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RESUMO

O céancer de laringe é uma doenca significativa em todo 0 mundo, cuja incidéncia continua
aumentando, especialmente devido ao elevado consumo de tabaco e alcool, mostrando um
claro efeito sinergistico. O diagndstico desta doenca costuma ser feito em estadios avancados,
sendo associado a baixas taxas de sobrevivéncia. Portanto, tem sido crucial a busca por
métodos moleculares de deteccdo em estadios iniciais da doenca. Este trabalho teve trés
objetivos principais: comparar plasmas sanguineos de fumantes saudaveis e com cancer de
laringe por meio de eletroforese bidimensional para buscar biomarcadores, definir técnicas de
separagdo protéica de plasma humano sem utilizar gel de poliacrilamida e verificar a diferenca
de concentracdo de elementos-traco em proteinas especificas de pacientes com e sem cancer.
Perfis de geéis bidimensionais foram obtidos e comparados usando o software BioNumerics.
Em todos os perfis, foram observados mais de 50 spots proteicos entre pH 4-10 e massa
molecular de 10-60 kDa. Poucas diferengas foram encontradas entre os pacientes com cancer
e os fumantes saudaveis. No entanto, o aparecimento de trés spots entre pl 7.2 and 7.6 e
massas moleculares de 20.3, 42.5 e 44.8 kDa apenas em géis de pacientes com céancer de
laringe sugere a expressdo de proteinas que podem ser tanto uma resposta do organismo
causada pelo cancer quanto expressas por este a fim de ajudar no desenvolvimento da doenca.
Estas foram identificadas por espectrometria de massa como componentes do sistema imune,
reforcando a importancia da resposta imune como alvo para compreensdo e tratamento do
cancer de laringe. O teste de novas metodologias livres de géis de poliacrilamida foram feitos
combinando a focalizacdo isoelétrica liquida e a cromatografia liquida de alta pressdo. Estas
mostraram capacidade de fracionar proteinas com padrdo semelhante & separacdo ja
estabelecida em géis. Finalmente, foi detectada a presenca de elementos-traco por
espectrometria de massa com fonte de plasma induzido em proteinas isoladas pela primeira
técnica utilizada de plasmas de pacientes com e sem cancer de laringe. Dois elementos traco,
Pb e Cr, conhecidos por serem carcinogénicos e que se encontram no tabaco foram
observados em todas as proteinas analisadas. Uma vez que ha varios estudos indicando o
papel de elementos-tragco em processos biologicos, é possivel inferir que estes tenham efeito
direto ou indireto no processo de carcinogénese, podendo ser crucial para o desenvolvimento

desta doenga.



Palavras-chave: cancer de laringe; protedmica; sistema imune; plasma; 2D-PAGE.
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ABSTRACT

Laryngeal cancer is a significant disease worldwide which incidence remains increasing,
especially due to elevated tobacco and alcohol consumption, which have a synergistic effect.
Diagnosis is usually done at advanced-stages, which is associated with poorer survival rates.
Therefore, the search for a screening method has been crucial. This work had three main
objectives: to compare plasmas of healthy smokers and patients with laryngeal cancer by two
dimensional electrophoresis in order to search for biomarkers, to define plasma protein
separation techniques without using polyacrylamide gels, and to determine the concentration
of trace elements in specific proteins of patients with and without laryngeal cancer. Two
dimensional gel profiles were obtained and compared against each other using the
BioNumerics software. In all profiles, over 50 protein spots were observed around pH 4-10
from molecular weight of 10-60 kDa. Few differences were found among the cancer and
control patients. However, the appearance of three spots gathered between pl 7.2 and 7.6 and
molecular weights of 20.3, 42.5 and 44.8 kDa in gels only from patients with cancer suggests
the expression of proteins either caused by the cancer or maybe that aids in the disease
development. These were identified by mass spectrometry as immune system components,
reinforcing the importance of the immune response as target in the understanding and
treatment of laryngeal cancer. Experiments to test the methods free from polyacrylamide gels
were done by combining liquid isoelectric focusing and high performance liquid
chromatography. These showed the ability to fractionate proteins with the same pattern as two
dimensional electrophoresis. Finally, the presence of trace elements in specific proteins of
patients with and without cancer separated by the first technique used was determined by
inductively coupled plasma mass spectrometry. Two elements, Pb and Cr, known to be
carcinogenic and present in tobacco were observed in all ten proteins analyzed. Once there are
many studies indicating the role of trace elements in biological processes, it is possible to
infer that these have direct or indirect effect in the carcinogenesis progress, and might be

crucial to the development of this disease.

Key words: laryngeal cancer; proteomics; 2D PAGE; immune system; human plasma.
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1 Introducao

1.1 Cancer

1.1.1 O que é cancer?

Cancer pode ser definido como um disturbio nos processos que controlam
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular, afetando individuos de todos os grupos de idade
em populagdes do mundo inteiro. A causa de uma em cada oito mortes se deve a essa doenca,
sendo que, em 2007, de um total de 58 milhdes de mortes ocorridas no mundo, o cancer foi
responsavel por 7,6 milhdes (GARCIA et al., 2007; SAUDE, 2007). Em 2002, houve
aproximadamente 10 milhdes de novos casos de cancer no mundo, seis milhdes de mortes e
24 milhoes de pessoas vivendo com cancer (PARKIN et al., 2005). Estima-se que, em 2020,
os numeros aumentardo para cerca de 15 milhdes de novos casos, resultando em 12 milhdes

de mortes (Figura 1).

milhées de casos novos
milhﬁes de mortes

Nuameros no mundo

15
- 12

10 milhées de casos novos
6 milhdes de mortes

Figura 1. Namero aproximado de casos novos ¢ de mortes por cdncer em 2002 e estimativa para 2020.
Fonte: Azevedo et al., 2006.



Introducéo

O cancer € caracterizado por alteragdes na expressao de multiplos genes, levando a
desregulagem do ciclo normal de divisdo e diferenciacdo celular. O resultado ¢ um
desequilibrio na replicagdo e morte celular que favorece o crescimento de uma populagao de
células (RUDDON, 2007). As caracteristicas que diferenciam um tumor maligno de um
benigno consistem nos niveis de diferenciagdo, taxa de crescimento, invasdo local e
capacidade de espalhar-se para outras partes do corpo, sendo este ultimo conhecido por
metastase. Tumores, também chamados de neoplasmas, benignos sdo normalmente compostos
de células diferenciadas que se assemelham as células do tecido de origem, crescem e
permanecem no lugar originado sem ter a capacidade de se infiltrar, invadir ou sofrer
metastase (RUDDON, 2007). Normalmente, neoplasmas benignos ndo causam morte a nao
ser que interfiram com fungdes vitais devido a sua localizagdo. Por exemplo, um tumor
benigno que cresce na cavidade craniana pode comprimir as estruturas cerebrais levando,
eventualmente, a morte (PORTH, 2007).

Por outro lado, neoplasmas malignos, ou canceres, sdo caracterizados pela falta de
diferencia¢do celular, alta taxa de crescimento, tendéncia invasiva e destrutiva a tecidos
adjacentes, espalhando-se para sitios distantes e levando a morte do organismo caso este nao
receba tratamento adequado (PORTH, 2007). Cancer ¢ o resultado de uma série de
modifica¢des genéticas que leva ao crescimento desregulado de uma célula, que a partir deste
ponto, ¢ denominada maligna (SCULLY et al., 2000). Algumas dessas mutagdoes podem ser
herdadas, mas a maioria ¢ adquirida apo6s o nascimento, sendo estas, chamadas somaticas.
Mutacgdes que afetam proto-oncogenes, genes supressores de tumor ou enzimas de corre¢do de
DNA podem levar a transformacdo neopldsica (RUDDON, 2007). Os proto-oncogenes,
quando ativados, levam a proliferacdo celular desregulada. Genes supressores de tumor, ao
serem inativados ou suprimidos, geram a incapacidade da célula de checar pontos que
controlam proliferagdo e diferenciagdo celular (SCULLY et al., 2000; STEWART e
KLEIHUES, 2003; RUDDON, 2007). Apesar de varias modificagdes serem necessarias para
o desenvolvimento de um tumor, ndo se sabe se a ordem com que elas ocorrem tem
influéncia, mas, de qualquer modo, o acimulo de eventos ¢ mais importante do que a ordem

em que eles acontecem (MACDONALD et al., 2004).
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1.1.2 Epidemiologia

O cancer ¢ uma das principais causas de morte no mundo e a distribuicdo dessa doenca
ndo ¢ homogénea entre os paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sendo que tipos
particulares de cancer exibem diferentes padroes de distribuigdo (Figura 2). Varias dessas
diferencas se devem a fatores etiologicos, por exemplo, populagdes de paises
subdesenvolvidos sdo mais vulneraveis a tumores associados a agentes infecciosos. Por outro
lado, em paises desenvolvidos, outros tipos sdo mais incidentes devido ao estilo de vida

(STEWART e KLEIHUES, 2003).
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Figura 2. Comparagdo entre os tipos mais comuns de cancer em paises mais € menos desenvolvidos em 2000,
separado por sexo. NHL = Non-Hodking Lymphoma.
Fonte: Stewart e Kleihues, 2003.

No Brasil, o nimero de mortes por cancer aumentou 24,7% entre homens e 18,6%
entre mulheres no periodo de 1979 a 2004. De um modo geral, esse aumento ¢ devido ao
impacto da globalizacdo econdmica sobre as sociedades, redefinindo padrdes de trabalho,
nutricdo e consumo. Simultaneamente, a melhoria das condigdes de vida dos individuos
resulta no aumento da expectativa de vida e, consequentemente, eleva o nimero de idosos e a
incidéncia de doengas, inclusive o cancer (AZEVEDO et al., 2006). Em 2005, o cancer foi
responsavel pela morte de aproximadamente 190.000 pessoas no Brasil, sendo que 113.000
destas apresentavam-se com menos de 70 anos de idade. De acordo com o Instituto Nacional
de Cancer (INCA), as estimativas para o ano de 2008 sdo de 466.730 novos casos de cancer.

Os tipos mais incidentes, com exce¢do do cancer de pele ndo-melanoma, serdo os canceres de
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prostata e de pulmao nos homens, ¢ os de mama e de colo do ttero nas mulheres (Figura 3).
Este perfil acompanha os mesmos padrdes observados no mundo, entretanto, o cancer de
maior mortalidade em homens atualmente € o de vias aéreas inferiores e, em mulheres, o de
mama (SAUDE, 2007). A expectativa de distribui¢io dos novos casos de cancer, em 2008,
entre os sexos masculino e feminino sao de 231.860 para o primeiro ¢ 234.870 para o ultimo.
Estima-se que o cancer de pele do tipo ndo-melanoma serd o mais incidente na populagdo
brasileira, correspondendo a 115 mil novos casos, seguido pelos tumores de prostata (49 mil),
mama feminina (49 mil), pulmao (27 mil), cdlon e reto (27 mil), estdmago (22 mil) e colo do
utero (19 mil). Quanto a distribuicdo geografica dos casos novos, esta ¢ heterogénea entre os
estados e as capitais do Brasil. De um modo geral, as regides Sul e Sudeste apresentam as
maiores taxas, enquanto as regides Norte e Nordeste, as menores. A regido Centro-Oeste

apresenta taxas intermediarias (SAUDE, 2007).

N° de Casos
60.000 —
[ Feminino
50.000 H Masculino
40.000 —
30.000
20.000 —
|
10.000 —
. I l H = B
Mama Prostata Traguéia, ColoneReto Estdmago Colodo  Cavidade Esofago  Leucemias Pele
Feminina Bronquio e Utero Oral Melanona

Pulmao

Figura 3. Tipos de cancer mais incidentes na populagdo brasileira estimados para 2008, exceto cancer de pele
nio-melanoma.
Fonte: Saude, 2007.
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1.1.3 Etiologia

Em muitos casos, as causas do cancer nao estdo claramente definidas, mas ¢é sabido
que tanto fatores externos quanto internos tém influéncia direta no desenvolvimento de
tumores. Apesar de poder ocorrer em qualquer grupo de idade, o cancer ¢ normalmente
considerado uma doenga do envelhecimento. Tumores em qualquer lugar do corpo sdo
diagnosticados em média aos 67 anos, enquanto que 76% de todos os canceres sao
diagnosticados a partir dos 55 anos (RUDDON, 2007).

A informacao sobre as causas do cancer provém de pesquisas dos padroes da doenga
em populacdes humanas e, também, da inducdo de tumores em cobaias apos serem tratadas
com agentes carcinogénicos (STEWART e KLEIHUES, 2003; RUDDON, 2007). Os dois
modelos de estudo sobre carcinogénese historicamente mais significativos sdo de inducao de
cancer de pele em camundongos (modelo de “pintar a pele”) e a indugao de cancer de figado
em ratos (BERENBLUM, 1981; WEINSTEIN, 1988; RUDDON, 2007). Entre os agentes
carcinogénicos, estdo tabaco, amianto, aflatoxinas e radiacdo ultravioleta (STEWART e
KLEIHUES, 2003). Cerca de 20% dos casos de cancer estdo associados com infecgdes
cronicas, sendo mais significativas as causadas pelos virus da hepatite B ¢ C (HBV, HCV)
(ZUR HAUSEN, 1991; GICHNER, 1995), papilomavirus (HPV) (MUNOZ, 2000) e da
bactéria Helicobacter pylori (FORMAN et al., 1991; UEMURA et al., 2001). Além disso, ¢
cada vez maior o reconhecimento do papel dos fatores ambientais associados ao estilo de
vida, incluindo alimentacao, atividade fisica e consumo de alcool e fumo no desenvolvimento
do cancer. Suscetibilidade genética, hormonios e mecanismos imunoldgicos também podem
alterar significativamente os riscos dos fatores externos (STEWART e KLEIHUES, 2003).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou o tabaco como o maior agente
cancerigeno possivel de prevencao de morte. O consumo de tabaco causa, além do cancer de
pulmado, tumores na laringe, pancreas, rins e bexiga (Tabela 1). Este, quando consumido
concomitantemente com alcool, aumenta a incidéncia de carcinomas da cavidade oral e do
esofago. Na maioria dos paises desenvolvidos, o tabaco ¢é responsavel por at¢ 30% do

aparecimento dos tumores malignos (STEWART e KLEIHUES, 2003).
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Tabela 1. Tipos de cancer cuja incidéncia ¢ aumentada pelo fumo.

Céanceres Mortalidade padronizada )
o ] Risco absoluto Proporcéo
positivamente por 100,000/ano Risco o
] Sexo . de excesso por atribuida
associados com N&o relativo .
Fumante 100,000/ano (%)

fumo fumante

M 24 537 22.4 513 87
Cancer de pulmao

F 18 213 11.9 195 77
Cancer do aparelho M 1 27 24.5 26 89
respiratorio F 2 10 5.6 8 58
Cancer de bexiga e M 18 53 2.9 35 36
orgdos urinarios F 8 21 2.6 13 32

M 18 38 2.1 20 25
Cancer pancreatico

F 16 37 23 21 29

M 9 68 7.6 59 66
Cancer do esofago

F 4 41 10.3 37 74

M 8 23 3 15 37
Cancer renal

F 6 8 1.4 2 11

Estudo americano de cancer. Homens e mulheres com 35 anos ou mais. *Proporgao atribuida ¢ a propor¢do de mortes
causadas pela doenga especificada, assumindo que 30% da populacdo sdo fumantes e que todo o risco em excesso para
os fumantes se deve ao fumo.

Fonte: Stewart e Kleihues, 2003.

O consumo concomitante de bebidas alcoolicas e tabaco mostra uma forte interagdo
sinergistica na etiologia de canceres da cavidade oral, faringe, laringe e esofago. O risco para
consumidores excessivos de ambos os produtos tende a aumentar de forma multiplicativa ao
invés de aditiva. Assim, o risco para estes ¢ maior do que o produto dos riscos atribuidos
respectivamente a consumidores excessivos de alcool e de tabaco separadamente (Figura 4)
(BLOT et al., 1988; MERLETTI et al., 1989; FRANCESCHI et al., 1990; STEWART e
KLEIHUES, 2003).
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Figura 4. Aumento multiplicativo no risco relativo de cancer de laringe conseqiiente do consumo de alcool e
cigarro (as cores representam aproximadamente a progressdo da duplicagdo do risco ao aumento da exposicao).
Fonte: Barnes et al., 2005.

1.1.4 Mecanismos moleculares do

desenvolvimento de carcinomas

Pesquisas usando modelos de estudo (camundongos e ratos) sobre desenvolvimento de
tumores mostram evidéncias de transformacdes malignas que ocorrem em etapas especificas
do ciclo celular. A maior parte dos agentes carcinogénicos danifica o DNA, tendo oncogenes
e genes supressores de tumor como alvo, levando a ativagdo dos primeiros e a inativacao dos
segundos (STEWART e KLEIHUES, 2003; RUDDON, 2007). Desta forma, foram
designados trés estagios no desenvolvimento de um cancer: iniciacdo, que corresponde ao
dano e ao subsequente potencial de divisdo das células expostas; progressdo, que denota
multiplos ciclos de replicagdo celular da célula iniciada tornando-se auténoma em
crescimento; e metastase, que ¢ o espalhamento das células malignas para outros locais além

daquele de origem (STEWART e KLEIHUES, 2003).
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Alguns genes e as mudancas correspondentes causadas por eles sdo comuns para
varios tipos de tumor. No entanto, cada tipo de cancer tem um conjunto de alteragdes
genéticas especificas. Existe uma heterogeneidade clara entre tumores do mesmo tipo, ou seja,
ndo necessariamente todos os tumores exibem as mesmas mudangas gé€nicas estabelecidas
para o tipo de cancer em questdo. O surgimento de uma populagdo de células malignas deve-
se ao efeito cumulativo de varias mudancas génicas. Os genes designados como oncogenes €
supressores de tumor tém sido identificados em termos de sua funcdo bioldgica. Eles estdo
entre os genes que facilitam a transmissdo de sinais que controlam o crescimento da célula,
mediam a divisdo, diferenciagdo ou morte celular e que estdo envolvidos em processos de
reparo de DNA e outros que mantém a integridade da informacao genética (STEWART e
KLEIHUES, 2003). Assim, as alteracdes génicas que levam ao desenvolvimento do cancer
incluem a ativacdo de oncogenes e/ou inativagdo de genes supressores de tumor
(RODENHUIS e SLEBOS, 1992).

Proto-oncogenes sdo genes normais que, ao sofrerem mutagdo, se tornam oncogenes.
Esses dois termos costumam ser usados de modo intercambiédvel. Tais genes sdo ativados por
agentes carcinogénicos por meio de diversos mecanismos, como substituicdo de bases no
DNA (mutagdes pontuais), translocagdo cromossomica (rearranjo de partes entre
cromossomos diferentes) e amplificagao génica (que corresponde a um aumento no nimero
de copias de um gene resultante da replicagdo redundante de uma mesma seqiiéncia de DNA)
(SCULLY et al., 2000). Acredita-se que oncogenes estdo envolvidos em fungdes celulares
basicas relacionadas ao controle de proliferagdo e diferenciacio celular. Assim, mutagdes em
um desses genes resultam na sua ativagcdo anormal, promovendo o crescimento celular e
levando a transformag¢do maligna. A presenga de pelo menos um oncogene tem sido
confirmada na maioria dos tumores ja estudados (MACDONALD et al., 2004). Exemplos de
oncogenes mais comuns sao ras (BOS, 1989), myc (HANN e EISENMAN, 1984), src
(WASILENKO et al., 1991) e bcl-2 (REED, 1994).

Alteragdes frequentemente encontradas em tumores humanos e modelos animais sdo
mutagdes nos oncogenes da familia ras (RODENHUIS e SLEBOS, 1992). Os trés tipos mais
comuns envolvidos em neoplasmas humanos sdo H-ras, K-ras e N-ras, que codificam
proteinas similares de 21 kDa, que se ligam a GTP/GDP (BOS, 1989). Essas proteinas podem
ter dois estados: ativo, quando o GTP est4 ligado a ela, e inativo, apdés o GTP ter sido
hidrolisado para GDP. A proteina ras ¢ estimulada por fatores de crescimento, levando ao
desprendimento da molécula de GDP e sua ligagdo a molécula de GTP. Com isso, a ras

ativada gera uma cascata de efetores que, por sua vez, pode ativar fatores de transcrigdao
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estimulando a expressao génica e a proliferagdo celular (RUDDON, 2007). Mutagdes desse
gene previnem que este seja inativado, ou seja, que ele se ligue ao GDP (BOS, 1989). Apesar
de mutacdes nos genes da familia ras serem encontradas em uma variedade de tipos de
cancer, a incidéncia de tais mutagdes varia muito. Por exemplo, as incidéncias mais altas sdo
encontradas em carcinomas do pancreas (90%), célon e tiredide (50%) e pulmao (30%) (BOS,
1989; RODENHUIS e SLEBOS, 1992; RUDDON, 2007).

Além de ras, existe a familia myc, cujo papel ¢ essencial na diferenciacdo e
proliferacdo celular (RUDDON, 2007), sendo que seus membros mais estudados sdo c-myc,
N-myc e L-myc (RYAN e BIRNIE, 1996). Altera¢des nesses genes podem ser causadas por
translocagcdo cromossomica, amplificagdo, insercdo e delecio (HANN e EISENMAN, 1984).
A expressdo da c-myc ¢ mais alta em células que estdo sofrendo proliferacdo e diminui
quando células entram na fase de diferenciag¢do. Portanto, pode ser necessaria a regulacao de
sua expressdo para que a divisao celular cesse e a célula comege a se diferenciar (RUDDON,
2007). Apesar da sua conhecida a¢do como fator de transcricdo, também hé observagdes do
myc como indutor de apoptose (RYAN e BIRNIE, 1996). Tal paradoxal habilidade consiste
na capacidade da proteina de estimular a proliferagdo da morte celular. As myc mantém a
capacidade de estimular a proliferagdo e de ativar a via apoptotica induzida pela p53
(RUDDON, 2007).

Uma terceira classe génica consiste nas Src. Genes desta familia podem agir em vérias
vias de transdugdo de sinal que facilitam ou modulam a proliferacdo, sobrevivéncia e adesao
celular, metéstase e trafico intracelular (RUDDON, 2007). O produto deste gene ¢ uma
tirosina quinase que traduz sinais nos processos mencionados acima. A regulacdo do src ¢
feita por mecanismos como fosforilagdo e interacdo entre dois dominios homologos
especificos das proteinas desta familia, chamados SH2 ¢ SH3 (MACDONALD et al., 2004).

Finalmente, o proto-oncogene bcl-2, acronimo de B-cell lymphoma (linfoma das
células B), onde foi primeiramente identificado, ¢ ativado por translocagdo cromossémica
(REED, 1994). Quando mutado, sua agdo ¢ inibir a apoptose, levando a um acimulo de
alteragdes génicas que sdo propagadas pela divisdo celular e contribuem para o
desenvolvimento de tumor (SINICROPE et al., 1995). A superexpressdo de bcl-2 tem sido
observada em vérias alteragdes associadas a apoptose, incluindo geragdo de radicais livres de
oxigénio, mudancas na membrana plasmatica, alteragdes na distribuicio de ions (Ca’” e H"),
ativacdo de caspases e perda do potencial transmembranico mitocondrial (KROEMER, 1997).

Apesar de ter como fungdo principal a inibicdo de apoptose de linfocitos, o bcl-2 ja foi
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encontrado em outros tecidos, como epitélio gastrointestinal, pele e sistema nervoso,
sugerindo uma maior importancia para este gene (RUDDON, 2007).

O outro grupo de genes que tem papel importante no processo cancerigeno consiste na
classe de genes supressores de tumor (MURAKAMI et al., 1991; HUANG et al., 1992).
Estes, ao serem perdidos ou inativados, acabam viabilizando o desenvolvimento de tumores.
Seus produtos podem agir de diferentes maneiras, ja que alguns sdo encontrados no nucleo e
atuam como fatores de transcricdo, outros ocorrem na membrana celular e agem em
transducdo de sinal ou adesdo celular, e ainda outros estdo envolvidos no reparo do DNA
(RUDDON, 2007). Entre os genes supressores de tumor encontram-se rb (tem papel na
inibicao do progresso do ciclo celular), p53 (gene onde mais mutagdes sdo registradas em
carcinomas, pode induzir apoptose ou apenas impedir a proliferagdo e transformacdo da
célula quando seu DNA sofre danos) e BCRA1 ¢ BCRA2 (envolvidos em vias de reparo do
DNA observadas principalmente em cancer de mama e de ovario) (STEWART e KLEIHUES,
2003; MACDONALD et al., 2004; RUDDON, 2007).

Além das causas de cancer ja& mencionadas, ¢ importante citar aqueles tumores
causados por heranca genética. Fatores genéticos que sdo determinantes primarios do
desenvolvimento de cancer correspondem a 5 a 10% dos pacientes (MACDONALD et al.,
2004). Normalmente, os defeitos herdados que levam ao cancer sao causados por deficiéncias
nas vias de reparo de DNA, alteragdes em enzimas que metabolizam drogas e toxinas
ambientais e polimorfismos em genes que regulam a utilizacdo de certos nutrientes essenciais

como acido folico (RUDDON, 2007).

1.1.5 Deteccéao de tumores

Os métodos usados no diagnéstico e na classificacdo do cancer sdo determinados
basicamente pela localizacao e tipo de tumor. Varios recursos para detectar um cancer estao
disponiveis, como raio-X, endoscopia, ultra-som, ressondncia magnética, tomografia
computadorizada e exames de sangue e urina com marcadores especificos (BARNES et al.,
2005). Além disso, os marcadores moleculares, ou biomarcadores, sdo antigenos expressos
pelo tumor ou substancias liberadas por células normais do organismo em resposta ao cancer,
que podem ser usados tanto para diagnostico quanto para monitorar o progresso da doenga,

prevenir que esta retorne e verificar a eficcia do tratamento utilizado. Os marcadores mais
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utilizados na pratica clinica sao as glicoproteinas antigeno prostata-especifico (PSA),
amplamente usado em pacientes homens para detectar cancer de prostata (STAMEY et al.,
1987; RAO et al., 2008), CA-125 para cancer de ovario (BAST et al., 1981; JANKOVIC e
MILUTINOVIC, 2008) e antigeno carcinoembrionario (CEA) para monitorar a progressao ¢ a
resposta a terapia em pacientes com cancer colorretal (GOLD e FREEDMAN, 1965;
DIAMANDIS, 2003; HAMDAM, 2007).

A maioria destes marcadores estd em niveis elevados em tumores benignos e quase
nenhum se encontra acima da média especifica de cada marcador nos estadios iniciais de
tumores malignos. Portanto, o valor dos marcadores encontrados até hoje ¢ limitado, mas
quase todos mostram uma associagdo com o curso clinico da doenga, sendo seu uso de grande
importancia. Como o diagnéstico em estadios iniciais do cancer leva a tratamentos com
melhores resultados, a busca por estes tem sido bastante intensa (PORTH, 2007; DAOUD,
2008).

