: o autor (2011).
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TABELA 22 — CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS DE ACORDO COM A SUA FUNCAO

Proteina Sigla Cédigo de Gene Locus Amostra — Localizacdo Subcelular
Acesso UniGene® Génico Spot ID
SwissProt®

Citoesqueleto e proteinas associadas

Actina alfa 1, musculo cardiaco (ACTC) P68032 ACTC1 15q14 622L — 1937 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2197

Actina alfa, masculo esquelético (ACTS) P68133 ACTA1 1942.13 622L — 1937 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2197

Actina citoplasmatica 1 (ACTB) P60709 ACTB 7p22.1 622L — 1937 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2197

Actina citoplasmatica 2 (ACTG) P63261 ACTG1 17925.3 622L — 1937 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2197

Actina gama, musculo liso (ACTH) P63267 ACTG2 2p13.1 622L — 1937 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2197

MicrotUbulo-actina factor de ligacdo 1, (MACF1) Q9UPNS3 MACF1 1p34.3 645L* — 3353 Citoplasma e citoesqueleto

isoformas 1/2/3/5 645L — 2945
645L — 3243

Navegador 2 de neurdnio (NAV2) Qs8ivLl NAV2 11p15.1 645L* — 3353 Nucleo

Proteina 3 relacionada a actina (ARP3) P61158 ACTRS3 2q14.1 641L — 2129 Citoplasma e citoesqueleto

Proteina associada a microtubulo 6 (MAPG6) Q96JE9 MAP6 11g13.5 641L — 2176 Citoplasma e citoesqueleto
645L — 3303
645T — 3604

Proteina de nivelamento F-actina (CAPZB) P47756 CAPZB 1p36.13 641L — 2433 Citoplasma e citoesqueleto

subunidade beta

Proteina glial fibrilar acida (GFAP) P14136 GFAP 17921.31 644T — 3814 Citoplasma

Proteina ligante de macro6fago (CAPG) P40121 CAPG 2pll1.2 641L — 2272 Citoplasma e nucleo

Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1) P09493 TPM1 15g22.2 627L — 3534 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2370

Tropomiosina cadeia beta (TPM2) P07951 TPM2 9p13.3 641T — 2312 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2370
644T — 3847

Tropomiosina cadeia alfa-3 (TPM3) P06753 TPM3 1921.3 641T — 2370 Citoplasma e citoesqueleto
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Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4) P67936 TPM4 19p13.12 641T — 2312 Citoplasma e citoesqueleto
641T — 2434
644T — 3847
645T — 3503
Vimentina (VIME) P08670 VIM 10p13 645T* — 3551 Citoplasma e citoesqueleto
622T — 4126
622T — 4154
627T — 2470
627T — 2592
627T — 2601
630L — 2519
630L — 2524
630T — 3725
630T — 3758
645T — 3167
645T — 3231
645T — 3282
645T — 3329
Vinculina (VINC) P18206 VCL 10g22.2 645L* — 3353 Citoplasma, citoesqueleto
Enzimas metabdlicas
Aldeido desidrogenase, mitocondrial (ALDH2)  P05091 ALDH2 12q24.12 641L — 2085 Matriz mitocondrial
644L — 2552
Creatina quinase tipo B (KCRB) pP12277 CKB 14q32.32 644T — 3608 Citoplasma
Gama-enolase (ENOG) P09104 ENO2 12p13.31 645L — 2829 Citoplasma e membrana
celular
Inositol monofosfatase 1 (IMPA1) P29218 IMPA1 8021.13 645L — 3244 Citoplasma
Poli (ADP-ribose) glicohidrolase (PARG) Q86W56 PARG 10g11.23 641L — 2092 Citoplasma e nucleo
Proteina de processamento do RNA (RRP1) P56182 RRP1 21g22.3 644L — 2529 Nucleo
ribossomal 1, homolog. A
Proteinas ‘heat shock’/ Chaperonas moleculares
Proteina ‘heat shock’ beta-1 (HSPB1) P04792 HSPB1 7911.23 645L — 3290 Citoplasma, citoesqueleto e
645L — 3291 nucleo
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645L — 3334

Proteinas de membrana com mutiplas atividades

Proteina de fusdo sollivel NSF alfa (SNAA) P54920 NAPA 19g13.32 622L — 2064 Membrana
(SNAA_HUMAN) 645T — 3451
Proteinas de ligacao
Anexina A4 (ANXA4)  P09525 ANXA4 2p13.3 644T — 3850 Citoplasma
Proteina ligante de selénio 1 (SBP1) Q13228 SELENBP1 1921.3 645L — 2751 Citoplasma e nucleo
Proteina RING finger 213 (RN213)  Q63HNS8 RNF213 17925.3 645L — 2945 Citoplasma

645L — 2980
Biossintese de proteinas
Aspartil tRNA sintetase citoplasmatica (SYDC) P14868 DARS 2021.3 645T — 3301 Citoplasma
Fator de elongacdo Ts mitocondrial (EFTS) P43897 TSFM 12q14.1 645L — 3196 Mitocéndria
Metionil-tRNA formil-transferase, (FMT) Q96DP5 MTFMT 15.922.31 627L — 3673 Mitocéndria
mitocondrial
Biossintese de nucleotideos
Nucleosideo difosfato quinase A (NDKA) P15531 NME1 17921.33 633T — 6343 Citoplasma e nucleo
Reguladores do crescimento e da proliferagéo celular
Antigeno KI-67 (KI67) P46013 MKI67 10g26.2 645L — 3000 Nucleo
Caspase-14 (CASPE) P31944 CASP14 19p13.12 645T — 3555 Citoplasma e nucleo
Fator de ativacdo de protease associadaa (APAF) 014727 APAF1 12g23.1 641T — 2543 Citoplasma
apoptose 1
Inibidor de dissociacdo Rho GDP 1 (GDIR1) P52565 ARHGDIA 17925.3 641L — 2483 Citoplasma
Inibidor de dissociagcdo Rho GDP 2 (GDIR2) P52566 ARHGDIB 12p12.3 641L — 2491 Citoplasma

645L — 3284
Inibidor de dissociacao alfa de Rab / GDP  (GDIA) P31150 GDI1 Xg28 645L — 2631 Citoplasma
Proteina zeta/delta (14332) P63104 YWHAZ 8022.3 644T — 3917 Citoplasma, citosol
Proteina 14-3-3 teta (1433T) P27348 YWHAQ 2p25.1 644T — 3901 Citoplasma e nucleo
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645T — 3556

Proteina 14-3-3 gama (1433G) P61981 YWHAG 7911.23 644T — 3902 Citoplasma, citosol
645T — 3554
Proteina 2 ligada a receptor de fator de (GRB2) P62993 GRB2 17925.1 645L — 3325 Citoplasma, Golgi
crescimento
Serina/treonina fosfatase do tipo 1, (PP1B) P62140 PPP1CB 2p23.2 645L* — 3161 Citoplasma e nucleo
subunidade catalitica PP1-beta
Degradacéo protéica
Aminopeptidase citosolica (AMPL) P28838 LAP3 4p15.32 641L — 2074 Citoplasma
Catepsina D (CATD) P07339 CTSD 11p15.5 630T — 4061 Citoplasma, lisossomo
641T — 2451
Complexo ativador do proteossoma, (PSME1) Q06323 PSME1 14qg12 645T — 3538 Citoplasma
subunidade 1
Complexo ativador do proteossoma, (PSME2) Q9UL46 PSME2 14912 633T — 6194 Citoplasma
subunidade 2 644T — 3881
645T — 3522
Ubiquitina tioesterase (OTUBl1) Q96FW1 OTuUB1 11g13.1 622L — 2062 Citoplasma, citosol
Detoxificagdo e proteinas redox
Glutationa S-transferase P (GSTP1) P09211 GSTP1 11g13.2 627L — 3812 Citoplasma, citosol
Peroxiredoxina 1 (PRDX1) Q06830 PRDX1 1p34.1 645L — 3369 Citoplasma
Peroxiredosina 4 (PRDX4) Q13162 PRDX4 Xp22.11 644L — 3022 Secretada, citoplasma
Peroxiredoxina 6 (PRDX6) P30041 PRDX6 1g25.1 622L — 2164 Citoplasma, lisossomo
Proteinas com atividade extracelular
Alfa-1 antitripsina (A1AT) P01009 SERPINA1 14932.13 622T — 3992 Secretada, matrix
627T — 2470 extracelular
644T — 3395
645T — 3087
Apolipoproteina A-| (APOAl) P02647 APOAl 11923.3 622T — 4247 Secretada
645T — 3633
Cadeia beta do fibrinogénio (FIBB) P02675 FGB 4931.3 644L — 2774 Secretada
644L — 2781
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Cadeia 2 Ig lambda, regido C (LAC2) POCGO05 IGLC2 22q11.2 644L — 3004 Secretada, matrix
extracelular
Intercleucina 6 (IL6) P05231 IL6 7p15.3 630L — 2967 Secretada
Proteina CYR61 (CYR61) 000622 CYR61 1p22.3 645T — 3551 Secretada
Serotransferrina (TRFE) P02787 TF 3022.1 622T — 3871 Secretada, plasma
622T — 3873
627T — 2257
627T — 2258
Serpina B9 (SPB9) P50453 SERPINB9 6p25.2 641L — 2249 Citoplasma e matriz
extracelular
Vitronectina (VTNC) P04004 VTN 17q11.2 645L — 2968 Secretada, matrix
extracelular
Zinco-alfa-2-glicoproteina (ZA2G) P25311 AZGP1 7922.1 641T — 2240 Secretada
Outras funcdes
Ferritina, cadeia leve (FRIL) P02792 FTL 1913.33 630T — 4243 Citoplasma e citosol
Queratinas do citoesqueleto
Queratina do citoesqueleto 1, tipo Il (K2C1) P04264 KRT1 12g13.13 645T* — 3369 Membrana celular
645T* — 3551
645T* — 3581
645T* — 3651
622T — 4154
630L — 2521
630L — 2526
630L — 2710
630L — 2901
630L — 2961
633L — 5086
644L — 2714
644T — 3924
644T — 4016
Queratina do citoesqueleto 3, tipo Il (K2C3) P12035 KRT3 12g13.13 633L — 5086 Citoplasma e citoesqueleto
633T — 6060
Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7) P08729 KRT7 12g13.13 645L — 2768 Citoplasma
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645T — 3200

Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il

(K2C8)

P0O5787

KRT8

12q13.13

630L — 2467

630T — 3652

645L — 3086

645T — 3131

Citoplasma e nucleo

Queratina do citoesqueleto 9, tipo |

(K1C9)

P35527

KRT9

17q21.2

644T — 3924

644T — 4016

Citoplasma e citoesqueleto

Queratina do citoesqueleto 10, tipo |

(K1C10)

P13645

KRT10

17q21.2

627L — 3534

Citoplasma e citoesqueleto

Queratina do citoesqueleto 16, tipo |

(K1C16)

P0O8779

KRT16

17q21.2

633L — 5086

Citoplasma e citoesqueleto

Queratina do citoesqueleto 19, tipo |

(K1C19)

pP0o8727

KRT19

17q21.2

622L — 2160

627L — 3366

630L — 2677

630L — 2690

633T — 6060

633T — 6061

633T — 6064

633T — 6066

633T — 6080

641T — 2223

Citoplasma e citoesqueleto

#Nuamero de acesso da proteina no Swiss-Prot (http://expasy.org/sprot/).
® Gene referente & proteina detectada, com base em UniGene (http://www.ncbi.nim.nih.gov/unigene)
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7. DISCUSSAO

7.1 Parametros avaliados

O estudo do cancer constitui um esforco comum para integrar o
conhecimento sobre a estrutura, funcéo e dinamica de genes e proteinas envolvidos
na carcinogenese. Neste contexto, € fundamental a concepgcdo de genética e de
padrbes de expressao protéica em diferentes tecidos, saudaveis e doentes, Uteis em
pesquisas basicas e aplicadas (MINAFRA, 2006).

Apesar dos avangos recentes na terapia do cancer, o cancer de mama ainda
€ uma das causas mais frequientes de morte pela doenca entre as mulheres. Uma
das principais razdes para esse prognostico é o conhecimento insuficiente dos
mecanismos moleculares da carcinogénese em geral e do cancer de mama em
particular (MINAFRA, 2006). De fato, as neoplasias mamarias sdo consideradas
multifacetadas e podem evoluir com elevado grau de variabilidade de um paciente
para outro, mesmo nos casos em que 0s pacientes foram classificados dentro do
mesmo grupo clinico (VECCHI et al., 2008).

Os carcinomas ductais invasivos (CDI) sdo os mais frequentes e
compreendem 65 a 80% dos casos de cancer de mama. Estes podem variar em
tamanho, aparéncia e consisténcia, dependendo da composicdo da lesdo e da
origem neoplasica. No cancer de mama a presenca de marcadores especificos vem
sendo utilizada para orientacdo de respostas terapéuticas e tratamentos especificos,
no entanto, apenas trés sao utilizados na pratica clinica (HER-2, RE, RP). Os
biomarcadores sdo fundamentais para categorizar tumores em diferentes grupos,
principalmente, quando combinados a outras informacdes relevantes como tamanho
do tumor, grau histoldgico, invaséo linfatica e estagio nodular (PAYNE et al., 2008).

Neste trabalho, a maioria das pacientes apresentou carcinomas do tipo ductal
invasivo com informacgBes histopatolégicas (grau, tamanho do tumor, nimero de
nodulos e mestastases), imunohistoquimicas (HER-2, receptor de estrogénio e
progesterona) e clinicas (historia familial). A Gnica amostra de carcinoma do tipo
lobular, presente em uma das oito pacientes, ndo se mostrou representativa e foi

excluida da analise. O pequeno numero de amostras analisadas e informacgdes
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disponiveis ndo definiram, no entanto, uma associa¢do entre os dados patolégicos
das pacientes e o perfil prote6mico, como objetivo deste estudo.

A presenca de metastases em linfonodos axilares aparece como fator isolado
mais importante para definir o progndstico do cancer de mama e representa a base
de decisbes terapéuticas (CAVALLI, 2009). Andlises de amostras pareadas de
tumores primarios de mama e linfonodos axilares da mesma paciente, como
proposta deste trabalho, contribuem para a determinacédo do grau de divergéncia
clonal e heterogeneidade genética que caracterizam o0 processo de metastase,
fundamental ndo apenas para a melhor compreenséo da sua biologia, mas também
como indicativa de um comportamento clinico particular de cada neoplasia (SUZUKI
& TARIN, 2007; VECCHI, et al., 2008). A presenca significativa de DNA alterado e
proteinas diferenciais em lesdes metastaticas de linfonodos axilares também podem
futuramente contribuir como valor preditivo em bidpsias de linfonodos (MINAFRA,
2006; SANTOS et al., 2008).

A idéia geral é que cada tipo de cancer tenha sua prépria impressao digital
molecular ou "assinatura biolégica” (um termo importado da exobiologia). As células
tumorais apresentam alteracbes muitas vezes de dificil interpretacdo por serem
complexas e contraditorias. A ampla variabilidade molecular de tumores de mama
gera a problematica para o diagndstico, prognostico e terapia. A avaliacdo da
expressdo global através da comparacdo dos proteomas permite revelar proteinas
envolvidas em processos dinamicos que ocorrem apos estimulos de diferenciacéo e
maturacao celular. O monitoramento do nivel de proteinas, através da protedmica
guantitativa, possibilita a analise da regulacdo da expressédo génica que ocorre em
processos poés-transcricdo e pos-traducdo, e fornecem numerosas informacdes
guanto a funcao biolégica e ao envolvimento de peptideos em vias de sinalizagédo
celular (MINAFRA, 2006).

7.2 Metodologias protedmicas

O melhor método de extracdo, precipitacdo e solubilizacdo das proteinas
varia de uma amostra para outra, e deve ser estabelecido para cada caso em

particular (HERBERT, 1999). Os procedimentos desenvolvidos para amostras de
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tumores primérios e linfonodos axilares apresentaram resultados satisfatorios e
particulares. A quantificagdo, como etapa primordial, € uma métrica importante
durante a purificacdo de proteinas para o célculo de rendimento, balanco de massa,
ou a determinacdo da atividade especifica/poténcia da proteina alvo. Os ensaios
espectrofotométricos, em comparacdo com outros métodos, podem ser executados
com alto rendimento, utilizando reagentes de baixo custo e equipamentos
encontrados na maioria dos laboratérios de bioquimica. Ensaios como esse exigem
um padrdo adequado de proteina ou componente de informacdo da seqiiéncia de
aminodcidos para uma boa estimativa da concentracdo em solucdes (NOBLE &
BAILEY, 2009). Neste contexto, a leitura padrdo com BSA se mostrou significativa e
eficiente para a quantificacao das proteinas.

O ensaio de Bradford engloba preparacdes do corante Coomassie Brilliant
Blue utilizado para fins de quantificacdo de proteinas e foi primeiramente descrito
por Bradford em 1976. O mecanismo basico do ensaio € a ligacdo do corante em pH
acido com arginina, histidina, fenilalanina, triptofano e residuos de tirosina, e
interacdes hidrofobicas. Apds a ligacdo, uma mudanca cromatica € observada
devido a estabilizacdo da forma anidnica do corante. As vantagens do ensaio de
Bradford incluem a facilidade de uso, sensibilidade e baixo custo dos reagentes
(NOBLE & BAILEY, 2009).

Por outro lado, o ensaio de Bradford é sensivel também a interferéncias de
varios reagentes, dentre eles a maioria dos detergentes ibnicos e nao idnicos e
proteinas glicosiladas. Amostras solubilizadas em tampdo de lise podem ser
guantificadas por Bradford desde que a diluicAo dos compostos néo atinja o limite
de interferéncia para CHAPS, um detergente zwitteribnico / ndo iénico, e uréia.
Ainda, uma variacao significativa na resposta entre varios fornecedores comerciais
de Bradford foi observada. Alteracbes na formulacdo do reagente de Bradford
relatados podem modificar a resposta gerada a partir de proteinas especificas, no
caso de diferentes fornecedores ou preparacdes (NOBLE et al., 2007). Apesar das
desvantagens mencionadas, € 0 ensaio mais amplamente utilizado em métodos
protedmicos para a construcdo de géis bidimensionais, embora existam outras
reacOes de maior precisdo para proteomas (BERKELMAN, 2008).

A metodologia de eletroforese bidimensional escolhida para o
desenvolvimento deste trabalho apresenta vantagens em descobertas recentes de

técnicas protedbmicas, na construcdo de perfis protéicos e na identificacdo de novos
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biomarcadores. A utilidade da metodologia com géis tem estimulado, também, o
desenvolvimento comercial de novos reagentes e conduzido a coevolugdo de
instrumentacao para deteccdo mais sensivel, documentacao refinada, quantificagcao
e colorimetria precisas. A coloragcdo Coomassie coloidal, usada neste trabalho, atua
por meio de interacdo eletrostaticas com aminoacidos basicos (arginina, lisina, e
histidina) e por associa¢des hidrofébicas com residuos aromaticos. A colorac&o azul
brilhante ndo deve interferir na espectrometria de massa das bandas de proteinas
excisadas, diferente de outros corantes comerciais, 0 que justifica a sua escolha
(STEINBERG, 2009).

Avangos significativos no desenvolvimento de reagentes e técnicas
protedmicas ainda ndo sdo acompanhados de forma paralela € no mesmo ritmo por
ferramentas de computacdo e bioinformatica. Nao é tarefa simples analisar o
resultado de géis bidimensionais em programas como o ImageMaster™ 2D Platinum
v6.0, ainda em construgédo e com ferramentas de analise incompletas. As amostras
gue apresentaram como resultado bandas exclusivas, ou melhor, presenca e
auséncia, devem ser avaliadas com cautela, pois volumes inferiores ao padrao
saliency definido ndo podem ser comaparados. Spots sao avaliados apenas quando
presentes em geéis de referéncia, o que impede uma analise completa ndo apenas
entre amostras, mas entre as replicatas.

A subjetividade da anadlise ndo é resultado apenas da demanda tecnologica,
mas se justifica ainda pela variabilidade entre individuos e amostras, entre 0s
conjuntos de tumores primarios de mama e de linfonodos axilares. Diversos fatores,
portanto, podem explicar as variacdes observadas no nimero de bandas detectadas
em cada amostra, as divergéncias no numero de spots diferenciais e as diferentes
proteinas identificadas entre as amostras. A variabilidade existente entre os grupos
também pode ser mascarada pela homogeneidade utilizada pelo programa na
comparacao dos conjuntos, ao somar o volume dos spots correspondentes de todos
0s géis e dividir pelo total, desconsiderando diferencas provaveis entre as pacientes.

Para proteinas pouco abundantes, ou proteinas de alto peso molecular, ou
ainda muito basicas ou &cidas, a metodologia de eletroforese bidimensional ndo é
adequada. Em casos similares, outras metodologias de separacao substituem 2D-
PAGE, como a cromatografia ou analises em espectrometria de massa direta.
Diferentes estudos e metodologias, portanto, devem futuramente unir dados para

correlacionar as pacientes e suas alteracdes moleculares, em nivel de proteinas,

133



RNA e DNA, mas também informar sobre as interacdes e interdependéncias das
mesmas nos processos biolégicos. E importante enfatizar que o resultado protéico é
reflexo de alteracdes na sequéncia do DNA, na estrutura (epigenética) do material
genético, nos transcritos gerados, em proteinas e suas modificacbes poés
traducionais (MINAFRA et al., 2006).

7.3 Identificacdo protéica

As proteinas foram identificadas pelo método PMF (peptide mass
fingerprinting) e MS/MS. Antes de serem analisadas por espectrometria de massa
(MALDI-ToF), as proteinas foram submetidas a digestdéo com a uma
endoproteinase: a tripsina. Cada proteina apresenta um padrdo unico de digestao
enzimatica ou sequencia de clivagem, fundamental no processo de identificacéo.
Variaveis como a quantidade de peptideos da amostra, calibracdo (interna e
externa) do aparelho e intensidade do lazer durante a ionizacdo dos peptideos,
contudo, podem interferir no padrdo de picos de massa. Sinais de matriz, ruido e
contaminantes também comprometem as informacdes geradas pelo programa
FlexAnalysis 2.0 (Bruker Daltonics) e interpretacdes do MASCOT.

As diferencas entre massa molecular e/ou ponto isoelétrico tedricos e
observados entre as bandas foram avaliados com base em parametros utilizados
por Dupont et al. (2005), onde AMM < 20% e Apl < 0,6. Das 146 identificacdes
positivas, 54 (36,97%) diferiram em MM e 38 (26,03%) quanto ao pl, sendo 28
(19,18%) com valores de MM e pl fora da margem proposta ocorrendo
simultaneamente. Outras 55 bandas apresentaram esses valores dentro dos
padrdes considerados. Em outros casos, diferentes bandas foram identificadas
como sendo a mesma proteina (FIGURA 28). SituacBes como esta podem ser
explicadas por possiveis modificacbes poés-traducionais (MPT) as quais muitas
proteinas estdo sujeitas. O conhecimento dessas modificacdes é extremamente
importante, uma vez que podem alterar as propriedades fisicas e quimicas,
distribuicdo de conformacgao, dobra, estabilidade, atividade e, consequentemente, a
funcéo das proteinas (ZARETSKY & WRESCHNER, 2008). Também podem alterar
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a meia-vida ou a localizagdo da proteina na célula, reproduzidos em mudancas
como MM e pl nos géis bidimensionais (ONG e PANDEY, 2001).

No cancer de mama, estudos recentes sugerem que os perfis MPT podem
ser usados como "marcas bioquimicas" para o acompanhamento e verificacdo da
funcdo e atividade de vias de sinalizacdo celular chaves. Esta conclusao sugere
gue, para a deteccao precoce de carcinomas, as MPTs podem ser biomarcadores
Uteis (JIN & ZANGAR, 2009).

_ ' ' .

