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DISSERTACAO DE MESTRADO

Giselle Villa Flor Brunoro

O cancer de mama é a principal causa de morte por cancer em mulheres no mundo. De
acordo com o Instituto Nacional do Cancer, 7.470 novos casos sdao estimados em 2010
apenas no Rio de Janeiro. A maioria dos casos de cancer de mama sdo originados nas células
ductais mamarias. Elas secretam o fluido aspirado de mama (NAF), que contém proteinas
intimamente associadas ao microambiente tumoral. O objetivo deste trabalho foi utilizar a
abordagem protedmica como ferramenta para caracterizar e comparar o NAF das duas
mamas de pacientes brasileiras com cancer da mama unilateral. A concentracdo média de
proteinas das amostras controle, tumor benigno ou cancer de mama de 13 mulheres foi
aproximadamente 115 * 60 pg/uL. A atividade proteolitica do NAF foi visualizada por
zimografia das amostras de duas pacientes. Observamos que o padrdao de bandas
gelatinoliticas diferiu substancialmente entre as pacientes, mas ndo entre as duas mamas do
mesmo individuo. As enzimas proteoliticas se apresentaram sensiveis a inibicdo por agentes
quelantes de metais (EDTA e orto-fenantrolina). As amostras de NAF também foram
submetidas a 2D-PAGE em condi¢Ges otimizadas (IPG 4-7 e aplicacdo de amostra por
reidratacdo in gel) e poucos spots proteicos muito abundantes foram detectados e
identificados por espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF como albumina,
imunoglobulinas, zinco-a2-glicoproteina e proteina induzida por prolactina. Para enriquecer
o NAF em suas proteinas menos abundantes, testamos estratégias de deplecdo usando a
coluna de multipla afinidade Hu-6 da Agilent ou proteina L agarose. Este passo de pré-
fracionamento introduziu variabilidade adicional importante nas amostras e por este motivo
nado foi empregado em etapas posteriores do estudo. Catorze amostras de NAF das mamas
pareadas de mulheres com cancer unilateral foram sistematicamente comparadas por 2D-
DIGE. Foram observadas diferengas qualitativas substanciais entre as pacientes,
prejudicando as comparacdes quantitativas entre as amostras. Dois grandes perfis proteicos
distintos foram definidos por 2D-DIGE. O perfil A caracterizou-se pela presenca de dois
grupos de spots acidos tipicos (pl = 4,5 e MM 29,5 e 18 kDa), ausentes no perfil B. A
presenca de glico- e fosfo-proteinas foi determinada em amostras de ambos os perfis apds
revelacdo dos géis 2D com ProQ- Emerald ou Diamond, respectivamente. As amostras dos
dois perfis se mostraram muito mais ricas em glicoproteinas do que em fosfoproteinas. Este
trabalho constituiu a primeira caracterizagdo protedmica sistematica do NAF de pacientes
brasileiras com cancer de mama unilateral. Nossos resultados mostraram uma variabilidade
importante do conteudo de proteinas nas amostras individuais de NAF, sugerindo a
necessidade de uma estratificacdo mais uniforme das pacientes. Por fim, o emprego de
tecnologias protedmicas mais sensiveis e acuradas devera ser necessario para possibilitar a
deteccdo e identificacdo de proteinas menos abundantes no NAF, que poderdo constituir
candidatos a biomarcadores do cancer de mama.
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Breast cancer is the main cause of cancer deaths worldwide in women. According to the
Instituto Nacional do Cancer, 7.470 new cases are estimated for 2010 in Rio de Janeiro. Most
breast cancer cases originate from mammary ductal cells that secrete the nipple aspirate
fluid (NAF), witch contains proteins associated with the breast cancer microenvironment.
The aim of this study was to use the proteomic approach as a reliable tool to characterize
NAF samples from brazilian patients with unilateral breast cancer. The mean concentration
of NAF proteins from healthy, benign or cancer breast samples from 13 women was
approximately 115 £ 60 pg/uL. The proteolytic activity of NAF samples from both breasts of
two patients was visualized by SDS-PAGE zymography. The patterns of gelatinolytic bands
differed substantially between patients but were very similar within the same patient. The
proteolytic activity was sensible to inhibition by metal quelators (EDTA and
orthophenantrolin). In this study, NAF samples were submitted to 2D-PAGE under optimized
conditions (IPG 4-7 and sample in gel rehydratation) and a few very abundant protein spots
were detected. They were identified by MALDI-TOF/TOF MS as albumin, immunoglobulins,
zinc-a2-glycoprotein and prolactin-induced protein. To enrich NAF for less abundant
proteins, we tested protein depletion using Agilent Hu-6 column or Protein L Agarose. These
pre-fractionation steps introduced important additional variability in the samples and were
not further used. Fourteen NAF samples from tumorous and non-tumorous breasts of
women with unilateral cancer were systematically compared by 2D-DIGE. Substantial
gualitative individual differences were observed, impairing proper quantitative comparisons.
Two main 2D-DIGE protein profiles were observed: profile A was characterized by two
groups of acidic spots (pl = 4,5 and MM 29,5 and 18 kDa), not detected in profile B. The
presence of glyco- and phosphoproteins was determined after staining NAF 2D gels with
ProQ-Emerald or Diamond, respectively. The samples from both profiles were much richer in
glycoproteins than phosphoproteins. This work was the first systematic proteomic
characterization of NAF from brazilian patients with unilateral breast cancer. The results
highlight important variability in the protein content of NAF samples, suggesting that a more
uniform patient stratification and the use of more sensible and accurate proteomic
technologies will be needed for the detection and identification of breast cancer biomarker
candidates.
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1 -INTRODUCAO



1.1 - Carcinogénese

Os canceres sdao causados pelo acumulo de mutagdes em genes que controlam o
crescimento (via regulacdo de proliferacdo e apoptose) e diferenciacdo das células. Como
resultado, ha crescimento celular exagerado e descontrolado, com invasdao do tecido
adjacente. Estas mutagOes afetam genes importantes para a manutengao do ciclo celular,
levando a perda de fungdo antitumoral (genes supressores de tumor ou antioncogenes) ou
ao ganho de funcdo pro-tumoral (oncogenes). Por exemplo, a proteina codificada pelo
antioncogene p53 reconhece o mau emparelhamento da dupla fita de DNA e inibe a
progressdo do ciclo celular por inativacdo do complexo CDK (quinase dependente de ciclina)
- ciclina. Quando o gene sofre mutacdes, a proteina perde sua funcdo de monitorar a
replicacdo do DNA e a frequéncia geral de mutag¢des génicas aumenta. Outro exemplo é o
bcl-2, um gene que regula negativamente a apoptose. Quando fundido por translocacdo com
um acentuador transcricional, mantém-se ativo constitutivamente, aumentando o tempo de
vida da célula, durante o qual sdo acumuladas muta¢cGes promotoras da proliferacdo

(Griffiths, 2002).

As maquinarias de proliferacdo e morte programada das células devem estar subordinadas
as necessidades da populacdo de células. Para coordenar estes sistemas, sinais precisam ser
transmitidos entre as células. As vias intercelulares de sinalizacdo sdo compostas pelas
moléculas sinalizadoras, seus receptores e pelo sistema de transdugao de sinal. A
comunicacdo € estabelecida por mecanismos de fosforilagdo, interacdo alostérica e
interacdo de subunidades proteicas. As moléculas sinalizadoras podem ser secretadas na
circulagdo como sinais enddcrinos (ex.: hormonios) ou localmente pelas células adjacentes
(como sinais paracrinos)(Griffiths, 2002). Uma molécula sinalizadora relacionada ao cancer
de mama bem conhecida é o estrégeno. Ele pode ativar o receptor de estrégeno (ER) pelas
vias gendmica e ndo-gendmica e promover a proliferacdo de células malignas na mama
(Yamaguchi, 2007). Pela via gendmica de sinalizacdo, o estrégeno se liga ao ER presente no
nucleo celular. Este receptor se dimeriza, funcionando como um fator de transcricdo que se
liga a elementos de reposta ao estrogénio (ERE) nas regides promotoras de genes
especificos. Pela via ndo-genOmica, o estrégeno pode atuar como co-ativador e interage
com outros fatores de transcricdio (ex.: NF-KB) por interagdo proteina-proteina.
Adicionalmente, o ER ligado ao estrégeno pode se associar a receptores de fatores de

crescimento (IGF-1R - receptor do fator de crescimento de insulina; EGFR - receptor de fator



de crescimento epitelial; ou HER2 - receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico
humano) na face citoplasmatica da membrana plasmatica. O estrégeno induz a formacdo de
complexos (ex.: ER + IGF-1R + proteina adaptadora Shc) que ativam por fosforilagdo o
receptor de fator de crescimento que, por sua vez, induz a transducdo de sinal através de
sinais especificos (ex.: proteinas G e AMP ciclico) levando a ativacdo de quinases como a
MAPK (proteina quinase mitogeno ativada) e a PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase). O
estrégeno pode ser produzido a partir do andrégeno, por acdo da enzima aromatase. Esta
enzima pode ser expressa localmente no tecido tumoral, principalmente em mulheres pos-
menopausa, como resultado da comunicacdo entre o tumor e o estroma através da
producdo de fatores como TNF-a (fator de necrose tumoral-a), IL-6 e IL-11 (interleucinas 6 e

11), citado por Yamaguchi (2007) (Ali e Coombes, 2002; Yamaguchi, 2007).

O cancer progride histologicamente da seguinte forma: no tecido normal, células epiteliais
diferenciadas e estratificadas sdo separadas pela membrana basal do compartimento
estromal, composto de matriz (fibras de colageno e fibronectina), fibroblastos, capilares
sanguineos e poucos leucécitos. A homeostase do tecido é mantida por interagdes entre
estas células e o estroma. No estado pré-maligno ou displasico, ocorre hiperplasia do tecido,
caracterizada por células epiteliais pouco diferenciadas, fibroblastos ativados, maturacdo de
mais capilares e aumento da quantidade de leucdcitos no estroma. A progressao para um
carcinoma estd associada a proliferacdo desordenada de células indiferenciadas invadindo o
estroma através da membrana basal, que é degradada. A matriz extracelular é remodelada
pela degradacdo das cadeias de colageno, a angiogénese é mantida, os fibroblastos se
diferenciam em miofibroblastos e hd aumento de células inflamatédrias (linfdcitos,
neutrofilos, macréfagos), resultando na expressao de fatores de crescimento, componentes

de matriz, proteases e citocinas (Mueller e Fusenig, 2004).

A comunicagao entre as células tumorais e o estroma ativado é muito importante para a
progressdao do tumor (Liotta e Kohn, 2001). As células tumorais ativam o microambiente
estromal através da secrecdo de fatores de crescimento (fator de crescimento de fibroblasto
basico, fator de crescimento endotelial vascular, fator de crescimento derivado de
plaquetas, fator de crescimento de transformacdo) e proteases (metaloproteases de matriz,
como a MMP1, MMP3, MMP9, entre outras) que agem de forma autdcrina e paracrina.
Simultaneamente, estas células iniciam a secrecdo de componentes de matriz pré-

migratorios (por exemplo, as integrinas) e pro-invasivos (tenascina), seus respectivos



receptores e reduzem a expressdo de inibidores de proteases. O desequilibrio entre as
proteases e seus inibidores resulta na degradacdo da matriz que, como consequéncia, expde
fragmentos reativos de coladgeno e fibronectina e mobiliza fatores de crescimento de matriz.
Todas essas moléculas induzem angiogénese e recrutamento de mais células inflamatorias e
fibroblastos que, por sua vez, secretam mais fatores de crescimento e proteases,
amplificando o sinal e contribuindo para o recrutamento de mais células, proliferacdo e

ativacdo do estroma (LaRocca et al., 2004; Mueller e Fusenig, 2004).

1.2-A mama

A glandula mamaria é uma glandula tubulo-alveolar similar as glandulas sudoriparas
organizada em seis a dez sistemas ductais principais. Cada sistema drena para um ducto
excretor principal chamado de seio lactifero. As ramificacbes sucessivas destes ductos
originam ramos terminais diferenciados em Iébulos (Figura 1.1). Estes ldbulos sao
constituidos por alvéolos e formam as unidades funcionais da mama. Os Iébulos e os ductos
sdo compostos por células epiteliais cujas principais fun¢des sdo produzir, secretar e
conduzir o leite materno ao mamilo. O epitélio mamario é revestido por uma camada
achatada de células contrateis (células mioepiteliais) anexada a membrana basal, que tem
papel na manutencdo estrutural dos lobos e ductos. O estroma da mama consiste em tecido
fibroconjuntivo denso, misturado com tecido adiposo contendo fibroblastos, fibras eldsticas

e adipocitos (Franco, 1997; Contran, 2000).

Tradicionalmente, a mama é considerada uma glandula de secre¢do apdcrina, caracterizada
pela secrecdo por decapitacdo da regido apical da célula (Mazoujian et al., 1983). Entretanto,
este aspecto vem sendo contestado, argumentando-se que, na realidade, a secrecdo se da
por exocitose, assim como nas glandulas écrinas (canal excretor se abre num poro
diretamente na superficie da pele) (Gesase e Satoh, 2003). A presenca do epitélio apdcrino
seria resultado da metaplasia ou diferenciagdao incompleta do epitélio mamario normal

(Mazoujian et al., 1983; Petrakis et al., 1993).



Figura 1.1: Diagrama esquematico da anatomia da mama: 1 - Caixa toracica; 2 - Musculo
peitoral; 3 - Lébulos; 4 - Mamilo; 5 - Aréola; 6 - Ductos; 7 - Tecido adiposo; 8 - Pele. Fonte:
Wikipédia. Disponivel em: http://pt.wikipedia.org/wiki/Seios, consultado em 24 de margo de
2010.

O desenvolvimento da glandula mamadria ocorre principalmente por influéncia de esteréides
ovarianos e da prolactina, sendo plenamente completado no final da primeira gravidez.
Durante o ciclo menstrual ocorrem mudancgas hormonais e ele pode ser dividido em 3 fases:
a folicular, com inicio no primeiro dia da menstruacdo, quando ha producdo de estrogeno
pelo ovdrio; em seguida, vém a ovulatéria que comeca com o pico de estrogénio e ocorre o
pico do LH quando ocorre a ovulacdo; e a fase IUtea, que se inicia 14 dias antes da préxima
menstruacdo e é caracterizada pela producdo de progesterona (Gordon, 2001). A relacdo
entre as possiveis modificagdes estruturais da mama e o ciclo menstrual é controversa,
sendo alvo de diversos estudos. Alguns autores defendem que, excetuando-se os periodos
de gravidez e pds-parto, ndo haveria verdadeiras modificacdes do sistema ductal-alveolar,
caracterizado por elementos glandulares esparsos, tecidos adiposo e conjuntivo abundantes
e lébulos organizados em pequenos ductos com fundo cego nao funcionais. Segundo estas
pesquisas, as modificacdes observadas na segunda fase do ciclo menstrual ocorreriam
principalmente devido ao acumulo anormal de liquido no espaco intersticial e a congestao
vascular. No entanto, para outros autores, a mama apresentaria ldbulos quiescentes na fase
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folicular do ciclo menstrual (primeira metade). A influéncia do estrogénio e dos niveis
crescentes de progesterona resultariam no aumento do numero de alvéolos nos lobulos, na
vacuolizagao das células e no aumento pronunciado do volume estromal. A diminuigdo dos
niveis de estrogénio e progesterona na menstruacdo induziria apoptose das células

epiteliais, diminuicdo do edema e regressdo do tamanho do Iébulos (Contran, 2000).

Na gravidez, a mama se torna morfologicamente madura, com o desenvolvimento dos
alvéolos através da proliferacdo celular, invasao e diferenciacdo. Apds o parto, cada ducto
terminal se torna funcionalmente ativo e origina as glandulas secretoras verdadeiras. Ao fim
do periodo de amamentacdo, os l6bulos regridem e atrofiam, reduzindo o tamanho total da

mama (Franco, 1997; Hondermarck, 2003).

1.3 - Classificagdo histologica dos carcinomas de mama

Os tipos histoldgicos mais comuns de carcinoma de mama sdo divididos em duas categorias:
os carcinomas nao infiltrantes (in situ) e os infiltrantes. Inicialmente, os carcinomas in situ
foram classificados em ductal ou lobular porque, aparentemente, poderiam afetar estas
duas regides distintamente. Embora estes termos ainda sejam utilizados, atualmente
acredita-se que todos os tumores de mama se originam no sistema ductal-alveolar terminal

(Contran, 2000).

O carcinoma in situ (CIS) caracteriza-se pelo pleomorfismo e coloracdo escurecida nuclear
(aumento da quantidade de cromatina), com alteracdo da orientacdo celular do epitélio, mas
sem degradacdo da membrana basal e invasdo do estroma. Os CISs abrangem de 15 a 30%
dos canceres de mama, podendo ser classificados em: carcinoma ductal in situ (CDIS) e
carcinoma lobular in situ (CLIS). O CDIS é um tumor formado por uma populacdo de células
malignas que se disseminam no sistema ductal, mas que ndo possuem a capacidade de
degradar a membrana basal e invadir o estroma e tecidos distantes (metastases). O CLIS é
um tipo raro (1 a 6% dos carcinomas de mama), caracterizado pela proliferacdo de células
em um ou mais ductos terminais ou alvéolos, com a manutencdo da arquitetura subjacente
e dos lébulos. Os CISs podem progredir para o tipo invasivo em até 35% dos casos (Franco,

1997; Contran, 2000).

Os carcinomas infiltrantes sdo os mais frequentes, correspondendo a 70-85% de todos os

casos de cancer de mama. Eles podem ser subdivididos em mais de 10 tipos, sendo os mais



comuns o carcinoma ductal infiltrante (CDI) e o carcinoma lobular infiltrante (CLI). Outros
tipos, como o medular, o mucinoso, o tubular e o papilar sdo pouco frequentes,
correspondendo a 1-2,4% dos casos infiltrantes (Contran, 2000; Hondermarck, 2003).
Aproximadamente 76% dos carcinomas infiltrantes sdo classificados como CDls. Eles se
caracterizam por aumento do estroma fibroso, conferindo ao tumor uma consisténcia dura,
com nddulos bem delimitados. As células malignas invadem o estroma, formando ninhos,
corddes, tubulos ou massas anastomosantes. Elas podem exibir morfologia variada, desde
células pequenas com nucleo hipercromatico, até células gigantes com nucleos irregulares.
Os CLIs compdem apenas 8% dos carcinomas infiltrantes de mama, mas sdo relevantes, pois
tendem a ser bilaterais (20% dos casos), multicéntricos e difusos (ndo palpaveis). Eles sdo
representados por grupos de alvéolos ocupados por células vacuolizadas sem a orientacdo
celular habitual e nucleos redondos ou ovais sem hipercromatismo (Contran, 2000; Li et al.,

2005).
1.4 — Epidemiologia do cancer de mama

Segundo o relatdorio World Cancer Report 2008 da Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IARC)/ WHO (World Health Organization), apenas no ano de 2008 estimaram 12,4
milhdes de casos novos de cancer, com 7,6 milhdes de dbitos por cancer no mundo. Dentre
os tipos com maior incidéncia, o cancer de mama apareceu com 1,29 milhdes de novos

casos, sendo o segundo tipo de cancer mais frequente, e 0 mais comum entre as mulheres.

De acordo com pesquisa realizada em 2002 (Parkin et al., 2005), o cancer de mama € a
principal causa de morte por cancer entre as mulheres de todo o mundo. Ele é também o
tipo de céncer mais prevalente nesta populacdo (17,9% dos casos), compreendendo 4,4
milhdes de pacientes com sobrevida estimada de até 5 anos. S6 no ano de 2002, foram 636
mil novos casos nos paises desenvolvidos e 514 mil nos paises em desenvolvimento. Na
Africa Sub-Saariana, China e em alguns paises do leste asiatico, a incidéncia é muito baixa
(20/100.000). Na América do Norte e do Sul, incluindo o Brasil, Austrdlia e norte e oeste
europeus, essas taxas sdo as mais elevadas (80 a 90/100.000). A cada ano, cerca de 22% dos
casos novos de cancer em mulheres sdo de mama (WHO, 2009). O Instituto Nacional de
Cancer (INCA) estimou 49.290 novos casos da doenga no Brasil para o ano de 2010, com a
segunda maior incidéncia para o estado do Rio de Janeiro, onde sdo esperados 7.470 novos

casos (INCA, 2009).



