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“Vocé nao pode provar uma definicdo. O que vocé pode fazer € mostrar
que ela faz sentido”.
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RESUMO

O cancer é uma doenca em expansdo, cuja mortalidade é elevada no
mundo, fazendo com que a comunidade cientifica busque cada vez mais
diagnosticar precocemente, visto que as chances de cura-lo neste caso séo
maiores. O cancer gastrico é de especial interesse devido ser o quarto em
malignidade e o segundo que mais causa mortes no mundo. Neste trabalho,
amostras de tecidos tumorais e respectivas margens de resseccdo de
pacientes com cancer gastrico, e de bidpsia do estbmago de individuos
controles (sem essa doenca), foram investigadas através de abordagens
protebmica, metaboldmica e por biologia molecular. A andlise protedmica
utilizando uma abordagem da protedmica shotgun, o MudPIT off-line e a
guantificacdo label-free pelo cromatogramas de ions extraidos (XICs)
demonstrou que cada tipo de tecido é bem distinto. A margem de resseccéo
apresentou varias proteinas previamente correlacionadas ao cancer, assim
como algumas proteinas superexpressadas que podem estar relacionadas ao
crescimento tumoral e a metastase. Alguns exemplos séo: colageno alfa-1,
ceruloplasmina, calpastatina e E-caderina. A analise multivariada, segundo o
método de Ward e o agrupamento de k-Means, dos dados de metabolémica
revelou que foi capaz de agrupar os diferentes tipos de amostras de acordo
com seu tipo de tecido. De maneira que os resultados da analise metabolémica
estdo alinhados com os da protebmica em que os tipos de tecidos sdo muito
distintos, particularmente a margem de resseccéo, o qual pode ser resultado de
uma continua batalha bioquimica entre o corpo e as células cancerigenas.
Além disso, uma investigacao viral das amostras mediante a técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction) evidenciou que o virus Epstein-Barr (EBV) deve
ser considerado um fator de risco para o cancer gastrico em Manaus. Os
resultados proteébmicos deste trabalho indicam que a margem de resseccao
pode desempenhar um papel fundamental para a nutricdo das células
cancerigenas. O presente trabalho corrobora com a idéia de que é necessario
um maior entendimento da doenca em nivel molecular, o que pode
proporcionar tratamentos mais efetivos, e que o EBV deve ser levado em
consideracao para a incidéncia do cancer gastrico.

Palavras-chave: Cancer gastrico, espectrometria de massas, biomarcadores.



ABSTRACT

Cancer is a disease in expansion, whose mortality is one of the highest in the
world, motivating the scientific community to increasingly seek early diagnosis,
as the chances of cure are higher in this case. Gastric cancer is of particular
interest as it is the fourth most common in malignancy and the second leading
cause of death worldwide. In this work, we compared tissue samples from
control subjects (without the disease) and patients with gastric cancer and their
corresponding ressection margin by using proteomics, metabolomics, and
molecular biology. The proteomic analysis comprised an offline MudPIT
shotgun proteomic approach with label-free quantitation by extracted ion
chromatograms (XICs); it revealed that each of these tissue-types is very
distinct. The resection margin presented several proteins previously correlated
with cancer, but also several other proteins that could be related to tumor
nourishment and metastasis. Some examples are: collagen alpha-1,
ceruloplasmin, calpastatin, and E-cadherin. The multivariate analysis, according
to Ward’s method and k-means clustering, of our metabolomics data revealed
that was able to group the different samples according to their tissue type. Our
metabolomic analysis results are aligned with those from the proteomics in that
these tissue-types are very distinct, particularly the ressection margin which
may be the result of an ongoing biochemical battle between the body and the
cancer cells. Furthermore, a viral investigation of the samples by PCR
(Polymerase Chain Reaction) showed that the Epstein-Barr virus (EBV) should
be considered as a risk factor for gastric cancer in Manaus. In all, the proteomic
results poses the ressection margin as playing a key role in the nutrition of the
cancer cells. Regardless, we still need a better understanding of this disease at

the molecular level to provide more effective treatments.

Keywords: gastric cancer, mass spectrometry, biomarkers.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

O cancer ndo € uma doenca Unica, mas um acumulo anormal de células
causado por alteracdes genéticas e epigenéticas, ou seja, uma doengca com
expressdo g@énica alterada considerada multifatorial pelo envolvimento
poligénico e com relagdo ambiental (Gartner et al., 1999; Nussbaum et al.,
2008). De maneira simplificada, o organismo humano possui um ciclo celular
controlado, no qual existe um arranjo de genes que regulam o crescimento
celular, fazendo com que as células proliferem a medida que sofram mitose, e
a morte celular, removendo as células de um tecido que sofreram desgaste. O
desequilibrio entre esses processos aliados a possiveis muta¢cées nas células
somaticas, visto que podem ocorrer varios erros de replicacdo por base de
DNA durante o tempo de vida de um adulto, podem ocasionar o
desenvolvimento do cancer (Nussbaum et al., 2008).

Uma vez que as células cujo material genético esta alterado passam a
receber instrucdes erradas para as suas atividades, por exemplo: a producéo
de certas proteinas vitais ao metabolismo, as quais ao perderem a
funcionalidade ou deixarem de agir corretamente afetam o equilibrio do
metabolismo como um todo proporcionando um processo em cascata, no qual
o conjunto de mutacdes vai se intensificando e a doenca se prolifera
rapidamente. Este pode ser hereditario como uma heranca através da linhagem
germinativa e, portanto, ja inerente em cada célula do corpo. Ou esporadico (o
mais comum) como resultado de uma desordem no processo citado acima

(Nussbaum et al., 2008).
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Os genes nos quais as mutacdes que causam esta doenga ocorrem, S&0
classificados em dois tipos: 0S oncogenes e 0S genes supressores tumorais.
Ambos estdo diretamente relacionados ao crescimento celular seja pela
codificacdo de proteinas de sinaliza¢éo ou de regulagcéo ou outra caracteristica
envolvida no processo. Em especial, os oncogenes sao genes mutantes dos
proto-oncogenes, uma classe de genes normais que participam do ciclo celular.
Eles tém um efeito dominante e uma vez ativados ou hiperexpressos, € iniciada
a mudanca do fendtipo de uma célula, resultando na malignizacao
(cancerizacao) das células normais (Figura 1). Essas células diferentes séo
denominadas cancerosas (Nussbaum et al., 2008; http://www.inca.gov.br/
conteudo_view.asp?id=322).

A incidéncia do cancer varia entre as populacdes de diferentes paises e
regides e responde mundialmente por mais de 20% de todas as mortes. Em
paises desenvolvidos, essa doenca é responsavel por mais de 10% da renda
destinada a cuidados meédicos (Nussbaum et al.,, 2008). Entre os fatores
envolvidos no mecanismo de carcinogénese estdo: alteracdes mdultiplas
acumuladas, incluindo inativacdo de genes supressores tumorais, ativacao de
oncogenes e anormalidades nos reguladores do ciclo celular e dos fatores de

crescimento (Dantas et al.,2009).
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Figura 1- Processo de cancerizacdo da célula, onde um agente cancerigeno entra em contato

com as células normais desencadeando a malignizacdo  dessas. Fonte:

http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322

Para a maioria dos cénceres, as taxas de sobrevivéncia dependem da
deteccédo precoce da doencga; tipicamente, quanto mais precocemente o cancer
€ detectado e diagnosticado, maior a taxa de sobrevivéncia. Na regiao
amazonica, segundo uma analise no banco de dados da FCECON (Fundacéo
Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas, uma instituicdo
referéncia em deteccao, progndstico e tratamento do cancer), contida no INCA
(Grafico 1), a maior incidéncia ocorre na populacdo com faixa etaria entre 60 a
79 anos, havendo em geral mais vitimas do sexo masculino. Além disso, os
marcadores existentes como, por exemplo: CA 125 — cancer de ovario, CA 15.3
— cancer de mama, CA 19.9 — cancer gastrointestinal, CEA — cancer de célon,
mama, pulmao e pancreético (Diamandist, 2004; Almeida et al., 2007), deixam
a desejar em termos de especificidade e sensibilidade, tornando-se necessaria
a identificacdo de novas proteinas séricas e metabdlitos associados a tumores
gue possam ser usados clinicamente como novos biomarcadores e permitam
detectar o cancer precocemente e monitorar a terapia ou a recorréncia da

doenca (Barril et al., 1999).


http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322
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Grafico 1 — Incidéncia do cancer gastrico por faixa etaria, em mulheres e homens, registrada

pela Fundacdo Centro de controle em oncologia (Manaus) no ano de 2000 a 2004. Fonte:

http://www.inca.gov.br/cancernobrasil/2010/docs.

1.2 Cancer géastrico

O céancer gastrico € uma neoplasia maligna e como tal se diferencia dos
tumores benignos, que sé@o autolimitados em seu crescimento e ndo invadem
tecidos adjacentes (embora alguns tumores benignos sejam capazes de se
tornarem malignos). Os tumores malignos apresentam-se predominantemente
sob a forma de trés tipos histologicos: o adenocarcinoma, responsavel por 95%
dos tumores gastricos, o linfoma, diagnosticado em cerca de 3% dos casos, e 0
estromal gastrointestinal — GIST (http://wwwz2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/
tiposdecancer/site/home/estomago). A maioria surge no antro € no corpo
gastrico, havendo ainda dois subtipos histolégicos comuns, o intestinal e o
difuso (Schulz, 2005).

Dentre todos os tipos de cancer, o gastrico € um dos mais comuns e 0
segundo em numero de mortes no mundo. A maioria dos pacientes €
diagnosticada com a doenca em estado avancado, o que diminui drasticamente
as opc¢oes de tratamento e resulta em uma média de sobrevivéncia em torno de

5 anos apenas para 25% dos casos (Ebert et al., 2006).


http://www.inca.gov.br/cancernobrasil/2010/docs
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Conforme citado anteriormente, h4 prevaléncia do sexo masculino, como
maior detentor de cancer gastrico, sobretudo acima dos 40 anos, porém essa
diferenca de incidéncia por sexo nao tem sido relacionada a questbes
hormonais particularmente e sim ao proéprio tipo histolégico ou a localiza¢do do
tumor (Mauad et al, 2000; Theuer et al., 1996). Embora na faixa etaria mais
jovem (abaixo de 40 anos) a incidéncia seja de apenas 5% do total dos casos,
a sobrevida € bem inferior, pois esses pacientes séo diagnosticados
tardiamente, uma vez que suas lesdes podem ser confundidas com patologias
benignas (Mauad et al, 2000; Theuer et al., 1996). Quanto a ocorréncia nesse
grupo mais jovem, ndo ha dados substanciais que apontem uma diferenca na
distribuicdo por sexo (1:1). Todavia, houve um aumento nos estudos
relacionados a esse assunto, sendo iniciado por McNeer (McNeer, 1941) e se
estendendo até os dias de hoje. Em Manaus, segundo estudos realizados na
FCECON sob a responsabilidade de um dos colaboradores do projeto, Dr.
Sidney Chalub, foi observada uma porcentagem maior, cerca de 10%, de
pacientes com cancer gastrico nas pessoas com menos de 40 anos de idade.
Em geral parece ndo haver barreiras quanto a faixa etaria, pois foi relatado
diagndstico positivo até numa crianca de 10 anos de idade (Mauad et al, 2000).

No contexto mundial, o Japdo é o que apresenta a mais alta taxa de
incidéncia deste tipo de céancer na faixa etaria acima de 50 anos (59,9 a
91,6/100.000 em homens e 23,8 a 38,9/100.000 em mulheres), sendo esta
associada principalmente a alimentacdo como, por exemplo: peixes
conservados em sal. A incidéncia de céncer de estbmago em imigrantes

japoneses residentes em Sdo Paulo excede aquela encontrada nos brasileiros
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nao japoneses em cerca de 30%, sendo pouco menor que a incidéncia
observada nos japoneses residentes no Japao. (Parkin et al., 1997).

No Brasil, o cancer de estbmago em homens € o segundo mais
frequente nas regides Norte (11/100.000) e Nordeste (9/100.000). Nas regides
Centro-Oeste (14/100.000), Sul (15/100.000) e Sudeste (14/100.000), é o
guarto. Para as mulheres é o0 quarto mais frequente na Regido Norte
(6/100.000); é o quinto na Regido Centro-Oeste (7/100.000) e nas demais
regides, Sul (8/100.000), Sudeste (9/100.000) e Nordeste (6/100.000), é o
sexto. Novamente, ele apresenta maior incidéncia em homens, porém nas
mulheres, corresponde a cerca de 5% de todos os tumores femininos. Estima-
se para o Brasil que no ano de 2012, o numero de novos casos desse tipo de
cancer sera de 12.670 nos homens e de 7.420 nas mulheres. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 13 casos novos a cada 100 mil homens
e 7 para cada 100 mil mulheres (Guerra et al., 2005;
http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/).

Tendo em vista a enorme quantidade de canceres conhecidos, o cancer
gastrico possui certa prevaléncia na regido Amazobnica. Como pode ser
observado no Grafico 2, os indices de taxa relativas para novos casos de
cancer gastrico calculado com base em cada 100.000 habitantes nas capitais
da regido norte se assemelham aos de outras regibes do pais. Estudos
anteriores realizados por Guerra et al.(2005) relacionam o desenvolvimento do
cancer gastrico ao baixo poder econémico e habitos alimentares, e em especial
na regido Norte pode estar associado ao maior consumo de farinha de
mandioca, alimento que pode liberar cianeto e modificar o pH da mucosa

gastrica.
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Gréfico 2 - Estimativa para o ano 2012 das taxas relativas de incidéncia por 100 mil novos

casos de cancer gastrico nas regibes do Brasil. Calculo realizado para as capitais. Fonte:

http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/.

1.3 Origem do cancer gastrico

Diversos fatores podem contribuir individualmente ou em conjunto para o

surgimento dessa neoplasia, desde fatores genéticos até habitos alimentares,

alguns destes descritos na tabela 1 (Schulz, 2005).

Tabela 1 — Causas de cancer gastrico em humanos.

Fatores envolvidos no cancer gastrico

Helicobacter pylori
Nitrosaminas
Baixa consumacao de frutas frescas e vegetais
Alcool
Fumo
Pré-disposicao genética pelo alto risco de mutacdes nos
genes (CDH1)

Pré-disposicédo genética pelo polimorfismo (IL1B)
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7

O Helicobacter pylori € considerado o principal agente etiolégico em
mais de 95% das gastrites crbnicas e responsavel pelo aumento do risco de
cancer em até nove vezes (César et al, 2002), sendo considerado um
carcinbgeno humano. Em torno de 50% da populacdo mundial possui cepas
dessa bactéria, porém menos de 10% desenvolve doenca inflamatéria e Ulcera,
e um namero menor ainda vem a apresentar cancer. A interacdo entre as
células epiteliais da mucosa do estbmago e a bactéria ocorre mediante a
atuacdo de vérias proteinas bacterianas, por exemplo: a proteina VacA tem
efeitos diretos sobre a regulacdo do ciclo celular e a apoptose das células
epiteliais gastricas, ou seja, ela induz a vacuolizacdo e morte das células do
hospedeiro. Isso leva a liberacdo de nutrientes e ainda facilita a introducédo da
H. pylori através da barreira mucosa. Além disso, essa proteina também é
imunossupressora, diminuindo as respostas por macréfagos e células-T
(Schulz, 2005).

A acdo deste agente carcinogénico € indireta, provocando gastrite,
metaplasia e displasia. A infec¢cdo € adquirida na infancia e a sua prevaléncia
entre a populacdo esta relacionada com o status socio-econdmico, onde
geralmente pessoas mais pobres apresentam a infecgcdo por um tempo mais
prolongado (César et al, 2002).

O risco do cancer gastrico também pode estar relacionado a presenca
de co-cancerigenos na dieta, especificamente sal e alcool excessivo, 0s quais
podem atuar como irritantes, agravando a destruicdo dos tecidos e
ocasionando uma inflamacéo da mucosa gastrica, 0 que pode corroborar para
uma infecgdo por H. pylori (César et al, 2002). As nitrosaminas, (R2N-N=0),

sdo também potentes agentes cancerigenos e estdo relacionadas a diversos
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géneros alimenticios, pois 0s nitritos e nitratos usados para conservar alguns
tipos de alimentos, como carnes, peixes, salsichas e outros tipos de enlatados,
sdo transformados nelas no estbmago. Elas sdo agentes alquilantes que ao
reagirem com bases de DNA podem causar mutacdes. Algumas dessas
mutacdes foram encontradas em canceres gastricos nos genes: TP53, CDH1
(E-Caderina), e CTNNBL1 (B-Catenina) (Schulz, 2005; Macdonald et al., 2004).

Entre os fatores genéticos tém-se as mutacdes no gene CDHI1,
responsavel por codificar a E-caderina. Esta € uma glicoproteina de membrana,
gue possui a funcdo de mediar a adesao homolitica entre as células epiteliais,
ou seja, ela conecta o citoesqueleto pela forma de cateninas. Algumas dessas
mutacdes sdo pequenas delec¢des na fita ou aquelas que afetam o encaixe do
sitio de dominio de adesé&o, ocasionando uma proteina mais curta que 0O
normal, que resulta na perda da habilidade dessas interacdes. Essa
desfuncionalidade da E-caderina acarreta um padrdo de crescimento difuso
das células tumorais, e pode contribuir também para a desregulacdo da via
WNT, o que geralmente ocorre durante a progressdo do tumor. Raros casos
familiares deste tipo de cancer sdo causados por mutacfes germinativas
(hereditarias) da E-caderina, e o gene CDH1 se comporta como um classico
gene supressor tumoral para esse tipo especifico de doenca (Schulz, 2005;
Alberts et al., 2008).

Outros fatores genéticos sdo os possiveis polimorfismos principalmente
no gene IL1B, o qual codifica as proteinas citocinas (um grupo de moléculas
envolvidas na emissdo de sinais entre as células durante o desencadeamento
das respostas imunes) em humanos. Uma alteragdo no promotor pode

7

influenciar o nivel de expressdo da citocina. Na figura 2, € mostrado um


http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunit%C3%A1rio

32

exemplo de polimorfismo desse gene, onde a troca entre as bases
nitrogenadas citonina por timina altera substancialmente a intensidade do
promotor desse gene, pois os alelos-T de transcricdo se ligam mais fortemente
do que em alelos-C, logo a expresséo de IL1B € mais fortemente induzida. A
presenca desses alelos-T estd associada a aproximadamente dez vezes o
aumento do risco de Ulceras gastricas e do cancer (Schulz, 2005; Macdonald et
al., 2004; Alberts et al., 2008).

O polimorfismo nesses genes, incluindo os polimorfismos IL1B-31C/T
esta na grande maioria das vezes em ligacao de desequilibrio com outro grupo
de genes. Significando que uma forma particular (alelo) do gene IL1B é
encontrada junto com outra forma particular do gene IL1R. Este efeito age de
maneira sinérgica com o genotipo da Helicobacter pylori, pois se, por exemplo:
0 risco de cancer gastrico para determinada populacdo é de cerca de 2 a 3
vezes mais elevado com a presenca dessa bactéria; ele pode aumentar cerca

de até 100 vezes mais nos portadores do gene IL1B-31T (Schulz, 2005).
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Figura 2 - O polimorfismo no promotor ILB1 relacionado ao risco de cancer gastrico indica a
troca da base nitrogenada citosina (C) por timina (T), gerando uma sequéncia TATAAA, o que

aumenta a forga desse promotor. Fonte: Schulz, 2005.
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Diante dos fatores acima citados, ndo € surpresa que 0 cancer gastrico
seja considerado uma doenca multifatorial. Contudo, vale enfatizar que essa
neoplasia comec¢a a demonstrar indicios de uma diminuicdo em certos paises,
inclusive no Brasil. A explicagdo vem de uma melhor conservagdo dos
alimentos aliados a modificacdo no habito alimentar, ou seja, 0 aumento da
ingestao de frutas, legumes e verduras frescas. Essa alimentacéo se torna um
fator protetor visto que esses alimentos tém vitaminas com propriedades
antioxidantes. Outra caracteristica pertinente € a diminuicdo nas taxas
referentes a permanéncia da infeccao pela bactéria Helicobacter pylori, devido
ao surgimento de medicamentos mais eficazes juntamente com uma melhoria

no saneamento basico e mudancas no estilo de vida da populagéao.

1.4 Biomarcadores

O advento da engenharia genética, o surgimento e o desenvolvimento
de novas metodologias e a conclusdo do sequenciamento do genoma humano
em 2001, possibilitaram a area da biologia molecular um grande avanco,
tornando possivel o estudo de maneira mais abrangente e complexa dos
sistemas bioldgicos, e o desafio da busca por biomarcadores.

No caso especifico do cancer, um biomarcador pode ser entendido como
gualquer molécula ou caracteristica biolégica que indique alteracdes do estado
fisiolégico normal para o patologico. E definido como uma caracteristica
biolégica que fornece informa¢des tanto para diagnostico, progndstico, valor

preditivo ou informagBes terapéuticas sobre uma determinada doenca
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(Carvalho et al.,, 2006a). Alguns aspectos fundamentais devem ser
considerados quando se procura um biomarcador:

1. A selecao do material bioldgico a ser utilizado, pois varios tipos de amostras
estdo disponiveis para a pesquisa de cancer, por exemplo: o tecido tumoral e
os fluidos do corpo tais como soro ou plasma;

2. A definicdo do alvo de um biomarcador: DNA, RNA ou proteinas. Pois estes
podem ser utilizados como biomarcadores, e a escolha do tipo de alvo tem
implicagbes relevantes;

3. Aincorporacao das caracteristicas de diagnostico precoce da neoplasia e de
sua origem, estabelecimento da extensdo da doenca, de maneira a permitir o
acompanhamento temporario das mudancas do tumor (Silveira, 2005).

Da mesma forma, se um marcador é usado num cenario de previsao
uma correlacdo do biomarcador com a quantificacdo do estagio tumoral
também é desejavel. Finalmente, reprodutibilidade e facilidade de interpretacdo
séo valiosos recursos aplicaveis (Jimeno et al., 2006).

Portanto, ha um enorme esforco para identificar, caracterizar e validar
biomarcadores significativos, isso porque 0 sucesso de desenvolvimento
destes representa um passo em frente a individualizacdo do diagndéstico
precoce, na terapia e acompanhamento a partir de uma perspectiva orientada
clinicamente, com énfase nos biomarcadores que sdo candidatos a serem
incorporados nas etapas sucessivas de diagndstico, selecdo terapéutica e
monitoramento da eficacia terapéutica (Jimeno et al., 2006).

Finalmente, vale ressaltar que a grande maioria dos trabalhos
objetivando a busca de biomarcadores tem como resultado um painel de

candidatos. Isto porque para ser considerado como um biomarcador, ele deve
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passar por cinco fases experimentais, as quais sdo: 1) a exploracao pré-clinica;
2) testes clinicos e validacdo; 3) retrospectiva longitudinal; 4) triagem
prospectiva e 5) controle da doenca. Esse processo é bastante complicado,
uma vez que o numero de pacientes necessario para cada etapa € elevado,
passando de centenas de individuos e também pela necessidade da presenca
de vérios 6rgaos estarem envolvidos para a efetiva utilizacdo e aprovacao,
como por exemplo: a NIST (National Institute of Standards and Tecnology). Por
iSsO que o presente trabalho busca candidatos a biomarcadores para ajudar a
compreender melhor a doenca em um nivel molecular, porém n&o a

aplicabilidade imediata no diagndstico clinico (Pepe et al., 2001; Barker, 2003).

1.5 Biologia molecular — Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR-

Polymerase chain reaction)

A biologia molecular tem o estudo dirigido especialmente para a
estrutura e funcdo do material genético, os produtos de expressao
correspondentes e as proteinas; de maneira a investigar a interacdo entre os
diversos sistemas celulares, principalmente no que diz respeito a relacao entre
o DNA, RNA e a sintese protéica (Alberts et al., 2008). Entre as diversas
técnicas existentes que auxiliam nesse estudo tem-se o PCR, reacdo em
cadeia pela polimerase. Essa técnica avancou bastante desde a primeira
utilizacdo por Saiki e colaboradores (Saiki et al., 1985).

E um método que faz uso de oligonucleotideos (primers) como
demarcadores de regides especificas da molécula de DNA para a acdo da DNA
polimerase, possibilitando a amplificacdo de um numero ilimitado de

sequéncias-alvo. E bastante sensivel e o nimero de ciclos de amplificacéo
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varia de acordo com o objetivo e as condi¢Oes utilizadas. Para quantificar os
produtos desse método da PCR, é geralmente usado o RT-PCR (Real-Time
Polymerase chain reaction), onde é possivel monitorar a quantidade de produto
amplificado em tempo real (Alberts et al., 2008; Bartlett e Stirling, 2003).

No cancer gastrico, esta técnica de PCR tem sido empregada para um
estudo mais direcionado para a ocorréncia e funcao de certos genes envolvidos
nesta doenca, entre eles tém-se 0s genes virais como o do virus de Epstein-
Barr (EBV). O EBV é classificado como um cancerigeno do grupo 1, de acordo
com a agéncia internacional para pesquisa sobre cancer (IARC). Pertence a
familia gama-herpes, que tem uma molécula de DNA linear responsavel pela
codificacdo de aproximadamente 100 proteinas (Lima e Rabenhorst, 2006;
Silva e Zucoloto, 2003). A incidéncia desse virus nesse tipo de cancer tem sido
encontrada num percentual de 2 a 18% da populacdo mundial (Burke et
al.,1990; Hayashi et al., 1998; Koriyama et al., 2001; Lopes et al., 2004). Um
artigo recente no Brasil descreve essa incidéncia como de aproximadamente

8% entre os casos diagnosticados no Ceara (Lima et al., 2011).

1.6 Protebmica

As proteinas sdo a acdo do organismo, ou seja, sdo as moléculas
executoras das células, as quais realizam praticamente tudo com relacdo ao
metabolismo. Exemplos sdo enzimas que catalisam processos bioquimicos;
outras sdo reguladoras que contribuem para a expressao do genoma; varias
sdo estruturais; entre outras diversas funcdes que elas podem ter. O proteoma
pode ser definido como o completo contetdo protéico expresso por um genoma

ou por uma célula ou um tipo de tecido. De maneira mais abrangente neste



37

contexto estdo inclusas a quantificacdo, localizacdo, determinacdo de
modificagbes poés-traducionais, mutacdes e polimorfismos das proteinas. A
protebmica é o conjunto de técnicas que estuda esse conteudo protéico
presente em diferentes partes do organismo e como ele reage as mudancas
com o tempo e as varias condicdes submetidas (Eidhammer et al., 2007).
Através da protedmica pode-se fazer um estudo sistematico de diversas
propriedades das proteinas numa forma paralela, podendo fornecer assim uma
detalhada descricao da estrutura, funcdo e controle dos sistemas bioldgicos.
Tal fato permite, portanto, estudar perfis de expressdo protéica, onde
comparacdo de estados fisiologicos diferentes € possivel (Huber, 2003;
Patterson et al., 2003).