FIGURA 28 - PROTEINA ALFA 1 ANTITRIPSINA IDENTIFICADA EM
DIFERENTES BANDAS NO CONJUNTO DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA.
As bandas correspondentes a proteina alfa 1 antitrippsina estdo marcadas em
vermelho e diferem quando a MM e pl. A identidade protéica aparece na etiqueta
com o home abreviado (A1AT) com base no banco de dados Swiss-Prot.

FONTE: o autor (2011).

A maioria das proteinas sofrem MPTs. O precursor da proteina pode ser
submetido a uma grande variedade de clivagens proteoliticas em segmentos N- e C-
terminais, e apresentar derivacdes de aminoacidos nas células que expressam a
proteina. Ocasionalmente, o mesmo precursor é processado de forma distinta em
diferentes tipos celulares. Segundo Rehfeld & Goetze (2003), as modificacdes pos-
traducionais podem ser divididos em trés grupos principais: (1) clivagens
endoproteoliticas, em sitios mono-, di-, tri- e tetrabasicos; (2) em porcdes
exoproteoliticas, por exemplo, clivagens dipeptidil N- terminal e carboxiamidacéo; e
(3) derivacbes em aminodcidos, como acilagdo, amidacdo, carboxilacéo,

glicosilagéo, hidroxilagéo, isomerizacao, forforilagao e sulfatacéo.
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Embora varios tipos de MPTs tenham sido citadas, estas ndo podem ser
consideradas a relagcdo completa das possiveis modificacbes. Ainda podem ser
acrescentadas a palmitoilacdo, ubiquitilagdo, metilagcdo, oxidacdo, alquilagéo,
mudancas na conformacao tridimensional e splicing de proteinas, como poderosos
mecanismos de diversidade protéica (DRAPER et al., 2007; MOSTAQUL HUQ et
al., 2008; SCHARTNER et al., 2007). O volume de alteragdes, contudo, ndo permite
uma discussdo completa de todas as possiveis MPTs e apenas algumas devem ser
detalhadas neste trabalho.

As MPTs mais frequentes sé&o: fosforilacdo, oxidacdo, glicosilagdo e
acetilacdo. Dentre essas, a fosforilagdo € provavelmente a modificacdo mais
comum, importante em diversos processos celulares como: transducédo de sinal;
mecanismos de transcricdo e traducdo; metabolismo; crescimento, divisao;
diferenciacdo; motilidade; transporte; e apoptose, entre outros (JIN & ZANGAR,
2009). As fosfatases sdo as enzimas responsaveis pela desfoforilacdo e as
guinases as reponsaveis pela fosforilagdo. Em células de eucariotos, a maior parte
de fosforilacbes ocorre em residuos de serina (Ser), treonina (Thr) e tirosina (Tyr). A
identificacdo e caracterizacdo dos centros de fosforilagdo sdo fundamentais para o
entendimento de varias enfermidades, incluindo estudos de cancer. Numa
transformacdo oncogénica ou estimulacdo de fatores de crescimento, o nivel de
proteinas fosforiladas em residuos de tirosina aumenta de 1-2% na célula. Varios
fatores de transcricdo, bem como proteinas, tém mostrado mudancas na sua
localizacdo subcelular em resposta a estimulos externos. Esta MPT € capaz de
alterar o ponto isoelétrico das proteinas no sentido acido, de acordo com a
guantidade de residuos fosforilados (ZARETSKY & WRESCHNER, 2008).

A oxidacdo da proteina desempenha um papel fisiopatolégico importante e
pode alterar a funcéo das proteinas em processos normais e patoldgicos, como ha
carcinogénese, e durante o envelhecimento celular. Em proteinas, principalmente,
ocorre oxidacdo da metionina em residuos de aminoacidos, entretanto, a oxidacao
de cisteinas apresenta um crescente interesse por seu papel fisioldgico, associado
ao metabolismo antioxidante. Espécies reativas de oxigénio (ROS) também regulam
a sintese e secrecdo de muitos ligantes de receptores, como por exemplo, fatores
de crescimento e quimiocinas. Estes fatores regulam processos importantes em
carcinomas epiteliais, incluindo a ativacdo da proliferacdo através de vias
dependentes de ligante (MAPK/ERK) e anti-apoptose (PI3K/Akt). O estresse

136



oxidativo associado aos resultados da resposta imune em modificagbes protéicas
pode ser util para a deteccao de cancer de mama inicial (JIN & ZANGAR, 2009).

Glicosilacdo é outra modificacdo pds-traducional amplamente observada em
proteinas, em determinadas cadeias laterais de aminoacidos, designadas como N- e
O-glicosilacdo. Em espécies N-glicosiladas sdo modificados residuos de asparagina
(Asn), enquanto a O-glicosilacdo ocorre em residuos de Ser e Thr. A caracterizacéo
dos tipos de glicosilacdo é, no entanto, complicada. Em alguns casos, 0s
aminoacidos num conjunto de moléculas protéicas podem ser derivados de
diferentes estruturas de carboidratos, enquanto outras permanecem nao
modificadas. Esta heterogeneidade pode variar em espécie e tecido, e podem ser
alteradas por mudancas fisiologicas, que envolvem a atividade enzimatica, vias de
sinalizacao, localizacdo, estabilidade de proteinas e interacdes protéicas. Este tipo
de modificacdo, em sua maioria, é capaz de influenciar a variacdo de massa atraves
da introducéo de cadeias diversas de acgucares/carbonos na estrutura das proteinas
(ZARETSKY & WRESCHNER, 2008).

A acetilacdo descreve uma reacdo que introduz um grupo funcional acetil
(CH3CO) neutro em um composto organico positivamente carregado, modificando
seu pl. Em eucariotos, a acetilacdo constitui uma MPT muito comum entre as
proteinas. Ocorre principalmente nos residuos de lisina, localizados na cauda N-
terminal, como parte da regulacdo genética e apresenta importante funcéo entre as
histonas e na estabilidade de proteinas. Tipicamente, estas rea¢des sao catalisadas
por enzimas com atividade "acetiltransferase de histona" (HAt) ou "histona
desacetilase"” (HDAc). A acetilacdo de RE é mediada por histonas acetilases,
capazes de alterar a sinalizacdo dependente de estrogénio, suprimindo a sua
sensibilidade (JIN & ZANGAR, 2009). As proteinas tais como actina e tropomiosina
também sdo dependentes de acetilacdo para formar filamentos apropriados de
actina (ZARETSKY & WRESCHNER, 2008).

Além disso, € importante salientar que um mesmo sitio na proteina pode ser
sensivel a diferentes reac6es de modificacdo, de modo que diversos agentes podem
interagir em sitios comuns. A fosforilagdo e glicosilacdo, por exemplo, podem
concorrer nos mesmos residuos de aminoacidos e modificar proteinas especificas.
Fosforilacdo reversivel e glicosilacdo alternativa induzem mudangas nas estruturas
secundarias e terciarias e controlam o comportamento funcional e modular em

diversas interacfes protéicas. O tipo de modificacdo, contudo, depende de fatores
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como: tipo de célula, ciclo celular, sinais intra- e extracelulares, gradiente de pH,
concentracdo de moléculas especificas, etc. Métodos protebmicos analiticos que
utilizam instrumentos como, MALDI-ToF, LTQ Orbitrap e SELDI-MS, sao capazes
de identificar MPT, no entanto, os resultados devem ser validados através da
combinacdo de outras técnicas mais refinadas, incluindo a marcagcdo de is6étopos
estaveis (ZARETSKY & WRESCHNER, 2008).

7.4 Proteinas diferenciais

O perfil protéico de cada paciente se encontra em constante transformacao,
influenciado por diversos fatores, incluindo interagbes célula a célula, célula e
microambiente e mudancas hormonais particulares, que alteram a proliferacéo,
sobrevivéncia, polaridade, diferenciacdo e capacidade de invadir as células/tecidos
adjacentes (POLYAK & KALLURI, 2010). Além da provavel diversidade entre
pacientes e tumores, detalhes subjetivos da analise comparativa, em ferramentas de
bioinformatica ainda incompletas, devem ser considerados e o0s resultados de
proteinas exclusivas, melhor avaliados. O fato de estarem presentes e ausentes nos
géis de referéncia de determinada paciente ndo significa que o mesmo evento
ocorra em outras amostras. Ao contrario, ou seja, a exclusdo da proteina como
diferencial também ndo caracteriza irrelevancia da mesma em processos
carcinogénicos.

Algumas bandas exclusivas de linfonodos axilares metastaticos foram
identificadas em determinadas pacientes como as seguintes proteinas: Inibidor de
dissociacdo alfa de Rab / GDP (GDIA); Microtubulo-actina factor de ligacdo 1,
isoformas 1/2/3/5 (MACF1); Navegador 2 de neurbnio (NAV2); Serina/treonina
fosfatase do tipo 1, subunidade catalitica PP1-beta (PP1B); Ubiquitina tioesterase
(OTUL); e Vinculina (VINC). Essas proteinas podem indicar estagios mais
avancados do desenvolvimento do tumor. Outras proteinas com evidéncias de
aumento na expressao em linfonodos axilares podem contribuir para a elucidagao
de vias metabdlicas e possiveis modificagbes poés-traducionais, fundamentais

durante a evolugdo metastatica. A proteina Inibidor de dissociacgdo Rho GDP 2
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(GDIR2) apresentou aumento de expressao em mais de uma amostra de linfonodo e
a sua relevancia também deve ser melhor avaliada.

Em tumores primarios, apenas duas bandas se destacaram como sendo
exclusivas nos mesmos, Aspartil tRNA sintetase citoplasmética (SYDC) e Proteina
CYR61 (CYR61), ambas observadas em CP 645T. As amostras de tumores
primarios, por outro lado, apresentaram quantidade maior de bandas comuns (9)
com valores de expressdao aumentada, referente a seis proteinas diferentes
identificadas nas amostras pareadas. Sao elas: Serotransferrina (TRFE), Vimentina
(VIME), Tropomiosina cadeia alfa 4 (TPM4), Proteina 14-3-3 gama (1433G),
Proteina 14-3-3 teta (1433T), Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1
(PMSE2).

As proteinas diferenciais apresentaram diferencas significativas de expresséo
ou bandas exclusivas, tanto nos tumores primarios de mama como nos linfonodos
axilares, que podem corresponder a diferentes spots ou diferentes isoformas destas
proteinas. Neste caso, o envolvimento em diversas vias regulatorias de processos
tumorais e modificacbes pds-traducionais com alteracdo de funcdo ndo devem ser
desconsiderados. Entre elas: Actina citoplasmatica 1 (ACTB); Actina citoplasmatica
2 (ACTG); Actina alfa 1, musculo cardiaco (ACTC); Actina alfa, musculo esquelético
(ACTS); Actina gama, musculo liso (ACTH); Proteina de fusdo solivel NSF alfa
(SNAA); Proteina associada a microtubulo 6 (MAPG6); Queratina do citoesqueleto 7,
tipo Il (K2C7); Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8); Queratina do
citoesqueleto 19, tipo | (K1C19); Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1); e Vimentina
(VIME).

7.5 Classificacao funcional das proteinas

A organizacdo protebmica em categorias funcionais de proteinas é
fundamental para o desenvolvimento de mecanismos validos para o estudo de
fungBes bioquimicas das células e sua desregulacdo no cancer (MINAFRA et al.,
2006). Nos ultimos anos, um grande numero de diferentes sistemas de classificagéo
foram desenvolvidos na tentativa de organizar e qualificar diversas proteinas. Os

critérios utilizados para selecédo das proteinas séo variados, como exemplo: familias
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hierdrquicas e superfamilias de proteinas no ‘PIR-PSD’, outros grupos em
‘ProtoMap’; familias de dominios da proteina, como em ‘Pfam’ e ‘Prodom’;
sequéncias ou regides conservadas, como em ‘PROSITE’; classes estruturais, como
em ‘SCOP’ e ‘CATH’; e integracbes de familiaa diversas, como proposto por
‘iProClass’ e ‘InterPro’.

Neste trabalho, o critério de classificacdo segue o modelo baseado em
Minafra et al. (2006), que considera a afinidade das principais func¢des bioldgicas e,
por sua vez, pode servir de instrumento para as correlacdes de perfis protedbmicos
no cancer de mama. Muitas proteinas, entretanto, apresentam caracteristicas
multifuncionais e a tarefa de inserir cada uma dentro de um U(nico grupo
biologicamente funcional pode ser incorreta e/ou incompleta. Por outro lado, os
dados da classificacdo quanto a funcdo apresentam uma contribuicdo consistente
para estabelecer bioassinaturas e diferentes perfis, em tipos distintos de cancer de
mama. Ainda, devido as multiplas atividades conhecidas de algumas proteinas e a
expansao continua da lista de identificacéo protéica esta classificacéo € passivel de
revisdes e modificacdes futuras.

Em detalhe, as proteinas foram classificadas de acordo com a funcéo
biologica dentro das seguintes categorias: (1) citoesqueleto e proteinas associadas;
(2) enzimas metabdlicas; (3) proteinas ‘heat shock’/ chaperonas moleculares; (4)
proteinas de membrana com mdaltiplas atividades; (5) proteinas de ligacéo; (6)
biossintese de proteinas; (7) biossintese de nucleotideos; (8) reguladores do
crescimento e da proliferacéo celular; (9) degradacéo protéica; (10) detoxificacao e
proteinas redox; (11) proteinas com atividade extracelular; (12) outras funcdes; e
(13) queratinas do citoesqueleto, como subgrupo especial de ‘citoesqueleto e

proteinas associadas’.

7.5.1 Citoesqueleto e proteinas associadas

Constituiram 31,30% do total de proteinas identificadas neste trabalho.
Foram identificados 46 spots, com 18 proteinas diferentes em suas funcdos
biolégicas e estruturais associadas ao citoesqueleto. O citoesqueleto € um sistema

altamente complexo e dindmico que inclui proteinas estruturais formando polimeros
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(tubulina, actina e filamentos intermediarios) e varias proteinas associadas com
funcBes regulatorias. O citoesqueleto, além de representar a base que sustenta a
célula, esta direta ou indiretamente envolvido em varios processos celulares
importantes, como polaridade celular, motilidade, ades&o, dinamica intracelular e
transducdo de sinal. Mudancas em células tumorais associadas ao citoesqueleto
estdo bem documentadas e, até mesmo, utilizadas em diagnéstico de cancer,
incluindo o de mama. Nao ocorrem somente diferencas no nivel de expresséo de
proteinas do citoesqueleto durante processos de apoptose, proliferacdo e
diferenciacdo, mas também hé redistribuicdo e reorganizacdo dessas proteinas no
interior das células (MINAFRA et al., 2006).

As proteinas identificadas neste grupo foram: Actina alfa 1, musculo cardiaco
(ACTC); Actina alfa, masculo esquelético (ACTS); Actina citoplasmatica 1 (ACTB);
Actina citoplasmatica 2 (ACTG); Actina gama, muasculo liso (ACTH); Microtubulo-
actina factor de ligacao 1, isoformas 1/2/3/5 (MACF1); Navegador 2 de neurbnio
(NAV2); Proteina 3 relacionada a actina (ARP3); Proteina associada a microtubulo 6
(MAP®6); Proteina de nivelamento F-actina subunidade beta (CAPZB); Proteina glial
fibrilar acida (GFAP); Proteina ligante de macrofago (CAPG); Tropomiosina cadeia
alfa-1 (TPM1); Tropomiosina cadeia beta (TPM2); Tropomiosina cadeia alfa-3
(TPM3); Tropomiosina cadeia alfa-4 (TPM4); Vimentina (VIME); e Vinculina (VINC).

Actinas sao proteinas altamente conservadas e fundamentais para todas as
células eucaridticas. Ha seis proteinas ‘Actina’ conhecidas em células de
mamiferos: duas actinas musculares (alfa-esquelético e alfa-cardiaco), duas de
musculo liso (alfa e gama), e duas ndo-musculares, actina do citoesqueleto (beta e
gama). Cinco delas foram identificadas neste trabalho: Actina alfa 1, muasculo
cardiaco (ACTC); Actina alfa, musculo esquelético (ACTS); Actina gama, musculo
liso (ACTH); Actina citoplasmatica 1 (ACTB); e Actina citoplasmatica 2 (ACTG). As
isoformas alfa, beta e gama actina apresentam funcdes particulares, sendo as
actinas alfa um dos principais constituintes do aparelho contratil, enquanto as
actinas beta e gama participam como componentes do citoesqueleto e estdo
envolvidas na regulacdo da motilidade celular (Uniprot, 2011). As proteinas do
citoesqueleto, como actinas, refletem mudancgas relacionadas com a diferenciacéo e
proliferacdo em células tumorais. Alteracdes em actinas podem ser caracteristica
comum em mecanismos genéticos e epigenéticos no processo carcinogénico
(HEMSTREET et al., 1996; KIM et al., 2009).
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A maioria das proteinas, que apresenta funcdo regulatéria em relacdo a
organizacao do citoesqueleto, esta envolvida em varios graus em muitos processos
celulares e tem sido demonstrado ser diferencialmente expressas entre as células
tumorais (MINAFRA et al., 2006). A proteina Microtubulo-actina factor de ligacao 1,
isoformas 1/2/3/5 (MACF1) promove pontes entre os diferentes elementos do
citoesqueleto através de dominios especializados. Codificada pelo gene MACF1, é
uma das proteinas de maior tamanho identificada entre as do citoesqueleto humano,
com 5.430 aminoéacidos. E provavel que estabilizem a actina em locais onde os
microtUbulos e microfilamentos interagem, atuando na dindmica do citoesqueleto na
periferia das células e na rede de microtibulos e juncdes celulares (Uniprot, 2011).

A proteina Navegador 2 de neuronio (NAV2) é um membro da familia
‘navegador de neurdénio’ que compreende NAV1, 2 e 3. O gene NAV2, também
conhecido como RAINB1, é composto de 38 exons e codifica uma proteina de 261
kDa. Dos trés membros da familia de navegacdo, NAV2 apresenta maior
semelhanca com homologo unc-53 de Caenorhabditis elegans, essencial na
migracado longitudinal de varios tipos celulares, incluindo o desenvolvimento dos
neurdnios e mioblastos, e esta presente ainda em célula excretora. Estudos em C.
elegans bem como em células humanas de neuroblastoma cultivadas sugerem o
envolvimento da proteina NAV2 no crescimento de neuritos e alongamento axonal
(SCHMIDT et al.,, 2009; McNEILL et al., 2010). Em células humanas de
neuroblastoma, NAV2 se encontra intimamente associado com elementos do
citoesqueleto, incluindo microtibulos e neurofilamentos, em dominios do
citoesqueleto. Também foi proposto que a familia navegador de neurbnio esta
envolvida na reorganizacdo do citoesqueleto para orientar mudancas no formato da
célula, acompanhando as proteinas na posic¢ao terminal dos microtibulos (McNEILL
et al.,, 2010). A relacdo desta proteina com o cancer de mama, contudo, ndo foi
descrita.

A funcdo da Proteina 3 relacionada a actina (ARP3), codificada pelo gene
ACTR3, ainda n&o foi completamente estabelecida. E conhecida por ser um dos
principais constituintes do complexo Arp2/3 localizado na superficie celular,
essencial para dar forma e motilidade a célula, como em movimentos lamelipodiais
e de protrusdo. A Proteina associada a microtibulo 6 (MAP6) € uma proteina de
ligacdo e esta envolvida na regulagédo da calmodulina, associada a estabilidade dos

microtubulos. A Proteina glial fibrilar acida (GFAP), constituinte de filamentos
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intermediarios, é utilizada como marcador em células de astrécitos normais, reativos
e neoplasicos. Mutagbes no seu gene codificador podem causar distarbios do
sistema nervoso central (Uniprot, 2011). A sua identificagdo em amostras de
tumores primarios de mama se torna subjetiva e deve ser melhor avaliada. Ainda, a
Proteina de nivelamento F-actina subunidade beta (CAPZB) tem com o funcdo
regular o crescimento dos filamentos de nivelamento da actina na extremidade final.

A Proteina ligante de macréfago (CAPG) é um membro da familia gelsolina /
vilina, proteinas reguladoras da actina. Relativamente pequena (39 kDa), é
codificada pelo gene CAPG e encontra-se distribuida difusamente por toda a célula,
no citoplasma e no nucleo. No citoplasma, CAPG bloqueia as extremidades de
crescimento dos filamentos de actina, controlada por concentracdes intracelulares
de Ca?*" e PIP2. Esta envolvida diretamente na motilidade celular associada a actina
e em movimentos de membrana, como a fagocitose de macréfagos. Defeitos em
CAPG podem afetar, além da fagocitose, a motilidade em granulécitos, neutréfilos e
células dendriticas. A superexpressao, por outro lado, determina um aumento na
motilidade celular, capacidade de invasdo e metastase, comum em células
neoplasicas. O aumento de expresséao, neste trabalho, foi observado na amostra CP
641, em metastases axilares, corroborando dados funcionais anteriores. A funcao
do CAPG nuclear, no entanto, € praticamente desconhecida. Ha descricbes que a
fracdo localizada no nacleo de células é essencial para 0 aumento da motilidade
celular. Ha ainda uma hipétese de que a proteina CAPG apresente interacao direta
ou indireta com o DNA. A sequéncia do cDNA-CapG mostra sobreposicdo com a
sequéncia de um grupo de proteinas de ligacdo ao DNA, a familia de base hélice-
alca-hélice, incluindo o oncogene c-myc. A ligacdo de CAPG com a molécula de
DNA, entretanto, ndo foi observada até o momento (RENZ & LANGOWSKI, 2008).

A atividade de transativacéo da proteina CAPG e a modulagéo de ativadores
da transcricdo ainda séo alvos de discussdo. No nucleo, PI3-quinase fosforila PIP2,
PIP e proteinas potenciais para criar segundos mensageiros que regulam a sintese
de DNA, direta ou indiretamente. HA4 evidéncias de que a actina pode estar
associada com trés tipos de complexos nucleares envolvidos na expressao génica:
complexos de remodelacdo da cromatina, particulas de ribonucleoproteina e as trés
RNA polimerases. CAPG também pode desempenhar um papel na prevencéo de
polimerizacdo de actinas nucleares, como uma proteina de ligacdo, e influenciar

indiretamente na regulacdo da expresséo génica (RENZ et al., 2008). Uma vez que
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a fracdo CAPG é crucial para o aumento da motilidade celular, foi observado em
células tumorais uma expressao aumentada desta proteina, especialmente células
metastaticas do cancer de mama (KANG et al., 2010).

Ainda, entre as proteinas diferenciais, foram identificadas quatro
Tropomiosinas: TPM1, TPM2, TPM3 e TPM4. As Tropomiosinas estdo entre as
proteinas estruturais do citoesqueleto mais estudadas, e estdo envolvidas em
alteracbes neoplasicas e na organizacdo especifica de filamentos de actina. A
reducdo da expressdo de algumas isoformas € comumente associada ao fenétipo
tumoral. Essas mudancas na expressao parecem contribuir para o rearranjo de
microfilamentos, alteragbes morfolégicas e aumento da motilidade celular
(HELFMAN et al., 2008). As tropomiosinas apresentam uma grande diversidade em
termos de tamanho, afinidade de ligacdo a actina, localizagcéo celular e interacbes
com outras proteinas. Os genes que codificam as quatro variantes protéicas
identificadas, TPM1, TPM2, TPM3 e TPM4, estado localizados, respectivamente, nos
cromossomos 15¢22.2, 9p13.3, 1921.3 e 19p13.12.

A vimentina (VIME) é codificada pelo gene VIM (vimentin), localizado no
cromossomo 10pl3, e apresenta MM e pl esperados de 53,68 kDa e 5,06,
respectivamente. Em adultos, a VIME esta presente em todas as células e tecidos
mesenquimais e é frequentemente utilizada como um marcador de diferenciacao.
Como outros filamentos intermediarios, a rede vimentina, esta distribuida do nucleo
para a membrana plasmatica. Acredita-se que esta proteina atue como suporte,
apoio mecanico-estrutural na célula, mantendo assim a integridade dos tecidos
(MINAFRA et al., 2006). Neste trabalho foi obsevada uma heterogeneidade de
vimentina, entre spots diferenciais que variaram com relacdo a MM e pl, contudo,
dentro dos parametros sugeridos por Dupont, et al. (2005), onde AMM < 20% e Apl
< 0,6 (FIGURA 29).