1.1.6 Classificacado de tumores malignos

Tumores malignos podem ser classificados em carcinomas ou sarcomas. Os primeiros
possuem origem epitelial e os ultimos, origem mesenquimal. A maioria surge de tecido
epitelial, onde aqueles derivados de tecido estratificado escamoso sdo designados carcinomas
de células escamosas. A determina¢@o do local e origem de um neoplasma ¢ importante por
varias razdes. Ao saber a localizacdo de um tumor € possivel inferir, por exemplo, sobre seu
curso, a probabilidade e a rota de um espalhamento metastatico, os efeitos deste em fungdes
orginicas e o tipo de tratamento utilizado para ter maior eficicia. O local de um tumor
primario também pode determinar o modo de metéstase e os Orgdos alvo. Este critério ¢ de
extrema importancia para definir o prognostico do paciente (RUDDON, 2007).

Além destes critérios, uma linguagem padrao para descrever o alcance da doenca a fim
de auxiliar oncologistas no planejamento do tratamento e fornecer categorias para estimar o
prognostico foi estabelecida por duas agéncias: Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) e American Joint Committee for Cancer Staging and End Results Reporting (AJCCS)
da Organizagao Mundial da Satde (OMS). Ambas usam o sistema TNM de classificacao para
tumores malignos (RUDDON, 2007). Este sistema foi desenvolvido por Pierre Denoix entre

1943 e 1952. A UICC nomeou um Comité de Nomenclatura e Estatistica de Tumores em



Introducéo

1950 e adotou as definigdes gerais de extensdao local dos tumores malignos sugeridas pela
AJCCS como base para seu trabalho na classificagdo do estadio clinico. Por meio de
publicagdes traduzidas para diversas linguas, o objetivo da UICC ¢ alcancar o consenso na
classificagdo da extensdo anatomica do cancer (SOBIN e WITTEKIND, 2002).

O sistema TNM classifica a doenca em estadios, avaliando trés componentes: T define
a extensao do tumor primario (em tamanho e local), N corresponde ao envolvimento de
linfonodos regionais e M, a presenca ou auséncia de metastase. A definicdo do alcance da
doenca por estas categorias ¢ chamada estadiamento (SOBIN e WITTEKIND, 2002; PORTH,
2007; RUDDON, 2007). Utiliza-se a adi¢ao de numeros a estes trés componentes para indicar

a extensao da doenca maligna. As defini¢des gerais usadas estdo representadas na tabela 2.

Tabela 2. Defini¢des usadas pelo sistema TNM de classificagdo para tumores malignos.

T - Tumor Primario N - Linfonodos Regionais M - Metéastase a Distancia
TO — Nao héd evidénciade  NO — Auséncia de metastase MO — Auséncia de
tumor primario em linfonodos regionais metastase a distancia
N1, N2, N3 -
T1, T2, T3, T4 — Tamanho )
Comprometimento ‘ '
crescente e/ou extensao M1 — Metéstase a distancia

o crescente dos linfonodos
local do tumor primario o
regionais

Fonte: adaptado de Sobin e Wittekind, 2002.

Deste modo, temos uma generalizagao util:

e Estadio I (T} Ny My) — Tumor primario esta limitado ao 6rgdo de origem. Nao
ha evidéncia de extensdo nodal ou vascular. O tumor pode ser removido por
cirurgia.

e Estadio Il (T, N; My) — Tumor primario se estendeu para o tecido ao redor e
linfonodos. O tumor ¢ operavel, mas, devido a extensdo, pode ndo ser
completamente removivel por cirurgia.

e Estédio Il (T3 Ny M) — Tumor primario é grande e com estruturas fixadas.
Linfonodos mais proximos estdo envolvidos, podendo ter mais de 3 cm de
didmetro e fixados no tecido. Normalmente, o tumor ndo é removivel por

cirurgia, sendo que parte dele ¢ deixada no local.
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e Estadio IV (T4 N3 M;) — Tumor primario extenso, podendo ter mais de 10 cm
de diametro. Tecidos profundos ¢ ao redor ja foram invadidos e linfonodos

estdo amplamente envolvidos. Ha evidéncia de metéstase a distancia.

A classificagdo TNM, acoplada a outros métodos diagnosticos ja mencionados, leva a
uma melhor definicdo do status de um neoplasma, auxiliando a direcdo de um tratamento

(PORTH, 2007; RUDDON, 2007).

1.2 Cancer de laringe

1.2.1 Definicdo e anatomia do 6rgao

A laringe ¢ um 6rgdo com fun¢des de degluti¢do, respiracdo e fonacdo, composto por
cartilagens, ligamentos, musculos e membrana mucosa que guarda a entrada para a traqueia,
bronquios e pulmdes e contém as cordas vocais. Ela comega na ponta da epiglote e se estende
at¢ a cartilagem cricoide (BARNES et al., 2005). A laringe estd dividida em trés
compartimentos (supraglote, glote e subglote), que formam a base para classificar tumores
neste orgdo (Figura 5). Tal separacdo ¢ feita porque o risco de metastase associado a cada
local ¢ diferente, resultante da anatomia vascular e linfatica distinta (KUFE et al., 2003). O
crescimento e o espalhamento de canceres de laringe sdo determinados pelo local de origem e

barreiras anatomicas dos diferentes compartimentos (BARNES et al., 2005).
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Figura 5. Imagem de ressonancia magnética da cabeca e pescogo, sec¢do sagital. (1) Cavidade nasal, (2)
nasofaringe, (3) faringe, (4) laringe, (5) lingua, (6) coluna vertebral, (7) medula espinhal, (8) epiglote, (9)
cartilagem cricoide, (10) membrana cricotraqueal, (11) traquéia.

Fonte: adaptado de The Anatomy Project (PROJECT, 1997).

1.2.2 Epidemiologia

O cancer de laringe ¢ considerado uma doenga significativa em todo o mundo e € o
segundo tipo de tumor mais comum do aparelho respiratério depois do cancer de pulmao
(CATTARUZZA et al., 1996). O principal tipo de neoplasia que afeta esse Orgdo é o
carcinoma das células do epitélio escamoso ou pavimentoso (squamous cell carcinoma —
SCC), correspondendo a 90% de todos os males que afetam a laringe (BARNES et al., 2005).
O SCC da laringe (LSCC) corresponde a 95% dos casos de cancer de laringe e ¢ mais comum
em homens que em mulheres (STEWART e KLEIHUES, 2003), com uma proporcao de 7:1
(PARKIN et al., 2005). Sua incidéncia é maior na Europa central e do sul, Uruguai, sul do
Brasil e Argentina, sendo mais comum em areas urbanas. Na Asia ocidental, o cancer de
laringe corresponde a 4.7% dos tumores em homens (Figura 6) (STEWART e KLEIHUES,

2003; PARKIN et al., 2005). No entanto, aumenta cada vez mais em ambos os sexos devido
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ao maior consumo de tabaco e alcool, que tém efeito sinergistico (STEWART e KLEITHUES,

2003). Este fator estd claramente relacionado com a doenga, sendo assim, possivel ser

reduzida com mudangas de habitos (CATTARUZZA et al., 1996; BARNES et al., 2005).

Este tipo de cancer responde por cerca de um ter¢o dos tumores da cabega e pescogo

nos paises desenvolvidos (KUFE et al., 2003) e a sobrevivéncia relativa de pacientes com

cancer de laringe varia entre 60 e 70% na Europa e América do Norte, no entanto, ¢ mais

baixa em paises em desenvolvimento (PARKIN et al., 2005).
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Figura 6. Taxa de incidéncia de cancer de laringe padronizada por idade. Dados mostrados por 100,000 para

cada sexo.
Fonte: Parkin et al., 2005.
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1.2.3 Etiologia

Diferentes genétipos do papilomavirus humano (HPV) estdo envolvidos na maioria
dos SCCs do cérvix uterino, sendo um fator necessario, mas nao suficiente para o
desenvolvimento destes tumores. Alguns estudos mostraram que o HPV pode também ter um
papel etiologico no LSCC. Em certos canceres de laringe, foram registradas sequéncias de
DNA de HPV integradas ao genoma do hospedeiro (CATTARUZZA et al., 1996). Os
carcinomas de laringe associados ao virus t€ém os genotipos de HPV de alto risco, onde o
HPV-16 ¢ o mais frequente. No entanto, os dados sobre essa relacdo ainda estdo incompletos.
Outra comum causa do cancer de laringe ¢ relacionada & exposi¢do a materiais perigosos
como amianto e pd de cimento, afetando frequentemente pessoas que trabalham em industrias
(CATTARUZZA et al.,, 1996; GALE et al., 2008). Entretanto, o tabaco consumido
concomitantemente com o alcool € considerado h4 décadas como o maior causador de cancer
de laringe. Vérias pesquisas mostraram que o consumo de dalcool e tabaco combinado
apresenta um efeito sinergistico, sendo que o risco ¢ aumentado de maneira multiplicativa ao
invés de aditiva (Figura 4) (OLSEN et al., 1985; MERLETTI et al., 1989; FRANCESCHI et
al.,, 1990; CATTARUZZA et al., 1996; ALTIERI et al., 2002; TALAMINI et al., 2002;
BARNES et al., 2005).

Inumeras mudangas genéticas criticas para o progresso de SCC de cabega e pescogo
(head and neck squamous cell carcinoma — HNSCC), do qual o cancer de laringe faz parte,
foram descritas, desde lesdes pré-neoplasicas (também chamadas de carcinoma in situ, aquele
que ainda ndo invadiu tecidos epiteliais mais profundos ou ndo se espalhou para outras partes
do corpo) até tumores invasivos (ou lesdes invasivas, que correspondem aquelas que se
espalham para tecidos diferentes de onde foram originadas). Isto permitiu o delineamento de
um modelo molecular de progressdo da doenga (CALIFANO et al., 1996; FORASTIERE et
al., 2001). Para a formagao do HNSCC, trés alteragdes génicas sdo necessarias: mutagdo da
proteina supressora de tumor p53; inativacdo do pl6, um inibidor da quinase ciclina-
dependente (cyclin-dependent kinase — CDK), e superexpressdo do receptor do fator de
crescimento epitelial (epithelial growth factor receptor — EGFR) em 40%, 70% ¢ 90% de
todos os tumores orais, respectivamente (FORASTIERE et al., 2001; CHIN et al., 2004;
BARNES et al., 2005). Aproximadamente metade dos casos de HNSCC apresentou mutagdes
no gene p53, cuja inativagdo torna o tumor mais resistente a radioterapia (KOCH et al., 1996;

MAO et al., 2004) ¢ resulta na progressiao de lesdes pré-invasivas para invasivas
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(FORASTIERE et al., 2001; BARNES et al., 2005). Além do EGFR, o gene da ciclina DI,
que ativa o ciclo de progressao celular, também ¢ frequentemente superexpresso em estadios

iniciais de canceres de cabega e pescogo (MAO et al., 2004).

1.2.4 Sintomas, diagnostico e tratamento

De uma maneira geral, concorda-se que, quanto mais cedo o diagnostico, maior a taxa
de sobrevivéncia e de preservagdo da laringe. Os tumores diagnosticados em estadios iniciais
costumam ser aqueles que surgem na glote (BARNES et al., 2005). Isso acontece porque
qualquer mudanca na corda vocal gera sintomas como rouquidao ou disfonia. Neoplasmas na
supraglote ndo apresentam sintomas cedo durante seu desenvolvimento. O primeiro sintoma
de um cancer neste local ¢ de garganta inflamada, disfagia (dificuldade de degluti¢do), otalgia
(dor de ouvido) ou desenvolvimento de uma massa no pescoco correspondente a metastase.
Comprometimento da passagem da via aérea também pode ser um sintoma em estadio inicial
de cancer da subglote (KUFE et al., 2003).

Os métodos modernos para diagnostico clinico do cancer de laringe incluem a
laringoscopia direta ou por fibra otica, tomografia computadorizada e ressonancia magnética.
Mesmo com estes recursos e avaliagdo clinica precisa, costuma ser feita uma estimativa
erronea (para menos) da extensdo do tumor em 30 a 40% dos casos (KUFE et al., 2003).

De um modo geral, devido aos poucos sinais e sintomas da doenca em estadios
iniciais, esse tipo de tumor costuma ser descoberto apenas em estadios avangados da doenga.
Nestes casos, tratamentos mais severos sao necessarios, o que frequentemente deixa os
pacientes desfigurados, com efeitos colaterais debilitantes, fala e degluticdo prejudicadas,
além de uma diminuicao na qualidade de vida (WADSWORTH, SOMERS, CAZARES et al.,
2004; GOURIN et al., 2006). Por estas razoes, a mortalidade relacionada a doenga e ao
tratamento € alta e as estatisticas tém se mantido as mesmas ao longo das ultimas décadas
(FORASTIERE et al., 2001; MAO et al., 2004; SEWELL et al., 2007). Ainda nao foi
desenvolvido nenhum exame de detec¢do para o cancer de laringe, sendo a analise clinica
combinada com exames de imagens os unicos meios de diagnostico (WADSWORTH,
SOMERS, STACK et al., 2004).

Apesar de avancos substanciais nos Ultimos 15 anos no tratamento de HNSCC,

especialmente a cirurgia reconstrutiva e plastica ou radioterapia para a doenga nos estadios
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iniciais e novas estratégias terapéuticas para tumores em estadios avangados e metastaticos, o
prognoéstico geral para estes canceres continua ndo satisfatorio (HASS et al., 2008). As opgoes
mais comuns para tratamento de LSCC sdo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, ou uma
combinagdo destas. A radioterapia ¢ utilizada em mais de 70% dos pacientes, seguida pela
cirurgia em 55% e quimioterapia em 10% dos casos. Em estadios iniciais do LSCC, apenas
uma opc¢do costuma ser adequada para o tratamento em 85 a 98% dos pacientes. Para os
estadios mais avancados, como III e IV, a abordagem de tratamento ¢ baseada na combinagao

de cirurgia e quimio ou radioterapia (ALMADORI et al., 2005).

1.3 Sistemaimune

A principal fungdo do sistema imune ¢ a defesa e vigilancia do organismo. Ele deve
reconhecer e erradicar, se possivel, patogenos e células aberrantes, deixando células normais
intactas. Consequentemente, o sistema imune deve incorporar um programa que facilite a
eliminagdo de patégenos, assim como um programa suicida seguro para remog¢ao de clones
auto-reativos que tém o potencial de atacar tecidos normais. A auto-tolerancia e a remogao de
linfécitos autoreativos € essencial para a fungcdo normal do sistema imune (LOS e
WALCZAK, 2002).

As células do sistema imune sdo originadas na medula dssea e consistem nos
macrofagos, granuldcitos (neutrofilos, eosindfilos e basofilos), mastéceitos, células dendriticas,
linfocitos T e B e células exterminadoras naturais (natural killers — NKs). Outros
componentes do sistema imune sdo citocinas (interleucinas, interferon gamma e fator de
necrose tumoral — TNF) e anticorpos (imunoglobulinas — Ig). Além disso, o sistema imune
inato ¢ considerado como a linha de frente de defesa do organismo (JANEWAY, 2001).
Fazem parte dele a barreira epitelial que reveste o corpo, células fagociticas (principalmente
macrofagos e neutréfilos), NKs, proteinas plasmaticas (como do sistema complemento) e
citocinas.

A imunidade humoral consiste de mediadores soltiveis como complemento (ndo

especifico) e anticorpos (especificos) que neutralizam, opsonizam ou matam patdégenos
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(RICH, 2005). Ela envolve a produg¢dao de anticorpos por plasmocitos (linfocitos B), que

defendem o organismo principalmente contra bactérias e suas toxinas e virus.

Os anticorpos tém trés fungdes na prote¢do contra patdgenos. A mais simples ¢ a

neutralizagdo, onde eles se ligam ao antigeno, bloqueando seu acesso a células. Como

bactérias sdo capazes de se multiplicar fora das células, a neutralizagdo ndo ¢é suficiente,

necessitando da opsonizagdo. Nesta, os anticorpos revestem a bactéria e permitem que uma

célula fagocitica a ingira e destrua. A terceira fungdo dos anticorpos ¢ a ativagdo do sistema

complemento, cujos componentes formam poros na superficie da bactéria, levando-a 4 sua

destrui¢do (Figura 7) JANEWAY, 2001).
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Figura 7. Resposta imune humoral mediada por anticorpos secretados por plasmacitos.

Fonte: Janeway, 2001.
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Podem ocorrer dois tipos de resposta no desenvolvimento da imunidade humoral:
primdria e secundaria. A resposta imune primdria ocorre assim que o antigeno ¢ introduzido
no organismo. Nesta resposta, hd um periodo de laténcia antes que os linfocitos B sejam
ativados para proliferar e secretar anticorpos, além de se tornarem células de memoria. E
comum que a recuperacao de varias doencas infecciosas ocorra durante a resposta primaria
quando a concentracdo de anticorpos esta atingindo o seu pico. A resposta secundaria, ou de
memoria, ocorre durante exposi¢des secundarias ou subsequentes ao mesmo antigeno. Nesta
resposta, 0 aumento na concentragdo de anticorpos ocorre mais rapidamente porque ja existem

células de mémoria disponiveis para este antigeno (Figura 8) (PORTH, 2007).
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Figura 8. Resposta imune humoral primaria e secundaria.
Fonte: Adaptado de Porth, 2007.
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1.3.1 Sistema complemento

O sistema complemento ¢ uma rede complexa de proteinas soliiveis e associadas a
membranas que formam uma resposta altamente regulada e direcionada contra agentes
infecciosos ou cancer (MONK et al., 2007) e consiste em um unico grupo de 30 proteinas que
circulam no sangue (TORTORA et al., 2004) como precursores inativos (PORTH, 2007).
Para ocorrer a ativagdo deste sistema, as proteinas sdo clivadas em uma determinada
sequéncia, agindo em cascata, onde uma reagdo ativa a outra, que ativa uma terceira e assim
por diante (TORTORA et al., 2004; PORTH, 2007). As proteinas sdo denominadas C1 a C9
(na ordem em que foram descobertas) e seus produtos sdo proteinas ativadas indicadas pelas
letras a para o fragmento menor e b para o fragmento maior (TORTORA et al., 2004).

A cascata inflamatoria do complemento tem trés atividades principais: (1) defesa
contra infec¢cdes de microorganismos, ao promover fagocitose do patdégeno; (2) fazer uma
ponte entre a imunidade inata e adaptativa; e (3) descartar complexos imunes e produtos da
resposta inflamatdria para prote¢ao e recuperacao do organismo (GASQUE, 2004). Existem
trés mecanismos distintos para a ativagcdo do complemento. A via classica ¢ ativada por
complexos antigeno-anticorpo. A ativacdo do complemento pela via alternativa se inicia
diretamente por moléculas na superficie da célula-alvo. A via lecitina ligante de manose
(MBL) ¢ iniciada pela ligagdo da MBL a estruturas contendo manose presentes na superficie
de bactérias e fungos (GUO e WARD, 2005). Todas as vias convergem para a geragao da
mesma enzima chave, chamada C3 convertase, principal ponto de amplificagdo da cascata
(Figura 9) (PORTH, 2007). Quando o sistema complemento ¢ ativado em sitios inapropriados
ou por um periodo muito extenso, ele ¢ capaz de provocar danos a tecidos do organismo,
causando fendmenos autoimunes como degeneracdo do sistema nervoso central (GASQUE,
2004), lapus eritematoso sistémico, artrite e atreriosclerose (KIM et al., 2005). Para evitar
esta tendéncia, as células do organismo sdo protegidas por varias moléculas regulatorias
(inibidoras do complemento), que inibem a formagdo de enzimas que, por sua vez, clivam a

proteina C3 (GASQUE, 2004).
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Figura 9. Visdo esquematica da cascata do complemento. As trés vias de ativagdo sdo iniciadas por diferentes
fatores que levam a mesma atividade enzimatica, e suas trés principais consequéncias.
Fonte: Janeway, 2001.

A ativagdo da via clédssica ¢ iniciada pela ligacio do primeiro componente do
complemento (C1) a complexos antigeno-anticorpo na superficie de células alvo. Esta ligacao
resulta na ativagdo do C4 e C2. O fragmento C4b liga-se a superficie celular, entdo o C2b
liga-se a C4b, formando a C3 convertase que, por sua vez, ativa o componente C3
(CAMPBELL et al., 1980). O fragmento C3b gerado combina-se com a C3 convertase,
originando a C5 convertase, que cliva o C5. O fragmento C5b liga-se ao C6 e C7 para
aderirem a membrana da célula alvo. Em seguida, o C8 e varias moléculas C9 formam o
complexo de ataque a membrana (MAC). Esta cria poros inseridos na membrana, permitindo
a entrada de agua e saida de ions, levando a lise da célula (Figura 10) (TORTORA et al.,
2004). As anafilatoxinas C3a, C4a e C5a liberadas sdo moléculas inflamatérias importantes
(GASQUE, 2004) que podem ligar-se a mastocitos e basofilos para liberarem histamina e
outras substancias que aumentam a vasodilatagdo. A C5a também recruta fagdcitos para o

local da infec¢do (ERDEI et al., 2004; GUO e WARD, 2005; KIM et al., 2005).
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A imunologia do cancer encontra-se entre duas grandes e complexas disciplinas, a

pesquisa sobre cancer € a imunologia, € pode-se pensar nela como duas areas: o uso do cancer

como modelo para testar principios imunoldgicos e o uso da imunologia como ferramenta

para entender e tratar o cancer (SOGN, 1998).

Sabe-se que o sistema imune responde a tumores, mesmo que em uma magnitude bem

menor, comparada a sua resposta a agentes infecciosos (ANDERSON e LABAER, 2005).

Desde os primeiros experimentos em 1950 de Macfarlane Burnet, envolvendo tumores e

resposta imune, foram identificados muitos antigenos tumorais reconhecidos por linfécitos

(CHIPLUNKAR, 2001). Existem estudos recentes que contrariam a visdo amplamente aceita
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da resposta imune combater o tumor (WILLIAMS, 1996; HOUGHTON et al., 2001; KIM et
al., 2005; VARELA et al., 2008), ao mostrarem que cla contribui para seu crescimento
(HAHNE et al., 1996; GORTER ¢ MERI, 1999; DE VISSER et al., 2006). A idéia de que o
sistema imune monta um ataque contra o cancer ¢ oposta a idéia que reagdes inflamatorias
persistentes facilitam o desenvolvimento do tumor. Normalmente, o sistema imune do
paciente falha na climina¢do do tumor (MARKIEWSKI et al., 2008). Além do mais,
mecanismos de supressdo de tumores podem variar. Hahne et al. (1996) observou que células
de melanoma possuem na sua superficie uma molécula (Apo-1 ou Fas) que induz células
imunes a sofrerem apoptose (HAHNE et al., 1996; WILLIAMS, 1996). Outro exemplo de
supressdao imune € a tolerancia a células T CD8+ induzida por células supressoras derivadas
de mieloide (myeloid derived suppressor cells - MDSCs) (MARKIEWSKI et al., 2008).
Recentemente, Markiweski et al. (2008) demonstraram que o sistema complemento contribui
para os mecanismos promotores do crescimento do cancer. Neste estudo, a deficiéncia de
proteinas do complemento C3, C4 ou receptor de C5a estd associada a um ritmo mais lento no

crescimento do tumor.
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Portanto, estudos clinicos e experimentais indicam que a imunidade inata e adquirida
sdo significantes, apesar de as vezes paradoxais, na determina¢do da tumorigénese. Antigenos
presentes em tecidos neoplasicos recentes sao transportados para o6rgaos linféides por células
dendriticas (CDs) que ativam respostas imunes adquiridas, resultando em efeitos tanto
promotores de tumor quanto antitumorais. Ainda ndo sdo conhecidas as vias que regulam o
trafico de CDs durante estadios iniciais do cancer e a natureza dos antigenos. Ativagdo de
linfocitos B e respostas imunes humorais resultam na ativacdo cronica de células da
imunidade inata em tecidos cancerigenos. Estas células ativadas, como mastocitos,
granuldcitos e macréfagos, promovem o desenvolvimento do tumor pela liberacdo de
moléculas que modulam a expressdo génica em células neoplasicas iniciadas, culminando em
uma progressao alterada do ciclo celular e aumento da capacidade de sobrevivéncia. Células
inflamatérias t€ém influéncia positiva no desenvolvimento angiogénico ao produzirem
mediadores pro-angiogénicos e proteases extracelulares. Tecidos onde estas vias se encontram
cronicamente ativas exibem um aumento no risco de desenvolvimento do tumor. Ao contrario
deste efeito, a ativagdo da imunidade adquirida também induz respostas antitumorais por meio
de células T CD8+ e produgdo de anticorpos que induzem a lise mediada pelo sistema
complemento (Figura 11) (DE VISSER et al., 2006).

No HNSCC, ocorre uma variedade de anormalidades imunolédgicas cujas relagdes de
causa e efeito ndo sdo claras. A imunidade humoral e celular tem implicagdes importantes
para o prognoéstico da doenca e sua terapia. A imunidade celular esta correlacionada com
tumores em estddio avancado, recorréncia em curto prazo e baixa taxa de sobrevivéncia. Na
imunidade humoral, niveis elevados de IgA, IgM e complexos imunes no soro sugerem
estadio avangado do HNSCC e prognostico ruim (KUFE et al., 2003).

A falta de consenso entre estas pesquisas nao ¢ especifica do cancer de laringe, mas
inclui todos os tipos de cancer. A identificagdo de antigenos envolvidos na imunologia de
cancer por técnicas protedmicas pode ajudar a esclarecer a reacdo do organismo ao tumor
(KOLCH et al., 2005). Dada esta funcdo paradoxical do sistema imune em diferentes

modelos, ndo existe uma clara compreensao sobre a resposta imune no LSCC.
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1.4 Protedmica

Apds o sequenciamento do genoma humano, que identificou apenas entre 20.000 e
25.000 genes (LEVY et al., 2007), ficou claro que a idéia de um gene para uma fungdo nio se
aplica para explicar todas as funcdes fisiologicas do nosso complexo organismo. Isso sugere
que a transcri¢do alternativa e o splicing alternativo (GRAVELEY, 2001; JOHNSON et al.,
2003) permitem que cada gene humano codifique entre quatro e seis proteinas diferentes,
além de ocorrerem intimeras modificagdes pds-traducionais (PTMs), que adicionam diferentes
fungdes as proteinas ja traduzidas (KOLCH et al., 2005; LEVY et al., 2007). Com isso, os
genes humanos sdo capazes de gerar cerca de 1 milhdo de entidades funcionais no nivel
proteico. Portanto, o estudo do proteoma se tornou fundamental para a compreensdo das
fungdes organicas e descri¢cdes de doengas, assim como para descoberta de meios diagnosticos
e alvos terapéuticos (KOLCH et al., 2005). Deste modo, a protedmica pode ser definida como

a caracterizacdo em larga escala de proteinas expressas pelo genoma (CONRAD et al., 2008).