O proteoma se modifica ao longo do desenvolvimento de um organismo,
diferente do genoma (conjunto de genes), o qual permanece praticamente o
mesmo durante toda a vida. Logo, ndo € surpresa que as informacdes contidas
no genoma nao sejam suficientes para conhecer completamente seu
equivalente protéico, pois o0 DNA nao fornece toda informacdo sobre a
estrutura, interacdo e funcionalidades das proteinas. Além de que geralmente
as proteinas sdo modificadas pos-traducionalmente (Zhang et al., 2010)

O estudo da protedmica requer metodologias que possuam
sensibilidade, reprodutibilidade, rapidez, facilidade e automacéo, fatores esses
gue resultam em uma analise de custo relativamente alto. Com o avanco nas
técnicas protedmicas torna-se possivel uma “visualizagao” do proteoma, o que
pode auxiliar no reconhecimento de padrées podendo trazer impacto direto na
clinica médica entre outras aplicabilidades (Carvalho et al., 2006a).Na Figura

3, € mostrado um fluxo de trabalho que geralmente é empregado nessa area.
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Figura 3 - Fluxo de trabalho de um tipico experimento de protedmica desde a extracdo até a
identificacdo e caracterizagdo das proteinas usando dados de espectrometria de massas em

tandem. Fonte: Modificado de Cottrell, 2011.

1.7 Separacéo de Proteinas

As técnicas de separacdo de proteinas sdo capazes de simplificar um

complexo de amostras biolégicas, possibilitando um aumento no nimero de
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identificagBes confiaveis quando acopladas a espectrometria de massa
(Veenstra et al., 2006). Logo, a escolha do método é geralmente o primeiro
passo de uma aplicacdo proteébmica. Alguns exemplos de técnicas que podem
ser empregadas sao: eletroforese unidimensional e/ou bidimensional em gel
(SDS-PAGE), e cromatografia liquida (por exemplo: fase reversa e troca ibnica,

por afinidade, entre outras ou combinacao delas).

1.7.1 Descricdo das técnicas utilizadas nesse trabalho:

> Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

E um método utilizado para a andlise das massas moleculares de
proteinas. Este utiliza o dodecilssulfato de sodio (SDS) para desnaturar as
proteinas no gel de poliacrilamida, ou seja, converté-las numa estrutura linear,
conferindo uma densidade de carga uniforme, o que minimiza assim possiveis
interferéncias. O uso do ditiotreitol (DTT) ou 2-mercaptoetanol, como agentes
redutores em altas temperaturas desfazendo as pontes dissulfetos, também
auxiliam na eliminacdo da estrutura tridimensional dos polipeptideos. Tais
fatores sdo usados com o proposito de que a separacdo dependa apenas do
volume molar (que na grande maioria das vezes esta fortemente
correlacionado a massa molecular) de cada amostra a ser analisada.

O gel € uma matriz constituida de polimeros de acrilamida com ligacdes
cruzadas de N-N-metil-bisacrilamida, cuja porosidade é escolhida com base na
composicdo do alvo a ser escolhido. Quanto maior a concentracdo de

acrilamida, menores serdo os poros da malha formada. Ja o SDS é um
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detergente anfétero com uma carga negativa dentro de uma ampla faixa de pH,
cuja calda hidrofébica interage com as cadeias polipeptidicas.

Ao aplicar um campo elétrico, as moléculas migram através da malha de
acrilamida do poélo negativo (dnodo) em direcdo ao pdlo positivo (catodo),
Figura 4. Dependendo do seu tamanho, cada proteina se movera
diferentemente: as proteinas menores migrardo mais rapidamente, enquanto
gue as maiores terdo mais dificuldade em atravessar a malha do gel e, assim,
se moverao mais lentamente.

Quando proteinas marcadoras (pesos moleculares conhecidos de
diversas cadeias polipeptidicas) sdo usadas na analise, pode-se inferir a
mobilidade eletroforética da proteina de interesse. Devido uma reta que pode
ser utilizada como padrao para o calculo aproximado do peso molecular. Esta é
obtida pelo logaritmo da massa molecular de proteinas conhecidas no eixo y
pela distancia percorrida de cada banda (Ry) pertencente ao padréao até a frente

do gel no eixo x (Fischer, 2010).

[<Ty P Amostras

N

Figura 4 - Esquema da eletroforese em gel de poliacrilamida, onde ao aplicar um campo
elétrico, as proteinas do padréo (P) e das amostras migram através da malha de acrilamida do
pélo negativo (anodo) em direcdo ao poélo positivo (catodo). Fonte: Modificado de

http://biomedicinabrasil.blogspot.com.
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» Tecnologia de identificacdo de proteinas multidimensional (MudPIT)

A motivagdo de aumentar o numero de proteinas identificadas em uma
analise de misturas complexas levou ao desenvolvimento da tecnologia de
identificacdo de proteinas multidimensional — MudPIT (Lin et al., 1999;
Washburn et al., 2001). MudPIT combina cromatografia de troca iGnica (SCX)
intercalada com cromatografia de fase reversa (RP) diretamente acoplada a
espectrometria de massas em tandem (Figura 5). Ela pode ser on-line (com
uma coluna de cromatografia bi-fasica) ou off-line (a cromatografia de troca
ibnica é feita independentemente para entdo submeter as fracbes dessa
primeira dimensédo a cromatografia de fase reversa). Ambas tém vantagens e
desvantagens: o modo off-line oferece maior flexibilidade, podendo ser
otimizada a separacdo; o modo on-line por sua vez é um processo
automatizado, o que evita a perda e contaminacdo de amostra (Motoyama et
al., 2008).

A cromatografia de troca idnica (SXC) separa as proteinas de acordo
com a carga através das interacOes eletrostaticas das cadeias laterais dos
aminoacidos carregados com o tipo de resina usada. A separacao se inicia com
0 aumento gradual da concentracao ibnica permitindo uma eluicdo diferencial
do analito, visto que os de menor afinidade com a resina irdo eluir primeiro. As
matrizes disponiveis comercialmente para esse tipo de analise podem variar
guanto ao tipo e grau de interacdo, tamanho da particula e natureza quimica da
resina, pois essas podem ser aniénicas ou catiénicas. Contudo, todas permitem
o fracionamento de proteinas pela carga superficial, portanto a escolha do tipo

de matriz depende do tipo de amostra.
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A cromatografia de fase reversa (RP) € um método que utiliza uma fase
estacionaria ndo polar, onde a silica (polar) foi derivatizada com
hidrocarbonetos que variam em comprimento de C4 a Cys. A fase Ci5 € a mais
usada, por ser a mais indicada para peptideos, além de oferecer retencéo e
seletividade para uma ampla gama de compostos contendo diferentes grupos
polares e ndo polares na sua superficie. A fase mdvel consiste em
combinacdes de gradientes de agua e solventes polares organicos, geralmente
acetonitrila ou metanol. Nesse método, as moléculas mais polares irdo eluir
primeiro e conforme o aumento da concentracdo do solvente organico menos
polar, aquelas moléculas que ficaram retidas na coluna irdo eluir também.
Outro quesito importante nesse processo € o0 tempo de retencdo de cada
molécula, que sera especifico para cada um, dependente também do grau de
hidrofobicidade (Fischer, 2010; Neverova et al., 2005).

Na abordagem MudPIT, o complexo de peptideos € aplicado a uma
coluna de troca idnica, onde uma fracdo de peptideos absorvida € deslocada
para uma coluna de fase reversa quando submetida a um “pulso” de
concentracdo da solucéo salina crescente. Os peptideos retidos na coluna de
fase reversa sdo entdo submetidos a um gradiente hidrofébico com o aumento
na concentracdo de solvente organico para serem eluidos para o

espectrometro de massas e identificados (Fischer, 2010; Zhang et al., 2010).
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Figura 5 - Tecnologia de identificacdo de proteinas multidimensional (MudPIT), a qual utiliza
uma cromatografia de nanofluxo com coluna de troca ibnica seguido de coluna de fase reversa

acoplada a espectrometria de massas em tandem. Fonte: Modificado de Fischer, 2010.

1.8 Identificacdo de Proteinas

A identificacdo das proteinas pode ser realizada mediante o uso da
espectrometria de massas em conjunto com algoritmos especializados. A
massa molecular de um peptideo, juntamente com um perfil de massas
resultante da fragmentacdo do mesmo pode ser adquirida experimentalmente
por espectrometria de massas, fornecendo o MS' (survey scan) e o MS?
(também conhecido como o peptide fragmentation fingerprint). Tais
informacfes podem ser submetidas a uma ferramenta de busca, por exemplo:
SEQUEST (Eng et al., 1994), X-Tandem (Craig et al., 2004), Mascot (Perkins et
al., 1999), ou ProLuUCID (Xu et al., 2006). Estas ferramentas comparam o
espectro experimental com teoricos gerados a partir de um banco de
sequéncias de peptideos e fornece como resultado a sequéncia para o qual o

espectro tedrico mais se assemelha ao experimental. Os resultados devem ser
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probabilisticamente validados usando uma ferramenta como DTASelect ou

Search Engine Processor (Cociorva et al., 2006; Carvalho et al., 2012a).

1.8.1 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) é uma das ferramentas analiticas
usadas em estudos relacionados a areas da biologia, da medicina, alimenticia
e tecnolégica. Através dela podem-se comparar padrdes entre duas condicbes
especificas, estudar modificacbes protéicas poés-traducionais, realizar
fragmentagOes visando a elucidacdo e confirmacdo de determinada estrutura,
além de poder ser usada para quantificar biomoléculas, tais como proteinas,
peptideos, carboidratos, entre outros. A MS é considerada o estado da arte na

analise de sequéncia de peptideos (Liebler, 2002; Ferreira et al., 2009).

» Funcionamento do espectrometro de massas

O espectrobmetro de massa € um instrumento analitico capaz de
converter moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-los de acordo
com a sua razao massal/carga (m/z), utilizando para isso campos elétricos ou
eletromagnéticos. Uma analise no espectrometro de massas inicia com a
introducdo da amostra no equipamento por injecdo direta ou através de um
equipamento de separacdo acoplado: cromatografo gasoso (GC), o
cromatografo liquido (LC) ou aparelho de eletroforese capilar (CE). Caso esse
processo seja automatizado uma maior quantidade de amostras sera analisada
num curto periodo de tempo. Em seguida, os ions sdo gerados e separados
por meio de sua relagdo massa-carga (m/z) em um analisador de massas e

detectados qualitativamente e/ou quantitativamente por meio de um detector, 0
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qual registra a corrente ibnica oriunda do analisador na forma de ions. A
magnitude do sinal elétrico em funcdo da razdo m/z é convertida por um
processador de dados, o qual gera o espectro de massas correspondente
(Gross, 2004 apud Ferreira et al., 2009; Carvalho, 2010). Em resumo, um
espectrémetro de massas é composto basicamente, por uma fonte ionizante,
analisador (es) e detector (es), conforme esquematizado na Figura 6
(Carvalho, 2006b; Carvalho, 2010).

Contudo, essa tecnologia cujos dados permitem interpretar as
informacdes contidas no genoma (Mann et al., 2003), sO passou a ser usada no
estudo de biomoléculas ap0s a criacdo de novas técnicas de ioniza¢do que néo
degradassem as macromoléculas, ou seja, técnicas mais brandas, nas quais se
destacam: Matrix Assisted Laser Desorption lonization - MALDI (Karas et al.,

1987) e ElectroSpray lonization — ESI (Fenn et al.,1989).

Amostra lonizagao Analisador > Detector | Andlise de dados

Pressao: Tatm Recipiente com baixa pressao

Figura 6 - Esquema de um espectrébmetro de massas. Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2006b.
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O MALDI € um método no qual a amostra é co-cristalizada huma matriz
composta de acido de peso molecular conhecido. Essa matriz absorve a
energia do laser e a transfere para o analito acidificado. O aquecimento rapido
pelo laser causa a dessorcdo da matriz e os ions do analito ((M+H]") entram na
fase gasosa. Varias centenas de disparos de laser sdo necessarios para atingir
uma relacdo sinal/ruido aceitdvel para a deteccdo do ion. O analisador
geralmente empregado nesse método é o tempo de voo (TOF), no qual os ions
cruzam uma regido livre de campo elétrico numa velocidade inversamente
proporcional a raiz quadrada da razdo m/z. Logo, 0s ions com menor razdo m/z
chegam mais rapidamente ao detector. Algumas desvantagens desse método
sdo a baixa reprodutibilidade e a dependéncia da preparacdo de amostra
(Yates et al., 2009; Eidhammer et al., 2007; Fischer, 2010).

A ionizacdo por spray de elétrons, ESI, ao contrario do MALDI, produz
jons a partir de uma solucéo. Pela aplicacdo de uma diferenca de potencial
entre a extremidade do capilar na camara de ionizacao e o orificio de entrada
no espectrébmetro de massas concentram-se 0s ions na extremidade da gota
da solucéo, onde se tém duas forcas atuantes: a forca eletrostatica e a tensao
superficial. A medida que ha o aumento da densidade das cargas positivas, a
forma esférica das micro-gotas se modifica para de um cone, denominado
“‘cone de Taylor’. Ao intensificar esse processo, ha uma desestabilizagdo do
menisco que causa a ruptura do cone, transformando-o em um “spray
eletrolitico” de micro-gotas altamente carregadas (Figura 7), as quais sofrem
dessolvatacdo pelo aumento da temperatura, diminuindo a concentracdo do
solvente, aumentando as forcas eletrostaticas repulsivas até o limite de

Rayleigh, quando ocorre a “explosao coulombiana”. Entdo, essas goticulas
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altamente ionizadas desfeitas transferem carga as moléculas do analito, os
quais seguem até o analisador como ions discretos. A ESI é bastante utilizada
devido a compatibilidade com varios instrumentos, e o desenvolvimento do
micro e do nano-ESI possibilitou uma melhoria na sensibilidade do método

(Carvalho, 2006b; Carvalho, 2010; Yates et al., 2009).

Caminho para

o analisador

Figura 7 - Micro gotas séo expelidas do cone de Taylor, a medida que se aplica uma diferenca
de potencial entre a extremidade do capilar e a entrada no espectrémetro de massas, sofrendo

ainda a dessolvatacdo, resultando em goticulas altamente carregadas para o analisador. Fonte:

Fischer, 2010.

Pode-se usar dois analisadores em conjunto com o ESI, por exemplo: o
conjunto armadilha de ions / Orbitrap. Neste, os ions oriundos da fonte de
ionizagao sao selecionados e “guiados” até a armadilha de ions (ion trap) por
um campo elétrico quadrupolar originado de quatro varetas paralelas, na qual
cada par de varetas opostas séo eletricamente conectadas para estabelecer
um campo eletromagnético. De maneira que a variagcdo na radiofrequéncia
(RF) com a voltagem e na frequéncia angular do potencial de RF do angulo
inicial faz com que os ions possuam uma variacao senoidal, porém com uma
trajetéria estavel (sem colisdo contra os polos) ao longo do filtro (Figura 8a)

(Carvalho, 2010).
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Na armadilha de ions, os ions sdo separados de acordo com sua razao
m/z ao passo que se aplicam campos eletromagnéticos de frequéncia
constante, porém cujas intensidades crescem. Quando a frequéncia natural dos
ions se iguala a frequéncia imposta na armadilha, os ions sdo expelidos sendo
obtido o MS1, o qual é o espectro de massas que representa o perfil da razao

m/z dos peptideos ionizados (Figura 8b).

Para a

bastes quadrupolo madll_hj

fon com trajetdria
estavel

\

entrada

fon com trajetdria instdvel

Figura 8- (a) O quadrupolo “filtra” e “guia” os ions até a armadilha de ions. O ion representado
pelo caminho azul demonstra uma trajetéria instavel, colidindo em uma das varetas de onde o
campo elétrico se origina. O ion representado pelo caminho vermelho possui uma trajetdria
estavel, seguindo para a armadilha de ions. Fonte: (a) Carvalho, 2010. Figura 8- (b) A armadilha de
fons (lon trap) seleciona os ions de acordo com sua razdo m/z a medida que a intensidade dos
campos eletromagnéticos cresce fazendo com que os ions saiam do “aprisionamento” e sejam

expelidos e detectados, obtendo-se o MS™. (b) Modificado de Glish et al., 2003.

Atualmente existem iniumeros modelos de espectrémetro de massas,
cada um otimizado para uma particularidade. O Orbitrap Velos (Thermo, San
José, California) (Figura 9), que é considerado estado-da-arte, foi o utilizado
nesse trabalho. Ele contém uma fonte ionizante eletrospray (ESI), analisadores
do tipo “armadilha de ions” (Linear-trap ou LTQ) e Orbitrap. Este ultimo

analisador foi inventado por Makarov em 1999 (Makarok, 2000) e possui uma
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Orbita que aprisiona os ions em torno do eletrodo central e oscilam
harmonicamente ao longo do eixo com frequéncias relativas aos valores de m/z
até que atinjam uma frequéncia caracteristica. Tal aprisionamento deve-se ao
campo eletrostéatico aplicado, no qual a atracéo eletrostéatica do eletrodo interno
se iguala a forca centripeta. A frequéncia desta Orbita pode ser facilmente
demonstrada a ser inversamente proporcional a raiz quadrada da razdo m/z
dos ions. A determinacdo da frequéncia dos ions presentes é feita aplicando a
transformada de Fourier ao sinal que provém do detector. Além disso, o
analisador do tipo Orbitrap se caracteriza pela alta resolucdo (até 200 000) e

acuracia de aproximadamente 1 a 5 ppm (Makarok, 2000).

quadrupole

i

Figura 9 — Esquema do espectrbmetro de massas Orbitrap Velos (Thermo, San José,
Califérnia) com a fonte ionizante eletrospray (ESI) e os analisadores do tipo

guadrupolo/armadilha de ions (linear trap) e Orbitrap. Fonte: Carvalho, 2010.

Este espectrometro é capaz de realizar experimentos de espectrometria
de massa em tandem (MS"), sendo fundamental para a protedmica shotgun na
identificagdo de peptideos e proteinas (Figura 10). Ele pode dissociar as

moléculas por trés técnicas: dissociacdo por colisdo induzida (CAD),
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dissociagdo por transferéncia de elétrons (ETD) e dissociagdo por alta energia
(HCD). Porém a mais usada neste tipo de abordagem shotgun é a dissociacao
por colisdo induzida, sendo eficaz, nesta configuragdo com ions com carga +2
e +3. Com relacdo aos analisadores presentes, ambos podem trabalhar em
paralelo, onde a configuracdo mais utilizada é a obtencédo do MS* no Orbitrap,
e as andlises subsequentes de MS? no linear trap - LTQ, fazendo assim
proveito da alta resolucdo do Orbitrap e velocidade do LTQ (Carvalho, 2010;
Han et al., 2008; Motoyama et al., 2008). A sensibilidade e precisdo deste

aparelho o fizeram o escolhido para as analises deste trabalho.

00 B33 N30 0D AL 0G0 I0SD 1100

Figura 10 - A sequéncia de aminoacidos do peptideo PVNFKFLSH pode ser elucidada com o

MS2 (espectrometria de massa em tandem) acima pela diferenca de massa entre “picos”.

Fonte: Rioli et al., 2003.
> Bioinformatica

Uma vez obtidos os dados, ou seja, os resultados inerentes a massa
molecular (MM) dos peptideos mediante o MS*, assim como a informacao
relativa a sequéncia de aminoacidos dos peptideos, contidas nos espectros de

fragmentacdo (MS?) e também tendo o conhecimento da enzima que realizou a
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digestdo, neste caso, tripsina, podem-se usar softwares de busca. Para cada
espectro de massas experimental obtido, estas ferramentas séo capazes de
apontar a sequéncia peptidica existente em um banco de dados, que indica
qual espectro tedrico mais se assemelha ao experimental; € fornecido em
conjunto um score de medida de semelhancga. Os softwares mais conhecidos e
comumente empregados sdo: o SEQUEST, ProLuCID e o Mascot. No
SEQUEST e ProLuCID a métrica de semelhanca é conhecida como correlacédo
cruzada Os dados devem ser poés-processados por uma ferramenta como
DTASelect (Cociorva et al., 2006) ou Search Engine Processor (Carvalho et al.,
2012a). Estes se baseiam em uma distribuicdo de “scores” obtidos da
identificacdo de sequéncias artificiais, inexistentes no organismo, para poder
estabelecer “scores” de cut-off de forma a convergir para uma resposta
confiavel. Em seguida, estas ferramentas fornecem a lista de proteinas

existentes a partir dos peptideos identificados.

1.9 Marcadores Protéicos Aplicaveis na Deteccdo de Processos

Cancerigenos

O desenvolvimento de métodos analiticos mais sofisticados proporciona
novas metas para a caracterizacdo da doenca, diagnéstico precoce e
desenvolvimento de medicamentos. Além disso, as analises de mutacdes de
genes tém proporcionado uma visdo sobre a patogénese e progressao a partir
de lesdes pré-invasivas de cancer invasivo. Dessa maneira, a busca por
marcadores séricos nesse caso fundamenta-se no conceito de que algumas
substancias especificas sejam liberadas pelas células tumorais ou pelo

organismo hospedeiro em resposta a presenca do tumor. Logo, um marcador
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tumoral pode ser definido como qualquer substancia que esteja correlacionada
com a apresentacao clinica do tumor, seu crescimento e mudanga de tamanho
apos o tratamento (Carvalho et al, 2005). Nesse contexto, o perfil dos genes e
da expresséao de proteinas tem avancado e contribuido com a compreenséao na
identificacdo de genes que sao altamente expressas em canceres, fornecendo
mais detalhes sobre os recursos clinicos patoldégicos e revelando novos
aspectos relacionados para o processo de invasdo dos tecidos por estes
tumores.

A expansdo do conhecimento referente aos perfis de pacientes com
cancer esta produzindo novas metas, mas também novos marcadores. Como
exemplo pode-se citar a descoberta de fatores genéticos cuja presenca
predispde o0 cancer pancreatico, como a associacdo de genes BRCA2 com
defeitos da anemia Fanconi e a sensibilidade a mitomicina C. Outros exemplos
utilizando a analise protebmica tém apresentando resultados aparentemente
satisfatorios, como a analise do perfil protéico realizado no SELDI-TOF que
apresentou no espectro de massas diferencas nos padrdes de expressédo entre
0s pacientes com e sem cancer (Figura 11). Além de que, nesse trabalho foi
possivel ver que apenas o diagnoéstico pela biopsia possui falhas quanto a
deteccdo precoce da mesma, pois pacientes considerados saudaveis pela
biépsia e pelo antigeno PSA, foram classificados pela espectrometria de
massas como detentores de cancer, o que ficou comprovado cinco anos mais
tarde pela biopsia, ou seja, o perfil protéico ja estava modificado cinco anos
mais cedo, mesmo que este nao fosse perceptivel ao atual diagndstico clinico

existente (Petricoin et al., 2002a).



53

CANCER 1

CANCER 2

BENIGN 1

BENIGN 2

i L} T 1 r ) I

2730 300 3250 2500 3730 4000 4251) 4500

Figura 11- Cromatograma exemplificando as diferengas nos padrdes de expressao entre 0s

pacientes com e sem Cancer. Fonte: Petricoin et al., 2002a.

Em outro estudo com SELDI-TOF (Petricoin et al, 2002b), baseando-se
apenas nos picos diferencialmente intensificados, foi possivel diagnosticar os
casos de céancer de ovario em 100% dos casos e de mulheres ndo afetadas
pela doenca em 95%. Ja no estudo realizado com pacientes de cancer
gastrico foi possivel distinguir em particular pacientes nos estagios l e ll, lll e IV
(Figura 12) desse tipo de cancer (Zhao et al., 2010). Trabalhos semelhantes a
esses impulsionaram a aplicacdo dessa técnica a outros tipos de tumores e
tecidos (Li et al., 2002; Yasui et al., 2003).

Portanto, a existéncia de padrdes especificos reforca a hipotese de que
biomoléculas podem originar-se de microambientes do tumor hospedeiro (Zhao
et al.,, 2010) permitindo sua andlise, e que a poderosa combinacdo da
protedmica com 0Ss novos avangos de técnicas instrumentais como a
espectrometria de massas pode permitir grandes modificacdes na clinica
médica atual. Tais conhecimentos eventualmente levam a abordagem de um

tratamento mais individualizado da doenca em estudo. (Jimeno et al., 2006).
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Figura 12 - Expresséo diferencial no Surface-enhanced laser desorption/ionization - Time of
flight (SELDI-TOF) em picos na razdo m/z 4665 em amostras de pacientes com estagio /1l
versus estagio I11/1V de cancer gastrico. C73a = Estagio |, C7-A = Estagio Il, C70-b = Estagio Il

e C5 = Estagio V. Fonte: (zhao et al., 2010).

1.10 Metaboldomica

A metabolbémica € outra abordagem das ciéncias “6micas” que € usada
na descoberta de biomarcadores para certas doencas, desenvolvimento de
drogas, em areas do meio ambiente e de nutricdo, entre outros (Chen et al.,
2011). Ela é o conjunto de técnicas utilizadas juntamente com abordagens de
reconhecimento de padrdes e bioinformatica, de maneira semelhante a
protedbmica, que permite uma avaliacdo quantitativa dos metabdlitos
endbégenos, ou seja, ela possui um importante papel no estudo dos
componentes e produtos do metabolismo do organismo em resposta a uma
estimulacdo fisiopatologica ou modificacdo genética. Considere-se que um
numero elevado de metabdlitos humanos é desconhecido, os quais podem ser
de milhares a dezenas de milhares ao comparar com os dados conhecidos da
genbmica e da protedmica (Spratlin et al.,, 2009; Kotlowska et al., 2011).
Contudo, a abordagem metabolémica pode ainda ser realizada para muitos

fins, focando-se nos perfis dos espectros de massas e selecionando apenas
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picos de interesse, por exemplo, os diferentes em presenca/auséncia ou em
intensidades relativas. Isto é, na maioria dos casos ndo € necesséario identificar
todos os metabdlitos presentes numa amostra bioldgica.