1.5 — Fatores de risco e métodos diagndsticos

O risco de desenvolvimento do cancer de mama estd relacionado a fatores bem
estabelecidos (INCA, 2009; WHO, 2009). A menarca precoce aumenta o risco, pelo maior
acumulo de ciclos menstruais (ovarianos). A cada ano de atraso na menarca, o risco diminui
em aproximadamente 15%, aumentando em 3% por ano de atraso na idade da menopausa.
A paridade e a idade da primeira gestacdo (< 30 anos) também sdo relevantes, uma vez que
mulheres que ja pariram tém maiores niveis de prolactina e menores quantidades da
globulina ligadora de esterdides sexuais quando comparadas a mulheres nuliparas. A
lactagdo também exerce efeito protetor, atribuido a supressao da fung¢ao ovulatéria na
amamentacdo. O risco aumenta em funcdo da duracdo da terapia de reposicdo hormonal e
mulheres que fazem uso corrente de anticoncepcionais orais tém até 25% mais chances de
desenvolver a doenca. LesdGes benignas, como a doenca fibrocistica da mama ou
fiboroadenoma, aumentam em 2 a 3% o risco do cancer. A histéria familiar e fatores
genéticos também estdo associados ao maior risco de desenvolvimento de cancer de mama.
Mulheres que apresentam mutacdo nos genes BRCA1 e BRCA2 tém 85% de chance de
desenvolver a doenga antes dos 70 anos de idade. A amamentagdo, pratica de atividade
fisica, alimentacdo saudavel e a manutencdo do peso corporal estdo associadas a um menor

risco (INCA, 2009; WHO, 2009).

A prevencdo do cancer de mama ainda é um desafio devido a diversidade dos fatores de
risco e as caracteristicas genéticas relacionadas a sua etiologia. No Brasil, a mamografia é o
principal método de rastreamento dos canceres mamarios. Segundo as recomendagdes do
Ministério da Saude, baseadas no Documento de Consenso para Controle do Cdncer de
Mama de 2004, mulheres a partir dos 40 anos devem realizar anualmente o exame clinico
da mama e aquelas entre de 50 a 69 anos devem fazer uma mamografia, no maximo, a cada
dois anos. O exame clinico deve ser realizado em todas as mulheres que procuram o servigo
de saude, independente da faixa etaria, como parte do atendimento a saude da mulher. As
mulheres de alto risco (com histéria familiar de cancer de mama em parentes de primeiro
grau ou com diagndstico histopatolégico de lesdo proliferativa da mama) devem fazer o

exame clinico da mama e a mamografia, anualmente, a partir de 35 anos (INCA, 2004).

O cancer de mama, quando diagnosticado em estagios precoces e prontamente tratado,

apresenta um bom progndstico. No entanto, no Brasil as taxas de mortalidade continuam



elevadas, possivelmente devido ao diagndstico tardio da doencga (INCA, 2009). A maioria das
mortes por cancer de mama ocorre em consequéncia de doenca disseminada, processo
iniciado ainda na fase de promoc¢ao do tumor e, portanto, muito antes das técnicas de
imagem serem capazes de detecta-lo (Varnum et al.,, 2003). Em geral, os métodos de
deteccdo e rastreamento de tumores de mama mais utilizados sdo o exame clinico e a
mamografia, procedimentos que falham em diagnosticar cerca de 40% dos casos precoces

(Sauter et al., 1997; Sauter et al., 2002).

A mamografia € um método de imagem que utiliza raios-X potencialmente carcinogénicos e
que detecta tumores com poucos milimetros, mas que ja contém centenas de milhdes de
células (Hondermarck, 2003). Além disso, sabe-se que a angiogénese, responsavel pela
disseminacdo e metdastase do cancer, ja esta presente em tumores com até dois milimetros
de didmetro. Desta forma, o diagndstico pela mamografia, mesmo que precoce em termos
de imagem, pode ser considerado tardio em relacdo a historia biolégica do tumor,
constituindo uma importante limitagdo do método. Adicionalmente, para confirmar a
presenca de malignidade na mama, a avaliacdo histolégica e/ou citoldgica deve ser realizada

por métodos invasivos, como bidpsia ou aspiracdo com agulha (Mannello et al., 2008).

Na clinica, o grau e o estadio do tumor sdo importantes fatores adicionais para a escolha do
tratamento e a predigao do progndstico. A classificagdo de um cancer nos graus | a lll se
baseia no nivel de diferenciacdo das células tumorais e no nimero de mitoses presentes no
tumor, varidveis supostamente relacionadas a agressividade da neoplasia. Quanto maior o
grau numérico, menor a diferenciacdo das células (Elston e Ellis, 1991). Embora a gradacao
seja util, a correlagdo entre o aspecto histolégico e o comportamento bioldgico ndo é
precisa. A classificagdo TNM do Union Internacionale Contre Cancer (UICC) é o sistema de
avaliacdo dos canceres mais utilizado no mundo. Ele leva em conta a extensdo do tumor
primario (T), o comprometimento regional dos linfonodos (N) e a auséncia ou presenca de
metastases (M). O estadiamento da doenca neoplasica tem grande importancia na escolha
da melhor forma de tratamento para o paciente e no seu prognostico (Contran, 2000; WHO,

2009).

Fatores possivelmente associados ao crescimento e ao potencial metastatico dos tumores
mamarios ou relacionados a sensibilidade e/ou a resisténcia a agentes terapéuticos sdo alvo

de muitos estudos. No microambiente tumoral, os niveis de estrogeno e de fatores de



crescimento que influenciam a atividade de receptores de estrogeno (ER) sdo regulados
pelas interagOes entre o tumor e o estroma. A andlise deste microambiente pode ajudar a
elucidar os mecanismos de comunicacao das células neopldsicas com o estroma e prever a
resposta individual a terapia enddécrina. Um biomarcador de uso recomendado na rotina
clinica é o receptor de estrégeno. Quando ausente, pode estar relacionado a agressividade
dos tumores (menos diferenciados) e, quando presente, seleciona pacientes que
potencialmente respondem ao tratamento com drogas anti-estrégenos, citado por

Yamaguchi (2007) (Yamaguchi, 2007; Hondermarck et al., 2008).

Sabemos que os tumores sdo heterogéneos e que somente a andlise histopatoldgica
habitual ndo é suficiente para a tomada de decisOes terapéuticas e prognosticas. Portanto, o
desenvolvimento de novas técnicas mais sensiveis e especificas e menos invasivas, capazes
de detectar mais precocemente o tumor é muito desejado, pois poderia selecionar melhor o
paciente, otimizando os custos e a eficiéncia dos procedimentos diagndsticos e terapéuticos

(Nystrom et al., 2002; Alexander et al., 2004).

1.6 — O fluido aspirado de mama (NAF)

Mais de 95% dos canceres de mama nascem de elementos epiteliais que revestem o sistema
ductal mamario (Schnitt e Guidi, 2004 ). O fluido mamario (NAF, Nipple Aspirate Fluid) é a
secrecao dos epitélios lobular e ductal de mulheres que estdo fora do periodo de lactacado e
gravidez. O NAF pode apresentar as cores branca, amarela, verde, marrom, preta e
transparente. As coloracdes escuras podem estar relacionadas ao uso do tabaco e as altas
concentra¢cdes dos produtos de oxidacdo do colesterol e lipideos; as cores mais claras
estariam associadas a lactose, citado por Petrakis (1988) (Petrakis et al., 1988; Djuric et al.,
2005). O fluido é composto por proteinas (incluindo lactalbumina, imunoglobulinas e fatores
de crescimento), glicidios (lactose) e lipidios (acidos graxos, colesterol e seus produtos de
oxidacdo e hormonios, incluindo estrégenos, andrdégenos, progesterona e prolactina)

(Petrakis, 1993; Malatesta et al., 2000; Chatterton et al., 2004).

O NAF é um fluido muito interessante para o estudo do cancer de mama, pois é secretado
especificamente pelas células do sistema ductal mamario, intimamente relacionadas com o
microambiente de desenvolvimento e progressao tumoral, sem a contaminagdao de outros
fluidos intersticiais ou de outros tipos celulares da glandula mamadria. Outra vantagem é a

sua coleta ndo invasiva, de baixo custo e que pode ser repetida diversas vezes (Varnum et
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al., 2003; Alexander et al., 2004; Hondermarck et al., 2008). A mama sendo um oérgao
pareado também possibilita a andlise comparativa das duas mamas da mesma paciente com
doenca unilateral, onde a mama contralateral sadia funciona como controle negativo
(Kuerer et al., 2004). Os niveis proteicos do NAF s3do relativamente altos (média de 170
mg/ml), tornando possivel o uso das técnicas protedbmicas mesmo partindo de pequenos
volumes de amostra (Harding et al., 2000). Alguns estudos indicam que o NAF pode conter
marcadores potenciais para o diagnostico e progndstico do cancer de mama, e a protedmica

€ uma importante ferramenta para a identificacdo dessas moléculas.

1.7 — Proteomica

O termo proteoma surgiu pela primeira vez na literatura em 1995, sendo definido como o
conjunto de proteinas expressas por um organismo, tecido ou célula (Wasinger et al., 1995).
Atualmente, a proteémica envolve a identificacdo, a caracterizacdo (incluindo determinacao
de modificacBes pds-traducionais), a quantificacdo e a localizacdo das proteinas expressas
pelo sistema, num dado momento, sob condi¢des determinadas. Além disso, as andlises
proteOmicas também podem incluir o estudo das estruturas, funcbes e interacbes de
proteinas (Graham et al., 2005). Portanto, didaticamente, a protedmica pode ser dividida em
trés grandes setores: a) a protedmica dos perfis, que tenta estabelecer o perfil de expressao
das proteinas entre diferentes amostras; b) a protedmica funcional, utilizada no estudo das
funcBes de proteinas, suas modificacGes pds-traducionais e suas interacoes; c) a protedmica
estrutural, que analisa a estrutura tercidria de proteinas e de seus complexos (Mitulovic e

Mechtler, 2006).

A protedmica pode contribuir de modo importante para o estudo de diversas doencas,
aumentando nossa compreensdo acerca de seus mecanismos moleculares e identificando
novos biomarcadores para diagndstico e progndstico, assim como novos alvos terapéuticos
(Hanash, 2003). Biomarcadores sdo moléculas usadas especificamente para medir a
progressdao de uma doenca, uma condicdo ou um tratamento. Eles podem auxiliar tanto no
diagndstico, monitoramento e progndstico de doencas, assim como na verificacdo da
eficacia de determinadas intervencOes terapéuticas. Fluidos bioldgicos, como plasma, urina
e saliva, vém sendo muito estudados como fontes de biomarcadores. Normalmente eles sdo
obtidos com mais facilidade, de forma mais barata e menos invasiva do que as amostras de

tecido (ex.: bidpsias). Entretanto, por apresentar um intervalo dindmico muito grande,
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dificultando a detec¢do de proteinas menos abundantes, a utilizacdo do plasma humano
como amostra destas pesquisas vem sendo fortemente criticada (Good et al., 2007; Lescuyer
et al., 2007). Neste contexto, o fluido mamdrio (NAF) pode constituir uma opgao alternativa
interessante, permitindo a identificacdo de marcadores tumorais relevantes, que podem ser
Uteis na avaliagdo do risco, diagndstico, monitoramento do tratamento e detecgdo de
recidivas do cancer, além de ajudar a compreender melhor a sua patogénese (Kuerer et al.,

2002).

1.8. Principais técnicas protedmicas

1.8.1. Cromatografia Liquida

Para caracterizar os proteomas, em particular dos fluidos humanos, sdo necessarios
métodos robustos, com grande poder de resolucdo e alta sensibilidade. A cromatografia
liguida e a eletroforese bidimensional (2D-PAGE) sdo duas técnicas protedmicas muito
utilizadas para separar proteinas de misturas complexas (Qian et al., 2006). De modo
complementar, a espectrometria de massas identifica e quantifica estas proteinas, além de
permitir a caracterizacdo detalhada das modificacdes pds-traducionais presentes

(Diamandis, 2004).

A cromatografia liquida (LC) permite a separacdo de misturas complexas de acordo com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas das moléculas (volume, carga, hidrofobicidade,
solubilidade, ligacdo especifica) (Lohaus et al., 2007). Na cromatografia multidimensional,
duas colunas cromatograficas sdo utilizadas em sequéncia, na maior parte das vezes
combinando um trocador catiénico forte com uma coluna de fase reversa. A utilizagdo de
colunas cromatograficas longas (até 80 cm), com diametros internos pequenos (até 15 um) e
fluxos muito lentos (= 100-300 nL/min) melhora a sensibilidade de detec¢do, aumentando o
leque de proteinas identificadas. Para analises quantitativas, podem ser usados diferentes
métodos de marcacdo isotdpica das proteinas antes da cromatografia, como o ICAT (I/sotope
coded dffinity tag) e o iTRAQ (isobaric tags relative and absolute quantification) (Somiari et
al., 2005; Qian et al., 2006; Lohaus et al., 2007). Como veremos pelos resultados desta
dissertacdo, esta abordagem é bastante promissora para analise de fluidos bioldgicos

humanos, em particular o NAF.

1.8.2. Eletroforese bidimensional
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A 2D-PAGE pode resolver milhares de proteinas simultaneamente, produzindo um mapa
caracteristico da amostra na condicdo analisada [44]. A 2D-PAGE em condicOes
desnaturantes foi originalmente desenvolvida por O'Farrell (1975) e é uma das técnicas mais
eficientes para resolver misturas protéicas complexas. Ela permite a separacdo das cadeias
polipeptidicas intactas de uma amostra, fornecendo informacdes sobre as mudancas nos
niveis de expressdao proteica e sobre a presenca de modificacdes pods-traducionais. Ela
também permite o isolamento das proteinas para andlises subsequentes por espectrometria
de massas (O'Farrell, 1975; Gorg et al., 2004).

O alto poder de resolucao da eletroforese bidimensional se deve ao fato de que ela utiliza,
em sequéncia, dois métodos de separacdo baseados em propriedades fisico-quimicas
independentes. A técnica acopla a focalizacdo isoelétrica (IEF) na primeira dimensdo, seguida
da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) na segunda dimensdo. Nestas duas
etapas, as proteinas sao separadas de acordo com o seu ponto isoelétrico e seu volume
molecular, respectivamente (Gorg et al., 2004).

Na focalizagdo isoelétrica, as proteinas sdo separadas em funcdo de sua carga liquida. Como
sdo moléculas anfotéricas, elas podem atuar como dacido ou como base, liberando ou
recebendo prétons (ions H'), respectivamente. Desta forma, dependendo da composi¢do de
aminodcidos e do pH em que se encontram, as proteinas apresentarao carga liquida positiva
ou negativa. Ao submeter as amostras a uma diferenca de potencial num gel de
poliacrilamida contendo um gradiente imobilizado de pH (fitas de focalizagdo isoelétrica), os
polipeptideos migram em direcdo ao pdlo de carga oposta a sua. Quando atingem o pH no
qual sua carga liquida é zero (ponto isoelétrico), param de migrar, sendo considerados
“focalizados” (Lefkovits, 2003).

Na segunda dimensdo, os polipeptidios focalizados sdo equilibrados num tampao contendo
SDS (detergente anioGnico que carrega negativamente as cadeias polipeptidicas), em
condicdes redutoras, e aplicados no gel de SDS-PAGE, onde sdao separados de acordo com
seus volumes moleculares (Choe et al, 2006). As proteinas podem ser facilmente
visualizadas através de métodos de coloracdo, como o azul de Coomassie, ou pela
impregnagao por nitrato de prata. No entanto, a 2D-PAGE apresenta uma série de
limitacdes, tais como dificuldade de automacdo, capacidade limitada de aplicacdo de
amostra no gel, dificuldade de isolar proteinas com extremos de pl ou de volume molecular
e capacidade limitada de detectar proteinas pouco abundantes ou muito hidrofébicas

(Lohaus et al., 2007). A introducdo de agentes caotrdpicos (ex.: tiouréia) e detergentes (ex.:
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CHAPS, ASB14) mais poderosos, assim como o advento dos corantes fluorescentes mais
sensiveis (ex.: Sypro e CyDyes) contribuiram para avancos importantes desta técnica nos

ultimos anos (Gorg et al., 2004).
1.8.3 - Eletroforese diferencial em gel bidimensional (2D-DIGE)

A eletroforese de fluorescéncia diferencial em gel bidimensional (DIGE) é um método que
permite a analise proteémica multipla através da utilizacdo de marcadores fluorescentes
espectralmente independentes. Esta técnica foi inicialmente desenvolvida por Unlu et al.
(1997), onde somente eram utilizados 2 fluordforos, o Cy3 e o Cy5 (Unlu et al., 1997). Alban
et al. (2003) descreveram o uso de um terceiro fluoréforo, o Cy2, que é utilizado para marcar
o padrao interno (Alban et al., 2003). Este padrdo consiste numa amostra composta pela
mistura de partes iguais de todas as amostras do estudo e tem como fung¢ées facilitar a
sobreposicdo das imagens dos diferentes géis e normalizar as abundancias relativas dos
spots proteicos, minimizando a variacdo experimental. Antes da eletroforese, as duas
amostras que se quer comparar sdao marcadas com fluoréforos (Cy3 e Cy5) e separadas no
mesmo gel bidimensional, juntamente com o padrdo interno (Cy2) (Figura 1.2). Os
fluoréforos possuem massas moleculares e cargas equivalentes e se ligam covalentemente a
residuos de lisina. As cargas positivas originalmente associadas a estes residuos na amostra
protéica sdo substituidas por igual carga dos grupamentos amino quaterndrios das
moléculas do corante. Desta forma, as proteinas marcadas migram normalmente até o seu
ponto isoelétrico e sé apresentam uma pequena varia¢do (= 450 Da) em relagcdo a sua massa
original. A 2D-DIGE, além de reduzir o niumero de géis produzidos num experimento,
simplifica a andlise e a comparacdo entre as amostras, diminuindo a variabilidade
experimental e tornando mais confidvel o pareamento entre os géis e a quantificacdo dos
spots proteicos (Gharbi et al., 2002; Alban et al., 2003). Adicionalmente, o 2D-DIGE é um
método de marcagdo muito sensivel (1 ng/spot) e que permite avaliar um grande intervalo

dinamico linear (até cinco ordens de grandeza) (Gorg et al., 2004).
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Figura 1.2: Representacdo esquematica de um experimento utilizando a técnica de
fuorescéncia diferencial em 2D-DIGE. Fonte: Manual Ettan DIGE System 18-1173-17

adaptado por Albuquerque LM, Dissertacdo (mestrado), 2007.

1.8.4 — Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica analitica utilizada na identificacdo de compostos
desconhecidos, na quantificacdo de substancias conhecidas e na elucidacdo de propriedades
estruturais e quimicas das moléculas (Gross, 2004). Com o desenvolvimento de técnicas para
volatilizacdo e ionizacdo de biomoléculas, grandes avancgos tecnoldgicos na instrumentacdo e
a disponibilidade crescente de sequencias proteicas e nucleotidicas depositadas nos bancos
de dados, a espectrometria de massas se tornou uma tecnologia central na protedmica.
Trata-se de uma técnica rapida, acurada e extremamente sensivel, requerendo pouca
guantidade de amostra (femtomoles). Um espectrometro de massas consiste numa fonte de
ionizacdo, um ou mais analisadores de massas que medem a razdo massa/carga (m/z) dos
analitos ionizados e um detector que registra o niumero de ions de cada valor de m/z

(Aebersold e Mann, 2003).
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Nesta dissertacdo, utilizamos o MALDI-TOF/TOF (matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight/time of flight) como principal instrumento para identificacdo das proteinas do
NAF. Ele é um equipamento relativamente simples, sensivel e muito utilizado para analise de
proteinas. Neste método, a ionizacdo dos digestos proteicos ocorre por dessorcdo a laser
auxiliada por uma matriz, constituida por acidos organicos aromaticos, que absorve a maior
parte da energia do laser. A amostra co-cristalizada com a matriz é irradiada por pulsos de
laser e o aquecimento dos cristais provoca a sublimagdo de ambas as moléculas. O processo
de ionizacdo ndo é totalmente compreendido, mas a teoria mais aceita é que a transferéncia
de prétons entre a matriz e o analito ocorra na fase gasosa. As moléculas de amostra
ionizadas sdo entdo aceleradas por um campo elétrico até a entrada de um tubo de v6o, no
gual percorrem uma trajetdria definida até o detector de ions. A velocidade de migracdo de
cada ion neste tubo serad proporcional a sua relagdo massa/carga (Aebersold e Mann, 2003;

Gorg et al., 2004).