1.4.1 Meétodos protedmicos

O estudo de proteomas representa um grande desafio devido a alta complexidade de
uma célula, do soro ou do plasma sangiiineo, que podem consistir em milhares de diferentes
tipos de proteinas, necessitando de métodos sensiveis de andlise (AEBERSOLD e
GOODLETT, 2001; AEBERSOLD ¢ MANN, 2003).

O fracionamento de proteinas ¢ uma etapa muito importante para a andlise de
proteomas a fim de obter fracdes mais simples (HIRSCH et al., 2004). Elas podem ser
separadas em diferentes grupos com propriedades fisicas e quimicas similares, como tamanho,
hidrofobicidade, carga, ponto isoelétrico ou afinidade, por técnicas como cromatografia e
focalizagao isoelétrica (ISSAQ et al., 2002).

Entre os métodos mais utilizados para separar proteinas estd a eletroforese em gel,
especialmente a eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis — 2D-PAGE) (HIRSCH et al., 2004; CONRAD et al.,
2008). A 2D-PAGE separa proteinas desnaturadas em duas etapas chamadas primeira e

segunda dimensdes. A primeira dimensdo separa as proteinas com base em seu pH e a
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segunda dimensao as separa de acordo com suas massas moleculares por meio da eletroforese
em gel. Cada gel bidimensional gera um perfil protéico visualizado como pontos que
representam as proteinas e sdo denominados de spots (CONRAD et al., 2008). A 2D-PAGE
tem sido usada por mais de 30 anos e, mais recentemente, melhorou muito sua
reprodutibilidade com a introducdo de tiras de gel de poliacrilamida com gradiente de pH
imobilizado, chamadas de strips, e da bioinformatica. No entanto, esta técnica ainda apresenta
inimeras limitagdes, como dificuldades em detectar proteinas de baixa expressdo e longo
prazo para obter resultados (LI et al., 2005; DAOUD, 2008).

Acoplada a técnicas de separagdo, a espectrometria de massa (mass spectrometry —
MS) se tornou o principal método para andlise de amostras proteicas complexas
(AEBERSOLD e MANN, 2003). Espectrometros de massa analisam proteinas ou peptideos
depois de converté-los a ions gasosos, que podem ser identificados com base na razdo entre
massa ¢ carga (CONRAD et al., 2008). Com o uso da digestdo enzimatica, ¢ possivel
identificar proteinas mesmo se elas estiverem modificadas. Ao adicionar um segundo
analisador de massa (tandem mass spectrometry/MS-MS), também ¢ possivel determinar a
sequéncia dos aminoacidos, uma vez que peptideos se fragmentam de modo previsivel. Apos
a obtencdo destes dados, eles sdo comparados com bancos de dados de proteinas (HIRSCH et
al., 2004). Tais estratégias costumam ser usadas em combinag¢do para uma maior acuracia dos
resultados. Atualmente, dois tipos de espectrometro de massa sdo os mais utilizados para a
identificagdo de proteinas: matrix-assisted laser desorption/ionization (MALDI) e
electrospray ionization (ESI). Ambos sdo capazes de analisar proteinas com massa molecular

a partir de 100 kDa (Figura 12) (AEBERSOLD e MANN, 2003; HIRSCH et al., 2004).
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Figura 12. Métodos de ionizagao para peptideos. (A) MALDI e (B) ESI.
Fonte: Kolch et al., 2005.

Um espectrometro de massa consiste em uma fonte de ions, um analisador de massa

que mede a razdo entre massa e carga (m/z) dos analitos ionizados, e um detector que registra
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o numero de ions em cada valor de m/z (AEBERSOLD e MANN, 2003). O parametro
experimental mais critico para a identificagdo de proteinas ¢ a precisdo ao medir a massa dos
peptideos (AEBERSOLD e GOODLETT, 2001). Entre os tipos de analisadores de massa, esta
o tempo de voo (time-of-flight — TOF) (Figura 13), que costuma ser acoplado ao MALDI.
Para analise utilizando este método, as amostras, que costumam ser proteinas separadas por
2D-PAGE submetidas a digestdo triptica, sdo dispostas em uma placa de metal. Antes da
aplicacdo das amostras, uma matriz ¢ colocada na placa ou mistrurada a amostra. A matriz ird
absorver energia de um pulso de laser e causar a ioinzagdo (formagdo dos ions livres na fase
gasosa) dos analitos pelo MALDI. A razdo m/z dos ions €, entdo, medida pelo TOF, onde ions
com menores massas molecurares viajam mais rapido que ions com maiores massas

moleculares a uma energia constante (AEBERSOLD e GOODLETT, 2001).
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Figura 13. Analisador de massa do tipo TOF, onde ions sdo acelerados e separados ao longo de um tubo de
acordo com sua velocidade, refletidos e detectados.
Fonte: adaptado de Aebersold & Mann, 2003.

Uma vez que a fracionagdo de proteinas antes de qualquer experimento ¢ necessaria
para uma analise compreensiva de protecomas (MORITZ et al., 2004) e a 2D-PAGE apresenta
limitacdes principalmente para estudos de proteomas complexos, como o plasma humano, ja
que ndo detecta proteinas de baixa expressao (ZUO e SPEICHER, 2000), sdo requeridas
técnicas alternativas a esta (KOLCH et al., 2005). Alguns trabalhos tém sido feitos no
desenvolvimento de técnicas de prefracionagdo antes de submeter a amostra a 2D-PAGE
(ZUO e SPEICHER, 2000; ZHONG et al., 2008). No entanto, a maioria dos esforgos ¢ para
fazer a fracionagdo de proteomas sem passar por etapas em gel. Neste ambito, técnicas como
focalizagao isoelétrica liquida (WALL et al., 2000; LI et al., 2005; ZHAO et al., 2009),
focalizagao isoelétrica capilar (LEE e BALGLEY, 2009) e free-flow electrophoresis
(MORITZ et al., 2004; MORITZ et al., 2005; OUVRY-PATAT et al., 2008) sao acopladas a
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diferentes cromatografias liquidas e, entdo, as amostras sdo submetidas a MS. No entanto,

nenhuma combinag¢ao destas técnicas encontra-se bem estabelecida.

1.4.2 Protebmica de cancer

Tem havido um aumento no niamero de estudos na area de protedmica de cancer a fim
de obter-se conhecimento sobre a patologia e a progressao desta doenca. Muito disso se deve
as diferencas individuais de expressdo protéica estarem fortemente relacionadas com a
atividade celular. Além disso, mudangas no genoma sao relativamente estaticas, enquanto que
proteomas apresentam um maior dinamismo, refletindo mais precisamente as mudancgas
fisiologicas e patologicas de uma célula, tecido ou organsimo ao longo do tempo (KOLCH et
al., 2005). Sao estas informagdes variantes que nos permitirdo monitorar o curso de uma
doenga, os seus mecanismos patogénicos e a resposta & terapia. E provavelmente por meio da
protedmica que isso sera alcangado, uma vez que esta tecnologia permite uma visao sistémica
de perfis protéicos (KOLCH et al., 2005; CONRAD et al., 2008).

Avangos técnicos em separacdo de proteina e espectrometria de massa contribuiram
para a aplicacdo da protedomica a estudos relevantes de doencgas especificas. O papel da
aplicacdo de técnicas protedOmicas para o cancer consiste em gerar informacdes para melhor
conhecer a patologia da doenca, bem como para a descoberta de biomarcadores e para a
obtengdo de alvos moleculares para tratamentos (HIRSCH et al., 2004; CONRAD et al.,
2008; DAOUD, 2008).

Entre os tipos tumorais mais estudados pela protedmica encontram-se o cancer de
mama (BERTUCCI et al., 2006; GAST et al., 2008), pulmao (CHEN et al., 2002; PATZ et
al., 2007), prostata (BYRNE et al., 2008) e colon (WARD et al., 2006). Estudos de outros
tipos de cancer, como renal, cerebral e hepatico (SUN et al., 2007), por exemplo, também sao
relatados, mas ainda em menores proporgdes (DAOUD, 2008).

Sdo diversos os objetivos dos trabalhos publicados que utilizam a protedmica aplicada
ao cancer. Dispondo de metodologias bem estabelecidas, como 2D-PAGE, eletroforese
diferencial em gel bidimensional (two-dimensional difference gel electrophoresis — 2D-
DIGE), MS, SELDI-TOF, cromatografia liquida (liquid chromatography — LC), nano-LC-
ESI-MS/MS, MALDI-TOF e todas as possiveis combinagdes entre estas.
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Muitos estudos buscam por biomarcadores para cancer colorretal (WARD et al., 2006;
SUN et al., 2007; KIM et al., 2008), de esofago (UEMURA et al., 2009), de prostata
(BYRNE et al., 2008) de estomago (EBERT et al., 2004; LIM et al., 2007; HAO et al., 2008;
LAM e LO, 2008), do endométrio (ZHU et al., 2006), de cabega ¢ pescoco (WADSWORTH,
SOMERS, CAZARES et al., 2004; WADSWORTH, SOMERS, STACK et al., 2004,
GOURIN et al., 2006), de mama (GAST et al., 2008), de pulmdes (CHEN et al., 2002;
HIRSCH et al., 2004; CHATTERJI ¢ BORLAK, 2009), de bexiga (MAKRIDAKIS et al.,
2009) e de laringe (SEWELL et al., 2007; CHENG et al., 2008). Apesar da quatidade de
esfor¢os, nenhum dos possiveis marcadores, até agora, se tornou suficientemente valido para
uso clinico (GAST et al., 2008). No entanto, pesquisas continuam a fornecer elucidagdes
sobre os mecanismos moleculares envolvidos na carcinogénese de diversos tipos de tumor
(SUN et al., 2007; BYRNE et al., 2008; CHEN et al., 2008). Estudos que visam a elucidagdo
do desenvolvimento da doenga verificam migracao celular (LU et al., 2009), identifica¢ao de
modificagdes pos-traducionais em proteinas de células cancerosas (CAO et al., 2009),
catalogar a diferenga de expressdo protéica em células metastaticas (HO et al., 2009) e
mapear proteomas de epitélios associados a tumores (PARK et al., 2008). Ainda ha outra
linha de pesquisa que investiga os mecanismos de atuagdo de drogas em células individuais,
uma vez que células aparentemente idénticas respondem de modo diferente (COHEN et al.,

2008; LI ¢ ZENG, 2009) ¢ a resposta celular a drogas em tumores (NAWARAK et al., 2009).

1.4.3 MetaloprotedOmica

O termo “elementos-trago” data do século XIX e refere-se a todos os elementos
presentes em fluidos e tecidos do corpo encontrados em quantidades muito pequenas. Esses
elementos sdo classificados em essenciais e nao essenciais. SAo essenciais aqueles que devem
estar presentes em tecidos saudaveis, cuja deficiéncia causa problemas funcionais e cujo
suplemento corrige ou previne tais mudangas (KOPPLE e MASSRY, 2004).

E sabido que varios elementos tém papel importante em sistemas biologicos, sendo
que a maioria dos metais presentes em fluidos bioldgicos estd associada a proteinas, chamadas
metaloproteinas. Entre as metaloproteinas com atividade catalitica (metaloenzimas)
conhecidas estdo a transferrina, responsavel por transportar ferro (HA-DUONG et al., 2008;

CHIRASANI et al., 2009), a nitrogenase, que fixa nitrogénio e se liga a ferro e a molibidénio
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(BURGESS e LOWE, 1996; RUBIO ¢ LUDDEN, 2008), a carboxipeptidase, que hidrolisa
ligagdes peptidicas no terminal carboxilico, necessitando de zinco (WILLEMSE e
HENDRIKS, 2006; ROSS et al., 2009), e a DNA ¢ RNA polimerases, cuja fungio ¢ sintetizar
DNA e RNA, respectivamente, que também precisam de zinco para funcionamento
(SCRUTTON et al., 1971; TERHUNE e SANDSTEAD, 1972; AKABAYOV et al., 2009). A
distribuicdo e concentracao destes elementos-traco podem fornecer informagdes valiosas
sobre o estado de saude e doenga em individuos, j4 que muitos sdo considerados toéxicos ou
perigosos em certas concentragdes, como mercurio, cddmio e chumbo. Portanto, ¢ importante
conhecer a concentragdo ¢ a distribui¢do dos elementos-trago presentes em fluidos humanos,
como o plasma sanguineo (HARAGUCHI, 2004).

A espectrometria de massa com fonte de plasma induzido (inductively coupled plasma
mass spectrometry — ICP-MS) ¢ uma técnica analitica que permite a especiagdo de metais de
modo bastante sensivel (KOPPLE e MASSRY, 2004). Assim, ¢ possivel determinar a maior
parte dos elementos em concentragdes tao baixas quanto em trago. Além disso, o método tem
a capacidade de discriminar entre espécies livres e ligadas a metais em amostras submetidas a
métodos de fracionamento (HARAGUCHI, 2004; JAKUBOWSKI et al., 2004). De modo
geral, amostras submetidas ao ICP-MS sdo decompostas em elementos naturais em um
plasma de argdénio em alta temperatura, onde sdao analisados com base na razao entre massa ¢
carga (KOPPLE e MASSRY, 2004).

A identificagcdo de biomoléculas como metaloproteinas, dcidos nucleicos e metabolitos
que se ligam a metais pode ser relevante na determinagdo de suas fungdes bioldgicas € no
metabolismo. Portanto, os métodos diretos de identificagao de biomoléculas (como MALDI-
TOF) acoplados com ICP-MS permitem a deteccao de moléculas organicas e elementos-trago
simultaneamente (HARAGUCHI, 2004).

A aplicacdo da metaloprotedmica no estudo do cancer pode ser valiosa e ¢ cada vez
mais estudada. H4 trabalhos que usam sangue, plasma, cabelo, tecido fresco e tecido
parafinado para medir a concentragdo de metais em pacientes com cancer e pessoas saudaveis.
Pesquisas mostram que o cadmio ¢ um agente mutagénico que, em elevadas concentracdes,
pode resultar em cancer de prostata, rins e pulmoes (SCHRAUZER, 2000; DRASCH et al.,
2005). Do mesmo modo, altas quantidades de chumbo na dieta sdo relacionadas com cancer
de estdmago, intestinos, ovario, rim, pulmao, mieloma ¢ leucemia (SCHRAUZER et al.,
1977; FANNING, 1988; HAYES, 1997). Alguns estudos em modelos animais, incluindo
camundongos, relatam uma associacdo entre altas concentragdes de cromo e zinco com

crescimento acelerado do tumor (CZAUDERNA e ROCHALSKA, 1989; SCHRAUZER,
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2006). Outros estudos mostram uma relagdo entre o nivel de cobre e zinco no sangue ¢ a taxa
de mortalidade em cancer de mama (SINGH e GARG, 1998), colon, reto, ovario, pulmao
(DAVIES e KIRSCH, 1984), pancreas, leucemia e bexiga (HAYES, 1997; SCHRAUZER,
2000). Ainda outras pesquisas indicam a associa¢do do cromo com canceres respiratorios, de
pulméo ¢ nasal (LANGARD e VIGANDER, 1983; DAVIES et al., 1991; D'ERRICO et al.,
2009). Existem evidéncias de que o cromo estimula a producao de radicais de oxigénio, que
danificam o DNA (CLODFELDER et al., 2004; PASHA et al., 2007).

Estudos utilizando ICP-MS para estimar o conteido de varios metais (aluminio,
calcio, cadmio, cromo, cobre, ferro, potassio, manganés, magnésio, fésforo, sédio, chumbo e
zinco) em carcinoma renal e rim normal mostraram diferencas significativas para todos os
elementos, sugerindo que alguns podem ter papéis importantes na patogénese desta doenca
(CALVO et al., 2009). E sabido que, enquanto o zinco e o selénio sdo necessarios para uma
prostata saudavel, o cadmio mostra efeitos toxicos e carcinogénicos neste Orgao
(SARAFANOV et al., 2008).

Um metal particular € o ferro, que acaba funcionando como uma faca de dois gumes,
uma vez que ¢ necessario principalmente para o transporte de oxigénio no organismo, mas
cujo acumulo excessivo induz a produgdo de radicais de oxigénio altamente reativos,
provocando danos no tecido, seguidos de carcinogénese (TOYOKUNI, 2009). Outro elemento
cujo papel ¢ dualistico € o selénio. Muitos estudos sugerem seu papel na reducao de risco de
cancer, mas, a0 mesmo tempo, mostram que o excesso deste na dieta pode ter efeitos toxicos
(SARAFANOV et al., 2008). Assim, ja foi mostrado que as propriedades benéficas do selénio
sdao minadas pelos efeitos de metais como zinco, cromo e cadmio (SCHRAUZER, 2008).

Portanto, a determina¢ao das concentracdes de elementos-traco em amostras normais €
com cancer pode auxiliar a etiologia, o diagndstico e o progndstico de diferentes tipos de

cancer (CALVO et al., 2009).

1.4.4 ProtedOmica de plasma sanguineo

O foco da maioria das investigagdes protedmicas tem sido em fluidos corporais e tipos
celulares especificos, sendo o plasma o alvo preferido. Isso se deve a este representar o mais
complexo proteoma humano, ja que contém proteinas de todos os tecidos do corpo

(ANDERSON e ANDERSON, 2002; HIRSCH et al., 2004). Proteinas podem ser secretadas



Introducéo

ou liberadas de cé€lulas cancerigenas para a corrente sanguinea resultante de necrose ou
apoptose. Com isso, o padrao de proteinas no plasma ¢ modificado e este pode ser comparado
com o plasma de pessoas saudaveis. No entanto, ¢ um material extremamente dificil de
caracterizar devido a grandes quantidades de albumina (55%), a grande diversidade de
proteinas e a heterogeneidade de glicoproteinas (ANDERSON e ANDERSON, 2002). Deste
modo, a protedmica requer eficientes métodos de separacao protéicas, com alta sensibilidade
e com um espectro mais abrangente para detectar maior nimero de proteinas, o que ainda ¢
uma limitagdo da principal técnica utilizada na protedomica, a 2D-PAGE (KOLCH et al.,
2005).

Com os recentes avancos na protedmica, novas tecnologias t€ém o potencial de levar a
um melhor entendimento da patologia de vérios tipos de cancer, inclusive o de laringe, sua
imunologia, diagndstico e descoberta de drogas para tratamento (LE NAOUR, 2001; KOLCH
et al., 2005; CHO, 2007). Ainda ha muito a ser descoberto sobre esta doenga e a literatura
sobre cancer de laringe ¢ relativamente escassa. Trabalhos por Wadsworth et al.
(WADSWORTH, SOMERS, CAZARES et al., 2004; WADSWORTH, SOMERS, STACK et
al., 2004) e Gourin et al. (2006), por exemplo, utilizam soro sanguineo para identificar
proteinas com uma técnica de espectrometria de massa (SELDI-TOF). Os artigos de Sewell et
al. (2007) e Zhou et al. (2008) sao os tnicos publicados que utilizam gel bidimensional para
comparar tecidos de pacientes com cancer de laringe. O primeiro consiste em uma busca por
biomarcadores potenciais para cancer de laringe usando esta técnica juntamente com MS de
duas amostras de tecido cancerigeno e duas amostras de tecido normal adjacente ao tumor. Os
resultados desta pesquisa mostraram a expressao alterada de varias proteinas nas amostras de
cancer comparadas com os controles. O segundo trabalho, de Zhou et al. (2008), obteve perfis
de 2D-PAGE para tecido LSCC e normal, encontrando 13 proteinas previamente identificadas
com diferenga de expressao (mais ou menos expressas) no tecido de cancer. Nao ha relatos até
agora de experimentos com 2D-PAGE utilizando plasma sanguineo, tornando o presente
trabalho o primeiro a gerar perfis protéicos de plasma de pacientes com cancer de laringe.

Portanto, este trabalho visa fazer uma andlise protéica comparativa a fim de buscar
biomarcadores para o cancer de laringe a partir do plasma sanguineo. Foi usada a 2D-PAGE,
além de serem testadas duas técnicas de protedmica que nao envolvem géis de poliacrilamida
(gel free) para separar proteinas do plasma humano: focalizagdo isoelétrica liquida (LIEF) e

cromatografia liquida de alta performance (HPLC).
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2 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho ¢ comparar plasmas sanguineos de pessoas
saudaveis e com cancer de laringe, visando a busca por marcadores moleculares diferenciais,

utilizando técnicas protedmicas e metaloprotedmicas.

2.1 Objetivos especificos

e Obter gé¢is de poliacrilamida de amostras com e sem cancer para
compara-las;

e Detectar proteinas expressas diferentemente em pacientes com e sem
cancer;

e Identificar tais proteinas por espectrometria de massa;

e Definir técnicas de separacdo protéica de plasma humano sem utilizar
gel de poliacrilamida;

e Verificar a diferenga de concentragdo de elementos-traco em proteinas
especificas de pacientes com e sem cancer;

e Testar a detecgdo de metais em amostras altamente purificadas.
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3 Material e métodos

3.1 Ingel

3.1.1 Descricao das amostras de plasma

As amostras de cancer foram provenientes de quatro pacientes com cancer de laringe
do tipo SCC no mesmo estadio da doenca (T2, cancer localizado), de acordo com a
Classificagdo dos Tumores Malignos — TNM (SOBIN e WITTEKIND, 2002). Estes pacientes
correspondem a quatro pessoas fumantes, entre 59 e 73 anos de idade, tanto do sexo
masculino quanto feminino. As amostras controle foram obtidas de quatro fumantes sem
cancer no mesmo intervalo de idade, de ambos os sexos. Todos os individuos tinham habitos
de consumo regular de alcool. O protocolo deste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
da Associa¢ao de Combate ao Cancer em Goias e todos os pacientes assinaram formularios de

consentimento (Anexo I).

3.1.2 Extracao de plasma

O plasma de pacientes com cancer de laringe e de pessoas sadias (grupo controle) foi
separado por centrifugagdo (1.000 x g) imediatamente apds a coleta sanguinea. Esta foi feita
com tubo de vacuo contendo heparina sodica (Vacuette 4 mL, Greiner Bio-One, lote
C070601, Rio de Janeiro, Brasil) para evitar a coagulagdo. Apods centrifugacao, a fase superior

(correspondente ao plasma) foi coletada, aliquotada e armazenada a -20° C.
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3.1.3 Quantificacao de proteinas

Para a dosagem de proteinas, usou-se o kit colorimétrico Ensaio de proteina BCA
(BioAgency, lote 070312L2, Sao Paulo, Brasil). A curva padrdo foi feita com diferentes
concentracdes (de 25 a 1.440 pg.mL™") de albumina de soro bovino (BSA). Para cada 1 pL de
amostra de plasma, foi adicionado 1 mL do Reagente BCA. Os tubos foram incubados por 30
min a 37 °C (banho-maria). Entdo, foi medida a absorbancia das amostras em um

espectrofotdmetro a 562 nm.

3.1.4 Preparacao da amostra

A fim de preparar o plasma para a eletroforese bidimensional, utilizou-se o 2-D Clean-
Up Kit (Amersham Biosciences, lote 0108-07, Pescataway, EUA) de acordo com o protocolo
do fabricante, objetivando a remo¢do de interferentes da amostra (como sais, lipideos e
carboidratos). A cada amostra, foi adicionada solugdo precipitante, seguido por agitagdo no
vortex e incubacdo em gelo por 15 min. Adicionou-se solugdo co-precipitante e as amostras
foram centrifugadas, coletando-se o sobrenadante. A este, foi adicionado novamente co-
precipitante e incubado em gelo por 5 min. Apds nova centrifugacao, adicionou-se agua Milli-
Q ao precipitado, que foi vortexado para se dispersar. Acrescentou-se tampao de lavagem a -
20° C e aditivo de lavagem. Seguido por agitagdo em vortex por 30 min, centrifugou-se mais

uma vez e deixou-se o precipitado secar naturalmente.

3.1.5 SDS-PAGE

A anélise inicial do perfil de proteinas no plasma foi feita com 50 pg de cada amostra
em SDS-PAGE a 12.5% de acordo com o método de Laemmli (LAEMMLI, 1970). Mini-géis
foram feitos utilizando o Mini-Proteome SDS-PAGE (BioRad). O gel separador foi feito com
2 mL de solugdo de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1), 1,25 mL de tampao Tris-HCI pH
8.8 (1,5 M tris-hidroximetil-aminometano, 0,4% dodecil sulfato de s6dio — SDS), 1,7 mL de
dgua destilada, 10% de persulfato de amoénio (APS) e 3 puL de N,NN’)N’-
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tetrametieltilenodiamina (TEMED). O gel de empilhamento foi manufaturado utilizando 0,42
mL de solucdo de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1), 0,34 mL de tampao Tris-HCI pH 6.8
(1 M tris-hidroximetil-aminometano, 0,4% SDS), 1,75 mL de 4gua destilada, 10% APS e 3
uL de TEMED. A corrida foi realizada a 200 V e 20 mA por 1:40 h.

3.1.6 Focalizacao isoelétrica

Strips de gradiente de pH de 18 cm com gradiente ndo-linear de pH variando de 3 a 10
(GE Healthcare Life Sciences, lote 10018865, Suécia) foram usadas para a focalizagdo
isoelétrica (primeira dimensdo). Quinhentos pg das amostras descritas acima foram
ressuspendidos em solugdo de re-hidratagdo (tiouréa 2 M, uréia 7 M, 1% ditiothreitol — DTT —
CHAPS 2%, IPGbuffer 1%, traco de azul de bromofenol) por 11 h e aplicados em strips
separadas. A corrida foi realizada no sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare Life Sciences),
levando o tempo total de 7:10 h. O sistema foi de 0 a 1.000 V em 2:30 h. Nas trés horas
seguintes, a voltagem aumentou linearmente de 1.000 até atingir a voltagem mdaxima de

10.000 V, ficando constante por 1:30 horas, até terminar a corrida.

3.1.7 2D-PAGE

A segunda dimensao foi feita em géis de eletroforese de SDS e poliacrilamida (SDS-
PAGE), usando Ettan DALTSsix Electrophoresis Unit (25.5 por 20.5 cm e 1.5 mm de
espessura) (GE Healthcare Life Sciences). Os géis foram preparados com 12,5% acrilamida,
1,5 M Tris-HCI pH 8.8, 10% SDS, 10% APS, 10% TEMED e 4gua Milli-Q. A etapa de
equilibrio das strips, antes de sua aplicagdo no gel, foi feita inicialmente incubando-as por dez
min sob agitagdo em solugdo de equilibrio (50 mM Tris-HCI pH 8.8, uréia 6 M, glicerol 30%,
SDS 2%, traco de azul de bromofenol) com DTT 1%. Esta foi descartada e, em seguida,
acrescentou-se solu¢ao de equilibrio com iodoacetamida 2,5%, deixando sob agitagdo também
por 10 min.