A origem da metabolémica data de véarias décadas, com aplicacdes
iniciais no campo de erros inatos do metabolismo, toxicologia e nutrigendmica
funcional. Contudo, essa ciéncia s6 foi impulsionada no final dos anos 90, a
partir da identificacdo de cancer em amostras de sangue pela ressonancia
magnética nuclear. Individualmente ou agrupado como perfil metabolémico, a
deteccdo de metabolitos pode ser realizada em células, tecidos e fluidos
biolégicos tanto por ressonancia magnética nuclear (RMN) como por
espectrometria de massas (MS), os dois métodos mais aceitos para a
mensuracao de metabdlitos (Spratlin et al., 2009). As técnicas baseadas na
espectrometria de massas incluem cromatografia gasosa/espectrometria de
massas (GC/MS), GC-MS/MS, cromatografia liquida/espectrometria de massas
(LC/MS) e LC-MS/MS (Hu et al., 2011).

Comparada com a gendmica ou protedbmica, a metabolémica reflete
mudancas no fendtipo e, portanto na funcdo. Em contrapartida, ela é a visao
terminal do sistema biologico, ndo permitindo a representacdo do aumento ou
decréscimo das proteinas e dos genes. E necessaria a compreensio de todas
as ciéncias “Omicas” para um maior entendimento do sistema bioldgico
humano, uma vez que elas sdo complementares entre si (Spratlin et al., 2009).

Recentemente, tem havido bons avangos nas tecnologias
metabolémicas, possibilitando aos cientistas detectar milhares de compostos
numa simples analise, seus biomarcadores potenciais, e finalmente identificar

0os metabdlitos relevantes (Chen et al., 2009). Em especial, para o cancer
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gastrico, tem havido indicios de possiveis metabdlitos encontrados numa
analise de GC/MS, os quais estdo descritos na Tabela 2, tendo sua expressao
elevada ou ausente quando comparado entre 0s pacientes normais e
detentores desse tipo de cancer. E importante frisar que alguns deles estio
diretamente envolvidos em vias metabdlicas, como por exemplo: da serina e da
fosfoserina (Wu et al., 2010).

Tabela 2 — Metabdlitos diferenciaveis encontrados em cromatogramas de cromatografia

gasosal/espectrometria de massas (CG/MS) ao comparar pacientes com cancer gastrico e

normais. Fonte: Wu et al., 2010.

Metabadlitos Classe quimica

Acido heptanodioico
Acido Propandico
Fenantrenol
Butanotriol
L-valina
Acetamida
L-isoleucina
Serina
Acido butanoico
Oxazoletiona
Naftaleno
L- glutamina
Fosfoserina
L-altrose
L- manofuranose
Galactofuranosideo
Mio-inositol

D- ribofuranose

Acido organico
Acido organico
Alcool
Alcool
Aminoéacido
Outros
Aminoéacido
Aminoéacido
Acido organico
Outros
Outros
Aminoécido
Aminoécido
Carboidratos
Carboidratos
Carboidratos
Poliol

Carboidratos




57

Resumidamente, a importancia de trabalhos como o presente pode ser

demonstrada por diversos fatores:

v" Na regido norte do Brasil, em especial no Amazonas, o0 investimento em
pesquisas relacionadas aos mais diversos tipos de cancer, em especial com
relacdo ao cancer gastrico, é inferior ao da média mundial; a maioria dessas
pesquisas esta relacionada a tentativa de compreensdo de questbes
gendmicas envolvidas nesse processo;

v' A necessidade da descoberta de novos biomarcadores para a detecgdo
precoce de varias doencgas, em particular o cancer. Atualmente, sdo poucos 0s
marcadores, nem sempre especificos para cada tipo de cancer. O
conhecimento desses candidatos a marcadores especificos pode resultar no
futuro num diagnostico mais personalizado e menos tardio aumentando assim
a chance de sobrevivéncia da pessoa;

v Na Regido Amazonica, em especial em Manaus, ha uma grande incidéncia
de casos de canceres gastricos que conforme relatos de especialistas locais da
area apresentam certas particularidades frente aos canceres gastricos
existentes em outros lugares. Por exemplo, a maior taxa de incidéncia regional
deste tipo de cancer ocorre em pessoas de 35 a 60 anos. Contudo, a
ocorréncia entre jovens de 15 a 30 anos € superior a média mundial para essa
faixa etaria. Ou seja, ha uma intrigante ocorréncia dessa doenca na populacdo
jovem na Regido, necessitando maiores investigacbes para seu melhor
entendimento;

v' Ha varios resultados na literatura de estudos de proteomas e metabolomas

por espectrometria de massas, com resultados bastante relevantes, indicando
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gue metodologias semelhantes podem ser promissoras para o diagnostico
clinico no futuro;

v A pesquisa e o ensino multidisciplinar, particularmente com enfoque de
diagnostico clinico com o uso de novas técnicas de analise precisam ser
alavancados na Regido, pois ha caréncias de especialistas para atuar nesse

tipo de abordagem.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

» Realizar um estudo comparativo de tecidos de pacientes com cancer
gastrico e de individuos controles (sem a doenca) através de analises

protedmicas e metaboldmicas utilizando espectrometria de massas.

2.2 Objetivos especificos

» Analisar preliminarmente as amostras de cancer gastrico, da margem de
resseccgao e do controle mediante a técnica de PCR (Polymerase Chain

Reaction);

» Realizar andlises por espectrometria de massas de perfis prote6micos e
metabolémicos de cancer gastrico do tipo adenocarcinoma (95% dos

casos), para melhor caracterizar o perfil molecular dos mesmos;

» Selecionar candidatos a marcadores protedmicos e metabolémicos

especificos para o tipo de cancer em estudo;

» Avaliar estatisticamente a consisténcia dos resultados dos perfis
protedmicos e metabolémicos com os dados da avaliacdo clinica dos

pacientes envolvidos no estudo.
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3. MATERIAIS E METODOS

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da Universidade Federal do Amazonas sob N° 0057.0.115.000-11-
CAAE. Sendo este juntamente com a coleta do material biol6gico também

aprovado pelo Comité Cientifico da Fundacdo CECON.

3.1 Selecéo de pacientes com cancer e individuos controle

Para o trabalho prospectivo comparativo de pacientes com céanceres
gastricos avaliados por espectrometria de massas, foram selecionados
pacientes com cancer, a respectiva margem de resseccdo e controles de
acordo com 0s seguintes critérios:

% Critérios de inclusao

e Pacientes com canceres gastricos diagnosticados através de bidpsia e
endoscopia, tendo como diagndstico histologico adenocarcinoma; E que
tivessem indicacéao cirurgica pelo corpo clinico da fundagcdo CECON.

e Pacientes maiores de idade que concordaram em participar da pesquisa

e independente do sexo;

e Os pacientes controles (sem a doenca) foram aqueles portadores de
dispepsia gastrica comprovados com endoscopia para excluir qualquer

possibilidade de cancer.

‘0

Critérios de exclusao

D)

Os voluntarios ndo deveriam apresentar historico ou qualquer evidéncia

de HIV ou virus da hepatite B ou C;
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e A ocorréncia prévia ou atual das doencas citadas acima e o histérico de
outros tipos de carcinoma foi anotada e no caso de possivel interferéncia

nas analises, a amostra correspondente foi descartada;

3.2 Coleta e preservacéo das amostras

Em todos os casos o0 consentimento escrito dos voluntarios (Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — Anexo 1) foi obtido mantendo a devida
privacidade. Além disso, foi respondido um questionario pelos pacientes
permitindo ao fim da pesquisa correlacionar os dados laboratoriais com a
situacgao particular de cada voluntario. Vale ressaltar que foram seguidas todas
as normas do conselho de ética institucional.

As amostras foram coletadas na Fundacdo CECON sob a orientacédo de
cirurgido do aparelho digestivo, especialista em Oncologia. Os individuos do
grupo controle foram escolhidos durante o processo de endoscopia segundo a
classificacdo de Bormann. Sendo obtidos vinte espécimes ndo tumorais
coletados durante o exame endoscopico referente ao antro e corpo gastrico.
Ja os individuos do grupo com cancer gastrico e a respectiva margem de
resseccao foram escolhidos mediante a compatibilidade das informac¢des do
prontuario de cada paciente com os critérios de inclusdo desse trabalho e o
estagio cirargico foi determinado de acordo com o Tumor, Nodulo e
classificacdo da Metastase (TNM) da American Joint Committee on Cancer
(AJCC). Sendo obtidos durante o ato operatério vinte espécimes tumorais
coletados de peca cirdrgica e vinte espécimes respectivos a margem de
resseccdo dessa mesma peca pertencentes ao antro gastrico.
Resumidamente, as margens de resseccao foram  definidas

macroscopicamente ap6s a retirada do tumor, onde foram delimitados
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aproximadamente 10 cm a partir da localizagcdo tumoral, totalizando ao final
sessenta amostras.

O espécime tumoral, a margem de resseccdo e o tecido sadio foram
armazenados em microtubos tipo eppendorf de 2,0 mL com tampa e estéreis,
0s quais foram transportados em gelo comum. Todo material coletado foi

armazenado a -80 °C.

3.3 Caracterizagéo dos tumores

Para a caracterizacao e a classificacdo do cancer gastrico foi realizada a
endoscopia digestiva e o material obtido (bidpsias) foi analisado em HE
(hematoxilina e eosina) para o diagndéstico de adenocarcinoma.

A seguir, se encontra a descricdo de como foi feita a analise dessas
amostras coletadas, sendo que este trabalho foi dividido em trés partes
principais:

PARTE A — Estudo de biologia molecular das amostras de cancer
gastrico

3.4 Estudo da presenca da infeccao pelo virus Epstein-Barr (EBV)

em tecidos de canceres gastricos através da biologia molecular

Neste estudo o objetivo foi analisar a ocorréncia de infeccao viral nos
pacientes, onde o material (DNA) foi coletado a partir da pulverizacdo do
tecido com nitrogénio liquido ou na forma de escovado diretamente dos
tecidos de pacientes controles (n=6) sendo cinco do sexo feminino e um do
sexo masculino, e de pacientes com cancer (sendo dez amostras da regido

tumoral e dez amostras das respectivas margens de ressecc¢ao, totalizando 20
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amostras de 10 pacientes), composto de quatro pacientes do sexo feminino e

seis do masculino.

3.4.1 A Extragdo de DNA

Os tecidos foram imersos em nitrogénio liquido (-196 °C) e
posteriormente macerados para fragmentacdo do tecido ou foram diretamente
escovados. As escovas contendo o material bioldgico foram mergulhadas num
tubo cdnico de centrifugacéo de 1,5 mL contendo 500 pyL de tampao de lise
celular (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; EDTA 10mM; NaCl 10 mM; SDS 2%) e 15 uL
de proteinase K a 10 mg/mL. O material obtido das escovas ou fragmentos dos
tecidos foram entdo incubados por duas horas a 56 °C no tampédo de lise
celular. ApGs a incubacdo acrescentou-se 500 pL de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1) a cada tubo, e agitou-se por cerca de um minuto. Depois da
agitacdo os tubos foram centrifugados a 4480 x g (RCF), durante 5 minutos. Em
seguida, a fase aquosa (fase superior) foi transferida para outro tubo onde
foram acrescentados 15 pL de NaCl 5M e 1.000 yL de etanol a 95%. O material
foi novamente incubado a -20 °C por 12 horas e posteriormente centrifugado
durante 20 minutos a 8.000 r.p.m. ApOs esta centrifugacdo, o sobrenadante de
cada tubo foi aspirado e os tubos foram mantidos abertos para secagem a
temperatura ambiente. Por fim, o pellet de DNA foi ressuspenso em 50 uL de

agua milli-Q e estocado a -20 °C para uso posterior.

3.4.2 A Analise da presenca viral por Reacdo em cadeia pela

polimerase (PCR - “Polimerase Chain Reaction”)

O DNA extraido foi submetido & reagcdo em cadeia pela polimerase

(PCR) para confirmacdo da sua funcionalidade, usando iniciadores para o éxon
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5 do gene codificante da proteina p53, que amplificam um fragmento de 274 bp
(Pestaner et al.,1994). A analise da infeccéo foi realizada para o virus Epstein-
Barr (EBV), no qual para a deteccdo do EBV foram utilizados os iniciadores
TC67 e TC69 (Saito et al.,, 1989). Visto que estes iniciadores amplificam um
fragmento de 288 bp correspondente a regido Bam M que é repetida dez vezes
no genoma do EBV.

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando 1 pL de DNA e 12 pL da
mistura de reagao contendo: 5 puL de PCR 10 x solugéao tampéo, 1,5 pyL de 50
mM MgCl;, (3 pL para analise de EBV), 1 yL de 10 mM dNTPs, 0,5 yL de Taq 5
U/ul, 1 yL de 10 yM de iniciador direto, 1 uyL de 10 uM de iniciador reverso e
H>0 para volume final de 50 pL. As condi¢des de amplificacéo foram: 5 minutos
de desnaturacéo a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 95 °C durante um minuto, 60
°C durante um minuto e 72 °C durante um minuto. A extensao final foi realizada
por 10 minutos a 72 °C e o produto amplificado foi mantido a 4 °C. Em todas as
reacdes foram utilizados controles positivo e negativo. Como controle positivo
da reacdo foi utilizado a linhagem celular Raji. Ja no controle negativo o DNA foi
substituido por agua destilada (Lattario et al., 2008). As sequéncias dos

iniciadores utilizados (oligonucleotideos) neste trabalho foram:

e Regido Bam M do EBV.
TC67 5 CAG GCT TCC CTG CAATTT TAC AAG CGG 3'.

TC69 5 CCC AGA AGT ATACGT GGT GAC GTAGA 3.
e Exon 5 do gene codificante da proteina p53.
Direto 5 GCA ACC AGC CCT GTC GTG TCT CCA 3'.

Reverso 5' GGAATT CTG TTC ACT TGT GCC CTG ACT TTC AAC 3.
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3.4.3 A visualizagdo dos produtos amplificados por eletroforese em

gel de poliacrilamida.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo: 4,44 mL de H;O; 2,0 mL de TBE 5x; 3,32 mL de
(30:0,8) Acrilamida-Bisacrilamida; 240 yL de 10% AMP e 3 uL de TEMED.
Sendo que a 10 yL de produto amplificado de DNA foram adicionados 3 L do
tampé&o de amostra e essa mistura foi aplicada em um gel a 10%. A eletroforese
foi corrida a 80 V.

Apos a corrida, o gel foi corado por nitrato de prata. Inicialmente o gel foi
imerso na solucao fixadora (5 mL de etanol, 0,4 mL de acido acético e 45 mL de
agua destilada) por 10 minutos. Em seguida, foi feita a imersado na solugcao de
prata (0,1 g de AgNO3; em 50 mL de agua destilada) por 10 minutos (coloracao
pela prata) e por fim, apds lavagem com 50 mL de agua destilada, o gel foi
revelado na seguinte solucédo: 1,5 g de NaOH, 0,4 mL de formaldeido 37% em
50 mL de agua destilada. A revelacdo foi interrompida pela solucdo fixadora
(Rosenbauer e Riesner, 1987).

O tamanho aproximado dos fragmentos amplificados foi estimado
utilizando-se o marcador de peso molecular LMW (Low Molecular Weight —

BioRad).
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PARTE B — Estudo protedmico das amostras de cancer gastrico

3.5 Estudo exploratério comparativo de candidatos a
biomarcadores protéicos dos canceres gastricos mediante a técnica de

MudPIT off-line

Nesta parte o objetivo foi analisar qualitativa e quantitativamente o maior
namero de proteinas possivel através de tratamento estatistico e por
comparacao dos dados dos pacientes com céancer gastrico, da margem de
resseccao e dos individuos controle, identificar aquelas relacionadas a

patologia.

3.5.1 B Pulverizacao do tecido

Inicialmente, as amostras (pequenos pedacos de tecidos - Figura 13)
foram colocadas em envelopes de papel de aluminio, os quais foram
pulverizadas em nitrogénio liquido. A retirada desses fragmentos pulverizados
ocorreu mediante a transferéncia para um tubo eppendorf de 2,0 mL e adicao
de um volume especifico de RapiGest ® (Waters) a uma concentracdo de
0,2% (w/v), o qual foi determinado pela observacdo da quantidade de tecido
pulverizado em cada tubo, e em seguida colocados no gelo. Para deixar o
Rapigest® nessa concentracdo foi adicionado 500 pL de bicarbonato de
amoénio (NH4HCO3) a 50 mM. Vale ressaltar que o RapiGest ® € um
detergente compativel com espectrometria de massa ajudando assim a
solubilizacdo das proteinas e se desfazendo ao acidificar a solucdo no

momento de parar a digestdo enzimatica.
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Figura 13 - Amostras a serem pulverizadas (margem de ressecc¢éo e cancer).

Feito isso, as amostras foram submetidas a um vértex por vinte
segundos, depois centrifugadas a 5 °C por 31 min a 7280 x g (RCF).
Posteriormente, o sobrenadante foi retirado, e o pellet resultante de cada
amostra foi guardado para o método de amplificacdo, PCR — Polymerase
Chain Reaction. Todas as amostras foram guardadas sob-refrigeracdo a -20

°C.

3.5.2 B Dosagem de Proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método do acido
bicinchoninico (BCA - Sigma), no qual se utiliza dois reagentes, o reagente A
(acido bicinchoninico, carbonato de sdédio, tartarato de sddio e bicarbonato de
sédio em 0,1 N de NaOH, pH=11,25) e reagente B (sulfato de cobre-
pentaidratado 4% (w/v) (Smith et al., 1985), sendo o padrdo albumina sérica
bovina (BSA) a 1,0 mg/mL (0,15 M de NaCl, 0,05% de azida soédica).
Resumidamente, cada amostra foi diluida cinco vezes em tampéao fosfato salino

(PBS), de onde retirou-se 100 pL e foi adicionado 2 mL da mistura composta
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por uma parte do reagente B e cinquenta partes do reagente A, deixando
incubar numa estufa a 37 °C por 30 minutos. O mesmo foi realizado para os
tubos contendo o padrdo de BSA nas concentracdes de 10, 20, 30, 40 e 50
mg/mL O experimento foi realizado em duplicata, e a leitura foi feita num
espectrofotometro para placa de Elisa (VERSAmax) sendo a absorbancias das

amostras medidas a 562 nm.

3.5.3 B Eletroforese unidimensional

Para a eletroforese unidimensional, utilizou-se 15 pg de proteina.
Retirou-se o0 volume correspondente a 15 pug do sobrenadante e adicionou-se
12 pL do tamp&o Laemmli (duas vezes concentrado com SDS). As amostras
passaram por um vortex e foram centrifugadas por alguns minutos. Sendo
aquecidas num banho maria a 100 °C por 5 minutos. O gel de poliacrilamida
preparado foi a 12% (Gel de corrida: 3,6 mL de agua milli-Q; 2,5 mL de Tris-
HCI 1,5 M pH 8,8; 4,0 mL de acrilamida; 50,0 pL de persulfato de aménio; 5,0
puL de TEMED. Gel concentrador a 4%: 6,2 mL de agua Milli-Q; 2,5 mL de Tris-
HCI 0,5 M pH 6,8; 1,3 mL de acrilamida; 50,0 uL de persulfato de amonio;10,0
puL de TEMED), conforme instrugcbes do fabricante (Mini Protean Il). As
condicBes elétricas utilizadas para a corrida foram: 120 V; 400 mP durante 90

minutos.

3.5.4 B Coloracdo com Coomassie R-250

Os géis foram retirados das placas e imersos em 200 mL de solucéo
fixadora (40% etanol; 10% acido acético; 50% de agua Milli-Q) por cerca de

sessenta minutos. Passado esse tempo, os géis foram corados com
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Coomassie R-250 0,2% (40% etanol; 10% &cido acético; 50% de agua Milli-Q)
durante a noite. No outro dia, descartou-se o corante e adicionou-se
novamente a solugdo descorante (citada acima) por sessenta minutos no

minimo. Feito esse processo, 0s géis foram escaneados.

3.5.5 B Digestéao triptica em gel de poliacrilamida

ApoOs visualizar algumas proteinas diferencialmente expressadas, as
bandas foram cortadas em tamanho aproximado de 1 mm?, com auxilio de um
bisturi, e maceradas dentro de um microtubo.

As bandas recortadas do gel foram transferidas separadamente para
microtubos novos. Uma banda conhecida foi utilizada como controle positivo
(uma banda do padrdo de peso molecular). Para descorar as bandas de
coomassie foram feitas trés lavagens de quinze minutos com 200 pL de
solucédo contendo 50% de acetonitrila e 25 mM de bicarbonato de aménio (pH
8,8). Posteriormente, o pedaco de gel foi desidratado por cinco minutos com
200 pL de acetonitrila (100%) e seco por centrifugagéo a vacuo (Speedvac -
Savant).

Apdés esse processo, as proteinas contidas nos pedacos de géis foram
reduzidas com 100 pL de DTT (10 mg de DTT/mL de bicarbonato de aménio
100 mM pH 8,0) a 65 mM, por trinta minutos, a 56 °C. Removeu-se essa
solucdo de DTT e alquilou-se com 100 pL de iodoacetamida (37 mg de
iodoacetamida/mL de bicarbonato de aménio 100 mM pH 8,0) a 200 mM, por
trinta minutos, a temperatura ambiente, no escuro. Removeu-se a solugao de
iodoacetamida, lavando os pedacos de gel com 200 pL de bicarbonato de

amoénio 100 mM, por dez minutos. Depois de retirar essa solucdo, eles foram



70

desidratados com 200 pL de acetonitrila (100%) por cinco minutos. Para
hidratar o gel, a acetonitrila foi removida e foi adicionado 200 pL de bicarbonato
de amoénio 100 mM, por dez minutos. Removeu-se o bicarbonato e os pedacos
de gel foram novamente desidratados com 200 pL de acetonitrila, sendo essa
removida posteriormente. Esse Ultimo processo foi repetido mais uma vez.
Entéo, os géis foram secos numa centrifuga a vacuo (SpeedVac - Savant).

Foram adicionados 30 pL da solucéo de reidratacdo e digestdo contendo
40 mM de bicarbonato de aménio e tripsina 20 ng/uL (Promega), deixando
durante a noite a 37 °C.

No dia seguinte, os peptideos foram extraidos do gel pela adicdo de
30uL da solugcdo contendo 5% de acido férmico e 50% de acetonitrila por
alguns segundos no vértex, quinze minutos em repouso e dois minutos no
ultrassom, sendo transferidos para outro tubo previamente marcado. Esse
procedimento foi repetido duas vezes e, por fim, as amostras foram
concentradas até o volume aproximado de 5 pL por centrifugacédo a vacuo
(SpeedVac - Savant). As amostras foram armazenadas a -20 °C para posterior

analise por espectrometria de massa.

3.5.6 B Digestao triptica de proteinas em solucao

Para a digestdo de proteinas em solucdo, utilizou-se 100 pg de
proteinas. Apos retirar o volume correspondente a 100 pug do sobrenadante e
coloca-los num outro microtubo, foi acrescentado bicarbonato de amoénio
(NH4HCO3) 50 mM para resultar em uma concentracédo de 0.1% (w/v) devido
ser essa a concentracdo indicada pelo fabricante Rapigest® para esse tipo de

digestao.
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Sabendo que para cada 20 pL do sobrenadante, acrescenta-se 5 uL de
ditiotreitol (DTT) a 100 mM, calculou-se a partir dos volumes existentes de cada
amostra o volume de DTT necessario para uma concentracao final de 20 mM.
Posteriormente a essa adi¢do, incubou-se as amostras num banho-maria a 60
°C por trinta minutos. E foram deixadas para resfriar a temperatura ambiente.
Na sequéncia, foi adicionado iodoacetamida (IAA), uma vez que a cada 20 pL
de sobrenadante, tem-se a adicdo de 5 pL de IAA a 400 mM, calculou-se
novamente os volumes necessarios de IAA para uma concentracdo final de
66,7 mM em cada amostra. Incubou-se as amostras por quinze minutos a
temperatura ambiente no escuro.

Terminado esse tempo, adicionou-se tripsina (Promega — 20 pg) na
proporcdo de 1/50 (m/m) de enzima/substrato. Incubou-se a 37 °C por 20
horas. Parou-se a reacdo com o volume correspondente em cada amostra de

acido férmico a 10% (v/v) em agua para uma concentracao final de 1% (v/v).

3.5.7 B Preparacado de mini-colunas (Poros R2)

A dessalinizacéo e retirada de outras impurezas das amostras ocorreu
mediante ao uso de mini-colunas (Zip-Tip modificado) com a resina Poros® R2
(Applied Biosystems). A capacidade da resina é 5 ug proteina/luL de resina.
Portanto, como a quantidade necessaria de amostra para a troca iénica forte é
50 g, seria necesséaria 10 pL de resina. Porém, para garantir a ndo saturacao
da coluna, ela foi preparada duas vezes a quantidade de resina para 50 g, ou
seja, foi preparado colunas de 20 pL (1,4 cm) usando tip de 200 yL para as
amostras antes da troca i6nica e colunas de 8 pL (1,0 cm) usando tip de 20 pL

para as fragBes obtidas depois da troca idnica.
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A eluicéo e o equilibrio das colunas 20 pL foram da seguinte forma:
e Lavou-se 2 x 40 pL com acetonitrila 100%;
e Equilibrou-se 4 x 40 pL com TFA 1%;
e Adicionou-se a amostra em TFA 1%, preparado na hora;
e Lavou-se 6 x40 pL TFA 0,1%;

e Elui-se 2 x 40 pL com TFA 0,1% + Acetonitrila 70%.

A eluicdo e o equilibrio das colunas 8 pL foram da seguinte forma:
e Lavou-se 2 x 20 pL com acetonitrila 100%;
e Equilibrou-se 4 x 20 pL com TFA 1%;
e Adicionou-se a amostra em TFA 1%, preparado na hora;
e Lavou-se 6 x 20 pL TFA 0,1%;

e Elui-se 2 x 20 uL com TFA 0,1% + Acetonitrila 70%.

Essas amostras dessalinizadas foram secas no Speed Vac (Savant).
Ressuspensas em 55 pyL de TFA 0,1% + 30% de acetonitrila para aquelas a
serem submetidas a troca ibnica e em 40 pL de TFA 0,5% para aquelas fracbes

provenientes da troca ibnica.

3.5.8 B Cromatografia de troca ibnica forte (SCX)

Cinquenta microgramas da mistura de peptideos dessalinizadas e
ressuspensas em 55 pL de TFA 0,1% + 30% de acetonitrila foram introduzidas
em uma coluna de troca catibnica forte PolySulfoethyl A (50 x 1 mm; PolyLC
Inc., Columbia, MD, EUA) usando um sistema de HPLC (high perfomance
liquid chromatograph) do Ettan GE Healthcare. Neste foi aplicado um gradiente

linear salino de 0 a 700 mM de NaCl, durante vinte e cinco minutos, seguido de
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dois minutos de 700 a 800 mM de NaCl, sendo monitorado as absorbancias a
215, 280 e 320 nm. Conforme os perfis descritos em cada cromatograma, foi
feito um pool de modo a se obter apenas 6 fragOes salinas (6 passos salinos)
de cada amostra, sendo que cada uma foi dessanilizada com resina Poros R2
(Applied Biosystems), conforme descrito acima no item 3.5.7 B.
Posteriormente, foram eluidas em tubo préprio, o qual foi carregado, pelo
sistema auto-sampler, em coluna de fase reversa acoplada diretamente ao

espectrometro de massa Orbitrap-Velos (Thermo, San Jose).