A estratégia de PMF (peptide mass fingerprinting) identifica proteinas através da
determinacdo das massas do conjunto de seus fragmentos, na maior parte das vezes,
peptideos tripticos (Aebersold e Mann, 2003). Esta abordagem funciona bem desde que a
proteina tenha sequéncia conhecida depositada em bancos de dados (como o NCBInr e o
SwissProt). As massas monoisotodpicas de seus peptideos determinadas experimentalmente
sdo comparadas com as massas tedricas dos peptideos obtidas pela digestdo in silico de
proteinas depositadas nos bancos de dados. Para isto, varios algoritmos de busca podem ser
utilizados, por exemplo o Mascot (Perkins et al., 1999) ou ProFound (Zhang e Chait, 2000). A
confianca na identificacdo da proteina dependerd da qualidade do espectro obtido no
experimento, incluindo o niumero de peptideos obtidos, a acuracia dos valores de m/z

determinados e a presenca de picos contaminantes (Hjerno, 2007).

De modo complementar, a sequéncia de aminoacidos dos diferentes peptideos pode ser
obtida apds sua fragmentacdo em analisadores sequenciais (em tandem), como o TOF/TOF.
O primeiro analizador TOF é utilizado para selecionar os ions que podem ser fragmentados,
preferencialmente em suas ligacdes peptidicas, por colisGes entre o ion precursor e um gas
inerte ocorrendo na célula de colisdo, um processo chamado de dissocia¢do induzida por
colisdo (CID). Também é possivel fragmentar o ion precursor sem a presenca do gas inerte.
Esta é a chamada fragmentacdo de ions metaestaveis pela técnica de PSD ou post-source

decay (Aebersold e Mann, 2003; Yates, 2004). O segundo analisador TOF mede a massa dos
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ions gerados pela fragmentacdo do ion precursor selecionado. Os espectros de MS/MS
podem ser usados diretamente pelas ferramentas de busca (algoritmos Mascot, Sequest)
e/ou utilizados para determinar a identidade e a ordem dos residuos de aminoacidos
medindo as diferencas (referentes as massas) entre os diferentes ions representantes da
fragmentacdo do ion precursor (sequenciamento denovo). As listas de massas sdo
comparadas contra os bancos de dados para identificar os peptideos fragmentados (Steen e

Mann, 2004).

1.9 — Justificativa do trabalho

A maior parte dos estudos protedmicos em cancer de mama analisou amostras de bidpsia ou
linhagens celulares cancerosas (Somiari et al., 2005). Os tecidos mamario e tumoral
provenientes de bidpsia sdo heterogéneos, pois contém uma mistura de diferentes tipos
celulares em propor¢des varidveis, incluindo fibroblastos, células epiteliais, células
mioepiteliais, adipdcitos, macrdfagos, células endoteliais e fibras nervosas. Devido a
vascularizacdo dos tumores, o tecido tumoral contém também componentes do sangue, o
gue complica ainda mais a andlise protedmica deste tipo de amostra (Hondermarck, 2003).
Em estudos quantitativos de expressao diferencial, toda esta heterogeneidade tecidual dos
carcinomas se mostrou um problema importante. Atualmente, a técnica de microdisseccdo a
laser vem sendo cada vez mais empregada para selecionar populagdes celulares mais

homogéneas (Wulfkuhle et al., 2002).

Especificamente quanto a analise protedmica do NAF, poucos trabalhos foram publicados.
Utilizando 2D-PAGE tradicional e PMF (Peptide Mass Fingerprinting), Alexander et al. (2004),
identificaram 41 proteinas distintas, duas delas (GCDFP-15 e glicoproteina «-1 acida)
possivelmente relacionadas com cancer de mama. Kuerer et al. (2002) observaram
diferencas qualitativas nos padrdes de expressdo entre as duas mamas de 3 pacientes com
carcinoma unilateral invasivo por 2D-PAGE. Numa avaliagao do NAF de mulheres sadias por
cromatografia liquida seguida de espectrometria de massas, Varnum et al. (2003)
identificaram 64 proteinas, 15 das quais haviam sido previamente reportadas como
alteradas em amostras de cancer de mama. Em sua maioria, os trabalhos empregaram a
técnica de SELDI para detectar a expressdo diferenciada de picos proteicos (ndo
identificados) nos espectros de NAF de mulheres com cancer e mulheres normais (Coombes

et al., 2003; Pawlik et al., 2005; Sauter, 2005). Esta abordagem tem recebido criticas em
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funcdo da baixa reprodudibilidade e da impossibilidade de identificacdo das proteinas

detectadas como diferenciais.

A relacdo entre as variagdes na composicdo do NAF e o cancer de mama ainda é pouco
compreendida (Djuric et al., 2005). O fluido aspirado de mama pode vir a se tornar, junto
com o exame clinico e os exames de imagem da mama, uma importante ferramenta no
auxilio do diagndstico precoce do cancer de mama. A utilizacdo das técnicas protedmicas no
estudo do NAF é fundamental para compreender melhor as caracteristicas deste fluido e
para detectar e identificar candidatos a biomarcadores. Estes candidatos podem ser muito
Uteis para diagnosticar precocemente a doenga, identificar novos fatores progndsticos e

auxiliar na escolha e no monitoramento do tratamento.

18



2 — OBJETIVOS
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Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral a caracterizacdo do conteldo proteico de amostras
de NAF de pacientes brasileiras de cancer de mama unilateral, utilizando técnicas de analise
proteOmica. Este conhecimento serd fundamental para que, eventualmente, possamos
identificar biomarcadores para o diagndstico e/ou progndstico da doenca, assim como para

0 monitoramento de seu tratamento.

Objetivos especificos:

Padronizacao do método de coleta do NAF;

e QOtimizacdo das técnicas protedmicas para analise do NAF, tais como métodos de

deplecdo de proteinas mais abundantes e eletroforese bidimensional;

e Determinacao do perfil proteico de NAF de ambas as mamas da paciente utilizando

DIGE, comparando a mama afetada com a ndo afetada;

e Andlise do conteldo de metaloproteases, glico- e fosfo-proteinas do NAF de

pacientes com cancer de mama unilateral.
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3 - MATERIAL E METODOS
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3.1. Coleta das amostras de fluido de mama (NAF)

As amostras foram colhidas das duas mamas de pacientes com cancer de mama unilateral
atendidas no Servico de Mastologia do Instituto Fernandes Figueira, Fiocruz/RJ} e no
Ambulatério de Ginecologia do Hospital da Lagoa (Ministério da Saude). As pacientes
convidadas a participar do estudo apresentavam carcinoma ductal ou lobular infiltrante
unilateral e ndo foram previamente submetidas a qualquer cirurgia mamaria ou
quimioterapia neo-adjuvante. O diagndstico foi confirmado por biopsia percutdanea com
agulha grossa (Parker et al., 1993). Para padronizacdo inicial das condi¢cGes experimentais,
também foram coletadas amostras de NAF de mamas com tumor benigno e de mamas
sadias de mulheres voluntarias ndo relacionadas as pacientes e também atendidas nos
ambulatdrios citados acima. Todas as mulheres assinaram um termo de consentimento
informado (Anexo |). Este projeto de pesquisa foi aprovado pela CONEP (Comissdo Nacional

de Etica em Pesquisa), licenca n°. 13498, em 19/12/06 (Anexo I).

O procedimento de coleta de NAF das voluntarias foi realizado apds desinfecgao do mamilo
com dlcool a 70% (v/v), seguida por 5 minutos (min) de massagem da mama, na direcdo
parede tordcica - mamilo. Apds a aplicagdo de compressa morna por 5 min, a mama foi
massageada mais uma vez e submetida a aspiracdo do fluido com bomba de aspirar leite,
comumente utilizada em lactantes, até a visualizacdo das goticulas de fluido, adaptado por
Pawlik et al. (2005) (Pawlik et al., 2005). O NAF foi coletado com micropipeta automatica e o
volume de cada amostra foi registrado. Imediatamente apds a coleta, as amostras foram
diluidas 10 vezes em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS pH 7,4) e centrifugadas a

250 x g, por 10 min, a 4 °C. O sobrenadante do NAF foi coletado e armazenado a -80 °C.

3.2. Dosagem de proteinas pelo acido bicinchoninico (BCA)

A concentracdo proteica das amostras foi determinada pelo método do BCA (Smith et al.,
1985), utilizando o kit Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich, EUA). Antes da
dosagem, as amostras foram centrifugadas a 16.000 x g, por 10 min, a 4 °C. A curva padrao
de albumina sérica bovina (BSA, 1 mg/mL) foi preparada no intervalo de 10 a 50 pg de BSA,
em um volume final de 100 pL de PBS. As amostras de NAF foram preparadas no mesmo
volume final. Em cada um dos tubos, foram adicionados 2 mL do reagente C, preparado com

50 partes do reagente A (acido bicinchoninico e tartarato em tampao carbonato alcalino) e
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uma parte do reagente B (sulfato de cobre). Apds 30 min de incubacdo a 37 °C, a absorvancia
foi medida a 562 nm na leitora de placas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices,
EUA). Para comparar as médias das concentra¢des entre grupos controle e cancer, foi
realizado o teste T de Student ndo pareado utilizando o programa GraphPad InStat 3.06. A
diferenca entre as médias dos grupos foi considerada estatisticamente significativa quando

p< 0,05 (intervalo de confianca de 95%).

3.3. Precipitacdo de proteinas pelo acido tricloroacético (TCA)

Amostras de NAF foram precipitadas com TCA, de acordo com o protocolo de Stone e
Williams (1993) modificado (Stone e Williams, 1993). Para cada 1 mL de amostra, foram
adicionados 278 pL de TCA 50% e 139 pL de Triton X-100 1% (v/v). A mistura foi agitada em
vortex e incubada em gelo por até 2 horas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
20.800 x g, por 10 min, a 4 °C, e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi entdo

lavado duas vezes com 500 pL de acetona 90% (v/v) gelada e deixado ao ar livre até secar.

3.4. Eletroforese unidimensional

O NAF foi analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS (SDS-
PAGE) e B-mercaptoetanol, segundo a metodologia descrita por Laemmli (1970) (Laemmli,
1970). O gel de empilhamento foi feito com acrilamida a 4 %T/ 2,67 %C em tampao tris-HCl
0,5 M pH 6,8, contendo 0,4% de SDS, e o gel de separacao foi preparado com acrilamida a 12
%T/ 2,67 %C em tampao tris-HCI 1,5 M pH 8,8, contendo 0,4% de SDS. O tampdo de eletrodo
utilizado foi tris-glicina (0,025 M de tris base e 0,192 M de glicina) pH 8,3, contendo 0,1% de
SDS. As amostras [normalizadas por volume (20 pL) ou por quantidade de proteina (20 pg)]
foram misturadas ao tampao de amostra, nas seguintes concentragdes finais: 0,06 M de tris-
HCl pH 6,8, 2% de SDS, 5% de B-mercaptoetanol, 10% de glicerol e 0,025% de azul de
bromofenol. Os padrées de massa molecular utilizados foram fosforilase b (97 kDa),
albumina sérica (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor triptico
de soja (20,1 kDa) e a-lactalbumina (14,4 kDa)(GE Healthcare, EUA). Utilizamos o sistema
Mini-Protean Il da BioRad (EUA) e a corrida foi realizada a 10 mA por gel, por 30 min, seguido
de 15 mA por gel até que a frente de migragdo atingisse o final do gel. Os géis foram entao

fixados e revelados por um dos métodos descritos no item 3.8.
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3.5. Zimografia

Para avaliar a atividade proteolitica do NAF, foram feitos géis de zimografia utilizando como
substrato gelatina a 0,1% (Sigma, EUA) co-polimerizada com gel de poliacrilamida a 12 %T,
contendo 0,1% de SDS (sistema Mini-Protean Il, BioRad, EUA). O gel de empilhamento,
tampao de eletrodo e padrdes de massa molecular utilizados estdo descritos no item 3.4. As
amostras de NAF (20 pg) foram misturadas com tampao de amostra como descrito acima,
sem agente redutor. As condi¢des elétricas utilizadas foram: 10 mA por gel por 30 min,
seguido de 20 mA por gel até o final da corrida. Para renaturar as proteinas, o SDS foi
removido incubando-se os géis com tampao tris-HCl 50 mM pH 7,5, contendo Triton X-100
2,5%, por 2 horas, sob agitacdo moderada. Em seguida, os géis foram incubados no tampao
de lise tris-HCI 50 mM pH 7,5, CaCl, 5 mM, NaCl 15 mM, por 16-20 horas, a 37 °C, com
agitacdo branda. Para determinar a(s) classe(s) de proteases presentes no NAF, apds a
incubacdo no tampdo contendo Triton X-100, os géis foram incubados no tampao de lise
contendo os seguintes inibidores: EDTA (10 mM), ortofenantrolina (10 mM), E-64 (10 uM),
APMSF (100 puM) ou pepstatina (1 uM). Apenas para pepstatina, o ensaio foi feito com
tampado titulado até pH 5,0 (Beynon, 1996). Os géis foram revelados por Coomassie R-250,
como descrito no item 3.8.1. A digestdo da gelatina foi identificada por zonas claras de
hidrdlise nos géis contra o fundo escuro do corante (Heussen e Dowdle, 1980; Mannello e
Sebastiani, 2003). Os géis foram fotografados no Setor de Produgdo e Tratamento de

Imagens do IOC/Fiocruz.

3.6. Deplecgdo das proteinas mais abundantes do NAF

3.6.1. Cromatografia de afinidade usando anticorpos policlonais monoespecificos

Para remocdo das proteinas mais abundantes do NAF, verificamos inicialmente a
possibilidade de empregar uma coluna de multipla afinidade desenvolvida para remocéao das
seis proteinas mais abundantes do plasma (albumina, IgG, IgA, transferrina, haptoglobina e
anti-tripsina)(Multiple Affinity Removal Column Hu-6, 4,6 X 50 mm, Agilent Technologies,
Santa Clara, CA). Uma aliquota (100 uL) de NAF contendo 160 pg de proteina foi submetida a
cromatografia de afinidade no sistema AKTA Purifier da GE Healthcare, de acordo com o
protocolo do fabricante. Resumidamente, um tampdo neutro contendo sal (tampdo A

#5185-5987, Agilent) foi utilizado tanto para o equilibrio inicial da coluna quanto para a
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eluicdo das proteinas ndo ligadas, ao fluxo de 0,25 mL/min. As proteinas que interagiram
com a coluna foram eluidas com tampdo acido contendo uréia (tampdo B #5185-5988,
Agilent), a 1 mL/min. Foram coletadas fracGes de 0,25 mL por tubo e o perfil cromatografico
foi obtido através da leitura de absorvancia a 280 nm. A fracao do NAF eluida da coluna com
o tampao B foi analisada por eletroforese bidimensional (item 3.7) revelada com Coomassie
G250 (item 3.8.2). Os spots detectados foram identificados por espectrometria de massas

como descrito no item 3.10.

3.6.2. Cromatografia de afinidade usando Proteina L agarose

Testamos também a remocdo apenas das imunoglobulinas do NAF usando gel de agarose
contendo proteina L recombinante (Pierce, EUA) (Akerstrom e Bjorck, 1989). Esta proteina
da bactéria Peptostreptococcus magnus interage com as cadeias leves do tipo kappa de
todas as classes de imunoglobulina, incluindo 1gG, 1gM, IgA, IgE e IgD. Aliquotas de NAF (360
ug de proteina/100 pL) foram aplicadas em colunas do tipo Micro-Spin contendo 100 uL de
gel equilibrado com tampéo A (fosfato de sédio 100 mM, cloreto de sédio 150 mM, pH 7,2).
Apds incubagao por 10 min, a temperatura ambiente, o gel foi lavado com 600 uL de tampao
A e as proteinas ligadas a coluna foram eluidas com 600 pL de tampéo B (glicina-HClI 100 mM
pH 2,7). Tanto para aplicacdo da amostra quanto para lavagem e eluicdo da coluna,
utilizamos centrifugacdo a 100 x g. O pH das fracOes eluidas com tampao B foi neutralizado
pela adicdo de 10 puL do tampado C (Tris 1M pH 9). Todas as fracGes tiveram seu conteldo
proteico determinado por leitura de absorvancia a 280 nm no espectrofotometro DU 650
(Beckman, EUA). Todas as fracGes ligadas e ndo ligadas a proteina L agarose foram
submetidas a eletroforese unidimensional (item 3.4) e reveladas por Coomassie G250 (item
3.8.2). As bandas reveladas na fracao ligada foram excisadas, tripsinizadas e analisadas por
espectrometria de massas como descrito no item 3.10. A fracdo do NAF que ndo interagiu
com a coluna foi analisada por eletroforese bidimensional utilizando fitas de focalizacdo

isoelétrica de 7 cm, com intervalo de pH 4-7 e aplicagdo por reidratagdo in gel (item 3.7).

3.7. Eletroforese bidimensional convencional (2D-PAGE)

Para focalizacdo isoelétrica, foram utilizadas fitas de 7 ou 18 cm, com gradiente imobilizado
de pH (IPG) nos intervalos de 3-10 (ndo-linear/NL) ou 4-7 (GE Healthcare). As quantidades de

proteina aplicadas no gel variaram em cada experimento e estao especificadas nas legendas
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das figuras. A focalizacdo isoelétrica foi feita no equipamento /IPGPhor (GE Healthcare) e os
seguintes métodos de aplicacdo de amostra foram testados: a) Reidratacdo in gel: amostras
precipitadas com TCA (item 3.3) foram solubilizadas por 12 horas com solugdo de
reidratacdo composta de 8 M de uréia, 4 % de CHAPS, 100 mM de ditiotreitol (DTT), 0,002%
de azul de bromofenol e 1% (v/v) de IPG buffer no intervalo de pH igual ao da fita. Apds
solubilizacdo e centrifugacdo a 16.000 x g, por 10 min, as amostras foram aplicadas no
sarcofago de ceramica e a fita foi posicionada com o gel virado para baixo, em contato direto
com a amostra. As fitas de focalizacdo foram cobertas com 3 mL de dleo mineral para evitar
evaporacdo e cristalizacdo de uréia. As condicdes elétricas de corrida utilizadas foram as
recomendadas por (Gorg, 2007): 30 volts (V) por 12 horas, 200 V por 1 hora, 500 V por 1
hora, 1.000 V por 1 hora, de 1.000 a 3.500 V em 30 min e 3.500 V até alcancar 16.000 VhS
(para fitas com pH 3-10 NL) ou 21.000 VhS (para aquelas com pH 4-7), considerando fitas de
focalizacdo de 7 cm. As condic¢Ges de corrida para fitas de 18 cm (pH 4-7) foram as mesmas,
com excecao dos dois uUltimos passos: 1.000 a 8.000 V em 30 min e 8.000 V até alcancar
48000 VhS. b) Cup loading: reidratamos separadamente a fita de focalizagdo isoelétrica, por
12 horas, na mesma solu¢ao de reidratagao descrita acima e solubilizamos as amostras
precipitadas com TCA em um volume maximo de 100 uL, também com a mesma solucdo,
porém com 9,5 M de uréia. Apds a solubilizacdo, as fitas foram posicionadas no sarcéfago de
cup loading com o gel virado para cima. Pequenos pedacos de papel de filtro grosso foram
embebidos em agua destilada e posicionados sobre as extremidades de cada fita, sobre os
quais os eletrodos foram posicionados. O reservatério de amostra (cup) foi posicionado no
anodo e a amostra foi nele aplicada apds centrifugacdo a 16.000 x g, por 10 min. Cada fita de
focalizacdo foi coberta com 5 mL de 6leo mineral e a amostra contida no reservatério foi
também coberta com 20 pL de dleo. As condicOes elétricas de corrida utilizadas estdo
descritas acima, exceto o primeiro passo de reidratacdao a 30 V, por 12 horas, que ndo foi

realizado previamente a aplicacdo da amostra.