Alguns trabalhos revelaram varias outras funcfes-chave para a vimentina.
VIME organiza uma série de proteinas criticas envolvidas na adesao, migracéo e
sinalizacao celular. A fosforilacdo altamente dindmica e complexa, como mecanismo
de MPT, regula fungcbes com amplas ramificacbes em diversos aspectos da
fisiologia celular, de interagBes celulares e na homeostase de 6rgéos (IVASKA et al.,
2007). Embora os mecanismos exatos da fungao da vimentina ainda ndo estejam

totalmente esclarecidos, as propriedades Unicas acima descritas tém sido atribuidas
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a dindmica desmontagem/montagem e reorganizacao espacial do citoesqueleto em
resposta estimulos diversos (LAHAT et al., 2010).
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FIGURA 29 — PROTEINA VIMENTINA IDENTIFICADA EM DIFERENTES BANDAS
NOS TUMORES PRIMARIOS DE MAMA. As bandas correspondentes a proteina
vimentina estdo marcadas em vermelho e diferem quando a MM e pl. A referéncia
da amostra e do spot, bem como os valores de MM e pl observados, aparecem
descritos nas etiquetas.
FONTE: o autor (2011).

A Vinculina (VINC) é uma proteina do citoesqueleto associada a interacdes
célula-célula e a juncdes célula-matriz, reagindo com diversas proteinas envolvidas
na ancoragem das moléculas de integrina e actina no citoesqueleto. Mdltiplas
variantes alternativas foram encontradas para o gene VCL (vinculin), mas a validade
biolégica das mesmas ainda nao foi completamente determinada (Uniprot, 2011).
Sabe-se, contudo, que a perda de vinculina altera uma grande variedade de fungcdes
celulares, impedindo a aderéncia das células. Por outro lado, a superexpressao de
vinculina poderia restaurar a adesao e promover o0 recrutamento de proteinas do

citoesqueleto para o complexo de adeséo focal no local de ligacdo da integrina.

145



Assim, desempenha um papel importante no controle da forma com base na sua
capacidade de modular a estrutura e a funcdo das adesdes focais e controlar a
lamelipodia.

7.5.2 Enzimas metabdlicas

Constituiram 4,76% do total de proteinas identificadas neste trabalho. O
grupo foi composto por sete spots e seis proteinas diferentes em suas isoformas.
Entre elas: Aldeido desidrogenase, mitocondrial (ALDH2); Creatina quinase tipo B
(KCRB); Gama-enolase (ENOG); Inositol monofosfatase 1 (IMPA1); Poli (ADP-
ribose) glicohidrolase (PARG); e Proteina de processamento do RNA ribossomal 1,
homolog. A (RRP1).

A proteina Aldeido desidrogenase mitocondrial (ALDH2), pertence a familia
de proteinas ‘aldeido desidrogenase’. Duas principais isoformas desta enzima,
citosdlica e mitocondrial, podem ser distinguidas por suas mobilidades
eletroforéticas, através de propriedades cinéticas e localizagbes subcelulares. O
gene ALDH2 codifica a isoforma mitocondrial, localizada na matriz de mitocéndrias,
presente no cromossomo 12g24.12 (Uniprot, 2011).

As proteinas ‘aldeido desidrogenase’ constituem a segunda enzima da via
principal do metabolismo oxidativo do alcool. Como a quantidade de alcool nédo é
obviamente o Unico determinante para a lesdo do 0Orgdo, fatores genéticos e
ambientais podem modular e determinar os danos. Uma variedade de mecanismos
pode contribuir para a carcinogénese mediada pelo alcool, incluindo o efeito toxico
de acetaldeido e / ou espécies reativas de oxigénio, a transferéncia de radicais
metila e o metabolismo anormal da vitamina A e seus derivados. O acetaldeido &
altamente téxico, mutagénico e carcinogénico. Este composto interfere em muitas
vias ativas, como a sintese e o reparo do DNA, e pode, consequentemente, resultar
no desenvolvimento do tumor. Pode também provocar mutacdes no locus
transferase hypoxanthineguanine-fosforribosil, em linfécitos humanos, e induzir
trocas de cromatides irmdas, resultando em aberragbes cromossémicas complexas
(SEITZ & STICKEL, 2010).
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Creatina quinase tipo B (KCRB), codificada pelo gene CKB localizado no
cromossomo 14¢32.32, é uma enzima citoplasmatica envolvida na homeostase
energética. A proteina catalisa reversivelmente a transferéncia de fosfato entre ATP
e diversos fosfagenos, como a creatina fosfato, nas rea¢cdes em que ocorre rapida
degradacdo e exige rapida ressintese. Zhou et al. (2008) descreveram um aumento
na expressdo da proteina KCRB em analise protedbmica comparativa de linhagens
celulares, evidenciando uma possivel relacdo desta proteina com a promocdo da
invasdo tumoral, metastase e aumento de recidiva no cancer de mama. Esta enzima
deve ser melhor avaliada como candidata a marcador tumoral e em doencas
cardiovasculares (HUDDLESTON et al., 2005).

O gene ENO2 codifica a proteina Gama-enolase (ENOG), também conhecida
como enolase 2 (ENO2) ou enolase neurbnio-especifica (NSE), encontrada em
mamiferos. Constitui uma enzima glicolitica (2-fosfo-D-glicerato
hidrolase) responsavel pela conversdo de  2-fosfoglicerato (2-PG) a
fosfoenolpiruvato (PEP), uma etapa da glicélise. As enolases existem na forma de
diversas isoenzimas diméricas: alfa-alfa, alfa-beta, beta-beta e gama-gama.
As isoenzimas gg e ag constituem ENOG e estdo presentes, principalmente, nos
neurdénios maduros e nas células neuroendocrinas. ENOG é produzida por
carcinomas de pequenas células que estdo na origem neuroenddcrina (Uniprot,
2011). A concentracdo elevada desta proteina pode ser observada em pacientes
com carcinoma medular de tiredide, tumores de células da ilhota pancreatica,
feocromocitoma, neuroblastoma, carcinoma de pequenas células de pulmao e artrite
reumatéide (COWAN & VERA, 2008). E um marcador diagnostico de relativa
especificidade (85%) para carcinoma de pequenas células de pulmdo e pode ser
usado para monitorar os efeitos da terapia e indicar recidivas antes de evidéncias
clinicas. Nao ha, contudo, uma relacdo estabelecida da expressdo de ENOG em
carcinomas mamarios.

A proteina Inositol monofosfatase 1 (IMPA1) € uma enzima codificada pelo
gene IMPAL, localizado no cromossomo 8¢21.13. Os resultados de splicing
alternativo codificam variantes transcricionais e, por sua vez, proteinas em
isoformas distintas. IMPAL1 desfosforila mio-inositol monofosfato para gerar mio-
inositol livre, um precursor de fosfatidilinositol e, portanto, um importante modulador
da transducdo de sinais intracelulares através da produgcdo de mensageiros

secundarios como mio-inositol 1,4,5-trifosfato e diacilglicerol. Esta enzima também
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pode usar o mio-inositol 1,3-difosfato, mio-inositol 1,4-difosfato, xilo-inositol-fosfato,
glicose-1-fosfato, glicose-6-fosfato, frutose-1-fosfato, beta-glicerofosfato e 2'-AMP
como substratos. Apresenta ainda atividade fosfatase dependente de magnésio e é
inibida por concentragdes terapéuticas de litio. A inibicdo da hidrélise de inositol
monofosfato e subsequiente deplecao do inositol para a sintese de fosfatidilinositol
pode explicar efeitos anti-maniacos e anti-depressivos na administracao de litio para
tratar pacientes com transtorno bipolar e esquizofrenia, entretanto, ndo ha uma
evidéncia genética clara da atividade do gene IMPAL1 (OHNISHI et al. 2006). Uma
relacdo desta proteina com o cancer de mama ainda nao foi estabelecida.

Poli (ADP-ribose) glicohidrolase (PARG) é a principal enzima responsavel
pelo catabolismo de poli (ADP-ribose) (PAR), um modificador covalente reversivel
de proteinas cromossémicas. Atividades celulares de PARG em mamiferos sao
mediadas por mdultiplas isoformas da proteina codificadas por um Unico gene,
PARG. As trés isoformas predominantes sdo: 111, 102 e 99 kDa (FIGURA 30),
distinta em MM e pl observados neste trabalho. O comprimento total da isoforma
PARG 111 kDa € normalmente encontrado no nucleo da célula. As evidéncias
sugerem que PARG normalmente encontrado no citoplasma pode, em determinadas

condicdes, transitar para o nucleo.

_ Ab Epitopes
’ ’ PARG (~111kD)
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PARG
PMo Full Length PARG 111 mRNA:
7mGppp| AUG 1 |2 | 3 | 4 [slefr[s [9 [rofrn]12]13 Ja[15]16]17 [18 |AAA
Alternatively Spliced PARG 102 mRNA
7mGppp| 2 | 3 a4 [s[el7]8 |9 [10]11]12]13 [14[15]16] 17 [18 |AAA(N)
Alternatively Spliced PARG 99 mRNA
7mGppp| 3 | a |slefr[s]9 [w0]11]12]13 [14]15]16 [17 |18 IAAAM

FIGURA 30 — ISOFORMAS DE POLI (ADP-RIBOSE) GLICOHIDROLASE (PARG).
Sao elas: 111, 102 e 99 kDa.
FONTE: BURNS et al., 2009
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As maiores isoformas PARG contém dois grandes dominios funcionais: um
dominio inativo e um dominio catalitico ativo. O dominio regular inativo contém
sinais de localizacdo nuclear e de exportacdo nuclear, que medeiam a passagem
entre os compartimentos nucleo e citoplasma (BURNS et al., 2009). O dominio
catalitico contém o sitio ativo da enzima, que confere atividades endoglicosidicas e
exoglicosidicas, permitindo a rapida hidrélise de PAR para produzir mondémeros e
polimeros menores de ADP-ribose (BURNS et al., 2009; FRIZZELL et al., 2009).

Poli (ADP-ribose) polimerase-1 (PARP1) e Poli (ADP-ribose) glicohidrolases
(PARG) sdo enzimas que modificam as proteinas-alvo por meio da adicdo e
remocdo, respectivamente, de polimeros PAR (BURNS et al.,, 2009). O Papel
principal de PARP é detectar e assinalar quebras de fita simples do DNA, ativando
uma maquinaria enzimatica envolvida no reparo. A ativacdo da PARP é uma
resposta imediata celular a agentes quimicos, metabdlicos, ou a radiacéo induzida
gue causam danos ao DNA. Os mecanismos de regulacdo PARG, contudo, ainda
sdo mal compreendidos. A expressdao e andlise de segmentos PARG humanos
identificaram uma regido cataliticamente ativa PARG C-terminal (hPARG59)
contendo um residuo de 16-N-terminal de sequéncia na mitocondria. A presenca
desta regido regulatéria sugere a possibilidade de que a atividade PARG é
estabelecida por interagcbes de PARP-1 e -2 e outras proteinas neste sitio. Ao
contrario de PARP1, PARG nédo tem um dominio de ligacdo ao DNA. Assim, quando
se liga a cromatina independentemente da PARP1, deve fazé-lo ligando-se a
histonas ou através de interacdes com outras proteinas do DNA. Mais interessante,
os residuos MTS séo frequentemente retirados apds o transporte, e oferece uma
regido potencial para o metabolismo de drogas PARG (BOTTA & JACOBSON,
2010). Estudos mais detalhados devem ser realizados na tentativa de elucidar o
envolvimento de PARG no funcionamento molecular da célula e na evolucdo de
neoplasias mamarias.

Proteina de processamento do RNA ribossomal 1 homolog. A (RRP1) esta
envolvida nos ultimos estagios de nucleogénese, no final da mitose, e sédo
importantes como constituintes de 28S (S de Svedberg = unidade de medida da
velocidade de centrifugacdo) rRNA (Uniprot, 2011). Pouco se sabe sobre a Proteina
de processamento do RNA ribossomal 1 homolog. A (ou RRP1A, NNP1 e NOP52),
contudo, dados sugerem que o gene homolog. B (RRP1B) esteja envolvido na

progressdo tumoral e evolucdo metastidtica e, como gene candidato de
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suscetibilidade ao cancer de mama, € potencialmente um modulador da transcricdo
e da dinamica estrutural da cromatina (CRAWFORD et al., 2009).

7.5.3 Proteinas ‘heat shock’ e chaperonas moleculares

Constituiram 2,04% do total de proteinas identificadas neste trabalho. Em
trés spots analisados, apenas uma proteina, a Proteina ‘heat shock’ beta-1 (HSPB1
ou HSP27). As proteinas heat shock (HSP — ‘Heat Shock Protein’) pertencem a
classe das chaperonas definidas como proteinas celulares que mediam o
desenovelamento e novo enovelamento de proteinas, na forma ou no lugar corretos.
Constituem uma familia de diferenres proteinas com uma funcdo similar: o uso de
energia da hidrélise de ATP para o remodelamento de proteinas. As chaperonas
podem também se associar a macromoléculas, evitando ligacbes com outras
proteinas quando ainda ndo corretamente enoveladas. Essas proteinas mostram
capacidade de interagir com outras proteinas para auxiliar na modificacdo de sua
conformacéao, reparacédo ou degradacao se deformadas ou danificadas funcionando,
portanto, como correguladoras da maquinaria do ciclo celular e da homeostase
(MINAFRA et al., 2006).

A resposta ao choque térmico € mecanismo de defesa onipresente e
altamente conservado entre as células contra as condi¢cdes de estresse ambiental e
metabodlico, como o calor e choque oxidativo e diversas patologias, incluindo o
cancer. As HSPs séo classificadas em seis grandes familias de acordo com o
tamanho e a sequéncia de aminoacidos: Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 e
smHSP. As proteinas small heat shock (smHSPs) pertencem a um grupo
estruturalmente divergente da superfamilia das chaperonas, com peso molecular
variando de 12 a 43 kDa. Uma regido conservada ao longo da evolucdo, chamada
de dominio alfa-cristalino, esta localizada na regido C-terminal. Este dominio
conservado € importante para a associacdo das proteinas, para a termotolerancia e
para a atividade de chaperonas. As smHSPs da familia HSP20 sdo representadas
por duas isoformas de HSP27, envolvidas na resisténcia ao estresse e organizagéo
do citoesqueleto (MINAFRA et al., 2006).
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O gene HSP27 permanece ativo em condi¢fes fisioldgicas especificas de
tecidos / 6rgdos. O maior nivel de HSP27 foi observado no epitélio do eséfago e do
endométrio, bem como na pele. No epitélio mamario normal o nivel de expresséao é
baixa, diferente do observado em amostras tumorais. Mlynarczyk-Liszka et al.
(2009), sugeriram que a superexpressdo HSP27 deve ocorrer no inicio da
tumorigénese mamaria. Apesar do grande numero de dados experimentais e da
presenca evidente de HSP27 superexpressa também em carcinomas mamarios
avancados, o seu valor prognéstico em tumores de mama € muitas vezes
contraditério. In vitro estudos demonstraram que HSP27 €& um potente fator anti-
apoptotico. A proteina HSP27 dificulta a apoptose bloqueando a saida do citocromo
c ou inibindo a ativacdo de caspases e pro-caspases. Neste contexto, a resisténcia
aos agentes quimioterapicos comuns também foi observada em células com
expressdo elevada de HSP27, como resultado da sua capacidade de bloquear
eventos de apoptose. Outros trabalhos demonstram que HSP27 desempenha um
papel na regulacdo geral da senescéncia celular através da modulacéo da via p53

(O’CALLAGHAN-SUNOL et al., 2007).

7.5.4 Proteinas de membrana com mdltiplas atividades

Constituiram 1,36% do total de proteinas identificadas neste trabalho. Foram
identificados dois spots, e apenas uma proteina, a Proteina de fusdo solivel NSF
alfa (SNAA). A sequéncia da proteina acida identificada apresenta 295 aminoacidos
codificados pelo gene NAPA, localizado no cromossomo 19g13.32, com regides de
homologia evidenciada em diferentes organismos. As plaquetas contém algumas
dessas proteinas, incluindo: NSF, alfa-SNAP, gama-SNAP e t-SNARES, sintaxina-2
e sintaxina-4, essenciais em muitos processos de transporte de vesiculas em tipos
celulares distintos. A exocitose em plaquetas envolvem mecanismos moleculares
semelhantes ao utilizado por outras células secretoras, como neurénios, embora as
proteinas usadas por plaguetas e seu modelo de regulacdo ndo sejam idénticos
(Uniprot, 2011).

A ‘Hipotese SNARE’ € um modelo que explica o processo de ancoragem e

fusdo de vesiculas a membranas-alvo. Segundo este modelo, as proteinas de
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membrana provenientes de vesiculas (v-SNARES) e proteinas da membrana-alvo (t-
SNARES) governam a especificidade da segmentacdo e do encaixe uma a outra,
através de reconhecimento mutuo. Os dois tipos unidos formam o complexo 20S
gue direciona os elementos gerais do aparato de fusdo, NSF (fator sensivel N-
etilmaleimida) e SNAPs (proteinas de fuséo sollveis NSF), para o local de unido na
membrana. Alfa e gama-SNAP sdo encontrados em uma ampla variedade de
tecidos e organismos, agindo sinergicamente no transporte intra-Golgi (Uniprot,
2011).

A fusdo das vesiculas com a membrana plasméatica € denominada exocitose.
Vesiculas de transporte se destinam a membrana plasmética normalemente,
seguindo um fluxo constante a partir do complexo de Golgi. As proteinas de
membrana e os lipideos, presentes no envoltério das vesiculas fornecem novos
componentes para a membrana plasmatica, enquanto as proteinas sollveis dentro
das vesiculas sédo secretadas para 0 espacgo extracelular. As substancias a serem
libertadas pela célula podem ser produtos de excrecdo, secrecdes, como: toxinas,
horménios ou neurotransmissores. Como resultado do processo, a superficie total
da membrana celular aumenta uma vez que agrega a membrana da vesicula e
promove o crescimento das células. As substancias do interior da vesicula séao
libertadas para o meio externo e, com as novas proteinas da membrana, atuam na
sinalizacdo extracelular e na regulacdo dos receptores e transportadores
transmembrana (SUDHOF & ROTHMAN, 2009).

7.5.5 Proteinas de Ligacao

Constituiram 2,72% do total de proteinas identificadas neste trabalho. Foram
analisadas quatro bandas e trés diferentes proteinas foram encontradas. Entre elas:
Anexina A4 (ANXA4); Proteina ligante de selénio 1 (SBP1); e Proteina RING finger
213 (RN213).

As anexinas sdo uma familia de proteinas de ligacdo dependentes de célcio,
capazes de se associar de modo reversivel a membrana fosfolipidica. Além disso,
anexinas podem estar envolvidas em interacdes com o citoesqueleto, a inibicdo da

fosfolipase, sinalizagcao intracelular e anticoagulagao. Apesar de suas funcdes ainda
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desconhecidas, varios membros da familia anexina tém sido associados em eventos
relacionados a membrana, em vias endociticas e exociticas. A Anexina A4 (ANXA4)
apresenta 45-59% de identidade com outros membros de sua familia,
estruturalmente semelhantes, e compartilha tamanho proximo e organizacdo exon-
intron similar (MINAFRA et al., 2006).

Embora entre as anexinas 0s sinais hidrofobicos estejam ausentes, a
secrecao e expressao de alguns membros desta familia na superficie da célula tém
sido descritas em diversos tipos celulares. Nestes casos, algumas anexinas
funcionam como receptores para proteinas extracelular. Além disso, as anexinas IV,
V e VI apresentam atividade de lectina de ligacdo a carboidratos, sialoglicoproteinas
e glicosaminoglicanos na presenca de calcio. ANXA4 apresenta também possiveis
interagdes com ATP, atividade anticoagulante ‘in vitro’ e &€ capaz de inibir a atividade
de fosfolipases. Esta proteina € quase exclusivamente expressa em células
epiteliais e pode ser alvo candidato a biomarcador em diversas neoplasias, incluindo
o carcinoma mamario (MINAFRA et al., 2006).

A Proteina ligante de selénio 1 (SBP1) € o produto do gene SELENBP1 e
pertence a familia de proteinas de ligacdo do selénio. A funcdo exata deste gene
nao € totalmente conhecida. O selénio, entretanto, € um nutriente essencial, com
potentes propriedades antioxidantes e antitumorais. Lee et al. (2005) descreveram
gue o selénio é capaz de interromper a sinalizacéo de receptores de estrogénio em
células de céancer de mama in vitro. Os estrogénios exercem o seu efeito
proliferativo sobre as células do cancer de mama horménio-dependente,
estimulando a progressdo do ciclo celular e protegendo as células da morte por
apoptose (SHAH et al., 2005). E possivel que a interrup¢éo do crescimento mediada
pelo selénio ative a apoptose, em parte, através da ruptura da sinalizacao
estrogénio em células com receptores positivos no cancer de mama. Shah et al.
(2005) mostram um mecanismo novo através da modulacdo da expressdo do
receptor de estrogénio em que o0 selénio pode servir como um agente
guimiopreventivo no cancer de mama. A atividade anticarcinogénica de doses
farmacoldgicas de selénio também tem sido demonstrada em modelos animais e em
linhagens de células de tumores mamarios. Sugere-se ainda que o selénio proteja
contra o desenvolvimento de uma variedade de canceres, incluindo prostata, colon,

esbfago, pulméo e cardia (LEE et al., 2005).
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Outros trabalhos, utilizando ratos como modelo, descrevem que doses
farmacolbgicas de selénio causam parada do ciclo celular em G1, induzem a
apoptose e modulam a sinalizag&o celular de moléculas como ciclinas A e D1, pl6 e
p27, resultando em reducdo no tamanho das lesdes papilares intraductais de
carcinoma mamario. Além da inducdo de apoptose e da inibicdo da proliferacéo
celular, outros mecanismos potenciais da atividade anticarcinogénica de selénio
incluem a supressao da atividade angiogénica e modulacdo do estresse oxidativo
(LEE et al., 2005). Os efeitos do selénio na prevencdo de cancer e doencas
neuroldgicas podem ser mediadas por proteinas de ligacdo de selénio (DONG et al.,
2002).

A Proteina RING finger 213 (RN213), descrita recentemente, apresenta um
dominio conservado rico em cisteina, capaz de ligar dois atomos de zinco. As
proteinas que contém esse dominio conservado geralmente estdo envolvidas em
vias de ubiquitilacdo e degradacdo protéica. RNF213, também conhecida como
NET57, € uma proteina de 3.280 aminoacidos que pode atuar na regulacdo da
transcricdo e degradacdo de proteinas, embora sua funcdo ndo seja totalmente
clara. RNF213 é codificada pelo gene RNF213, localizado no cromossomo humano
17925.3. Mutacbes em RNF213 também apresentam uma associacdo com o
aumenta no risco de desenvolver a Doenca de Moyamoya, uma doenca oclusiva

dos vasos sanguineos cerebrais (KAMADA et al., 2011).