3.5.9 B Aquisicao de dados no Orbitrap Velos (Thermo, San Jose)

O espectrometro de massa Orbitrap-Velos (Thermo, San Jose) foi
programado para adquirir os dados no modo data-dependent usando uma lista
de exclusao dinamica de sessenta segundos, visando aumentar o numero de
peptideos identificados, pois cada vez que um peptideo mais intenso €
submetido & andlise por MS? a sua razdo m/z é temporariamente incluida
nessa lista para que outro peptideo de sinal menos abundante seja submetido
também & andlise por MS? evitando assim a andlise do mesmo peptideo.
Foram obtidos os espectros de MS! seguido por nove espectros de MS?
usando dissociacdo por colisdo induzida com uma energia normalizada de
colisdo de trinta e cinco. A velocidade de fluxo na ponta da coluna de fase
reversa foi de cerca de 100 nL/min sendo a fase moével composta de 95% de
H,0, 5% de acetonitrila e 0,1% de acido férmico. A aquisicdo dos scans de MS
e os gradientes dos solventes foram controlados pelo programa Xcalibur

(Thermo, San Jose, Califérnia).
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3.5.10 B Anélise de dados pela protedmica Shotgun

v’ Identificacdo das proteinas

Os espectros de MS' e MS? foram convertidos para o formato raw
usando o programa RawExtractor (McDonald et al,. 2004). O banco de dados
foi preparado de acordo com as diretrizes da semi-marcagao “falsa” (semi-
labeled decoy) (Barboza et al.,2011), a partir de sequéncias de Homo sapiens
obtidas do UniProt em 1 de janeiro de 2012, incluindo também as sequéncias
de 127 contaminantes mais comuns na espectrometria de massas (Exemplos:
gueratina, tripsina). Vale ressaltar que essa abordagem de semi-marcacéo
“falsa” permite uma pos-avaliacdo da qualidade dos resultados (Barboza et
al.,2011; Yates et al., 2012). Visto que para calcular o nivel de confianca e a
taxa de falso-positivo, um banco de dados no formato semi-labeled decoy foi
usado para que cada sequéncia utilizada gerasse duas sequéncias “falsas”
adicionais, a primeira marcada como MiddleReversed (labeled decoy) e a outra
marcada como PairReversed (unlabeled decoy).

As identificacdes foram indicadas pelo ProLuCID search engine, o qual
foi usado para comparar o MS? obtido experimentalmente com o espectro
tedrico gerado a partir do banco de dados e selecionar 0os mais provaveis
candidatos (Xu et al., 2006). Neste, a busca foi limitada a candidatos tripticos e
semi-tripticos, a carbamidometilacdo foi imposta como uma modificacdo fixa, e
a oxidacdo da metionina como a modificacdo variavel. Foram aceitas
sequéncias com tolerancia de 70 ppm a partir da medida m/z do precursor,
sendo que o XCorr e 0 Z-Score foram utilizados como métrica de semelhanca

priméria e secundaria. A validacao foi realizada pelo Search Engine Processor
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(Carvalho et al., 2012a). Resumidamente, as identificagcbes foram agrupadas
pelo estado de carga (+2 e > +3) e, em seguida, pelo status triptico (totalmente
triptica, semi-triptica), resultando em quatro subgrupos distintos. Para cada
resultado, os valores do ProLuCID XCorr, DeltaCN e ZScore foram usados
para gerar um discriminador Bayesiano. As identificacGes foram classificadas
em uma ordem néo decrescente de acordo com a pontuacgao do discriminador.
As pontuacdes minimas (cut-off) foram estabelecidas para que as
identificacBes tivessem 1% de false discovery rate (FDR) baseado no numero
de labeled decoys. Este procedimento foi realizado de forma independente em
cada subconjunto de dados, resultando em uma taxa de falso-positivo que era
independente do estado triptico ou do estado de carga. Adicionalmente, uma
restricdo a sequéncias com seis ou mais residuos de aminoacidos foi imposta.
Os resultados foram pdés-processados para aceitar apenas proteinas que
tivessem duas ou mais evidéncias independentes na identificacdo (por
exemplo, a identificacdo de um peptideo com diferentes estados de carga, uma
versdo modificada e ndo modificada do mesmo peptideo, ou dois peptideos
diferentes). Este ultimo filtro foi feito para que todos os resultados de busca

obtivessem um FDR de 0% no nivel labeled and unlabeled decoy.

v' Quantificacao de proteinas

Os arquivos de MS' foram deconvoluidos usando YADA (Carvalho et
al., 2009). O moddulo de quantificacdo do SEPro (SEProQ) foi entédo utilizado
para a obtencdo dos cromatogramas de ions extraidos (XIC) a partir dos
arquivos de MS® deconvoluidos e correlacionados com as sequéncias de
peptideos correspondentes. Os XICS foram normalizados de acordo com a

abordagem de distribuicdo normalizada do fator de abundancia do ion (dNIAF).
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O dNIAF emprega um processo semelhante a distribuicdo normalizada de
fatores de abundancia espectrais (INSAF) (Zhang et al., 2010) porém, em vez
de depender da quantificacdo por contagem espectral, ele usa os XICS
extraidos dos MS1 deconvoluidos. Lembrando que a normalizacdo do dNSAF
baseia-se na quantificacdo de peptideos exclusivos para distribuir a
guantificacdo do sinal de peptideos que sdo compartilhados entre proteinas.

O mobdulo do programa PatternLab chamado Diagrama de Venn de area
proporcional foi usado para identificar as proteinas exclusivamente
identificadas em cada tipo de tecido (Carvalho et al.,2011). Esta analise
considerou apenas proteinas encontradas em duas ou mais replicatas
biologicas a partir das condi¢cdes do experimento (ou seja, controle, margem de
resseccdo ou cancer). Para as proteinas encontradas em duas ou mais
condi¢cBes e em duas ou mais replicatas biolégicas dessas condic¢des, foi usado
0 médulo TFold do programa PatternLab utilizando um g-valor de 0.05. Vale
frisar que esse modulo introduz uma abordagem de selecdo de proteinas
expressadas considerando uma grandeza de variacdo de expressao (fold-
change) e um g-valor para garantir qgue a expressao diferencial obtida nao foi
ao acaso. O algoritmo aplica um fold-change variavel para maximizar o nimero
de proteinas diferencialmente expressadas satisfazendo um FDR (Carvalho et
al. 2012b; Fischer, 2010).

Visando auxiliar na interpretacao de semelhancas no conjunto de dados
obtidos foi empregada a analise de escalonamento multidimensional
(Multidimensional scaling analysis). Esse escalonamento é usado para
representar dados de um espaco em alta dimensdo em um menor, tipicamente

de duas e trés dimensfes, para permitir o acesso visualmente de padrdes.
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Dessa maneira, foi implementado um algoritmo, chamado Bulzios (Aquino et al.,
2012).

Blzios recebe como entrada uma matriz esparsa gerada a partir do
SEPro. Neste, cada linha (vetor) inclui os resultados da analise MudPIT, onde o
Blzios mapeia cada vetor de um espaco N-dimensional, no qual N corresponde
ao numero de proteinas identificadas em todas as andlises num espaco
bidimensional. O mapeamento € de maneira que cada dimenséao corresponde a
guantificacdo obtida de uma dada proteina. Logo, o resultado final é uma
representacéo de cada vetor como um ponto num espaco bidimensional. Isto é
feito pela tentativa de respeitar as semelhancas em um espaco dimensional
elevado medindo com um ponto do produto normalizado. Como geralmente a
estas “distancias de similaridade” em espaco dimensional baixo ndo é possivel,
este pode ser formalizado por uma otimizac&do do seguinte problema:

> b =31l = 60, wow;

i<j

Onde: x € um vetor num espaco bidimensional, & € uma medida de semelhanca
e w € um peso para penalizar os discrepantes. Os pesos sao atribuidos da
seguinte forma: primeiro, para cada classe, o centrdide é calculado num
espaco dimensional elevado. Em segundo lugar, os vetores sdo ordenados em

ordem decrescente de acordo com a sua distancia euclidiana do centréide.
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PARTE C: Estudo metabolémico das amostras de cancer géstrico.

3.6 Estudo exploratorio comparativo de perfis metabolémicos de

canceres gastricos.

Neste estudo o objetivo foi verificar a possibilidade de diferenciar
biépsias tumorais, de suas margens de resseccdo e de individuos controle
através da analise de seus perfis metabolémicos por espectrometria de massas

seguida do tratamento estatistico dos dados.

3.6.1 C Preparacdo da amostra

As amostras de cada tipo de tecido (n=16) foram pulverizadas sob
nitrogénio liquido de maneira semelhante ao item 3.5.1 B. Sendo que neste
caso, apos a retirada dos fragmentos pulverizados foram adicionados 1000 pL
de acetato de etila/metanol (1:1) para extrair os metabdlitos de média e alta
polaridade. Em seguida, essas amostras foram submetidas a um vortex por
alguns segundos, a uma centrifuga por 2 min a 7504 x g (RCF), a um ultrassom
por dez minutos e repouso por 24 horas. Passado esse tempo, o liquido
sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf de 2,0 mL, sendo
evaporado em um dissecador. Apds a obtencdo da amostra seca, foi realizada
uma normalizacdo para que as intensidades das respectivas bandas na
corrente de ions totais fossem semelhantes, como segue. Para as amostras
dos individuos “controle” foram adicionados 2000 uL de metanol grau HPLC.
Nas amostras de cancer e da respectiva margem de resseccao foi realizada
uma diluicdo, a qual se constituiu inicialmente na adicdo de 1000 pL de metanol

grau HPLC a amostra seca, sendo essas as solucdes estoque. Destas
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solucdes foram retirados para outros tubos 200 pL das amostras de cancer e
300 pL das de margem de resseccao. Cada solucdo foi completada para 2000

pL com metanol grau HPLC.

3.6.2 C Aquisicéo de dados no LCQ Fleet (Thermo-Scientific)

As amostras foram injetadas em triplicatas mediante insercao direta em
um espectrometro de massas ion trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific),
utilizando como fonte de ionizagao o electrospray, operando no modo positivo.
A concentracdo das amostras foi normalizada como descrito no item 3.6.1 C e
analisada na faixa de m/z de 600-1000 Da. As condic¢des utilizadas do aparelho
foram: sheath gas flow rate - 9 psi; auxiliary gas flow rate — 3 psi; sweep gas
flow rate — O psi; spray voltage — 5 KV; capillary temp — 260 °C; capillary voltage
— 26 V; tube lens - 120. Foi utilizado o loop de 5 pL e o fluxo de infuséo de 25
pL/min de metanol grau HPLC. Os espectros obtidos foram processados

através do programa Xcalibur.

3.6.3 C Agrupamento néo supervisionado dos perfis de metabélitos

Uma analise estatistica com intuito exploratorio foi realizada, objetivando
verificar se as observacdes resultantes para os perfis por espectrometria de
massas podem vir a ser empregadas para o desenvolvimento de métodos
estatisticos para a classificacdo de individuos com céancer, margem de
resseccao e o controle. Considerando o estagio inicial da pesquisa, a intencao
nao foi aplicar nem propor métodos de Analise Discriminante (Johnson e
Wichern, 2007), mas investigar se os dados obtidos dos perfis de massas

teriam informacdo necesséria para agrupar, ou segmentar, os tecidos de
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cancer, de margem de ressecc¢éao e de controle (sem a doencga). Para este fim,
foram empregadas técnicas de Analise de Agrupamentos (AA), como métodos
hierdrquicos e nao hierarquicos, visto que estas técnicas tém a intencdo de
formar grupos com observacdes apresentadas e, como a origem de cada uma
das observacbes (os perfis) € conhecida, foi possivel analisar 0os grupos
formados por estes métodos com relacdo as observagdes oriundas dos trés
tipos de tecidos (Johnson e Wichern, 2007). Apesar de a analise ter sido
realizada em triplicata, a primeira replicata foi retirada do estudo devido a
gualidade dos resultados obtidos nesta. De maneira que, as analises foram
realizadas apenas com os dados de duas replicatas e também considerando
como entrada do perfil a mediana das replicatas em cada ponto de m/z do
espectro. Toda a implementacdo computacional dos métodos empregados foi
obtida com o emprego de funcdes do software estatistico R, Versao 2.13.0 (R

Development Core Team, 2009).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4 A: Estudo da presenca da infeccdo pelo virus Epstein-Barr (EBV)

em tecidos de canceres gastricos através da biologia molecular

Neste estudo, a idade variou de 26 a 71 anos, com uma média de 47
anos para os seis controles e de 53 anos para 0s dez pacientes com cancer e
as respectivas margens de resseccdo (RM). A infeccéo viral por EBV assim
como a presenca de H. pylori nos pacientes analisados estdo apresentadas na

Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e experimentais para a presenca do virus Epstein-Barr

(EBV) detectada pela reagdo em cadeia pela polimerase em individuos com e sem cancer.

N® Tipo Sexo Idade Diagnéstico  H. EBV EBVRM
pylori

1 Cont F 46 Gastrite - - NA
2 Cont F 26 Gastrite - - NA
<) Cont F 52 Gastrite - - NA
4 Cont M 43 Gastrite - - NA
) Cont F 55 Gastrite - - NA
6 Cont F 62 Gastrite - - NA
7 Can F 49 T4N3MO - + +
8 Can F 71 T3NXMO - + +
9 Can M 48 TANXMO - - -
10 Can F 46 T4NOMO - - -
11 Can F 46 TANXNO + - +

12 Can M a7 T3N3MO + + -
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13 Can M 68 T3NXMO - + +
14 Can M 50 TANXM1 - + +
15 Can M 40 TINXMO - - +
16 Can M 62 TAN2M1 - + +

Legenda: Cont, RM, e Can significam amostra de controle, margem de resseccao, e
cancer. M e F representam masculino e feminino, respectivamente. + e - indicam a

presenca ou auséncia de H. pylori e EBV; NA é nao aplicavel.

Pela técnica de PCR foi possivel verificar que dos dez pacientes com
cancer gastrico cinco apresentaram infeccdo por EBV (50%) tanto no tumor
guanto na respectiva margem de ressec¢do, um apenas no tumor e dois
somente na margem de resseccdo, de maneira que no total o EBV foi
encontrado em 80% (8/10) dos pacientes com cancer. Em contraste, em
nenhum dos seis individuos “controle”, o DNA do EBV foi detectado (Figura 14
e Figura 15). Vale ressaltar que a presenca da bactéria H. pylori mostrada na
tabela 3 acima foi detectada na analise clinica, ou seja, pelo resultado da

bidpsia descrita no prontuario dos pacientes.
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Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida do produto da reacdo em cadeia pela
polimease (PCR) para deteccéo de sequéncias de DNA de EBV. Caneleta 1: LMW — Padrédo de
peso molecular (100; 200; 400; 800; 1600 e 2200 bp). Caneleta 2: Controle positivo, células
Raji. Caneleta 3: Controle negativo, com auséncia de DNA na mistura de reagdo. Os nuimeros
correspondem aos DNAs obtidos dos pacientes com cancer gastrico (7,8 e 9) seguidos de suas
margens de resseccao cirdrgica correspondentes. A Ultima canaleta corresponde ao DNA de

estdbmago de um individuo controle.

Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida do produto amplificado da reagdo em cadeia
pela polimerase (PCR) para deteccdo de sequéncias de DNA- EBV das amostras 11, 12, 13,

14,15 e 16, onde Can: cancer e RM: margem de resseccao.
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O EBV €& um virus pertecente a familia Herpesviridae, o qual é
caracterizado como um virus oncogénico ligado a alguns tipos de cancer,
especialmente desde a descoberta do linfoma de Burkitt na bidpsia, que foi o
primeiro virus a ser diretamente associado ao cancer humano (Pattle e Farrell,
2006). O numero elevado de infeccao por EBV latente pode estar relacionado
com carcinogénese (Lima e Rabenhorst, 2006). Embora a evidéncia de
infeccdo por EBV tenha sido relatada em alguns estudos anteriores de cancer
gastrico (Lima et al., 2011; Fukayama, 2010) assim como a detec¢do em fases
iniciais e avancadas dessa doenca (Shibata et al., 1991; Sample e Sample,
2008), o mecanismo do efeito cancerigeno de EBV é ainda desconhecido.
Além disso, segundo a literatura hd uma baixa correlagdo entre esse virus e o
cancer gastrico (Lima e Rabenhorst, 2006; Lima et al., 2011), sendo que a
bactéria H. pylori € considerada o principal agente causador deste tipo de
cancer (Asaka et al., 1994; Komoto et al., 1998).

Em contraste com os registros da literatura, os resultados obtidos no
presente estudo, ainda que preliminares, sugerem que o EBV pode ser
considerado como um fator de risco para esta doenca, especialmente no
estado do Amazonas, visto que a infeccdo pela H. pylori foi detectada em
apenas dois casos. Assim, levanta-se uma hipétese importante de uma alta
correlacdo (80%) entre EBV e cancer gastrico na Amaz6nia, merecendo uma
investigacdo mais aprofundada por parte da comunidade cientifica onde uma
guantidade maior de amostras ser4 nhecessaria para uma maior

representatividade estatistica desses fatos.



85

4 B: Estudo exploratério comparativo de candidatos a
biomarcadores protéicos de canceres gastricos mediante a técnica de

MudPIT off-line

Por se tratar de uma abordagem criteriosa que demanda tempo e altos
custos, foi analisada a composi¢cao prote6mica de quatro amostras de tecido
tumoral de pacientes com cancer, quatro amostras das respectivas margens de
resseccao (Figura 16) desses pacientes e cinco amostras de tecido gastrico
nao tumoral dos individuos controles. A escolha dessas amostras foi realizada
de maneira aleatéria. Algumas caracteristicas das mesmas se encontram
descritas na tabela 4 a seguir, onde € possivel observar que os controles
possuem 42 anos em média, e 0s pacientes com cancer possuem 54 anos em

média.

Figura 16 - Estdbmago de um paciente exemplificando a area com cancer e a margem de

resseccao.



Tabela 4 — Caracteristicas dos individuos envolvidos no estudo protedmico.
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N° de N° do Tipo de Idade Sexo Diagndstico

amostra individuo amostra clinico ou

cirargico

1 12 Controle 46 Feminino Gastrite

2 29 Controle 26 Feminino Gastrite

3 16 Controle 52 Feminino Gastrite

4 15 Controle 43 Masculino Gastrite

5 4 Controle 55 Feminino Gastrite

6 25 Cancer 49 Feminino T4N3MO

7 11 Cancer 71 Feminino T3NXMO

8 30 Cancer 48 Masculino T4ANXMO

9 19 Cancer 46 Feminino T4NOMO

10 25 Margem de 49 Feminino TAN3MO
resseccao

11 11 Margem de 71 Feminino T3NXMO
resseccao

12 30 Margem de 48 Masculino TANXMO
resseccao

13 19 Margem de 46 Feminino TANOMO
resseccao

Na dosagem de proteinas pelo método do acido bicinchoninico foram

obtidos os valores de absorbancias para as concentracfes do padrdo com as

respectivas médias (Tabela 5) e de cada amostra (Tabela 6).
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Tabela 5 — Valores e médias das absorbancias das concentragdes do padréo.

Padréao Abs. 1 Abs. 2 Média
PO 0,071 0,074 0,073
P10 0,138 0,142 0,140
P20 0,203 0,187 0,195
P30 0,249 0,279 0,264
P40 0,314 0,323 0,319
P50 0,387 0,352 0,370

Tabela 6 — Valores e médias das absorbancias de cada amostra analisada.

N’ de amostra Abs. 1 Abs. 2 Média
1 0,201 0,189 0,195
2 0,173 0,177 0,175
3 0,192 0,198 0,195
4 0,242 0,252 0,247
5 0.194 0.203 0.199
6 0,346 0,294 0,320
7 0,316 0,322 0,319
8 0,376 0,364 0,370
9 0,285 0,277 0,281
10 0,337 0,325 0,331
11 0,243 0,243 0,243
12 0,310 0,312 0,311
13 0,405 0,407 0,406

Com os valores das médias das absorbancias das concentracdes do
padrdo, construiu-se a curva padrdo (Figura 17), através da qual se obteve a

equacdo da reta com um R? de 0,9978. Posteriormente, calculou-se a
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guantidade de microgramas totais ([g), assim como a concentracdo obtida de

cada amostra durante a dosagem. (Tabela 7).

Tabela 7 — Quantidade de microgramas totais e a concentracdo de cada amostra durante a

dosagem.

P

y =0.006x + 0.0773
R?2=0.9978

Figura 17 — Curva padréo e equacéo da reta utilizada.

N® de amostra ug total pg/uL
1 19,620 0,981
2 16,283 0,814
3 19,617 0,981
4 28,283 1,414
5 20,200 1,010
6 40,450 2,022
7 40,283 2,014
8 48,783 2,439
9 33,950 1,697
10 42,283 2,114
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11 27,617 1,381
12 38,950 1,947
13 54,783 2,739

Sabendo o fator de diluicdo utilizado na dosagem, calculou-se a
concentracdo de proteinas totais de cada amostra no frasco de origem. E com
a informacdo do volume obtido do sobrenadante, calculou-se também a

guantidade total de cada amostra proveniente da pulverizagéo (Tabela 8).

Tabela 8 — Informagfes analiticas referentes a concentracdo de proteinas da dosagem e do

sobrenadante.
Concentragéo Quantidade
N° de ug/uL Total da total (ug)
amostra Diluicao (dosagem) Amostra (UL) (Sobrenadante)
1 5 4,904 65 318,771
2 5 4,071 65 264,604
3 5 4,904 65 318,771
4 5 7,071 65 459,604
5 5 5,050 65 328,250
6 5 10,112 75 758,437
7 5 10,071 90 906,375
8 5 12,196 90 1097,625
9 5 8,487 90 763,875
10 5 10,571 75 792,812
11 5 6,904 90 621,375
12 5 9,737 90 876,375

13 5 13,696 95 1301,104
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4.1 B Analise do gel unidimensional —1 D

As amostras dos pacientes analisados nesse estudo protedmico foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, o qual ap6s ser corado
com coomassie R-250, foi possivel observar bandas diferencialmente
expressadas, em especial a banda da amostra 9 indicado na Figura 18. As
proteinas contidas nas bandas cortadas foram identificados pelo Search Engine
Processor (Carvalho et al., 2012a). Através deste foi possivel identificar
proteinas Unicas ao tumor, a margem de ressecc¢do, ao controle assim como
aquelas encontradas em um ou mais desses estados biologicos estudados
descritos pelo diagrama de Venn, totalizando 1507 proteinas identificadas

(Figura 19).

Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras selecionadas para o estudo
protedmico. Caneletas 1, 2, 3, 4: amostras de individuos controle. Caneletas 8, 9: amostras da
regido tumoral dos pacientes com cancer; Caneletas 12 e 13: as respectivas margens de

ressec¢do dos pacientes com cancer.
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{1) Control : 886
(2) Resection : 926
“ (3) Tumor : 1086

(182) 165

(283) 147

Total : 1507

Figura 19 - Diagrama de Venn das proteinas identificadas na analise das bandas

diferencialmente expressadas no gel unidimensional.

A quantificacdo relativa dessas proteinas foi realizada conforme a
contagem espectral (spectrum count). Essa pode ser entendida como uma
medida relativa de quantificacdo onde esta atribui um nimero de espectros
identificados em uma molécula (Carvalho et al., 2008). Ao analisar
separadamente a banda da amostra nove (Figura 18) € possivel verificar que
as proteinas com as maiores mudancas na quantificacdo foram tropomiosina 2-
B e filamina-A por serem as que apresentaram as maiores contagens
espectrais em todas as trés analises da banda em questdo dessa amostra
(download disponivel em: http://max.ioc.fiocruz.br/pcarvalho/2012aquino). As
filaminas sdo proteinas citoplasmaticas que se ligam a actina, sua fungéo tem
sido relacionada a remodulacédo dindmica da rede de actina do citoesqueleto
durante a migracdo de células e a sinalizacdo do receptor de integrina.

Consequentemente, elas tém sido relatadas por interagir com um grande
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namero de proteinas celulares de grande diversidade funcional (Figura 20)

(Ravid et al., 2008).

Inhibition of cell adhesion Adhesion/cell spreading

Avctin cytoskeleton
remedelling

Figura 20 - Multifuncionalidades que a filamina A pode apresentar, entre as quais se destacam:

regulacdo da adesdo celular, da integrina e motilidade celular. Fonte: MacPherson e Fagerholm, 2010.

As mutacdes na filamina A tém sido relatadas em diversas doencgas, em
gue a perda de funcéo celular tem sido considerada como causa da migracéo
celular neural deficiente em resposta a estimulos microambientais, além de
provocar defeitos no sistema vascular (Ravid et al., 2008; Xu et al., 2010).

A tropomiosina 2-f € uma importante proteina que também se liga a
actina, sendo responsavel pela regulacdo/estabilizacdo mecanica da actina,
como por exemplo: a contracdo muscular mediante a regulacédo da ligacdo de
miosina (Bharadwaj e Prasad, 2002). Alguns estudos tém mostrado que
isoformas diferentes da tropomiosina podem executar funcfes fisiologicas
distintas, permitindo a essas isoformas uma regulacédo especifica em resposta
a transformacéo celular (Braverman et al., 1996; He et al., 2004).

Esta familia de proteinas é geralmente suprida em células transformadas
e sua diminuigao tinha sido relatada em alguns carcinomas humanos (Alaiya et

al., 2000; Chen et al., 2004). Com relagdo ao cancer gastrico, isoformas da
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tropomiosina 2-B foram encontradas superexpressadas em tumores n&o
metastaticos (He et al.,, 2004). Os resultados dessa analise unidimensional
estdo de acordo com a literatura, uma vez que a tropomiosina esta
superexpressada na amostra nove, a qual é referente a um paciente com
cancer que pelo diagndstico clinico/cirrgico ndo possui metastase a distancia,
0 que explica o seu aumento e nao a diminuicdo observada em tecidos
tumorais metastéaticos (Chen et al., 2004). Sugerindo assim que a tropomiosina
2-B pode estar envolvida no cancer gastrico e também contribuir para a
respectiva metastase, pois a possivel diminuicdo dessa proteina verificada na
literatura durante essa invasao dos tecidos adjacentes pode ser decorrente da
acado de células cancerigenas, as quais prejudicam o0 processo de
diferenciacao celular das células a medida que elas vao se proliferando nos
tecidos.