Antes da segunda dimensdo (SDS-PAGE), as fitas de IPG foram incubadas, por 15 min, com
100 mg de ditiotreitol (DTT) em 10 mL de tampao de equilibrio (50 mM tris-HCl pH 8,8, 6 M
uréia, 30% (v/v) glicerol, 2% dodecil-sulfato de sddio (SDS) e 0,002% azul de bromofenol),
seguido de incubacdo com 400 mg de iodoacetamida em outros 10 mL de tampao de
equilibrio, também por 15 min, com agitacdo constante. As fitas foram posicionadas sobre o

gel de poliacrilamida a 12 %T/ 2,67 %C (item 3.4) e imobilizadas com agarose a 0,5%
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preparada em tampdo de eletrodo, a 80 °C. Para a corrida de segunda dimensdo das fitas de
IPG de 7 cm, utilizamos o sistema Mini-Protean Il da BioRad (USA). A corrida foi realizada a
2,5 mA por gel, por 30 min, seguido 15 mA por gel até o final. Para as fitas de 18 cm, foi
utilizado o sistema Ettan DaltSix (GE Healthcare) e as seguintes condigOes elétricas: 2,5
watts (W) por gel, por 30 min, e 100 W totais até o final. O tampao de eletrodo foi o mesmo
descrito no item 3.4, porém duas vezes concentrado apenas no compartimento superior da
cuba de eletroforese do DaltSix. Os padrdes de massa molecular (GE Healthcare) foram
fervidos por 5 min, misturados 1:1 (v/v) com agarose a 1% e aplicados em um pedaco de
papel de filtro posicionado ao lado da fita (Gorg et al., 2004). Como especificado nas
legendas das figuras, os diferentes géis foram revelados por um dos métodos descritos no

item 3.8.

3.8. Revelagdo dos géis

3.8.1. Revelagdo dos géis por Coomassie R-250

Apds a eletroforese, os géis foram fixados por 12 horas em solucdo aquosa de etanol 40%
(v/v) e acido acético 10% (v/v). Os géis foram entdo lavados por mais 30 min em solu¢do de
fixacdo fresca e incubados em Coomassie blue R-250 0,2% em solucdo de fixacdo, por 3 h. Os
géis foram descorados utilizando a solucdo fixadora por 2-3 horas, seguido de incubagdo em
agua por 24 a 72 horas para completar a descoloracdo Fazekas de St Groth (1963)
modificado (Fazekas de St Groth et al., 1963). Todos os passos foram realizados sob agitacdo
moderada. As imagens foram digitalizadas no scanner ImageScanner Ill, utilizando o

programa Labscan (GE Healthcare).

3.8.2. Revelacdo dos géis por Coomassie coloidal G-250

Ap0s eletroforese, os géis foram fixados por 30 min em solucdo de etanol 30% (v/v) e acido
fosforico 1,7% (v/v). A solugdo foi descartada e a fixagdo repetida por mais duas vezes. Os
géis foram lavados 3 vezes por 20 min com solugdo de acido fosforico 1,7% (v/v). No passo
seguinte, incubamos os géis, por 30 min, em solu¢do composta de acido fosférico 1,7% (v/v),
etanol 18% (v/v), sulfato de amdnio 15%, a qual adicionamos uma solug¢do aquosa de 2% de
Coomassie Blue G-250 (Sigma, USA), em volume suficiente para uma concentracdo final de

0,02% de corante. O ponto final da coloragao foi alcangado apds 24 a 72 horas de incubagdo
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(Rabilloud e Charmont, 2000). Todos os passos foram realizados sob agitacdo moderada. Os
géis foram escaneados com o ImageScanner Ill, utilizando o programa Labscan e as imagens

analisadas no programa Image Master 7.0 (GE Healthcare).

3.8.3. Impregnacao dos géis por nitrato de prata

A revelacdo dos géis por nitrato de prata foi realizada de acordo com o método de
Heukeshoven e Dernick (1985), com modificacdes (Heukeshoven e Dernick, 1985). Os géis
foram fixados por 12 horas em solucdo de etanol 40% (v/v) e acido acético 10% (v/v). A
solucdo foi desprezada e a fixacao foi repetida em um novo passo de 30 min. Em seguida,
sensibilizamos os géis em solucdo de glutaraldeido 0,125% (v/v), etanol 30% (v/v), tiossulfato
de sddio 0,2% e acetato de sddio triidratado 12%, por 30 min. Os géis foram entdo lavados
rapidamente trés vezes com agua e incubados por 20 min com solucdo de nitrato de prata
0,25%, contendo formaldeido 0,015% (v/v). Foram realizadas mais duas breves lavagens com
agua, seguidas da revelacao dos géis por carbonato de sédio 2,5% e formaldeido 0,007%, por
2 a 5 min. A solucdo reveladora foi descartada, o gel foi incubado por 10 min em uma
solucdo de EDTA a 1,5% para deter a reacdo e os géis foram lavados trés vezes por 5 min
com agua. Todos os passos foram realizados sob agitacio moderada. As imagens foram

digitalizadas no scanner ImageScanner Ill, utilizando o programa Labscan (GE Healthcare).

3.8.4. Detecgdo especifica de glico- e fosfo-proteinas

Amostras pareadas de mamas doentes e sadias foram submetidas a 2D-PAGE em fitas de
focalizacdo isoelétrica de 7 cm, com intervalo de pH 4-7 e aplicagdo por reidratacao in gel
(item 3.7). Para visualizar o conteudo de glicoproteinas do NAF, os géis foram revelados com
Pro-Q Emerald 488 Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit (Invitrogen, USA), segundo o
protocolo do fabricante. Resumidamente, os géis foram fixados 2 vezes em solucdo de
metanol 50% e acido acético 5% por 60 min, lavados trés vezes por 20 min com acido acético
3% e incubados com 25 mL de solugdo oxidante (acido periddico dissolvido em 3% de acido
acético) por 20 min. Os géis foram lavados trés vezes por 20 min com acido acético 3%,
incubados com 25 mL de solugao reveladora Pro-Q Emerald por 2 horas no escuro e lavados
trés vezes por 30 min com acido acético 3%. As imagens foram obtidas no scanner Typhoon
Trio da GE Healthcare, utilizando comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 488 nm

e 520 nm, respectivamente. Para visualizar o conteddo de fosfoproteinas do NAF, os géis
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foram revelados com o kit Pro-Q Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Invitrogen, USA),
também seguindo o protocolo do fabricante. Os géis foram fixados 2 vezes em solucdo de
metanol 50% e acido acético 10% por 30 min, lavados trés vezes por 10 min com dagua e
incubados com 40 mL de solucdo reveladora Pro-Q Diamond por 90 min no escuro. Em
seguida, os géis foram descorados com acetonitrila 20%, acetato de sédio 50 mM pH 4,0 por
30 min no escuro e lavados duas vezes por 5 min com agua. As imagens dos géis foram
digitalizadas no scanner Typhoon Trio (GE Healthcare) utilizando os comprimentos de onda
de excitacdo e emissdo de 532 nm e 555 nm, respectivamente. Apds digitalizacdo das
imagens de fluorescéncia, os géis foram revelados por Coomassie coloidal G-250 como
descrito no item 3.8.2. As imagens das revelagcdes por Pro-Q e por Coomassie foram
sobrepostas utilizando o programa Image Master 7.0 (GE Healthcare). Os spots comuns as
duas imagens foram excisados para posterior tripsinizacdo e identificacdo por

espectrometria de massas (item 3.10).

3.9. Eletroforese de fluorescéncia diferencial (2D-DIGE)

3.9.1. Dosagem de proteinas pelo 2D-Quant kit

Antes da focalizacdo isoelétrica, as amostras precipitadas com TCA (item 3.3) foram
solubilizadas por 12 horas em 8 M de uréia, 4% de CHAPS e 0,002% de azul de bromofenoal,
com o pH ajustado para 8,5. Uma aliquota de cada amostra ressolubilizada foi dosada com o
2-D Quant Kit da GE Healthcare, seguindo o protocolo do fabricante. Em resumo, foi
preparada a curva padrdo de albumina sérica bovina (BSA, 2 mg/mL) no intervalo de 10 a 50
pg de BSA. As amostras de NAF foram preparadas no mesmo volume (8 plL) e misturadas
com 500 uL do precipitante e 500 uL do co-precipitante. As amostras foram centrifugadas a
14.000 x g por 10 min e o sobrenadante foi descartado para centrifugar mais uma vez a
16.000 x g por 5 min. O sobrenadante restante foi descartado e adicionamos ao pellet 100 pL
de solucdo de cobre e 400 uL de agua. Adicionamos, por tubo, 1 mL de reagente de trabalho,
preparado com 100 partes do reagente A e uma parte do reagente B. Apds 15 min de
incubagdo a temperatura ambiente, a absorvancia foi medida a 480 nm na leitora de placas
VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices, EUA). Por fim, cada amostra foi levada a

concentracgdo de 2,5 mg/mL antes da marcacdo com os Cy dyes.
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3.9.2. Analise por 2D-DIGE

Em condicGes otimizadas de eletroforese bidimensional, as amostras pareadas de mamas
normais e de mamas com cancer (Tabela 4.6) foram marcadas alternadamente com Cy3 ou
Cy5 e um pool interno composto por quantidades equivalentes de todas as amostras foi
marcado com Cy2, de forma a permitir a analise quantitativa por fluorescéncia diferencial

(GE Healthcare) (Marouga et al., 2005).

Cada CyDye (5 nmol) foi reconstituido em 5 pL de dimetilformamida (DMF) anidra (solugdo
estoque = 1 nmol/uL) misturando rapidamente no vortex e centrifugando por 30 seg. A
solugdo estoque foi diluida com DMF para a concentragdo final de 400 pmol/uL. A cada
amostra contendo 50 pg de proteinas (39,2 plL) foram adicionados 400 pmoles (1 uL) de
CyDye, misturando imediatamente no vértex, centrifugando por 30 seg e incubando por 30
min no gelo, no escuro. Para interromper a reagao, adicionou-se 1 L de solugdo de lisina 10
mM em cada amostra, misturando novamente no vértex e centrifugando por 30 seg. As
amostras foram incubadas por mais 15 min no gelo, no escuro. As amostras marcadas foram
misturadas 1:1 (v/v) na solucdo de reidratacdo contendo 8 M uréia, 4% CHAPS, 1% (v/v)
anfélitos pH 4-7, 100 mM DTT e 0,002% BFB e incubadas no gelo, por 10 min. As amostras
marcadas com os 3 Cy Dyes foram centrifugadas, por 15 min, a 16.000 x g e volumes iguais
de cada uma foram misturados e centrifugados, por 1 min, a 16.000 x g. Antes de aplicar no
sarcéfago, adicionamos volume de solucdo de reidratagdo suficiente para completar os 350
UL necessarios para reidratar a fita de focalizacdo de 18 cm, segundo o método de
reidratacdo in gel descrito no item 3.7. As condi¢des de corrida da primeira e da segunda

dimensdes também estdo descritas no mesmo item.

3.9.3. Digitalizacao e andlise das imagens

As imagens dos géis foram digitalizadas no scanner Typhoon Trio e analisadas pelo software
DeCyder versdo 5.0, da GE Healthcare. Os géis de DIGE foram polimerizados em placas de
vidro de baixa fluorescéncia e escaneados utilizando os seguintes comprimentos de onda de
excitacdo (Ex) e emissdo (Em): Cy2 (Ex488 / Em520), Cy3 (Ex532 / Em580), Cy5 (Ex633 /
Em670). Os géis de DIGE foram posteriormente revelados por Coomassie coloidal G-250
(item 3.8.2) para permitir a excisdo dos spots de interesse e posterior identificacdo por

espectrometria de massas (item 3.10).
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As imagens dos géis marcados com CyDyes foram analisadas no software DeCyder, mddulos
Differential In-gel Analysis (DIA) e Biological Variation Analysis (BVA). No DIA foram feitas a
detecgdo e a quantificacdo spots e a normalizagao de seus volumes. Para normalizagao, o
software utiliza a razdo logaritmica entre o volume de cada spot proteico e seu
correspondente do padrao interno aplicado no mesmo gel. O médulo BVA faz o pareamento
entre todos os géis, compara o volume normalizado dos spots de todas as imagens e faz a
analise estatistica.

Os géis corados com Coomassie coloidal G-250 foram digitalizados no scanner ImageScanner

Ill (GE Healthcare).

3.10. Identificagcdao de proteinas por espectrometria de massas

3.10.1. Digestdo triptica em gel de poliacrilamida

Os spots de interesse revelados nos diferentes géis bidimensionais foram selecionados e
submetidos a digestdo triptica em gel, de acordo com Shevchenko et al (1996) com
modificacGes (Shevchenko et al., 1996). Primeiramente, os spots foram cortados com
bisturis nimero 15 e divididos em pedagos menores. Os pedacos de gel foram descorados
em 200 pL de solugdo de acetonitrila 50% (v/v) em bicarbonato de amonio 25 mM pH 8,0,
por 12 horas. A descoloracdo foi repetida mais duas vezes por 15 min, agitando os pedacos
de gel no vortex. Os géis foram reduzidos com ditiotreitol (DTT) 65 mM, por 30 min, a 56 °C
e alquilados com iodoacetamida (IAA) 200 mM, por 30 min, a temperatura ambiente. Em
seguida, foram lavados em bicarbonato de aménio 100 mM e desidratados com acetonitrila
100%. Este passo foi repetido mais uma vez e os pedacos de gel foram secos no Speed Vac,
por 15 min. Adicionaram-se 15 pL de solu¢do de digestdo contendo tripsina (20 ng/uL em
bicarbonato de amonio 40 mM pH 8,0) da Promega (EUA). Os géis foram mantidos no gelo
por 45 min para que a tripsina penetrasse sem que a digestao fosse iniciada. O excesso de
tripsina foi removido e foram adicionados 20 pL de bicarbonato de aménio 40 mM, deixando
por 16 a 24 horas, a 37 °C. Os pedacos de gel contendo os peptideos tripticos foram
sonicados em ultrassom Ultra Cleaner 1400 (Unique, Brasil), por 10 min, agitados por 20 seg
no voértex e os 20 pL do sobrenadante foram removidos para um novo microtubo.
Adicionaram-se ao tubo de gel restante mais 30 plL de solu¢do de acido férmico 5% (v/v) e

acetonitrila 50% (v/v), seguido de agitacdo por 20 seg no vortex, incubacdo por 15 min a
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temperatura ambiente, sonicacdo por mais 2 min e agitacdo por 20 seg adicionais no vortex.
A solucdo contendo os peptideos foi removida a adicionada aos 20 plL anteriores. A extracao
dos peptideos foi repetida mais uma vez e todos os extratos reunidos no mesmo microtubo
foram concentrados até 5 pL no Speed Vac. Os peptideos tripticos gerados foram
dessalinizados e concentrados por micro-colunas de fase reversa (Zip-Tip C18, Millipore,
USA), de acordo com o protocolo do fabricante, para posterior analise por espectrometria de

massas.

3.10.2. Analise por MALDI-TOF/TOF MS

Os peptideos tripsinizados e dessalinizados foram analisados no espectrometro de massas
do tipo MALDI-TOF/TOF (4700 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems, EUA) no modo
reflectron positivo. As amostras foram aplicadas na placa pelo método gota sobre gota em
uma proporgao de 1:1 (v/v) com a matriz, composta de acido a-ciano-4-hidroxicinamico a 10
mg/mL em acetonitrila 50% (v/v) e acido trifluoacético 0,3% (v/v), e secaram a temperatura
ambiente. A placa de MALDI foi calibrada para MS com o kit de padrdes de massa para o
analisador 4700 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, USA), contendo os seguintes
peptideos: arg-bradicinina (m/z 904,468), angiotensina | (m/z 1.296,685), glu’-
fibrinopeptideo B (m/z 1.570,677), ACTH-(1-17) (m/z 2.093,087) e ACTH-(18-39) (m/z
2.465,199). Para a calibracdo do MS/MS, foi utilizado o espectro de fragmentacdo da

angiotensina | do kit de padrées de massa.

No modo MS, os espectros de massa foram obtidos selecionando uma faixa de 900 a 4.000
Da, com um foco em 2.400 Da, sendo cada espectro resultado de 2.000 tiros de laser
randémicos e uniformes. A intensidade do laser foi ajustada entre 9 x 10a1x10%ea
voltagem final do detector foi 1,881 kV (quilovolt). No modo MS/MS, os dez ions mais
abundantes (relagdo sinal/ruido acima de 20) observados no espectro de MS foram
selecionados e fragmentados por PSD (post source decay). Os espectros de MS/MS foram
obtidos selecionando uma faixa de 60 Da até a massa do ion precursor, sendo cada espectro
correspondente a 1.000 tiros randémicos e uniformes. A voltagem final do detector foi 2,2
kV. A lista de massas dos fragmentos foi gerada segundo os seguintes parametros: relacao
sinal/ruido acima de 2; densidade maxima de 55 picos por intervalo de 200 Da; drea minima
de 10 e numero maximo de 200 picos por ion precursor. A identificacdo das proteinas foi

feita pelo algoritmo Mascot (Matrix Science, Inglaterra) no modo /on Search. Os parametros
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de busca utilizados foram: duas clivagens tripticas perdidas, ions com uma Unica carga, + 0,6
Da de erro no modo MS, + 0,2 Da de erro no modo MS/MS, modificacdo fixa
carbamidometilacdo (Cys), e as seguintes modifica¢cdes varidveis: oxidacdo (Met, Trp, His) e
propionamida (Cys). As buscas foram realizadas contra um banco de dados local do NCBI (nr)
com 9.993.394 entradas (19 de janeiro de 2010). Os arquivos no formato .dat gerados pelo
Mascot foram utilizados para a validacdo estatistica dos resultados no programa Scaffold 2
da Proteome Software, USA (Keller et al., 2002; Craig e Beavis, 2003; Nesvizhskii et al.,
2003). As identificacdes de proteinas foram aceitas sempre que a probabilidade calculada

pelo algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003) fosse maior ou igual a 95%.

3.11. Analise preliminar do NAF por LC-MS/MS

3.11.1. Digestdo triptica em solugao

A digestao em solugdo do NAF bruto foi realizada segundo o protocolo de Valente R. H.
(comunicacdo pessoal). Para cada 10 pug de proteinas de NAF bruto, foram adicionados 10 pL
de solucdo de uréia 8 M / bicarbonato de amonio 400 mM e acrescentados 2,5 pL de
ditiotreitol 100 mM, seguido de incubacdo a 37 °C, por 3 horas. Em seguida, as amostras
foram incubadas por 15 min, no escuro, com 400 mM de iodoacetamida, a temperatura
ambiente. Para diluir a uréia a 1M, adicionamos 65 pL de 4dgua milli Q. As amostras foram
entdo incubadas com 1 pL de tripsina (0,2 pg/uL em acido acético 50 mM)(Promega, USA),
por 16-24 horas, a 37 °C. A reacdo foi interrompida com &cido trifluoroacéico (gsp 0,1% v/v).
Os peptideos tripticos foram secos no speed vac e enviados pelo correio para andlise no LTQ

Orbitrap XL (Thermo, EUA) da Universidade do Sul da Dinamarca, Odense, Dinamarca.

3.11.2. Identificacao das proteinas no LTQ-Orbitrap XL

Os tripsinizados de NAF (10 pg) foram ressuspensos em 40 plL de TFA 1% (v/v) e aplicados em
micro-colunas (= 7 mm altura) preparadas no laboratdrio, usando ponteiras de 10 pL e resina
Poros R2 (Applied Biosystems, EUA) equilibrada nas mesmas condi¢des (Thingholm et al.,
2006). Apods lavagem com TFA 0,1% (v/v) para dessalinizagdo, os peptideos foram eluidos
com 40 pL de TFA 0,1% (v/v) em acetonitrila 70% (v/v). Aliquotas de 2 pL (< 0,5 pg) foram
secas no speed vac, ressuspensas em 5,5 plL de acido féormico 1% (v/v) e analisadas por LC-

MS/MS usando o cromatdgrafo EasyLC (Proxeon, Dinamarca) acoplado ao espectrémetro de
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massas LTQ-Orbitrap XL (ThermoFisher Scientific, Alemanha). O nanocromatégrafo operou
com uma Unica coluna analitica de 20 cm de comprimento e 100 um de didmetro interno,
empacotada com resina C18 (ReproSil-Pur C18-AQ 3 um, Dr. Maisch, Alemanha). Usamos
acido férmico 0,1% (v/v) em agua como solvente A e acido formico 0,1% (v/v) em
acetonitrila 90% (v/v) como solvente B. As amostras (5 pL) foram injetadas em TFA 1% (v/v) a
um fluxo de 550 nL/min. Para separacdo dos peptideos, usamos o fluxo de 250 nL/min e o
seguinte programa de eluicdo: gradiente de 0-34% B em 100 min, seguido de gradiente de

34-100% B em 5 min e, finalmente, 100% B por 8 min.