7.5.6 Biossintese de proteinas

Constituiram 2,04% das proteinas identificadas neste trabalho. Trés spots e
trés proteinas foram observadas: Fator de elongacdo Ts mitocondrial (EFTS),
Metionil-tRNA formil-transferase, mitocondrial (FMT) e Aspartii tRNA sintetase
citoplasmatica (SYDC). A traducdo do mRNA em proteinas é uma atividade celular
de alto consumo energético e que permite alteracdes rapidas nas concentracdes de
proteinas, sendo importante para a manutencdo da homeostase e modulacdo de
alteracfes na fisiologia celular. A tradugéo, assim como outros processos basicos
da expressdo génica, € extremamente conservada evolutivamente e pode ser
dividida em trés etapas principais: inicio, elongacao e terminacgao.
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A primeira etapa ou o inicio da traducdo é o processo que forma ribossomos
competentes e requer, em eucariotos, os fatores de inicio de traducdo (elFs —
eukaryotic translation initiation factors). O processo inicial consiste numa sequéncia
de eventos envolvendo a formacdo do complexo ternario, composto pelo fator elF2
ligado a uma molécula de GTP e Metionil-tRNAY®", Uma vez formado, o complexo
ternario se liga a subunidade ribossomal 40S originando o complexo de pré-
iniciacdo 43S, que, em seguida, se liga ao “cap” e forma o complexo 48S. Ligado ao
“cap”, o complexo 43S se move ao longo da regido 5’-n&o traduzida (5’-UTR) do
MRNA até o reconhecimento do codon iniciador, auxiliado por fatores de iniciacéao.
Na sequéncia, ocorre uma mudanca conformacional no complexo iniciador
resultando na hidrolise de moléculas de GTP, promovendo a ligacdo das
subunidades ribossomais, formando um complexo 80S competente para a traducao
(JACKSON et al., 2010).

A elongacao da traducao tem inicio com o pareamento do anticédon presente
no aminoacil-tRNA e do codon correspondente do mRNA, no sitio A (aminoacil) do
ribossomo. O correto pareamento codon-anticédon, hidrolisa uma molécula de GTP,
ativando o centro peptidil-transferase da subunidade 60S, que catalisa a formacao
de uma ligacao peptidica entre o aminoacido ligado ao tRNA posicionado no sitio A
(aminoacil) e a cadeia polipeptidica nascente, posicionada no sitio P (peptidil). Apos
a formacao da ligacdo peptidica, ocorre a translocacédo, etapa responsavel pela
movimentacdo dos dois tRNAs e do mRNA através do complexo ribossomal na
janela de leitura (KURATA et al., 2010). O Fator de elongacdo Ts mitocondrial
(EFTS) é codificado pelo gene TSFM. A proteina resultante € uma enzima que
catalisa a troca de nucleotideos guanina durante a traducéo, na fase elongacéo da
proteina mitocondrial (Uniprot, 2011).

O término da tradugcdo ocorre quando um codon terminador é translocado
para o sitio ribossomal A, sinalizando para a liberacdo da cadeia polipeptidica do
peptidil-tRNA localizado no sitio P. Esse processo é mediado por fatores de
terminacdo da traducdo. O fator eRF1 reconhece os codons de terminagcdo e
promove a liberagcdo da cadeia polipeptidica através da interagdo com o centro
peptidil-tranferase da subunidade 60S. Por fim, as subunidades ribossomais s&o
recicladas para que possam ser utilizadas em um novo ciclo de tradug¢ao (JACKSON
et al., 2010).

155



Aspartil-tRNA sintetase faz parte de um complexo multienzimatico do
aminoacil-tRNA sintetases, fundamental para a sintese proteica. A ligacdo do
aminoacido ao seu tRNA é realizada através da acdo das aminoacil-tRNA sintetases
(aaRS). A sintetase liga inicialmente uma molécula de ATP e o correspondente
aminoacido (ou seu precursor) para formar un aminoacil-adenilato, com libertacdo
de uma molécula de pirofosfato. O complexo adenilato-aaRS liga-se entdo a
molécula de tRNA apropriada, e o aminoacido € transferido do aa-AMP para a

tltima base de tRNA na extremidade 3' da molécula (Uniprot, 2011).

7.5.7 Biossintese de nucleotideos

Constituiram 0,68% das proteinas identificadas neste trabalho, com apenas
uma banda e uma proteina encontrada. Nesta categoria, a Unica proteina
identificada foi Nucleosideo difosfato quinase A (NDPKA), codificada pelo gene
NM23-H1. O produto do gene NM23-H1 € uma NDP quinase, identificada em seres
humanos com a isoforma A, purificada a partir de eritrocitos. Apresenta alta
homologia com o produto do gene NM23-H2, identificado como o NDP quinase,
isoforma B. As NDP quinases apresentam 17-20 kDa e catalisam a fosforilacdo de
difosfato de nucleosideos em trifosfatos de nucleosideos, principalmente a partir do
ATP sintetizado em reacdes de fosforilagdo oxidativa (TEE et al., 2006).

As funcBes de NDP quinases amplamente aceitas sdo: (1) doador ATP para
a sintese de NTPs, necessarios na sintese de &cidos nucléicos e varios
intermediarios metabdlicos importantes que incluem UDP-glicose e alguns CDP-
lipidios derivados; (2) catalisam a transfosforilacdo entre GTP produzidos no ciclo de
Krebs e ADP; e (3) fornecem GTP para a sintese protéica, sinalizacdo da proteina G
e polimerizacdo da tubulina. Nucleotideos ndo adenilados, especialmente GTP,
apresentam numerosas funcées metabdlicas e reguladoras na célula. Além disso,
as proporcdes [GTP] / [GDP] e [ATP] / [ADP] podem ser mantidas de diferentes
maneiras a partir de processos metabdlicos distintos e se NDP quinase é impedido
de atuar livremente em equilibrio com nucleotideos de adenina e guanina (TEE et
al., 2006).
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NM23/NDP quinase esta relacionado a componentes do citoesqueleto, como
a vimentina e tubulina, e envolvido em aspectos espaciais da sinalizagao celular.
Ativacdo de receptores transmembrana, muitas vezes altera a organizacdo do
citoesqueleto e a associacdo de NM23/NDP quinase com proteinas estruturais, que
atuam na dindmica do citoesqueleto de remodelacdo apds estimulacdo externa.
Redes Vimentina mostram uma tendéncia a formar emaranhados e pacotes que
podem ser mais densos quando reunidos na presenca de NM23/NDP quinase,
presumivelmente porque mais de um filamento pode interagir com o hexamero
qguinase. A superexpressdo de NM23/NDP quinase poderia reduzir a flexibilidade
necessaria para a plasticidade do citoesqueleto e movimento celular e essa
propriedade poderia ser a base para agbOes supressivas de motilidade.
Posteriormente, a invasdo em tecidos por células cancerosas €, normalmente,
inibida (TEE et al., 2006).

Em nivel celular, NM23-H1 pode apresentar respostas interessantes, embora
contraditorias, demonstradas em diferentes tipos de células cancerosas. Em células
de melanoma e carcinoma de mama, por exemplo, a superexpressdo do nm23-H1,
com resposta reduzida de TGF-B1, foi observada. A motilidade em resposta a
fatores de crescimento derivado de plaquetas e outros componentes do soro é
intensamente inibida. Além disso, h& sugestbes de que o acetato de
medroxiprogesterona eleva a expressao do gene supressor de metastase nm23-H1,
reduzindo assim a colonizacdo metastatica em células de carcinoma de mama

humano com potencial de metastatisar (PALMIERI et al., 2005).

7.5.8 Reguladores do crescimento e da proliferacao celular

Constituiram 9,52% do total de proteinas identificadas neste trabalho.
Composto por 14 spots e 11 proteinas diferentes: Antigeno KI-67 (KI167); Caspase-
14 (CASPE); Fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1 (APAF); Inibidor
de dissociacdo Rho GDP 1 (GDIR1); Inibidor de dissociacdo Rho GDP 2 (GDIR2);
Inibidor de dissociacdo alfa de Rab / GDP (GDIA); Proteina zeta/delta (1433Z2)
Proteina 14-3-3 teta (1433T) Proteina 14-3-3 gama (1433G) Proteina 2 ligada a
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receptor de fator de crescimento (GRBZ2); Serinal/treonina fosfatase do tipo 1,
subunidade catalitica PP1-beta (PP1B).

O Antigeno KI-67 (KI67) € uma proteina nuclear diretamente associada a
proliferacdo celular, codificada pelo gene MKI67. Est4 presente nas células em
proliferacdo, nas fases G1, S, G2 e M, exceto na fase GO. A proteina KI67 & um
indicador de prognostico adverso e sua hiperexpressdo se correlaciona com
atividade mitética elevada, indiferenciacdo celular e maior tendéncia a invasao. O
anticorpo  monoclonal KI67 reage com uma proteina nuclear, presente
exclusivamente em células em proliferacdo. A determinacdo da expressao do KI67
constitui um método importante para avaliacdo da atividade proliferativa das células
tumorais. A expressdo aumentada de KI67 indica um elevado indice proliferativo,
maior agressividade ao tumor e tem sido associada a menor sobrevida livre de
doenca. Foi observada uma elevada expressao de KI67 nos tumores de mama do
tipo triplonegativo e expressao diminuida nos tumores do tipo luminal.

A proteina Caspase-14 (CASPE) é uma protease da familia caspase,
codificada pelo gene CASP14, localizado no cromossomo 19p13.12. As proteases
cisteina aspartato especificas (caspases) sao responsaveis pela apoptose celular e
estdo envolvidas, em sua maioria, em processos inflamatorios. A forma de
zimogénio de todas as caspases € composta de um dominio maior e pequenas
subunidades cataliticas, que dimerizam para formar a enzima ativa. A Caspase-14 é
o0 membro mais divergente da familia das caspases de mamiferos, conservada
evolutivamente, e apresenta uma variedade de caracteristicas Unicas (DENECKER
et al., 2008). O seu processamento proteolitico foi associado principalmente a
diferenciacao das células epiteliais. Também, € expressa em um numero limitado de
tecidos. Koenig et al. (2005) descreveram que 40% dos carcinomas de células
escamosas de pulmdo, 22% dos canceres de mama, e cerca de 80% dos
carcinomas do colo do Utero expressam a Caspase-14. A imuno-histoquimica
revelou também que a Caspase-14 esta localizada em areas de diferenciacdo, em
sitios de necrose. AlteracGes especificas do tumor na expressdo de caspase-14
sugerem que as diferencas na sua expressao podem definir os subconjuntos de
canceres de origem epitelial, com diferentes comportamentos clinicos. Além dos
carcinomas da mama ductal, in situ e invasivo, metaplasias apocrinas e lesdes
histolégicas também apresentam niveis aumentados de Caspase-14. Delinear os

mecanismos responsaveis pela alteracdo da expressdo da Caspase-14 em
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canceres podem eventualmente fornecer insights sobre o0s mecanismos
carcinogénicos de tecidos especificos e elucidar rotas de sinalizagdo que envolvem
a regulacdo desta protease, além de contribuir para elaboracdo de estratégias
terapéuticas (KRAJEWSKA et al., 2005).

O Fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1 (APAF ou APAF-
1) é codificado pelo gene APAF1, localizado no cromossomo 12¢g23.1. APAF-1
constitui uma proteina citoplasmatica de 130 kDa envolvida em vias iniciais que
controlam a apoptose. Esta proteina contém trés regiées funcionais: um dominio N-
terminal de recrutamento da caspase 9 (CARD); um dominio de ATPase (CED4); e
um regulatério C-terminal com repeticdes de WD-40. Ao se ligar ao citocromo C,
liberado da mitocdndria no inicio do processo de morte celular por apoptose, APAF-
1 constitui parte do apoptossomo e participa com a Caspase-9 da ativacdo do
citocromo-C dependente de Caspase-3 que, posteriormente, desencadeia a
ativacao de outras caspases e coordena o processo de morte celular por apoptose
(Uniprot, 2011). Em células de mamiferos, APAF-1 forma um complexo ternario com
a Caspase-9 e BCLxL, um membro anti-apoptético da familia BCL2, com BCLXxL
sendo capaz de inibir a ativacdo da caspase-9 pela APAF-1. A associcao de varias
outras proteinas pode impedir a formacdo de um apoptossomo ativo. Uma das
proteinas de choque térmico, HSP70, é capaz de inibir a apoptose, impedindo o
recrutamento de caspase-9 a APAF-1. Esta proteina pode se associar também a
outras proteases, incluindo a caspase-4, caspase-8, e CED3 em células de
mamiferos. Soengas et al. (2001) descreveram que APAF-1 € inativada em
melanomas metastaticos e que isso resulta em defeitos na determinacdo da morte
celular por apoptose. APAF-1 parece ser um regulador chave da morte celular
programada no desenvolvimento dos mamiferos, embora a apoptose também
ocorra através de processos alternativos da sinalizacdo independente de APAF-1
expressao e totalmente dissociada de qualquer tratamento de caspases. Vinothini et
al. (2011) observaram uma diminuicdo na expressdo de APAf-1 em pacientes com
cancer de mama, sendo observado uma variagdo maior em pacientes com tumores
de mama grau lll e/ou mulheres na menopausa.

O Inibidor de dissociagdo Rho GDP 1 (GDIR1) e o Inibidor de dissociacao
Rho GDP 2 (GDIR2), sdo codificados pelos genes ARHGDIA e ARHGDIB,
respectivamente, conhecidos como genes Rho. Pertencentem a superfamilia de

genes RAS codificadores de pequenos nucleotideos de guanina (GTP / GDP). As
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proteinas ARH podem ser mantidas no estado inativo vinculados a GDP e/ ou
associadas a inibidores da dissociacédo do GDP, como ARHGDIA (Uniprot, 2011).

O gene ARHGDIA (Rho GDP dissociation inhibitor/ alpha), esta localizado
no cromossomo 17g25.3, enquanto o gene ARHGDIB (Rho GDP dissociation
inhibitor/ beta) em 12p12.3. Os genes pertencem a familia das GDIs e tem um
importante papel no crescimento celular normal. Codificam proteinas regulatérias
gue atuam primariamente controlando atividades de Rho-GTPases. A sinalizacéo
aberrante destas moléculas € comumente observada em alta porcentagem de
canceres humanos, e tem sido envolvida em praticamente todos os aspectos do
fen6tipo maligno, como: aumento da proliferacdo de células tumorais, promocédo da
angiogénese e aquisicdo de atividades metastaticas e invasivas (ZHANG, 2006). A
maioria das Rho GTPases alterna entre a forma ativa (GTP-ligado) e inativa (GDP-
ligado), em ciclo regulado por GEFs (guanine nucleotide exchange factors) e GAPs
(GTPase activating proteins), além das GDIs (guanine nucleotide dissociation
inhibitors) (HEASMAN & RIDLEY, 2008).

A super expressdao de RhoGDI em varias linhagens celulares induz a
auséncia de funcdo das actinas do citoesqueleto e a perda da aderéncia ao
substrato. E super expressa em diversos tipos de canceres humanos; incluindo os
mamarios. Também foram observados altos niveis de expressdo de RhoGDI em
linhagens celulares quimioresistentes, sugerindo que esta proteina desempenha um
papel importante de resisténcia a drogas, protegendo as células cancerosas contra
apoptose induzidas por diferentes agentes quimioterapicos (ZHANG et al., 2005).

O Inibidor de dissociacédo alfa de Rab / GDP (GDIA), codificado pelo gene
GDI1 localizado no cromossomo Xg28, também séo capazes de regular a reacao de
troca GDP-GTP de membros da familia Rab, pequenas proteinas ligantes de GTP
na superfamilia Ras. GDIs diminuem a taxa de dissociacdo do GDP a partir de
proteinas Rab, liberando o GDP de proteinas Rabs ligadas a membrana. GDI1 é
expresso principalmente em tecidos neurais e sensoriais e estdo envolvidas no
trafico de moléculas em vesiculas, entre organelas celulares. Mutacées no GDIA
tém sido associadas a retardo mental inespecifico associado ao cromossomo X
(Uniprot, 2011). Uma relacéo direta com o desenvolvimento do cancer de mama néo
foi estabelecida.

A familia 14-3-3 é composta por proteinas diméricas, altamente conservadas,

encontradas em plantas e mamiferos, codificadas por sete genes distintos em
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mamiferos (alfa/ beta, épsilon, eta, gama, tau/ teta, zeta/ delta e sigma) e estdo
presentes em praticamente todos os tecidos. Entre as proteinas identificadas, 14-3-
3 gama é codificada pelo gene YWHAG (tyrosine 3-monooxygenase/ tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, gamma polypeptide), localizado no cromossomo
7911.23. E induzida por fatores de crescimento humano em células musculares lisas
e também é altamente expressa no musculo esquelético e no corac¢do, sugerindo
um papel importante desta proteina no tecido muscular. Apresenta associagdo com
RAF1 e proteina quinase C, envolvidas em vias diferentes de transducao de sinal. A
proteian 14-3-3 teta é codificada pelo gene YWHAQ, localizado em 2p25.1. A
proteina 14-3-3 zeta/ delta € codificada pelo gene YWHAZ, no cromossomo 8qg23.1.
Esta ultima, interage com a proteina IRS1, sugerindo um papel na regulacdo da
sensibilidade a insulina (Uniprot, 2011).

Uma caracteristica deste grupo € a capacidade de se ligarem com proteinas
fosforiladas em residuos de serina e treonina, além de moléculas sinalizadoras
incluindo quinases, fosfatases, e receptores transmembrana. Esta interacdo com
outras proteinas faz com que proteinas da familia 14-3-3 desempenhem um papel
importante nos processos regulatorios, como: transducdo de sinal, divisdo celular,
diferenciacao, sobrevivéncia, apoptose, e cancer. As proteinas da familia 14-3-3
apresentam ainda um efeito inibitério sobre a progressao do ciclo celular, mantendo,
direta ou indiretamente, a ciclina-dependente de quinase Cdc2 em uma forma
inativa, impedindo a progressao da fase G2-M. Também estimulam o fator de
transcricdo p53, resultando na inibicdo da transicdo da fase G1-S (HEMERT et al.,
2001).

O gene GRB2, localizado no cromossomo 17g25.1, codifica a Proteina 2
ligada a receptor de fator de crescimento (GRB2). Esta proteina se liga ao receptor
do fator de crescimento epidérmico e apresenta um dominio SH2 e dois dominios
SH3. O receptor do fator de crescimento ligado a proteina homologia Src 2 (SH2
Grb2) desempenha um papel importante na via de sinalizacdo de Ras e Akt, que
envolve a proliferacédo e a diferenciacdo celular. Antagonistas de SH2-Grb2 tornam-
se alvos potenciais para o desenvolvimento de agentes anticarcinogénicos.
Peptideos com alta afinidade para o dominio Grb2-SH2 foram elaborados e testados
guanto seu efeito antiproliferativo em células humanas de cancer de mama, sua
especificidade para células cancerosas, e seus efeitos sobre a citotoxicidade e

sobre o ciclo celular. Estes resultados fornecem informagfes importantes para o
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desenvolvimento de agentes anti-cancer (McDONALD et al., 2008), . Apesar de ser
um fator central na sinalizagdo mitogénica e um alvo para intervencgao terapéutica, o
papel de oligomerizacdo Grb2 na sinalizacdo celular ndo é bem compreendida.
Modelos estruturais 3D de dimeros e mondmeros Grb2 sugerem que O rearranjo
conformacional, mediante simples dimerizacdo pode surgir a partir de trocas nos
dominio (CHEN et al., 2010). O mesmo estudo fornece insights sobre o papel da
Grb2 como um adaptador no circuito de sinalizagdo celular e como dimerizacéo
Grb2 pode apresentar alta fidelidade na transducéo de sinal, bem como levar a uma
amplificacdo de sinal rapida mediante a estimulacéo de receptores.

A Serina/treonina fosfatase do tipo 1, subunidade catalitica PP1-beta (PP1B),
€ uma das trés subunidades cataliticas da proteina fosfatase 1 (PP1). PP1 € o
principal tipo de serinal/treonina fosfatase codificada pelo gene PPP1CB e apresenta
peso molecular de 37 kDa. Esta envolvida na regulacdo de uma variedade de
processos celulares do ponto de vista genético, farmacologico e bioquimico. Atuam
em vias de sinalizacdo celular reguladas por fosforilacdo/ desfosforilagcdo de
proteinas. A adicdo ou remoc¢ao do grupamento fosfato de uma proteina pode gerar
um reconhecimento para interacdo proteina-proteina, o controle da estabilidade
protéica e, o mais importante, modular atividade de enzimas. Mutacdes em PP1
levam a defeitos na mitose, meiose, integridade celular, metabolismo do glicogénio,
contracdo muscular e sintese de proteinas. A importancia de proteinas fosfatases
na regulacdo de varios eventos celulares sugere a utilizacdo das mesmas como
alvos terepéuticos para a descoberta de novas drogas. No entanto, a inibicdo das
mesmas pode ser inespecifica e, portanto, apresentar efeito sisttmico (AOYAMA et
al., 2003).

7.5.9 Degradacéo protéica

Constituiram 5,44% do total de proteinas identificadas. Foram analisados oito
spots e cinco proteinas diferentes foram encontradas. As proteinas identificadas
nesta categoria foram: Aminopeptidase citosolica (AMPL), Catepsina D (CATD);
Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1 (PSME1) , Complexo ativador do
proteossoma, subunidade 2 (PSME2); e Ubiquitina tioesterase (OTUB1). As
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magquinarias de degradacdo de proteinas atuam como suporte essencial para
manter a homeostase celular.

Aminopeptidase citosdlica (AMPL) € codificada pelo gene LAP3, localizado no
cromossomo 4p15.32. AMPL constitui uma enzima dependente de zinco, da classe
das hidrolases, que catalisa a remocdo de aminoacidos N-terminais da maioria dos
peptideos, particularmente aqueles com residuos de leucina na regido N-terminal,
exceto aqueles com residuos de lisina e arginina. Este processo ocorre no citosol
celular dos tecidos, com atividade elevada no duodeno, figado e rim. A relagcéo
desta proteina com o cancer nao foi descrita.

O gene CTSD codifica uma protease lisossomica, a Catepsina D (CATD),
composta de um dimero dissulfeto de cadeias ligadas, pesada e leve. A transcricao
deste gene tem inicio a partir de diversos sitios, incluindo o local de partida para um
transcrito regulado por estrogénio. Mutacdes nesse gene estdo envolvidos na
patogénese de varias doencas, incluindo cancer de mama e, possivelmente, a
doenca de Alzheimer. A funcado bioldgica primaria de catepsina D enzimaticamente
ativa € a degradacao protéica em meio acido de lisossomos. A falha dessa funcéao
pode resultar no acumulo de lipofuscina em diversos tipos de células,
neurodegeneracédo, a regressao do desenvolvimento e perda visual. Pro-catepsina
D, secretada pelas células tumorais, atua como mitégeno e estimula as células do
estroma em suas propriedades pro-invasivas e pro-metastaticas. Os niveis de pro-
cathepsin D / catepsina D representam um fator progndstico independente em uma
variedade de canceres. Foram observados niveis no soro de pro-catepsina D de 5%
em pacientes com cancer de mama comparado a 3% em controles sadios.
Cathepstin D ndo apresenta potencial para o diagndstico de carcinomas da mama
guando examinado isoladamente, no entanto, pode, eventualmente, mostrar
potencial para o diagndstico quando incorporado a ensaios associados a outros
antigenos tumorais (PIURA & PIURA, 2010).

A Ubiquitina tioesterase (OTUBL1) é codificada pelo gene OTUBL, localizado
no cromossomo 11g13.1. E um membro da superfamilia de OTU (tumor de ovario)
da classe de cisteinas proteases. A proteina codificada é uma ubiquitina-peptidase
altamente especifica, que se une a ubiquitina de cadeia (poli) ramificada, mas nao a
partir de substratos ubiquitilados. Interage, também, com outra protease ubiquitina e

uma ubiquitina E3 ligase que inibe a transcricdo de genes de citocinas no sistema
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imune. Atua vias especificas de dependente de ubiquitina, possivelmente através de
uma funcgéo de edicdo para o crescimento da cadeia poliubiquitina (Uniprot, 2011).