Contudo, ao analisar as proteinas identificadas em todas as analises de
cada tipo de tecido estudado demonstrado pelo diagrama de Venn (Figura 19)
verifica-se nas proteinas Unicas ao tecido tumoral que a tropomiosina 2-f3
possui uma contagem espectral muito baixa com relacdo as demais. A super
expressdo da tropomiosina 2-f mostrada na figura 18 foi bem particular e
caracteristica apenas da amostra nove desse paciente, necessitando de
maiores estudos e da aplicacdo de outras técnicas complementares para
auxiliar na melhor compreensédo de proteinas tdo diferentemente expressadas
com relacdo a mesma e diferentes tipos de tecidos.

Outras proteinas unicamente identificadas no tumor foram: a ornithina
carbamoiltransferase, pertecente ao ciclo da Ureia e responsavel por catalisar a

reacdo entre o carbamoil fosfato e a ornitina para formar a citrulina e o fosfato;
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a sinemina também chamada de desmulina, a qual é um filamento
intermediario que tem a funcdo de integrar o estress mecanico e manter a
integridade estrutural das células eucaritticas; Serpina B5 também chamada
de Maspina é uma proteina da familia Serpina, ou seja, inibidor de serina
protease. Ela pode também funcionar como um supressor de células epiteliais
e sua expressdao pode suprimir a capacidade de invasdo das células
cancerosas a outros tecidos (Sager et al., 1997). Por outro lado, a sua
expressdo tem sido associada com o risco de cancer de prostata, mama assim
como em tumores no pancreas (Kashima et al., 2008; Shao et al., 2008).

Entre as proteinas exclusivas do controle tém-se: glutamato
desidrogenase a qual € uma enzima que converte glutamato em a-
cetoglutarato, e vice-versa. O aumento da producédo de a-cetoglutarato pode
fornecer energia a ser usada no ciclo do acido citrico para entdo produzir ATP;
0 isocitrato desidrogenase, que também participa no ciclo do acido citrico
sendo responsavel pela descarboxilagdo oxidativa do isocitrato produzindo a-
cetoglutarato e CO,, enquanto converte NAD" para NADH; a pirofosfatase
inorganica, que cataliza a conversdo da pirofosfatase apresentando um
importante papel no metabolismo lipidico, na absorcéo de calcio e na formacéo
O0ssea e na sintese do DNA, assim como outras transformacdes quimicas
(Orimo et al., 1971; Usui et al., 2010).

Na margem de resseccdo entre as proteinas exclusivas foram
identificadas algumas relacionadas a vias metabdlicas como, por exemplo: a 6-
fosfogluconato desidrogenase da via das pentoses e a frutose 1,6 bifosfatase

da glicdlise. A proteina serina/ treonina fosfatase e a desmina foram outras
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proteinas encontradas também com uma elevada contagem espectral nesse

grupo.

4.2 B Analise dos dados obtidos com a tecnologia multidimensional

de identificacdo de proteinas (MudPIT) off-line

As amostras submetidas a troca idnica apresentaram cromatogramas
bem semelhantes ao mostrado na Figura 21 para os pacientes com cancer, na
Figura 22 para as respectivas margens de ressec¢cdo desses pacientes e na
Figura 23 para os controles. Sendo que de maneira geral o comportamento de
todas as amostras apresentaram caracteristicas de eluicdo bem proximas,

porém com diferencas na concentracdo de proteinas.
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Figura 21 - Cromatograma da amostra seis na troca idnica referente a um paciente com

cancer.
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Figura 22 — Cromatograma da amostra doze na troca idnica referente & margem de ressecgéo

de um paciente.
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Figura 23 — Cromatograma da amostra dois na troca i6nica referente a um paciente controle.

Nessa analise do MudPIT, foi possivel identificar 2129 proteinas, sendo
1064 proteinas comuns as trés condicdes bioldgicas estudadas e 415 proteinas
correlacionadas entre a regido tumoral e a margem de ressecc¢ao (Figura 24).
Ao comparar ambas as analises, observa-se que a analise por MudPIT

proporcionou uma maior identificacdo de proteinas em relagdo aquelas
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identificadas no gel unidimensional. A amostra cinco referente a um controle
ndo esta presente na andlise de dados por MudPIT devido ter sido perdida

durante o procedimento.

(1&2) 75
(1) Control : 1437

(2) Cancer : 1643
“ (3) Ressection Margin : 1893

(283) 415
1&3) 226

(3) 188

Total : 2129

Figura 24 - Diagrama de Venn de proteinas diferencialmente expressadas identificadas na

analise da tecnologia de identificagédo de proteinas multidimensional (MudPIT).

Entre as diversas proteinas identificadas através de cada seccdo do
diagrama de Venn, levando em consideracdo também os valores da contagem
espectral, unicamente expressadas nas amostras tumorais, tém-se:

<+ Proteina tumoral D52: Esta proteina tem sido associada a alguns tipos
de cancer como, por exemplo: o de ovario (Byrne et al., 2010). No entanto, ndo
ha relatos da superexpressdo dessa proteina no caso de cancer gastrico.

=+ Zipper de préstata leucina: Esta € um membro da familia da proteina
tumoral D52, correlacionada ao cancer de préstata (Wang et al., 2004). Vale
ressaltar que no estudo apenas um paciente era masculino, de maneira que ao
analisar os dados verificou-se tal proteina estava presente nesse paciente.

Contudo, inesperadamente ela também foi identificada com seis peptideos, o
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gue reafirma a sua presenca na amostra de um paciente de 71 anos, do sexo
feminino deste grupo.

+ Antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA): Este é essencial
para a replicacdo do DNA e reparagao de danos, formacdo da cromatina, e a
progressao do ciclo celular. Dado essas diversas funcdes, o PCNA é descrito
como um dos mediadores essenciais nao-oncogénicos, o qual auxilia no
crescimento do cancer (Punchihewa et al., 2012). Para o cancer gastrico, a
expressdo do PCNA tem sido descrito para fins de progndstico (Konno et al.,
2001).

Entre as proteinas identificadas unicamente nas margens de resseccao,
tém-se:

+ Pepsinogénio: Os pepsinogénios (PGAs) cinco e quatro, grupo |, sdo
precursores inativos da pepsina A, os quais sdo formados em células da
membrana mucosa do estbmago. Alguns estudos relatam a associacdo da
expressao do pepsinogénio com alteracdes pré-neoplasicas e neoplasicas da
mucosa do estdbmago, e a significancia como um possivel indicador em casos
de cancer gastrico, independentemente da infeccdo por H. pylori (Oishi et al.,
2006; Kitahara et al., 1999). Assim como, sugere-se que 0 grupo do
pepsinogénio | seja util na deteccdo precoce da recorréncia de cancer gastrico
uma vez que os valores desta proteina tornam-se elavados nessa condicdo e
com a passagem do tempo; enquanto em pacientes sem recorréncia, 0s niveis
desta proteina ndo demonstraram uma diferenca substancial (Kodama et al.,
1990).

+ Colageno a -1 (COL11A1): O colageno é uma proteina que atua na

adesdo celular, se encontra na matriz extracelular e tem sido correlacionado a
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processos ligados a carcinogénese. Por exemplo: Zhao et al. descreveu o
COL11A1 como um marcador para les6es pré-malignas no cancer. Como ela
foi identificada apenas nas margens de ressecc¢ao, a sua presenca pode indicar
uma luz sobre a migracédo celular, angiogénese e morfogénese do tecido (Zhao
et al., 2009; Skubitz, 2002). Esta proteina foi citada na literatura como
superexpressa em cancer gastrico, em comparagdo com controle e também
tem sido associada a processos de metastase (Yasui et al., 2004; Oue et al.,
2004), assim como ha relatos de sua super expressdo em lesdes pré-malignas
e malignas no tipo de cancer em estudo (Zhao et al., 2009).

+ Ceruloplasmina: E uma glicoproteina que é sintetizada no figado.
Estudos prévios sugerem que esta proteina pode estar envolvida na
angiogénesis e neovasculizacdo, estando, portanto alinhada com a hipotese do
solo e semente (margem de ressecc¢ao e tumores) (Mathot e Stenninger, 2012).
Em um estudo realizado por Scanni et al. os niveis de ceruloplasmina tem sido
correlacionados com o prognaostico para pacientes com cancer gastrointestinal,
mostrando que niveis mais altos estavam relacionados com a evolucéo clinica.

+ Calpastina: A regulacdo desta proteina tem sido associada com a
invasao linfovascular do cancer de mama, podendo assim desempenhar um
papel na disseminacdo metastatica inicial (Storr et al., 2011).

+ E-caderina: A caderina é uma molécula de adesédo, sendo o protétipo
da classe caderinas que liga as cateninas para formar o citoesqueleto.
Evidéncias recentes tém demostrado que a E-caderina desempenha um papel
importante na fase inicial da tumorigénese pela modulacdo da sinalizacao

intracelular para entdo promover o crescimento do tumor (Chan, 2006;

Debruyne et al, 1999).
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Ja entre as proteinas identificadas em amostras tumorais e nas margens
de resseccao correspondentes, mas nao nos controles, tém-se:

+ Fibronectina: E uma glicoproteina de matriz, a qual desempenha um
papel importante nas ligagcdes celulares, no crescimento, diferenciagéo,
migracdo e espalhamento das células. A sua expresséo € geralmente elevada
em numerosas patologias, incluindo na estimulacdo do crescimento de células
cancerigenas e inibicdo da apoptose (Fischer et al., 2008;. Ebert et al., 2006).
Estudos histopatolégicos sugerem também que a presenca elevada €
topograficamente associada a invasao de adenocarcinomas gastricos e esta
clinicamente correlacionada com um aumento do risco de invaséao local e
metastase (Nejjari et al., 2004).

+ Fibulina-1 (FBLN1): Esta proteina é uma glicoproteina de ligacdo ao
célcio que se encontra em associagcdo com estruturas da matriz extracelular,
como por exemplo: microfibrilas e fibras elasticas (Cheng et al., 2008). Varios
estudos sugerem a interacao entre a fibulina-1 e a fibronectina (Argraves et al.,
1989; Twal et al., 2001). Essa proteina tem sido associada com a progressao e
a desregulacdo tumoral ocorrida em uma gama de canceres humanos como,
por exemplo: cancer de préstata e de mama (Greene et al., 2003; Wlazlinski et
al., 2007). No cancer gastrico, a hipermetilacdo do promotor da fibulina 1 tem
sido detectada em linhagens de células e tecidos de carcinoma primario. O
mecanismo molecular de como a FBLN1 age na tumorigénese ainda nao esta
completamente compreendido. Contudo, sabe-se que a sua expressao pode
suprimir a motilidade celular, inibir a fosforilacdo da cinase regulada pelo sinal

extracelular e pode reduzir o nivel de calcio intracelular, o que é importante
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para a ativacdo de multiplas cascatas de sinalizagdo tais como a via de
Ras/MAPK (Cheng et al., 2008; Twal et al., 2001).

De maneira complementar a analise de expresséo diferencial realizada
através do diagram de Venn, o TFold foi empregado utilizando um g-valor de
0.05. Neste foi comparada a margem de ressecc¢do frente a amostra tumoral e
os controles. A figura 25 mostra a comparacédo da margem de ressec¢cao com
o controle, onde quinze proteinas (pontos azuis) foram consideradas
diferencialmente expressadas satisfazendo todos os filtros estatisticos; vinte
proteinas (pontos verdes) passaram na grandeza de variacdo (fold change),
porém ndo passaram no estimador tedrico da taxa de falso positivo (FDR),
indicando que a diferenca foi ao acaso; quatorze proteinas (pontos laranja) que
satisfazem tanto o fold change como o estimador teorico, porém sao proteinas
pouco abundantes que provavelmente tiveram sua quantificacao
comprometida. Seiscentos e trinta proteinas (pontos vermelhos) néo
satisfizeram nenhum dos critérios estatisticos usados. Sendo que as proteinas
na parte superior dessa figura correspondem as proteinas superexpressadas

na margem de resseccao.
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Figura 25 - Andlise do TFold comparando perfis protedmicos de proteinas identificadas em
duas ou mais replicatas biolégicas de amostras de individuos controle frente as da margem de

resseccdo. Cada proteina foi mapeada como um ponto no grafico de acordo com —Log, (p-

valor) (eixo x) e Log,(Fold change) (eixo y). Os pontos vermelhos ndo passaram no Fold-
change nem no critério do p-valor; os pontos laranjas apresentaram baixa quantificacéo,
portanto foram descartadas); os pontos verdes passaram no Fold-change mas nao no p-valor;

€ 0S pontos azuis passaram em ambos os testes.

Ao comparar pelo TFold a margem de resseccdo frente a amostra
tumoral, foram encontrados 0s seguintes resultados: oito proteinas que se
encaixam nos critérios dos pontos azuis descritos acima, dezenove proteinas
correspondem a pontos verdes, treze proteinas a pontos laranja e setecentos e
vinte e duas proteinas a pontos vermelhos. Além disso, ao fazer essa
comparacao da margem versus cancer, foi detectada uma baixa regulacédo da
gelsolina nas amostras tumorais, o que também foi encontrado em outros
estudos (Zhu et al., 2012). Segundo esses autores a baixa regulacdo dessa

proteina encontrada na margem de ressec¢do correspondente pode estar



103

ligada a metastase, visto que esta proteina aumenta a permeabilidade e tem
sido associada com a mobilidade do tumor (Zhu et al., 2012).
A analise Multidimensional Scaling (MDS) foi empregada para investigar
a proximidade de agrupamento entre os individuos controle, com cancer e a
respectiva margem de ressecc¢do conforme descrito anteriormente no item

3.5.10 B. Os resultados desse agrupamento sao mostrados na Figura 26.

Figura 26 - A andlise de Multidimensional Scaling (MDS) dos dados obtidos a partir da
tecnologia de identificac@o de proteinas multidimensional (MudPIT) de amostras de tecidos de
individuos controle, com céncer e respectiva margem de resseccdo. O nimero em cada ponto
representa a identificagdo da amostra correspondente. As regides azuis, verdes e vermelhos
delimitam as regifes do controle, margem de resseccao e cancer, respectivamente. Sendo que

os limites foram realizados usando uma fung¢éo discriminante radial-basis function (RBF).

Ao examinar os dados provenientes da andlise MDS, pode-se inferir
algumas observacgdes. Curiosamente, os individuos do grupo controle e das
margens de resseccéo parecem ter sido agrupados mais efetivamente e mais

préximo quando comparado aqueles das amostras tumorais, no qual foi obtido
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um ponto separadamente dos demais, ou seja, a regido verde que representa a
margem de ressecc¢do estd um pouco mais separada da regido azul (controle)
do que da regido vermelha (céancer). Contudo, parece um erro agrupar o0s
membros da margem de resseccdo com aqueles do controle, ja que apesar de
préximos apresentam delimitagcbes de classificacdo bem distintas. O que
reforca a visdo de que a margem possui caracteristicas muito especificas, se
diferenciando, portanto do tecido saudavel. Quanto a amostra nove classificada
separadamente do grupo tumoral, conforme descrito na analise da eletroforese
unidimensional, ela apresenta um padrdo discriminatério comparada aos
demais, fazendo com que a abordagem computacional utilizada nesta analise
fosse repensada, conforme limitacdo ja descrita anteriormente no item 4.1 B.
Resumidamente, através da analise ACFold foi possivel identificar a
tropomiosina 2-B e a filamina-A em elevada concentracdo na amostra nove,
justificando sua separacdo das demais amostras de cancer. Segundo a
literatura, foi levantada a hipotese de que, em conjunto, estas duas proteinas
desempenham um papel chave em “um mecanismo pelo qual ocorre a troca de
uma resposta tumorigénica TGF-B”, ou seja, essas duas proteinas apresentam
um mecanismo pelo qual ocorre a troca de um fator de crescimento B que
auxilia na propagacéao das células cancerigenas (Assinder e Cole, 2011).
Todos o0s arquivos de espectros de massas raw, 0S arquivos
intermediarios do PatternLab, e a completa lista de identificacbes das proteinas
do gel unidimensional e do MudPIT para todos os tipos de tecido estdo

disponiveis para download em: http://max.ioc.fiocruz.br/pcarvalho/2012aquino.
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4 C: Estudo exploratorio comparativo de perfis metaboldmicos de
canceres gastricos

A analise metabolémica foi realizada com bidpsias gastricas de
dezesseis individuos controle, dezesseis pacientes com cancer e as
correspondentes dezesseis margens de resseccao, totalizando quarenta e oito
amostras analisadas. Algumas caracteristicas desses individuos encontram-se
descritas na tabela 9 a seguir, onde é possivel observar que os individuos
controle tinham em média 41 anos, enquanto que 0s com cancer tinham uma
média de 55 anos.

Tabela 9 — Caracteristicas dos individuos envolvidos no estudo metabolémico.

N’ da N’do  Tipode Idade Sexo Diagnéstico  H. Pylori

amostra individuo amostra clinico ou
cirargico
1 22 Controle 28  Feminino Gastrite Positivo
2 37 Cancer 62 Feminino T2NXMO Negativo
3 37 Margemde 62 Feminino T2NXMO Negativo
resseccao
4 27 Controle 33 Feminino Gastrite Negativo
5 2 Controle 44 Feminino Gastrite Positivo
6 5 Controle 34 Feminino Gastrite Negativo
7 34 Cancer 66  Masculino TANXM1 Negativo
8 34 Margemde 66  Masculino TANXM1 Negativo
resseccao
9 31 Cancer 59  Masculino T2NXMO Negativo
10 31 Margemde 59  Masculino T2NXMO Negativo
resseccao
11~ 12 Controle 46 Feminino Gastrite Negativo

12 20 Controle 34 Feminino Gastrite Positivo
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13*

14~

15*

16

17~

18*

19*

20

21

22

23

24*

25*

26

27

28

29

30

31*

30

30

29

23

15

19

19

18

14

13

13

25

25

24

24

11

Cancer

Margem de

resseccao
Controle
Controle

Controle

Cancer

Margem de

resseccao
Controle
Controle

Margem de

resseccao
Céancer

Margem de

resseccao
Cancer
Cancer

Margem de

resseccao

Margem de

resseccao
Cancer
Controle

Cancer

48

26

19

43

46

46

50

60

49

47

47

50

31

71

Masculino

Masculino

Feminino
Feminino

Masculino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino

Feminino
Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Feminino

Feminino

TANXMO

TANXMO

Gastrite

Gastrite

Gastrite e

presenca de
agregados de

linfécitos
T4ANXMO

TANXMO

Gastrite
Gastrite

TANXMO

TANXMO

TAN3MO

TAN3MO
T3NXMO

T3NXMO

TANXM1

TANXM1
Gastrite

T3NXMO

Negativo

Negativo

Positivo
Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo
Positivo

Positivo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo
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32*

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

a7

48

11

38

38

=Y

39

33

33

10

10

32

32

26

17

40

40

Margem de

resseccao
Controle
Controle
Cancer

Margem de

resseccao
Cancer

Margem de

resseccao
Cancer

Margem de

resseccao

Margem de

resseccao
Cancer
Cancer

Margem de

resseccao

Controle

Controle

Margem de

resseccao

Cancer

71

55

72

52

52

61

61

62

62

68

68

40

40

44

32

60

60

Feminino

Feminino
Feminino
Feminino

Feminino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino

Masculino
Masculino

Masculino

Masculino

Feminino

Masculino

Masculino

T3NXMO

Gastrite
Gastrite
T4ANXM1

TANXM1

T2NXMO

T2NXMO

TAN2M1

TAN2M1

T3NXMO

T3NXMO
TINXMO

TINXMO

Gastrite e
polipo
hiperplasico

de antro
Gastrite

T3NXMO

T3NXMO

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

*Amostras utilizadas também na andlise proteémica.
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A figura 27 exemplifica os perfis metabolémicos dos tipos de tecidos
analisados, onde se pode verificar que os perfis das amostras dos individuos
controle sdo semelhantes aos do cancer, apresentando apenas diferencas

relativas a intensidade ou auséncia de alguns picos de razdo m/z.
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Figura 27 — Comparacdo dos perfis metabolédmicos das amostras dos individuos controle,

pacientes com céncer e a correspondente margem de resseccao.

Tal semelhanca visualizada nos perfis entre os controles e os canceres
foi confirmada pelo perfil mediano normalizado das amostras (Figura 28) onde
se verifica também e de forma mais clara a diferenca mediana entre eles, ou
seja, a variacdo na presenca ou auséncia de determinado pico assim como na
sua intensidade em cada tipo de tecido. Fica assim demonstrado que os perfis
de tais tipos de tecidos ndo séo tdo semelhantes conforme aparentam pelos
perfis medianos. Essas diferencas de presenca ou intensidades relativas de
picos

indicam provaveis substancias produzidas, suprimidas ou cujas
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producbes apenas alteraram em amplitudes como consequéncia do cancer
gastrico. Surpreendentemente na presente analise metabolémica os efeitos
dessa doencga foram mais evidenciados no perfil mediano da margem de
ressecgcdo, em comparagao com os perfis medianos do cancer e do controle
(Figura 29 e 30). Essa observacéo est4 de acordo com algumas evidéncias do
resultado da protedbmica, em que foram observadas proteinas na margem de
resseccao, que segundo a literatura algumas delas ja foram relacionadas a
progressdo tumoral assim como foi verificado que a margem de resseccao
possui uma caracteristica distinta quanto comparada aos demais tipos de
tecido analisado. Fato esse que também foi visualizado na metabolémica, ao
verificar o perfil bem diferente da margem de ressecc¢ao na regido de m/z de
850-930. Logo, pode se sugerir que o perfil distinto da margem de resseccao
seja a manifestacéo de uma batalha bioquimica entre as células do organismo
e as cancerigenas, as primeiras em estado de defesa e as ultimas em estado
de ataque invasivo, inclusive pela busca de nutricdo para a propria

sobrevivéncia e propagacao nos tecidos proximos e distantes (metastase).
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Figura 28 - Comparacéo dos perfis medianos (normalizados) do cancer e do controle assim

como a diferenca mediana entre eles.
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Figura 29 - Comparacdo dos perfis medianos (normalizados) do cancer e da margem de

ressecc¢do, e a diferenca mediana entre eles.
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Figura 30 - Comparacédo dos perfis medianos (normalizados) do controle e da margem de

ressecc¢ao, e a diferenca mediana entre eles.

Como a extracdo de informacdes dos resultados de um experimento
guimico geralmente envolve a analise de um grande numero de variaveis é
necessaria a utilizacdo de ferramentas estatisticas. Para a andlise dos dados

obtidos por insercdo direta no espectrémetro de massas foi decidido que as
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variaveis a serem analisadas seriam todos os ions de m/z 600 a 1000, faixa
previamente escolhida por ser a mais rica em informacdes nos espectros de
todas as amostras. Para a normalizacdo dos dados os valores menores ou
iguais a 6% da intensidade do ion mais abundante foram considerado como
ruido e lhes foi atribuido o valor zero. Esta reducdo de variaveis permitiu a
construcao de graficos bidimensionais contendo maior informagéo estatistica, o
qgue foi possivel através de agrupamentos hierarquicos entre as amostras de
acordo com suas similaridades, utlizando as varidveis escolhidas e
representando-as de maneira bidimensional através de dendrogramas
(Johnson e W.ichern, 2007; Filho, 2010). Brevemente, a técnica de
agrupamento hierarquico interiga as amostras por suas associagoes,
produzindo um dendrograma onde as amostras semelhantes, segundo as
variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si. A suposicdo basica de sua
interpretacdo € esta: quanto menor a distancia entre 0os pontos, maior a
semelhanca entre as amostras. Existem muitas maneiras de procurar
agrupamentos no espaco n-dimensional. A mais simples consiste em agrupar
pares de pontos que sdo mais proximos, usando a distancia euclidiana, e
substitui-los por um novo ponto localizado na metade da distancia entre eles
(Johnson e Wichern, 2007; Filho, 2010; Santos et al., 2009).

Portanto, devido a natureza exploratéria dos métodos hierarquicos na
analise de agrupamentos (AA), foram empregados trés métodos: o da média
das ligacGes (Average Linkage), o centroide (Centroid) e o de Ward (Ward)
(Johnson e Wichern, 2007). Os métodos da média das ligacbes e o centroide
nao enfatizaram claramente a presenca de grupo nos dados, ou seja, néo

demonstraram uma nitida classificacdo discriminatoria dos dados obtidos em
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grupos diferentes. Por outro lado, o método de Ward, um dos mais eficientes
para identificar agrupamento em conjunto de dados e que usa como métrica de
semelhanca a distancia euclidiana de vetores gerados a partir das intensidades
de cada m/z, apresentou um dendrograma indicando de maneira bem definida
a presenca de trés grupos nas observacdes dos perfis, tanto para as
observacbes com as replicatas, como também, com as medianas das

replicatas, como pode ser observado nas figuras 31 e 32.
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Valores Normalizados Sem Ruidos - Método de Ward (Euclidiana)
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Figura 31 — Dendrograma das distancias euclidianas das réplicas das amostras normalizadas

usadas nesse estudo.
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Figura 32 - Dendrograma das distancias euclidianas da média das amostras normalizadas

usadas nesse estudo.
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A analise dos dendrogramas das distancias euclidianas revelou que o
método foi eficaz em agrupar os trés tipos de tecidos empregados no estudo, e
corroborou com o perfil mediano, ao revelar individuos controle bem préximos
de pacientes com cancer. Este fato intrigante necessita de maiores
investigacOes, especialmente porque entre os individuos agrupados com o
grupo do cancer existe pelo menos um (controle 45) que apresentou no
diagnéstico clinico um pdlipo hiperplasico de antro, o qual é um crescimento
anormal benigno em torno da mucosa intestinal (tumores ndo cancerigenos)
gue necessita de acompanhamento regularmente para a investigacdo de
possivel malignidade.

Em contrapartida, a metodologia empregada neste estudo apresentou
relativa robustez, visto que ao analisar tanto o dendrograma das distancias
euclidianas das réplicas como o das medianas das amostras normalizadas
verifica-se que ambas foram bem semelhantes, ou seja, que os dados obtidos
durante as duas réplicas foram bem coerentes entre si. Observa-se que
praticamente todas as réplicas estdo intimamente agrupadas (Figura 31).
Outro fato observado nessa analise € que existem individuos da margem de
resseccao que agruparam com os de cancer, corroborando com os resultados
obtidos da protebmica de que a margem de resseccdo apresenta
caracteristicas mais semelhantes ao grupo do cancer, inclusive a amostra nove
(cancer) que demonstrou ser tdo distinta das demais na andlise protedmica
teve sua margem de resseccdo (MR 19) agrupada entre os individuos com
cancer pelo método de Ward.