A fonte de nanospray (Proxeon, Dinamarca) foi utilizada com voltagem de spray a 2.3 kV,
sem auxilio de qualquer gas e com o capilar a uma temperatura de 200 °C. O espectrometro
de massas operou no modo de aquisicdo data-dependent, alternando automaticamente
entre MS e MS/MS. No orbitrap, espectros full scan MS foram adquiridos com Automatic
Gain Control (AGC) limitado a 1x10° jons e resolucdo de 60.000 (FWHM @ m/z 400). Para
cada MS1, os cinco ions mais intensos eram isolados no trap linear (LTQ) para anadlise por
MS/MS, excluindo-se os precursores monoprotonados. Para fragmentacdo dos ions no LTQ,
utilizamos o método de dissociagdo induzida por colisdo (collision-induced dissociation ou
CID), com AGC limitado a 1 x 10* fons e energia de colisio (normalized collision energy)
ajustada para 35. Todos os ions-fragmento foram analisados no trap linear. Os arquivos
brutos com os dados do LTQ-orbitrap gerados (extensdo RAW) foram convertidos pelo
software BioWorks™ versdo 3.3 (Thermo Electron Corporation, EUA) para o formato SRF e
importados para o programa Scaffold 2 da Proteome Software, USA (Keller et al., 2002; Craig
e Beavis, 2003; Nesvizhskii et al., 2003). Todas as amostras de MS/MS foram analisadas
usando o algoritmo Sequest versdo 3.0 (ThermoFinnigan, EUA) e as buscas foram realizadas
contra banco Swissprot com 432088 entradas (23 de fevereiro de 2010) assumindo a
digestdo com tripsina. Os parametros de busca utilizados foram: duas clivagens tripticas
perdidas, + 5,0 ppm de erro no modo MS, + 0,5 Da de erro no modo MS/MS,
carbamidometilacdo (Cys) como modificacdo fixa e oxidacdo (Met) como modificacdo
varidvel. As identificacGes de proteinas foram aceitas sempre que a probabilidade calculada

pelo algoritmo Protein Prophet (Nesvizhskii et al., 2003) fosse maior ou igual a 95%.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. Coleta das amostras de NAF e dosagem de proteina

Mais de 95% dos canceres de mama nascem de elementos epiteliais que revestem o sistema
ductal mamadrio (Schnitt e Guidi, 2004 ). O fluido mamario (NAF) é uma amostra menos
complexa do que o tecido tumoral e consiste de proteinas secretadas diretamente pelas
células deste sistema ductal (Alexander et al., 2004), pouco sujeito a diluicdo e/ou a
contaminacdo por secre¢Ges de outros 6rgdos ou do plasma (Sauter et al., 2004). Portanto,
as proteinas presentes no NAF estdo diretamente relacionadas com o microambiente de
desenvolvimento e progressdao do tumor. Além disso, como a mama é um orgdo pareado, é
possivel fazer andlise comparativa do NAF em uma mesma paciente com doenga unilateral
(Kuerer et al., 2004). Salvo engano, este é o primeiro estudo protedmico sistematico

realizado com amostras de NAF de pacientes brasileiras.

Em nossa experiéncia, a coleta do NAF, apesar de ndo invasiva, pode ser bastante trabalhosa
e demorada. Neste estudo, conseguimos uma taxa de sucesso baixa, estimada em 33 % (1 a
cada 3 tentativas). Os principais problemas enfrentados incluiram a dificuldade de fazer com
que as pacientes retornassem ao ambulatdrio para novas tentativas de coleta, a presenga de
tumores bloqueando o sistema de ductos que conduzem o NAF para o meio exterior e a
producdo de volumes insuficientes de NAF (< 15 plL) em ambas ou em uma das mamas por
algumas pacientes, impossibilitando a obtengdao de amostras pareadas. Na literatura,
entretanto, alguns trabalhos relatam sucesso de mais de 80% na coleta de NAF (Mitchell et
al., 2002; Djuric et al., 2005; Higgins et al., 2005). A disparidade de numeros se justifica ja
que, ao contrario do nosso trabalho, essas coletas foram realizadas, em média, ao longo de
trés visitas ao ambulatério do hospital, ndo sendo realizada coleta bilateral na mesma

mulher.

No presente estudo, foram utilizadas 22 amostras de NAF, sendo oito de mamas com
carcinoma ductal ou lobular infiltrante comprovado por biopsia percutanea, oito das mamas
contralaterais sadias das mesmas pacientes (controles pareados com mesma numeragao),
quatro amostras de trés doadoras saudaveis e duas amostras de mamas com tumor benigno.
Estas amostras foram coletadas de 13 mulheres entre 26 e 85 anos (média 54 + 16 anos), das
quais seis estavam em pré- e sete em pds-menopausa. Somente trés voluntarias nunca
fizeram uso de contraceptivos e apenas uma paciente possuia historia familiar em primeiro

grau de cancer de mama. Nenhuma mulher fez reposicdo hormonal e todas tiveram pelo
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menos um parto e amamentaram seus bebés. Os dados clinicos das amostras das 13
voluntarias que participaram do estudo estdo detalhados na Tabela 4.1. Para identificacdo
inequivoca das amostras, foi utilizada a seguinte codificacdo: Letra P (paciente) + nUmero

identificador do individuo + letras e (mama esquerda) ou d (mama direita).

Como o NAF é uma secrecdo muito viscosa e de dificil manipulagdo, as amostras coletadas
foram imediatamente diluidas 10 vezes em PBS e centrifugadas a 250 x g, por 10 min, a 4 °C.
A baixa velocidade de centrifugagao foi critica para garantir a retirada de eventuais células
epiteliais esfoliadas, sem que elas perdessem a integridade e contaminassem o NAF com seu
conteudo citoplasmatico. O sobrenadante de NAF foi entdo coletado, aliquotado em 20 pL e
imediatamente armazenado a -80 °C, sem adicdo de inibidores de protease que pudessem
interferir com as analises posteriores (ex.: mudanca de carga e/ou massa detectavel por 2D-

PAGE) (Gorg et al., 2004).

As concentracdes proteicas das 22 amostras de NAF utilizadas neste estudo variaram de 40 a
256 pg/uL, com média de 115 + 60 pg/uL (Figura 4.1). A analise pelo teste T ndo pareado
mostrou que as médias entre os grupos controle e mamas com cancer ndo apresentam
diferenca estatisticamente significativa (p valor = 0,4657). O grupo tumor benigno nao foi
testado em fungdo do numero muito reduzido de amostras (n = 2). De modo semelhante,
Varnum e colaboradores (2003) relataram que a concentracdo protéica de NAF é bastante
alta, normalmente ainda mais elevada do que a do plasma (= 60 pg/uL) (Anderson e
Anderson, 2002). Analisando apenas quatro amostras, os autores mostraram concentracées
proteicas variando entre 45 e 200 pg/uL. Outro estudo relatou ainda concentragdo proteica
média de 170 pg/uL no NAF (Djuric et al., 2005). Estes resultados indicam que é possivel
obter quantidades expressivas de proteinas do NAF para a analise protedmica partindo de

volumes bastante reduzidos de amostra.

As concentracdes protéicas das duas mamas das sete pacientes com cancer de mama
unilateral analisadas posteriormente por eletroforese diferencial em gel bidimensional
podem ser visualizadas na Figura 4.2. Percebemos que quatro pacientes apresentam
concentracdo semelhante entre a mama sadia e a doente, uma apresenta concentracao
proteica maior na mama com cancer e as outras duas pacientes apresentam concentracao
maior na mama sadia, ndao demonstrando relacdo clara da concentracdo proteica do NAF

com o acometimento da mama.
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Variacdo da concentragdo de proteina no NAF
dos diferentes grupos
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Figura 4.1: Concentragdo média de proteinas nas amostras dos grupos controle (126 pg /uL

+ 60), tumor benigno (89 pg/uL £ 8) ou cancer (104 pg/uL = 68).

Concentracao proteica média do NAF das sete pacientes
utilizadas na analise de expressao diferencial
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Figura 4.2: Grafico demonstrando a concentracdo proteica das mamas pareadas das sete
pacientes com cancer de mama unilateral utilizadas na andlise posterior por eletroforese

diferencial em gel bidimensional (2D-DIGE).
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4.2. Analise do NAF por eletroforese unidimensional

As proteinas do NAF foram visualizadas por SDS-PAGE apds normalizacdo das amostras tanto
por volume quanto por quantidade total de proteina. Os géis foram revelados por
Coomassie G-250 coloidal e as principais bandas proteicas foram submetidas a tripsinizagdo
in gel, dessalinizacdo e identificacdo por espectrometria de massas usando MALDI-TOF/TOF.
A Figura 4.3 mostra que volumes equivalentes de NAF de quatro mulheres apresentaram
perfis eletroforéticos com diferentes intensidades de banda (raias 1-4, P5d, P7d, P10d, P11d,
respectivamente), indicando variabilidade quantitativa importante, como ja observado
através de dosagem de proteinas. Com uma excecdo (raia 8), qualitativamente os padrdes
eletroforéticos se mostraram mais similares, com as seguintes bandas majoritarias se
repetindo nas amostras das raias 5-7: albumina (banda 1 assinalada em vermelho na Figura
4.2, com 67 kDa), imunoglobulina (banda 2, 60 kDa), zinco-a2-glicoproteina (banda 3, 46
kDa), apolipoproteina D (banda 4, 28 kDa), proteina induzida por prolactina (banda 5, 16
kDa) (Tabela 4.2). A amostra da raia 8 se mostrou bem mais rica em albumina, com a banda
de proteina induzida por prolactina virtualmente ausente. As massas moleculares indicadas
acima foram calculadas pelo programa Image Master 2D Elite (GE Healthcare), baseando-se
nas mobilidades eletroforéticas dos padrdes de massa molecular aplicados no mesmo gel. Os
perfis eletroforéticos ndo sugeriram qualquer processo importante de autélise no NAF que

justificasse a adoc¢do de inibidores de protease no procedimento de preparacdo de amostra.

Sanchez e colaboradores (1992) analisaram amostras de NAF de 169 mulheres na pré-
menopausa: 99 apresentando doencas de mama (maligna ou benigna) e 70 sem qualquer
patologia mamaria (Sanchez et al.,, 1992). De acordo com o perfil das proteinas mais
abundantes por SDS-PAGE, os autores propuseram a existéncia de duas grandes categorias.
Ambas seriam encontradas nos dois grupos estudados, mas com diferentes prevaléncias:
além de albumina e imunoglobulina, o NAF tipo | seria caracterizado pela predominancia das
bandas de zinco-a2-glicoproteina (44 kDa), apolipoproteina D (24 kDa) e proteina induzida
por prolactina (17 kDa) e foi observado na maioria das amostras controle (93%) e de doencas
benignas (88%); o NAF tipo Il seria mais rico em proteinas associadas ao leite, incluindo
lactoferrina (80 kDa), a-lactalbumina (15 kDa) e lisozima C (14 kDa), sendo encontrado em
57% das amostras de pacientes com cancer de mama analisadas. De modo interessante, a
expressao de lisozima em diversos tipos de tumor de mama parece estar relacionada com

evolucdes mais favordveis (Vizoso et al., 2001).
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Em nosso estudo, as trés amostras de mulheres sadias ou com doenca benigna que
mostraram perfis eletroforéticos similares na Figura 4.3 parecem se encaixar melhor na
descricdo do NAF tipo | (duas sendo pré-menopausa e uma pds-menopausa). Entretanto, a
guarta amostra controle de mulher pds-menopausa ndo apresentou a banda referente a
proteina induzida por prolactina, divergindo, portanto, do perfil tipo | aparentemente mais

frequente em amostras normais pré-menopausa.

Outro estudo com 128 mulheres pré-menopausa com mamografias normais e que nao
utilizavam anticoncepcional revelou que os perfis de NAF por SDS-PAGE podiam ser
classificados como tipo | (maioria dos casos), tipo Il ou, ainda, uma mistura dos dois (< 10%
casos). Os autores investigaram a relacdo entre o histérico de vida reprodutiva, a
constituicdo corporal, a dieta e os niveis hormonais das pacientes com os diferentes perfis
de NAF. Os resultados da pesquisa sugeriram que os diferentes perfis eletroforéticos das
amostras de NAF de mamas sadias podiam sofrer influéncia da dieta de gordura e/ou da
gordura corporal armazenada (Huang et al., 2007). Esta conclusdo seria compativel com a
visdo do tecido adiposo como um 6rgdo enddcrino capaz de sintetizar hormonios
(andrégenos e estrégenos) e citocinas (interleucina-6 e TNF-a) (Bray, 2002) que poderiam
regular de forma autdcrina ou paracrina a expressdao proteica na mama. Em cultura de
células de cancer de mama, ja foi mostrado que testosterona e progesterona aumentam a
expressao de zinco-a2-glicoproteina, apolipoproteina D e proteina induzida por prolactina,

enquanto que o estradiol tem efeito contrario, citado por Bray (2002).
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Figura 4.3: SDS-PAGE do NAF de individuos dos grupos controle (raias 1 e 5: P5d; raias 2 e 6:
P7d) e tumor benigno (raias 3 e 7: P10d; raias 4 e 8: P11d) apds normalizacdo por volume de
amostra (raias 1 a 4, 0,95 uL NAF diluido 10x/raia) ou quantidade de proteina (raias 5 a 8, 20
ug proteina/raia). As bandas assinaladas em vermelho e numeradas de 1 a 5 correspondem
aquelas identificadas por espectrometria de massas no modo MS/MS (Tabela 2). Banda 1,
albumina; banda 2, imunoglobulina; banda 3, zinco-a2-glicoproteina; banda 4,
apolipoproteina D; banda 5, proteina induzida por prolactina. Os géis foram corados com

azul de Coomassie G-250 coloidal. MM, padrdo de massa molecular.
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4.3. Analise zimografica do NAF

Para determinar se as amostras de NAF estudadas apresentavam atividade proteolitica
importante, utilizamos a abordagem de andlise zimografica em géis de poliacrilamida co-
polimerizados com gelatina como substrato (Heussen e Dowdle, 1980). As andlises foram
feitas em quatro amostras de duas pacientes: duas amostras de mamas controle (P29e e
P34e) pareadas com suas correspondentes das mamas com cancer (P29d e P34d). Ainda que
tenhamos utilizado quantidades idénticas de proteina (20 pg), as duas pacientes
apresentaram padrdes distintos de hidrélise e a intensidade das bandas de degradacdo de
gelatina entre as amostras das duas mamas de uma dessas pacientes se mostrou bastante
diferente (Figura 4.4). Nos painéis A e B (Figura 4.4, raia 1), estdo mostrados os resultados
para a paciente P29, onde se observa uma atividade proteolitica bastante discreta localizada
em uma banda de aproximadamente 66 kDa presente tanto na mama sadia quanto na
doente. No caso da paciente P34, os mesmos 20 ug de proteinas do NAF foram capazes de
induzir degradagado intensa da gelatina em trés bandas principais, estimadas em 85, 66 e 60

kDa (Figura 4.4, painéis C e D, raia 1), independente da presenca de patologia na mama.

Para determinar a classe de protease(s) responsavel(eis) pela atividade enzimdtica no NAF,
apos renaturacdo das proteinas em tampdo contendo Triton X-100, os géis foram incubados
no tampdo de lise contendo inibidores de metaloproteases (EDTA ou ortofenantrolina),
cisteino-proteases (E-64), serino-proteases (APMSF) ou aspartico-proteases (pepstatina).
Como este ultimo ensaio teve que ser feito em pH 5 (Beynon, 1996), repetimos o controle de
NAF sem inibidor nesta condi¢do (Figura 4.4, raias 2). Em todas as amostras, as bandas
gelatinoliticas desapareceram parcial ou totalmente na presenca dos inibidores de
metaloprotease (Figura 4.4, raias 6 e 7). Os inibidores pepstatina, E-64 e APMSF (Figura 4.4,
raias 3, 4 e 5) ndo mostraram qualquer efeito. A inibicdo por agentes quelantes de cations
indica que a atividade gelatindasica do NAF se deve fundamentalmente a presenga de

metaloproteases neste fluido.

Também usando zimografia, Mannello e Sebastiani (2003) demonstraram que amostras de
NAF de doadoras saudaveis, com doenca benigna e com cancer apresentaram um perfil de
gelatinases com quatro bandas principais (225, 130, 92 e 72 kDa) sensiveis a inibigdo por
EDTA e ortofenantrolina e que foram reveladas imunologicamente como MMP-2 e MMP-9 e

seus zimogénios (Mannello e Sebastiani, 2003). Apesar das nossas amostras revelarem
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bandas com massas moleculares menores, é possivel que elas correspondam apenas as
formas ativas das MMP-2 (62-68 kDa) e MMP-9 (66-88 kDa) (Woessner e Nagase, 2000).
Atualmente, estamos tentando estabelecer um protocolo de identificacdo destas bandas
zimograficas usando espectrometria de massas. As proteases seriam tripsinizadas in situ,
diretamente nas bandas de lise da zimografia, tornando o método de identificagdo muito
mais direto e inequivoco do que a revelagdo por anticorpos (que ndo pode ser feita
diretamente no zimograma). A limitacdo que deve ser superada, no entanto, se deve a
presenca de quantidades bastante grandes de peptideos de gelatina nestas bandas, que
suprimem o sinal dos peptideos das metaloproteases. Uma tentativa que estamos fazendo é
a extracdo destes peptideos de gelatina do gel antes da tripsinizacdo das bandas de
protease. Outra possibilidade que vamos testar é submeter as bandas gelatinoliticas a um
passo adicional de eletroforese (SDS-PAGE) para separar as proteases dos peptideos de

gelatina, antes da tripsinizacdo in gel.

Ainda que tenhamos estudado apenas duas pacientes e que o ensaio de zimografia seja
semi-quantitativo (Mannello e Sebastiani, 2003), a analise visual dos géis parece sugerir que
a atividade proteolitica esta aumentada na amostra de NAF da mamas com cancer de uma
das pacientes (Figura 4.4, painel C). Analisando 6 pacientes, Mannello e Sebastiani (2003)
também mostraram aumento de atividade proteolitica de MMP-2 e 9 no NAF de mamas com
cancer. Outros estudos com soro, plasma e tecido de pacientes com cancer de mama
demonstraram por zimografia e por imunohistoquimica um aumento nos niveis de MMP 9
relacionado com parametros clinico-patoldgicos (receptor de estrégeno, c-erB-2, grau
histolégico) (Ranuncolo et al., 2003; La Rocca et al., 2004; Vizoso et al., 2007). Analises
bioquimicas e citolégicas de NAF sugerem que as células neoplasicas apresentam
caracteristicas de intensa biossintese local que podem estar relacionadas ao intenso
remodelamento da matriz na lesdo maligna (Malatesta et al., 2000; Mannello e Sebastiani,
2003; Roy et al., 2009). Entretanto, ao fazermos estudos comparativos de NAF, ndo podemos
perder a perspectiva de que em mulheres pré-menopausa o perfil eletroforético das
proteinas deste fluido pode estar relacionado com o estado fisioldgico da mulher, incluindo
parto recente, dieta de gordura saturada e massa corporal de gordura (Vizoso et al., 1992;

Huang et al., 2007).
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Figura 4.4: Zimografias de amostras de NAF coletadas de mamas doentes e sadias de duas
pacientes. Cada painel refere-se a um gel Unico que foi dividido para a incubag¢ao com o
tampao de hidrolise. Nos painéis A e C estao mostradas as amostras de NAF P29d e P34d,
retiradas das mamas doentes de duas pacientes com cancer unilateral. As amostras de NAF
das mamas sadias correspondentes estdo mostradas nos painéis B (P29e) e D (P34e). Foram
aplicados 20 pg de proteinas de NAF em cada raia, incubadas alternadamente com: Raia 1,
tampado de hidrdlise sem inibidor; raia 2, tampao de hidrdlise sem inibidor, pH 5,0 (controle
especifico para a pepstatina); raia 3, tampao de hidrélise contendo 1 UM de pepstatina; raia
4, tampado de hidrdlise contendo 10 UM de E-64; raia 5, tampdo de hidrdélise contendo 100
UM de APMSF; raia 6, tampdo de hidrdlise contendo 10 mM de EDTA; raia 7, tampdo de
hidrélise contendo 10 mM de ortofenantrolina. Os géis foram corados com azul de
Coomassie R-250 e fotografados. MM, padrao de massa molecular pré-corado (Low Range,

BioRad).
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4.4. Otimizagao das condi¢des de 2D-PAGE para as amostras de NAF

A andlise protedmica do fluido mamario tem atraido atencdo por ser um modo ndo invasivo
de estudar o microambiente associado ao cdncer de mama (Kuerer et al., 2002). Varios
estudos indicam que o NAF deve conter marcadores potenciais para o diagndstico e
progndstico do cdncer de mama, e as técnicas protebmicas representam as ferramentas
mais modernas e sensiveis para se chegar a identificacdo dessas moléculas (Kuerer et al.,

2002; Pawlik et al., 2005; Somiari et al., 2005).