As strips foram colocadas na parte superior da cuba de eletroforese em contato com o

gel de poliacrilamida. O marcador Benchmark protein ladder (Invitrogen) foi usado para
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auxiliar a identificagcdo da massa molecular dos spots nos géis. O sistema foi vedado com
solugdo selante (tampao de corrida 1 X, agarose 0,5% e traco de azul de bromofenol).

A electroforese foi realizada a 5 W por gel overnight a 15° C na cdmara escura usando
Ettan DALTSsix Vertical System (GE Healthcare Life Sciences). Os géis foram corados com
solugdo Comassie blue (metanol 30%, acido acético 10%, comassie 0,1%). No total, foram
realizados 24 géis bidimensionais (replicatas técnicas), correspondentes aos quatro pacientes

com cancer e quatro pacientes sem cancer (replicatas bioldgicas).

3.1.8 Andlise das imagens

A digitalizacdo das imagens foi feita utilizando um scanner (ImageScanner III, GE
Healthcare Life Sciences) com alta resolugdo. As imagens digitalizadas foram salvas em
modo Tiff e analisadas no software BioNumerics v. 4.5 (Applied-Maths). Em primeiro lugar,
a calibragem com escala em cinza foi necessaria para transformar niveis de cinza em valores
para cada pixel da imagem do gel. O método de calibragem usou uma curva do proprio
software BioNumerics.

A busca nos géis bidimensionais por pontos que representam as proteinas e sdo
denominados de spots foi feita de modo automatico. Apds a detecgdo automatica, foram
realizadas detec¢cdes manuais de Spots quando estes ndo foram reconhecidos pelo programa,
ou delegdes quando o programa reconhecia erroneamente manchas ou bolhas como spots.

Em seguida, o passo de normalizag¢do foi feito para atribuir uma identidade comum
para spots idénticos em diferentes géis. Para tanto, um gel de referéncia foi construido e
opcdes automaticas do software foram usadas. Para cada amostra, quando uma proteina era
detectada em todas as imagens, esta era automaticamente adicionada ao gel de referéncia.

Os géis foram sobrepostos para a determina¢do das proteinas diferenciais e em
comum, onde os Spots foram encaixados de modo que ficassem alinhados ao seu respectivo
segundo gel, baseando-se nos pontos de referéncia, que sdo os SPOtS em comum entre as
amostras. Linhas de regressdo baseadas no volume relativo dos spots foram geradas com
p<0.020 para avaliar a acurdcia da sobreposi¢dao, indicando também aqueles Spots mais
discrepantes, chamados outliers. Para a determina¢do de massas moleculares ¢ pontos
isoelétricos foram utilizados marcadores de massa molecular (Benchmark protein ladder,

Invitrogen MW de 10 a 220 kDa) e ponto isoelétrico (3 a 10).
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Spots comuns a todos os géis com volumes acima de 100.000 e aqueles diferenciais
em géis de pacientes com cancer, foram recortados dos géis e armazenados em tubos de 1.5

mL para serem descorados, digeridos com tripsina e utilizados nas anélises de espectrometria.

3.1.9 Preparacao dos spots para analises de

espectrometria de massa

Para andlises de espectrometria de massa, as proteinas de interesse foram descoradas,
digeridas com 600 ng de tripsina e os peptideos resultantes, purificados. Inicialmente, os Spots
selecionados foram descorados com solugdo descorante contendo metanol 50% e acido
acético 12%. Para tanto, os spots de interesse recortados dos géis foram transferidos para
tubos de 1.5 mL. As proteinas dos spots selecionados foram digeridas com tripsina (Trypsin
Gold — Promega sequencing grade, V528A), de acordo com Shevchenko et al. (2001)
(SHEVCHENKUO, 2001). Para a digestdo, os spots descorados foram lavados trés vezes com
etanol 50%. Aos tubos contendo os spots, foram adicionados 300 pL de acetonitrila e, entdo,
estes foram secos no concentrador a vacuo por 10 min. Posteriormente, foram adicionados 50
puL de DTT 100 mM em solugdo de bicarbonato de aménio (NH4sHCO3) 100 mM e incubados
a 56° C. Apo6s uma hora de incubagdo, a solucdo foi removida e substituida por 50 pL de
iodoacetamida 55 mM em 100 mM de NH4sHCO; por 45 min em temperatura ambiente. Apos
a remogao do sobrenadante, os spots foram lavados duas vezes com 100 pL. de NH4HCO; 100
mM, desidratados pela adi¢do de 100 pL de acetonitrila e secos em um concentrador a vacuo.
Em seguida, os spots foram re-hidratados com 50 pL da solugdo de tripsina (600 ng de
tripsina em 50 mM de NH4HCO; ¢ 5 mM de CaCl,). Entdo, o sobrenadante foi substituido
pela mesma solugdo sem tripsina e os Spots incubados durante 14 h a 37° C.

Apbs as 14 horas, os tubos contendo as proteinas digeridas com tripsina foram
incubados em um sonicador por 20 min. Em seguida, foram adicionados aos tubos 40 puL de
agua destilada/deionizada estéril e, novamente, incubados no sonicador. Apds 10 min de
incubagao, adicionou-se 40 uL de acetonitrila/H,O/TFA (66:33:0,1) a cada tubo, que foram
incubados no sonicador mais uma vez. Passados 15 min, o sobrenadante foi coletado e
transferido para outro tubo limpo. Esse mesmo procedimento de lavagem foi repetido mais
uma vez. Por fim, os sobrenadantes resultantes das lavagens foram reunidos no mesmo tubo

para cada amostra e concentrados a vacuo por aproximadamente 1 h.
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3.1.10 Espectometria de massa

Os peptideos extraidos foram preparados para andlise em um espectrometro de massa
do tipo MALDI-TOF/TOF em um Ultraflex II MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics,
Billerica, MA). As amostras concentradas foram ressuspendidas em 5 pL. de TFA 1%, onde 2
nL de cada uma destas foram separados e adicionados 6 pL de uma matriz composta por
acido sinapinico (em uma solucdo dissolvida de acetonitrila/TFA 0.1%; v/v). Em seguida, a
solugdo foi homogeneizada em um vortex e 0,5 uL foram aplicados no Ultraflex II. As
amostras foram secas em temperatura ambiente e o espectrometro foi operado em modo linear
para obtencdo das massas dos fragmentos gerados pela tripsina e em modo refletido para re-
fragmentagdo de ions para sequenciamento de novo. Os ions das amostras foram submetidos a
irradiagdo automatizada, onde o laser foi operado com freqiiéncia de 50 Hz, com poténcia
modulada positiva. Os espectros resultantes foram analisados manualmente, usando o
programa FlexAnalysis v. 2.4 (Bruker Daltonics programs).

Os spots que ndo geraram resultados foram isolados novamente, digeridos da mesma
forma descrita acima e analisados por nano-LC-ESI-MS/MS (YANG et al., 2006). O HPLC
usado foi o Ultimate 3000 system (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, EUA), equipado com
uma coluna PepMap100 C-18 (300 um x 5 mm) e uma coluna analitica PepMap100 C-18 (75
um x 150 mm). O gradiente usado foi (A = 0.1% de 4cido férmico em agua, B = 0.08% de
acido férmico em acetonitrila) 8% a 30% B de 0 a 25 min, 80% B de 25 a 30 min, 8% B de 30
a 50 min. O fluxo foi de 300 nL.min"". Um HCTultra ETDII (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) foi usado para gravar o espectro peptidico no intervalo de 350-1500 m/z, e o
espectro MS/MS em dados adquiridos entre o intervalo de 100-2800 m/z. O espectro MS foi
gravado repetidamente seguido por quatro espectros de dados CID MS/MS gerados a partir
dos quatro ions com maior intensidade. Uma exclusdo ativa de 0.4 min apds dois espectros foi
usada para detectar peptideos pouco abundantes. A energia de colisdo foi definida
automaticamente de acordo com o estado entre massa e carga dos peptideos. O espectro
MS/MS foi interpretado e graficos de picos foram gerados pelo DataAnalysis 4.0 (Bruker

Daltonics, Bremen, Germany).
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3.1.10.1 Analises in silico e busca em bancos de dados

Os spots de interesse foram submetidos a andlise por espectrometria de massa e
identificados por peptide mass fingerprinting (PMF) ou por sequenciamento de novo
(MS/MS). As massas dos peptideos encontradas por PMF foram comparadas com o banco de
dados ndo redundante do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o
software MASCOT (MASCOT v 2.1, Londres, Reino Unido). Os resultados foram avaliados
de acordo com os maiores Sscores e area de cobertura, verificando-se, também, a
correspondéncia entre massa molecular e ponto isoelétrico dos spots e das proteinas no banco
de dados a fim de obter maior acuricia na identifica¢do das proteinas de interesse.

O sequenciamento de novo foi realizado manualmente com o software FlexAnalysis,
por meio da comparacdo entre as massas dos aminodcidos e as distancias entre os picos,
gerando as sequéncias. Foi feita, entdo, uma busca no banco de dados do NCBI com a
ferramenta Blastp a fim de comparar a sequéncia do fragmento encontrado com as proteinas
do banco de dados (ALTSCHUL et al., 1990). Para a interpretagdo dos resultados, foram
levados em consideragdo critérios como porcentagem em SCOre, massa molecular e espécie a
qual pertenciam as proteinas.

Os spots submetidos a nano-LC-ESI-MS/MS foram identificados utilizando o
MASCOT 2.2.04 (Matrix Science, Londres, Reino Unido) contra o banco de dados do
SwissProt. Os parametros para a busca foram os seguintes: enzima selecionada como tripsina
com o maximo de dois sitios de clivagem; espécie limitada a humana; tolerancia de massa de
0.2 Da para peptideo; 0.2 Da para tolerancia de MS/MS; modificagdo fixa de carbamidometil
(C); e modificagdo variavel de oxida¢do e fosforilagdo de metionina (Tyr, Thr e Ser).
Identifica¢des proteicas positivas foram baseadas em um score significante de MOWSE. A
identificagdo de proteinas e informagdo sobre modificacdes obtidas pelo MASCOT foram

verificadas e filtradas manualmente.
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Figura 14. Fluxograma das estratégias de execucao das andlises protedmicas in gel.



Material e métodos

3.2 Gel free

Em uma tentativa de desenvolver uma nova metodologia de separacdo de proteinas do
plasma humano, efetuaram-se experimentos para testar a combinagdo de duas técnicas gel free
diferentes (LIEF e HPLC). A extracdo de plasma e a quantificacdo de proteinas foram feitas
do mesmo modo que nos experimentos in gel descritos acima. Plasmas de trés pacientes
foram utilizados, sendo um de paciente com cancer e dois de pessoas saudaveis, onde uma era

fumante e outra nao fumente.

3.2.1 Preparacdo da amostra

Apos a quantificagdo de proteinas no plasma, estas foram precipitadas com acido
tricloroacético (TCA). Ao acrescentar 133 uL de TCA na amostra, esta foi incubada no
congelador (-20° C) por 30 min. Em seguida, ela foi centrifugada por 10 min a 14.000 rpm e o
sobrenadante descartado. Um mL de acetona a -20° C foi acrescentado e a amostra foi
centrifugada novamente sob as mesmas condi¢des. Entdo, o sobrenadante foi descartado e a

lavagem com acetona foi repetida.

3.2.2 Focalizacao isoelétrica liquida

A amostra precipitada com TCA foi submetida a focalizagao por ponto isoelétrico com
0 ZOOM IEF Fractionator (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Para prepara-la, ao precipitado
acima, foi adicionado desnaturante de IEF (7.7 M uréia, 2.2 M tiouréia, 4.4% CHAPS),
coquetel inibidor de protease (4-2-aminoetil-benzeno sulfonil-fluoridro, EDTA, bestatina,
pepstatina A, E-64, leupeptina) e DTT 2 M. A amostra foi sonicada em gelo por quatro min,
sendo misturada a cada meio min. Foi acrescentado Tris-base 1 M a amostra e esta foi
incubada por 30 min em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada iodoacetamida
(0,25%) para alquilagdo e a amostra foi incubada novamente por 30 min em temperatura

ambiente. Para parar a alquilagdo, colocou-se DTT 2 M e incubou-se por 5 min em
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temperatura ambiente. Entdo, a amostra foi centrifugada por 20 min a 16.000 x g. A
concentragdo de proteina no sobrenadante foi determinada usando o Kit colorimétrico Ensaio
de proteina BCA (BioAgency, lote 070312L2, S3o Paulo, Brasil). Antes de aplicar no IEF
Fractionator, misturaram-se a amostra, as seguintes solugdes: IEF Denaturant, ZOOM
Carrier ampholytes (pH 3-10), DTT 2 M e trago de azul de bromofenol. Foram aplicados no
ZOOM IEF Fractionator 0,6 mg/mL de proteina. O fracionamento teve a corrente constante
em 2 mA e a poténcia também constante em 2 W durante trés etapas: (1) 100 V por 20 min;
(2) 200 V por 80 min; e (3) 600 V por 80 min. Apos a separacdo, foram coletadas as fragdes

entre os cinco pontos isoelétricos (3-4, 4-5, 5-6, 6-7, 7-10).

3.2.3 Cromatografia liquida de alta presséao

As amostras de cada ponto isoelétrico foram usadas para analise em cromatografia de
fase reversa HPLC (Coluna analitica C-18, Vydac). Para submeter ao HPLC, as amostras
foram quantificadas e 1 mg de proteina de cada ponto isoelétrico foi usado para a corrida. Em
fluxo de 1,0 mL.min'l, utilizou-se um gradiente linear de 0-100% de acetonitrila por 60 min,
onde de 0-5 min passou apenas H,O, de 5-60 min passou o gradiente de acetonitrila e de 60-

70 min, passou acetonitrila 100%.
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Figura 15. Fluxograma das estratégias de execugdo das analises protedmicas gel free.
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3.3 Analise por ICP-MS

A fim de determinar a concentracdo de elementos traco nas amostras de plasma com e
sem cancer, foi feita uma analise por ICP-MS. As amostras separadas por LIEF e os spots
selecionados do 2D-PAGE tripsinizados foram submetidos a este processo para medir os
niveis de calcio (Ca), cadmio (Cd), cromo (Cr), cobre (Cu), ferro (Fe), magnésio (Mg),
manganés (Mn), molibidénio (Mo), selénio (Se), chumbo (Pb), cobalto (Co) e zinco (Zn). As
amostras foram transferidas para tubos, onde foram diluidas com acido nitrico concentrado
em 65% e submetidas a digestao utilizando-se forno de microondas SPEX (MX 350) com 300
a 550 W de poténcia, sistema aberto e feixe focalizado, por 30 min, atingindo a temperatura
maxima de 180° C. Apoés esta etapa, os digeridos acidos foram transferidos e diluidos em agua
destilada/deionizada para 1:20 a fim de quantificar os metais diretamente.

A andlise dos metais foi feita no ICP-MS (810-MS, Varian Mulgrave, Australia),
sendo que, para calibrar o aparelho, solu¢cdo de carbono residual preparada a partir de solu¢ao
de uréia (5000 mg.L") foi utilizada. Solugdes de referéncia foram preparadas a partir de

solugdes estoque contendo 1000 mg.L'1 de Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Se, Pb, Co e Zn.
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Figura 16. Fluxograma das estratégias de execucao das andlises de elementos trago por ICP-MS.
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4 Resultados e

discussao

4.1 In gel

Plasmas de pacientes com LSCC e de fumantes saudaveis usados como grupo controle
foram obtidos por meio de protocolo aprovado pelo Comité de Etica da Associacdo de
Combate ao Cancer de Goias (Anexo I). Primeiramente, o perfil das amostras de plasma foi
verificado por SDS-PAGE (Figura 17), mostrando, com este nivel de separacdo, um padrao
homogéneo entre as amostras. Para nosso conhecimento, ndo ha relatos de géis como estes na
literatura, ndo sendo possivel compara-los com outros trabalhos. Entretanto, podemos inferir
que a maior parte das proteinas, encontrada entre massa molecular de 45,0 e 66,2 kDa,
corresponde a albuminas, que sdo as proteinas mais abundantes no plasma humano (LAWN et

al., 1981).
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Figura 17. SDS-PAGE 12,5% com 50 pg de cada amostra com cancer de laringe (LSCC 1, 2 e 4) e sem céancer
(C —controle 5, 6,7, 8,9 ¢ 10). MM = marcador molecular.

As andlises de 2D-PAGE destas amostras foram feitas em réplicas técnicas e
bioldgicas. Plasmas de pacientes com cancer de laringe e plasma de pessoas sadias foram
utilizados (réplicas bioldgicas), sendo que, para cada amostra (paciente), trés géis
bidimensionais foram confeccionados (réplicas técnicas). Apesar de ter sido obtido um total
de 24 géis, apenas metade foi selecionada para utilizar na andlise devido a qualidade do
resultado do experimento. Assim, o nimero de pacientes analisados foi reduzido para dois
pacientes com cancer e dois fumantes saudaveis sem cancer. Na figura 18, estdo representados
dois géis obtidos, o primeiro de plasma de paciente com cancer (A) e o segundo sem cancer
(B), sendo que estes foram escolhidos como géis de referéncia para cada grupo. As imagens
dos géis obtidas foram comparadas umas contra as outras usando como base o volume dos
spots com o auxilio do software BioNumerics (Figura 19). Apds o passo de normalizagao,
onde foram selecionados spots idénticos em diferentes imagens, foi possivel identificar

aqueles exclusivos de pacientes com cancer.
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Figura 18. Géis bidimensionais escolhidos como referéncia do grupo de amostras com céancer (A) e do grupo de
amostras controle (B). As proteinas identificadas por MS estdo circuladas. “C” corresponde a controle e “D” a

diferencial).
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Figura 19. Imagem gerada pelo BioNumerics da sobreposigdo dos géis de referéncia com cancer (em azul) e
sem cancer (em laranja).

Em todos os géis bidimensionais, foram detectados Spots protéicos com massa
molecular entre 10,0 ¢ 60,0 kDa e pH na faixa de 4.0 a 10.0. Perfis de amostras controle
mostraram mais de 50 spots, onde 34 foram considerados bem delimitados (Figura 18 B). Os
perfis das amostras com cancer mostraram aproximadamente a mesma quantidade de spots,
mas 45 foram considerados bem definidos (Figura 18 A). A maioria das proteinas foi
detectada em todos os géis entre pl 4.4 ¢ 7.0, com massa molecular por volta de 53,0 e 60,0
kDa, formando um conglomerado principalmente entre o pl 6.4. De acordo com suas
caracteristicas e com avaliagdo de gel de soro de paciente com cancer de mama no Swiss-
2DPAGE do site ExPASy (GASTEIGER et al., 2003), essas proteinas correspondem a
albuminas (MINGHETTI et al., 1986). A mesma semelhancga foi encontrada ao comparar os
perfis aqui obtidos com gel de plasma de Anderson & Anderson (1977). A similaridade entre
os géis deste trabalho e os mapas disponiveis in situ de plasma humano e soro de cancer de
mama nos permite inferir a identidade de algumas proteinas previamente identificadas, como

as albuminas.
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Poucas diferengas foram observadas entre os pacientes com cancer € os controles.
Muitos spots foram encontrados diferencialmente expressos em varias amostras, mas nenhum
era exclusivo de géis de amostras com cancer ou normais. No entanto, a presenga de trés Spots
(denominados D1, D2 e D3) entre o pl 7.2 e 7.6, com massas moleculares de 20,0, 42,0 e 44,0
kDa, apenas em g¢is de pacientes com cancer € em ambos os pacientes analisados, sugere a
expressao de proteinas induzidas pelo cancer de laringe ou que ajudam no desenvolvimento
dessa doenca (Figura 20). Estes trés Spots mais outros sete que apareceram em todos os géis —
chamados de C (para controle) 1 a 7 — foram tratados com tripsina e identificados por duas

técnicas diferentes de espectrometria de massa.
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Figura 20. 2D-PAGE de pacientes com cancer ilustrando proteinas diferenciais indicadas por setas.

Foi feita uma comparagdo de expressdo de proteinas usando o volume dos Spots
identificados por MS. As proteinas diferenciais aparecem apenas nos perfis com cancer e os
spots controle aparecem em todos os pacientes, com e sem cancer, em niveis pouco diferentes.

O volume relativo na figura 21 foi obtido pela média entre os pacientes, quando o Spot estava
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presente. A oscilacdo maior ocorre nos Spots C2, onde hd maior expressao nas amostras de
pessoas sem cancer, e C5, cuja expressao ¢ mais alta nas amostras de pacientes com cancer do

que sem cancer (Figura 21).
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Figura 21. Histograma de spots sequenciados isolados de amostras com e sem céncer. As barras verticais
correspondem ao desvio padrao.

Os dados gerados pelo BioNumerics de acordo com o volume de todos os Spots nos
géis foram combinados de par em par no Excel (Microsoft Office 2007, Microsoft
Corporation, Redmond, WA, EUA) para obter valores de correlacdo para cada grupo e entre
os grupos. A média do valor de correlagdo obtido para as réplicas técnicas do grupo com
cancer foi 0,67 (Figura 22). Para as réplicas biologicas foi 0,55. Quanto aos valores
correspondentes ao grupo sem cancer, 0,76 foi a média do valor de correlacdo para as réplicas
técnicas (Figura 23) e 0,91 para as bioldgicas. Ao verificar a correlacdo entre amostras dos

pacientes com e sem cancer, o valor médio obtido foi 0,41.
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Figura 22. Valor de correlagéo obtido comparando réplicas técnicas de amostras provenientes de pacientes com
cancer. Nos eixos x e y, valores do volume dos spots do plasma de um mesmo paciente. O R* representa o valor
da linha de tendéncia para os Spots.
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Figura 23. Valor de correlagdo obtido comparando réplicas técnicas de amostras de pacientes sem cancer. Nos
eixos x e y, valores do volume dos spots do plasma de um mesmo paciente. O R* representa o valor da linha de
tendéncia para os Spots.

Foi identificado por MS um total de dez spots (Tabela 3), incluindo os trés
diferenciais. Todas estas proteinas sdo encontradas comumente no plasma sanguineo, sendo

que seis delas correspondem a componentes do sistema imune.
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Tabela 3. Tabela com numeros, caracteristicas, nimero de acesso no UniProt e indentificagdes dos spots. MOWSE score é baseado no nimero das massas peptidicas
sequenciadas com suas correspondentes no banco de dados (MASCOT, http://www.matrixscience.com/help/scoring-help.html). O modo de sequenciamento de novo foi por
meio de MALDI-TOF e o CID por LC-ESI-MS.

N°do MOWSE o . Modo de Identificacdo da N° de acesso pl MW (kDa)
Sequéncia peptidica . . . . o ] .
spot Score sequenciamento proteina (UniProt) identificado identificado

Componente do
D2 294 KLGQYASPTAKR de novo/CID POCOL4 7.39 42,56
complemento C4a

regido C da cadeia kappa
Cl 70 KSGTASVVCLLNNFYPRE de novo dal P01834 9.7 32,23
alg

Precursor da alfa-1-acido
C3 82 KEQLGEFYEALDCLRI de novo ) P02763 3.5 49,95
glicoproteina

Precursor da alfa-1-
C5 88 KITPNLAEFAFSLYRQ de novo S P01009 5.22 52,32
antitripsina

Componente do
Cc7 71 KVYAYYNLEESCTRF de novo P01024 4.97 47,34
complemento C3
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4.1.1 Spots comuns entre amostras com

cancer e normais

O spot C2 foi identificado como proapolipoproteina A-I, um precursor da apoproteina
A-I (apoA-I). Esta se liga a lipideos para formar lipoproteinas de alta densidade (high density
lipoproteins — HDLs), que sdo relativamente abundantes em plasma. ApoA-I ¢ um cofator da
acetiltransferase  lecitina-colesterol  (lecithin-cholesterol —acyltransferase - LCAT),
responsavel pela formagdo da maioria dos ésteres do HDL. Essa proteina estabiliza a estrutura
do HDL e também promove efluxo de colesterol das células (BRESLOW, 1985; MCGUIRE
et al., 1996). As apolipoproteinas tém sido relacionadas a diversas doengas, como
cardiovasculares (MCGUIRE et al., 1996; MAHLEY et al., 2008), Alzheimer (CORDER et
al., 1993; CORDER et al., 1994; MAHLEY et al., 2008) e arteriosclerose (DAVIGNON et
al., 1988; MAHLEY et al., 2008). Diferengas na expressdo de apolipoproteinas t€m sido
observadas em cancer de figado (JIANG et al., 2007) ¢ pancreas (CHEN et al., 2007). Em
soro de pacientes com cancer de pancreas, proapolipoproteina C-II e apolipoproteina C-III;
apresentam-se mais € menos expressas respectivamente, sugerindo seu uso como possiveis
marcadores diagnosticos para esta doenca (CHEN et al., 2007). ApoA-I e apoA-II estdo em
valores mais baixos em soro de pacientes com cancer de figado (JIANG et al., 2007). Neste
trabalho, observamos uma maior expressao da proapoA-I em pacientes com cancer.

O spot C3 corresponde a alfa-1-acido glicoproteina (alpha-1-acid glycoprotein —
AGP), também chamada de orosomucoéide, que ¢ uma proteina derivada do figado. As
concentragdes de AGP aumentam de acordo com certas condi¢des, como inflamagao,
gravidez, pos-cirurgia e cancer, uma vez que ela pertence as proteinas de fase aguda.
Pesquisas tém demostrado que existe uma homologia significante entre a sequéncia de
aminodcidos da proteina AGP e a imunoglobulina gamma (IgG) e que ela é necessaria para
manter a permeabilidade capilar para a homeostase (GAHMBERG e ANDERSSON, 1978;
SORENSSON et al., 1999). Corroborando esses resultados, Ganz e colegas (1984) também
observaram que os niveis de AGP refletem atividade da doenga e podem refletir a progressao
do tumor. Os niveis dessa proteina no plasma de pacientes com cancer ativo de pulmao eram
elevados em comparacdo a pacientes de cancer com o tumor em remissdo (considerado

inativo). Neste mesmo estudo, a normalizagdo de AGP durante quimioterapia estava
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relacionada a uma menor taxa de reincidéncia e maior sobrevida (GANZ et al., 1984). Por
outro lado, a expressao da AGP no presente trabalho mostrou-se menor entre os pacientes
com cancer ao compara-la aos pacientes com cancer.