Além disso, para complementar a analise exploratéria dos dados, foi

empregado o método ndo hierarquico k-Means (Johnson e Wichern, 2007).
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Neste caso, 0 numero de grupos de interesse € fixado e o método forma os
grupos de maneira que a variancia das observacgdes dentro de cada grupo seja
minimizada, sendo considerado na literatura muito eficiente em formar grupos
cujas observacbes componentes sejam similares com relacdo as
caracteristicas que as descrevem (Hastie et al., 2009). Os resultados obtidos
para trés grupos (k=3), com dez inicializacdes aleatdrias do método, séo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Agrupamento de k-Means com a mediana dos valores normalizados para os trés

tipos de tecido utilizados no estudo. Sendo grupo 1 = Margem de resseccao; 2= Controle e 3=

Cancer.
Tecido /Grupo 1 2 3
Formado
Céancer 1 0 15
Controle 1 9 6
Margem 11 0 5

Ao analisar a tabela 10, verifica-se que a analise exploratéria dos dados
foi eficaz ao classificar os tipos de tecido do cancer e da margem,
especialmente os primeiros, com quinze dos dezesseis individuos (94%)
classificados de maneira correta com os dados do diagndstico clinico. A
margem de resseccdo teve onze dos dezesseis individuos (69%) agrupados
também de maneira coerente com a avaliacao clinica. As cinco amostras de
margens de resseccdo agrupadas com as de cancer, quatro sdo de individuos
em estagio avancado, T4 (MR 8, 19, 28 e 40) e uma de paciente em estagio

intermediéario, T2 (MR 10), de acordo com diagndstico clinico/cirdrgico. Entre
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estes individuos em estigio T4, trés apresentaram metéstase a distancia
observavel (M1), possivel causa de terem sido incluidas no grupo de cancer.
Por fim, o grupo controle teve a classificagdo menos efetiva, com apenas nove
individuos (56%) agrupados de forma coerente com a andlise clinica. A alta
taxa de amostras controle agrupadas com as de cancer é coerente com a
relativa semelhanca observada entre os espectros medianos de ambos 0s tipos
(Figura 28), e pode indicar uma limitacdo da metodologia aplicada (por
exemplo, devido a faixa de valores m/z escolhida) ou mesmo ser um indicativo
de que tais individuos estejam em estagio inicial da doenga, o que confirmaria
o potencial da abordagem metaboldmica para o diagnostico precoce. A
continuacao das investigacdes, com novas analises dessas amostras e novas
amostragens de voluntarios, bem como o acompanhamento clinico dos
individuos envolvidos por um periodo de alguns anos, é necessaria para inferir
se o diagndstico precoce é possivel pela abordagem metabolémica adotada

nesta dissertacao.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A alta incidéncia de 80% (8/10) do virus Epstein-Barr (EBV) nas
amostras tumorais e nas margens cirdrgicas correspondentes, e em nenhum
dos seis individuos controle bem como a presencga de H. Pylori em apenas dois
dos casos estudados sugerem que EBV pode ser considerado como um fator
de risco para adenocarcinoma gastrico em Manaus, 0 que deve ser
determinado por estudos adicionais em larga escala.

Ao comparar perfis protéicos das amostras de tecidos de cancer,
margem de resseccao e do controle, observou-se que os perfis da margem de
resseccdo sdo mais semelhantes aos do cancer do que aos do controle.
Durante esta comparacdo, varias proteinas encontradas ja haviam sido
previamente correlacionadas com a doenca, como, por exemplo: algumas
proteinas, as quais segundo a literatura possuem ligacdo com o crescimento
tumoral e que foram encontradas na margem de resseccdo, o que reforca a
importancia do estudo dessa regido para o entendimento do processo de
tumorigénese.

Embora tenham sido encontradas proteinas diferencialmente
expressadas e candidatas a biomarcadores, um estudo muito mais amplo e
especifico € necessario para tal confirmacdo e validacdo. Porém, tais
resultados demonstram claramente que a margem de resseccado possui
caracteristicas bem especificas que merecem uma melhor compreensao e
pode ajudar no desenvolvimento de futuros tratamentos.

Além disso, a analise por MDS revelou limitacbes na estratégia da
proteémica diferencial empregada no presente estudo. Pois a comparacao de

perfis protebmicos shotgun sem considerar a analise de amostras
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independentes, através de ferramentas como a analise do gel 1D ou um
algoritmo como MDS, pode ocasionar a perda de informac¢des importantes.
Neste trabalho, a analise por TFold perdeu caracteristicas marcantes
relacionadas as proteinas superexpressadas na amostra nove. Embora, tais
proteinas tenham sido também encontradas em outros pacientes, um
consideravel desvio padrao existe assim como lacunas nas estratégias
estatisticas mais comuns. Logo, ao empregar uma abordagem complementar
simples, é possivel investigar as caracteristicas Unicas que explicam a
particularidade desse individuo. Logo, deve ser dada importancia também para
a individualidade da amostra, ja que cada paciente apresenta caracteristicas
unicas.

A metodologia empregada de analise metabolémica de amostras do
estbmago de individuos com e sem cancer por espectrometria de massas
apresentou robustez de acordo com a comparacéo estatistica dos dados. Pelo
estudo exploratorio usando o método de Ward foi possivel agrupar
corretamente 72,9% dos trés tipos de tecidos, o0 mesmo percentual obtido pelo
método k-Means, enquanto os perfis medianos e as respectivas diferencas
demonstraram caracteristicas espectrais tipicas de cada grupo. Embora nao
haja dados suficientes para afirmar se os desvios de classificacdo observados
sdo devidos a limitacbes da metodologia empregada ou indicativos de
diagnosticos ndo detectaveis por outros métodos, por exemplo, a indicacao
precoce da doenca, os resultados alcancados estimulam a continuidade das

investigacoes.



122

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALAIYA, A.; ROBLICK, U.; EGEVAD, L. ; CARLSSON, A.; FRANZEN, B.;
VOLZ, D. et al. Polypeptide expression in prostate hyperplasia and prostate
adenocarcinoma. Anal Cell Pathol., 21(1):1-9, 2000.

ALBERTS, B.; JOHNSON, A.; LEWIS, J.; RAFF, M.; ROBERTS, K.; WALTER,
P. Molecular Biology of the Cell. United States of America: Garland Science, 5°
edicdo, 2008.

ALMEIDA, J. R. C.; PEDROSA, N. L.; LEITE, J. B.; FLEMING, T. R. P,
CARVALHO, V. H.; CARDOSO, A. A. A. Marcadores tumorais: revisdo de
literatura. Revista Brasileira de Cancerologia, 53(3): 305-316, 2007.

AQUINO, P. F.; FISCHER, J. S. G.; NEVES-FERREIRA, A. G. C.; PERALES,
J.; DOMONT. G. B.; ARAUJO, G. D. T. et al. Are gastric cancer resection
margin profiles more similar to those from controls or tumors? Journal of
Proteome Research, submetido em julho de 2012.

ARGRAVES, W. S.; DICKERSON, K.; BURGESS, W. H.; RUOSLAHTI, E.
Fibulin, a novel protein that interacts with the fibronectin receptor beta subunit
cytoplasmic domain. Cell, 58(4): 623-629, 1989.

ASAKA, M.; KIMURA, T.; KATO, M.; KUDO, M.; MIKI, K.; OGOSHI, K. et al.
Possible role of Helicobacter pylori infection in early gastric cancer
development. Cancer. 73: 2691-2694, 1994.

ASSINDER,S.; COLE, N. Does TGF-beta induced formation of actin stress
fibres reinforce Smad dependent TGF-beta signalling in the prostate? Med
Hypotheses 76: 802-804, 2011.

BARBOZA,R.; COCIORVA,D.; XU,T.; BARBOSA,V. C.; PERALES,J. et al. Can

the false-discovery rate be misleading? Proteomics. 11:4105-4108, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=11254220
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Argraves%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2527614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dickerson%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2527614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burgess%20WH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2527614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ruoslahti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2527614
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=2527614

123

BARKER, P. E. Cancer biomarker validation: standards and process: roles for
the National Institute of Standards and Technology (NIST). Ann. NY Acad. Sci.
983: 142-150, 20083.

BARRIL, N. TAJARA, E L. H. Aspectos Moleculares do Céancer Tiroideano. Arq
Bras Endocrinol Metab. 43(5): 313-324, 1999.

BARTLETT, J. M. S.; STIRLING, D. PCR protocols — Methods in molecular
biology. New Jersey: Humana press, 2° edicéo, vol. 226, 2003.

BHARADWAJ, S.; PRASAD, G. L. Tropomyosin-1, a novel suppressor of
cellular transformation is downregulated by promoter methylation in cancer
cells. Cancer Letters, 183 (2): 205-213, 2002.

BRAVERMAN, R. H.; COOPER, H. L.; LEE, H. S.; PRASAD, G.L. Anti-
oncogenic effects of tropomyosin: isoform specificity and importance of protein
coding sequences. Oncogene, 13 (3):537 — 545, 1996.

BURKE, A. P.; YEN, T. S.; SHEKITKA, K. M.; SOBIN, L. H. Lymphoepithelial
carcinoma of the stomach with Epstein-Barr virus demonstrated by polymerase
chain reaction. Modern Pathology. 3: 377-380, 1990.

BYRNE, J. A.; MALEKI, S.; HARDY, J. R.; GLOSS, B. S.; MURALI, R
SCURRY, J. P. et al. MAL2 and tumor protein D52 (TPD52) are frequently
overexpressed in ovarian carcinoma, but differentially associated with
histological subtype and patient outcome. BMC. Cancer 10: 497, 2010.
CARVALHO, P. C. et al. Deteccao de potenciais marcadores moleculares
séricos da doenca de Hodgkin. J. Bras Patol Med Lab., 41(3):165-168, 2005.
CARVALHO, P. C.; FISCHER J. S. G.; DEGRAVE, W. M.; CARVALHO, M. G.
C. Marcadores séricos e espectrometria de massas no diagndstico do cancer.

J. Bras Patol Med Lab. 42(6): 431-436, 2006a.



124

CARVALHO, P. C. Reconhecimento de padrbes protedbmicos e genémicos por
aprendizagem de maquinas para o diagnostico médico. Dissertacao (Mestrado)
— Departamento de Biologia Celular e Molecular do Instituto Oswaldo Cruz, Rio
de Janeiro, 2006b.

CARVALHO,P. C.; HEWEL, J.; BARBOSA,V. C.; YATES,J. R, lll Identifying
differences in protein expression levels by spectral counting and feature
selection. Genetics and Molecular Research, 7 (2): 342-356, 2008.
CARVALHO,P. C.; XU,T.; HAN,X.; COCIORVA,D.; BARBOSA,V. C.;)YATES,J.
R., Il YADA: A tool for taking the most out of high-resolution spectra.
Bioinformatics. 25:2734-2736, 2009.

CARVALHO, P. C. Um ambiente computacional para protedmica. Tese
(Doutorado) — Departamento de Engenharia de Sistemas e Computacao
(COPPE), Rio de Janeiro, 2010.

CARVALHO,P. C.; FISCHER,J. S.; PERALES,J.; YATES,J. R.,lll; BARBOSA,V.
C., BAREINBOIM,E. Analyzing marginal cases in differential shotgun
proteomics. Bioinformatics, 27:275-276, 2011.

CARVALHO,P. C.; FISCHER,J. S.; XU,T.; COCIORVA,D.; BALBUENA,T. S,;
VALENTE,R. H.; PERALES,J.; YATES,J. R., lll; BARBOSA)V. C. Search
Engine Processor: filtering and organizing PSMs. Proteomics., 2012a.
CARVALHO,P. C.; YATES,J. R., lll; BARBOSA,V. C. Improving the TFold test
for differential shotgun proteomics. Bioinformatics, 2012b.

CESAR, A. C. G., et al. Fatores genéticos e ambientais envolvidos na

carcinogénese gastrica. 39(4): 253-259, 2002.



125

Chan, A. O. E-cadherin in gastric cancer. World J. Gastroenterol. 12: 199-203,
2006.

CHEN, J., et al. Serum 27-nor-5#-cholestane-3,7,12,24,25 pentol glucuronide
discovered by metabolomics as potential diagnostic biomarker for epithelium
ovarian cancer. J. Proteome Res. 10(5): 2625-2632, 2011.

CHEN, J.; KAHNE, T.; ROCKEN, C.; GOTZE, T.; YU, J. ; SUNG, J. J. et al.
Proteome analysis of gastric cancer metastasis by two-dimensional gel
electrophoresis and matrix assisted laser desorption/ionization-mass
spectrometry for identification of metastasis-related proteins. J Proteome Res.,
3 (5):1009 — 1016, 2004.

CHEN, Y. et al. RRLC-MS/MS-based metabonomics combined with in-depth
analysis of metabolic correlation network: finding potential biomarkers for breast
cancer. Analyst, 134: 2003-2011, 2009.

CHENG, Y. Y.; JIN, H.; LIU, X,; SIU, J. M.; WONG, Y. P.; NG, E. K.; YU, J. et
al. Fibulin 1 is downregulated through promoter hypermethylation in gastric
cancer. Br J Cancer. 99(12): 2083-2087, 2008.

COCIORVAD.; TABB,L.; YATES,J. R. Validation of tandem mass spectrometry
database search results using DTASelect. Curr. Protoc. Bioinformatics. Chapter
13:13.4.1-13.4.14, 2006.

COTTRELL, J. S. Protein identification using MS/MS data. Journal of
Proteomics XX, 2011.

CRAIG, R.; BEAVIS, R.C. TANDEM: matching proteins with tandem mass
spectra. Bioinformatics, 20(9): 1466-1467, 2004.

DANTAS, E. L. R. et al. Genética do cancer hereditario. Revista Brasileira de

Cancerologia, 55(3): 263-269, 20009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=15473690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cheng%20YY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Siu%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wong%20YP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ng%20EK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18985039
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=18985039

126

DEBRUYNE, P.; VERMEULEN, S.; MAREEL, M. The role of the E-
cadherin/catenin complex in gastrointestinal cancer. Acta Gastroenterol. Belg.
62:393-402, 1999.

DIAMANDIST, E. P. Mass Spectrometry as a Diagnostic and a Cancer
Biomarker Discovery; Tool.Molecular & Cellular Proteomic, 3:367—-378, 2004.
EBERT, M. P. A. et al. Identification and confirmation of increased
fibrinopeptide A serum protein levels in gastric cancer sera by magnet bead
assisted MALDI-TOF mass spectrometry. Journal of proteome research,
5:2152-2158, 2006.

EIDHAMMER, 1.; FLIKKA, K.; MARTENS, L.; MIKALSEN, S. Computational
Methods for Mass Spectrometry Proteomics. England: John Wiley & Sons Ltda,
2007.

ENG,J. K.; MCCORMACK,A. L.; YATES,J. R. Illl. An Approach to Correlate
Tandem Mass Spectral Data of Peptides with Amino Acid Sequences in a
Protein Database. J Am Soc Mass Spectrom, 5: 976-989,1994,

FENN, J. B.; MANN, M.; MENG, C. K.; WONG, S. F.; WHITEHOUSE, C. M.
Electrospray ionization for mass spectrometry of large biomolecules. Science,
246:64 — 71, 1989.

FERREIRA, C. R. et al. Principios e aplicacbes da espectrometria de massas
em producdo animal. Anais do Il Simpdésio de Biologia Molecular Aplicada a
Producéo Animal. Sdo Paulo: 109-136, 2009.

FILHO, D. B. Aplicacdo de métodos quimiométricos para a classificacdo de
aguas minerais comercializadas em Goiania — GO. Dissertacdo (Mestrado) —

Departamento de quimica, Goiania, 2010.



127

FISCHER, J. S.; CARVALHO, P. C.; NEVES-FERREIRA, A. G.; DA FONSECA,
C. O.; PERALES ,J.; CARVALHO, M. G.; DOMONT, G. B. Anti-thrombin as a
prognostic biomarker candidate for patients with recurrent glioblastoma
multiform under treatment with perillyl alcohol. J. Exp. Ther. Oncol. 7: 285-290,
2008.

FISCHER, J. S. G. Proteoma diferencial do plasma de pacientes com
glioblastoma recidivo e de células A172 em resposta ao alcool perilico. Tese
(Doutorado) — Departamento de bioquimica, Rio de Janeiro, 2010.

FUKAYAMA, M. Epstein-Barr virus and gastric carcinoma. Pathology
International 60: 337-350, 2010.

GARTNER, L. P; HIATT, J. L., Tratado de Histologia. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan S.A., 1999.

GLISH, G. L.; VACHET, R. W. The basics of mass spectrometry in the twenty-
first century. Nature Reviews Drug Discovery, 2:140-150, 2003.

GREENE, L. M.; TWAL, W. O.; DUFFY, M. J.; MCDERMOTT, E. W.; HILL, A.
D.; O'HIGGINS, N. J.; MCCANN, A. H. et al. Elevated expression and altered
processing of fibulin-1 protein in human breast cancer. Br J Cancer. 88(6): 871-
878, 2003.

GROSS, J. H. Mass spectrometry: a textbook. Heidelberg, Germany: Springer
Verlag, 518, 2004.

GUERRA, M. R., GALLO, C. V. DE M., AZEVEDO, G.; MENDONCA, S., Risco
de cancer no Brasil: tendéncias e estudos epidemiolégicos mais recentes, Rev.
Bras. de Cancerologia, 51(3): 227-234, 2005.

HAN, X.; ASLANIAN, A.; YATES Ill, J. R. Mass spectrometry for proteomics.

Curr. Opin. Chem. Biol. 12(5):483-490, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Greene%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Twal%20WO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duffy%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McDermott%20EW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hill%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hill%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Higgins%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCann%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12644824
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=12644824

128

HASTIE, T.; TIBSHIRANI, R.; FRIEDMAN, J. The Elements of Statistical
Learning. Data Mining, Inference, and Prediction. 2° edicdo. Springer, 2009.
HAYASHI, K.; CHEN, W. G.; CHEN, Y. Y. et al. Deletion of Epstein-Barr virus
latent membrane protein 1 gene in Japanese and Brazilian gastric carcinomas,
metastatic lesions, and reactive lymphocytes. American Journal of Pathology.
152: 191-198, 1998.

HE, Q. Y.; CHEUNG, Y. H.; LEUNG, S. Y.; YUEN, S. T.; CHU, K. M.; CHIU, J.
F. Diverse proteomic alterations in gastric adenocarcinoma. Proteomics,
4(10):3276-3287, 2004.

http://biomedicinabrasil.blogspot.com. Acesso em: 24 de janeiro de 2012.
http://www.inca.gov.br/cancernobrasil/2010/docs. Acesso em: 18 de janeiro de
2012.

http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/. Acesso em: 20 de janeiro de 2012.
http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322. Acesso em: 19 de
novembro de 2010.
http://wwwz2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/tiposdecancer/site/home/estomago.
Acesso em: 19 de novembro de 2010.

HU, J. D. et al. Prediction of gastric cancer metastasis through urinary
metabolomic investigation using GC/MS. World J Gastroenterol, 17(6): 727-734,
2011.

HUBER, L.A. Is proteomics heading in the wrong direction, Nature Reviews
Molecular Cell Biology, 4:74-80, 2003.

JIMENO A.; HIDALGO M.; Molecular biomarkers: their increasing role in the
diagnosis, characterization, and therapy guidance in pancreatic cancer, Mol

Cancer Ther, 5(4), 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=15378696
http://biomedicinabrasil.blogspot.com/
http://www.inca.gov.br/estimativa/2010/estimativa20091201.pdf
http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322
http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/tiposdecancer/site/home/estomago

129

JOHNSON, R. A.; WICHERN, D. W. Applied Multivariate Statistical Analysis.
6° edicdo. New Jersey: Prentice Hall, 2007.

KARAS, M.; BACHMANN, D.; BAHR, U.; HILLENKAMP, F. Matrix-assisted
ultraviolet laser desorption of non-volatile compounds. Internacional Journal of
Mass Spectrometry and lon Processes, 78:53-68,1987.

KASHIMA, K.; OHIKE, N.; MUKAI, S.; SATO, M.; TAKAHASHI, M.
MOROHOSHI, T. Expression of the tumor suppressor gene maspin and its
significance in intraductal papillary mucinous neoplasms of the pancreas.
Hepatobiliary Pancreat Dis Int., 7(1): 86-90, 2008.

KITAHARA, F.; KOBAYASHI, K.; SATO, T.; KOJIMA, Y.; ARAKI, T.; FUJINO,
M. A. Accuracy of screening for gastric cancer using serum pepsinogen
concentrations. Gut. 44(5): 693-697, 1999.

KOMOTO, K.; HARUMA, K.; KAMADA, T.; TANAKA, S.; YOSHIHARA, M.;
SUMII, K. et al. Helicobacter pylori infection and gastric neoplasia: correlation
with histological gastritis and tumor histology. American Journal of
Gastroenterology. 93: 1271-1276, 1998.

KONNO, S.; TAKEBAYASHI, Y.; AIBA, M.; AKIYAMA, S.; OGAWA, K.
Clinicopathological and prognostic significance of thymidine phosphorylase and
proliferating cell nuclear antigen in gastric carcinoma. Cancer Letters. 166: 103-
111, 2001.

KORIYAMA, C.; AKIBA, S.; IRIYA, K. et al. Epstein-Barr virus-associated
gastric carcinoma in Japanese Brazilians and non-Japanese Brazilians in S&o

Paulo. Japanese Journal of Cancer Research. 92: 911-917, 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18234645

130

KOTLOWSKA, A. et al. Urine metabolomics analysis for adrenal incidentaloma
activity detection and biomarker Discovery. Journal of Chromatography B, 879:
359-363, 2011.

LATTARIO, F.; FURTADO, Y. L.; GONCALVES, R.; SILVEIRA, F. A. et al.
Analysis of human papillomavirus and Epstein-Barr virus infection and aberrant
death-associated protein kinase methylation in high grade squamous
intraepithelial lesions. International Journal of Gynecological Cancer. 18: 785-
789, 2008.

LI, J. et al. Proteomics and bioinformatics approaches for identification of serum
biomarkers to detect breast cancer. Clin Chem, 48(8): 1296-304, 2002.
LIEBLER, D. C. Introduction to Proteomics: Tools for the new biology. New
Jersey: Humana Press, 2002.

LIMA, M. A. P.; FERREIRA, M. V. P.; BARROS, M. A. P.; PARDINI, M. I. M. C,;
FERRASI,A. C.; RABENHORST, S. H. B. Epstein-Barr virus (EBV) detection in
gastric carcinomas from Ceara and Séo Paulo states, in Brazil. J. Bras. Patol.
Med. Lab. 47(2): 171-179, 2011.

LIMA, M. A. P.; RABENHORST, S. H. B. Association of Epstein-Barr virus
(EBV) with solid tumors. Revista Brasileira de Cancerologia. 52(1): 87-96, 2006.
LOPES, L. F.; BACCHI, M. M.; OLIVEIRA, D. E.; ZANATI, S. G.; ALVARENGA,
M.; BACCHI, C. E. Epstein-Barr virus infection and gastric carcinoma in Sao
Paulo State, Brazil. Brazilian Journal of Medical and Biological Research. 37:
1707-1712, 2004.

MACDONALD, F.; FORD, C. H. J.; CASSON, A. G. Molecular Biology of
Cancer.London e New York: Garland Science/Bios Scientific Publishers, 2°

edicéo, 2004.


http://lattes.cnpq.br/8793530296401148
http://lattes.cnpq.br/8485034732243865

131

MacPherson, M.; Fagerholm, S. C. Filamin and filamin-binding proteins in
integrin regulation and adhesion. Focus on: Filamin A is required for vimentin-
mediated cell adhesion and spreading. Am J. Physiol. Cell Physiol. 98(2): 206-
208, 2010.

MAKAROV, A. Electrostatic axially harmonic orbital trapping: a high-
performance technique of mass analysis. Analytical Chemistry, 72:1156 — 1162,
2000.

MANN, M. et al., Mass spectrometry-based proteomics. Nature, 422: 198-207,
2003.

MATHOT, L.; STENNINGER, J. Behavior of seeds and soil in the mechanism of
metastasis: a deeper understanding. Cancer Sci. 103(4): 626-631, 2012.
MAUAD, E.C. et al., Cancer gastrico em adultos jovens. Revista Brasileira de
Cancerologia; 46(3), 299-304, 2000.

MCDONALD,W. H.; TABB,D. L.;SADYGOV,R. G, MACCOSS M. J.;
VENABLE,J.; GRAUMANN,J.; JOHNSON,J. R.;,COCIORVAD.,;YATES,J. R,,
[l MS1, MS2, and SQT-three unified, compact, and easily parsed file formats
for the storage of shotgun proteomic spectra and identifications. Rapid
Commun. Mass Spectrom. 18:2162-2168, 2004.

MCNEER, G. Cancer of the stomach in the young. AJR; 45: 537-550, 1941.
MOTOYAMA, A.; YATES, J. R. lll. Multi-dimensional LC separations in shotgun
proteomics. Analytical Chemistry, 80(19): 7187-7193, 2008.

NEJJARI, M.; ANDERSON, W.; POURREYRON, C.; JACQUIER, M. F,
SCOAZEC, J. Y.; REMY, L. The role of fibroblasts in the modulation of integrin-
dependent interactions between the gastric cell line HGT-1 and fibronectin. Int.

J. Cancer 112: 560-569, 2004.



132

NEVEROVA, I.; EYK, J. E. V. Role of chromatographic techniques in proteomic
analysis. Journal of Chromatography B, 815: 51 — 63, 2005.

NUSSBAUM, R. L.; Willard, H. F.; Mcinnes, R. R. Thompson e Thompson
Genética Médica. Rio de Janeiro: Elsevier, 7° edicdo, 2008.

OISHI, Y.; KIYOHARA, Y.; KUBO, M.; TANAKA, K.; TANIZAKI, Y.; NINOMIYA,
T. et al. The serum pepsinogen test as a predictor of gastric cancer: the
Hisayama study. Am J Epidemiol. 163(7): 629-637. 2006.

ORIMO, H.; OHATA, M.; FUJITA, T. Role of inorganic pyrophosphatase in the
mechanism of action of parathyroid hormone and calcitonin. Endocrinology, 89
(3): 852-858, 1971.

OUE, N.; HAMAI, Y.; MITANI, Y.; MATSUMURA, S.; OSHIMO, Y.; AUNG, P.
P.; KURAOKA, K.; NAKAYAMA, H.; YASUI, W. Gene expression profile of
gastric carcinoma: identification of genes and tags potentially involved in
invasion, metastasis, and carcinogenesis by serial analysis of gene expression.
Cancer Res. 64: 2397-2405, 2004.