A 2D-PAGE é uma técnica com grande poder de resolucdo. Ela permite a separacdo de
proteinas a partir de misturas complexas, gerando um mapa das cadeias peptidicas integras,
onde se pode avaliar tanto os diferentes niveis de expressao proteica, quanto a presenca de
modificacGes pods-traducionais dando origem a diferentes isoformas. Entretanto, para se
tirar o maximo proveito da técnica, para cada amostra em particular é preciso otimizar as
condi¢cbGes de analise, incluindo os passos de extragdo, solubilizacdo e fracionamento das

proteinas (Gorg et al., 2004).

Para concentracdo das amostras de NAF e retirada de contaminantes (ex.: sais,
polissacarideos e acidos nucleicos) que pudessem atrapalhar a eletroforese bidimensional,
as amostras foram precipitadas com TCA e, ap6s lavagens do pellet com acetona,
imediatamente dissolvidas em solucdo aquosa contendo agente caotrdpico, detergente e
DTT. Esta solugcdo é importante para garantir a completa desnaturacdo, desagregacao,
reducdo e solubilizacdo das proteinas. A idéia é que todas as interacées moleculares entre as
proteinas do NAF sejam desfeitas, de forma que cada spot visualizado no 2D-PAGE
represente uma Unica cadeia polipeptidica (Gorg et al., 2004). Para determinar as melhores
condicdes de separagdo dos polipeptideos na focalizagao isoelétrica do NAF, fizemos testes

variando o intervalo de pH e o método de aplicacdo de amostra.

Inicialmente, foi realizada a separagdo das cadeias polipeptidicas de uma mesma amostra
em fitas de 7 cm, nos intervalos de pH de 3-10 NL (Figura 4.5A) e 4-7 (Figura 4.5B). Como a
maioria dos spots foi focalizada na faixa de pH entre 4 e 7, escolhemos este intervalo para
todas as anadlises posteriores. Comparamos também os dois métodos de aplicacdo de
amostra na focalizacao isoelétrica do NAF, o cup loading e a reidratacdo in gel. Pelo método

de cup loading (Figura 4.6A), obtivemos 191 spots e melhor resolugdo dos polipeptideos de
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maior massa molecular e mais basicos. Entretanto, na regido do anodo onde a amostra foi
aplicada, verificamos um arraste vertical importante que atrapalha a visualizacdo dos spots.
Isso pode ser resultado de agregac¢do ou precipitacdo das proteinas na regido do cup, local
onde a amostra é aplicada na fita de focalizacdo (Gorg et al., 2004). Por reidratacao in gel
(Figura 4.6B), obtivemos um nimero maior de spots (217) com boa resolucdo e com menos
arraste vertical, o que justificou a escolha deste ultimo como método padrdo de aplicacdo de
amostras de NAF nos géis bidimensionais. Os géis mostrados nas Figuras 4.5 e 4.6 sdo

representativos de pelo menos 5 replicatas (2 técnicas e 3 bioldgicas) reprodutiveis.
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Figura 4.5: 2D-PAGE de uma amostra de NAF de individuo normal (P7d). Foram aplicados
150 pg de proteina pela técnica de reidratagdo in gel, em géis de 7 cm, com intervalos de pH
de 3-10NL (A) e 4-7 (B). Os géis foram corados com azul de Coomassie G250 coloidal. MM,

padrao de massa molecular.

kDa

97
66

45

30

g :
20,1 4 -

Figura 4.6: 2D-PAGE de uma amostra de NAF de individuo normal (P5d). Foram aplicados
150 pg de proteina em fitas de IEF de 7 cm pH 4-7, utilizando os métodos de aplicagao de
amostra de (A) cup loading e (B) reidratacdao in gel. Os géis foram revelados apds

impregnagao com nitrato de prata. MM, padrdo de massa molecular.
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4.5. Caracterizagdo do conteudo proteico do NAF por 2D-PAGE e espectrometria de

massas.

As anadlises prote6micas devem ser encaradas como uma abordagem geradora de hipéteses.
As técnicas protedmicas permitem a caracterizacdo do conteldo proteico global de uma
amostra, agregando informag¢des moleculares valiosas a processos fisio-patolégicos e/ou
sugerindo possiveis candidatos a biomarcadores a serem validados em fase posterior do
estudo, ndo necessariamente por proteémica (Somiari et al, 2005). Wulfkuhle e
colaboradores (2002) analisaram o tecido tumoral mamario de 6 pacientes por 2D-PAGE e
espectrometria de massas (MS) e identificaram 57 proteinas diferencialmente expressas,
sendo 10 posteriormente validadas como proteinas candidatas por imunohistoquimica.
Essas proteinas estdo envolvidas nas mais diversas fungées celulares, tais como regulacdo do
transporte intracelular, composicdo do citoesqueleto, apoptose e instabilidade genética
(processamento de mRNA e manutencdo telomérica) (Wulfkuhle et al., 2002), mostrando a

importancia dessas analises para se alcangar um melhor entendimento da doenga.

Como a mama é um 6rgdo pareado, ha possibilidade de fazer andlise comparativa na mesma
paciente, em casos de cancer de mama unilateral, entre a amostra da mama doente e da
mama sadia (que funciona como um controle interno) (Kuerer et al., 2002). Portanto, para
caracterizagdo inicial da composi¢ao proteica das amostras brasileiras, o NAF das duas
mamas de uma paciente com carcinoma ductal infiltrante unilateral (P2d e P2e) foi
submetido a eletroforese bidimensional usando fitas de focalizacdo isoelétrica de 18 cm,
com intervalos de pH 4-7. Os mapas bidimensionais das duas amostras pareadas se
mostraram equivalentes (Figura 4.7), com poucos spots muito abundantes distribuidos em
fileiras (spot trains) sugestivas da presenca de isoformas, ou seja, apresentando massas
moleculares similares, mas pontos isoelétricos distintos. Esta caracteristica é bastante
comum em proteinas plasmaticas e se deve fundamentalmente a presenca de combinacdes
complexas de modificacGes pds-traducionais (especialmente glicosilagcdes) nestas moléculas,
que podem ser discriminadas pela eletroforese bidimensional (Anderson e Anderson, 2002).
Spots distribuidos por todo o gel foram excisados e digeridos in gel com tripsina para
identificacdo por espectrometria de massas (MALDI-TOF-TOF). Dos 54 spots excisados, 21
deram sequéncia por MS/MS, resultando na identificacio de 7 proteinas diferentes. As

proteinas detectadas foram albumina, diversas classes de imunoglobulina, zinco-a2-
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glicoproteina, transferrina e proteina induzida por prolactina. A lista completa das proteinas

identificadas encontra-se na Tabela 4.3.
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Figura 4.7: 2D-PAGE das amostras das mamas sadia (A) e doente (B) de uma paciente com
carcinoma ductal infiltrante unilateral (P2d e P2e, respectivamente). Foram aplicados 400 ug
de proteina em cada gel através da técnica de reidratagdo in gel, usando fitas de IEF de 18
cm, no intervalo de pH 4-7. Os géis foram corados com azul de Coomassie G-250 coloidal.
MM, padrdo de massa molecular. Os spots proteicos identificados por MALDI-TOF/TOF estdo
indicados apenas no gel da mama sadia (a numeragao em vermelho refere-se ao nimero do
spot da Tabela 3), mas foram sequenciados nos dois géis. A proteina induzida por prolactina

estd assinalada em azul.
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A zinco-a2-glicoproteina (ZAG) é uma proteina sintetizada em adipdcitos, células epiteliais
da préstata e do figado e expressa em fluidos humanos como o plasma, sémen, suor, saliva,
urina, liquidos amnidtico e cerebroespinhal e no leite materno, citado por Hassan et al.
(2008) (Hassan et al., 2008). Ela estd associada a mobilizacdo de lipideos e apresenta
homologia com o fator de mobilizacdo de lipideos e expressdo elevada na caquexia
(extensiva redugdo de gordura corporal) associada ao cancer (Alexander et al., 2004; Hassan
et al., 2008). A presenga desta proteina em altas concentragdes foi descrita em fluidos de
mamas com doencga benigna, chegando a niveis 30 a 50 vezes maiores do que as
concentragdes plasmaticas (Bundred et al., 1987). Niveis aumentados também ja foram
detectados no soro de pacientes com cancer de mama ou com cistos mamarios (Celis et al.,
2006). Pacientes com linfonodos positivos ou em estagios mais avancados da doenca
apresentaram niveis maiores de ZAG no soro quando comparados aquelas com linfonodo
negativo ou estagios mais precoces (Bundred et al., 1991). A funcdo da ZAG em condicoes
fisioldgicas normais e no cancer ainda ndao é bem conhecida, no entanto esta proteina é
considerada uma molécula marcadora da atividade apdcrina da glandula mamaria e pode ter

valor progndstico para o cancer de mama (Bundred et al., 1991; Hassan et al., 2008).

A proteina induzida por prolactina, também conhecida como GCDFP-15 (gross cystic disease
fluid protein), é produzida principalmente em condi¢des patoldgicas na mama e é expressa
constitutivamente em varias glandulas exdcrinas, tais como lacrimal, salivar e sudoripara
(Mazoujian et al., 1983; Alexander et al., 2004). Sua secrec¢ao é induzida por prolactina e
andrégeno e inibida por estrégeno (Alexander et al., 2004). A GCDFP-15 é uma das principais
proteinas identificadas no fluido acumulado nos macrocistos de mamas (human breast gross
cystic disease — doenga benigna), que apresentam secre¢do apdcrina caracteristica. Alguns
tipos histoldgicos de carcinomas mamarios revelam por imunohistoquimica a presenca da
GCDFP-15 (Mazoujian et al., 1983). Contraditoriamente, um estudo com NAF de mulheres na
pré-menopausa mostrou que os niveis de GCDFP-15 em amostras de cancer se
apresentaram diminuidos quando comparados com os niveis nas amostras normais. A
grande influéncia dos niveis hormonais sobre a expressdo desta proteina poderia explicar a
discrepancia de resultados entre mulheres normais e pacientes em situagdes diferentes (Hall
et al., 1998; Alexander et al., 2004). No presente trabalho, os spots de proteina induzida por
prolactina (indicados em azul) parecem mais intensos na mama doente da paciente P2

(Figura 4.7B) do que na sua correspondente sadia (Figura 4.7A). Obviamente que ndo se
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pode concluir nada utilizando uma Unica paciente. Comparag¢des quantitativas utilizando

mais pacientes também foram realizadas e serdo discutidas mais adiante.

Além de identificar as duas proteinas descritas acima, possivelmente relacionadas a doencgas
de mama (benigna e cancer), também identificamos no NAF proteinas tipicas do plasma
humano, como a albumina, imunoglobulinas e transferrina. Em conjunto, elas correspondem
a maior parte das proteinas do NAF detectadas no gel bidimensional pela colora¢do de azul
de Coomassie G-250 coloidal. Para tentar enriquecer o NAF em seus componentes menos
abundantes, resolvemos testar a deplecdo de algumas de suas proteinas mais abundantes.
Nesta etapa de pré-fracionamento, utilizamos as abordagens de deplegao por afinidade com

anticorpo ou com proteina L, descritas a seguir.

4.6. Deplecao de proteinas abundantes do NAF por afinidade com anticorpos

Proteinas muito abundantes prejudicam a separacdo e deteccdo de proteinas menos
abundantes, uma vez que limitam a quantidade dessas proteinas carregadas no gel e as
encobrem no perfil da eletroforese bidimensional (Gorg et al., 2004). A estratégia de
remocao dessas proteinas tem sido amplamente utilizada em estudos protedmicos de
amostras bioldgicas humanas com intervalo dindmico muito grande, como o plasma
(Varnum et al., 2003; Albuquerque et al., 2009). Em muitos casos, este pré-fracionamento
possibilita o enriquecimento, visualizacdo e identificacdo de proteinas menos abundantes
em misturas complexas. A maior desvantagem é a perda de amostra, seja pela necessidade
de maior manipulacdo e/ou pela possibilidade de ocorréncia de deplecdes inespecificas

(Gorg et al., 2004; Omenn et al., 2005).

Nesta dissertacdo, amostras de NAF de mamas sadias foram submetidas a cromatografia na
coluna Agilent de multipla afinidade originalmente desenvolvida para remogdo das seis
proteinas mais abundantes do plasma humano (albumina, 1gG, IgA, transferrina,
haptoglobina e antitripsina). A fragdo do NAF que interagiu com a coluna foi analisada por
2D-PAGE e todos os spots protéicos foram excisados, tripsinizados e identificados por
espectrometria de massas (Figura 4.8 e Tabela 4.4). Esta andlise mostrou que, além das
proteinas alvo da coluna, a proteina induzida por prolactina também foi depletada,
indicando que a coluna ndo é tao especifica no caso de NAF. Por este motivo, o método de
pré-purificacdo usando esta coluna de afinidade com anticorpos foi abandonada para o

estudo do NAF. Em outros estudos com o NAF (Varnum et al., 2003; Alexander et al., 2004),
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a remocao de albumina e imunoglobulinas utilizando kits comerciais também ndo foi efetiva

e ndo melhorou sensivelmente a deteccdo de proteinas menos abundantes.
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Figura 4.8: 2D-PAGE da fracdo de NAF da mama controle de individuo com cancer (P2d) que
interagiu com a coluna de multipla afinidade da Agilent. Foram aplicados 150 ug de proteina
em uma fita de IEF de 7 cm, com intervalo de pH 3-10. A amostra foi aplicada por
reidratacdo in gel e o gel foi corado com Coomassie G-250 coloidal. MM, padrdo de peso
molecular. Os spots identificadas por MALDI-TOF/TOF estdo indicados em vermelho e os
numeros em negrito e vermelho (1 — 30) estdo relacionados ao numero do spot na Tabela 4.
O esquema abaixo da imagem do gel demonstra a deplecdo de proteinas séricas pela coluna.

Fonte: Agilent Technologies.
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4.7. Deplecao de proteinas abundantes do NAF por afinidade com proteina L

Os resultados anteriores mostraram claramente que as imunoglobulinas correspondem a
uma fragdao importante das proteinas mais abundantes do NAF. Varnum e colaboradores
estimaram que elas podem representar cerca de 30% do conteudo proteico total deste
fluido (Varnum et al.,, 2003). Portanto, decidimos testar a deplecdo somente das
imunoglobulinas do NAF usando proteina L agarose, proteina bacteriana recombinante que
tem afinidade pelas cadeias leves do tipo kappa de todas as classes de imunoglobulina
humana, incluindo IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. A resina foi empacotada em colunas do tipo
micro-spin e os procedimentos de aplicacdo de amostra, lavagem da coluna e eluicdo da
fracdo ligada foram feitos sob centrifugacdo suave. Todas as fracdes cromatograficas foram
guantificadas por leitura de absorvancia a 280 nm e submetidas a analise por SDS-PAGE
(Figura 4.9). Somente as bandas reveladas na fragdo que interagiu com a proteina L foram
tripsinizadas e identificadas por espectrometria de massas. Todas as identificacGes indicaram
a presenca apenas de imunoglobulina, sugerindo que a deplecdo do NAF utilizando proteina

L recombinante ocorreu de modo especifico (Tabela 4.5).

Aliquotas depletadas e sem deplecdio de uma mesma amostra de NAF (P5d) foram
submetidas a eletroforese bidimensional a fim de comparar o ganho em termos de nimero
e resolucdo de spots (Figura 4.10). No gel referente a fracdo depletada (Figura 4.10A) foram
detectados 112 spots e no gel da amostra bruta (Figura 4.10B), 169 spots. Como esperado,
observamos que as regiGes do gel onde se localizam as cadeias pesada e leve das
imunoglobulinas (indicadas em vermelho na Figura 4.10) apresentam-se menos
intensamente coradas no gel depletado. No entanto, ndo houve melhora significativa no
perfil bidimensional como um todo. Muito pelo contrario, a diminuigdo do niumero de spots
visualizados foi bastante expressiva na amostra depletada. Apds quatro experimentos com
amostras diferentes de NAF (P5d, P5e, P10d e P11d), a perda de proteina total no processo
de deplecdo estimada pela leitura espectrofotométrica foi de 36 + 3%. Tomando como 100%
o total de proteina recuperado, observamos que a quantidade de imunoglobulina (proteinas
gue interagiram com a proteina L) variou entre 5 e 18% nas diferentes amostras.
Considerando a perda significativa de material, sem incremento da qualidade do pefrfil
eletroforético de NAF, decidimos abandonar a idéia de deple¢do das imunoglobulinas,
mantendo o processamento da amostra o mais simples possivel. Para tentar identificar as

proteinas menos abundantes do NAF, passamos a testar a detec¢ao das proteinas do gel
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bidimensional utilizando fluorescéncia, metodologia mais sensivel e com maior intervalo

dinamico linear do que a revelagdo pelo Coomassie coloidal.

3=

Figura 4.9: SDS-PAGE das fragGes de NAF de uma amostra controle (P5e) eluidas da coluna
de proteina L agarose. Raias 1 e 2, NAF bruto sem deplecao; raias 3-5, fracOes da lavagem da
coluna (flowthrough, proteinas ndo-ligadas); raias 6-8, fracdes eluidas da coluna (proteinas
gue interagiram com a proteina L). As bandas assinaladas em vermelho e numeradas de 1 a
3 correspondem aquelas identificadas por espectrometria de massas (MALDI-TOF/TOF)
como imunoglobulinas. Foram aplicados 20 plL de cada fracdo cromatografica. Os géis foram

corados com azul de Coomassie G-250 coloidal. MM, padrdo de massa molecular.
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Figura 4.10: 2D-PAGE da mesma amostra de NAF de um individuo controle (P5d) apds a

deplecdo das imunoglobulinas por proteina L (A) e sem deplecdo (amostra bruta) (B). As

cadeias pesada e leve das imunoglobulinas estdo indicadas em vermelho. Foram aplicados

150 pg de proteina em cada gel, em fitas de IEF de 7 cm, com intervalos de pH 4-7. Os géis

foram revelados por impregnagdo com nitrato de prata. MM, padrdao de massa molecular.
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4.8 — Andlise de amostras pareadas de NAF por DIGE

Na eletroforese de fluorescéncia diferencial, dois grupos de amostras (ex.: controle saudavel
e cancer) sdo marcados com fluoréforos espectralmente independentes (Cy3 e Cy5), mas
estruturalmente similares (Unlu et al., 1997). Em seguida, as amostras sdo misturadas e
submetidas ao mesmo gel de eletroforese bidimensional. Um padrdo interno marcado com
um terceiro fluoréforo (Cy2) também é aplicado no mesmo gel (Alban et al., 2003). Trata-se
de um pool preparado a partir de partes iguais de cada uma das amostras do estudo,
contendo, portanto, o universo das proteinas de todos os individuos. Ele é utilizado para
normalizar as quantidades de amostra nos diferentes géis, além de facilitar a sobreposicao
das imagens dos géis sendo comparados. Esta abordagem reduz o numero de géis por
experimento, diminui a variabilidade experimental e torna mais confiavel o pareamento
entre os géis e a quantificacdo dos spots proteicos, simplificando a comparacdao entre
amostras (Marouga et al., 2005). O DIGE é uma técnica de revelagdo com grande intervalo
dindmico linear (4 ordens de grandeza) e muito sensivel, com limite minimo de deteccdo de

cerca de 1 ng de proteina por spot (Gorg et al., 2004).