Em geral, na via da ubiquitina, as proteinas sao degradadas por um complexo
de protease 26S (também designado por proteassoma) que reconhece as proteinas
a ser degradas pela presenca de ubiquitina nestas. A ubiquitina € uma proteina,
presente em todas as células eucarioticas, que possui um importante papel na
marcacdo de proteinas para a sua degradacdo. Trés enzimas (E;, E, e Ej)
participam na conjugacao de ubiquitina as proteinas. Inicialmente, a enzima E; liga-
se a ubiquitina tornando-a ativa. A ubiquitina ativada € entdo ligada a enzima E; e
posteriormente a enzima Es; que catalisa a transferéncia da ubiquitina para a
proteina-alvo. Esta proteina ubiquitinada é depois digerida por um complexo de
protease 26S. Esta protease energizada por ATP poupa a ubiquitina, que é
reciclada, desdobra a proteina e digere-a (SIJTS & KLOETZEL, 2011).

O Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1 (PSME1) e o Complexo
ativador do proteossoma, subunidade 2 (PSMEZ2), sdo codificados pelos genes
PSME1 e PSME2, ambos localizados no cromossomo 14q12. O proteossoma 26S &
um complexo proteinase multicatalitico com uma estrutura altamente ordenada
composta de 2 complexos, um ndcleo 20S e um regulador 19S. Os proteossomas
estdo distribuidos por todas as células eucaridticas em alta concentracdo e atuam
degradando peptideos em um processo dependente de ATP / ubiquitina em uma via
nao-lisossomal. Uma funcdo essencial do proteossoma modificado, o0s
imunoproteossomas, € a transformacédo de peptideos do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe |. Os imunoproteossomas contém um
regulador alternativo, conhecido como o regulador 11S ou PA28, que substitui o
regulador 19S. Trés subunidades (alfa, beta e gama) do regulador 11S foram
identificados. O gene PSMEL1 codifica a subunidade alfa do regulador 11S, enquanto
0 gene PMSE2 codifica a subunidade beta do regulador 11S, induzidas pelo
interferon-gama. No final, trés subunidades alfa e beta se combinam para formar um
anel heterohexamerico (Uniprot, 2011). Para desencadear uma resposta imune,
receptores de células T precisam visualizar um epitopo na superficie da célula,
apresentado pelo MHC. Embora ainda haja muito para ser elucidado a respeito da
inter-relagéo do sistema imunoldgico com o cancer, os conhecimentos atuais sobre

a resposta imune e anticorpos tumorais, criam amplas perspectivas de acdo no
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sistema imunolégico e na antigenicidade tumoral, com potencial para auxiliar no

diagnostico e terapia de diversas neoplasias (WEINBERG, 2008).

7.5.10 Detoxificagéo e proteinas redox

Compreendem 2,72% do total de proteinas identificadas. Neste grupo estédo
incluidas, em quatro bandas, quatro enzimas identificadas como: Peroxiredoxina 1
(PRDX1), Peroxiredosina 4 (PRDX4), Peroxiredoxina 6 (PRDX6) e Glutationa S-
transferase P (GSTP1). As proteinas de detoxificacdo e proteinas redox sé&o
enzimas que assumem papéis fundamentais relacionados ao catabolismo celular e
regulacdo da homeostase celular e do organismo. Uma série de evidéncias
experimentais sugere que o estresse oxidativo medeia varias respostas celulares e,
por sua vez, o controle de reducédo / oxidacéo (redox), fundamental na manutencéo
de processos metabadlicos do organismo (DONG-YOUNG et al., 2001).

A familia peroxiredoxina (PRDX) € constituida por enzimas antioxidantes, que
reduzem o peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos de alquila de agua e alcool, com
a utilizacdo de equivalentes redutores derivados de tiol. A Peroxiredoxina 1
(PRDX1) é codificada pelo gene PRDX1, localizado no cromossomo 1p34.1. Esta
proteina desempenha um papel antioxidante protetor das células e pode contribuir
para a atividade antiviral de células de linfécitos T CD8 (+). Pode apresentar ainda
um efeito proliferativo e desempenhar um papel importante na origem e progressao
de neoplasias. A Peroxiredosina 4 (PRDX4) é codificada pelo gene PRDXA4,
localizado no cromossomo Xp22.11. Esta proteina apresenta um papel regulatorio
na ativacdo do fator de transcricdo NF-kappaB. Outra proteina identificada, a
Peroxiredoxina 6 (PRDX6) € codificada pelo gene 1g25.1, localizado no
cromossomo 1g25.1. Esta proteina é uma enzima bifuncional com dois sitios ativos
distintos, um membro da familia de proteinas tiol-especifica antioxidante. Esta
envolvida na regulacdo redox da célula, que reduz hidroperéoxidos de cadeia curta,
acidos graxos e fosfolipidios. Pode desempenhar um papel na regulacdo do volume
de fosfolipidios, bem como na protecéo contra lesdes oxidativas (Uniprot, 2011).

Nos ultimos anos, o sistema peroxiredoxina tem recebido maior atengdo por

sua eficiéncia antioxidante. A familia PRDX tem seis membros distintos localizados
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no citoplasma e em varios locais subcelulares, incluindo peroxissomos e
mitocondrias, e desempenha fungbes relevantes no controle da sinalizagéo celular
(DONG-YOUNG et al., 2001). Alguns dos membros do PRDX também apresentam
efeitos sobre a diferenciagdo celular e apoptose e foram encontrados
superexpressos no cancer de mama. A expressao de peroxirredoxinas aumentada
em neoplasias de mama sugere a inducdo de PRDX como resposta ao aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio em tecidos tumorais (KARIHTALA et al.,
2003).

A Glutationa S-transferases (GSTs) sdo uma familia de enzimas que
desempenham um papel importante na detoxificagéo, catalisando muitos compostos
hidrofobicos e eletrofilicos com a glutationa reduzida. Com base na funcéo
bioquimica, imunologica, e nas propriedades estruturais, as GSTs solUveis sao
classificadas em quatro classes principais: alfa, mu, pi, e teta. A proteina Glutationa
S-transferase P (GSTP1) é codificada pelo gene polimorfico GSTP1 (glutathione S-
transferase pi 1), localizado no cromossomo 11g13. E essencial para o metabolismo
de xenobidticos e desempenha um papel na susceptibilidade ao cancer e outras
doencas. Estrégenos e componentes quimicos ambientais atuam como potenciais
carcindégenos e desempenham um papel importante na génese e progressao do
cancer de mama. Assim, os polimorfismos dos genes que codificam enzimas
envolvidas na biossintese de estrogénio e na ativacdo metabdlica de pro-
carcindgenos e intermediarios genotdxicos, como o citocromo P450 (CYP17), e
sistemas enddégenos de eliminacdo de radicais livres, como a glutationa S-
transferase (GSTP1) pode influenciar a susceptibilidade individual ao cancer de
mama. A expressdo aumentada do gene GSTP1 tem sido associada com a
transformacdo maligna, resisténcia as drogas antitumorais e diminuicdo da
sobrevida (ANTOGNELI et al., 2009).

7.5.11 Proteinas com atividade extracelular

Constituiram 12,24% do total de proteinas identificadas neste trabalho. Em 18
spots foram encontrados 10 proteinas distintas. Entre elas: Alfa-1 antitripsina
(A1AT); Apolipoproteina A-I (APOA1); Cadeia beta do fibrinogénio (FIBB); Cadeia 2
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lg lambda, regido C (LAC2); Interleucina 6 (IL6); Proteina CYR61 (CYR61);
Serotransferrina (TRFE); Serpina B9 (SPB9); Vitronectina(VTNC); Zinco-alfa-2-
glicoproteina (ZA2G).

A proteina Alfa-1 antitripsina (A1AT) € codificada pelo gene SERPINAl
(serpin peptidase inhibitor, clade A, member 1), localizado no cromossomo 14q32.1.
A1AT é membro da superfamilia de proteinas denominada SERPINAS (inibidores
de protease serina) e desempenha um papel central na regulacdo de processos
proteoliticos. A proteina é um inibidor de serina protease, incluindo elastase,
plasmina, trombina, tripsina, quimotripsina, e ativador de plasminogénio. Estudos
recentes tém sugerido que a deficiéncia de A1AT esta associada ao aumento do
risco de desenvolver diferentes tipos de neoplasia. A diminuicdo dos niveis desta
proteina pode induzir atividade protease serina, aumentando assim o0
desprendimento de células malignas de seus locais de origem. Pode também atuar
na regulacdo da proliferacéo, inibicdo da apoptose e citotoxicidade dos linfocitos
(HAMRITA et al., 2009). A Serpina B9 (SPB9) é codificada pelo gene SERPINBY,
localizado no cromossomo 6p25.2. SPB9 também pertence a superfamilia de
SERPINAS, capazes de se ligar e inativar serinoproteinases. Essas interacdes
estdo envolvidas em muitos processos celulares, incluindo coagulagéo, fibrindlise,
fixacdo de complemento, remodelacdo da matriz e apoptose (Uniprot, 2011).

A Apolipoproteina A-1 (APOA1) é codificada pelo gene APOAL, localizado no
cromossomo 14g32.13. Este gene esta intimamente ligado com outros dois genes
da apolipoproteina no cromossomo 11. A proteina APOA1 é o componente principal
da lipoproteina de alta densidade (HDL) no plasma. Promove o efluxo do colesterol
dos tecidos para o figado, para que ocorra a excre¢ao, e atua como co-fator para a
lecitina colesterol aciltransferase (LCAT), responsavel pela formacédo de ésteres de
colesterol no plasma. Alteracdes neste gene estdo associados a distubios graves de
HDL no organismo, incluindo a doenca de Tanger e amiloidose sistémica nao-
neuropatica (Uniprot, 2011). Huang et al. (2006) observaram uma diminuicdo na
expressdo de APOAL no soro de pacientes com cancer de mama, comparado a
individuos controle, e sugerem ainda a avaliagdo desta proteina como um possivel
biomarcador tumoral.

A Cadeia beta do fibrinogénio (FIBB) é codificada pelo gene FGB, localizado
no cromossomo 4qg31.3. Constitui 0 componente beta do fibrinogénio, uma

glicoproteina presente no sangue composta de trés pares de cadeias polipeptidicas
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ndo idénticas. Ap6s uma leséo vascular, o fibrinogénio é clivado pela trombina para
formar fibrina, 0 componente mais abundante de coagulos sanguineos. Além disso,
véarios produtos de clivagem do fibrinogénio e fibrina regulam a adesédo celular,
vasoconstricdo e atividades quimiotaticas e mitogénicos de varios tipos de células.
MutagOes no gene FGB resultam em diversas doengas, incluindo afibrinogenemia,
disfibrinogenemia, hipodisfibrinogenemia e aumenta a tendéncia a tromboses.
Cortesi et al. (2009) verificaram uma diminuigdo da expressao de FIBB em fluido
aspirado de tumores de mama, quando comparados a tecidos mamarios nao
tumorais. A proteina FIBB, entre outras quantitativamente avaliadas, foi selecionada
como possivel candidata a biomarcador em carcinomas mamarios.

A Interleucina 6 (IL6) é codificada pelo gene IL6, localizado no cromossomo
7p15.3. E uma citocina que atua na inflamagdo e na maturacdo de células B. A
proteina é produzida principalmente em locais de inflamagéo aguda e cronica, onde
€ secretada no soro e induz uma resposta inflamatéria através da transcricdo dos
receptores de IL6. O funcionamento deste gene esta envolvido em uma grande
variedade de doencas associadas a inflamacao, incluindo a susceptibilidade ao
diabetes mellitus e artrite reumatoide juvenil sistémica, além de estar implicado na
tumorigénese. Tumores solidos desenvolvem hipoxia, como resultado do
fornecimento de O, inadequada. Curiosamente, os tipos de tumor com aumento dos
niveis de hipoxia sdo conhecidos por ter maior resisténcia a quimioterapia, bem
como o0 aumento do potencial metastatico. Sob condicbes de hipdxia (1,5% de O,),
as células do cancer de mama secretam altos niveis de IL-6, que servem para ativar
e atrair células progenitoras mesenquimais. IL6 atua de forma paracrina sobre essas
células estimulando a ativacdo das vias de sinalizacdo MAPK e Stat3, e
aumentando o potencial migratorio e as condi¢cdes de sobrevivéncia das células
(RATTIGAN et al., 2010).

A Proteina CYR61 (CYRG61) é codificada pelo gene CYR61, localizado no
cromossomo 1p22.3. A CYR61 € uma proteina rica em cisteina ligante de heparina
gue se liga a multiplos receptores de integrinas, podendo estar presente no citosol
e/ou associada a membrana celular e & matriz extracelular de células mesenquimais
e epiteliais. Atua na adeséao celular, no estimulo a migracéo celular e angiogénese,
e na sintese de DNA, operando como fator de crescimento promotor da proliferagéo
fibroblastica e de células endoteliais, bem como no estimulo da condrogénese em

células mesenquimais. CYR61 também promove a adesdo das células endoteliais
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através da interagdo com a integrina e aumenta a inducgdo do fator de crescimento e
a sintese de DNA. Durante a carcinogénese ocorrem varias modificagbes na
expressdo de proteinas, como a CYRG61, envolvida na proliferacdo celular e na
angiogénese. Foi demonstrado o aumento da expressdo da CYR61 em
adenocarcinomas mamarios de mulheres e seu possivel envolvimento em tumores
mediados por estrégenos. A avaliagdo da expressdo da CYR61 em neoplasias
mamarias de mulheres apresenta valor progndstico, pois essa proteina é um fator
pré-angiogénico e regulador do crescimento, e 0 aumento da sua expresséao indica
maior grau de malignidade, permitindo que a evolucao clinica da neoplasia seja
prevista, como a possibilidade de recidivas ou a sobrevida da paciente ndo tratada
(SAMPATH et al., 2001).

A Serotransferrina (TRFE), codificada pelo gene TF, € uma glicoproteina
com peso molecular aproximado de 76,5 kDa. A sua origem € resultado de um
evento de duplicacdo génica que levou a geracdo de homologos C e dominios N-
terminais, cada uma ligado a um ion férrico. A funcéo desta proteina € o transporte
de ferro do intestino, sistema reticuloendotelial, e de células do parénquima hepatico
para todas as células em proliferagcdo no organismo. Esta proteina também pode ter
uma funcéo fisioldgica importante associado a granuldcitos / proteina de ligacédo do
polen (GPBP), envolvidos na remocdo de matéria organica de determinados
alérgenos do soro. Evidéncia destacam ainda a relacéo entre inflamacéo e cancer,
em especial o cancer de mama. De particular interesse, estudos sugerem uma
ligacdo entre inflamacédo e o metabolismo do ferro em tumores. Acredita-se que a
homeostase do ferro, quando desregulada, pode constituir a base para um
microambiente inflamatorio no tecido maméario, direcionando células ductais /
estromais para uma transformacdo pré-maligna e evolucdo do cancer de mama
(MANELLO et al., 2011).

A Vitronectina (VTNC) é uma proteina da familia das pexinas codificada pelo
gene VTN, localizado no cromossomo 17q11.2. A vitronectina € uma glicoproteina
de 75 kDa, composta por 459 residuos de aminoacidos. E uma proteina secretada e
existe em qualquer forma de cadeia simples ou clivada, que formam duas cadeias
unidas por uma ligacdo dissulfeto. E encontrado no plasma sanguineo e na matrix
extracelular, no soro e em diversos tecidos, atuando na promoc¢éo da adesao celular
e se ligando a vérias serpinas inibidoras de proteases. Apresenta papel na

homeostase e na formagédo de tumores. A vitronectina contém uma sequéncia RGD
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gue serve como sitio de ligagdo de integrinas da membrana, que serve para ancorar
as células na matrix extracelular. O domino somatomedina B interage com o
receptor de urocinase. Esta interacdo tem sido associada a migragdo celular e
transducdo de sinal. Altos niveis plasmaticos de PAI-1 e do receptor de urocinase,
estdo relacionados com prognétisticos desfavoraveis em pacientes com cance de
mama. A adesao e migracao celular estdo diretamente envolvidas em processos de
invasdo e metastase.

A proteina Zinco-alfa-2-glicoproteina (ZA2G) é codificada pelo gene AZGP1,
localizado no cromossomo 7g22.1. Os intervalos de mais de 9,7 kb do gene, e sua
organizacao e sequéncia de nucleotideos sdo muito semelhantes aos dos primeiros
guatro exons dos genes MHC de classe I. No entanto, o gene AZGP1 nao apresenta
a informacao de codificacédo para dominios transmembrana e citoplasmaticos tipicos
dos genes MHC, consistente com a sua presenca em diferentes fluidos fisioldgicos
e patolégicos como uma proteina solavel. Além disso, contém uma elevada
densidade de sequéncias repetitivas, incluindo sequéncias Alu, MER, e elementos
MIR, ausentes em genes equivalentes MHC de classe I. Finalmente, a sua regido 5'-
flanqueadora ndo apresenta o complexo regulador do gene MHC de classe |, uma
sequéncia caracteristica. Estes dados podem explicar o padrdao de expressao
diferente de AZGP1 e genes MHC de classe | nos tecidos humanos. O genoma
humano contém também um suposto pseudogene isolado e caracterizado
parcialmente. Este pseudogene apresenta uma organizacao exon-intron idéntica a
do gene funcional, mas apresenta duas mutacdes deletérias no terceiro exon que
determinam o surgimento de codons de parada prematura. A glicoproteina humana
ZA2G apresenta funcdo importante no transporte de substancias e em processos de
reconhecimento intercelular. Estimula a degradacdo de lipidios em adipdcitos e
causa perdas extensas de gordura, associada a alguns carcinomas avancados. Esta
proteina estd presente em diversos fluidos biolégicos e é produzido em subtipos
especificos de cancer de mama (FREIJE et al., 1993).

A Cadeia 2 Ig lambda, regido C (LAC2), uma cadeia leve de imunoglobulina,
€ codificada pelo gene IGLC2, localizado no cromossomo 22g11.2. O RNAm é
traduzido no citoplasma e a proteina € transportada pelo lumen do reticulo
endoplasmatico. As imunoglobulinas consistem em dois tipos de cadeias
polipeptidicas, uma cadeia leve (L) e uma cadeia pesada (H). As imunoglobulinas

sdo enoveladas em dominios compactos, cada um com fun¢cdo molecular distinta,
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além disso, estes dominios assemelham-se uns aos outros em estrutura terciaria,
sugerindo uma cobertura peptidica comum. A recombinacdo, entretanto, permite
produzir uma extraordinaria diversidade de anticorpos a partir de uma quantidade
relativamente pequena de DNA codificador. As moléculas de imunoglobulinas,
glicoproteinas, sdo produzidas pelos plasmdcitos em resposta a um imunégeno e
funcionam como anticorpos. Ainda ha muito a ser elucidado a respeito da relacéo do
sistema imune com o cancer, no entanto, seu envolvimento em diversas neoplasias
é (WEINBERG, 2008).

7.5.12 Outras funcdes

Constituiu 0,68% do total de proteinas identificadas, sendo uma banda
correspondente a uma proteina: Ferritina, cadeia leve (FRIL). O gene FTL codifica a
subunidade luz da proteina Ferritina (FRIL), importante para o armazenamento
intracelular de ferro em procariotos e eucariotos. O acumulo de ferro intracelular
protege a célula dos efeitos toéxicos do metal livre constituindo uma reserva
rapidamente disponivel. A proteina é composta por 24 subunidades de cadeias de
ferritina, leves e pesadas. Variacdes na composi¢cdo das subunidades de ferritina
podem alterar as taxas de captacdo e liberacdo de ferro em diferentes tecidos
(Uniprot, 2011). FRIL esta presente em todas as células, especialmente naquelas
envolvidas na sintese de compostos que contém ferro, como 0S precursores
eritroides, e no metabolismo e reserva do ferro, em hepatécitos e macrofagos. A
ferritina pode ser encontrada sob a forma de depdsitos intracitoplasmaticos,
inclusdes lisossbmicas ou como aglomerados visiveis ao microscopio. A maior
concentragcdo no organismo encontra-se no figado e no reticulo de células do
sistema endotelial do figado, baco e medula Ossea; quantidades menores
encontram-se no coragao, pancreas, rins e no soro humano.

A ferritina se eleva em resposta a infeccbes, traumatismos e inflamacgdes
agudas. Seus niveis aumentam com o excesso de ferro, em pacientes transfundidos
e em neoplasias, especialmente leucemias e linfomas e nos carcinomas de mama,
figado, pulméo, coélon e prostata. Defeitos no gene da cadeia leve de ferritina

também estdo associados a diversas doencas neurodegenerativas e a doenga
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ocular hiperferritinemia-catarata. Ricolleau et al. (2006), identificaram a cadeia leve
de ferritina (FRIL), utilizando SELDI-TOF-MS e, posteriormente, confirmaram a
expressao diferencial da proteina por andlises de Western blot e imunohistoquimica.
O perfil da proteina mostrou claramente uma expressao diminuida em subgrupos de
pacientes com carcinomas mamarios / linfonodos negativos, associados, neste

caso, a um bom progndéstico no cancer de mama.

7.5.13 Queratinas do citoesqueleto

Constituiram 24,49% das proteinas identificadas neste trabalho, sendo 36
bandas e oito proteinas diferentes encontradas. As queratinas do citoesqueleto ou
citoqueratinas (CKs) sdo proteinas especificas que compdem uma parte essencial
do citoesqueleto. Como subgrupo particular de ‘Citoesqueleto e Proteinas
Associadas’ presente na classificacdo proposta, as CKs podem ser encontradas em
diferentes tipos de tecidos e constituem contaminantes comuns em analises
protedmicas. A contaminacéo pode ocorrer em todo o processo da técnica, desde o
preparo do extrato, focalizacdo isoelétrica, eletroforese bidimensional, como no
armazenamaneto dos géis e em espectrometria de massa. A presenca de cada
variante deve ser avaliada com cautela, o que justifica uma analise detalhada do
grupo antes de sua insercdo na classificacdo proposta por Minafra et al. (2006) em
‘Citoesqueleto e Proteinas Associadas’.

As CKs formam um grupo de proteinas dos filamentos intermediarios
encontradas em grande quantidade nas células epiteliais e sdo essenciais para o
desenvolvimento, diferenciacdo e proliferacdo celular. Os filamentos intermediarios
sdo constituidos de proteinas que formam uma parte importante do citoesqueleto e
fornecem topologia as células e tecidos. Essa estrutura intrinseca apresenta
propriedade de auto-organizacdo e capacidade de responder a estimulos externos.
Sao altamente dinamicas, variando continuamente em resposta a diversos
estimulos celulares, submetidas a processos reversiveis de desmontagem e
remontagem. Nao apenas ocorrem diferencas no nivel de expressdo de proteinas

do citoesqueleto durante processos de apoptose, proliferacdo, diferenciacdo e
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reversdo tumoral, mas também hé redistribuicdo e reorganizagdo dessas proteinas
no interior das células (EFFENBERGER et al., 2010).

Cerca de 20 diferentes tipos de CKs ja foram identificadas, codificadas por
genes em duas regides distintas, 17921.2 e 12q13.13, e classificadas
respectivamente como heterodimeros compostos por uma proteina acida menor,
tipo | (CKs 9 a 20), e outra basica maior, tipo Il (CKs 1 a 10). As CKs catalogadas
apresentam numeracdo especifica de acordo com valores distintos de peso
molecular e ponto isoelétrico. Existe uma clara associacado entre CKs do tipo | e do
tipo Il na formacdo dos filamentos intermediarios e cada célula, individualmente,
expressa o seu proprio tipo de queratina | e Il. A composicdo desses pares de CKs
pode variar de acordo com o tipo celular e seu grau de diferenciacdo. As CKs, que
apresentam relacdes bioquimicas e imunologicas de diversos graus, Sao expressas
em diferentes epitélios, em diferentes combina¢gbes de polipeptideos, com pH
variando entre 5 e 8, e massa molecular entre 40 a 68 kDa (MOLL, 1994,
SCHWEIZER et al., 2006).