PARKIN, D. M. et al. Cancer incidence in five continents, IARC Scientific
Publications,143: 45-173, 1997.

PATTERSON, S. D.; AEBERSOLD, R. H. Proteomics: the first decade and
beyond. Nature Genetics, 33: 311-323, 2003.

PATTLE, S. B.; FARRELL, P. J. The role of Epstein-Barr virus in cancer. Expert
Opin Biol Ther. 6(11):1193-1205, 2006.

PEPE, M. S. et al. Phases of biomarker development for early detection of

cancer. J. Nat. Cancer Inst. 93: 1054-1061, 2001.



133

PERKINS, D.N.; PAPPIN, D.J.; CREASY, D. M.; COTTRELL, J.S. Probability-
based protein identification by searching sequence databases using mass
spectrometry data. Electrophoresis, 20(18): 3551-3567, 1999.

PESTANER, C., BIBBO, M., BOBROSKI, L., SESHAMMA, T. et al. Potencial of
the in situ Polymerase Chain Reaction in diagnostic cytology. Acta Cytological,
38: 676-680,1994.

PETRICOIN, E. F. et al. Use of proteomic patterns in serum to identify ovarian
cancer. Lancet, 359(9306): 572-577, 2002b.

PETRICOIN, E. F. lll et al., Serum proteomic patterns for detection of prostate
cancer. Journal of the national cancer institute, 94(20): 1576-1578, 2002a.

R DEVELOPMENT CORE TEAM. R: A Language and Environment for
Statistical Computing. R Foundation for Statistical Computing, 2009
(http://www.R-project.org).

RAVID, D.; CHUDERLAND, D.; LANDSMAN, L.; LAVIE, Y.; REICH, R
LISCOVITCH, M. Filamin A is a novel caveolin-1-dependent target in IGF-I-
stimulated cancer cell migration. Experimental cell Research, 314: 2762 — 2773,
2008.

RIOLI, V. et al. Novel Natural Peptide Substrates for Endopeptidase
24.15,Neurolysin, and Angiotensin-converting Enzyme. The journal of Biological
Chemistry, 278(10): 8547-8555, 2003.

ROSENBAUER, V., RIESNER, D. Temperature-gradient gel electrophoresis-
thermodynamic analysis of nucleic acids and proteins in puriWed form and
extracellular extracts. Biophys Chem. 26(2— 3):235-246, 1987.

SAGER, R.; SHENG, S., PEMBERTON, P.; HENDRIX, M. J. Maspin - A tumor

suppressing serpin. Adv. Exp. Med. Biol. 425: 77-88, 1997.


http://www.r-project.org/

134

SAIKI, R., SCHARF, S., FALOONA, F., MULLIS, K., HORN, G., AND ERLICH,
H. Enzymatic amplification of beta-globin genomic sequences and restriction
site analysis for diagnosis of sickle cell anemia. Science 230: 1350-54, 1985.
SAITO, I., SERVENIUS, B., COMPTN, T., FOX, R.l. Detection of Epstein-Barr
virus DNA by polymerase chain reaction in blood and tissue biopsies from
patients with Sjogren’s syndrome. Journal of Experimental Medicine. 169:
2191-219, 1989.

SAMPLE, J. T.;, SAMPLE, C. E. Epstein-Barr virus: Molecular Biology.
Encyclopedia of Virology, Oxford: Elsevier Ltd., 3° edi¢do: 157-167, 2008.
SANTOS, R. B.; JUNIOR, V. L.; CASTRO, V. 0. B.; GRECO, S. J. Uso de
métodos quimiomeétricos e mecanico-quanticos na analise de terpendides e
fenilpropandides bioativos contra o Aedes aegypti. Orbital. 1(4): 273-288, 2009.
SCANNI, A.; TOMIROTTI, M.; LICCIARDELLO, L.; ANNIBALI, E.; BIRAGHI, M;
TROVATO, M.; FITTIPALDI, M.; ADAMOLI, P.; CURTARELLI, G. Variations in
serum copper and ceruloplasmin levels in advanced gastrointestinal cancer
treated with polychemotherapy. Tumori 65: 331-338, 1979.

SCHULZ, W. A. Molecular Biology of Human Cancers — An advanced student’s
textbook. Springer, Dordrecht, The Netherlands, 2005.

SHAO, L. J.; SHI, H. Y., AYALA, G.; ROWLEY, D.; ZHANG, M.
Haploinsufficiency of the maspin tumor suppressor gene leads to hyperplastic
lesions in prostate. Cancer Res. 68 (13): 5143-51, 2008.

SHIBATA, D.; TOKUNAGA, M.; UEMURA, Y.; SATO, E.; TANAKA, S.; WEISS,
L. M. Association of Epstein-Barr virus with undifferentiated gastric carcinoma
with intense lymphoid infiltration lymphoepitheliomalike carcinoma. American

Journal of Pathology. 139: 469-474, 1991.


http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pmcentrez&artid=2518316
http://www.pubmedcentral.nih.gov/articlerender.fcgi?tool=pmcentrez&artid=2518316

135

SILVA, A. R. e ZUCOLOTO, S. O. The role of Epstein-Barr virus in human
tumorigenesis. Medicina (Ribeirdo Preto). 36: 16-23, 2003.

SILVEIRA, A. S. Céancer ginecoldgico: Diagnéstico e tratamento. In: Gil RA.
Fatores progndésticos, preditivos e marcadores tumorais no cancer
ginecoldgico. Florianépolis: 135-152, 2005.

SKUBITZ, A. P. Adhesion molecules. Cancer Treat. Res. 107:305-329, 2002.
SMITH, P. K.; KROHN, R. I.; HERMANSON, G.T. et al. Measurement of protein
using bicinchoninic acid. Anal. Biochem., 150: 76-85,1985.

SPRATLIN, J. L.; SERKOVA, N. J. and ECKHARDT, S. G. Clinical applications
of metabolomics in oncology: a review. Clin Cancer Res., 15: 431 — 440, 20009.
STORR,S. J.; MOHAMMED, R. A.; WOOLSTON, C. M.; GREEN, A. R.; PARR,
T.; SPITERI, I.; CALDAS, C.; BALL, G. R.; ELLIS, I. O.; MARTIN, S. G.
Calpastatin is associated with lymphovascular invasion in breast cancer. Breast
20: 413-418, 2011.

THEUER, C.P. et al. Gastric adenocarcinoma in patients 40 years of age or
younger. Am J Surg: 172(5), 473-477,1996.

TWAL, W.O.; CZIROK, A.; HEGEDUS, B.; KNAAK, C.; CHINTALAPUDI, M. R.;
OKAGAWA, H.; SUGI, Y.; ARGRAVES, W. S. Fibulin-1 suppression of
fibronectin-regulated cell adhesion and motility. J Cell Sci. 114(24): 4587-4598,
2001.

USUI, Y.; UEMATSU, T.; UCHIHASHI, T. et al. Inorganic polyphosphate
induces osteoblastic differentiation J. Dent. Res,. 89 (5): 504-509, 2010.
VEENSTRA, T. D.; YATES Ill, J. R. Proteomics for Biological Discovery. New

Jersey: John Wiley & Sons, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Twal%20WO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Czirok%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hegedus%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Knaak%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chintalapudi%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Okagawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sugi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Argraves%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11792823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=11792823

136

WANG, R. ; XU, J.; SARAMAKI, O.; VISAKORPI, T.; SUTHERLAND, W. M.;
ZHOU, J. et al. PrLZ, a novel prostate-specific and androgen-responsive gene
of the TPD52 family, amplified in chromosome 8g21.1 and overexpressed in
human prostate cancer. Cancer Res. 64(5): 1589-94, 2004.

WASHBURN, M. P.; WOLTERS, D.; YATES, J. R. lll. Large — scale analysis of
the yeast proteome by multidimensional protein identification technology.
Nature Biotechnology, 19: 242-247, 2001.

WLAZLINSKI, A.; ENGERS, R.; HOFFMANN, M. J.; HADER, C.; JUNG, V.
MULLER, M.; SCHULZ, W. A. Downregulation of several fibulin genes in
prostate cancer. Prostate. 67(16): 1770-80, 2007.

WU, H. et al. Metabolomic investigation of gastric cancer tissue using gas
chromatography/mass spectrometry. Anal Bioanal Chem, 396:1385-1395,
2010.

XU, T. et al. ProLuCID, a fast and sensitive tandem mass spectra-based protein
identification program. Mol Cell Proteomics, 5, 2006.

XU, Y.; BISMAR, T. A,; SU, J.; XU, B.; KRISTIANSEN, G.; VARGA, Z.; TENG,
L. et al. Filamin A regulates focal adhesion disassembly and suppresses breast
cancer cell migration and invasion. J Exp Med. 207(11): 2421-2437, 2010.
YASUI, W.; OUE, N.; ITO, R.; KURAOKA, K.; NAKAYAMA, H. Search for new
biomarkers of gastric cancer through serial analysis of gene expression and its
clinical implications. Cancer Sci. 95: 385-392, 2004.

YASUI, Y. et al. A data-analytic strategy for protein biomarker discovery:
profiling of high-dimensional proteomic data for cancer detection. Biostatistics,

4(3): 449-63, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=14996714
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wlazlinski%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Engers%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hoffmann%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hader%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jung%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=M%C3%BCller%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schulz%20WA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=17929269
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bismar%20TA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Su%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xu%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kristiansen%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Varga%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teng%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teng%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20937704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Filamin%20A%20regulates%20focal%20adhesion%20disassembly%20and%20suppresses%20breast%20cancer%20cell%20migration%20and%20invasion

137

YATES, J. R, lll; PARK,S. K.; DELAHUNTY,C. M.; XU,T.; SAVAS,J. N,
COCIORVAD.; CARVALHO,P. C. Toward objective evaluation of proteomic
algorithms. Nat. Methods 9:455-456, 2012.

YATES, J.; RUSE, C. 1, NAKORCHEVSKY, A. Proteomics by mass
spectrometry: approaches, advances, and applications. Annual Reviews
Biomed. Eng., 11:49-79, 2009.

ZHANG, X.; FANG, A.; RILEY, C. P.; WANG, M.; REGNIER, F. E.; BUCK, C.
Multi-dimensional liquid chromatography in proteomics — a review. Analytica
Chimica Acta, 664:101 — 113, 2010.

ZHANG,Y.; WEN,Z.; WASHBURN,M. P.; FLORENS,L. Refinements to label
free proteome quantitation: how to deal with peptides shared by multiple
proteins. Anal. Chem. 82: 2272-2281, 2010.

ZHAO, C. H. et al. Five serum proteins identified using SELDI-TOF-MS as
potential biomarkers of gastric cancer. Jpn J Clin Oncol, 40(4); 336—-342, 2010.
ZHAO, Y.; ZHOU, T.; LI, A.; YAO, H.; HE, F.; WANG, L.; SI, J. A potential role
of collagens expression in distinguishing between premalignant and malignant
lesions in stomach. Anat. Rec. (Hoboken.) 292:692-700, 2009.

ZHU, W. Y.; HUNAG, Y. Y.; LIU, X. G.; HE, J. Y.; CHEN, D. D.; ZENG, F,
ZHOU, J. H.; ZHANG, Y. K. Prognostic evaluation of CapG, gelsolin, P-gp,
GSTP1, and Topo-Il proteins in non-small cell lung cancer. Anat Rec (Hoboken)

295: 208-214, 2012.



138

7. ANEXOS

7.1 Parecer do Comité de ética em pesquisa - UFAM

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/UFAM

(60 EDRETAETRESCUS

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Amazonas aprovou, em
reunido ordinaria realizada nesta data, por unanimidade de votos, o Projeto de Pesquisa
protocolado no CEP/UFAM com CAAE n°. 0057.0.115.000-11, intitulado: “PROSPECGAO DE
CANDIDATOS A BIOMARCADORES ONCOLOGICOS DE CANCERES GASTRICOS POR
ESPECTROMETRIA DE MASSAS”, tendo como Pesquisadora Responsavel Priscila Ferreira de
Aquino.

Sala de Reuniéo da Escola de Enfermagem de Manaus — EEM da Universidade Federal do
Amazonas, em Manaus/Amazonas, 27 de abril 2011.

P § - ‘\
Prof. MSc. Plinio José Cavalcante Monteiro
Coordenador CEP/UFAM

Escola de Enfermagem de Manaus — EEM/UFAM
Rua Teresina, 4950 — Adrianépolis — CEP: 69057-070 — Manaus-AM — Fone: (92) 3305-5130 — E-mail: cep@ufam.edu.br
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7.2 Parecer do Comité de ética em pesquisa - FCECON

AUTORIZACAO PARA REALIZAGAO DE PESQUISA

Declaramos para os devidos fins que autorizamos a realizagio do estudo “Prospecgdo de
candidatos a biomarcadores oncologicos de canceres géstricos por espectrometria de massas”. O estudo

tem como responsaveis Priscila Ferreira de Aquino Afonso Duarte Ledo de Souza, Paulo Carvalho,

Sidney Chalub além de outros professores da Universidade Estadual do Amazonas e Universidade
Federal do Amazonas.

0O estudo tem como objetivo geral objetivo geral ¢ “Contribuir para o conhecimento do uso da
espectrometria de massas para a detecgdo de candidatos a marcadores protedmicos ¢ metabdlicos em
amostras de tecido de pacientes com céncer gistrico” e objetivos especificos: 1- Desenvolver
metodologias e realizar andlises de perfis protedmicos ¢ metaboldmicos de canceres gastricos por
espectrometria de massas para a busca de candidatos a biomarcadores; 2- Comparar os perfis protedmicos
¢ metabolomicos de pacientes controles com os de pacientes com cancer gastrico; 3- Selecionar
candidatos a marcadores protedmicos especificos para o tipo de cancer em estudo; 4- Selecionar
candidatos a marcadores metabolomicos de canceres gastricos; 5. Avaliar estatisticamente a consisténcia
dos resultados dos perfis protedmicos ¢ metaboldmicos com 0s dados da avaliagio diagnéstica (biopsia)
dos pacientes com cancer gastrico e com a condigdo de cada candidato envolvido no estudo: saudével ou
com cancer.

O referido protocolo de pesquisa foi apreciado pelo Comité Cientifico da Fundagdo
CECON e apos os ajustes solicitados, obteve aprovagio. Além disso, apresenta a anuéncia do
responsével pelo servigo de Cirurgia do Aparelho Digestivo da Fundagio CECON.

Considerando que o referido protocolo ja foi aprovado pelo CEP da UFAM, sugerimos que 0s
ajustes realizados sejam reapresentados a0 mesmo com 0s adendos e alteragdes realizadas.

O estudo trara grandes contribuigdes cientificas e ird promover o fortalecimento dos grupos de
pesquisa da Fundagdo CECON, tendo em vista que um dos pesquisadores responsaveis faz parte da

equipe clinica do servigo de cirurgia géstrica e também dos grupos de pesquisa da Fundagdo CECON.

Manaus, 15 de Junho de 2011
Lot~
Kaétia Luz Torres Silva
Diretora de Ensino e Pesquisa
Fundagdio CECON.
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7.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos o (a) Sr (a). para participar de um Projeto de Pesquisa com
o titulo “PROSPECCAO DE BIOMARCADORES ONCOLOGICOS DE CANCERES GASTRICOS
POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS”. Este projeto a ser realizado na Universidade
Federal do Amazonas (UFAM) em parcerias com outras instituicbes,visa ajudar
no desenvolvimento de metodologias novas para a deteccdo precoce do
cancer, o que aumenta a chance de curar esta doenca. Serdo feitos estudos
com o objetivo de identificar substancias que permitam diferenciar a populacéo
com cancer gastrico dos pacientes sadios. O(s) pesquisador (es) Priscila
Ferreira de Aquino, Afonso Duarte Ledo de Souza e Paulo Costa Carvalho,
responsaveis pelo projeto, pedem autorizagcdo para retirar uma amostra do
tecido do seu estdbmago que sera utilizada apenas para esta pesquisa. Caso
necessario, esta amostra de tecido também podera ser enviada ao Rio de
Janeiro onde parte da pesquisa sera feita. Neste caso, o transporte do material
biolégico seguira as normas institucionais previamente estabelecidas. As
analises em busca das substancias referidas acima ocorrerdo em aparelhos
apropriados para este tipo de pesquisa, 0s quais sdo chamados de
cromatografos e espectrometros de massas de alta e baixa resolucdo. Os
dados obtidos com esses aparelhos serdo tratados por técnicas de andlises
estatisticas e de informatica para a identificacdo dos metabdlitos e/ou proteinas
relacionadas ao cancer.

Se vocé autorizar esta coleta, seu tecido sera utilizado nas analises. O
gue ndo for usado ndo serd guardado e sim descartado com o cuidado
adequado para materiais bioldgicos humanos. A coleta do tecido sera durante o
ato operatorio () ou exame endoscoépio ( ), ndo representando nenhuma
dor ou qualquer outro sintoma a voce.

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) ndo quiser que seu tecido seja

usado, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer
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fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta do tecido, independente do
motivo e sem prejuizo do atendimento que esta recebendo. O(a) Sr(a) nao tera
nenhuma despesa e também n&o recebera nenhum pagamento. A sua
participacdo voluntaria é importante para o melhor conhecimento desta doenga
(cancer) e de como pode ser mais bem diagnosticada antes que comprometa a
recuperacao dos pacientes.

Os resultados da pesquisa serdo analisados e publicados, mas sua
identidade ndo sera divulgada, sendo guardada em segredo. Para qualquer
outra informacéo, o(a) Sr.(a) podera entrar em contato com os pesquisadores
pelo telefones (92) 8803-9310 e 8123-1079 ou pelos e-mails:
priscila_aquino23@hotmail.com, souzadg@ufam.edu.br e

paulo@pcarvalho.com.

Consentimento Pés—Informacéo
Eu, ;

fui informado(a) sobre o que os pesquisadores querem fazer e porque precisa

da minha colaboracdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em
participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e que posso sair
guando quiser. Estou recebendo uma copia deste documento, assinada, que

vou guardar.

Assinatura do participante Data

Pesquisadora Responséavel Data

Impressao do dedo polegar

Caso nao saiba assinar


mailto:priscila_aquino23@hotmail.com
mailto:souzadq@ufam.edu.br
mailto:paulo@pcarvalho.com
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7.4 Questionario

e Nome:
e |dade:
e Sexo:

e Histérico de doenca na familia:

e Caso sim, qual a doenca e relacao de parentesco?

e Possui alguma outra doenca associada:

e Caso sim, qual?

e Esta tomando medicamentos?

e Caso sim, qual?

e Passou por algum tratamento ou intervenc¢ao cirdrgica recentemente?
e Caso sim, qual?

e Possui dispepsia gastrica?

e Estagio clinico do cancer:

e Estagio cirdrgico do cancer:

e Subtipo histologico:

Assinatura - Paciente.

Manaus, de 2011.
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7.5 Artigo aceito para a publicagdo na Genetics and Molecular Research

G ‘\/[ [r) Genetics and Molecular Research

Epstein-Barr virus DNA associated with gastric adenocarcinoma and
adjacent non-cancerous mucosa in patients from Manaus, Brazil

Running title: Evaluation of EBV DNA in gastric cancer
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Abstract

Gastric cancer is one of most frequent causes of death in Brazil. The city of
Manaus has one of the highest incidences of this disease in Brazil. The
Epstein-Barr virus (EBV) is a ubiquitous herpesvirus that is classified as a group
1 carcinogen by the International Agency for Research on Cancer. We obtained

biopsies from six control subjects and 10 patients with gastric carcinomas living

in Manaus. In the patients, the samples were taken from tumors and from
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adjacent non-cancerous mucosa. These samples were screened for EBV DNA
by PCR to amplify the 288 bp fragments from the Bam M region. The EBV DNA
was detected in 8/10 of the tumor cases and in none of the six control subjects.
In the positively identified samples, EBV DNA was detected in five
corresponding resection margins. Previous research indicated only a weak
association between EBV and gastric cancer. We suggest that EBV should be

considered as a risk factor for gastric adenocarcinomas in Manaus.

Keywords: Epstein-Barr; Gastric cancer; Amazon; Resection margin; PCR.

INTRODUCTION

Gastric cancer (GC) is one of the most common cancers, and is ranked
2nd among the worldwide cancer mortality rates (Ebert et al., 2006). Several
factors may contribute individually or together to the emergence of this
neoplasia, including infection with Helicobacter pylori (H. pylori), dietary habits,
genetic factors, and viral infections (Schulz, 2005). GC is mostly found in
individuals aged over 50 vyears; its incidence in individuals under 40
corresponds to only 5% of all cases (Mauad, 2000; Theuer et al., 1996). Most
patients are diagnosed with GC in an advanced state, thus drastically reducing
the treatment options, survival, and cure (Ebert et al., 2006). In the northern part
of Brazil, GC is the 2nd most common cancer in men and the 4th in women,
accounting for an estimated 13 and 7 new cases per 100,000 per year for men
and women, respectively (Guerra et al., 2005; INCA, 2012). While most GCs
are correlated with H. pylori infection (Asaka et al., 1994; Komoto et al., 1998),

such is not true for cases in the Brazilian state of Amazonas, were most GC
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patients are H. pylori negative. These facts motivated our group to investigate
other risk factors to help explain this high incidence.

The incidence of the Epstein-Barr virus (EBV) with GC has been found to
vary from 2 to 18% in the world population. A recent Brazilian report described
an incidence of ~ 8% among GCs from Ceard (Lima et al., 2011). Thus, we
considered investigating whether EBV could be correlated with GC in the
Amazon.

EBV is classified as a group 1 carcinogen according to the International
Agency for Research on Cancer (IARC). It belongs to the gamma-herpes family,
which has a linear DNA molecule responsible for encoding approximately 100
proteins (Lima and Rabenhorst, 2006; Silva and Zucoloto, 2003). Reports
describe more than 90% of our population as being previously exposed to EBV,
which can be easily transmitted by salivary contact (Macsween and Crawford,
2003). This virus has 2 distinct life cycles in the human host: a lytic cycle, during
which the production of new virions occurs; and a latent form, wherein it
remains in a dormant state for the lifetime of the host (Pattle and Farrell, 2006).
EBV is mostly well known as the causative agent for mononucleosis (IM), which
is usually manifested in adulthood through latent EBV genes (Asaka et al.,
1994). In addition to GC, EBV has been associated with malignancies including
Burkitt's lymphoma, Hodgkin's disease, peripheral T-cell lymphoma, thymoma,
and nasopharyngeal carcinoma (NPC) (Lima and Rabenhorst, 2006). The role
of EBV in tumorigenesis is not well understood, but there is evidence correlating

its persistence in human epithelial cells with tumorigenesis (Tsao et al., 2012).
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MATERIAL AND METHODS

Subjects

This study was approved by the ethics committee review board from the
Federal University of the Amazon (CEP/UFAM: MEMO - n° 0057.0.115.000-11-
CAAE). After signing informed consent, tumor specimens with resection
margins were obtained after surgery from 10 GC patients, 4 females. Six
biopsies were obtained from control subjects during upper endoscopy; 5 were
from females. Subjects were classified as controls if no traces of cancer were
detected by endoscopic evaluation. All biopsies were obtained from the
stomach. Each biopsy was then subtyped and the clinical stage of the disease
was determined according to the Tumor, Node, and Metastasis classification

(TNM) from the American Joint Committee on Cancer (AJCC).

DNA extraction

For the PCR analysis, the biopsies were pulverized and genomic DNA was
isolated by digestion in 500 pL containing 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, 10 mM
NaCl, 2% SDS, 10 mM EDTA, pH 8.0, and 15 pL proteinase K (10 mg/mL). The
material was incubated at 56°C for 2 h; DNA was then extracted by phenol-
chloroform-isoamilic alcohol and resuspended in sterile distilled water. The
extracted genomic DNA was submitted to polymerase chain reaction (PCR) to
confirm DNA integrity using p53 primers to exon 5, generating a 274 bp product
(Pestaner et al., 1994).

Polymerase Chain Reaction (PCR) for detecting EBV DNA in the biopsies
The detection for EBV DNA used the primers TC67 and TC69, which amplify a

portion of the Bam M region of EBV DNA and produce a 288 bp product (Saito
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et al., 1989). Amplification conditions consisted of an initial denaturing step at
95°C for 5 min followed by 35 cycles of 95°C for 1 min, 60°C for 1 min, and
72°C for 1 min. This was followed by a final extension step at 72°C for 5 min.
For all reactions we used positive (viz., DNA from Raji cells) and negative (viz.,
Milli-Q water) controls (Lattario et al., 2008).

Diagnosis of EBV DNA

Diagnosis was accomplished by visually inspecting for the presence of 288 bp
PCR products using a 10% polyacrylamide gel stained with silver nitrate
(Rosenbauer and Riesner, 1987). The approximate size of the amplified
fragments was calculated using co-electrophoresis with LMW (Low Molecular

Weight; BioRad).

RESULTS

The results from our analysis for the presence of H. pylori and EBV DNA
are presented in Table 1. Briefly, EBV DNA was detected in 80% of the
biopsies, among which 50% had positive resection margins. EBV DNA was not
found in any control subjects.
Table 1 - Clinical and experimental features for the presence of EBV from subjects
enrolled in the study. For the “Type” column, Cont, RM, and Can stand for Control
sample, Resection Margin, and Cancer, respectively. In the “Sex” column, M and F

stand for male and female, respectively. The presence or not of H. pylori and EBV are
indicated as + and -, and NA (i.e., not applicable), respectively.

N° Type Sex Age Diagnosis H. EBV EBV
pylori DNA DNA
Can RM
1 Cont F 46 Gastritis - - NA
2 Cont F 26 Gastritis - - NA
3 Cont F 5% Gastritis - - NA
4 Cont M 43 Gastritis - - NA
5 Cont F 55 Gastritis - - NA
6 Cont F 62 Gastritis - - NA
7 Can F 49 T4N3MO - + +
8 Can F 71 T3NXMO - + +
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9 Can M 48 T4NXMO - - -
10 Can F 46 T4NOMO - - -
11 Can F 46 T4NXNO + - +
12 Can M 47 T3N3MO + + -
13 Can M 68 T3NXxMO - + +
14 Can M 50 TANXM1 - + +
15 Can M 40 T1INXMO - - +
16 Can M 62 TAN2M1 - + +
DISCUSSION

Previous studies have described H. pylori as the main causative agent
for GC (Asaka et al., 1994; Komoto et al., 1998) and report a low correlation
between EBV and GC (Lima and Rabenhorst, 2006; Lima et al., 2011). Here,
EBV DNA was detected in 80% of the tumors examined using PCR, and 50%
presented EBV DNA in both the gastric cancer specimen and the resection
margin. EBV was detected in both early and advanced stages of GC, as aligned
with previous reports (Shibata et al., 1991; Sample and Sample, 2008). It is also
important to emphasize that H. pylori was detected in only 2 cases. As such,
although EBV’s mechanisms for triggering carcinogenesis are not well
understood (Nishikawa et al., 1999), our results suggest that EBV should be
considered as a risk factor for this disease, especially in the Amazon state of
Brazil.