O spot denominado C5 foi identificado como pré-alfa-1-antitripsina, um grande
inibidor de protease no plasma humano (CARLSON et al., 1988; SEGELMARK et al., 1995).
Esta glicoproteina pertence a familia serpina dos inibidores de protease e ¢ produzida
principalmente nos hepatdcitos. Sua principal fungdo ¢ proteger tecidos de enzimas
provenientes de células inflamatorias, especialmente a elastase neutrofilica (FAIRBANKS e
TAVILL, 2008). A deficiéncia de alfa-1-antitripsina, causada pela mutagdo de uma tUnica
base, previne com que a proteina seja exportada do hepatocito, causando uma diminuigao da
sua concentragdo no plasma. Portanto, ela ¢ associada com doenga cronica do figado e
enfisema prematuro (CARRELL, 1986; FAIRBANKS e TAVILL, 2008), mas, na medida do
nosso conhecimento, ndo existem pesquisas de sua relagdo com o cancer.

O spot controle C6 foi atribuido como haptoglobina (HPT), que pertence a familia de
proteinas de fase aguda, cuja sintese ¢ induzida por vdrias citocinas durante processos
inflamatorios (FIRPO et al., 2008). Outra fung¢ao da HPT ¢ ligar hemoglobina livre do plasma
para formar um complexo estavel e, portanto, prevenir danos oxidativos ao tecido (FIRPO et
al., 2008; POLTICELLI et al., 2008). Também tem sido demonstrado que a HPT é um fator
essencial na migragdo celular (POLTICELLI et al., 2008) e ¢ um agente angiogénico (CID et
al., 1993; YE et al., 2003), ativando crescimento e diferenciacdo celular. Esta proteina foi
encontrada superexpressa em soro de pacientes com tumores de ovario e pulmao (GAS et al.,
2008).

Uma vez que nosso grupo controle foi representado por fumantes saudéaveis, a resposta
imune ndo foi completamente ativada por este estimulo, apesar de termos observado a
expressdo de algumas proteinas inflamatorias. Assim, o restante dos SPOtS comuns entre
pacientes com e sem cancer foram identificados como proteinas do sistema imune. O spot C4
corresponde ao componente do complemento C4a, o spot C1 a regido constante (C) da cadeia

da IgG (Ig gamma-3 chain C region) e o spot C7 ¢ o componente do complemento C3.
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4.1.2 Spots diferenciais das amostras com

cancer

Os trés spots diferenciais também fazem parte de proteinas do sistema imune, sendo
que o D1 corresponde a regido C da cadeia da IgG, o D2 ao componente do complemento C4a
e 0 D3 aregiao C da cadeia kappa da Ig (Ig kappa chain C region).

O sistema complemento ¢ um componente com papel importante na resposta
inflamatoria, incluindo o cancer. Por exemplo, as proteinas C3a, C4a e C5a aumentam as
reacdes inflamatdrias ao estimular a dilatacdo de artérias, liberar histaminas de mastocitos e
basofilos e atrair neutrofilos para o local da inflamacdo (JANEWAY, 2001; DE VISSER et
al., 2006; GABRIEL, 2007). A ativag¢do do sistema complemento pode causar a destruigdo do
tumor ao induzir lise cellular (GORTER e MERI, 1999).

Por outro lado, hd estudos que contradizem esta visdo comum do sistema imune
responder contra o tumor, ao mostrarem evidéncias de que certas respostas imunes do
complemento podem dar ao tumor uma vantagem de crescimento (LOVELAND e CEBON,
2008; MARKIEWSKI et al., 2008). Markiewski e colegas (2008) demonstraram que o
sistema complemento contribui para mecanismos que promovem o crescimento de tumores
malignos. No seu estudo, a deficiéncia de proteinas C3, C4 ou receptor da C5a pode estar
associada a uma diminuicdo na taxa de crescimento do tumor. Este fato foi observado em
camundongos com deficiéncia de proteinas C4, juntamente com a deposi¢ao de Clq no tumor,
indicando a ativagdo do complemento pela via classica durante o desenvolvimento do cancer.
Assim, eles concluem que a ativagdo do sistema complemento e da sinalizacdo da C5a gera
um ambiente que suprime a resposta antitumoral mediada por células T CD8+ ao recrutar
células supressoras de tumor (MARKIEWSKI et al., 2008).

Células cancerosas podem ser vistas da perspectiva imunolégica como células proprias
alteradas que escaparam a mecanismos normais de regulacdo do crescimento. A possibilidade
de respostas imunes especificas eliminarem tumores ¢ amplamente aceita e tem sido o objeto
de varios estudos (HUNG et al., 1998; CHIPLUNKAR, 2001; ROSENBERG, 2001; DUNN
et al., 2004; WANG et al., 2007; VARELA et al., 2008). No trabalho de Kus et al. (1985), a
microscopia eletronica de carcinomas primarios de laringe revelaram que estes tumores se
encontram infiltrados por células da resposta imune. Estas células estao localizadas dentro e

ao redor das infiltragdes de tumores e sdo representadas por linfocitos, mondcitos e
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macrofagos. Estes resultados confirmam que o corpo humano, até certo ponto, ¢ capaz de
atacar tecidos malignos (KUS et al., 1985). Anticorpos reativos a tumor encontrados no soro
de pessoas com cancer apdiam o papel de linfécitos T e B como membros da vigilancia imune
contra tumores (CHIPLUNKAR, 2001; PORTH, 2007).

Quanto a expressao das imunoglobulinas presentes no sangue de pacientes com cancer
de laringe, Vlock et al. (1993) observaram que pacientes com tumores pouco ou
moderadamente  diferenciados  apresentavam uma concentracio de  anticorpos
significativamente mais alta quando comparada a pacientes com tumores bem diferenciados.
Neste estudo, também foi observado que pacientes com altos niveis de complexos imunes na
circulacao respondiam menos a quimioterapia. Nao foram identificadas correlagdes entre os
niveis destes complexos imunes e o estadiamento, local ou recorréncia da doenca. Estes
resultados apdiam o fato de que a formacgao de complexos imunes associados ao tumor em
pacientes com HNSCC estd associada a uma diminui¢do da resposta a quimioterapia
(VLOCK et al., 1993).

No presente estudo, foi observado que os componentes do complemento C3 e C4 estdo
presentes em amostras de pacientes tanto com cancer quanto sem cancer. A presenca destes
componentes, de acordo com Markiewski et al., em pacientes fumantes saudaveis, pode
contribuir para o crescimento do tumor (MARKIEWSKI et al., 2008). De acordo com nossos
resultados, parece que a resposta imune ativa contra o tumor foi representada pelas atividades
de linfocitos T e B baseada na expressao de imunoglobulinas em amostras de pacientes com
cancer.

Como existe uma heterogeneidade molecular enorme em todos os canceres humanos e
como as proteinas sdo os mediadores das fungdes celulares, o estudo de mudancas no padrao
de proteinas resultantes de uma lesdo patoldgica se mostra uma fonte em potencial para a
descoberta de marcadores moleculares. Este estudo pode indicar um papel do tabaco no
desenvolvimento do cancer de laringe e refor¢a a importancia da resposta imune como alvo na

compreensdo e tratamento do cancer.
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4.2 Gel free

Os experimentos envolvendo metodologia gel free para separagdo de proteinas do
plasma sanguineo foram realizados com plasma de um paciente com cancer de laringe e duas
pessoas sadias, sendo uma fumante e a outra ndo fumante. Com a focalizagdo isoelétrica
liquida, foi possivel separar as proteinas pelo seu ponto isoelétrico em uma faixa de pH entre
3 e 10, assim como nos experimentos in gel. Cinco fragdes foram obtidas para cada amostra:
pHs 3-4, 4-5, 5-6, 6-7, ¢ 7-10.

Cromatogramas das fracdes obtidas a partir da LIEF revelaram a separacao de diversas
proteinas, com padrdes diferentes para cada pl em todas as amostras. As fragdes de pl do

plasma de paciente saudavel ndo fumante encontram-se representadas nas figuras 24 a 28.
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Figura 24. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudavel ndo fumante. Fragdo de pl 3-4 separada por
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 25. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudavel ndo fumante. Fragdo de pl 4-5 separada por
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 26. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudavel ndo fumante. Fragdo de pl 5-6 separada por
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 27. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudavel ndo fumante. Fragdo de pl 6-7 separada por
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 28. Cromatograma da HPLC de plasma de pessoa saudavel ndo fumante. Fragdo de pI 7-10 separada por
LIEF. A linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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E possivel observar maior quantidade de proteinas nas amostras de pl 5-6 e 6-7,
especialmente se comparado com a fracao 3-4. Da mesma forma, nas analises de 2D-PAGE,
foram observadas proteinas entre os pls 4.0 e 10.0, sendo que a maioria encontrava-se entre os

pls 5.0 e 7.0. Este padrao de distribuicdo também foi observado nos resultados de plasma de

paciente saudavel fumante (Figuras 29 a 33).
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Figura 29. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudavel. Fragdo de pl 3-4 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 30. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudavel. Fra¢do de pl 4-5 separada por LIEF A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 31. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudavel. Fragdo de pl 5-6 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 32. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudavel. Fragdo de pl 6-7 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 33. Cromatograma da HPLC de plasma de fumante saudavel. Fragdo de pl 7-10 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).

Apesar de haver semelhancas entre os cromatogramas de pl 3-4, 6-7 e 7-10 de
pacientes saudaveis, os resultados do paciente fumante sem cancer encontram-se diferentes
para os pls 4-5 e 5-6, onde poucos picos estdo presentes em comparagdo com O primeiro
paciente. Além disso, ¢ importante lembrar que existem variagdes individuais na expressao
proteica.

Os cromatogramas do paciente com cancer (Figuras 34 a 38) tiveram resultados muito
parecidos entre si. Ao contrario do esperado, o padrio foi homogéneo entre os
cromatogramas, onde foram observados picos no mesmo tempo em todos os pls. No entanto,
isso pode ser devido a baixa quantidade de proteinas, ndo tendo sido possivel a detec¢do das

mesmas por este método.
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Figura 34. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com céncer. Fragdo de pl 3-4 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 35. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com céncer. Fragdo de pl 4-5 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 36. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com céncer. Fragdo de pl 5-6 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 37. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com céncer. Fragdo de pl 6-7 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).
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Figura 38. Cromatograma da HPLC de plasma de paciente com cancer. Fragdo de pl 7-10 separada por LIEF. A
linha tracejada corresponde ao gradiente linear de acetonitrila (0-100%).

O objetivo de desenvolver metodologias alternativas a 2D-PAGE surge das limitagdes
desta, como o excesso de manuseio da amostra, aumentando as chances de modificacao ou
perda (WALLER et al., 2008), a inabilidade de detectar proteinas de baixa expressdo e massa
molecular muito baixa ou muito alta (WALL et al., 2000; MORITZ et al., 2005), o longo
tempo necessario para obter resultados e a recuperacdo das proteinas para experimentos
posteriores (WALL et al., 2000; DAVIDSSON et al., 2002; WANG et al., 2003; LI et al.,
2005).

Os resultados preliminares obtidos com as técnicas de LIEF e HPLC sugerem sua
possibilidade para a separagdo de proteinas. Comparando as cromatografias de HPLC dos
pacientes saudaveis com os géis bidimensionais, observamos em ambos a menor quantidade
de proteinas presentes nos pls 3-4 e o aumento da sua quantidade entre os pls 5 e 7. Apesar de
mais experimentos serem necessarios, para uma tentativa de desenvolvimento de protocolo,
esses métodos usados juntamente parecem ser eficientes para separacdo de proteinas de

plasma e uma alternativa mais rapida a 2D-PAGE.
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4.3 Metaloprotedmica

Amostras de proteinas isoladas obtidas pela metodologia gel free (dados ndo
mostrados) e in gel foram submetidas a analise de elementos trago por ICP-MS. Aliquotas dos
spots selecionados digeridos com tripsina foram diretamente analisadas. Os metais avaliados
foram Ca, Cd, Cr, Cu, Co, Fe, Mg, Mn, Mo, Se, Pb e Zn. Primeiramente, as pesquisas deste
tipo buscam a quantidade de elementos em tecidos ou plasma totais. Aqui, verificamos a
concentragdo de metais em amostras altamente purificadas a fim de verificar a possibilidade
de haver metais ligados as proteinas especificas. Para tanto, o tratamento das amostras in gel
antes de submeter a ICP-MS ¢ inédito para nosso conhecimento, ndo tendo sido relatado na
literatura.

Para a maioria destes elementos, Ca, Cd, Cu, Fe, Mg, Mn ¢ Mo, os valores ficaram
abaixo dos niveis de detec¢dao pela técnica (dados nao mostrados). Os metais Co, Se € Zn
apareceram em algumas amostras, mas sem replicabilidade, sendo que a maior parte também
ficou abaixo do nivel de detec¢dao (dados ndo mostrados). No entanto, o Cr ¢ o Pb foram
observados em todos os Spots, dessa forma, foi possivel fazer uma avaliagao destes. Na figura
39, a concentracao de Cr esta representada para os Spots diferenciais, exclusivos de pacientes
com cancer. E, na figura 40, para os mesmos Spots diferenciais, estd representada a

concentracao de Pb.



Resultados e discuss&o

6 -
5
4 -
3
2
1
0]
1 2 3

Spots diferenciais

Concentracao (ug Cr.ug C'1)

Figura 39. Média de Cr nos spots diferenciais (1, 2 e 3) de amostras de pacientes com céncer.
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Figura 40. Média de Pb nos spots diferenciais (1, 2 e 3) de amostras de pacientes com cancer.
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A média da concentracdo de metais entre os pacientes para cada spot foi determinada e
representada separadamente para o Cr (Figura 41) e para o Pb (Figura 42). A quantidade de Cr
encontra-se mais elevada em todas as amostras de pacientes com cancer que em saudaveis,
com excegao do spot C6 (haptoglobina). A quantidade relativa de Pb detectada foi baixa para
quase todas as amostras, exceto para os spots C6 (haptoglobina) e C7 (componente do

complemento C3) entre os pacientes saudaveis.
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Figura 41. Média de cromo (Cr) em pacientes saudaveis e com cincer em cada spot controle removido de gel
bidimensional.
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Figura 42. Média de chumbo (Pb) em pacientes saudaveis e com cincer em cada Spot controle removido de gel
bidimensional.

Em quantidades trago, o Pb tem sido considerado essencial para o metabolismo. A
deficiéncia deste metal ¢ associada a distirbios de processos hematopoiéticos, sendo
manifestados como anemia hipocromica microcitica acompanhada por uma diminui¢do da
reserva de Fe no figado e baco, da absor¢do de ferro pelos intestinos e de glicose,
triglicerideos e fosfolipideos pelo figado (MATEO et al., 1997). Este tipo de anemia ¢
caracterizado pela redu¢do do tamanho dos eritrocitos (microciticos), enquanto que o termo
hipocromico refere-se a todos os tipos de anemia, onde os eritrocitos encontram-se mais
palidos que o normal (IOLASCON et al., 2009). Por outro lado, as consequéncias de altas
concentragdes de Pb no organismo mostram seus efeitos deletérios em algumas fungdes
biologicas, incluindo em eritrocitos (MATEO et al., 1997).

Estudos mais recentes em cobaias ¢ humanos t€ém focado na distribui¢do de Pb e sua
interacdo com outros metais (YOO et al., 2002). Ainda com relagdo ao Fe, o Pb tem efeito
adverso na sua deficiéncia, sendo que a deficiéncia de Fe aumenta a absorcdo de Pb
(KWONG et al., 2004). Além disso, o Pb é mais absorvido quando ha baixa concentragdo de
Ca (KERPER e HINKLE, 1997). Pesquisa de Pasha et al. (2007) sobre a caracterizagdo de
metais em cabelo de pacientes com cancer e sem cancer mostrou taxas elevadas para varios

metais nos primeiros, incluindo o Pb (PASHA et al., 2007). Outros trabalhos relatam que uma
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maior ingestdo de Pb estd relacionada com canceres de estdmago, intestinos, ovarios, rins,
pulmdes ¢ leucemias. Calvo et al. (2009) estudaram tecidos tumorais e saudaveis de rins,
encontrando concentracdes significativamente elevadas de Pb nos tecidos tumorais (CALVO
et al., 2009). Ao mesmo tempo, Schrauzer et al. (2008) demonstraram que o Pb,
possivelmente junto com outros metais, corta o efeito anticancerigeno do Se sobre o
crescimento € o desenvolvimento de tumor em camundongos (SCHRAUZER, 2008). Em
cancer de pulmao, altos niveis de Pb também foram encontrados em tecidos de fumantes com
cancer comparados com fumantes controles, além de ser demostrado que estes niveis sdo
influenciados pelo tabaco, tanto em tecidos de pacientes com cancer quanto sem cancer,
indicando que este ¢ um fator importante na exposi¢do ao Pb (DE PALMA et al., 2008).
Apesar de ndo haver muitos relatos sobre a concentragdo deste elemento em tumores
cerebrais, um estudo de 1984 mostrou uma maior quantidade dele no fluido cerebroespinhal
(EL-YAZIGI et al., 1984). Sabe-se que, no desenvolvimento cerebral, a exposi¢do cronica a
baixos niveis de Pb causa retardo do crescimento e danos intelectuais (SURESH et al., 2006).

O Cr e seus compostos possuem uma longa historia de uso industrial na manufatura de
produtos em larga escala, como ago inoxidavel e madeira tratada com pressdo. Apesar deste
metal poder existir em varios estados de valéncia, os mais comuns sdo as formas oxidativas
+6, +3 e 0. Normalmente, o Cr(0) estd presente quando em sua forma metalica. O Cr(III) ¢
estavel termodinamicamente e ¢ a forma oxidativa final em todos os sistemas biologicos
(SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). Este ¢ tido como um nutriente essencial para o
metabolismo normal de carboidratos e lipideos (CAGLIERI et al., 2008; TAN et al., 2008).
Por outro lado, o Cr(VI) ¢ aceito como um agente mutagénico, apesar de ndo se saber muito
sobre as anormalidades causadas por ele (ZHANG et al., 2008). Portanto, esta forma de Cr é
incluida entre os agentes conhecidamente carcinogénicos, sendo o trato respiratorio
considerado como o primeiro alvo para os compostos do Cr(VI), uma vez que a inalagdo ¢ a
principal via de entrada no corpo humano (CAGLIERI et al., 2008). Em condig¢oes
fisiologicas, o Cr(VI) sofre uma rdpida reducdo de varios componentes celulares, como
ascorbato e cisteina. Os produtos desta reacdo sdo Cr(Ill) e as formas instdveis tetra e
pentavalente, que sdo as responsaveis pela toxicidade do Cr(VI). Além disso, a redugdo
intracelular do Cr(VI) estimula a producao de radicais de oxigénio, induzindo danos ao DNA
(CLODFELDER et al.,, 2004; SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). Deste modo, a
exposi¢ao ao Cr tem sido associada a diversos efeitos na satide. No nivel gendmico, a

toxicidade deste metal leva a mutacdes génicas, varios tipos de lesdes no DNA e inibicao de
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sintese macromolecular. Na célula, os efeitos podem ser interrupgao do ciclo celular, apoptose
ou transformacgéo neoplasica (CALVO et al., 2009).

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais indicam que a exposi¢do aos compostos
do Cr(VI) devido a ocupagdo ¢ associada ao cancer de pulmao (CAGLIERI et al., 2008;
SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). Tais neoplasmas sdo do tipo SCC e desenvolvem-se
tipicamente nos locais de acumulo de Cr, como bifurcacdes bronquiais (SALNIKOW e
ZHITKOVICH, 2008). Alguns estudos em cobaias sugerem uma relacdo de altas
concentragdes de Cr, ¢ também Zn, com o crescimento acelerado do tumor (CZAUDERNA ¢
ROCHALSKA, 1989; SCHRAUZER, 2006; PASHA et al., 2008). Ha trabalhos que mostram
a relagdo entre Cr e a maior suscetibilidade para desenvolvimento de canceres respiratorios e
nasais (LANGARD e VIGANDER, 1983; DAVIES et al., 1991). Acrescentando a estas
evidéncias, pesquisas mostram maior concentracdo de Cr no sangue de pacientes com cancer
de mama comparado com o de doadoras saudaveis (SINGH e GARG, 1998), além de uma
taxa de mortalidade mais alta (SCHRAUZER, 2006). Os niveis significativamente mais
elevados de Cr e Zn no cabelo de pacientes com tumores malignos sdo mais uma evidéncia
que estes metais indicam aumento do risco de cancer (PASHA et al., 2007).

Ambos os metais detectados neste experimento sdo encontrados no tabaco. Tanto o
tabaco quanto sua fumacga sao misturas complexas compostas por milhares de componentes.
Até 1988, um total de 3044 constituintes ja haviam sido isolados e identificados do tabaco e
3996 de sua fumaca (IARC, 2004), sendo que, hoje, este nimero chega a quase 5000
(JENKINS et al., 2000; CARRE e AUBRIET, 2005). Entre estas substancias, 69 sao
conhecidas por causar canceres (IARC, 2004; CANCER RESEARCH, 2006). Os dois
componentes principais da poluicdo ambiental causada pelo tabaco sdo a fumaca exalada pelo
fumante (corrente primaria) e a fumaga que sai da ponta do cigarro (corrente secundaria),
sendo esta, a mais poluente (JENKINS et al., 2000; INCA, 2009). Na tabela 4, encontram-se

alguns dos principais agentes cancerigenos presentes no tabaco.
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Tabela 4. Agentes cancerigenos no tabaco e na sua fumaga.

Evidéncia de carcinogénese

Composto
Em cobaias Em humanos
Acrilamida Suficiente Provavel
Arsénico Suficiente Suficiente
Benzeno Suficiente Suficiente
Cédmio Suficiente Suficiente
Chumbo Suficiente Provavel
Cromo Suficiente Suficiente
Formaldeido Suficiente Provavel
Hidrocarbonetos aromaticos
Suficiente Possivel
policiclicos
Nitrosaminas Suficiente Possivel

Fonte: adaptado de IARC, 2004.

Canceres induzidos pelo cigarro t€m uma etiologia mais complexa devido a presenca
de varios agentes carcinogénicos (SALNIKOW e ZHITKOVICH, 2008). A fumaca do cigarro
pode alterar a atividade de enzimas antioxidantes, cujas associa¢des foram relatadas entre a
sua atividade e a concentracdo de seus cofatores. No entanto, as causas de tais mudancas
ainda ndo sdo conhecidas (KUMEROVA et al.,, 2000; KOCYIGIT et al.,, 2001). A
concentra¢do de metais como Cu, Zn, Se, e Fe foi estudada por Kocyigit et al. (2001) para
determinar em plasma de fumantes uma relacdo com a atividade das seguintes enzimas
antioxidantes do sistema de defesa de eritrocitos (MCCORD e FRIDOVICH, 1969): Cu-Zn
superoxido dismutase (Copper-zinc superoxide dismutase — Cu-Zn SOD), glutationa
peroxidase (glutathione peroxidase — GSH-Px), que necessita de Se, e catalase (CAT), cujo
cofator ¢ o Fe. Foi demonstrado que, ao comparar com nao fumantes, as concentragdes de Se
em fumantes eram baixas, juntamente com a atividade da GSH-Px, e os niveis de Cu eram
altos, assim como a atividade da Cu-Zn SOD também era mais elevada. As concentragdes de
Zn e Fe ndo mostraram ser afetadas pelo fumo. Outra observagdo foi que a fumaca do tabaco
exerce estimulos inflamatorios (MORRISON et al., 1999) e estresse oxidativo, sendo que a
atividade da Cu-Zn SOD aumenta em eventos inflamatdrios, possivelmente devido a
inflamacdo cronica no trato respiratorio de fumantes estimulada pelo tabaco (KOCYIGIT et

al., 2001).
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Cada vez mais hd estudos indicando que elementos traco tém papel em varios
processos biologicos ao ativar ou inibir enzimas, competir com outros elementos e
metaloproteinas por sitios de liga¢do, afetar a permeabilidade de membranas celulares, entre
outros mecanismos (HUANG et al., 1999). Desta forma, é possivel inferir que tais elementos
traco tenham efeito direto ou indireto no processo de carcinogénese (SIDDIQUI et al., 2006).

O LSCC ¢ uma doenga multifatorial influenciada por fatores ambientais e relacionada
ao estilo de vida. O trato aerodigestivo superior € o primeiro compartimento do corpo humano
que entra em contato com os componentes prejudiciais da fumaca do cigarro. A passagem
desta, seja no fumante ativo ou passivo, determina algumas alteragdes na area aerodigestiva,
que esta diretamente exposta a acdo maléfica das substancias presentes na fumaca. O tabaco
contém mais de 50 componentes cancerigenos conhecidos que tém importante papel na
carcinogénese, sendo as principais substancias responsaveis pela transformagao neoplasica do
epitélio bucal. Um dos primeiros passos no desenvolvimento da neoplasia de cabeca e

pescogo pode ser o elo entre esses compostos (SCULLY et al., 2000).
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5 Conclusoes

Este trabalho mostra o estudo protedmico comparativo de plasmas de pacientes com e
sem cancer de laringe, trazendo uma nova perspectiva para o estudo desta doenca. Ao fazer
uso da técnica mais bem estabelecida em protedmica, a 2D-PAGE, foram obtidas importantes
informacodes sobre a relagdo entre o sistema imune e o cancer de laringe, onde ¢ refor¢ado o
papel da resposta imune para compreensdo e tratamento da doenca, uma vez que sua funcao
dualistica no desenvolvimento do tumor, seja de combaté-lo, seja de estimular seu
desenvolvimento. Aqui, encontramos indicios de que a resposta imune nos pacientes com
cancer foi representada por atividade antitumoral de linfocitos T e B baseada na expressao de
imunoglobulinas.

Na tentativa de desenvolver nova metodologia para separacao de proteinas de plasma
sem utilizar gel, a combinagdo da LIEF com a HPLC indicam potencial. Apesar de este ser
um trabalho preliminar, os resultados aqui obtidos mostram a capacidade da combinagao
destas técnicas de fracionar proteinas com padrdo semelhante a separacdo por 2D-PAGE.
Portanto, uma vez que apresentam vantagens como menos tempo de experimento, capacidade
de aceitar maior concentragdo de proteinas na LIEF, alta sensibilidade na HPLC, sendo capaz
de abranger maior faixa protéica, ¢ menos etapas de manuseio da amostra, evitando
contaminagdes e perdas, a continuagdo destes experimentos visando aperfeigoar a tecnologia ¢
importante.