Por exemplo, epitélios queratinizados como o encontrado na pele, expressam
as CKs 1, 2 e 10, porém as mesmas também podem ser encontradas em epitélios
nao queratinizados. As CKs 3 e 12 somente sdo encontradas na cérnea humana.
Os epitélios pavimentosos ndo queratinizados expressam as variantes 4 e 13, sendo
as CKs 5, 14 e 15 encontradas na camada basal de todos os epitélios estratificados
nos queratindcitos que compdem os foliculos pilosos. As CKs 6 e 16 sao
observadas nas células epiteliais em estado de hiperproliferacdo, como exemplo
observado em tecido tumorais (EFFENBERGER et al., 2010).

Foram observados 8 tipos distintos de queratina: Queratina do citoesqueleto
1, tipo II  (K2C1l); Queratina do citoesqueleto 3, tipo Il (K2C3); Queratina do
citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7); Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8);
Queratina do citoesqueleto 9, tipo | (K1C9); Queratina do citoesqueleto 10, tipo |
(K1C10); Queratina do citoesqueleto 16, tipo | (K1C16); Queratina do citoesqueleto
19, tipo | (K1C19). Algumas vezes, mais de um tipo de citoqueratina foi observado
na mesma banda excisada. Entre os resultados protéicos analisados, contudo, a
comparacao do perfil de MM e pl ndo se mostraram correspondentes em K2C1 e
K2C3, provaveis contaminantes. K1C9, K1C10 e K1C16 diferiram quanto a MM
esperada e observada. As proteinas K2C7, K2C8 e K1C19 apresentaram valores

significativos de MM e pl nos géis.
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Entre as CKs do tipo | identificadas, a proteina K1C9 constitui uma cadeia de
filamentos intermediarios expressos principalmete na epiderme terminal diferenciada
das palmas das méos e solas de pés. Mutacdes nesse gene causam queratodermia
epidermolitica palmoplantar. A citoqueratina K1C10 é uma proteina de funcéo
estrutural que forma os filamentos intermediarios e, juntamente com o0s
microfilamentos de actina e microtibulos, compoem o citoesqueleto das células
epiteliais. Mutacdes nesse gene estdo associadas com hiperceratose epidermolitica.
K1C16 esta asociado a expressdo da queratina 14 em uma série de tecidos
epiteliais, incluindo o es6fago, lingua e foliculos pilosos (Uniprot, 2011). A relacéo
destas citoqueratinas com o desenvolvimento de tumores mamarios nédo foi descrita.

A Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19) é codificada pelo gene
KRT19, localizado no cromossomo 17g21.2, junto a outros membros da familia de
citoqueratinas tipo | (Disponivel em<http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/
Location/Overview?db=core;g=ENSG00000171345;r=17:38497366-40192669>). A
proteina foi identificada neste trabalho em 10 bandas entre os géis analisados, com
valores observados de MM entre 42.00 e 43.00 e pl 4.74 e 5.43, prOximo ao
esperado de 44.08 kDa e pl igual a 5.04. Ao contrario de seus familiares
relacionados esta citoqueratina ndo se associa a outras citoqueratinas em células
epiteliais. E especificamente expressa na periderme e na epiderme transitoria, em
desenvolvimento. A proteina K1C19 estad presente no tecido mamario normal e
tumoral, no entanto, um aumento na regulacdo da expressao do gene KRT19 pode
contribuir para a reorganizacao do citoesqueleto e da matriz celular, elevando o seu
potencial metastatico (RAMOT et al., 2009; JOHANN JR. et al., 2009).

As CKs do tipo Il observadas neste trabalho, K2C7 e K2C8, sdo proteinas
basicas ou neutras, dispostas em pares de cadeias de queratina heterotipicas
durante a diferenciacdo e estratificacdo de tecidos epiteliais. K2C7 é expressa
especificamente no epitélio simples que reveste as cavidades dos 6rgaos internos e
nos ductos das glandulas e vasos sanguineos. O splicing alternativo pode resultar
em variantes diversas de transcricdo, no entanto, nem todas as variantes foram
plenamente descritos. O produto do gene KRT8, a proteina K2C8 normalmente
dimeriza com a queratina 18 para formar um filamento intermediario simples de uma
Unica camada de células epiteliais (Uniprot, 2011). Esta proteina desempenha um
papel na manutencdo da integridade estrutural celular e também funciona na

transducéo de sinal e diferenciagcdo celular. A relacdo entre alteragbes nesta
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proteina e o cancer de mama do tipo luminal ja esta estabelecida (Cf. TRASK et al.,
1990; JING et al., 1996; WALKER et al., 2007, EFFENBERGER et al., 2010). Os
genes que codificam as citoqueratinas tipo Il localizam-se em 12q13.13 (Disponivel
em <http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/  Location/View?ftype=ProteinAlign
Feature;id=P12035;r=12:51497035-54736686>).

A expressao alterada de genes que codificam citoqueratinas esta relacionada
com a transformacdo neoplasica. Alguns trabalhos sugerem que a expressao de
citoqueratinas permanece conservada durante a tumorigénese, permitinto a
descriminacao imunofenotipica de células basais/ mioepiteliais e luminais. Os genes
KRT5, KRT6, KRT14 e KRT17 s&o observados na maioria dos filamentos
intermediarios de células mioepiteliais em tecido mamario normal, enquanto KRTS,
KRT18 e KRT19 sao caracteristicos de células de carcinomas mamarios do tipo
luminal. As alteracdes na expressdo dos subtipos de citoqueratinas podem se
constituir como marcador histopatoldgico, fornecendo informacdes relevantes sobre
diferenciacao e origem dos carcinomas e auxiliando no diagndstico diferencial entre
carcinomas primarios e metastaticos (EFFENBERGER et al., 2010; KORDEK et al.,
2010).

O alto grau de especificidade tecidual apresenta-se como a principal
caracteristica das CKs, que além de ser o maior componente do citoesqueleto das
células epiteliais, possuem padrdo tipico de expressdo nos tecidos epiteliais
normais. De acordo com o tipo de tecido epitelial e estado de diferenciacao celular,
a expressao dessas proteinas pode sofrer variacbes. O estudo das alteracOes
epiteliais em estados patoldgicos, tem se baseado no conjunto de caracteristicas
apresentadas pelas CKs, onde o alto grau de conservacdo e resisténcia a
degradacdo, aliados a expressdo e antigenicidade, tornam-se relevantes para o
diagndstico diferenncial entre as neoplasias de origem epitelial (EFFENBERGER et
al., 2010).

7.6 Consideraces Finais

O céancer de mama é uma doenca complexa e clinicamente heterogénea. O

aumento da compreensdo da biologia deste cancer levou a avancos clinicos
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significativos no seu tratamento, principalmente devido ao desenvolvimento
diagnostico que permite a sua deteccdo precocemente. A identificacdo de
marcadores prognosticos moleculares confiaveis para se estimar o risco de
recorréncia e progressdo tumoral é de grande importancia, por contribuir para
decis@es de terapias adjuvantes e do tratamento pos-operatério.

A caracterizacdo de novos testes moleculares estabelece estratégias
individuais, baseadas no perfil genético do tumor de cada paciente, e quando
associadas as terapias-alvo tornam os tratamentos mais eficazes e ampliam a
expectativa clinica das pacientes. Pesquisas futuras e estudos prote6micos mais
detalhados deverdo contribuir para a descoberta de eventos inicias da
tumorigénese, bem como estabelecer os mecanismos que controlam a progressao
tumoral.

Devido a elevada variedade de proteinas expressas pelo genoma individual,
e da complexidade humana em padrdes protedémicos, decifrar parte significativa de
proteinas complementares ao cancer é ainda uma expectativa distante. A
disponibilidade de um mapa de referéncia detalhado das células de céncer de
mama, entretanto, pode ser muito 0til para a identificacdo de possiveis
biomarcadores no estudo de modulacdes protedmicas associadas a progressao do
cancer e a novos desenvolvimentos no tratamento farmacoldgico das neoplasias
mamarias.

Este trabalho representa um passo na identificacdo de proteinas somando
informacdes relevantes a outros trabalhos anteriormente publicados na tentativa de
definir perfis protéicos diferenciais no cancer de mama. A expectativa inicial do
trabalho, de certa forma, se cumpre. As proteinas diferencialmente expressas
identificadas na andlise protebmica comparativa, entre tumores primarios de mama
e respectivos linfonodos axilares, em sua maioria, podem estar diretamente
envolvidas no processo neoplasico. Alteracbes moleculares na expressao de
proteinas funcionais envolvidas na regulacdo da proliferacdo, diferenciagéo,
motilidade, apoptose e sinalizacdo celular podem sugerir potenciais biomarcadores
diagnosticos, prognésticos e como alvos terapéuticos. Estudos mais amplos,
envolvendo outras metodologias e maior nimero de amostras, contudo, sao
necessarios e devem contribuir de modo significativo para esclarecer uma
associacdo efetiva do envolvimento de genes e proteinas na carcinogénese

mamaria, em sua origem e evolugao.
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8. CONCLUSAO

2D-PAGE € uma técnica eficiente utilizada para a obtencdo de perfis
protéicos completos em diferentes tipos de tecidos, incluindo tumores. As vantagens
das aplicacoes de MS incluem ainda a sensibilidade e a rapidez na identificacéo de
proteinas amostras complexas. Com o0s avancos tecnolégicos, ndo apenas a
identificacdo de peptideos tem se concretizado; o mapeamento dos produtos
protéicos, a construcdo de estruturas tridimensionais de proteinas, analises
funcionais e as possiveis MPTs também atuam como ferramentas valiosas na
elucidacdo de vias envolvidas na origem e progressdo tumoral. Apesar da
importancia desta técnica a mesma deve ser aprimorada e metodologias adicionais
devem complementar e validar as proteinas diferenciais obtidas neste trabalho.

Proteinas diferenciais foram observadas tanto nos carcinomas primarios de
mama como nos linfonodos axilares, sendo mais evidentes quando se comparou as
amostras pareadas de ambos os tipos de tumores das sete pacientes. A analise do
conjunto dos tumores primarios e linfonodos axilares, no entanto, apresentou
diferencas menos significativas. Estes resultados observados nos dois tipos de
analise sao provavelmente devidos a procedimentos metodolégicos. Dentre as
proteinas identificadas, a maioria apresenta funcdes associadas a mecanismos
moleculares envolvidos na tumorigénese do cancer de mama, como, regulacédo da
divisdo e diferenciacdo celular, organizacdo do citoesqueleto, detoxificacao,
capacidade de adesdo e apoptose, justificando a importancia do método na
pesquisa do cancer.

Os dados obtidos neste trabalho fornecem informacdes para estudos
subsequentes correlacionando proteinas diferenciais e o seu envolvimento na
evolucdo de neoplasias, em variacdes interindividuais e intertumorais. Entretanto,
para uma compreensao mais efetiva da participacdo destas proteinas no processo
carcinogénico € necessario a complementacédo destes resultados através de novos
estudos diferenciais de expressdo protebmica, associados também a
transcriptbmica e genémica. Novas aplicacdes da prote6mica tornam-se relevantes
na identificacdo de potenciais biomarcadores para diagnéstico, prognéstico e / ou

como alvo terapéutico.
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RESUMO

A avaliacao de linfonodos axilares (LA) é um importante indicador clinico para o
prognostico no cancer de mama. Os mecanismos moleculares subjacentes a
linfangiogénese e a metastase linfonodal e o grau de divergéncia clonal que
caracterizam tumores primarios e metastases axilares, contudo, permanecem mal
compreendidos. Com o objetivo de contribuir para a compreensao de mudancas no
perfil protéico que podem direcionar a progressdo metastatica regional, foram
analisadas comparativamente amostras pareadas de tumores primarios de mama e
LAs metastaticos utilizando as metodologias protebmicas de eletroforese
bidimensional (2D-PAGE) e espectrometria de massa (MALDI-ToF). Os perfis
protedmicos de sete pacientes com carcinoma ductal invasivo revelaram padrdes
semelhantes de expressdo quando comparadas em conjunto, embora alteraces
individuais tenham sido observadas nos niveis de proteinas em alguns pares de
amostras. A evidéncia de similaridades no perfil protedmico geral entre tumores
primarios e LAs sugerem que as principais caracteristicas biologicas e moleculares
do tumor primario de mama sdo mantidas no linfonodo metastatico correspondente.
Por outro lado, as proteinas diferenciais observadas, em sua maioria, apresentam
funcdes biol6gicas relevantes para a carcinogénese mamaria, envolvidas na
organizacao do citoesqueleto, divido celular, diferenciacdo e apoptose. As variacdes
observadas também podem indicar possiveis marcadores de diagndstico,
prognostico e como alvo terapéutico, ou ainda contribuir para o entendimento das
vias biolégicas responsaveis pela progressdo neoplasica e metastase. Outras
metodologias com abordagens gendmicas e protedmicas, naturalmente, devem ser

utilizadas para a validagéo dos resultados.

Palavras-Chave: Proteoma; 2D-PAGE; Carcinoma mamario: Tumor primario e linfonodo axilar.
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ABSTRACT

The evaluation of axillary lymph nodes (ALN) is an important clinical indicator for
prognosis in breast cancer. The molecular mechanisms underlying
lymphangiogenesis and lymph node metastasis and the degree of clonal divergence
that characterizes primary tumors and metastatic axillary lymph nodes, however,
remain poorly understood. In order to elucidate changes in protein profiles that may
direct the regional metastatic progression, a comparative analyzed were evaluated
with paired samples of primary breast tumors and metastatic ALNs using proteomic
methodologies as bidimensional electrophoresis (2D-PAGE) and mass spectrometry
(MALDI-ToF). The proteome profiles of seven patients with invasive ductal
carcinoma revealed similar patterns of expression when compared together,
although individual changes were observed in protein levels in some pairs of
samples. The evidence of similarities in the overall proteomic profile between
primary tumors and ALN suggest that the main biological and molecular
characteristics of primary breast tumor is kept in the corresponding metastatic lymph
node. Moreover, the differential proteins observed have relevant biological functions
to breast carcinogenesis, involved in cytoskeletal organization, proliferation,
differentiation and apoptosis. The observed variations may also indicate possible
markers for diagnosis, prognosis and as therapeutic targets, or contribute to the
understanding of the biological pathways responsible for neoplastic progression and
metastasis. Other methodologies, genomics and proteomics approaches, naturally,

may be used to validate the results.

Keywords: Proteome; 2D-PAGE; Breast cancer: primary tumor and axillary lymph node.

l. INTRODUCAO

Uma das prioridades na pesquisa moderna do céancer de mama €
compreender 0s mecanismos moleculares envolvidos na origem e evolucéo tumoral,
gue resultam em metastases. A pesquisa em linfonodos é de grande importancia
para o reconhecimento e compreensao dos mecanismos iniciais relacionados ao
processo metastatico (VECCHI, et al., 2008).

Véarios grupos analisaram os perfis de expressdo génica de carcinomas

primarios da mama e suas metastases linfonodais utilizando microarranjos de DNA.
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De modo geral, poucas diferengas significativas foram observadas entre os dois
grupos amostrais quando o numero total de alteragbes cromossOmicas foi
comparado; o mesmo acontecendo quanto a complexidade cariotipica. Resultados
semelhantes foram observados por Santos et al. (2008), utilizando CGH. A auséncia
de diferencas significativas contudo nao define grande semelhanca entre as
amostras (SUZUKI & TARIN, 2007; LI et al., 2008).

Maiores detalhes foram revelados em analises de expressdo génica
comparando tumores primarios e linfonodos axilares. Suzuki & Tarin (2007)
encontraram 27 genes diferencialmente expressos, com significancia estatistica, nos
pacientes avaliados. Em sua maioria, sado genes que codificam para
metaloproteinases, colagenos e osteonectina/espartina, também indicados em
outros estudos como associados ao evento metastatico. Genes de
metaloproteinases e colagenos, sao superexpressos no tumor primario, o que
implica na maior atuacao destes em fases iniciais da carcinogénese.

De modo geral, 0os genes superexpressos em tumores primarios estao
envolvidos na degradacdo da matriz extracelular, potencial metastatico e
capacidade de disseminacdo. Os genes com expressdo aumentada atuam na
transcricdo, transducdo de sinal e resposta imune, proporcionando vantagens
proliferativas e de sobrevivéncia celular. Os genes NTS e PAX5 foram encontrados
superexpressos em linfonodos metastaticos, enquanto COL11A1, KRT14, MMP13,
TAC1 e WNT2 apresentaram aumento de expressao em tumores primarios de
mama. Diferencas de expressdo observadas em 51 genes no total sugerem o
envolvimento de um conjunto génico atuando para 0 sucesso da invasdo e
colonizacao de células tumorais em linfonodos (ELLSWORTH et al., 2009).

Vecchi et al. (2008) sugerem que componentes do estroma atuam em
conjunto com as células do tumor no processo de metastase. A perda de expressao
de SFRP2, POSTN e FN1 em metastases podem ocorrer devido a mudancas em
componentes epiteliais, que diferem no ambiente peritumoral inicial e metastatico.
Alguns genes, como SERPINB5, MMP7, APOD e LTF, apresentam associa¢cdo com
tumores, quando pouco expressos, e estdo relacionados com progndstico
desfavoravel e habilidade metastatica no cancer de mama. Divergéncias na
expressdo de CXCR4 e MMP9 também podem estar envolvidas no processo de

invasao.
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Nakagawa et al. (2006) observaram ainda a expressdo diferenciada de
timosina B-10, uma proteina de unido a actina, altamente conservada, envolvida no
crescimento e diferenciagdo dos varios tipos de células, com funcdo sugestiva na
invasao e metastase. Timosina 3 10 € altamente expressa em tecidos fetais e pouco
em tecidos adultos normais. A superexpressao desta proteina também € encontrada
em muitos tumores, incluindo cancer de mama. A superexpressao de ubiquitina, por
outro lado, estaria associada ao bom prognéstico no cancer de mama, obeservada
em pacientes linfonodo negativos.

As semelhancas observadas entre os tumores primarios e secundarios
fornecem evidéncias convincentes de que os processos bioldgicos fundamentais
gue determinam o aparecimento do fenétipo metastatico apresentam homologias
subjacentes. A identidade exata de genes e proteinas expressos que caracterizam a
invasédo ainda nao é totalmente clara, embora o uso de metodologias diferenciadas
possibilite a compreensdo da atuacdo do conjunto gendmico e protedmico. E
importante reconhecer, todavia, que o0s tumores ndo sao isolados de células
malignas, mas conjuntos complexos de diferentes tecidos, que incluem
componentes expressos das populacdes de células normais do hospedeiro atuando
em resposta ao tumor (SUZUKI & TARIN, 2007).

A analise de amostras pareadas de tumores primarios de mama e linfonodos
axilares da mesma paciente tém possibilitado a determinacdo do grau de
divergéncia clonal e heterogeneidade genética que caracterizam o processo de
metastase, fundamental ndo apenas para a melhor compreenséao da sua biologia,
mas também como indicativa de um comportamento clinico particular de cada
neoplasia (SUZUKI & TARIN, 2007; VECCHI, et al., 2008).

Através de metodologias protedbmicas, com géis bidimensionais, foram
avaliadas proteinas em tumores primarios de mama e linfonodos axilares
mestasticos. Os resultados mostraram uma alta similaridade entre os perfis de
expressdo protedbmica global dos tumores primarios e linfonodos axilares
correspondentes. Apesar das semelhancas observadas, foram detectadas algumas
alteracdes significativas no nivel quantitativo das proteinas individuais em véarias
amostras pareadas de uma mesma paciente. Uma possivel explicacdo para esta
observacdo, no entanto, envolve as modificagbes nas células do tumor primario

como resultado da transicdo epitelial-mesenquimal (LI et al.,, 2008). Outros
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trabalhos, contudo, sdo necessarios para indentificar moléculas como potencias

marcadores de origem e progressao tumoral.

Il. MATERIAL E METODOS
Caracterizacao das amostras

Amostras de tumores primarios de mama e linfonodos axilares
correspondentes foram obtidas de pacientes com ‘Carcinomas Ductais Invasivos’,
em diferentes estagios clinicos. O grupo experimental (QUADRO 01), composto por
sete mulheres, apresentou média de idade de 60,25 + 8,63 anos. Os fragmentos
foram coletados durante procedimentos cirurgicos realizados nos hospitais Nossa
Senhora das Gracas e de Clinicas de Curitiba/ PR, nos periodos de 2008 e 2009. As
amostras foram encaminhadas ao Laboratorio de Citogenética Humana e

Oncogenética do Departamento de Genética da UFPR para o processamento.

AMOSTRA IDADE TIPO/ HISTOLOGICO GRAU TAMANHO LP/TL RE RP
mm
CP 622 71 anos Carcinoma Ductal Invasor I ( 30 : P(18/19) P P
CP 627 61 anos Carcinoma Ductal Invasor 1" 20 P (06/15) P P
CP 630 49 anos Carcinoma Ductal Invasor I 15 P (06/30) P P
CP 633 71 anos Carcinoma Ductal Invasor Il 40 P (26/29) P P
CP 641 58 anos Carcinoma Ductal Invasor Il 100 P (01/10) N N
CP 644 61 anos Carcinoma Ductal Invasor 1l 35 P (07/07) N N
CP 645 63 anos Carcinoma Ductal Invasor Il 58 P (03/29) P P

QUADRO 01 — CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

NOTA: LP - Numero de linfonodos positivos; TL - nimero total de linfonodos analisados; RE
- Receptor de Estrogénio; RP - Receptor de Progesterona; P - Positivo; N - Negativo.
FONTE: o autor (2011)

Extracdo e quantificacdo protéicas

A lise das células foi realizada em tubos contendo 0,3g de amostra
solubilizada em 1000 ul de Tampéao de Lise (7M uréia, 2M tiouréia, 40mM tris e 4%
CHAPS) e 2 ul de inibidor de protease (PMSF), conforme recomendado e adaptado
de 2-D Electrophoresis Principles and Methods (GE Healthcare, 2004). O tecido foi
desagregado e homogeneizado com o auxilio de um triturador elétrico. As amostras
foram centrifugadas a 12.000 rpm (5 minutos, 4°C) e a solucdo contendo as
proteinas foi estocada a -80°C. A concentracdo protéica foi mensurada a partir da
técnica de Bradford (BRADFORD, 1976).
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Eletroforese Bidimensional

A fase unidimensional consiste na reidratacao de strips, pH 4-7, em tampéao
de reidratac@o (7M uréia, 2M tiouréia, 50mM DTT, 0,5% IPG buffer, 2% CHAPS e
Azul de Bromofenol) e amostra, num volume total de 250 pl e 1000 g de proteinas.
A Focalizacao Isoelétrica foi realizada no sistema de eletroforese Ettan IPGphor II
(GE Healthcare), durante 5 horas. A segunda dimenséo foi realizada em gel de
poliacrilamida (SDS/PAGE), com dimensbes de 18 x 16 cm, no sistema
eletroforético Hoefer SE 600 Ruby (GE Healthcare). A coloracao utilizada para os
géis foi o Coomassie coloidal adaptada de WESTERMEIER, 2006.

Digitalizacéo e analise das imagens

As imagens foram digitalizadas utilizando o equipamento ImageScanner™ II
(GE Healthcare) e a andlise das imagens realizada no software ImageMaster™ 2D
Platinum v6.0 (GE Healthcare). Os parametros para a deteccédo das bandas pelo
programa foram os seguintes: min area — 5; smooth — 3; e saliency — 25. Géis
representativos de tumores primarios e linfonodos axilares foram comparados
gualitativamente e quantitativamente, quanto a presenca e auséncia de proteinas e
diferencas de expressdo. O programa utiliza como parametro para a analise
estatistica o volume relativo das bandas. A normalizacdo do volume dos pontos
protéicos detectados considera o volume total dos pontos protéicos, no qual o
volume de cada ponto € dividido pelo volume total dos pontos detectados e
multiplicado por 100. Tais dados foram analisados estatisticamente através do teste
t de Student, considerando como bandas diferencialmente expressas as que

apresentassem uma variacao estatistica significativa (p<0,05).