Nesta etapa do estudo, as 14 amostras de NAF (sem qualquer deple¢do) das mamas controle
e doente de sete pacientes com cancer de mama unilateral foram analisadas por DIGE. Elas
foram marcadas alternadamente com Cy3 ou Cy5 (Tabela 4.6), para evitar a introdugao de
viés em caso de marcacdo preferencial das amostras por um dos fluoréforos. O padrao
interno, constituido pela mistura da mesma quantidade de proteina de cada uma das 14
amostras de NAF, foi marcado com Cy2. As duas amostras marcadas com Cy3 (50 pg) e Cy5
(50 pg) de cada paciente e uma amostra do padrdo interno (50 pg) foram analisadas
conjuntamente no mesmo gel bidimensional.

As imagens obtidas através do scanner de fluorescéncia Typhoon Trio foram analisadas no
modulo DIA do software DeCyder, que faz a co-detecgao e a normalizagao dos volumes dos
spots das duas amostras de cada gel em relacdo ao seu padrdo interno. As imagens do pool
interno se mostraram muito semelhantes em todos os géis, indicando que a metodologia de
analise foi reprodutiva (Figura 4.11). De modo interessante, as duas mamas de cada uma das
pacientes mostraram perfis de expressao proteica semelhantes, independentemente da
presenca da doenca (Figuras 4.12 e 4.13). Por outro lado, diferencas significativas foram

detectadas entre os padrGes de imagem bidimensional das varias pacientes, indicando
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variabilidade individual importante. Considerando o padrdo de distribuicdo de todos os spots
em cada gel, observamos varios perfis proteicos diferentes. Entretanto, para simplificar a
anadlise, resolvemos classificar os perfis dos géis em dois grandes grupos: o perfil A foi
visualizado em todas as imagens do padrdo interno (Figura 4.11) e nas imagens de ambas as
mamas de quatro pacientes. Ele é equivalente as imagens dos demais géis bidimensionais
feitos nas etapas anteriores deste estudo, apresentando dois grupos tipicos de spots acidos
(pl = 4,5), com massas moleculares de 29,5 e 18 kDa (Figura 4.12, grupos de spots # 1-2,
respectivamente); O perfil B foi observado nas amostras de NAF das outras trés pacientes e
é caracterizado pela auséncia dos dois grupos tipicos de spots do perfil A (Figura 4.13). As
heterogeneidades observadas dentro de cada grupo ndo mostraram correlacdo aparente

com as caracteristicas demograficas das pacientes (Tabela 4.1, vide item 4.1).

Como as imagens das mamas de algumas pacientes (P34, P35 e P36, Figura 4.13) diferiram
bastante do perfil A tipico do padrao interno, ndo foi possivel fazer a co-detecgao dos spots
nas trés imagens de cada um dos trés géis destas amostras. Esta etapa é fundamental para
possibilitar a normalizacdo dos volumes dos spots e o pareamento posterior das imagens nos
diferentes géis. Desta forma, ainda que qualitativamente tenhamos detectado diferencas
importantes, infelizmente n3do foi possivel utilizar a técnica de DIGE para comparar

guantitativamente a expressao diferencial de proteina entre as 14 amostras do estudo.

Tabela 4.6: Amostras pareadas de mamas controle e mamas com cancer utilizadas

na 2D-DIGE.
Codigo da amostra __Grupo  Concentracao de proteina (ug/pL) Marcacao
P29e Controle 141,1 Cy3
P30e Controle 79,3 Cy5
P31d Controle 70,1 Cy3
P33e Controle 40,3 Cy5
P34e Controle 2464 Cy3
P35d Controle 142,1 Cy5
P36d Controle 133,8 Cy3
P29d Cancer 141,9 Cy5
P30d Cancer 107,7 Cy3
P31e Cancer 69,3 Cy5
P33d Cancer 63,4 Cy3
P34d Cancer 52,9 Cy5
P35e Cancer 255,6 Cy3
P36e Cancer 82,5 Cy5
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Na literatura, ha poucas andlises de NAF de doadoras saudaveis ou de pacientes com cancer
de mama por 2D-PAGE. Nenhuma delas usou DIGE, a maioria utilizou um nimero amostral
bastante reduzido (n < 3) e somente um trabalho analisou qualitativamente 20 amostras por
gel bidimensional, mas ndo fez qualquer andlise estatistica das imagens dos géis. Alguns
sugeriram que ha variacdo na expressao protéica do NAF entre mulheres com doenca
benigna ou cancer, ainda que o perfil entre as mamas de cada mulher se mantenha
constante (Klein et al., 2001; Kuerer et al., 2002; Alexander et al., 2004). Kuerer et al. (2002)
avaliaram as mamas sadias e doentes de trés pacientes e encontraram diferencas
qualitativas substanciais nos padrdes de expressdo entre as mamas de cada paciente, além
de diferencas entre pacientes. Nossos resultados de DIGE mostraram que ha variacdo no
perfil de expressdo proteica entre as pacientes, ainda que as duas mamas de uma mesma
paciente tenham apresentado perfis comparaveis na maioria dos casos. Por outro lado,
Nnossos zimogramas sugeriram que mama doente pode apresentar niveis de atividade
proteolitica aumentado em relacdo ao encontrado na mama normal da mesma paciente
(Figura 4.4). Como nao identificamos qualquer metaloprotease nos spots principais do NAF,
esta(s) enzima(s) deve(m) representar proteina(s) minoritaria(s) da secrecdo. Portanto,
considerando os componentes menos abundantes do NAF, é bastante provavel que existam
diferencas entre as duas mamas de uma mesma paciente, mas que nao foram detectadas

pela metodologia utilizada.

Estudos com culturas de células cancerosas de mama sugeriram que hormoénios podem
influenciar a expressao de proteinas associadas a atividade apdcrina da glandula mamaria,
citado por Huang et al. (2007) (Huang et al., 2007). Chatterton et al. (2004) mediram a
concentracdo de estradiol no NAF de mulheres sadias pré-menopausa em pontos fixos do
ciclo menstrual ao longo de 15 meses. Eles encontraram alta estabilidade na concentragdo
de estradiol ao longo do tempo, indicando que fatores ambientais tém pouco efeito
imediato nos niveis de estradiol no NAF. Petrakis et al. (1987) verificaram que ndo houve
correlagdo significante entre os niveis de estrogenos no NAF e o ciclo menstrual, o status de
pré- e pds-menopausa ou a presenca de doenca (benigna ou cancer) (Petrakis et al., 1987).
Porém, a alta concentracdo de esterdides no NAF (colesterol e seus produtos de oxidacao)
apresentou correlacdo com doenca proliferativa benigna da mama (Ernster et al., 1987).
Algumas proteinas reguladas por hormonios sexuais detectaveis no NAF, tais como a pS2 e

apolipoproteina D, apresentaram variagdes em fungdo das diferengas na concentragao de
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estrégeno circulante no soro por terapias hormonais (goserelina e tamoxifeno) ou pela
reposicao hormonal (Harding et al., 2000). Outro estudo avaliou as variagdes do perfil
protedmico do NAF ao longo do ciclo menstrual em mulheres pré-menopausa saudaveis. O
perfil das proteinas do NAF ndo variou substancialmente com o ciclo menstrual, mas houve
grandes diferencas entre as pacientes (Noble et al., 2007). Portanto, os niveis de hormonios
no NAF parecem estaveis ao longo do ciclo menstrual e as variagdes hormonais sistémicas

parecem ter pouca influéncia no perfil proteico do NAF.

Utilizando 2D-DIGE, definimos dois perfis bidimensionais bem caracteristicos de amostras de
NAF de pacientes com cancer de mama unilateral. As amostras de mulheres sem a doenca
(P5, P7 e P11) ou com tumor benigno (P4 e P10) e de cinco das oito pacientes (P2, P29, P30,
P31 e P33) apresentam o mesmo padrdo. Este perfil A foi considerado o mais classico do
NAF. A classificagdo do NAF em diferentes perfis eletroforéticos havia sido mostrada
anteriormente por SDS-PAGE (Sanchez et al., 1992). Os autores relataram que as pacientes
com cancer de mama que apresentaram o padrdo de bandas de eletroforese do Tipo Il (vide
item 4.2) mostravam melhor progndstico quando comparado com aquelas do Tipo | (Vizoso
et al., 2001). Na presente dissertacdo, mostramos claramente que a complexidade do NAF é
maior do que o suposto por SDS-PAGE. E possivel que andlises protedmicas com nimero
maior de pacientes revele ainda a existéncia de vdarios outros perfis de expressao proteica

diferentes.

Para tentar compreender melhor a origem da variabilidade individual das amostras de NAF,
os géis de DIGE foram corados por Coomassie coloidal e os grupos de spots caracteristicos de
cada perfil foram excisados, tripsinizados, dessalinizados e submetidos a analise por MALDI-
TOF/TOF. Infelizmente, ndo conseguimos qualquer identificagdo, possivelmente em fungdo

da quantidade limitada de material. Novas tentativas serdo feitas utilizando mais material.
4.9. Analise do contetido de glicoproteinas do NAF

Os diferentes spots caracteristicos dos perfis A e B podem corresponder a proteinas
diferentes ou representar diferentes isoformas das mesmas proteinas. Por exemplo, alguns
estudos sugerem que muitas diferencas entre amostras sadias e com cancer ocorrem devido
a glicosilacdo, uma modificacdo pds-traducional que pode influenciar as interacdes célula-
célula em favor da metastase, facilitando o escape das células cancerosas a vigilancia do

sistema imunoldgico (Dwek et al., 2001). Alguns tumores benignos de mama expressam
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tipos de glicosilacdo que parecem contribuir para a proliferacdo e transformacao celulares
(Gallegos et al., 2010). No entanto, apesar de promissoras, as analises protedmicas em
tecido mamadrio sofrem com a heterogeneidade dos varios tipos celulares que compdem
essas amostras. O fluido aspirado de mama, no entanto, contém proteinas secretadas pelo
epitélio mamadrio nas suas formas totalmente processadas, permitindo a analise das
mudancas dos niveis de expressdo de proteinas e também dos padrdes de modificagcdo pds-

traducional associados a doenca (Alexander et al., 2004).

Para analisar o conteudo de glicoproteinas do NAF, utilizamos quatro amostras de duas
pacientes (duas de mamas controle pareadas com as mamas com cancer) que representam
os perfis A ou B. As amostras foram separadas por 2D-PAGE, os géis foram revelados com
Pro-Q Emerald 488 (Glycoprotein Gel and Blot Stain Kit, Invitrogen, EUA) e as imagens
digitalizadas no scanner Typhoon Trio. O Pro-Q Emerald é um corante fluorescente que se
liga especificamente a carboidratos oxidados por periodato. Posteriormente, os mesmos géis
foram revelados com Coomassie G-250 coloidal para deteccdo de proteinas totais e as
imagens digitalizados no ImageScanner lll. As duas imagens obtidas de cada gel (detecg¢des
por Pro-Q Emerald e por Coomassie G-250 coloidal) foram sobrepostas e comparadas
utilizando o programa Image Master 7.0. A sobreposicao das duas imagens de 2D-PAGE de
cada uma das pacientes mostrou que a glicosilacdo deve contribuir de modo importante
para a heterogeneidade do NAF. Na paciente com perfil A (Figura 4.14), foram detectados 97
spots proteicos em ambas as mamas, sendo 21 glicosilados (= 22%). Na paciente com perfil B
(Figura 4.15), foram detectados cerca de 143 spots nas duas mamas, sendo 73 glicosilados (=
51%). Os perfis de glicoproteinas, assim como os perfis de DIGE, foram semelhantes entre as
mamas da mesma paciente, independente da presenca de doeng¢a ou n3ao, mas variaram

entre as pacientes.

Apenas dois estudos de NAF determinaram por imunoensaio a concentracdo de proteinas
glicosiladas associadas a adesdo, ao crescimento e a migracao celulares, tais como P-
caderina, antigenos TF (Thomsen-Friedenreich) e Tn (Kumar et al., 2005; Mannello et al.,
2008). Os resultados indicaram altas concentragGes destas proteinas no NAF de mamas com
cancer e quantidades praticamente indetectaveis no fluido de mamas sadias. Portanto, é
possivel que a simples medida do conteido de determinadas glicoproteinas do NAF venha a

ser util para o progndstico ou para o diagndstico ndo invasivo do cancer de mama.
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Figura 4.14: 2D-PAGE de NAF das mamas da paciente P29 que apresenta o perfil A. Gel da
mama sadia (P29e) corado com Pro-Q Emerald (A) e com Coomassie G-250 (B). A
sobreposi¢cdo das duas imagens (Pro-Q Emerald em vermellho e Coomassie G-250 coloidal
em azul) estd mostrada no painel C. Gel da mama com cancer (P29d) corado com Pro-Q
Emerald (D) e com Coomassie G-250 (E). A sobreposicao das duas imagens (Pro-Q Emerald
em vermellho e Coomassie G-250 coloidal em azul) esta mostrada no painel F Os spots
comuns as duas imagens estdao mostrados em preto nos painéis C e F. Cada imagem contém
150 ug de proteina aplicados por reidratacao in gel em fitas de IEF de 7 cm, com intervalo de

pH 4-7.
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Figura 4.15: 2D-PAGE de NAF das mamas da paciente P34 que apresenta o perfil B. Gel da
mama sadia (P34e) corado com Pro-Q Emerald (A) e com Coomassie G-250 (B). A
sobreposicdo das duas imagens (Pro-Q Emerald em vermellho e Coomassie G-250 coloidal
em azul) estda mostrada no painel C. Gel da mama com cancer (P34d) corado com Pro-Q
Emerald (D) e com Coomassie G-250 (E). A sobreposicdo das duas imagens (Pro-Q Emerald
em vermellho e Coomassie G-250 coloidal em azul) estd mostrada no painel F Os spots
comuns as duas imagens estdo mostrados em preto nos painéis C e F. Cada imagem contém
150 ug de proteina aplicados por reidratacdo in gel em fitas de IEF de 7 cm, com intervalo de

pH 4-7.
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4.10. Analise do contetido de fosfoproteinas do NAF

Vdrias proteinas de sinalizacdo celular, quando se encontram no estado fosforilado,
participam de vias de transdugao de sinal fundamentais em processos de crescimento
celular e diferenciacdo (Alberts et al., 1994). Alguns receptores celulares relacionados ao
cancer de mama, como o receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER-
2) e o receptor de estrogénio (ER), utilizam a fosforilagdo para a sinalizacdo de processos de
proliferacdo celular. O HER-2 é uma proteina transmembrana tirosino-quinase que fosforila
moléculas receptoras citoplasmaticas para ativacdo de vias promotoras do crescimento; sua
superexpressao esta associada a um pior progndstico no cancer de mama (Roy et al., 2009).
Através do crosstalk entre o estrégeno e alguns fatores de crescimento no microambiente
tumoral da mama as vias de ativacdo do HER-2 também ativam o ER por fosforilacdo. Como
resultado, vdrios genes promotores do crescimento celular e, consequentemente, do

crescimento do tumor, sdo ativados por fatores de transcricdo (Yamaguchi, 2007).

Para analisarmos o conteldo de fosfoproteinas no NAF, utilizamos as mesmas amostras dos
perfis A e B das andlises glicoproteicas. Desta vez, os géis bidimensionais foram revelados
com Pro-Q Diamond (Phosphoprotein Gel Stain, Invitrogen, USA). Trata-se de um corante
fluorescente que se liga a grupamentos fosfato em residuos de tirosina, serina ou treonina.
Apds digitalizagao das imagens no scanner Typhoon Trio, os mesmos géis foram revelados
com Coomassie G-250 coloidal para deteccdo das proteinas totais. As duas imagens obtidas
nas diferentes revela¢cGes foram sobrepostas e comparadas como descrito acima (item 4.9).
A revelacdo com Pro-Q Diamond mostrou que a amostra da paciente com o perfil A ndo
apresentou spots detectdveis de fosfoproteinas (Figura 4.16). No caso do perfil B, foram
detectados cerca de 38 spots entre 63 e 66 kDa, na regido mais acida do gel (Figura 4.17).
Utilizamos como referéncia de massa molecular a banda da ovalbumina do padrdo de massa

molecular (vide item 3.4) que é uma fosfoproteina de 45 kDa revelada pelo Pro-Q Diamond.

As pacientes estudadas apresentaram nenhuma (P29) ou poucas (P34) proteinas fosforiladas
no NAF de suas duas mamas. E importante lembrar que as amostras de NAF utilizadas neste
estudo representam apenas as proteinas secretadas no sistema de ductos da mama, sem
contaminacgao de células esfoliadas, que foram separadas por centrifugacdo no momento da
coleta. Sabe-se que a maioria das proteinas fosforilaveis constituem proteinas celulares que

utilizam este mecanismo para o controle de suas atividades de sinalizagdo celular,
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sinalizacdo transmembrana, amplificacdo intracelular de sinais, controle do ciclo celular,
entre outras funcdes exercidas no citoplasma e no nucleo (Alberts et al., 1994). A maioria
dos estudos que relaciona fosfoproteinas com o cancer de mama se restringe a proteinas
transmembranares ou de cascatas intracelulares (Yamaguchi, 2007; Caiazza et al., 2010).
Segundo Alexander et al (2004), as proteinas secretadas no NAF seriam totalmente
processadas e glicosiladas ndo sofrendo influéncia de modificagGes transitérias, como a
fosforilagdo, que afetaria apenas as proteinas dentro das células. No entanto, ja foram
encontradas no NAF de mulheres americanas e quenianas sem cancer algumas caseinas,
fosfoproteinas predominantemente encontradas no leite materno (Varnum et al., 2003).
Interessantemente, uma das pacientes do nosso estudo apresentou spots fosforilados no
NAF das duas mamas com massa molecular diferente das caseinas (= 23 kDa). Para
complementar nossos resultados, pretendemos ainda identificar estes spots por

espectrometria de massas.
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Figura 4.16: 2D-PAGE de NAF das mamas da paciente P29 que apresenta o perfil A. Gel da
mama sadia corado com Pro-Q Diamond (A) e com Coomassie G-250 (B). A sobreposicao das
duas imagens (Pro-Q Diamond em vermellho e Coomassie G-250 coloidal em azul) esta
mostrada no painel C. Gel da mama com cancer corado com Pro-Q Diamond (D) e com
Coomassie G-250 (E). A sobreposicdo das duas imagens (Pro-Q Diamond em vermellho e
Coomassie G-250 coloidal em azul) estda mostrada no painel F. Os spots comuns as duas
imagens (AxB e DxE) ndo foram visualizados. Cada imagem contém 150 ug de proteina

aplicados por reidratacdo in gel em fitas de IEF de 7 cm, com intervalo de pH 4-7.
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Figura 4.17: 2D-PAGE de NAF das mamas da paciente P34 que apresenta o perfil B. Gel da
mama sadia corado com Pro-Q Diamond (A) e com Coomassie G-250 (B). A sobreposicao das
duas imagens (Pro-Q Diamond em vermellho e Coomassie G-250 coloidal em azul) esta
mostrada no painel C. Gel da mama com cancer corado com Pro-Q Diamond (D) e com
Coomassie G-250 (E). A sobreposicdo das duas imagens (Pro-Q Diamond em vermellho e
Coomassie G-250 coloidal em azul) estd mostrada no painel F. Os spots comuns as duas
imagens estdo mostrados em preto nos painéis C e F. Cada imagem contém 150 ug de

proteina aplicados por reidratacdo in gel em fitas de IEF de 7 cm, com intervalo de pH 4-7.
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4.11. Perspectivas futuras: caracterizagdo do NAF por LC-MS/MS

O tamanho amostral utilizado nos caros e trabalhosos estudos proteémicos comparativos é
normalmente bastante reduzido. Isto pode prejudicar seriamente a qualidade das
conclusdes obtidas, mesmo considerando que se trata normalmente apenas de uma fase
exploratdria inicial (discovery phase)(Zolg, 2006). Por exemplo, dos poucos trabalhos de 2D-
PAGE do NAF ja publicados, a maioria comparou em média cerca de trés individuos (Klein et
al., 2001; Kuerer et al., 2002). No nosso trabalho, as comparacdes foram feitas com sete
amostras em cada grupo, ja que tivemos muita dificuldade para obter quantidades
suficientes de amostras pareadas, como ja discutido no item 4.1. Ainda assim, o estudo foi
importante para aumentar nosso conhecimento qualitativo acerca da composicdo proteica

das amostras de NAF.