Na terceira etapa do trabalho, detectar metais em proteinas especificas a fim de
relaciona-las ao cancer de laringe e ao tabaco, foi utilizada uma metodologia ainda nao
relatada na literatura na medida do nosso conhecimento: submeter amostras altamente
purificadas (Spots) e tripsinizadas direto para detecgdo por ICP-MS. Nesta andlise, dois
elementos traco (Pb e Cr), conhecidos por serem carcinogénicos € que se encontram no tabaco
foram observados em todas as proteinas analisadas. Uma vez que ha varios estudos indicando
o papel de elementos traco em processos bioldgicos, € possivel inferir que estes tenham efeito
direto ou indireto no processo de carcinogénese, podendo ser crucial para o desenvolvimento

do LSCC.
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6 Perspectivas

A necessidade de detectar o cancer de laringe em estadios iniciais da doenga a fim de
obter maior sucesso no tratamento e aumentar a qualidade de vida do paciente ¢ amplamente
reconhecida. Portanto, a elucidagdo molecular do processo carcinogénico deste ¢ a resposta
imune do organismo a ele ¢ de extrema importancia para o desenvolvimento de métodos
diagnosticos. Uma vez que o tabaco ¢ considerado um fator de grande contribui¢do para o
desenvolvimento da doenga e ¢ constituido de varios metais cancerigenos, o estudo da
concentragdo de tais elementos pode vir a se tornar uma ferramenta importante para o
diagnostico. Portanto, mais experimentos como os realizados neste trabalho em ICP-MS de
spots isolados de géis bidimensionais para identificar elementos associados a outras proteinas
podem continuar a fornecer informagdes importantes no papel destes para o cancer de laringe.
A obtengdo de mais amostras de plasma de pacientes com cancer de laringe permitird a
realizagao de experimentos adicionais de 2D-PAGE para comparar com os ja obtidos e
confirmar a presenga dos trés spots diferenciais em um maior nimero de pacientes.

Além disso, os métodos de diagnose devem visar menor invasibilidade no paciente e,
ao mesmo tempo, um material rico em informag¢des moleculares, o que torna o plasma
sanguineo o principal alvo de busca por marcadores moleculares, ja4 que corresponde ao
proteoma mais amplo do corpo humano. Por ser tdo complexo, ele apresenta dificuldades na
fracionagdo de proteinas para detec¢do. Deste modo, o aperfeicoamento de técnicas
alternativas de separacdo de proteinas do plasma humano continua a ser um esfor¢o
importante. Como a metodologia gel free testada neste estudo mostrou perspectivas positivas
para a separag¢do de proteinas do plasma, ¢ importante continuar tais experimentos a fim de
aperfeicoa-la. Cabe submeter proteinas isoladas por LIEF e HPLC a identificagdo por

espectrometria de massa a fim de compara-las com as identificagdes dos experimentos in gel.
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Abstract Laryngeal cancer is a significant disease
worldwide, which presents an increasing incidence. Two
contrasting ideas of the immune system role during cancer
development are accepted: (1) it fights tamor cells, and (2)
it aids mmor progression. Thus, there is no clear under-
standing about the immune response in laryngeal cancer.
Furthermore, since tobacco is the main cause of laryngeal
cancer and it contains various carcinogenic components,
including metallic elements, these may play a role on
cancer development. Plasmas of patients with laryngeal
cancer and of healthy smokers were evaluated by 2D gel
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electrophoresis and mass spectrometry. Proteins were
detected on every gel around pH 4.0-10.0 from molecular
mass of 10-60 kDa. Few differences were found among
cancer and control patients. However, three spots gathered
between pl 7.3 and 7.6 with different molecular masses
appeared exclusively in cancer profiles. From ten spots
identified, six correspond to immune system components,
including the three differential ones. The latter were
observed only in cancer patients. The presence of several
trace elements in the identified proteins was determined
by inductively coupled plasma mass spectrometry, where
chromium was increased in all proteins analyzed from
patients with cancer. This study reinforces the importance
of the immune response as target in the understanding and
treatment of laryngeal cancer and the possibility that
chromium is important in the carcinogenic progress.

Keywords Laryngeal cancer - Immunology -
Proteomics - Human plasma - Trace elements

Introduction

Laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC) is a significant
disease worldwide, and accounts for 90% of all malig-
nancies of the larynx. Much of its increasing incidence is
related to tobacco and alcohol consumption, which have a
clear synergistic effect [1]. Given the few signs and
symptoms of early-stage disease, these tumors are usually
discovered in advanced-stages, when more severe treat-
ments are needed, often leaving patients with debilitating
functions The survival rates for advanced-stage discase are
less than 30% [2].

Tobacco and tobacco smoke contain several metallic
elements associated to cancer development [3]. The

@ Springer
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number of studies showing that trace elements have
important roles in various hiological processes, such as
activation or inhibition of enzymes and competition with
other elements for the metalloprotein’s active site, for
example, is constantly increasing [4]. Therefore, it is pos-
sible to infer that these elements have direct or indirect
effect on tumor development process [5].

Om the other hand, it is known that the immune system
responds to tumors but in a lower magnitude compared to
its response to infectious agents [6]. Contradicting the
widely accepted view of the immune system response [7],
there are more recent studies showing it actually contrib-
utes to tumor growth [8]. The idea that the immune system
mounts a defense against cancer development is opposed
by the idea that persistent inflammatory reactions facilitate
tumor progression. Usually, the sufferer’s immune system
almost always fails to eliminate the tumor [9], and tumor
suppression mechanisms vary. Hahme et al. [10] reported
that melanoma cells bear on their surface a molecule
(Apo-1 or Fas) that induces immune cells to initiate
apoptosis. Recently, Markieweski et al. [9] demonstrated
that the complement system indeed contributes to mecha-
nisms that promote the growth of malignant mmors. In
their study, deficiency of complement proteins C3, C4 or
C5a receptor associates with slowing of tumor growth.

Much remains to be uncovered about this disease, while
the literature regarding LSCC proteomics is relatively
scarce. Recent advances in proteomic technologies have
the potential to lead to better understanding of the
pathology of laryngeal cancer, its immunology, diagnosis
and aid drug discovery for treatment [11]. There has been
an increase in proteomic studies related to cancer in order
to enlighten our understanding of this pathology. Much of
this is due to the strong relation between individual dif-
ferences of protein expression and cellular activity, and the
possibility to identify changes in protein patterns between
different states of the organism, such as in health and
disease [12]. Typical medical studies are based on body
fluids, which represent complex mixtures of proteins. The
most complex human proteome is the blood plasma, since
it contains different proteins synthesized by all body tissues
[13]. The identification by proteomic techniques of anti-
gens involved in tumor immunity can provide insights into
the reaction of the host to the tumor [12]. Furthermore,
determining the concentrations of trace clements in sam-
ples of healthy and cancer patients may help the under-
standing of the etiology, diagnosis and prognostic of
different cancers [14].

Given this paradoxical function of the immune system in
different models, o our knowledge, there is no clear
understanding about the immune response in laryngeal
cancer. In the present work, our aim is to focus on plasma
proteomics, where most components of the immune system

‘ﬂ Springer

are present as well as metallic elements [13]. The inherent
dynamic nature of the proteome reflects physiological and
pathological changes related to cell activity, which allows
the monitoring of the course of the disease. For this reason
and for the readiness and availability of blood, plasma was
used to investigate laryngeal cancer proteomics. Thus in
this study, plasmas of different patients with LSCC and
of healthy smoking people were evaluated by a combo
two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-
PAGE) following mass spectrometry (MS) identification in
order to search for differences between them, making a
plasma protein profile for this type of cancer. Selected
proteins from 2D-PAGE profiles were also analyzed by
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)
in order to detect metals bound to them.

Materials and methods
Patient characteristics and plasma collection

Plasma samples were obtained from four patients with
LSCC, on the same tumor staging (T2: localized tumor
with metastasis in one lymph node but no distant metas-
tasis) according to the classification of malignant tumors,
TNM [15]. These patients correspond to male and female
smokers of ages between 59 and 73 years. The six control
samples came from healthy people from the same age
interval, from both sexes and with the same smoking habits
of the LSCC patients. All individuals reported habits of
consuming alcohol regularly. Plasma was obtained by
centrifuging (1,000 g) blood collected with sodium heparin
{(Vacuette 4 mL, Greiner Bio-One, Rio de Janeiro, Brazil)
at low temperature (4°C). Immediately after collection,
I mM of proteinase inhibitor cocktail (Sigma) was added.
The protocol of this experiment was approved by the
Associacio de Combate ao Cincer em Goids (Goiay
Association of Cancer Action) Ethics Committee (June 30,
1998), and all patients signed informed consent forms.

Sample processing and 2D-PAGE profiling

Plasma samples (300 pg) quantified with BCA (BioAgen-
¢y, 5ao Paulo, Brazil) and Qubit fluorescence standard kit
(Invitrogen) assays, according to manufacturer’s instruc-
tons, were subjected to the 2-D Clean-Up Kit (Amersham
Biosciences, Piscataway, USA) according to the manu-
facturer’s protocol. Samples were than hydrated for 11 h
with a solution containing 2 M thiourea, 7 M urea, 1%
dithiothreitol (DTT), 2% CHAPS, 1% IPG-buffer and tra-
ces of bromophenol blue. Samples were then applied to
18 cm pH 3-10 linear IPG strips (GE Healthcare Life
Sciences, Sweden). Isoelectric focusing at the Eran



Cancer Immuncl Immunother

Anexo I

IPGphor 3 (GE Healthcare Life Sciences) was carried out
for 1,000 V during the first 2.5 h, then increased linearly
from 1,000 up to 10,000 V for 3 h. Finally, it remained at
10,000 V for 1 h. 12.5% polyacrylamide gels containing
1.5 M Tris-HCl pH 8.8, 10% sodium dodecyl sulfate
{SDS), 10% ammonium persulfate (APS), 10% tetra-
methyl-ethylenediamine {TEMED) and Milli-Q water were
used. Electrophoresis was performed at 5 W per gel over-
night at 15°C using Ettan DALTsix Vertical System (GE
Healthcare Life Sciences). The broad range isoelectric
point marker (GE Healthcare Life Sciences) was also used
for posterior pl identification on gels as well as molecular
weight markers (GE Healthcare Life Sciences). Each
protein sample was analyzed in triplicate.

Image analysis

Gel image analysis was performed with the BioNumerics
software v. 4.5 (Applied Maths). Comparisons were made
between gel images of cancer and control samples. First,
calibration with a gray scale was necessary to transform
gray levels into values for each pixel of the gel picture.
A calibration curve from the sofiware was used. All gel
pictures were analyzed as Tiff files. The 12 gel images
were placed in one folder and the wizard detection method
proposcd by the software was used for spot detection.
Automatically detected spots were manually checked, and
some of them were manually added or removed according
to the size (=0.2), shape (circular) and density (=2 pixel
em ). Following the detection procedure, the normaliza-
tion step was carried out to attribute a common protein
identity for identical spots from different gel images. For
this procedure, a reference gel was constructed and auto-
matically matching options of BioNumerics soltware were
used. Proteins detected in all gel images were automati-
cally added to the reference gel. Spots that appeared on
every gel (used as controls) and spots exclusive of cancer
samples were selected for analysis by matrix-assisted laser
desorptionfionization time of flight mass spectrometry
{MALDI TOF-TOF MS).

Protein purification and mass spectrometry

Protein spots were excised from Coomassie blue-stained
gels using a scalpel, and further destained and digested
with sequencing-grade Trypsin Gold (Promega, Madison,
USA), according to Shevchenko et al. [16]. Briefly, spots
were ftreated with acetonitrile until dehydrated before
adding ammonium bicarbonate solution with DTT and
incubated at 56°C. After 1 h, this solution was substituted
for one containing iodoacetamide for 45 min at room
temperature. Spots were washed with 100 mM ammonium

bicarbonate solution and dehydrated with acetonitrile
before being rehydrated with a solution containing 600 ng
of trypsin. After overnight incubation, the supernatant was
collected with water containing acetonitrile and trifluoro-
acetic acid.

Peptides derived from tryptic digestion were analyzed
by two methodologies: MALDI TOF-TOF MS/MS and
nano-ligunid  chromatography  eélectrospray  ionization
{LC-ESI) MS/MS. Most samples were identified by the
first methodology. Peptides were analyzed in MALDI
TOF-TOF Ultra Flex 1T (Bruker Daltonics) MS and de novo
sequenced wsing CID and LIFT acquired MS/MS spectral
data. The identification of protein spots (2, C1-C3 and
C5-C7) was performed by sequence searches in public
databases using the Blastp program.

Peptides corresponding to spot numbers 1, 3 and C4
were analyzed by nano-LC-ESI-MS/MS UltiMate 3000
system (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA) inter-
faced to the QSTAR Pulsar mass spectrometer (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The high performance
liquid chromatography (HPLC) used was an Ultimate
3000 system (Dionex Corporation, Sunnyvale, CA, USA)
equipped with a PepMap100 C-18 trap column {300 pm =
5 mm) and PepMapl00 C-18 analytic column (75 pm x
150 mm). The gradient was {4 = 0.1% formic acid in
water, 8 = 0.08% formic acid in acetonitrile) 8-30% B
from 0 to 25 min, 80% B from 25 to 30 min, 8% B from 30
to 50 min. The flow rate was 300 nL/min. A HCTultra
ETDII (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) was used
to record peptide spectra over the mass range of m/z 350
1,500, and MS/MS spectra in information-dependent data
acquisition over the mass range of m/z 100-2,800. The
voltage between ion spray tip and spray shield was set to
1,600 V. Drying nitrogen gas was heated to 150°C and the
flow rate was 7 L/min. The collision energy was set auto-
matically according to the mass and charge state of the
peptides chosen for fragmentation. Multiple charged pep-
tides were chosen for MS/MS experiments due to their
good fragmentation characteristics. MS/MS spectra were
interpreted and peak lists were generated by DataAnalysis
4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Searches were
done by using the MASCOT 2.2.04 (Matrix Science,
London, UK) against latest Swissprot database for protein
identification. The MASCOT program used the probabil-
ity-based Mowse Score and a threshold of P < 0.05. Only
maftches o human proteins showing a significant score
were considered reliable and therefore determined as
positive identifications according proteomics previous
studies [17, 18]. Protein identification and modification
information returned from MASCOT were manmually
inspected and filtered to obtain confirmed protein identifi-
cation list.
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Trace element analysis

Spots selected from 2D-PAGE experiments that were
digested with trypsin to be identified by MS were analyzed
by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS
810-MS, Varian Mulgrave, Australia) to determine the
concentration of the trace elements calcinm (Ca), cadmium
{Cd}), chromium {Cr), copper (Cu), iron (Fe), magnesium
{Mg), manganese {Mn), molybdenum {Mo), selenium (Se),
lead (Pb), cobalt (Co) and zinc (Zn). Trypsinized samples
were diluted with 65% nitric acid and digested at micro-
wave SPEX (MX 350) for 30 min. Each sample was sub-
jected directly to ICP-MS, and reference carbon solution
was used to calibrate the equipment. Reference solutions
for each metal were also used.

Results and discussion
2-D protein maps

LSCC is a muliifactorial disease influenced by environ-
mental and lifestyle-related factors. Our control group was
represented by healthy smokers. The upper aero digestive
tract is the first compartment of the human body that has
contact with the harmful components of the tobacco smoke.
The passage of smoke, whether in an active or passive
smoker determines some alterations in the aero digestive
area, is directly exposed to the harmful action of the
substances present in smoke. The tobacco contains more
than 50 components, including aromatic polycyclic hydro-
carbon, tobacco-specific nitrosamines, aromatic amines,
aldehydes and free radicals that have important role in
carcinogenesis, being the main responsible substances for
the neoplasic buccal epithelium transformation. One of the
first steps in the development of head and neck neoplasia
may be the link between these compounds and mutations of
the mucosal cell’s DNA [19].

Human plasma samples from patients with LSCC and of
smoking health controls were obtained through approved
protocols. The low incidence of this kind of tumor was
reflected in our small number of samples [20]. The
2D-PAGE profiling of these samples was done in three
technical and four biological replicates. The gel images
obtained were compared against each other using the spots’
volume with the software BioNumerics. After the nor-
malization procedure, where identical spots on different gel
images were selected, it was possible to identify spots
exclusive to cancer patients.

In order not to eliminate or degrade any protein, plasma
samples were used instead of serum. Besides, plasma is not
only the primary clinical specimen but also represents the
largest and deepest version of the human proteome present
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Fig. 1 2D map of plasma with cancer (a) and without cancer (b).
ldentified proteins are circled and identified with their corresponding
spol number. Each gel was carted in technical and biological
triplicates. 2D gels were Coomassie blue stained

in any sample; in addition to the classical “plasma pro-
teins”, it contains all tissue proteins (as leakage markers)
plus very numerous distinct immunoglobulin sequences,
and it has an extraordinary dynamic range in that more than
ten orders of magnitude in concentration separate albumin
from the rarest proteins now measured clinically [13].

In every 2D gel, protein spots with molecular mass of
10-60 kDa and pH ranging from 4 to 10 were observed
(Fig. 1). Profiles from normal samples showed over 50
spots, out of which 34 were considered well defined
{Fig. 1b). Profiles from samples with cancer showed the
same amount of spots, but 45 were considered as distin-
guished spots (Fig. la). Most proteins were detected on
every gel from pl 4.4 to 7.0, and around molecular weight
of 53 and 60 kDa, forming a conglomerate especially
around pl 6.4, According to this mass’ characteristics and
comparison with breast cancer serum profile available in
ExPASy's Swiss-2DPAGE [21], these proteins correspond



Cancer Immuncl Immunother

Anexo I

Table 1 Identification of differential (D) and control (C) trypsinized protein spots from 2D gels

Spot Mowse Peptide sequence Sequence Protein identification Access Tdentified Tdentified
number score mode number pl MW (kDa)
(UniProt)

m 220 KNOQVSLTCLVEG De nove/CID  Tg gamma-3 chain C PO18B0  7.61 44.36
region

D2 294 KLGQYASPTAKR De novo/CID - Complement POCOL4 739 42.56
component Cda

D3 422 KDSTYSLSSTLTLSKA De novo/CID  Ig kappa chain C region PO1834 7.28 20.34

C1 70 KSGTASVVCLLNNFYPRE De novo Ig kappa chain C region PD1834 9.7 32.23

c2 56 RTHLAPYSDELRQ De novo Proapolipoprotein A-1 PO2647  5.67 3212

c3 82 KEQLGEFYEALDCLRI De novo Alpha-1-acid P02763 35 49.95
glycoprotein precursor

4 398 RVEYGFQVKY De nove/CID  Complement POCOL4 773 41.88
component Cda

c5 88 KITPNLAEFAFSLYROQ De novo Alpha-1-antitrypsin PO100S 522 52.32
pPrecursor

(e 56 KLPECEADDGCPKPPEIAHGYVEHSVRY  De novo Haptoglobin Hp2 POO738 630 20.65

C7 71 KVYAYYNLEESCTRF De novo Complement PO1024 4.97 47.34

component C3

MOWSE score 1s based on the number of peptide mass

sequenced  with  the corresponding  at

the database (MASCOT,

hitp:/fwww matrixscience comelpfscoring-help.html). Sequencing mode de nove was done by MALDI-TOF and CID by LC-ESI-MS

to albumins. The same pattern was also found when com-
paring the profiles here obtained with the one of human
plasma obtained by Anderson and Anderson [22]. From the
similarity of the gels in this work and the maps available,
let us infer the identity of some previously identified
proteins.

To restrict the major proteins in our study, we focused in
the differentiated proteins expressed between the control
and experimental groups. Few differences were found
among the cancer and control patients (Fig. 1). There were
spots found differentially expressed in many samples, but
were not exclusive of cancer or control gels. However, the
appearance of three spots named D (for differential) 1, 2
and 3 gathered between pl 7.3 and 7.6 and molecular
masses of 20, 42 and 44 kDa in all gels from patients with
cancer suggests the expression of proteins either caused by
the cancer or that may aid in the disease development
(Fig. 1a). These three spots—DI1, D2 and D3—along with
seven others that appeared on every gel—called C (for
control) 1-7—were treated with trypsin and identified by
MALDI TOF-TOF de novo mass spectrometry and nano-
LC-ESI-MS/MS.

MBS protein identification

A total of ten spots were identified by MS (Table 1),
including the three differential ones. All identified proteins
are typically found in plasma, being six of them immune
system components. Among control spots, named C and the
cognate number, is spot C2, which was identified as the
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Fig. 2 Histogram of sequenced spots from samples with and without
cancer according to their volume. Vertical bars comespond to
standard deviation

proapolipoprotein A-l, a precursor of major apoprotein A-I
{apoA-I). This protein binds to lipids to form high density
lipoproteins {(HDL), which is relatively abundant in plasma.
ApoA-l is a cofactor for lecithin:cholesterol acylransferase
(LLCAT), responsible for the formation of most cholesterol
esters on HDL. Tt stabilizes the structure of HDL and also
promotes efflux of cholesterol from cells [23]. Apelipo-
proteins have been linked to several diseases such as
Alzheimer [24] and atherosclerosis [25]. In the present
study, the protein spot number C2 amalyzed by volume
counting the pixel numbers suggests a slightly higher
expression of proapolipoprotein A-I in healthy patients
(Fig. 2). Differences on the expression of apolipoproteins
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have been reported in pancreatic [26] and liver cancer [27].
In pancreatic cancer serum, proapolipoprotein C-TI and
apolipoprotein  C-III; were up- and down-regulated,
respectively, suggesting their use as possible diagnostic
markers for the disease [26]. ApoA-l and apoA-II show
lower values in serum from patients with liver cancer [27].

Moreover, spot C3 corresponds to alpha-1-acid glyco-
protein (AGF), also called orosomucoid, and is a seram
protein derived from the liver. Orosomucoid concentra-
tions increase under certain conditions, such as inflam-
mation, pregnancy, after surgery and cancer, since it
belongs to the acute phase proteins. It has been reported
that there is a significant homology between AGP protein
amino acid sequence with immunoglobulin (Ig) G and that
it is needed to maintain the capillary permeability required
for homeostasis [28]. The suggestion that AGP levels
reflect disease activity and may reflect tumor burden was
also observed by Ganz et al. [29]. AGP plasma levels of
active lung cancer patients were elevated compared with
cancer patients with disease remission (considered in-
active). In this study, the normalization of AGP during
chemotherapy correlated with a prolonged relapse-free
sarvival [29].

The spot numbered C5 was identified as pre-alpha-
1-antitrypsin, a major serine protease inhibitor in human
plasma. This glycoprotein belongs to the serpin family of
protease inhibitors, and is produced mainly in the hepato-
cytes. Its main function is to protect tissues from enzymes
of inflammatory cells, especially neutrophil elastase [30].
The disorder of this enzyme, called alpha-1-antitrypsin
deficiency, is caused by a single base mutation and pre-
vents its export from the hepatocyte, causing a decrease of
the protein concentration in the plasma. Thus, it is asso-
ciated with chromic liver disease and premature emphy-
sema [30], and according to some research, it is also related
to cancer [31]. Alpha-l-antitrypsin deficiency causes
chronic liver disease and hepatocellular carcinoma in
adults, although little is known about the latter [32]. Study
by Yang et al. [33] evaluated this risk factor in the
development of lung cancer, demonstrating that people
with alpha-1-antitrypsin deficiency has twice the risk of
developing lung cancer than those without it.

Control spot C6 was auributed as haptoglobin (HPT),
which belongs to the family of acute-phase proteins, whose
synthesis is induced by several cytokines during inflam-
matory processes [34]. A major function of haptoglobin is
to bind free plasma hemoglobin to form a stable complex,
and thereby prevent hemoglobin-induced oxidative tissue
damage [34]. HPT has also been shown to be an angiogenic
agent [35], activating endothelial cell growth and differ-
entiation. The experiments presented here based on the spot
volume show a higher expression in patients without lar-
yngeal cancer (Fig. 2). On the other hand, this protein has
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been found over expressed in serum of patients with solid
tumors such as ovarian and small-cell ling cancer [36).

Once our control group was represented by healthy
smokers, the immune response was not completely acti-
vated by this stimulus, although we observed the expres-
sion of some inflammatory proteins. Laryngeal tissue
samples were used in many proteomic analysis studies with
different scopes of protein expression. Sewell et al. [37],
for example, observed that the differentially expressed
proteins were represented by stratifin, $100 calcium-bind-
ing, protein A9, p21-ARC, stathmin, and enolase. In our
study, the differentiated proteins were represented by
immune response components. The immune response
occurs in loco and also in a systemic level. In this way, in
our study, the remaining identified spots correspond to
proteins of the immune system: Ig gamma-3 chain C
region, complement component Cda, Ig kappa chain C
region and complement component C3 (spots D1, D2 and
C4, D3 and C1, C7, respectively). The differential spots
were all in this category.

Another component of the immune system with an
important role in the inflammatory response, including
cancer, is the complement system, which is made up of
many plasma proteins. Complement is a key link between
the innate and adaptive immunity, since it can be activated
by both [38]. Complement proteins are activated by
cleavage, where some fragments get attached to pathogen
or host cell surfaces and others are released to act as
inflammatory factors. For example, the complement pro-
teins C3a, Cda and C3a enhance inflammatory reactions by
stimulating dilation of arteries, releasing histamine from
mast cells and basophils and attracting neutrophils by
chemotaxis [8]. Activation of the complement system
causes tumor-cell destruction by inducing lysis and pro-
moting cell-mediated killing [39].

On the other hand, Markiewski et al’s [9] study con-
tradicts this common thought, showing evidence that cer-
tain immune responses by complement can give the tumor
a growth advantage. They demonstrated that the comple-
ment system indeed contributes to mechanisms that pro-
mote the growth of malignant tumors. In their study,
deficiency of complement proteins C3, C4 or C5a receptor
associates with retardation of mmor growth. Such impair-
ment was observed in Cd-deficient mice together with
deposition of Clg in tumor tissue, indicating activation of
complement through the classical pathway during tumor
development. They concluded that complement activation
and C5a signaling generated an immunosuppressive envi-
ronment by efficiently recruiting myeloid-derived sup-
pressor cells (MDSCs) into tumors to suppress the CDE+ T
cell-mediated antitamor response.

Cancer cells can be viewed from an immunologic
perspective as altered self-cells that escaped normal
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growth-regulating mechanisms. The possibility that spe-
cific immune responses can eliminate tumors is widely
accepted, and has been subject of several researches
[7, 400. Kuis et al. [41] observed that scanning electronic
microscopy of primary larynx tumors revealed that these
tumors are infillrated by cells involved in the immune
responses. These cells are located within and also in
surrounding cancer infiltrations and are represented by:
lymphocytes, monocytes and macrophages. Gabriel et al.
[42] verified the presence of immune response components
in the laryngeal tissue samples by immunchistochemical
staining. They observed that the CD 43 lymphocytic
infiltration indicate a prognostic value for determining a
shorter survival time and the possibility of lymph node
metastases in patients with recurrences of cancer. These
findings confirm that the human organism, until certain
degree, is able to fight against malignant tissue. Tumor-
reactive antibodies found in the serum of people with
cancer support the role of the T and B lymphocytes as
members of the immune surveillance team against tumors
[40].

Regarding the immunoglobuling’ expression present in
the laryngeal blood cancer patients, Vleck et al. [43]
observed that patients with moderately or poorly differen-
tiated tumors had significantly higher antibody titers when
compared with patients with well-differentiated tumors. In
this study, they also observed that patients with higher
levels of circulating immune complexes were less likely to
respond to chemotherapy. No correlations were noted
between immune complex levels and stage of disease,
nodal status, site of disease, recurrence, or survival. These
results support the fact that the formation of tumor-asso-
ciated immune complexes in patients with squamous cell
carcinoma of the head and neck is associated with a
decreased response to chemotherapy.