Identificacéo de proteinas diferenciais

Os spots relevantes foram removidos manualmente dos géis, descorados e
desidratados. Para a digestdo proteolitica, as bandas selecionadas foram
reidratados em 10 pl de solucdo de tripsina (Sequencing Grade Modified Trypsin -
Promega) (15 ng/uL em tamp&o contendo 40 mM de bicarbonato de amdnio e 10%
de acetonitrila). Os peptideos em solugédo foram misturados, na propor¢édo 1:1, com
solugéo matriz HCCA (acido a-ciano-4-hidroxicinaminico) e aplicados em placa de

MALDI. As massas dos peptideos tripticos foram determinadas utlizando um
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espectrometro de massa MALDI-ToF/ToF/MS/MS modelo Autoflex I (Bruker
Daltonics) e MALDI-Tof/MS micro MX (Waters Corporation). A analise e tratamento
dos espectros foi feita utilizando os programas FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics) e
MassLynx 4.0 (Waters Corporation). As proteinas foram identificadas a partir do
padrdo de massas obtido (PMF — peptide mass fingerprinting) e fragmentacao
peptidica (MS/MS), utilizando o programa MASCOT (Matrix Science) associado ao
banco de dados SWISS-PROT.

[ll. RESULTADOS

Na andlise individual dos pares amostrais de tumores primarios e linfonodos
axilares, um valor médio de 19,71+9,52 spots diferenciais foi observado entre as
amostra. Foram selecionadas para identificacdo bandas com valor de p menor que
0,02, aumentando a confiabilidade do resultado de 95% (0,05) para mais de 98%.
Nem todas as bandas, contudo, apresentaram identificacdo positiva por
espectrometria de massa. Neste contexto, 127 proteinas foram detectadas através
de espectrometria de massa.

As TABELAS 01 e 02 apresentam os spots exclusivos e diferenciais,
respectivamente, identificados nos linfonodos axilares metastaticos. Sete spots
foram observados somente nesses linfonodos, contudo, apenas seis proteinas
foram exclusivas destas amostras. Entre 51 spots observados com expressao
aumentada nos linfonodos e 39 proteinas diferentes identificadas, 28 apresentaram
aumento de expressdo somente nestas amostras.

As TABELAS 03 e 04 apresentam o0s spots exclusivos e diferenciais,
respectivamente, identificados em amostras de tumores primarios. Oito spots foram
observados somente nestes tumores, no entanto, apenas duas proteinas foram
exclusivas destas amostras. Entre 61 spots observados com expressao aumentada
nos tumores primarios e 29 proteinas diferentes identificadas, 20 apresentaram

aumento de expresséo somente nestas amostras.

200



TABELA 01 — IDENTIFICACAO DE SPOTS OBSERVADAS SOMENTE NOS LINFONODOS AXILARES METASTATICOS

] Acesso Gene Locus | MM/pl°e. | Score” | Cobertura®
Proteina L —Spot ID Testet | p< SwissProt® | UniGene® | Génico MM/pl o. (%)
Inibidor de dissociacao alfa de Rab / GDP | CP 645L — 2631 | 42,34 0,02 P31150 GDI1 Xqg28 51.18/5.00 | 95 52
(GDIA) 69.00/4.93
Microtubulo-actina factor de ligagao 1, CP 645L* - 3353 | 5,733 0,001 | Q9UPNS3 MACF1 1p34.3 | 62.36/5.27 | 73 29
isoformas 1/2/3/5 (MACF1) 26.00/5.11
Navegador 2 de neurdnio (NAV2) CP 645L* - 3353 | 5,733 0,001 | Q8IVL1 NAV2 11p15.1 | 26.93/9.13 | 58 28
26.00/5.11

Serina/treonina fosfatase do tipo 1, CP 645L* - 3161 | 5,146 0,001 | P62140 PPP1CB | 2p23.2 | 37.96/5.85 | 64 50

subunidade catalitica PP1-beta (PP1B) 37.00/5.10

Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1) CP 627L — 3534 | 33,17 0,02 P09493 TPM1 15922.2 | 32.75/4.69 | 63 73
37.00/4.53

Ubiquitina tioesterase (OTU1) CP 622L — 2062 | 47,53 0,02 Q96FW1 OTUB1 11g13.1 | 31.49/4.85 | *33 *5
37.00/4.73

Vinculina (VINC) CP 645L* - 3353 | 5,733 0,001 | P18206 VCL 10g22.2 | 12.43/5.50 | 63 41
26.00/5.11

NOTA: *Cddigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; ¢ Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e observados para a
sequiéncia identificada; ® Score obtido em consulta a0 MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; ¢ Sequiéncia de cobertura dos peptideos encontrados em relacdo
a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina ndo identificada. Em destague, proteinas exclusivas nas amostras de linfonodos axilares.

FONTE: o autor (2011).

TABELA 02 — IDENTIFICACAO DE SPOTS COM EXPRESSAO AUMENTADA NOS LINFONODOS AXILARES METASTATICOS

] Acesso Gene Locus MM/pl°e. | Score” | Cobertura®
Proteina L —Spot ID Vb Testet | p< SwissProt® | UniGene® | Génico MM/pl o. (%)
Actina citoplasmatica 1 (ACTB) CP 622L-1937 | 2,171 | 8,513 | 0,01 | P60709 ACTB 7p22.1 42.05/5.29 | 116 28
43.00/5.18

Actina citoplasmética 2 (ACTG) CP 622L-1937 | 2,171 | 8,513 | 0,01 | P63261 ACTG1 17925.3 42.11/5.31 | 116 28
43.00/5.18

Actina alfa 1, musculo cardiaco CP 622L-1937 | 2,171 | 8,513 | 0,01 | P68032 ACTC1 15914 42.33/5.23 | 77 19

(ACTC) 43.00/5.18

Actina alfa, musculo esque-lético | CP 622L - 1937 | 2,171 | 8,513 | 0,01 | P68133 ACTA1 1g42.13 42.36/5.23 | 76 19

(ACTS) 43.00/5.18

Actina gama, musculo liso (ACTH) | CP 622L - 1937 | 2,171 | 8,513 | 0,01 | P63267 ACTG2 2p13.1 42.25/5.31 | 61 16
43.00/5.18
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Aldeido desidrogenase, CP 641L -2085 | 2,609 | 7,439 | 0,01 | P05091 ALDH2 12924.12 | 56.86/6.63 | 117 21
mitocondrial (ALDH2) 60.00/6.04

CP 644L -2552 | 2,542 | 14,66 | 0,001 | P05091 ALDH2 12924.12 | 56.86/6.63 | 58 53
54.00/6.12

Aminopeptidase citosélica (AMPL) | CP 641L -2074 | 2,299 | 8,119 | 0,01 | P28838 LAP3 4p15.32 56.53/8.03 | 126 33
61.00/6.89

Antigeno KI-67 (K167) CP 645L -3000 | 2,199 | 7,900 | 0,01 | P46013 MKI167 10926.2 36.07/9.49 | 62 29
43.00/6.11

Cadeia beta do fibrinogénio CP 644L -2774 | 4,518 | 14,21 | 0,001 | P02675 FGB 4931.3 56.58/8.54 | 124 59
(FIBB) 42.00/5.73

CP 644L -2781 | 2,082 | 5,328 | 0,01 | P02675 FGB 4931.3 56.58/8.54 | 80 49
42.00/5.99

Cadeia 2 Ig lambda, regido C CP 644L -3004 | 2,352 | 11,38 | 0,001 | POCGO05 IGLC2 22g11.2 11.46/6.92 | 61 46
(LAC2) 30.00/6.39

Fator de elongacéo Ts CP 645L -3196 | 2,623 | 20,48 | 0,001 | P43897 TSFM 12q14.1 35.71/8.62 | 56 43
mitocondrial (EFTS) 35.00/6.86

Gama-enolase (ENOG) CP 645L -2829 | 2,066 | 12,64 | 0,001 | P09104 ENO2 12p13.31 | 47.58/4.91 | 141 32
53.00/4.82

Glutationa S-transferase P CP 627L -3812 | 2,933 | 21,67 | 0,001 | P09211 GSTP1 11g13.2 23.57/5.43 | 127 57
(GSTP1) 25.00/5.67

Inibidor de dissociacdo Rho GDP | CP 641L -2483 | 2,016 | 4,961 | 0,01 | P52565 ARHGDIA | 17925.3 23.25/5.02 | 75 25
1 (GDIR1) 31.00/4.83

Inibidor de dissociacdo Rho GDP | CP 641L -2491 | 3,837 | 5,812 | 0,01 | P52566 ARHGDIB | 12p12.3 23.03/5.10 | 82 57
2 (GDIR2) 30.00/4.97

CP 645L -3284 | 2,592 | 35,99 | 0,001 | P52566 ARHGDIB | 12p12.3 23.03/5.10 | 67 23
30.00/5.09

Inositol monofosfatase 1 (IMPAL1) | CP 645L -3244 | 2,738 | 7,882 | 0,01 | P29218 IMPA1 8021.13 30.56/5.16 | 79 49
32.00/5.05

Intercleucina 6 (IL6) CP 630L -2967 | 2,471 | 11,39 | 0,001 | P05231 IL6 7p15.3 23.93/6.17 | 57 54
26.00/5.21

Metionil-tRNA formil-transferase, CP 627L -3673 | 2,234 | 5,689 | 0,02 | Q96DP5 MTFMT 15.q22.31 | 44.20/9.70 | 59 50
mitocondrial (FMT) 31.00/4.64

Microtubulo-actina fator de ligacéo | CP 645L -3243 | 2,855 | 6,852 | 0,01 | Q9UPN3 MACF1 1p34.3 62.36/5.27 | 74 24
cruzada 1, isoformas 1/2/3/5 32.00/4.64

(MACF1) CP 645L -2945 | 3,742 | 14,28 | 0,001 | QO9UPN3 MACF1 1p34.3 62.36/5.27 | 64 12
45.00/4.40

Peroxiredoxina 1 (PRDX1) CP 645L -3369 | 8,550 | 9,250 | 0,01 | Q06830 PRDX1 1p34.1 22.32/8.27 | 64 36
25.00/6.71
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Peroxiredosina 4 (PRDX4) CP 644L -3022 | 2,198 | 5,604 | 0,01 | Q13162 PRDX4 Xp22.11 | 30.75/5.86 | 149 40
29.00/5.79
Peroxiredoxina 6 (PRDX6) CP 622l - 2164 | 2,364 | 9,404 | 0,001 | P30041 PRDX6 1g25.1 25.23/6.00 | 56 72
29.00/6.22
Poli (ADP-ribose) glicohidrolase CP 641L -2092 | 2,457 | 4,686 | 0,01 | Q86W56 PARG 10g11.23 | 11.25/6.03 | 62 46
(PARG) 59.00/4.49
Proteina 2 ligada a receptor de CP 645L -3325 | 2,481 | 14,65 | 0,001 | P62993 GRB2 17925.1 25.30/5.89 | 56 46
fator de crescimento (GRB2) 28.00/6.14
Proteina 3 relacionada a actina CP 641L -2129 | 2,641 | 7,039 | 0,01 | P61158 ACTRS3 2q14.1 47.78/5.61 | 179 39
(ARP3) 56.00/5.71
Proteina associada a microtubulo | CP 641L -2176 | 11,226 | 11,26 | 0,01 | Q96JE9 MAPG6 11g13.5 86.68/9.20 | 81 50
6 (MAP6) 51.00/6.31
CP 645L -3303 | 2,233 | 18,99 | 0,001 | Q96JE9 MAPG6 11913.5 86.68/9.20 | 70 41
30.00/5.81
Proteina de fuséo soltvel NSF CP 622L - 2064 | 2,227 | 5,737 | 0,01 | P54920 NAPA 19g13.32 | 33.67/5.23 | 163 44
alfa (SNAA) 36.00/5.26
Proteina de nivelamento F-actina | CP 641L -2433 | 2,248 | 9,699 | 0,001 | P47756 CAPZB 1p36.13 31.62/5.36 | 112 31
subunidade beta (CAPZB) 35.00/5.66
Proteina de processamento do CP 644L -2529 | 2,239 | 5,229 | 0,02 | P56182 RRP1 21922.3 53.04/9.39 | 56 39
RNA ribossomal 1, homolog. A 56.00/6.71
(RRP1)
Proteina ‘heat shock’ beta-1 CP 645L -3290 | 2,033 | 46,93 | 0,001 | P04792 HSPB1 7911.23 22.83/5.98 | 84 40
(HSPB1) 30.00/5.41
CP 645L -3291 | 5,269 | 30,33 | 0,001 | P04792 HSPB1 7q11.23 22.83/5.98 | 71 37
30.00/5.88
CP 645L -3334 | 5,678 | 14,31 | 0,001 | P04792 HSPB1 7q11.23 22.83/5.98 | 114 37
27.00/6.67
Proteina ligante de macré6fago CP 641L -2272 | 2,022 | 6,390 | 0,01 | P40121 CAPG 2pll.2 38.76/5.82 | *62 *3
(CAPG) 43.00/6.08
Proteina ligante de selénio 1 CP 645L -2751 | 2,217 | 38,22 | 0,001 | Q13228 SELENBP1 | 1g21.3 52.93/5.93 | 76 15
(SBP1) 59.00/6.31
Proteina RING finger 213(RN213) | CP 645L -2980 | 3,147 | 15,32 | 0,001 | Q63HNS8 RNF213 17925.3 37.85/6.47 | 56 20
44.00/4.54
CP 645L -2945 | 3,742 | 14,28 | 0,001 | Q63HN8 RNF213 17925.3 37.85/6.47 | 58 13
45.00/4.40
Queratina do citoesqueleto 7, tipo | CP 645L -2768 | 3,019 | 15,11 | 0,001 | P08729 KRT7 12g13.13 | 51.41/5.40 | 189 52
Il (K2C7) 58.00/5.19
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Queratina do citoesqueleto 8, tipo | CP 630L - 2467 | 3,027 | 12,63 | 0,001 | PO5787 KRT8 12g13.13 | 53.67/5.52 | 59 66
Il (K2C8) 56.00/5.29

Queratina do citoesqueleto 19, CP 622L - 2160 | 2,074 | 4,147 | 0,02 | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 | 159 37
tipo | (K1C19) 29.00/5.43

CP 627L - 3366 | 3,021 | 9,469 | 0,001 | PO8727 KRT19 17921.2 | 44.08/5.04 | 289 60
42.00/4.81

CP 630L -2677 | 3,824 | 16,81 | 0,001 | P08727 KRT19 17921.2 | 44.08/5.04 | 163 61
43.00/4.84

CP 630L -2690 | 2,393 | 12,12 | 0,001 | PO8727 KRT19 17921.2 | 44.08/5.04 | 121 54
43.00/4.77

Serpina B9 (SPB9) CP 641L -2249 | 7,510 | 28,08 | 0,001 | P50453 SERPINB9 | 6p25.2 43.00/5.61 | 201 43
45.00/5.69

Vimentina (VIME) CP 630L -2519 | 2,275 | 6,712 | 0,01 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 59 15
53.00/4.75

CP 630L -2524 | 4,284 | 21,74 | 0,001 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 56 48
52.00/4.64

Vitronectina (VTNC) CP 645L -2968 | 3,904 | 16,37 | 0,001 | P04004 VTN 17q11.2 55.07/5.55 | 84 14
44.00/4.46

NOTA: ? Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; ¢ Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a seqiiéncia identificada; * Score obtido em consulta a0 MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Sequiéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relagcdo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina ndo identificada. Em destaque, proteinas
com perfil particular de expressao aumentada nas amostras de linfonodos axilares.

FONTE: o autor (2011).

TABELA 03 — IDENTIFICACAO DE SPOTS OBSERVADAS SOMENTE EM TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

] Acesso Gene Locus MM/pl°e. | Score” | Cobertura®

Proteina T - Spot ID Testet | p< SwissProt® | UniGene” | Génico MM/plo. (%)

Aspartil tRNA sintetase citoplasmética CP 645T — 3301 | 31,89 0,02 P14868 DARS 2021.3 57.49/6.11 | 57 68

(SYDC) 42.00/5.86

Proteina de fusdo soluvel NSF alfa (SNAA) | CP 645T — 3451 | 72,33 | 0,01 P54920 NAPA 19913.32 | 33.67/5.23 | 104 77
35.00/5.28

Proteina associada a microtubulo 6 (MAP6) | CP 645T — 3604 | 192,9 | 0,01 Q96JE9 MAPG6 11g13.5 | 86.68/9.20 | 104 49
28.00/5.11

Proteina CYR61 (CYR61) CP 645T — 3551 | 59,60 | 0,02 000622 CYR61 1p22.3 44.16/8.64 | 56 28
30.00/5.19
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Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7) | CP 645T — 3200 | 43,69 | 0,02 P08729 KRT7 12g13.13 | 51.41/5.40 | 62 62
46.00/5.23

Queratina do citoesqueleto 19, tipo | CP 633T - 6080 | 37,69 0,02 P08727 KRT19 17921.2 | 44.08/5.04 | 89 20
(K1C19) 42.00/4.74

Vimentina (VIME) CP 645T* - 3551 | 20,31 | 0,001 | 000622 CYR61 1p22.3 44.16/8.64 | 56 28
30.00/5.19

CP 630T -3725 | 42,17 | 0,02 P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 165 62
46.00/4.86

NOTA: ? Codigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; ¢ Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a seqiiéncia identificada; * Score obtido em consulta a0 MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Sequiéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relagcdo a sequiéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina nao identificada. Em destaque, proteinas
exclusivas nas amostras de linfonodos axilares.

FONTE: o autor (2011).

TABELA 04 — IDENTIFICACAO DE SPOTS COM EXPRESSAO AUMENTADA NOS TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

] Acesso Gene Locus MM/pl°e. | Score® | Cobertura®
Proteina T-Spot ID VD Testet | p< SwissProt® | UniGene” | Génico MM/SlO. (%)
Actina citoplasmatica 1 (ACTB) CP 641T - 2197 | 2,514 | 8,777 | 0,001 | P60709 ACTB 7p22.1 42.05/5.29 | 138 30

42.00/5.11
Actina citoplasmatica 2 (ACTG) CP 641T - 2197 | 2,514 | 8,777 | 0,001 | P63261 ACTG1 17925.3 42.11/5.31 | 138 30
42.00/5.11
Actina alfa 1, masculo cardiaco CP 641T - 2197 | 2,514 | 8,777 | 0,001 | P68032 ACTC1 15q14 42.33/5.23 | 96 21
(ACTC) 42.00/5.11
Actina alfa, musculo esquelético CP 641T - 2197 | 2,514 | 8,777 | 0,001 | P68133 ACTA1 1942.13 42.36/5.23 | 95 21
(ACTS) 42.00/5.11
Actina gama, musculo liso CP 641T - 2197 | 2,514 | 8,777 | 0,001 | P63267 ACTG2 2pl3.1 42.25/5.31 | 78 18
(ACTH) 42.00/5.11
Alfa-1 antitripsina (A1AT) CP 622T -3992 | 2,102 | 4,577 | 0,02 | P01009 SERPINAL | 14g32.13 | 46.88/5.37 | 88 19
63.00/4.85
CP 627T - 2470 | 2,834 | 11,45 | 0,001 | P0O1009 SERPINAL | 14g32.13 | 46.88/5.37 | 155 32
53.00/4.96
CP 645T - 3087 | 2,985 | 8,903 | 0,001 | P01009 SERPINAL | 14g32.13 | 46.88/5.37 | 151 24
54.00/4.77
CP 644T -3395 | 2,598 | 6,070 | 0,01 | P01009 SERPINAL | 14g32.13 | 46.88/5.37 | 78 16
59.00/4.94
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Anexina A4 (ANXA4) CP 644T - 3850 | 3,569 | 7,168 | 0,02 | P09525 ANXA4 2p13.3 36,10/5,84 | 110 26
33.00/5.86
Apolipoproteina A-I (APOAL1) CP 622T - 4247 | 3,552 | 11,43 | 0,001 | P02647 APOA1l 11923.3 30.76/5.56 | 108 41
41.00/5.06
CP 645T - 3633 | 12,28 | 28,56 | 0,001 | P02647 APOA1l 11923.3 30.76/5.56 | 67 67
26.00/5.35
Caspase-14 (CASPE) CP 645T - 3555 | 2,246 | 8,702 | 0,001 | P31944 CASP14 19p13.12 | 27.90/5.44 | 76 31
31.00/5.62
Catepsina D (CATD) CP 630T - 4061 | 2,593 | 4,675 | 0,02 | P07339 CTSD 11p15.5 45.04/6.10 | 62 42
30.00/4.48
CP 641T - 2451 | 2,852 | 8,406 | 0,01 | P07339 CTSD 11p15.5 45.04/6.10 | 138 24
31.00/5.78
Complexo ativador do CP 645T - 3538 | 2,406 | 10,15 | 0,001 | Q06323 PSME1 14q12 28.90/5.78 | 143 52
proteossoma, subunidade 1 31.00/5.96
(PSME1)
Complexo ativador do CP 633T -6194 | 2,446 | 6,208 | 0,01 | Q9UL46 PSME2 14912 27.55/5.54 | 56 60
proteossoma, subunidade 2 33.00/5.45
(PSME2) CP 645T - 3522 | 3,515 | 7,554 | 0,02 | Q9UL46 PSME2 14q12 27.50/5.44 | 69 21
32.00/5.56
CP 644T -3881 | 2,411 | 6,296 | 0,01 | Q9UL46 PSME2 14q12 27.50/5.44 | 69 21
32.00/5.41
Creatina quinase tipo B (KCRB) CP 644T - 3608 | 2,471 | 6,419 | 0,01 | P12277 CKB 14932.32 | 42.90/5.34 | 91 26
45.00/5.52
Fator de ativacdo de protease CP 641T - 2543 | 2,942 | 16,90 | 0,001 | O14727 APAF1 12g23.1 14.41/5.96 | *7 *1
associada a apoptose 1 (APAF) 28.00/6.16
Ferritina, cadeia leve (FRIL) CP 630T - 4243 | 2,438 | 9,973 | 0,001 | P02792 FTL 19913.33 | 20.06/5.51 | 63 36
22.00/5.68
Nucleosideo difosfato quinase A CP 633T - 6343 | 2,255 | 8,423 | 0,01 | P15531 NME1 17921.33 | 17.31/5.83 | 110 51
(NDKA) 22.00/5.94
Proteina 14-3-3 gama (1433G) CP 644T -3902 | 2,251 | 5,728 | 0,02 | P61981 YWHAG 7q11.23 28.40/4.80 | 87 35
31.00/4.58
CP 645T - 3554 | 2,459 | 9,608 | 0,001 | P61981 YWHAG 7q11.23 28.40/4.80 | 87 35
31.00/4.82
Proteina 14-3-3 teta (1433T) CP 644T -3901 | 3,836 | 8,927 | 0,01 | P27348 YWHAQ 2p25.1 28.03/4.68 | 80 27
31.00/4.46
CP 645T - 3556 | 3,037 | 5,986 | 0,01 | P27348 YWHAQ 2p25.1 28.00/4.68 | 129 33
31.00/4.71
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Proteina zeta/delta (14332) CP 644T - 3917 | 3,326 | 7,675 | 0,01 | P63104 YWHAZ 8022.3 27.90/4.73 | 187 52
30.00/4.51
Proteina glial fibrilar 4cida CP 644T - 3814 | 4,807 | 8,688 | 0,02 | P14136 GFAP 17921.31 | 49.91/5.42 | *58 *2
(GFAP) 36.00/5.18
Queratina do citoesqueleto 8, tipo | CP 630T - 3652 | 3,887 | 9,093 | 0,001 | PO5787 KRT8 12q13.13 | 53.67/5.52 | 73 67
Il (K2C8) 50.00/5.76
CP 645T -3086 | 2,565 | 7,151 | 0,01 | P05787 KRT8 12g13.13 | 53.67/5.52 | 91 19
54.00/5.75
CP 645T -3131 | 2,161 | 5,836 | 0,01 | P05787 KRT8 12913.13 | 53.67/5.52 | 62 13
51.00/5.55
Queratina do citoesqueleto 19, CP 633T - 6060 | 4,161 | 10,31 | 0,01 | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 | 252 51
tipo | (K1C19) 44.00/4.91
CP 633T - 6061 | 2,498 | 7,104 | 0,01 | P08727 KRT19 17g21.2 44.08/5.04 | 250 47
44.00/5.04
CP 633T - 6064 | 2,279 | 6,164 | 0,01 | P08727 KRT19 17g21.2 44.08/5.04 | 195 41
44.00/4.85
CP 633T - 6066 | 2,595 | 6,863 | 0,01 | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 | 283 45
43.00/4.97
CP 641T -2223 | 2,449 | 4,671 | 0,01 | P08727 KRT19 17921.2 44.08/5.04 | 78 29
42.00/4.76
Serotransferrina (TRFE) CP 622T - 3871 | 2,338 | 7,083 | 0,01 | P02787 TF 3g22.1 79.29/6.81 | 108 40
86.00/6.65
CP 622T - 3873 | 2,676 | 16,41 | 0,001 | P02787 TF 3022.1 79.29/6.81 | 99 25
85.00/6.74
CP 627T - 2257 | 4,608 | 13,24 | 0,001 | P02787 TF 3022.1 79.29/6.81 | 57 39
87.00/6.64
CP 627T -2258 | 2,846 | 8,332 | 0,01 | P02787 TF 3022.1 79.29/6.81 | 169 22
87.00/6.73
Tropomiosina cadeia alfa-1 CP 641T - 2370 | 9,882 | 15,57 | 0,01 | P09493 TPM1 15q922.2 32.75/4.69 | 112 34
(TPM1) 35.00/4.52
Tropomiosina cadeia beta (TPM2) | CP 641T - 2312 | 13,105 | 13,87 | 0,001 | PO7951 TPM2 9p13.3 32.95/4.66 | 116 25
38.00/4.44
CP 644T -3847 | 5,555 | 11,67 | 0,01 | P07951 TPM2 9p13.3 32.94/4.66 | 66 24
33.00/4.45
CP 641T -2370 | 9,882 | 15,57 | 0,01 | P07951 TPM2 9p13.3 32.95/4.66 | 73 29
35.00/4.52
Tropomiosina cadeia alfa-3 CP 641T -2370 | 9,882 | 15,57 | 0,01 | P06753 TPM3 1g21.3 32.86/4.68 | 58 23
(TPM3) 35.00/4.52
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Tropomiosina cadeia alfa-4 CP 641T - 2312 | 13,105 | 13,87 | 0,001 | P67936 TPMA4 19p13.12 | 28.62/4.67 | 60 16
(TPM4) 38.00/4.44
CP 641T - 2434 | 5,573 | 12,56 | 0,01 | P67936 TPMA4 19p13.12 | 28.62/4.67 | 168 47
32.00/4.46
CP 644T - 3847 | 5,555 | 11,67 | 0,01 | P67936 TPMA4 19p13.12 | 28.62/4.67 | 168 47
33.00/4.45
CP 645T - 3503 | 2,900 | 8,389 | 0,01 | P67936 TPM4 19p13.12 | 28.60/4.67 | 99 34
33.00/4.71
Vimentina (VIME) CP 622T - 4126 | 2,607 | 8,813 | 0,001 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 264 47
50.00/4.74
CP 622T - 4154 | 3,959 | 6,701 | 0,01 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 97 58
47.00/4.61
CP 627T - 2470 | 2,834 | 11,45 | 0,001 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 113 27
53.00/4.96
CP 627T -2592 | 2,858 | 11,18 | 0,001 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 187 33
43.00/4.68
CP 627T -2601 | 3,889 | 30,69 | 0,001 | P0O8670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 310 49
43.00/4.59
CP 630T - 3758 | 11,850 | 39,94 | 0,001 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 61 34
45.00/4.73
CP 645T - 3167 | 8,139 | 11,37 | 0,001 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 169 32
48.00/4.79
CP 645T -3231 | 4,848 | 11,69 | 0,01 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 86 50
45.00/4.65
CP 645T -3282 | 2,203 | 7,141 | 0,01 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 70 68
43.00/4.67
CP 645T -3329 | 2,978 | 7,917 | 0,01 | P08670 VIM 10p13 53.68/5.06 | 183 31
41.00/4.60
Zinco-alfa-2-glicoproteina (ZA2G) | CP 641T - 2240 | 5,301 | 5,125 | 0,02 | P25311 AZGP1 7922.1 34.46/5.71 | 115 25
41.00/5.00