Salvo engano, até entdo ndo existiam trabalhos publicados que descrevessem o estudo
sistematico do NAF utilizando pacientes brasileiras com cancer de mama unilateral. Esta
amostra bioldgica é muito valiosa, pois contém proteinas diretamente relacionadas com o
microambiente de desenvolvimento e progressdo do tumor. Nosso trabalho mostrou
claramente que existem diferengas individuais importantes que nao devem ser
menosprezadas na definicdo do desenho experimental da pesquisa. Idealmente, as mulheres
a serem incluidas em um proximo estudo deverdo constituir um grupo maior e mais
homogéneo, por exemplo, no que diz respeito a idade, estado de pré ou pds-menopausa e
uso de hormonios exdgenos (contraceptivos orais e terapias de reposicdo hormonal). A
variabilidade proteémica do NAF das pacientes estudadas se refletiu ndao s na concentragao
e conteddo de proteinas totais, assim como também na sua composicao de
metaloproteases, glicoproteinas e fosfoproteinas. Os resultados de 2D-DIGE mostraram
ainda que o NAF é uma amostra com grande intervalo dindmico, ou seja, constituido por
algumas poucas proteinas muito abundantes e muitos outros componentes minoritarios,
ambos ricos em modificagcbes pds-traducionais, principalmente glicosilacdo. O estudo do
NAF por técnicas protedmicas quantitativas mais modernas é fundamental para
conseguirmos detectar e identificar candidatos a biomarcadores nesta secrecdo. Estas
moléculas sao de grande importancia para a saude publica, pois teoricamente poderiam

auxiliar no diagndstico precoce da doenga maligna da mama, assim como na defini¢ao do
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prognostico e na escolha do tratamento mais adequado para cada paciente (Cavalli et al.,

2004).

Portanto, para conseguirmos identificar as proteinas menos abundantes do NAF (e seus
possiveis canditados a biomarcadores) (Hunt et al., 2005; Zolg, 2006), precisaremos: a)
utilizar métodos de separagdo de proteinas capazes de reduzir a complexidade das amostras
e seu intervalo dindmico; b) fazer uso de técnicas de enriquecimento de proteinas/peptideos
modificados (glicosilados e fosforilados) que permitam a caracterizacdo de modificacdes
pos-traducionais importantes; c) empregar técnicas de identificacdo por espectrometria de
massas mais sensiveis, acuradas e com amplo intervalo dinamico linear; d) escolher uma
abordagem que permita analises quantitativas sem que haja necessidade de sobreposi¢do

de padrdes similares de imagens, como na eletroforese bidimensional.

Neste contexto, a metodologia protedmica que nos parece mais adequada atualmente é a
analise de peptideos por nanocromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas de
alta resolugdo (Han et al., 2008). Uma das abordagens mais populares envolve a tripsinizagao
em solucdo de todas as proteinas de uma amostra complexa, seguida da separacdo dos
peptideos por cromatografia bidimensional (geralmente troca cationica forte seguida de fase
reversa) e identificacdo por nESI-MS/MS (shot gun proteomics). O Laboratdrio de Toxinologia
em breve estard apto a trabalhar com esta tecnologia de ponta, ja que acaba de adquirir um
nESI LTQ-Orbitrap XL (Thermo Scientific, EUA) com nanocromatografia acoplada, que devera
ser instalado nos préximos meses. Portanto, como um experimento piloto de “prova de
conceito”, amostras de NAF tripsinizadas foram enviadas para andlise em um equipamento
deste mesmo tipo instalado no laboratdrio do Protein Research Group, Departamento de

Bioquimica e Biologia Molecular, Universidade do Sul da Dinamarca, Odense, Dinamarca.

Em cada uma das quatro analises por LC-MS/MS, foram aplicados menos de 0,5 pg de
digesto triptico do NAF de ambas as mamas das pacientes P29 (perfil A por 2D-PAGE) ou P34
(perfil B). Os peptideos foram separados por nacromatografia de fase reversa, utilizando um
gradiente de 0 a 34% de solvente B em 100 min, seguido de anadlise on line no nESI LTQ-
Orbitrap. Vale lembrar que, para identificacdo por MALDI-TOF/TOF, utilizamos 300 pg de
proteina em cada 2D-PAGE, quantidade pelo menos 600 vezes maior do que a utilizada neste

experimento piloto. A possibilidade de reduzir tdo drasticamente a quantidade de proteina
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utilizada por ensaio é muito importante no caso do NAF, pois poderia reduzir o volume

minimo necessario de amostra de 15 plL para até 1 plL por coleta.

Ainda que separando uma pequena quantidade de peptideos em uma Unica dimensao,
conseguimos expandir o numero de proteinas identificadas no NAF. Albumina,
imunoglobulina A e cadeia kappa de imunoglobulina foram comuns as quatro amostras.
Zinco-02-glicoproteina, receptor de imunoglobulina, apolipoproteina D e proteina induzida
por prolactina foram encontradas nas duas mamas da paciente P29 (perfil A). A lactoferrina
e a clusterina foram encontradas apenas nas mamas com cancer e sadia desta mesma
paciente, respectivamente. Em ambas as mamas da paciente P34 (perfil B) foram
encontradas imunoglobulina G e haptoglobina; na mama doente foi identificada
lactalbumina e na mama sadia, transferrina. A Tabela 4.7 mostra todos os detalhes das
identificacGes. Chama atencdo a qualidade excepcional da maior parte dos dados: a)
proteinas identificadas por diversos peptideos e com boa cobertura de sequéncia; b) erro de
massa do precursor menor do que 2 ppm; c) étimos valores de XCorr e delta cnc calculados

pelo Sequest; d) probabilidade de acerto maior do que 95% calculada pelo Scaffold.

Utilizando cromatografia bidimensional para fracionar o NAF antes da analise no nESI-LTQ
Orbitrap, esperamos ser capazes de aumentar exponencialmente o niumero de proteinas
identificadas. Neste sentido, pretendemos utilizar na primeira dimensdao uma coluna de
troca cationica forte eluida com gradiente linear crescente de sal. Na segunda dimensdo, as
diferentes fragcdes cromatograficas eluidas na primeira etapa serdao submetidas
individualmente a cromatografia de fase reversa on line com o nESI LTQ-Orbitrap (Fang et
al., 2010). Para medir as diferencas de expressdo proteica nas amostras de NAF,
pretendemos marcar quimicamente os peptideos tripticos por dimetilacdo com isétopos
estaveis, um método de quantificacdo simples, rapido, barato e eficiente (Boersema et al.,

2009).
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5 — CONCLUSOES
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A concentracdo proteica do NAF foi alta e bastante varidavel (média 115 *+ 60 pg/uL),

sem diferengas estatisticamente significativas entre os grupos tumor e controle.

As amostras de mulheres controle e com doenga benigna mostraram perfis
eletroforéticos semelhantes, compardveis também com outros estudos publicados

na literatura utilizando amostras de mulheres sem cancer.

A analise zimografica do NAF mostrou correspondéncia entre os perfis de bandas
proteoliticas das duas mamas de uma mesma paciente, independente da presenca
ou auséncia da doenca. Entre as diferentes pacientes, os perfis se mostraram
bastante distintos. A atividade proteolitica do NAF se mostrou sensivel a quelantes

de cations metalicos.

Na eletroforese bidimensional, a aplicacdo da amostra por reidratacao in gel em fitas
de focalizacdo isoelétrica no intervalo de pH 4-7 resultou na melhor resolucdo dos

spots do NAF.

Os perfis de 2D-PAGE das duas mamas de uma mesma paciente se mostraram
reprodutiveis e permitiram a identificagao de diversas proteinas caracteristicas do

NAF.

A deplecdo das proteinas mais abundantes do NAF utilizando diferentes abordagens
se mostrou pouco eficiente, ndo sendo recomendada nas analises futuras desta

amostra bioldgica.

A andlise do NAF por eletroforese de fluorescéncia diferencial (DIGE) revelou
diferencas individuais importantes, embora as duas mamas de uma mesma paciente
tenham apresentado perfis bastante similares. Os diferentes perfis observados entre
as pacientes foram classificados em dois grandes grupos (perfil A e perfil B). Devido a
variagdo individual encontrada nos perfis eletroforéticos das amostras de algumas
pacientes nao foi possivel, através da anadlise por DIGE, realizar a analise de

expressao diferencial entre as mamas sadias e doentes.
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e O NAF se mostrou rico em glicoproteinas, mas pouco abundante em proteinas
fosforiladas. O mesmo padrao de variacado individual descrito acima foi observado na

analise destes subproteomas.

e A utilizacdo de técnicas protedmicas mais modernas (ex.: nLC-ESI-LTQ Orbitrap) sera
necessaria para identificacdo de proteinas menos abundantes no NAF, incluindo
potenciais biomarcadores da doenca e realizar a comparacdo das diferencas

expressao entre mamas sadias e com cancer de mama.
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7.1. Anexo |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Andlise proteébmica do fluido ductal mamdrio e estudo de mutacdo no

gene TP53 em células presentes neste fluido em casos de cancer de mama.

Investigador: Dante Pagnoncelli
Local da Pesquisa: Instituto Fernandes Figueira - FIOCRUZ

Endereco e telefone: Av. Rui Barbosa, 716 - Flamengo - Rio de Janeiro - RJ
Tel: (21) 2553-0052 - Fax: (21) 2553-6730

Vocé estd sendo convidada a participar de uma pesquisa, coordenada por um profissional de
saude agora denominado pesquisador. Para poder participar, é necessario que vocé leia este
documento com atenc¢do. Ele pode conter palavras que vocé€ nao entende. Por favor, peca aos
responsdveis pelo estudo para explicar qualquer palavra ou procedimento que vocé nao
entenda claramente.

O proposito deste documento € dar a vocé as informagdes sobre a pesquisa e, se assinado,
dard a sua permissdo para participar no estudo. O documento descreve o objetivo,
procedimentos, beneficios e eventuais riscos ou desconfortos caso queira participar. Vocé sé
deve participar do estudo se vocé quiser. Voc€ pode se recusar a participar ou se retirar deste
estudo a qualquer momento.

O Objetivo deste estudo € analisar a composicao de proteinas do fluido mamério e pesquisar
mutagdes (alteracdes) em um gene chamado TP53 nas células nele presentes. Aproveitaremos
também este fluido para fazer uma pesquisa de alteracdes nas células que vem neste fluido da
mesma maneira que se faz na coleta de material para “preventivo” de cancer de colo de ttero.

Vocé serd entrevistada e examinada para que possamos classificar seu caso conforme suas
caracteristicas proprias e de sua familia e assim proceder a uma anélise comparativa entre os
grupos. Um primeiro grupo é daquelas mulheres com casos de cancer de mama comprovado
por bidpsia ou cirurgia, o segundo grupo € o de mulheres que possuem histéria de cancer na
familia que possam ser classificadas em um grupo de alto risco e que estejam em atendimento
no Ambulatério de Alto Risco do IFF do Servico de Mastologia, e o terceiro grupo € aquele
sem histdria ou suspeita de cancer de mama e com mamografia normal.

A coleta do material a ser examinado, o aspirado de fluido de mama, é feito por meio de
coleta nio invasiva, sem dor € sem desconforto e facilmente realizavel. Ele consiste na
aplicacdo de uma compressa morna por 5 minutos, seguida por massagem suave da mama
pela propria paciente durante mais 5 minutos, e apds a limpeza do mamilo com élcool, é
colocada uma bomba de aspiragcdo (do tipo que se usa para extracdo de leite materno) e, se
houver saida de pequenas gotas, estas serdo colhidas e imediatamente armazenadas para
posterior andlise.
N3ao sao conhecidos danos relacionados ao procedimento de coleta do fluido de mama.
As amostras coletadas serdo encaminhadas aos laboratdrios responsaveis pelos estudos:
1. Laboratério de Biologia Molecular de Tumores do Departamento de Biologia Celular
e Genética da UERJ, sob a responsabilidade da Profa. Claudia Vitéria de Moura Gallo,
para estudo de mutacdes (alteracdes) no gene TP53
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2. Laboratério de Toxinologia do Departamento de Fisiologia e Farmacodinamica da
FIOCRUZ, sob a responsabilidade do Prof. Jonas Perales para estudo das proteinas
que estao contidas neste fluido;

O armazenamento e a guarda do material ficardo a cargo do Laboratério de Biologia
Molecular de Tumores do Departamento de Biologia Celular e Genética da UERJ, sob a
responsabilidade da Profa. Claudia Vitéria de Moura Gallo.

O estudo das proteinas no fluido de mama e a pesquisa mutacdo do gene TP53 nas células
recolhidas, embora seja uma nova area de pesquisa com promessas para o futuro, no momento
nao vao revelar nenhum resultado que possa afetar sua escolha de tratamento e ou diagndstico
ou progndstico para cancer de mama.

O tunico teste que pode ser util para a voluntdria € a citopatologia oncolégica, que € um exame
semelhante ao preventivo de colo de ttero (Papanicolau). Embora raramente possa ser
encontrado algum resultado que tenha valor prético, caso achemos algum indicio neste exame
que possa estar associado ao cancer de mama, nos obrigamos a comunicar imediatamente o
resultado somente a vocé€ ou a quem for de sua indicacdo para receber esta informagdo assim
como para seu médico no IFF, para que as providéncias para o esclarecimento da ddvida
levantada sejam tomadas.

E também importante lembrar que um resultado negativo nesta citologia nio afasta e nem
diminui o risco de cancer de mama, nio servindo como substituto de nenhum dos métodos
reconhecidos e indicados de rastreio para o cancer de mama, que vocé€ deve continuar a ser
submetida.

Sua decisdo em participar deste estudo € voluntaria. Vocé€ pode decidir ndo participar no
estudo. Uma vez que vocé decidiu participar do estudo, voc€ pode retirar seu consentimento e
participacdo a qualquer momento. Se vocé decidir ndo continuar no estudo e retirar sua
participacao, voce€ ndo serd punida ou perderd qualquer beneficio ao qual vocé tem direito.
Nao havera nenhum custo a vocé relacionado aos procedimentos previstos no estudo.

Sua participagdo € voluntdria, portanto vocé€ ndo serd pago por sua participacdo neste estudo.
O Investigador responsavel pelo estudo e equipe irdo coletar informacdes sobre vocé. Em
todos esses registros um codigo substituird seu nome. Todos os dados coletados serdo
mantidos de forma confidencial. Os dados coletados serdo usados para a avaliacao do estudo,
membros das Autoridades de Saitde ou do Comité de Etica, podem revisar os dados
fornecidos. Os dados também podem ser usados em publicag¢des cientificas sobre o assunto
pesquisado. Porém, sua identidade ndo serd revelada em qualquer circunstancia.

Voceé tem direito de acesso aos seus dados. Vocé pode discutir esta questdo mais adiante com
seu médico do estudo.

Se vocé ou seu(s) parente(s) tiver(em) alguma divida com relagdo ao estudo, direitos do
paciente, ou no caso de danos relacionados ao estudo, vocé deve contatar o Investigador do
estudo ou sua equipe (Dr. Dante Pagnoncelli — tel: 2553-0052 — ramal da ginecologia). Se
voce tiver ddvidas sobre seus direitos como um paciente de pesquisa, vocé€ pode contatar
Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Fernandes Figueira (telefone: 2554-1730). Este
comité € composto de um grupo de individuos com conhecimento cientificos e ndo cientificos
que realizam a revisao ética inicial e continuada do estudo de pesquisa para manté-lo seguro e
proteger seus direitos.
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Declaracio de consentimento do paciente:
Eu li e discuti com o investigador responsdvel pelo presente estudo os detalhes descritos neste documento.
Entendo que eu sou livre para aceitar ou recusar, € que eu posso interromper minha participa¢do a qualquer
momento sem dar uma razdo, sem nenhum prejuizo no caso de estar em tratamento médico. Eu concordo que os
dados coletados para o estudo sejam usados para o propdsito acima descrito.
Estou sendo informada que minha participa¢do ndo afetard minha escolha de tratamento e ou diagndstico e
progndstico do cincer de mama.
Eu entendi a informag@o apresentada neste termo de consentimento. Eu tive a oportunidade para fazer perguntas
e todas as minhas perguntas foram respondidas.
Eu concordo em participar do projeto: Andlise protedmica do fluido ductal mamadrio e estudo de mutacdo em
gene p53 em células colhidas deste fluido em casos de cancer de mama
Eu receberei uma cépia assinada e datada deste Documento de Consentimento Informado.

1. Dou minha permissao aos pesquisadores deste projeto para me constatarem por telefone ou através de
mensagem pelo correio se informagdes adicionais forem necessdrias, conforme informacgdes que
constam em meu prontudrio no IFF. () SIM ( ) NAO

2. BEu gostaria de ser informada sobre o resultado da citologia oncoldgica que pode
fornecer algum resultado para cancer de mama. ()SIM ( )NAO

3. Eu gostaria que a pessoa abaixo relacionada fosse informada sobre o resultado da

citologia oncoldgica que pode fornecer algum resultado para cancer de mama. ()
SIM ( ) NAO

Nome da voluntaria:

Telefones: Prontuério:

Identidade:

ASSINATURA DA VOLUNTARIA

Nome da pessoa referenciada:

Endereco:

Tel: Condicao do(a) referenciado (a):

ASSINATURA DA PESSOA REFERENCIADA

Eu expliquei a Sra

a proposta
desta pesquisa e os procedimentos necessdrios a coleta das amostras € os riscos e
beneficios deste estudo.

ASSINATURA DO PESQUISADOR

DATA:
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7.2. Anexo I

Pzrecer Consubstanciado de Projeto de Pesquisa

Titulo do Prgetc: Andlise protedmica do fluido ductal mamario e estudo de mutacao em
células desttfluido em casos de cancer de mama

T e e Y

| PesquisadorResponsavel Dante Pagnoncelli |
| Data da Versdo 20/07/2008 | |cadastro FR101935 J | Data do Parecer 05/10/2006 ]

[ Grupoe Area Tematica 1.1 Genética Humana |

Objetivos doProjeto

Realizar andke comparativa da composicédo de proteinas do fluido ductal mamario e da
presenca denuiagdes no gene TP53 em material colhido de trés grupos de mulheres: aquelas
com cancei & niama unilateral, muineres sem céancer de mama, porém portadoras de |
mutagéo nosgenes BRCA1 elou BRCAZ2 e mulheres sem histdria familiar de cancer de mama el
com mamogafiz normal.

Sumario do Projeto

Este projeto éreiativo & investigacédo do céncer de mama através de novas técnicas
meoleculares, tomo a analise proteémica de fiuido ductal mamario, como forma de avaliar a
utilizagdo desa nova tecnologia.como ferramenta de detec¢do precoce do tumor e de
acompanhamenio da progresséo do cancer de mama. ,

®ndicoes para realizagac
comentérlos sohre 0s ltens de identificacdo
0s iténs relativos & identificagic do projetc foram corretamente
presentados.
[Introfugiio T e i |hdeguada.. ]
Cnmentarlos wbre a lntroducan
0 Projeto estd bem formulado e em sua introducdo o pesquisador
msponsavel apresenta, de forma clara e justificada, a relevincia de sua
p-oposta para a érea
[Objefios 7 TTAdequades - T T
Comentanos subre 0s Objatrvas
Q@ projeto apresentado tem por objetivo testar a aplicagdo de novas
metodologias moleculares, como a andlise protedmica de fluido ductal
mmario, como ferramenta de detecgio precoce e acompanhamento da
pogressdo do cdncer de mama. A justificativa para a realizagio deste
pojeto é atual e estd embasada em dados da literatura.

. O VADO Pégine 12
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Coordenador do Comité ¢ 1z Homane
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| Fonte de financlamento externa | Agéncla de fomento |
Comentirios sobre o Cronograma e o Orgamento
\fer comentarios gerais.
| Referéncias Bibliograficas [ Adequadas |
Comentirlos sobre as Referéncias Bibliograficas

Recomendacio
[ Aprovar ]

Comentirios Gerais sobre o Projeto

Anexar um documento tanto da equipe técnica da analise protedmica (laboratério de
Toxicologia - Dept. de Fisiologia e Farmacodinadmica do 10C - FIOCRUZ) como da
equipe técnica da andlise do gene TP53 (Laboratério de Biclogia Molecular de
Tumores do Dept. de Biologia Celular e Genética da UERJ) com o compromisso
junto ao pesquisador principal da disponibilidade de verbas para realizagao e
término da pesquisa, apesar de explicito tais compromissos no Material e Métodos
do projeto apresentade ao CEP/IFF-FIOCRUZ.

APROVADO
vaido s ) 142 10K

 com Seres Humanes
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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