In our study, we observed that C3 and C4 complement
components are present in both cancer and non-cancer
plasma samples. The presence of these components,
according to Markiewski et al [9], in smoking healthy
patients may contribute to tumor growth. Based on our
results, it seems that the active immune response against
the mmor was represented by the T and B lymphocytes
activities based on the immunoglobulin’s expression in the
cancer patients’ samples.

Since there is a tremendous molecular heterogeneity in
all human cancers and proteins are cell’s function media-
tors, the study of proteins changes that result from a
pathological lesion, would appear to be a rich source of
potential cancer markers. According to our study and to
current literature, a specific serum biomarker for laryngeal
cancer diagnosis was not found, although the literature
reports biomarkers for different kinds of cancer, such as
nasopharyngeal. Cho et al. [44] identified two isoforms of

serum amyloid A proteins as biomarkers to monitor relapse
of nasopharyngeal carcinoma. They observed a dramatic
serum amyloid A protein increase, which correlated with
relapse and a drastic fall correlated with response to sal-
vage chemotherapy. Surprisingly, despite the close locali-
zation of the nasopharynx and the larynx, our study did not
find the same biomarkers for laryngeal and nasopharyngeal
cancers. Our study confirms the tobacco role in the
development of laryngeal cancer and reinforces the
immune response importance as target in cancer under-
standing and treatment.

Trace element analysis

Aliquots of the trypsinized proteins submitted to MS were
also analyzed by ICP-MS for selected metals. Most ele-
ments, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Se and Zn, were
below detection level by this technique, where Cr and Pb
were the only ones observed in all samples. The average
concentration of Cr and Pb between patients for each spot
was determined separately.

The relative amount of Pb detected was low in most
spots; however, spot C6 (haptoglobin) and C7 (comple-
ment component C3) showed higher levels among healthy
patients {data not shown). The values found here were not
in accordance with study by Pasha et al. [45] where the
concentration of Ph was higher in plasmas of cancer
patients. These results might be due to different amounts of
Pb in the diet of the patients, once this is the main source of
Pb intake.

Cr was found in all three differential spots (Fig. 3a). For
the common spots, higher amounts of Cr were found in all
samples from patients with cancer, except in spot C6
(haptoglobin), where the same concentration was found in
samples from both cancer and healthy patients (Fig. 3b).
The maximum increase was of 3,050% for spot C4 (com-
plement component C4a). Cr has a long history of indus-
trial use, such as welding and plating and is accepted as a
mutagenic agent [46], being the respiratory tract the pri-
mary target organ once inhalation is the main route of entry
into the body [47]. Its exposure causes gene mutations, cell
cycle arrest, apoptosis and neoplastic transformation [14].
Epidemiclogical and experimental evidences show that
occupational exposure to Cr is associated with lung cancer
[47, 48]. Studies show a relation between high concentra-
tions of Cr with accelerated tumor growth [45]. Others
relate this metal with greater susceptibility to develop nasal
and respiratory cancers [49]. Significant higher levels of Cr
in scalp hair of patients with malignant tumors add to the
evidences that it increases cancer risk [50].

Both elements detected in this work are found in tobacco
and its smoke, which are a complex mixture of thousands of
components, adding to near 5,000 already isolated and
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Fig. 3 Average of Cr concentration at each differential spot (1. 2 and
3) of patients with cancer (a) and average of Cr concentration for

spots in ples of patients with and without cancer (b). All
samples were obtained from trypsinized proteins of the 2D gel spots.
Vertical bars comespond 1o standard deviation

identified. Among these, 69 are known to cause cancers
[51]; therefore, neoplasms induced by tobacco smoking
have a more complex etiology due to the presence of vari-
ous carcinogenic agents [48]. Once there are evidences of
the role trace elements play in biological processes, it is
possible to infer that the chromium found in the samples
analyzed in this work has direct or indirect effect on the
carcinogenic process, including the development of LSCC.
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Comparative Proteomical Analysis of Zygotic
Embryo and Endosperm from Coffea arabica Seeds
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During coffee seed development, proteins are predominantly deposited in cotyledons and in the
endosparm. Reserve proteins of the 115 family are the most abundant globulins in coffee seeds,
acting as a nitrogen source during roasting and guaranteeing flavor and aroma. The aim of the present
study was to compare the protein profiles of endosperm and zygotic embryos of coffee seeds. Proteins
were extracted from whole seed as well as from embryo and endosperm, separately. Total proteins
were analyzed by two-dimensional electrophoresis (2-DE) followed by identification by mass
spectrometry (MS). The most abundant spols observed in the gels of coffee seeds were excised,
digested with irypsin, and identiified by MS as subunils of the 118 globulin, Spots with identical p/
and molecular masses were also observed in the protein profiles of coffee endosperm and embryo,
indicating that 11S protein is also highly expressed in those tissues. Peptide sequence coverage of
about 20% of the entire 118 globulin was obtained. Three other proteins were identified in the embryo
and endosperm 2-DE profiles as a Cupin superfamily protein, an allergenic protein (Pru ar 1), exclusive
to the endosperm 2D map, and a hypothetical protein, observed only in the zygotic embryo profile.

KEYWORDS: 2-DE; mass spectrometry; zygotic embryo; endosperm; Coffea arabica

INTRODUCTION

Coffee is one of the most important agricultural products
worldwide and is cultivated in more than 60 countries. Brazil
is responsible for more than one-third of the global coffee
production and exportation and, together with Vietnam and
Colombia, accounts for about 50% of the world production.
The main cultivated coffee species are Coffeq arabica and
Coffea canephora. Several studies of protein/gene expression
have been performed mostly related to flavor and aroma in
these species (I—0).

Coffee seeds contain specialized storage tissues (cotyledons
and endosperm) in which proteins are formed and deposited
during maturation. After development, these protetns constitute
a major seed protein fraction. Seed storage proteins comprise
groups of multiple isoforms encoded by gene tamilies, inclnding
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globuling, albumins, gluteling, and prolamins (7). These proteins
have shown multiple functions such as storage (8) as well as a
key role in the plant defense system (9, 10y, Globuling constitute
the most widely distributed group of seed proteins, which are
stored as hexameric structures (11). In coffee, the 115 globulin
has been extensively studied by using genomic and proteomic
approaches (5, 12, 13). This protein is formed by two subunits
linked by a disulfide bond: a large acid o subunit and a small
basic § subunit derived from a single 118 precursor, which existe
as multiple isoforms (7, I4). These abundant proteins are pro-
bably important for the quality of the beverage, because they
act as the majn souree of nitrogen during roasting (15, 16).
Proteomic analysis has been increasingly employed to better
understand biological processes. By using this approach, a high
number of proteins expressed in a specific tissue or under certain
biological conditions can be visualized, allowing the determi-
nation of quantitative data regarding protein abundance, as well
as qualitative differences related to protein mass and isoelectric
point (pf}. Currently, protecmic analyses are being performed
by coupling two-dimensional electrophoresis (2-DE) and high-
throughput mass spectrometry (MS). In 2-DE, proteins are
separated by protein mass and p/, and therefore a high resolution
can be obtained. Protein spots can be further analyzed by MS
and identified by peptide mass fingerprinting (PMF) or de novo

© 2008 American Chemical Society
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Figure 1. Two-dimensional electrophoresis (left) and three-dimensional gel representations (right) of proteins from whole seed, endosperm, and embryo,

as indicated.

sequencing, Peptide sequencing gives more detailed information
and allows the identification of proteins from organisms with
noncharacterized or nonpublic genomes, which is the case of
the Coffee Genome database. Proteomic analyses have been
applied for the study of coffee grains (5, 6, 17); however, still
little is known regarding coffee seed proteins accumulated in
different tissues, especially in the embryo. In summary, this
paper aims to compare the global protein profiles of coffee
zygotic embryo and endosperm by two-dimensional gel elec-
trophoresis (2-DE) and mass spectrometry (MS).

MATERIALS AND METHODS

Plant Material. C, arabica (cultivar Catuai Vermelho IAC-99) fruits
were collected 210220 days after anthesis, corresponding to the stage
when the germinability is acquired (13, /8). Seeds were isolated from
the fruits and further separated into embryo and endosperm. Whole
seeds were also used for comparison, and all tissues were stored at —
80 °C.

Protein Extraction. Whole seed, endosperm, and embryo samples
collected from two consecutive years were separately homogenized in
a liquid nitrogen-precooled mortar by using a pestle, and wotal proteins
were extracted according o the method described by de Mot and
Vanderleyden (/9). Approximately 0.1 g of the resulting tissue powder
was put into a 1.5 mL tube with 0.75 mL of extraction buffer consisting
of 0.7 M sucrose, 0.5 M Tris-HCI, 30 mM HCI, 50 mM EDTA, 0.1 M
KCL and 40 mM DTT. An equal volume of buffer-saturated phenol
(Invitrogen) was added. and after 15 min of vigorous shaking. the
sample was centrifuged and the supernatant recovered. Two additional
rounds of extraction were performed using an equal volume of ex-
traction buffer each time. Proteins in the phenol phase were pre-
cipitated in 5 volumes of chilled 0.1 mM ar acetate in methanol
at —20 °C for 2 h. Precipitates were washed in acetone and resuspended

in 40 gl of lysis buffer [9.8 M urea, 0.2% (v/v) Nonidet P-40 (Sigma),
100 mM DTT, and 2% (v/v) of a mixture of ampholytes pH 5—8 and
pH 3=10 (Bio-Rad) in the ratio of 5:1]. The total protein content was
estimated according to the method of Bradford (20).
Two-Dimensional Electrophoresis, Isoelectric focusing of coffee
proteins was performed according to the method of de Mot and
Vanderleiden (/9). Polyacrylamide gels containing 3.6% acrylamide,
0.21% bisacrylamide, 7.2% ampholyte pH 5-7 and 3-10 in the
proportion of 5:1 (v/v), 2% Nonidet P-40, and 55% urea were used.
Approximately 150 g of proteins was loaded onto the 11 cm gel after
a prerun. Electrophoresis was performed in a vertical system (Invitro-
gen) at 400V for 18 h,u 20 mM NaOH in the upper compartment
of the chamber and 10 mM H:PO, in the lower. Molecular mass
separation was performed according to the method of Laemmli (2/1) in
18 = 18 em gels 12%. Electrophoresis was performed for 6 h at 120
WV using glycine buffer in the upper and lower compartments of the
chamber, and at least four repetitions for cach tissue were obtained.
After running, 2D gels were fixed overnight in a solution containing
50% ethanol and 12% acetic acid. Silver staining was carried out
according to the method of Blum et al. (22). Gels were digitalized using
the scanner HP Scanjet model 8290 and further analyzed with
Bionumerics software v. 4.5 (Applied-Maths). First, calibration with a
cray scale was necessary to transform gray levels into values for each
pixel of the gel picture, A calibration curve from Bionumerics software
was used, and all gel pictures were analyzed as Gff files. The six gel
images were placed in one folder, and the wizard detection method
proposed by the software was used for spot detection. Automatically
detected spots were manually checked, and some of them were manually
added or removed according to size (=0.2 cm), format (circular), and
density (=2 pixels em™'). Following the detection procedure, the
normalization step was carried out w atiribute a common protein identity
for identical spots derived from different images. For this procedure, a
reference gel was constructed, and automatic matching options of
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Table 1. MS/MS Protein Identification of Spots from 2D Gels of Whole
Seed, Embryo, and Endosperm

protein accession
spot peptide sequence identification no.
18, Sp12 LNAQEPSFR
GGREGQR
25 LNAQEPSFR
EGHQGQQQQHR
45 TNDNAMIN
AVEETLSSTVK
IPILSSLOLSAER
LQYVDHK 11S globulin -~ AACE1983
IQVVDHK
SALY VIR
AIPEEVLR
95, Emb 1,Emb2,  LSENIGLPQEADVFNPR
Emb 3, Sp28, Sp29
Sp20 IPILSSLQLSAER
LSENIGLPQEADVFNPR
Spb FGVEEGDIFAVQR Cupin family ~ NP_195388
profein
Sp31 APVTSSYEVTFNIAPPR  major allergen 050001
Pruar 1
Emb26 SSWNSPYYDTSSYGAG-  hypothetical EAZ14610
SGGGGGGGR protein

Bionumerics software was used. For each sample, when a protein was
detected in all gel images, this protein was automatically added to the
reference gel.

Mass Spectrometry. Protein spots were excised from silver nitrate-
stained gels, destained, and digested with trypsin according to the
method of Shevchenko et al. (23). Peptides were analyzed in MALDI
TOF-TOF Ultra Flex 11 (Bruker Daltonics) MS and de novo sequenced
using CID and LIFT acquired MS/MS spectral data. The identification
of protein spots was performed by sequence searches in public databases
and in the Coffee Genome Project database using the Blastp and (Blastn
programs, respectively.

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, we have analyzed the proteomes of coffee seeds
as well as zygotic embryo and endosperm. The main proteins
observed in all three protein maps were identified by MS/MS
experiments. Initially, the whole seed proteome was analyzed
and revealed approximately 70 proteins ranging in mass from
10 to 100 kDa and in pf from 4 to 8. Some of the main proteins
observed (1S, 28, 48, and 985) were excised from the gel and
analyzed by mass spectrometry. The proteins identified cor-
responded to the 118 globulin, previously described (5, 6, 12).
To verify the proteins expressed in the different compartments
of the whole seed, we analyzed the endosperm and zygotic
embryo separately by 2-DE. Comparison of all three 2D maps
showed similar protein profiles (Figure 1). The 2-DE of
embryos and endosperm revealed approximately 120 and 80
protein spots, respectively, showing higher protein diversity in
the embryo. Several of the proteins observed in the seed could
be visualized in the embryo and endosperm profiles (Table 1).
Some of these proteins observed in the embryo (Emb1, Emb2,
and Emb3) and endosperm (Sp12, Sp20, Sp28, and Sp29)
were also excised from the gel and analyzed by MS 1o de-
termine whether the proteins corresponded Lo the seed glo-
bulin. The results revealed that all protein spots corresponded
to the same globulin 118 protein.

By using a proteomic approach, Rogers et al. (6) previously
characterized the 118 globulin in coffee endosperm mainly by

Anexo I
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Figure 2. Expression comparison of spot volumes of identified proteins

using the Bionumerics software.

NH; terminal sequencing. In this work, we have analyzed several
protein spots by MS/MS analysis and obtained 115 protein
coverage of approximately 20% of the whole protein, consider-
ing the number of amino acid residues determined (Table 1).
Yuffi et al. (J7) previously analyzed zygotic and somatic
embryos as well as whole seed of C. arabica and showed the
expression of abundant polypeptides in all three protein profiles:
however, no protein identification was performed. In this study,
we identified protein spots from zygotic embryo, and our results
show that 115 globulin is also highly expressed in this tissue.

It has been reported that the 115 globulin represents ap-
proximately 45% of total proteins in the endosperm tissue and
5—7% of coffee bean dry weight (24). Endosperm is a very
important specialized storage organ and, therefore, study of the
endosperm proteome can provide information on seed develop-
ment. Nevertheless, this tissue is rich in storage proteins such
as globulins, which hinders the identification of poorly abundant
proteins, Indeed, a total of 11 different protein spots analyzed
in this study were identified as the 115 globulin. A recent
analysis of the rice endosperm proteome was performed, and a
method o remove the highly abundant proteins was developed
(25). This is an important strategy to detect and identify new
proteins in the endosperm.

In this study, differentially expressed proteins were also
excised from the gel and analyzed by MS/MS; however most
proteins did not reveal reliable identification, probably due o
the low amount of protein or low ionization capacity. One
protein spot (Sp6), observed in the embryo and up-regulated in
the endosperm (Figure 2), was identified as a Cupin superfamily
protein. This family includes 118 and 7S plant seed storage
proteins and germins (26, 27), which have been associated with
allergy (28, 29). In coffee, allergy to caffeine (30—232) and the
beans (F3—35) has been reported. However, no protein has been
directly associated with coffee allergies.

Another protein identified was spot Sp31, which was ex-
pressed only in the endosperm (Figure 2) and showed identity
to Mal d 1, the major apple allergen, which belongs to a group
of pathogenesis-related (PR) 10 proteins (36). 1t has been
reported that the expression of PR10 genes oceurs during
conditions of stress and ripening (37, 38). Proteins from this
family have been implicated in allergy in different consumed
fruits such as peach, cherry, and oranges (39—417). Although
there are no reporls associaling these proteins with coffee
allergy, additional studies need to be performed to investigate
their role in allergy.

A protein spot (Emb26) specifically expressed in the zy-
gotic embryo was identified and showed 100% identity to a
hypothetical protein from Orvza sativa. Although the masses
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of both proteins were similar (30 kDa), the calculated pf of
this protein was 10 as opposed to 4.5 for the coffee protein.
Unexpectedly, this protein did not show a high identity to

any

protein present in the Coffee Genome database. It is

possible that this protein is a new one, not present in the
Coffee and public databases.

Orverall, in this work we have identified several protein spots
mn the whole seed, embryo, and endosperm of coffee as the 11S
globulin. We show that this protein is highly expressed in the
endosperm and embryo tissues. Moreover, two allergenic pro-
teins were identified, as well as a hypothetical protein. Further
studies need to be performed to determine the functional role
of these proteins in development and their possible relationship
to quality, flavor, and aroma, as well ag allergy.
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ABSTRACT

Coffee seed development is accompanied by severe modifications in water-soluble
proteins, several of these being associated to a specific developmental stage. For this
reason, a proteomic approach has been used to describe spatial-temporal proteome
modifications in zygotic embryos at different stages of seed development. Embryos from C.
arabica seeds were harvested in two different developmental stages: stage 1 at 210 days
after anthesis and stage 2 at 255 days. Total proteins were extracted and submitted to 2-DE.
From these gels, several spots were identified by mass spectrometry including Kinases,
MYB transeription factor and enzymes involved in metabolic pathways. All proteins
identified seem to affect coffee development in different ways, being directly involved in
plant growth or used as an intermediate in some metabolic pathway that, indirectly. will
influence coffee development. This is the first work using two-dimensional electrophoresis
followed by mass spectrometry analyses that evaluates the expression of proteins during
coffee zygolic embrvos development. Data here reported supply some light over coffee
development and could be used in a near future to improve coffee plants’ growth and

development by molecular strategies.

Keywords: coffee, proteome, plant development, zygotic embryos.
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INTRODUCTION

The two most common coffee species cultivated in the world are Coffea arabica
and Coffea canephora. Due to the economic and agricultural importance of coffee, several
studies have been accomplished to genetically improve this gramn. A special focus has been
given, for example, to the identification of the genes encoding methyltransferases., which
seem to have crucial importance for caffeine biosynthesis (1). Furthermore, some studies
are also related to increasing coffee production or to improve tolerance to biotic and abiotic
stresses. Earlier reports showed the identification and characterization of C. canephora leaf
compounds such as caffeoylquinic acids involved in abiotic stress response and also plant
development (2). The comparative evaluation of caffeine, chlorogenic acids, fat,
trigonelline and sucrose was carried out in order to shed some light over coffee
resistance/susceptibility toward plant pests (3).

Although some papers compare coffee resistance against biotic and abiotic stresses,
few reports aim to study the development of coffee from a molecular perspective (4). One
example consists of the evaluation of gibberellins and ethylene in coffee seeds and
seedlings (5-6). Gibberelling could change coffee seed germination, causing cell death in
the embryo and lead to inhibition of radicle protrusion (1).

Proteomics permits qualitalive and quantitative measurements of a great number of
proteins that are directly involved in cellular biochemistry, providing accurate analysis of
the cell state or system changes during growth, development, and response to
environmental factors. Due to the fact that proteomics is able to reveal both chemical
complexity and biological dynamics, it allows functional information of the biochemical
processes underlying phenotypes that are not accessible or predictable by other means (7).
Thousands of different proteins can be visualized in a 2D gel. allowing an overall analysis
of the total content of proteins expressed in an organism (8). The identification of proteins
can be performed by mass spectrometry which determines molecular masses with great
accuracy (8). However, only few studies of coffee using proteomics and 2D-gels have been
reported (36-37). One of these showed the comparison of green and roasted coffee beans to
identify the differences that lead to flavor development (9).

In this work, coffee zygotic embryos from C. arabica seeds harvested in two
different developmental stages were evaluated by proteomic analyses to study protein

3
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expression patterns. Water soluble seed proteins were extracted and submitted to 2-DE and
several spots were identified by mass spectrometry. The identification of these proteins
contributes to the understanding of the molecular mechanisms of coffee development. In
the future, this information may be used to improve coffee plants” growth and development

by molecular strategies.

2. Materials and Methods

Zygotic embryos and protein extraction

C. arabica fruits of the Catuai Vermelho IAC-99 cultivar were collected at two
developmental stages: stage 1 at 210 DAA (days after anthesis) and stage 2 at 255 DAA.
Stage 1 consists in 210-220 days after anthesis, which corresponding to the developmental
stage when the germinability is acquired. Moreover Stage 2 is 250-260 days after anthesis
and was also defined as a stage in which germinability is vigorous. especially in metabolic
processes (38). According those same authors (38), both stages represent different
contrasting developmental stages of coffee fruit and several deep modifications occur at the
physiological and molecular level. Embryos were isolated and further used for protein
extraction. Fach sample was separately grinded in a liquid nitrogen pre-cooled mortar by
using a pestle and water soluble proteins were extracted according to the De Mot and
Vanderleyden (10) protocol in the presence of inhibitor cocktail (GE healthcare) at a
standard concentration of 1mM. Approximately 0.1 g of the resulting ground tissue was
placed into a 1.5 mL tube with 1 mL of extraction buffer consisting of 0.7 M sucrose, 0.5
M Tris-HCI, 30 mM HCIL, 50 mM EDTA, 0.1 M KCI and 40 mM DTT. An equal volume of
phenol was added and after 15 min of vigorous shaking, the sample was centrifuged at
4,000 g and re-extracted twice with the extraction buffer. Proteins were precipitated in 5
volumes of 0.1 mM ammonium acetate in chilled methanol at -20 °C for 2 h. Precipitates
were washed in acetone and resuspended in 40 pl. of GE healthcare lysis buffer. The

protein content was estimated according to Bradford (11).
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Gel electrophoresis analyses

Isoelectric focusing and molecular mass separation were conducted according to
Gorg et al. (12). using 13 em immobilized pH gradient (IPG) strips with a pH range of 3-11
and a Multiphor II electrophoresis system (GE HealthCare). Samples were precipitated
using a 2D Clean-Up Kit (GE HealthCare) and approximately 600 pg of total protein were
resuspended in 250ul solution of 2% CHAPS, 8M urea, 2M thiourea, 1% dithiothreitol
(DTT), traces of bromophenol blue and 1% IPG Buffer. Protein concentration was
calibrated by Bradford (11) and also by Qubit fluorescence standard kit (Biorad) according
manufacturer manual, being strips loaded with identical protein quantities. Strips were
hydrated in this solution for 16 h. Isoelectric focusing was carried out in gradient mode for
30 min at 500 V, 30 min at 1000 V, 90 min at 3500V and 6h at 3500 V, at 2 mA and 5 W.
After the first dimension, strips were equilibrated in a solution of 1.5 M Tris-HCI pH 8.8,
6M urea, 1% DTT, 30 % glycerol. traces of bromophenol blue and 2% SDS for 15 min. A
second dimension was performed in 18 x 16 x 0.1 cm SDS-PAGE 12% gels, as described
by Laemmli (13) with bromophenol blue used as tracking dye. Electrophoresis was
conducted on a Hoefer system (GE HealthCare) at 250 V, 50 mA and 10 W for 6 h. Gels
were silver stained according Blum et al. (14). The broad range isoelectric point marker
(GE HealthCare) was also used for posterior pl identification on gels as well molecular
weight markers (GE HealthCare). Each protein sample was analyzed in triplicate. Gels
were digitalized using the scanner HP Scanjet Model 8290 and further analyzed with the
Bionumerics software v. 4.5 (Applied-Maths). First, calibration with a gray scale was
necessary to transform gray levels into values for each pixel of the gel picture. The
calibration method used a calibration curve from Bionumerics software. All gel pictures
were analyzed as tiff files. The six gel images were placed in one folder and the wizard
detection method proposed by the software was used for spot detection. Automatically
detected spots were manually checked, and some of them manually added or removed
according to the size (0.2 cm was used as the cutoff limit for inclusion), shape (circular)
and density (>2 pixel.cm™). Following the detection procedure, the normalization step was
carried out to attribute a common protein identity for identical spots from different gel

images. For this procedure, a reference gel was constructed and automatically matching
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options of Bionumerics sofiware were used. For each sample, when a protein was detected

in all gel images, this protein was automatically added to the reference gel.

Protein digestion

The most intense spots were excised from gels using a scalpel. A protein in-gel
digestion with trypsin Gold (Promega) was conducted following the protocol described by
Shevchenko et al. (15). Briefly, 300 ul of 100% acetonitrile was added to the tubes and
incubated for 5 min. Supernatant was removed and spots were dried in a SpeedVac for 5
min. Samples were incubated for 60 min at 56 °C in a solution containing 50 ul of 10 mM
DTT and 100 mM NH;HCO;. The solution was replaced with 50 pl of 55 mM
1odoacetamide and 100 mM NH4HCO; and incubated in the dark for 45 min. Spots were
rinsed twice with MilliQ water (Millipore) for 10 min. and exposed to 100 ul of 100%
acetonitrile for 5 min. Excess acetonitrile was removed and again spots were dried in a
SpeedVac for 5 min. Protein digestion was carried out using 650 ng trypsin diluted in 50 ul
of 50 mM NH4HCO; and 6 mM CaCly, with overnight incubation at 37 °C. The supernatant

was used for mass spectrometry analysis.

Protein identification by mass spectrometry

Monoisotopic masses of the molecular components from digested peptides ranging
from m/z 600 to 6000 were determined by mass spectrometry using a 4700 MALDI-
TOF/TOF (Applied Biosystems, Framingham, MA) controlled by the manufacturer’s
softwares. A sample of 2ul was mixed with 6ul of 0.1 % a-cyano-4-hydroxycinnamic acid,
0.1% trifluoroacetic acid and acetonitrile (1:1). A volume of 0.5 ul was applied to a
MALDTI's plate and air dried at room temperature. The spectrometer was operated in linear
mode for MS acquiring and reflected mode for MS/MS acquisitions using modulated power
with 200 random shots. Data was saved in standard Bruker's software format. Spots were
identified using Peptide Mass Fingerprinting (PMF) and de novo sequencing. The mass list
for each sample was analyzed using the program MASCOT v2.1.0, Matrix Science, London

(http://www.matrixscience.com) assuming one missed cleavage, carboxymethylation and

methionine oxidation as modifications. The lists of masses were compared against the non-
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redundant NCBI database. Results were evaluated by comparing the molecular mass and
isoelectric point of the hit of highest score to data here reported observed in 2D gels. De
novo sequencing was conducted manually, subtracting the masses from y series and
comparing to amino acid masses. Sequences were then compared to the Swiss-Prot Data
base (www.expasy.org) using the MPSrch tool from the European Institute of
Bioinformatics (EBI). Only protein hits with molecular mass and isoelectric point values
similar to those found on gels. together with coverage, similarity and tryptic digestion

pattern were considered as a match.