NOTA: ? Cédigo de acesso da proteina no SwissProt; ° Representante de acesso no UniGene; © Massa (kDa) e Ponto Isoelétrico esperados e
observados para a sequéncia identificada; 4 Score obtido em consulta ao MASCOT, utilizando MALDI-TOF/MS; © Sequéncia de cobertura dos
peptideos encontrados em relagédo a sequéncia completa da proteina, em porcentagem; - proteina ndo identificada. Em destaque, proteinas
com perfil particular de expressao aumentada nas amostras de linfonodos axilares.

FONTE: o autor (2011).
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As proteinas ndo destacadas nas TABELAS 01, 02, 03 e 04 se referem as
comuns entre amostras de tumores primarios de mama e linfonodos axilares
observadas em diferentes spots, ou seja, com valores distintos de MM e pl, que
correspondem a diferentes isoformas destas proteinas. S&o elas: Actina
citoplasmatica 1 (ACTB); Actina citoplasmatica 2 (ACTG); Actina alfa 1, musculo
cardiaco (ACTC); Actina alfa, musculo esquelético (ACTS); Actina gama, musculo
liso (ACTH); Proteina de fusdo solivel NSF alfa (SNAA); Proteina associada a
microtUbulo 6 (MAP6); Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7); Queratina do
citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8); Queratina do citoesqueleto 19, tipo | (K1C19);
Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1); e Vimentina (VIME).

A FIGURA 01 apresenta os geéis de referéncia CP 645L e CP645T,
respectivamente, com todas as proteinas identificadas entre as amostras de
linfonodos axilares e tumores primarios de mama, exceto as queratinas do
citoesqueleto. Em amostras de linfonodos axilares, nas comparacgdes individuais
entre pacientes, 0s spots correspondentes a proteina Inibidor de dissociacdo Rho
GDP 2 (GDIR2) estavam mais expressos nas amostras CP 641L e CP 546L,
guando comparados aos respectivos spots dos tumores primarios de mama. As
amostras de tumores primarios, por outro lado, apresentaram quantidade maior de
bandas comuns (nove) com valores de expressdo aumentada, referente a seis
proteinas diferentes: Serotransferrina (TRFE), Vimentina (VIME), Tropomiosina
cadeia alfa 4 (TPM4), Proteina 14-3-3 gama (1433G), Proteina 14-3-3 teta (1433T),
Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1 (PMSE2). A proteina Vimentina,
como destaque, apresentou maior nimero de isoformas com expressao aumentada

em tumores primarios de mama.
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FIGURA 01 — (A) GEL BIDIMENSIONAL DA AMOSTRA REFERENCIA CP 645L E O
PERFIL PROTEOMICO DIFERENCIAL ESPRESSO NO CONJUNTO DE LINFONODOS
AXILARES. (B) GEL BIDIMENSIONAL DA AMOSTRA REFERENCIA CP 645T E O PERFIL
PROTEOMICO DIFERENCIAL ESPRESSO NO CONJUNTO DE TUMORES PRIMARIOS
DE MAMA. A primeira dimensao realizada em tira de IPG pH 4-7 e a segunda dimensao em
gel de poliacrilamida 10%, corado com Coomassie coloidal. As bandas diferenciais,
exclusivas e/ou mais expressas, estdo destacadas em azul claro e azul escuro. A ultima cor
indica o mesmo spot diferencial presente em mais de uma amostra. As identidades
protéicas estdo marcadas nas etiguetas com o nome abreviado do Swiss-Prot.
Estéo incluidas na imagem as variantes MM e pl.

FONTE: o autor (2011).
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IV. DISCUSSAO

O proteoma € altamente dindmico em suas func¢des bioldgicas. Eventuais
alteracbes no controle da expressdo génica, desde a transcricdo do mRNA até
modificacbes pos-tradicionais (MPT), estdo diretamente associadas a ampla
variedade de tamanho, forma e complexidade dos produtos (GRAVES &
HAYSTEAD, 2002). Algumas dessas modificacdes ampliam o conjunto de possiveis
funcBes protéicas pela adicdo de novos grupos funcionais ou de cadeias de
carboidratos e/ou lipideos, alterando valores esperados de MM e pl nas proteinas.
Modificacdes, como a fosforilacdo, sdo parte de um sistema para controlar o
comportamento protéico, ativando ou inativando proteinas, amplamente utilizado
pela célula (ZARETSKY & WRESCHNER, 2008).

Em alguns casos, a mesma proteina identificada em diferentes bandas,
localizadas em regides distintas no gel, sugere o envolvimento de MPTs especificas.
As proteinas ndo destacadas nas TABELAS 01, 02, 03 e 04, como exemplo, se
referem a proteinas comuns entre amostras de tumores primarios de mama e
linfonodos axilares, observadas em diferentes spots, ou seja, com valores distintos
de MM e pl, que correspondem a diferentes isoformas destas proteinas. Sao elas:
Actina citoplasmatica 1 (ACTB); Actina citoplasmatica 2 (ACTG); Actina alfa 1,
musculo cardiaco (ACTC); Actina alfa, musculo esquelético (ACTS); Actina gama,
musculo liso (ACTH); Proteina de fusdo soluvel NSF alfa (SNAA); Proteina
associada a microtubulo 6 (MAP6); Queratina do citoesqueleto 7, tipo Il (K2C7);
Queratina do citoesqueleto 8, tipo Il (K2C8); Queratina do citoesqueleto 19, tipo |
(K1C19); Tropomiosina cadeia alfa-1 (TPM1); e Vimentina (VIME). Neste caso, o
envolvimento em diversas vias regulatorias de processos tumorais e modificacfes
pos-traducionais com alteracéo de funcdo ndo devem ser desconsiderados.

O perfil protéico de cada paciente se encontra em constante transformacao,
influenciado por diversos fatores, incluindo interacbes célula a célula, célula e
microambiente e mudancas hormonais particulares, que alteram a proliferacéo,
sobrevivéncia, polaridade, diferenciacdo e capacidade de invadir as células/tecidos
adjacentes (POLYAK & KALLURI, 2010). Além da provavel diversidade entre
pacientes e tumores, detalhes subjetivos da analise comparativa, em ferramentas de
bioinformética ainda incompletas, devem ser considerados e o0s resultados de
proteinas exclusivas, melhor avaliados. O fato de estarem presentes e ausentes nos

géis de referéncia de determinada paciente ndo significa que o mesmo evento
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ocorra em outras amostras. Ao contrério, ou seja, a exclusdo da proteina como
diferencial também ndo caracteriza irrelevdncia da mesma em processos
carcinogénicos.

Entre as proteinas identificadas, a maioria apresenta fungdes associadas a
mecanismos moleculares envolvidos na tumorigénese do cancer de mama, como,
regulacdo da divisdo e diferenciacdo celular, organizagcdo do citoesqueleto,
detoxificacdo, capacidade de adesédo e apoptose, justificando a importancia do
meétodo na pesquisa do cancer. As proteinas diferenciais consideradas relevantes,
no entanto, para aprofundar a discussdo foram observadas com alteracdes
recorrentes dentro de seus grupos, sugerindo destaque para avaliagcado destas como
potenciais biomarcadores no cancer de mama.

Inibidor de dissociagdo Rho GDP 2 (GDIR2) estavam mais expressos nas
amostras CP 641L e CP 546L, quando comparados aos respectivos spots dos
tumores primarios de mama. O Inibidor de dissociacdo Rho GDP 2 (GDIR2), é
codificados pelo ARHGDIB, também conhecido como gene Rho. Os genes, como
ARHGDIB, pertencem a familia das GDIs e tem um importante papel no crescimento
celular normal. Codificam proteinas regulatérias que atuam primariamente
controlando atividades de Rho-GTPases. A sinalizacdo aberrante destas moléculas
€ comumente observada em alta porcentagem de canceres humanos, e tem sido
envolvida em praticamente todos os aspectos do fenotipo maligno, como: aumento
da proliferacdo de células tumorais, promo¢do da angiogénese e aquisicdo de
atividades metastéticas e invasivas (ZHANG, 2005). A maioria das Rho GTPases
alterna entre a forma ativa (GTP-ligado) e inativa (GDP-ligado), em ciclo regulado
por GEFs (guanine nucleotide exchange factors) e GAPs (GTPase activating
proteins), além das GDIs (guanine nucleotide dissociation inhibitors) (HEASMAN &
RIDLEY, 2008).

A expressdo aumentada de RhoGDI em varias linhagens celulares induz a
auséncia de funcdo das actinas do citoesqueleto e a perda da aderéncia ao
substrato. Apresenta expressdo aumentada em diversos tipos de céanceres
humanos; incluindo os mamarios. Também foram observados altos niveis de
expressao de RhoGDI em linhagens celulares quimioresistentes, sugerindo que esta
proteina desempenha um papel importante de resisténcia a drogas, protegendo as
células cancerosas contra apoptose induzidas por diferentes agentes
guimioterapicos (ZHANG et al., 2005).

212



As amostras de tumores primarios apresentaram nove bandas com valores
de expressdo aumentada recorrente em diferentes amostras, correspondentes a
seis proteinas diferentes: Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1
(PMSE?2); Proteina 14-3-3 gama (1433G); Proteina 14-3-3 teta (1433T);
Tropomiosina cadeia alfa 4 (TPM4); Serotransferrina (TRFE); e Vimentina (VIME).

O Complexo ativador do proteossoma, subunidade 1 (PSME1) e o Complexo
ativador do proteossoma, subunidade 2 (PSMEZ2), sdo codificados pelos genes
PSME1 e PSMEZ2, ambos localizados no cromossomo 14q12. O proteossoma 26S é
um complexo proteinase multicatalitico com uma estrutura altamente ordenada
composta de 2 complexos, um nucleo 20S e um regulador 19S. Os proteossomas
estdo distribuidos por todas as células eucaridticas em alta concentracéo e atuam
degradando peptideos em um processo dependente de ATP / ubiquitina em uma via
nao-lisossomal. Uma funcdo essencial do proteossoma modificado, o0s
imunoproteossomas, € a transformacédo de peptideos do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) de classe |. Os imunoproteossomas contém um
regulador alternativo, conhecido como o regulador 11S ou PA28, que substitui o
regulador 19S. Trés subunidades (alfa, beta e gama) do regulador 11S foram
identificados. O gene PSMEL1 codifica a subunidade alfa do regulador 11S, enquanto
0 gene PMSE2 codifica a subunidade beta do regulador 11S, induzidas pelo
interferon-gama. No final, trés subunidades alfa e beta se combinam para formar um
anel heterohexamerico (Uniprot, 2011). Para desencadear uma resposta imune,
receptores de células T precisam visualizar um epitopo na superficie da célula,
apresentado pelo MHC. Embora ainda haja muito para ser elucidado a respeito da
inter-relacéo do sistema imunoldgico com o cancer, os conhecimentos atuais sobre
a resposta imune e anticorpos tumorais, originam amplas perspectivas de acao no
sistema imunoldgico e na antigenicidade tumoral, com potencial para auxiliar no
diagndstico e terapia de diversas neoplasias (WEINBERG, 2008).

A familia 14-3-3 é composta por proteinas diméricas, altamente conservadas,
encontradas em plantas e mamiferos, codificadas por sete genes distintos em
mamiferos (alfa/ beta, épsilon, eta, gama, tau/ teta, zeta/ delta e sigma) e estao
presentes em praticamente todos os tecidos. Entre as proteinas identificadas, 14-3-
3 gama é codificada pelo gene YWHAG (tyrosine 3-monooxygenase/ tryptophan 5-
monooxygenase activation protein, gamma polypeptide), localizado no cromossomo

7011.23. E induzida por fatores de crescimento humano em células musculares lisas
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e também é altamente expressa no musculo esquelético e no corac¢do, sugerindo
um papel importante desta proteina no tecido muscular. Apresenta associagdo com
RAF1 e proteina quinase C, envolvidas em vias diferentes de transducdo de sinal
(Uniprot, 2011). Uma caracteristica das proteinas deste grupo é a capacidade de se
ligarem com proteinas fosforiladas em residuos de serina e treonina, além de
moléculas  sinalizadoras incluindo quinases, fosfatases, e receptores
transmembrana. Esta interacdo com outras proteinas faz com que proteinas da
familia 14-3-3 desempenhem um papel importante nos processos regulatérios,
como: transducdao de sinal, divisao celular, diferenciacao, sobrevivéncia, apoptose, e
cancer. As proteinas da familia 14-3-3 apresentam ainda um efeito inibitério sobre a
progresséao do ciclo celular, mantendo, direta ou indiretamente, a ciclina-dependente
de quinase Cdc2 em uma forma inativa, impedindo a progressao da fase G2-M.
Também estimulam o fator de transcricdo p53, resultando na inibicdo da transicao
da fase G1-S (HEMERT et al., 2001).

Ainda, entre as proteinas diferenciais, foram identificadas quatro
Tropomiosinas: TPM1, TPM2, TPM3 e TPM4. As Tropomiosinas estdo entre as
proteinas estruturais do citoesqueleto mais estudadas, e estdo envolvidas em
alteracdes neoplasicas e na organizacdo especifica de filamentos de actina. A
reducdo da expressdo de algumas isoformas € comumente associada ao fenétipo
tumoral. Essas mudancas na expressao parecem contribuir para o rearranjo de
microfilamentos, alteragbes morfologicas e aumento da motilidade celular. As
tropomiosinas apresentam uma grande diversidade em termos de tamanho,
afinidade de ligacdo a actina, localizacao celular e interacbes com outras proteinas
(HELFMAN et al., 2008). Os genes que codificam as quatro variantes protéicas
identificadas, TPM1, TPM2, TPM3 e TPM4, estao localizados, respectivamente, nos
cromossomos 15¢22.2, 9p13.3, 1921.3 e 19p13.12.

A Serotransferrina (TRFE), codificada pelo gene TF, € uma glicoproteina
com peso molecular aproximado de 76,5 kDa. A funcdo desta proteina € o
transporte de ferro do intestino, sistema reticuloendotelial, e de células do
parénquima hepatico para todas as células em proliferacdo no organismo. Esta
proteina também pode ter uma funcdo fisiolégica importante associado a
granulocitos / proteina de ligacdo do podlen (GPBP), envolvidos na remogédo de
matéria organica de determinados alérgenos do soro. Evidéncias destacam ainda a

relacdo entre inflamacgdo e céncer, em especial o cancer de mama. De particular
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interesse, estudos sugerem uma ligacdo entre inflamacao e o metabolismo do ferro
em tumores. Acredita-se que a homeostase do ferro, quando desregulada, pode
constituir a base para um microambiente inflamatério no tecido mamario,
direcionando células ductais / estromais para uma transformacdo pré-maligna e
evolugao do cancer de mama (MANELLO et al., 2011).

A vimentina (VIME) é codificada pelo gene VIM (vimentin), localizado no
cromossomo 10pl3, e apresenta MM e pl esperados de 53,68 kDa e 5,06,
respectivamente. Em adultos, a VIME esta presente em todas as células e tecidos
mesenquimais e é frequentemente utilizada como um marcador de diferenciagao.
Como outros filamentos intermediarios, a rede vimentina, esté distribuida do nacleo
para a membrana plasmatica. Acredita-se que esta proteina atue como suporte,
apoio mecanico-estrutural na célula, mantendo assim a integridade dos tecidos
(MINAFRA et al., 2006). Uma pequena heterogeneidade, contudo, foi obsevada
neste trabalho em isoformas de vimentina, entre 10 spots com expressao
aumentada de tumores primarios, que apresentaram valores de MM e pl dentro dos
parametros sugeridos por Dupont, et al. (2005) (FIGURA 02).
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FIGURA 02 — PROTEINA VIMENTINA IDENTIFICADA EM DIFERENTES BANDAS
NOS TUMORES PRIMARIOS DE MAMA. As bandas correspondentes a proteina
vimentina estdo marcadas em vermelho e diferem quando a MM e pl. A referéncia
da amostra e do spot, bem como os valores de MM e pl observados, aparecem
descritos nas etiquetas.
FONTE: o autor (2011).
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Alguns trabalhos revelaram vérias outras fungbes-chave para a vimentina.
VIME organiza uma série de proteinas criticas envolvidas na adesdo, migracéo e
sinalizacao celular. A fosforilagéo altamente dinamica e complexa, como mecanismo
de MPT, regula funcbes com amplas ramificacbes em diversos aspectos da
fisiologia celular, de intera¢gBes celulares e na homeostase de 6rgéos (IVASKA et al.,
2007). Embora os mecanismos exatos da fung¢do da vimentina ainda ndo estejam
totalmente esclarecidos, as propriedades Unicas acima descritas tém sido atribuidas
a dindmica desmontagem/montagem e reorganizacao espacial do citoesqueleto em
resposta estimulos diversos (LAHAT et al., 2010).

Anadlises de amostras pareadas de tumores primarios de mama e linfonodos
axilares da mesma paciente, como proposta deste trabalho, contribuem para a
determinacdo do grau de divergéncia clonal e heterogeneidade genética que
caracterizam o processo de metastase, fundamental ndo apenas para a melhor
compreensao da sua biologia, mas também como indicativa de um comportamento
clinico particular de cada neoplasia (SUZUKI & TARIN, 2007; VECCHI, et al., 2008).
As aplicacdes de tecnologias protedmicas devem aproximar a ciéncia experimental
e a medicina aplicada em descobertas relevantes para o cancer de mama, além de
fornecer subsidios para o entendimento de eventos envolvidos na origem e
evolucdo de tumores, como a proliferacdo celular desordenada e o0 processo

metastatico.

V. CONCLUSAO

Devido a elevada variedade de proteinas expressas pelo genoma individual,
e da complexidade humana em padrdes proteémicos, decifrar parte significativa de
proteinas complementares ao cancer é ainda uma expectativa distante. Os dados
obtidos neste trabalho fornecem informacdes para estudos subsequentes
correlacionando proteinas diferenciais e o0 seu envolvimento na evolucdo de
neoplasias, em variacfes interindividuais e intertumorais. Entretanto, para uma
compreensao mais efetiva da participacdo destas proteinas no processo
carcinogénico € necessario a complementacédo destes resultados através de novos
estudos diferenciais de expressdo protebmica, associados também a
transcriptbmica e genémica. Novas aplicacdes da protedbmica tornam-se relevantes
na identificacdo de potenciais biomarcadores para diagndstico, prognostico e / ou

como alvo terapéutico.
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ANEXO | - Termo de Consentimento

ESTUDO: ANALISE PROTEOMICA COMPARATIVA DE CARCINOMAS ESPORADICOS
PRIMARIOS DE MAMA E METASTASES AXILARES CORRESPONDENTES

CONSENTIMENTO

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei
entrevistado e submetido a uma avaliacéo laboratorial. E, entendo que os riscos de
minha participacéo nesta pesquisa S&0 minimos.

Entendo que minha participagdo € inteiramente voluntaria, podendo me
recusar a responder qualquer questéo ou retirar 0 meu consentimento em participar
neste estudo a qualquer hora, sem nenhum prejuizo ao meu tratamento atual ou

futuro.

Eu,

entendido todas as informacdes e esclarecido todas as minhas duvidas referentes a

, apos ter lido e

este estudo, concordo voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o
recebimento das “Informagdes ao doador”, necessario para a minha compreensao

do estudo.

Data: [/ [

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressao datiloscopica

Eu, Profa. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro, declaro que forneci

todas as informacdes referentes ao estudo ao doador.

Data: [/ [

Prof. Dra. Enilze Maria de Souza Fonseca Ribeiro
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