An increased sample size will be necessary to accomplish a more robust
statistics. Regardless, we have raised an important hypothesis of a high
correlation between EBV and GC in the Amazon that deserves further

investigation by the scientific community in different and larger cohorts.
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Abstract: A strategy for treating cancer is to surgically remove the tumor
together with a portion of apparently healthy tissue surrounding it, the so-called
“resection margin®, to minimize recurrence. Here we investigate whether the
proteomic profiles from biopsies of gastric cancer resection margins are indeed
more similar to those from healthy tissue than from cancer biopsies. To this
end, we analyzed biopsies using an offline MudPIT shotgun proteomic
approach and performed label-free quantitation through a distributed normalized
spectral abundance factor approach adapted for extracted ion chromatograms
(XICs). A multidimensional scaling analysis revealed that each of those tissue-
types are very distinct from each other. The resection margin presented several
proteins previously correlated with cancer, but also other overexpressed
proteins that may be related to tumor nourishment and metastasis, such as
collagen alpha-1, ceruloplasmin, calpastatin, and E-cadherin. We argue that the
resection margin plays a key role in Paget's "soil to seed” hypothesis, i.e., that
cancer cels require a special microenvironment to nourish and that

understanding it could ulimately lead to more effective treatments.

Keywords: Gastric cancer, shotgun proteomics, microenvironment, resection
margin.
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1

2

3 Intreduction

E Gastric cancer is responsible for a high mortality rate and affects people
; of al ages'. It is classified according to three histological types:
?{J adenocarcinoma, which accounts for 90-95% of the gastric tumors, lymphoma
1; diagnosed in about 3% of the cases and gastrointestinal stromal tumor (GIST).
E The diagnosis is usually performed only in advanced stages because there are
13 few symptoms during the initial stages; this dramatically decreases the options
13 of treatment and results in a five-year survival rate in only 25% of the cases °It
g? is also reported that the risk of this disease increases with age. Conversely,
gg even though the incidence of gastric cancer is of only around 5% in individuals
EE below 40, these cases are linked with a higher mortality rate as their lesions are
gg usually confused with thase from benign pathologies *.

';g A common problem when dealing with cancer is recurrence: a patient
g; may suffer from the same cancer or metastasis even after curative surgery. To
E‘E lower the chances of recurrence, the surgeon removes a rim of *healthy tissue”
? around the tumor, namely, the resection margin. This margin varies widely
g depending on the site and extent of the disease, so it is very difficult to define or
j? establish standards *. After removal, it is further examined by a pathologist to
jg search for cancer cells and ultimately define how to treat the patient and
% establish other medical procedures. A “negative microscopic margin® (i.e.,
i; cancer cells that were not detected by the pathologist is correlated with a good
gg follow-up and survival rate; a *positive resection margin”, especially in the case
g; of pancreatic cancer, is correlated with a poor survival rate) **,

E‘Z Richard Capriol's group infroduced a shift in paradigm on how these
? resection margins are studied by employing Matrix Assisted Laser Desorption
58

59
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lonization (MALDI) imaging mass spectrometry £ Briefly, MALDI imaging
constitutes a strategy for analyzing the spatial distribution of ion signals related
to biomolecules such as peptides, proteins, and small molecules, usually from
tissue on a microscope slide. Patterns of mass spectral peaks can determine,
for example, a drug distribution or boundaries between tissues *. With MALDI
imaging, Caprioli's group pointed to various molecular changes, undetected by
immunohistochemistry and morphology assessments, and showed that what
was previously diagnosed as a histologically “normal”® resection margin
contained many molecular characteristics similar to the tumor . They finally
concluded that *cells near a turmor aren't so normal™ and that, as seen from a
molecular perspective, the resection margin looked more like the tumor than the
normal cells even though their morphology did not show it yet. Another example
of MALDI mass spectrometry application has been on defining sets of mass
spectral peaks that may aid in the diagnosis and, possibly, in detecting gastric
cancer in a very early stage " Further experimentation is required to identify
the proteins from which these spectral peaks could have originated.

In all, the literature leaves us with no choice but to redefine what these
resection margins really are. Recent results now pose the resection margin as a
treasure trove for understanding tumorigenesis, tumor growth, and the
mechanisms behind metastasis: the tissue surrounding the tumor provides
means to nourish it. Here we further tackle the problem of studying the
resection margin by employing Mult-dimensional Protein Identification
Technelogy (MudPIT) to compare biopsies from gastric cancers, their resection
margins, and from corresponding regions of control subjects. Briefly, MudPIT

constitutes a large-scale strategy for identifying and quantifying proteins by
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1

2

3 digesting them and employing peptide chromatographic separation online with
4

5 tandem mass spectrometry " Relative protein quantitation is obtained by
5]

; acquiring and normalizing their peptide extracted ion chromatograms according
9

10 to the distributed Mormalized lon Abundance Factor (dNIAF) approach. In
1

12 summary, the latter is accomplished by porting the spectral counting
13

14 normalization procedure described by Zhang et al. to XICs 2 We argue that our
15

13 approach is complementary to existing MALDI imaging approaches, which are
13 advantageous in providing ion peak data related to a precise tissue location. On
20

21 the other hand, MudPIT is capable of performing protein identification in large
22

23 scale. Moreover, MALDI and ESI ionizations have been described to be
24

25 complementary ™.

8 P ¥

g; All biopsies were obtained from patients or confrol subjects from the city
';g of Manaus in the state of Amazonas, Brazil, and were negatively diagnosed for
&)

32 the presence of Helicobacter pylori (the main etiologic agent). Our main goal
33

M has been to investigate whether or not the resection margin is indeed
35

? predoeminantly similar to control tissue by using MudPIT.

. Material and Methods

40 .

a4 BHhJecbs.

42

43 This study was approved by the Ethics Committee of the Federal University of
A4

jg Amazonas (CEP/UFAM: MEMO - n* 0057.0.115.000-11-CAAE). The samples
i; were collected at the Oncology Control Foundation Center of the Amazonas
gg State (FCECON), a very prestigious Brazilian institution. After signing informed
a1

52 consent, biopsies from tumer and resection margins were obtained by operating
53

54 four patients, of which three were females. Briefly, resection margins were
55

? macroscopically defined during the operation as a 10 cm rim of healthy-looking
58
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tissue surrounding the tumor. Four control biopsies were obtained during upper
endoscopy according to Bormann's classification for confrol subjects; three of
the subjects were females. Our criterion for classifying a subject as control was
by not detecting traces of cancer according to endoscopic evaluation. All
biopsies were obtained from the stomach, specifically from the gastric antrum.
Each biopsy was then subtyped and the clinical stage of the disease was
determined according to the Tumor, Node, and Metastasis (TNM) classification
of the American Joint Committee on Cancer (AJCC); from the four tumors, three
were classified as T4 and one as T3. Only histological type adenocarcinoma
was considered in this work.

Protein solubilization with RapiGest and trypsin digestion.

All biopsies were pulverized with liquid nitregen. Each protein pellet was re-
suspended independently with RapiGest SF according to the manufacturer's
instructions to a final concentration of 0.1% of RapiGest. The samples were
quantified using the BCA protein assay Kit (Sigma-Aldrich) as per the
manufacturers instructions. One hundred micrograms of each sample were
reduced with 20 mM of dithiothreitol (DTT) at 60 °C for 30 min. The samples
were cooled to room temperature and incubated, in the dark, with 66 mM of
iodacetamide (LAA) for 20 min. Afterwards, all samples were digested ovemnight
with trypsin (Promega) at the ratio of 1/50 wiw (E/S) at 37°C. Folowing
digestion, al reactions were acidified with 10% formic acid (1% final
concentration) to stop the proteolysis. The samples were centrifuged during 15

minutes at 60,000 RCF to remove insoluble material.
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1

g Evaluation of protein profile by 1D polyacrylamide gel electrophoresis.

E Fifteen micrograms of each sample (control, umor, and resection margin) were
; added to Lammeli buffer and heated for 5 min at 100 "C, and subsequently
?0 subjected to 1D electrophoresis on 12 % polyacrylamide gel. After running the
1_12 gel, it was fixed for 30 min with 40% ethanol, 10% acetic acid in water.
E Subsequently the gel was stained with Coommassie blue R-250 for 2 h and
1? destained with 40% ethanol, 10% acetic acid in water. After scanning we
13 visually select bands of interest to be excised, digested with trypsin, and have
ﬁ? their protein profiles analyzed by liquid chromatography / tandem mass
ig spectrometry LC/MS/MS.

ig LC/LC/IMS/MS data acquisition.

Fifty micrograms of the digested peptide mixture were desalted using reverse
phase column manualy packed in a tip using the Poros R2 resin (Applied
Biosystems). The desalted peptides were resuspended in a solution composed
of 0.1% TFA and 30% acetonifrile and then introduced into PolySulfoethyl A
sfrong cation-exchange column (50 x 1 mm; PolyLC Inc., Columbia, MD, USA)
using Ettan HPLC systern GE Healthcare). A linear salt gradient was applied
from 0 to 800 mM NaCl and the absorbance was monitored at 215 and 280 nm;
six salt steps fractions were obtained, desalted once again and analyzed on a
reversed phase column coupled to an Orbitrap Velos mass spectrometer

(Thermo, San Jose). The flow rate at the tip of the reverse column was

ELSEHEEEN2EBEYEREEBESEENE

gg 100nL/min when the mobile phase composition was 95% H.0, 5% acetonitrile,
51
52 and 0.1% formic acid. The Orbitrap mass spectrometer was set to the data-
53
54 dependent acquisition mode with dynamics exclusion turned on. One M3
55
? survey scan was followed by nine MSMS scans using collision activated
58
58
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dizzociation with a normalized collision energy of 35. Mass spectrometer scan
functions and HPLC solvent gradients were confrolled by the Xcalibur data
system (Thermo, San Jose, CA).

Shotgun proteomic data analysis.

Protein sequence database. MS1 and MS2 spectra were extracted from raw
files using RawXtractor ™. Sequences from Homo sapiens were downloaded
from the UniProt consortium on January 1, 2012; we used these sequences to
prepare search database according to the semi-Hlabeled decoy guidelines s
This database included all H. sapiens sequences plus those from 127 common
contaminants (ex.: keratins, trypsin). Each sequence was used to generate two
additional decoy sequences, one fagged as MiddleReversed (labeled decoy)
and the other as PairReversed (unlabeled decoy); this was accomplished using
PatternLab's Search Database Generator "®. We recall that the semi-labeled
decoy approach aims to enable a post-evaluation of result quality ™",

Peptide sequence matching. The ProLuCID search engine was used to
compare experimental MS2 against those theoretically generated from our
sequence database and select the most likely peplide sequence candidates ™.
Briefly, the search was limited to fully and semi-tryptic peptide candidates; we
imposed carbamidemethylation as a fixed meodification and oxidation of
Methionine as a variable modification. The search engine accepted peptide
candidates within a 70-ppm tolerance from the measured precursor m'z and
used the XCorr and Z-Score as the primary and secondary search engine
scores, respectively.

Assessment of PSMs. The validity of the Peptide Sequence Matches (PSMs)

was assessed using the Search Engine Processor (SEPo) [16]. Identifications
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1

2

3 were grouped by charge state (+2 and = +3) and then by tryptic status (fully
E tryptic, semi-tryptic), resulting in four distinct subgroups. For each result, the
E ProLuCID XCorr, DeltaCN and ZScore values were used to generate a
?D Bayesian discriminator. The identifications were sorted in a nondecreasing
1_13 order according to the discriminator score. A cutoff score was established to
E accept a false-discovery rate (FDR) of 1% based on the number of labeled
1? decoys. This procedure was independently performed on each data subset,
13 resulting in a false-positive rate that was independent of tryptic status or charge
ﬁ? siate. Additionally, a minimum sequence length of six amino acid residues was
2‘; required. Results were post-processed to only accept PSMs with less than 10
EE ppm and proteins supported by two or more independent evidences (e.q.,
é’; identification of a peptide with different charge states, a medified and a non-
‘;g modified version of the same peptide, or two different peptides). This last filter
;12 led to a 0% FDR in all search results at the labeled and unlabeled decoy levels
Eﬂz for all our sample analyses.

? Protein quantitation. The MS1 files were deisotoped and decharged using
g YADA ™. SEPro's quantitation module (SEProQ) was then used to obtain the
f;? XICs from the deconveluted MS1 files and link them with the corresponding
f{; PSMs. The XICs were normalized according to the dNIAF approach, which
E employs the same procedure as the distributed Normalized Spectral Abundance
j; Factors (dNSAF) approach 2 but instead of relying on quantitation by spectral
gg counts it uses the XICs extracted from the deconvoluted M31. We recall that
_Eé dNSAF normalization capitalizes on unique peptide signals to distribute the
23 signal from peptides that are shared between proteins.

gg

a7

o8

59

60 9

ACS Paragon Plus Environment



(1=l = T = s T N - L T (6 R

S LEEEYEREENYSEENEE

SELUPRELBBL5E5LasHE

Journal of Proteome Research

Differential expression. We used PatternlLab's Approximately Area
Proportional Vienn Diagram module to pinpoint proteins uniquely identified in a
tissue-type **; the analysis only considered proteins found in two or more
biological replicates from that fissue-types (i.e., control, margin, or cancer). As
for proteins common to two or more biological replicates we used PatternLab's
TFold module using a g-value of 0.05 to pinpoint those that are differentially
expressed. We recall that the TFold module uses a theoretical FDR estimator to
maximize identifications satisfying both a fold-change cutoff that varies with the
ttest p-value as a power law and a stringency criterion that aims fo fish out
lowly abundant proteing that are likely to have had their quantitations
compromised 2'.

Multidimensional Scaling (MDS) analysis. An MDS analysis was employed to
aid in interpreting similarities within our dataset. For this, we implemented an
algorithm, termed Buzios, of which we integrated into of the PatternLab for

Proteomics environment 2

. We recall that MDS is used to represent data from a
high-dimensional space in a lower-dimensional one, typically of two or three
dimensions, to allow for visual access to patterns. Buzios takes as input the
sparse matrix generated by SEPro, which summarizes the quantitations of all
proteins from all experiments, with contents as described previously z Briefly,
each of the I rows (viz., a vector corresponding to one of the subjects involved)
includes the results from a MudPIT analysis. Buzios maps each vector from an
N-dimensional space, where N corresponds to the number of proteins identified
in all analyses, onto a two-dimensional space. The mapping is such that each

input dimension corresponds to the quantitation obtained for a given protein.

The final outcome is a representation of each vector as a dot in a two-

10

ACS Paragon Plus Environment

161

Page 10 of 28



162

Page 11 of 28 Journal of Proteome Research

1

2

3 dimensional space. This is done by attempting to respect their similarities in the
4

3 high-dimensional space as measured by a normalized dot product. As abiding
6

E to this similarity criterion in a lower-dimensional space is usually not possible,
9

10 an approximation is obtained by solving the problem of finding two-dimensional
11

12 representations x;, ..., x; that minimize the function

13

14 ]

19 e =5l - 81y wow,

16 {=j

17

18 where each § is one of the aforementioned similarities and each w is a weight
19

g? to penalize outliers. The weights are attributed as follows. First, for each class,
g“; its centroid is calculated in the high-dimensional space. Second, vectors are
gg ordered in a nondecreasing order according to their Euclidian distances to the

centroid. Finally, each vector's weight is set to 1/rank.

Results and Discussion

Proteins uniquely identified to a state.

The Venn diagram comparing the proteins found in the control, cancer, and
resection margin biopsies is described in Figure 1. Even though the Venn

diagram shows some proteins to be unique to a tissue-type, we point out that

BLEEEUERNESEYESEENS

such is not necessarily true; they might be present in lower abundance and thus

=
La

below our experiment a detection capability for the given sample complexity. A
list of the proteins corresponding to each of the diagram's areas is available in

Supplementary File 1. Next we discuss some of these proteins.
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{182) 75

. (1) Contral ; 1437
(2) Cancer ; 1643
"{3) Resection Margin : 1893

(153) 226

Tatal : 2128

Figure 1. Venn diagram comparing proteins identified from biopsies of control
subjects, cancer patients, and the corresponding resection margins. Only
proteins found in two or more biological replicates were considered.

Proteins uniquely identified in the resection margins.

Pepsinogen (PGA). PGAs 4 and 5, group | are inactive precursors to pepsin A
synthesized in the cells of the stomach mucous membrane. Some studies
report the association of pepsinogen expression with pre-neoplastic and
neoplastic changes of the stomach mucosa, as well as its significance in cases
of gastric cancer, especially to screening as a predictor, irrespective of H. pylori
infection ****_ Anather study suggests that the pepsinogen group | is useful for
the early detection of recurrent gastric cancer, as it was observed that the
values of pepsinogen become elevated with the recurrence and increase with
time. On the other hand, in patients with no recurrence, the levels of this protein
does not demonstrate a substantial difference **

Collagen alpha-1 (COL11A1). Collagen is a protein that acts in cell adhesion
and is found in the extracellular matrix. Zhao et al. described COL11A1 as a

12
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1

2

3 marker for premalignant lesions in cancer. As we only identified COL11A1 in
4

3 resection margins our findings support previous reports linking this protein with
i

; cell migration, angiogenesis, and tissue morphogenesis **’. The literature also
9

10 points out that COL11A1 was found overexpressed in gasfric cancers as
11

12 compared to controls and linked this protein with invasion and metastasis %%,
13

14 One potential role of COL11A1 upregulation has been described as
15

1? distinguishing between pre-malignant and malignant lesions in stomach cancer
18 6

19 i

20

L Ceruloplasmin. Ceruloplasmin is a glycoprotein synthesized in the liver and
22

23 transports copper in the serum. Previous works suggest this protein to be
24

25 involved in angiogenesis and neovascularization ¥, being therefore aligned with
26

g the soil (i.e., resection margin) to seed (i.e., tumor) medel. In another study,
‘;';g Scanni et al. correlated the levels of ceruloplasmin with the prognosis for
3

12 gastrointestinal cancer by showing that higher levels were linked with clinical
3

4 evolution *'.

35

? Calpastatin. This protein’s regulation has been associated with lymphovascular
g invasion in breast cancer, thus playing a role in the initial metastatic
40 . L3

M dissemination ™.

42

43 E-cadherin. Cadherin is an adhesion molecule and E-cadherin is the prototype
44

32 of class-E cadherin that links to catenins to form the cytoskeleton. Recent
47

evidence shows that E-cadherin plays an important role in the early stage of
tumorigenesis by modulating intracellular signaling to ultimately promote tumor
growth =¥,

Annexin 1. Annexin 1 has been linked with tumorigenesis in glioblastomas *

and urothelial carcinomas .

SELLRRLBRL8EE
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Proteins uniquely identified in the cancer biopsies.

Tumor protein D52. This protein has been previously associated with other
types of cancer such as ovarian ¥, but as far as we know, there are no reports
linking its overexpression with stomach cancer.

Prostate leucine zipper isoform. This protein is a member of the D52 tumor
protein family and has been correlated with prostate cancer *_ Since the
present study has included one single male subject, it would not be
inconceivable to hypothesize that this protein is overexpressed precisely on
account of this subject. Indeed, by looking in our data, we found this protein to
be present in the male's sample. Unexpectedly, we also idenfified this protein
(with six peptides) in the sample from a 71-year old female patient in this group.
The proliferating cell nuclear antigen (PCNA). PCNA iz essential for DNA
replication and damage repair, chromatin formation, and cell cycle progression.
Given its diverse functions, PCNA is described as one of the essential non-
oncogenic mediators supporting cancer growth * The prognestic significance

of PCNA expression has been previously described for gastric carcinomas “.

Proteins identified in the cancer biopsies and resection margins but not in
the control biopsies.

Fibronectin. This is a matrix glycoprotein that plays an important role in cellular
attachment, growth, and cell spreading, Its expression is increased in
numerous, including the stimulation of carcinoma cell growth and the inhibition
of apoptosis “*'. Histopathological studies strongly suggest that its elevated

presence is topographically associated with the invasion front of gastric

14
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1

2

3 adenocarcinomas and clinically correlated with an increased risk of local
4

g invasion and metastasis **.

E Fibulin-1. This protein is a calcium-binding glycoprotein found in association
9

10 with extracellular matrix structures, as microfibrils, basement membranes, and
11

12 elastic fibres; it has been shown to modulate cell morphology, growth, adhesion,
13

14 and motility . Several studies suggest the interaction between Fibulin-1 and
15

1? Fibronectin **. Furthermore, it has been associated with tumor progression, its
13 differential expression occurring in a range of human cancers, such as prostate
20

1 cancer and breast cancer “*®,

22

23

24 TFold differential expression analysis.

25

TFold analyses were performed to further compare the resection margin versus
cancer versus controls; an illustrative image of a TFold analysis comparing the

resection margin versus controls is found in Figure 2.

43

E

Logdlgh

Figure 2. TFold analysis comparing the proteomic profile of proteins identified
in two or more biological replicates from control subjects versus resection

RS U AR A

15

ACS Paragon Plus Environment



(=T T I - I 5 TR N L T 6

SN LEEEYEREEBYSEENSE

R U AR R i

Journal of Proteome Research

margins. Each protein is mapped as a dot on the plot according to its —Log,(p-
value) (x-axis) and Log,(Fold change) (y-axis). Red dots are proteins that
satisfy neither the variable fold-change cutoff nor the FOR cutoff & = 0.05 Green

dots are those that satisfy the fold-change cutoff but not «. Orange dots are
those that satisfy both the fold-change cutoff and & but are lowly abundant
proteins and therefore most likely have their quantitations compromised. Finally,
blue dots are those that satisfy all statistical filters. Dots in the upper part of the
plot correspond to proteins overexpressed in the resection margin.

When comparing the resection margin with cancer, we detected a
downregulation of gelsolin in the tumor. This result is well aligned with previous
reports. However, we hypothesize that the correspending up-accumulation in
the resection margin could be linked to metastasis, as gelsolin increases

permeability and has been linked with tumor mobility A complete list of

proteins pinpointed by the TFold analyses is found in Supplementary File 1.

MDS analysis.
To investigate the closeness of the control, resection margin, and tumor clusters
of subjects, we performed multidimensional scaling as described in Materials

and Methods. The clustering result is displayed in Figure 3.

16
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29 Figure 3. Multidimensional scaling analysis (MDS) of MudPIT data obtained
30 from control, resection margin, and gastric cancer biopsies. The number
besides each dot represents the corresponding patient's ID. The blue, green,
and red regions delimit the regions for control, resection margin, and cancer,
24 respectively. The boundaries were drawn employing a Radial Basis Function
35 (RBF) kemel.

38 The interpretation of MDS plots is done on an intuitive basis, which
40 naturally opens room for discussion. Be as it may, MDS may help pinpoint
outliers in the data and provide insights (though only as from a bird's-eye view).
45 Interestingly, control and resection margin subjects appear to be tightly
47 clustered while, apparently, there is one outlier in the cancer realm. Moreover,
49 although the resection margin subjects are clustered more closely to the control
31 subjects than are the cancer subjects (i.e., the green region that represents the
54 ressection margin is somewhat separating the blue (controls) from the red

56 (cancer)), in general it seems hard to mistake members of the resection margin

58 cluster for those of the control cluster. We regard this as strengthening the view
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that the resection margin has very specific features and should not be seen as
heatthy tissue. As for the outlier subject, it motivated us to further investigate
our samples and rethink the computational approach employed for this analysis.
In this regard, we proceeded with a 1D gel analysis to verify whether any
obvious pattern showed up to discriminate sample #9. The result of this 1D gel

is found in Figure 4.

13 12 9 8 5 4 3 2 1(«03[
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Figure 4. 1D gel analysis of protein profiles obtained from cancer (lanes 8, 9),
resection margin (lanes 12, 13), and control (lanes 1, 2, 3, 4) biopsies. The
arrow marks an overexpressed band in sample # 9.

By visually inspecting the 1D gel, we clearly noticed a bold band, which
unarguably is overexpressed only in sample #9. This band was then excised
from the gel, as were the bands in the equivalent regions from the other lanes.
Proteins were extracted from these bands and their contents trypsinized and
analyzed by LC/MS/MS on our Orbitrap XL. By performing an ACFold analysis
2 (data not shown) we were able to establish that the proteins with the greatest
changes in quantitation were tropomyosin and filamin-A. Indeed, these were the

ones with the most spectral counts in all three replicate analyses of the band in

question for sample #9. Interestingly, it has been hypothesized that, together,
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1

2

3 these two proteins play a key role in “one mechanism by which the switch to a
g TGF-B tumorigenic response occurs™ *2.

;

8

?D Final Considerations

1; Here we compared protein profiles of cancer, resection margin, and
E control biopsies to investigate whether the resection margin profiles are more
13 similar to those from cancer or control biopsies. During this comparison, we
lg pinpointed several key proteins that have been previously correlated with the
ﬁ? disease. For example, we highlighted several proteins that could be linked with
g tumer growth and were found upregulated in the margin, thus lending support to
EE the soil to seed hypothesis. While our goal has not been to investigate
g biomarkers, as this requires a much larger cohort, our results do nevertheless
;;g make it clear that the resection margin has very specific features that deserve a
;; better understanding and could aid in the development of future treatments. Our
§§ MDS analysis revealed limitations in our differential proteomic strategy (which,
? incidentally, is adopted in various works for analyzing differential expression in
g data). A comparison of shotgun proteomic profies without considering
j? independent sample analyses, by strategies such as our 10 gel analysis or our
fl;; MDS algorithm, could lead to missing imporant information. In our case, the
% TFold analysis missed two striking features related to overexpressed proteins in
j; sample #9. Although these proteins were also found in other patients, a
‘;3 considerable standard deviation exists and in tumn blinds most common
g; slatistical strategies. By employing a simple complementary approach, we were
E‘E able to better investigate the unique features that explained that subject's status
ﬁ as an outlier. The take-home lesson is on the importance that should be given
58

59
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to each individual sample, as each patient may present unique features. Finally,
here we described a complementary approach to MALDI imaging. Although
spatial resolution has been lost as a consequence, in-depth information for
protein identification was obtained. We conclude that a combination of these
strategies must be further explored to better investigate the role of the resection

margin as well as of any other problematic that includes spatial data.
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