RESULTS AND DISCUSSION

Comparative analyses of protein maps

Water soluble proteins were extracted from zygotic embryos at two different
developmental stages of C. arabica seeds. Stage 1 corresponding at 210 DAA (days after
anthesis) and stage 2 at 255 DAA. Stage 1 is directly related to developmental stage of
starting germinability. Moreover Stage 2 was distinet as a stage in which germinability is
vigorous. especially in metabolic processes (38). After extraction. two-dimensional gels
from coftfee embryos were obtained (Figure 1A for stage 1 and B for stage 2), using a pH
range varying from 3.0 to 11.0 and molecular mass varying from 14 to 181 kDa (Figure 1A
for stage 1 and B for stage 2). Protein maps obtained from two independent samples were
scanned and further compared to identify differences in protein expression using the
Bionumerics software. Each protein sample was analyzed in triplicate and corresponding
gels showed correlation values higher than 0.9 (data not shown).

Two-dimensional gels from the first stage of coffee seed development analyzed
showed 185 spots, distributed throughout the gel. pl and molecular masses of identified
proteins varied from 4.5 to 9.0 and from 10 to 140 kDa, respectively (Figure 1A). Most of
the spots were situated between pls 5.0 and 7.0, where the most abundant proteins are also
located. A similar profile was observed for stage 2 of C. arabica seed development (Figure
1B), where a high quantity of spots were resolved, showing proteins with pH varying from
4.5 and 9.0, and molecular masses ranging from 10 to 115 kDa (Figure 1B). Nevertheless,

only differential spots were choosing for protein identification. Among all spots, only 10
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proteins were observed in one or another developmental stage at triplicate gels. Stage 1
showed four differential proteins expressed (spotsl-4. Figure 1A) and at stage 2D-E, six
proteins were differentially expressed (spots 5-10, Figure 1B). These ten spots were further

identified by MS analyses as described above.

Mass spectrometry protein identification at earlier stage embryos

Spots were sliced, trypsinized, submitted to mass spectrometry analyses (MALDI-
ToF) and further analyzed. They were mainly situated between pH 4.5 to 8.0 and with
molecular mass varying from 13 kDa to 85 kDa (Table 1). Mascot and BLAST analyses of
these protein spots revealed clear similarities to proteins involved in plant development and
germination (Table 1).

Spot 1, only observed at stage 1. showed similarity to Ul snRNP 70K protein from A.
thaliana (Table 1) (16). This protein was earlier described as being involved in pre-RNAs
splicing, and there are some evidences that Ul snRNAs genes are differently expressed
during plant development (17). Ul snRNAs were previously described in bean (18), pea
(19), tomato (20), wheat (21) and potato (29). They have been shown to be encoded by
multiple genes that occur in clusters (22). A Ul snRNA is the most abundant snRNA in
eukaryotic cells and is essential for pre-mRNAs splicing (23), especially at earlier stages of
development. Furthermore, two different spots of coffee were also identified by fingerprint
analyses as protein kinases, showing similarities to proteins from Petroselinum crispum and
A. thaliana (Table 1, spot 2 and 7) (34). Mitogen-activated protein kinases (MAPKS) are
activated afler phosphorylation of tyrosine and threonine residues, and their pathways can
be stimulated by several reasonms, including growth factors, cytokines, irradiation and
changes in osmolarity (35). In fact is difficult to relate the kinase activity to single
developmental stage, spot 2 appears at stage 1 (igure 1A) and spot 7 at stage 2 (Figure
1B), since this enzyme class could be involved in a wide diversity of processes.

Spot 3. also recovered from satge 1 2D gels showed similarity to an oxygen
evolving enhancer protein from Bruguiera gymnorhiza (Table 1). This protein has been
related to plant metabolism, growth and development, as well as to signaling defense
against the presence of pathogens (29). being this presence at earlier stages an indicative of

intense occurrence of metabolic processes. Finally, the last spot identified at stage 1,
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numbered as 4, corresponding to one more protein of C. arabica from stage 1 identified by
2D-electrophoresis, showed homology to an ATP synthase from Trachyeystis flagellaris
(Table 1) (24). ATP synthases catalyze the synthesis of ATP from ADP at bacterial,
mitochondrial and chloroplast membranes (25). This is the main and last process for energy

production in all live organisms, composed by an enzyme complex (26).

Mass spectrometry protein identification at latter stage embryos

As in the first stage, the second one also generates differential proteins. Initially,
some protein spots showed clear similarity to proteins not directly related to plant growth
and development. For example spot 5 (Figure 1B, Table 1) showed similarity to a
hypothetical protein from . sativa. Moreover, a ribulose-1.5-biphosphate
carboxylase/oxygenase was identified on spot 6 from stage 2 C. arabica (Table 1).
Ribulose-1.5-biphosphate is one of the components of Calvin-Benson-Bassham cycle.
being the product of catalysis by a phosphoribulokinase (28). 1.5-Biphosphate
carboxilase/oxigenases occupies a central position in the carbon global cycle and is a key
enzyme for conversion of inorganic carbon dioxide into organic cellular components (28),
and its unusual that this protein have also been identified at developmental stage 2.

A glutaredoxin family protein (spot 8) was also identified at second stage as being
similar to 4. thaliana molecules (Table 1, Figure 1B). Earlier studies described those genes
encoding glutaredoxins are related to defects in sepal and petal development in flowers, as
well in oxidative stress in plants (27), being commonly found when embryos starts cell
differentiation. Furthermore, a fingerprint analysis of spot 9 revealed a protein with
similarity to MYB transcription factor R2ZR3 type isolated from Populus sp. (30). This
MY B factor seems to be involved with signaling mechanisms related to secondary wall and
lignin formation, as well as to cellulose biosynthesis and xylem development (31). This
protein class has been associated with the control of tannin product, being involved in some
stage of the proantrhocianidins (PAs) biosynthesis metabolic pathway (33).

Finally, spot 10 (Table 1, Figure 1B) showed similarity to CTP: phosphocholine
cytidyltransferase. This enzyme 1is a rate-limiting enzyme in biosynthesis of
phosphatidylcholine in plant cells (39). The role of complex lipids in plant physiology and

cellular metabolism has remained under debate. The biosynthesis of phosphatidylcholine
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(PC) in plants is of particular interest, since some freezing tolerance has been correlated
with changes in phospholipid content of plant systems (40). Nevertheless, this is a new
observation of a CTP: phosphocholine cytidyltransferase at different plant developmental
stages. This fact could occur due a clear modification of lipid content during plant
development.

In summary, it could be observed that C. arabica presents differential expression of
diverse proteins related to development during both stages analyzed. All proteins identified
seem to affect directly or indirectly coffee development by different manners, being strictly
involved in plant growth or used as an intermediate in some metabolic pathway that, could
influence in coffee germination. Furthermore, the identification of such proteins expressed
during two stages of development in C. arabica can now be used as an important tool for
future experiments. By using genetic engineering techniques, the specific role that cach one
of these proteins play in coffee embryo development can now be studied. improving coffee

embryo development.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors are thankful for the financial support by EMBRAPA-Café, UCB,
CAPES, CNPq and FAPEMIG.

10



Anexo I

REFERENCES

(1) H. Ashihara, A. M. Monteiro, F.M. Gillies. A. Crozier, Biosynthesis of caffeine in
leaves of coffee, Plant Physiol. (1996) 747-753.

(2) L. Mondolot, P. La Fisca, B. Buatois, E. Talansier, A. Kochko, C. Campa, Evolution in
caffeoylquinic acid content and histolocalization during Coffea canephora leaf

development, Ann. Bot. (2006) 33-40.

(3) B. Bertrand, B. Guyot, F. Anthony, P. Lashermes, Impact of the Coffea canephora
gene introgression on beverage quality of C. Arabica, Theor. Appl. Genet. (2003) 387-
394.

(4) G. Bytof, 8-E. Knopp, D. Kramer, B. R. Breitenstein, J.H.W. Bergervoet, 8. Groot, D.
Selmar, Transient occurrence of seed germination processes during coffee post-

harvest. Ann. Bot. (2007) 61-66.

(5) E. A. Amaral da Silva, P. E. Toorop, J. Nijsse, I. D. Bewley, HLW.M. Hilhorst,
Exogenous gibberellins inhibit coffee (Coffea arabica cv Rubi) seed germination and

cause cell death in the embryo, J. Exp. Bot. (2005) 1029-1038.

(6) J. Bustamante-Porras, C. Campa, V. Poncet, M. Noirot, T. Leroy, 8. Hamon, A.
Kochko, Molecular characterization of an ethylene receptor gene (CcETR1) in coffee
trees, its relationship with fruit development and caffeine content. Mol Gen.
Genomics (2007) 701-712.

(7) S. Chen. A. C. Harmon. Advances in plant proteomics. Proteomics (2006) 5504-5516.

(8) 8. Viswanathan, S. Unlu, Mustafa, J. S. Minden. Two-dimensional difference gel
electrophoresis. Nature Prod. (2006) 1350-1358.

(9) P. Montavon, A.F. Mauron, E. Duruz, Changes in green coffee protein profiles during
roasting. J. Agric. Food. Chem. (2003) 2335-2343.

(10) R. De Mot, I. Vanderleyden, Application of two dimensional protein analysis for strain
fingerprinting and mutant analysis of Azospirillum species, Can. J. Microbiol. (1989)

960-967.

11



Anexo I

(11)M.M. Bradford, A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding, Anal. Biochem.

(1976) 248-254,

(12) A. Gorg, W. Postel, 8. Gubther, The current state of two-dimensional electrophoresis

with immobilized pH gradients, Eletrophoresis (1988) 531-546.

(13) U.K. Laemmli, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of the
bacteriophage T4, Nature. 1970, 680-685.

(14) H. Blum, H. Beier, IH.J. Gross, Improved silver staining of plant protein: RNA and
DNA in polyacrilamide gels. Electrophoresis (1987) 93-98.

(15) A. Shevchenko. M. Wilm, O. Vorm, M. Mann, Mass spectrometric sequencing of
proteins from silver stained polvacrylamide gels, Anal. Chem. (1996) 850-858.

(16) M. Golovkin, A. 8. N. Reddy, Structure and expression of a plant Ul snRNP 70L

gene: alternative splicing of Ul snRNP 70K Pre-mRNAs produces two different
transcripts, Plant Cell (1996) 1421-1435.

(17) B. A. Hanley, M. A. Schuler, cDNA cloning of U1, U2, U4 and U3SsnRNA families
expressed in pea nuclei, Nucleic Acids Res. (1991) 1861-1869.

(18) V. L. Van Santen. R. A. Spritz, Splicing of plant pre-mRNAs in animal systems and
vice versa, Gene (1987), 253-265.

(19)B. A. Hanley, M. A. Schuler, Developmental expression of plant snRNAs. Nucleic

Acids Res. (1991) 6319-6325.

(20)S. Abel, T. Kiss. F. Solymosy, Molecular analysis of eight Ul RNA genes candidates
form tomato that could potentially be transcribed into Ul RNA sequence variants
differing from each other in similar regions of secondary structure. Nucleic Acids Res.

(1989) 6329-6337.

(21)M. A. Musci, D. B. Egeland, M. A. Schuler, Molecular comparison of monocot and
dicot Ul and U2 snRNAs, Plant I. (1992) 589-599.

(22) M. A. Musci, D. B. Egeland, M. A. Schuler, Molecular comparison of monocot and
dicot Ul and U2 snRNAs, Plant I. (1992) 589-599,

12



Anexo I

(23) C. Guthrie, Messenger RNA splicing in veast: Clues to why the spliceosome is a
ribonucleoprotein, Science (1991) 157-163.

(24)T. O’Brien, The dubious origins of pleurocarpous mosses: evidence from the
chloroplast genes atpB, rbcl., rps4 and trnl.. Biol. Sci. (2001) NCBI direct submission
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fegi?db=protein&id=32563501.

(25)C. Lemaire, I-A. Wollmang, The chloroplast ATP synthasein Chlamydomonas
reinhardtii. 1. Biol. Chem. (1988) 10235-10242.

(26) L. M. Amzel, P. L. Pedersen, Proton ATPases: structure and mechanism, Annu. Rev.

Biochem. (1983) 801-824.

(27) 8. Xing, M. G. Rosso, 8. Zachgo, ROY 1, a member of the plant glutaredoxin family. is
required for petal development in Arabidopsis thaliana. Development (2005) 1555-
1565.

(28) T.E. Hanson, F.R. Tabita, A ribulose-1,5-bisphosphate carboxylaseyoxygenase
(RubisCO)-like protein from Chlorobium tepidum that is involved with sulfur
metabolism and the response to oxidative stress. Proc. Nat. Acad. Sci. (2001) 4397-
4402.

(29)E. J. Yanga, Y. A. Oh, E. 8. Lee, A. R Park, S. K. Cho, Y. J. Yoo, O. K. Park,
Oxygen-evolving enhancer protein 2 is phosphorylated by glyeine-rich protein 3/wall-
associated kinase 1 in Arabidopsis, Biophys. Res. Comm. (2003) 862-868.

(30) B. Karpiniska, M. Karlsoon, M. Srivastava, A. Stenberg, J. Schrader, F. Sterky. R.
Bhalerae, G. Wingsle, MYB transcription factors are differentially expressed and

regulated during secondary vascular tissue development in hybrid aspen. Plant. Mol.

Biol. (2004) 255-270.

(31) T. Arioli, L. Peng., A. S. Betzner et al. Molecular analysis of cellulose biosynthesis in

Arabidopsis, Science (1998) 717-720.

(32)7Z. H. Ye, Vascular tissue differentiation and pattern formation in plants, Ann. Rev.

Plant Biol. (2002) 183-202.

13



Anexo I 134

(33)J. Bogs, F.W. Jaffe, AM. Takos, A AR. Walker, S.P. Robinson, The grapevine
transcription factor VvMyBPAl regulates proanthocvanidin synthesis during fruit

development. Plant Physiol. (2007) 1347-1361.

(34)T. Kroj, J.J. Rudd, T. Nurnberger. Y. Gaebler, J. Lee, D. Scheel, Mitogen-activated
protein kinases play an essential role in oxidative burst-independent expression of
pathogenesis-related genes in parsley, J. Biol. Chem. (2003) 2256-2264.

(35)C. Widmann, S. Gibson, M. B. Jarpe, Mitogen-activated protein kinase: conservation

of a three-kinase module from veast to human. Physiol. Rev. (1999) 143-180.

(36) M.T. Gil-Agusti. N. Campostrini, L. Zolla. C. Ciambella, C. Invernizzi, P.G. Righetti.
Two-dimensional mapping as a tool for classification of green coffee bean species,

Proteomics (2005) 710-7088.

(37) L.L. Koshino, C.P. Gomes, L.P. Silva, M.T. Eira. C. Bloch Jr. O.L. Franco. A. Mehta.
Comparative proteomical analysis of zygotic embryo and endosperm from Coffea

arabica seeds. J. Agric. Food Chem. (2008) 10922-10926.

(38) De Castro, R.D.; Marraccini, P. Cytology. biochemistry and molecular changes during

coffee fruit development, Brazilian I. Plant Physiol. (2006) 175-199.

(39) Nishida, I.; Swinhoe, R.; Slabas, A.R.; Murata, N. Cloning of Brassica napus CTP:
phosphocholine cytidylyltransferase cDNAs by complementation in a yeast cct mutant.

Plant Mol Biol. (1996) 205-211.

(40) Inatsugi, R.; Nakamura, M.; Nishida, I. Phosphatidylcholine biosynthesis at low
temperature: differential expression of CTP:phosphorylcholine cytidylvitransferase

isogenes in Arabidopsis thaligna. Plant Cell Physiol. (2002) 1342-1350.

14



Anexo I

Figure Legend

Figure 1. Two-dimensional gels of C. arabica embryos at the developmental stage 1 (210-
220 days after anthesis - A) and 2 (250-260 days after anthesis - B). Numbers represent the
differential spots further identified by mass spectrometry technology. Numbers on the left
side of the gel correspond to the molecular masses. Numbers on the top correspond to pl

range.
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Abstract

The distribution and concentration of trace elements may provide valuable information about the state of
health and disease of individuals, once many metals have important roles in biological systems or are
considered toxic or dangerous in certain amounts. Inductively coupled plasma mass spectrometry 1s a
sensitive analytical method to detect the total concentrations of elements in biological samples, but it is
unable to identify molecules that can bind to the metals and, for this reason. the combination of
biochemical techniques such as matrix assisted laser desorption ionization is critical. Therefore, in order
to 1dentify elements complexed to specific proteins. a novel combination of two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis followed by inductively coupled plasma mass spectrometry was used,
Besides, these proteins were identified by matrix assisted laser desorption ionization mass spectrometry.
Protein spots from gels were excised and submitted directly to metallic elements detection. a method not
reported before. This report focused on the use of human plasma ol persons with laryngeal squamous cell
carcinoma, Most elements were below detection level by this technique, where Cr and Pb were the only
ones observed in all samples. Although more experiments are necessary to conclude the relationship
between Cr and laryngeal cancer, it is possible to indicate that the methodology here utilized is successful

and has the advantage of determining to which proteins the elements are bound.

Key words: metalloproteomics, ICP-MS, 2D-PAGE, human plasma
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Many trace elements, found in [Tuids and tissues of the body in very small concentrations [1], are known
to have important roles in biological systems, where the majority is associated to proteins, known as
metalloproteins. The distribution and concentration of trace elements may provide valuable information
about the state of health and disease of ndividuals, once many metals are considered toxic or dangerous
in certain amounts, such as mercury, cadmium and lead. Among the sensitive analytical methods
available to detect the total concentrations of elements in biological samples 1s the inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) [2]. Although it can detect almost all elements from major to trace
concentrations, it cannot identify the molecules bound to the metals and, for this reason, the combination
of biochemical technigques such as matnx assisted laser desorption 1omzation (MALDI) 15 critical [3]. The
number of studies showing that trace elements have an important role in various biological processes.
such as activate or inhibit enzymes and compete with other elements for the metalloprotein’s active site,
for example, is constantly increasing [4]. Therefore, it 13 important to know the concentration and
distribution of trace elements present in human fluids. such as blood plasma [2], and it is possible to infer
that these elements have direct or indirect effect on tumor development process [3]. Despite this
evaluation ¢an be easily applied to numerous and important problems, this report focuses on the use of
human plasma of persons with laryngeal squamous cell carcinoma (LSCC). L3CC is a significant disease
worldwide and accounts for 90% of all malignancies of the larynx. Given the few signs and symptoms of
early-stage disease, these tumors are usually discovered in advanced-stages, when more severe treatments
are needed, often leaving patients with debilitating functions [6]. The survival rates for advanced-stage
dhsecase are less than 50% [7]. Much of 1ts increasing incidence 1s related to tobacco and alcohol
consumption, which have a synergistic effect [8, 9]. Furthermore, tobacco and tobaceo smoke contain
several metallic elements associated to cancer development [10]. In order to identify elements bound to
specific proteins related to laryngeal cancer, a novel combination of two-dimensional polyacrylamide gel
electrophoresis (ZD-PAGE) followed by inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) was
used. Protein spots from gels were excised and submitted directly to metallic elements detection, a

method not reported before.

Plasma samples were obtained from four patients with LSCC on the same tumor staging (T2 — localized
tumor with metastasis in one lymph node but no distant metastasis) according to the Classification of
Malignant Tumors — TNM [11]. These patients correspond to male and female smokers between 59 and
73 years old The six control plasma samples came from healthy people from the same age interval, from
both sexes and with the same smoking habits of the LSCC patients. All individuals reported habits of
consuming alcohol regularly. The protocol of this experiment was approved by the Associagdo de
Combate ao Cancer em Gotas (Goids Association of Cancer Action) ethics commiltee and all patients
signed informed consent forms. First, 2D-PAGE profiling was processed with 500 pg of proten from
plasma samples submitted to the 2-D Clean-Up Kit (Amersham Biosciences, Pescataway, USA)
according to the manufacturer’s protocol. Samples were than hydrated for 11 h with a solution containing
2M thiourea, 7M urea, 1% dithiothreitol (DTT), 2% CHAPS, 1% [PG-buffer, and traces of bromophenol
blue. Samples were then applied to 18 cm pH 3-10 linear IPG strips (GE Healtheare Life Sciences,
Sweden). Isoelectric focusing at the Eitan IPGphor 3 (GE Healtheare Life Sciences) was carried out at
1.000 V during the first two and a half hours. then increased linearly from 1.000 V up to 10.000 V for



Anexo Il

three hours. Finally. it remained at 10,000 V for one hour. Twelve point five percent polyacrylamide gels
containing 1.5M Tris-HCI pH 8.8, 10% sodium dodecyl sulfate (SD5), 10% ammonium persulfate (APS),
10% tetramethyl-ethylenediamine (TEMED) and Milli-() water were used. Electrophoresis was
performed at 5 W per gel overmight at 15°C using Ettan DALTsix Vertical System (GE Healthcare Lile
Sciences). Gel image analysis was performed with the BioNumerics software v. 4.5 (Applied Maths).
Comparnsons were made between gel images of cancer and control samples. Spots that appeared on every
gel (used as controls) and spots exclusive of cancer samples were selected for further analysis. Protein
spots were excised from Coomassie blue-stained gels using a scalpel and further destained and digested
with sequencing-grade Trypsin Gold (Promega, Madison, USA) according to Shevchenko ef al. [12]. Two
aliquots were separated from each sample, where one aliquot was submitted to Matrix-Assisted Laser
Desorption/Tonization time of flight mass spectrometry (MALDI TOF-TOF MS) to be identified, and the
other to ICP-MS for the detection of calcium (Ca), cadmium (Cd). chromium (Cr), copper (Cu), iron (Fe),
magnesium (Mg), manganese (Mn), molybdenum (Mo), selenium (Se), lead (Fb), cobalt (Ca) and zinc
(Zn). Concentration of the trace elements was determined by [CP-MS5 (810-MS, Varian Mulgrave,
Australia), where trypsimzed samples were diluted with 65% mitric acid and digested at microwave SPEX
(MX 350) for 30 min. Each sample was subjected directly to ICP-MS and reference carbon solution was

used to calibrate the equipment. Reference solutions for each metal were also used.

In every 2D gel, protein spots with molecular mass of 10 to 60 kDa and pH ranging from 4 to 10 were
observed. Most elements, Ca, Cd, Co, Cu, Fe, Mg, Mn, Mo, Se and Zn, were below detection level by this
techmque, where Cr and Pb were the only ones observed in all samples. The average concentration of Cr
and Pb between patients for each spot was determined separately (Tab. 1). Various techniques have been
in use to determine trace elements as well as different types of materials that are analyzed. such as whole
blood, plasma. scalp hair and tissue. However, this is the first report using protein spots isolated by 2D-
PAGE directly to ICP-MS. Study using [CP-MS to estimate the amount of metals in renal carcinoma
shows significant differences between these and healthy kidney tissues for Al, Ca, Cd, Cr, Cu, Fe, K, Mg,
Mn, Pb, Zn and Na, suggesting that some may influence the disease pathogenesis [13]. Cr has a long
history of industrial use, such as welding and plating [14] and is accepted as a mutagenic agent [ 15],
being the respiratory tract the primary target organ once inhalation is the main route of entry into the body
[ 16]. Its exposure causes gene mutations, cell cycle arrest, apoptosis and neoplastic transformation [13].
Epidemiological and experimental evidences show that oceupational exposure to Cr is associated with
lung cancer [ 14, 16]. Some studies using animal models suggest a relationship between rapid tumor
growth and high levels of Cr. detected by neutron activation analysis [17], x-ray fluorescence analysis
[18] and flame atomic absorption spectroscopy [ 19, 20]. Other works show high levels of Cr in breast
cancer patients blood compared to healthy donors [21], and a higher mortality rate [18]. Significant higher
levels of Cr in scalp hair of patients with malignant tumors add to the evidences that it increases cancer
risk [20]. Once there are evidences of the role trace elements play in biological processes, it is possible to
infer that the chromium found in the samples analyzed in this work has direct or indirect effect on the

carcinogenic process. including the development of LSCC,



Anexo Il

Capillary electrophoresis (CE) coupled with an element or molecule-specific mass spectrometry-based
detector has made possible the speciation of elements in complex biological samples [22]. However, CE
disadvantages include poor migration time repeatability and limited sensitivity in comparison with
separation techmques such as HPLC [23]. Electrospray 1onization mass spectrometry (ESI-MS) with ICP-
MS is the most commonly used approach to obtain parallel information about the metal/metalloid
associaled with the organic moiety as well as the complete structure of the organic entity. On the other
hand, the detection capability of ESI-MS is compromised by complex matrices, a limitation that must be
kept in mind, especially if the metalloprotein occurs in low concentrations [24]. Thus, chromatography
and electrophoresis, which have been of primary importance in proteomics research [23], coupled with
ICP-MS have been widely used to access trace level metal speciation [22]. Some advantages of the latter
technmigue are multiisotopic (including non-metals such as S, P, or S¢) detection capability, high
sensitivity, tolerance to matrix, and large linearity range regardless of the chemical environment of an
analyte [22, 25]. Since the best established method to separate proteins is 2D-PAGE [26, 27, and the
most widely used approach to identify metals bound to a protein is through ICP-MS [25], the combination
of these was chosen for this work. Furthermore, to identify the selected proteins, which is a crucial
information, MALDI-TOF was used. To solve problems posed by ESI-MS and CE, the steps of metal and

protein identification were done separately.

The 1dentification of biomolecules such as metalloproteins, nucleic acids and metabolites that bound to
metallic elements may be relevant for the determination of their biological function and metabolism.
Therefore, direct methods of biomolecule identification (such as MALDI-TOF) coupled with ICP-MS
allow the detection of organic molecules and trace elements simultaneously [2]. The application of
metalloproteomics in studies of cancer and various other diseases might be valuable. There are many
works reporting the comparative analysis of metals in blood, plasma, scalp hair and tissue from cancer
patients and healthy individuals [13]. To our knowledge, the work presented here is the first to detect
trace elements from proteins isolated directly from 2D gels. Although more experiments are necessary to
conclude the relationship between Cr and LSCC, it is possible to say the methodology used here is

successful and has the advantage of determining to which proteins the elements are bound.
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