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Sumario: O céancer, no Brasil, é considerado um problema de saude publica. O primeiro
passo para o tratamento do cancer € a classificacdo correta do tumor, sendo o diagnostico
clinico, geralmente, baseado na histologia. O perfil metabdlico do paciente reflete o estado
do organismo e alteracdes nas distribuicdes de moléculas podem servir como diagnostico
para doencas, como o cancer. A protedmica, ciéncia que estuda o conjunto de proteinas,
utiliza alguns métodos para visualizar distribuicdo destas moléculas, como a
imunohistoquimica, porém este método ainda é muito limitado. O MALDI-IMS é uma
técnica que utiliza a espectrometria de massa para gerar perfis e mapas de densidades
biodimensionais de peptideos e proteinas diretamente das seccdes de tecidos. Este trabalho
utilizou o0 MALDI-TOF para analisar tecidos tumorais de mama e gerou espectros com
potencial para descoberta de novos biomarcadores de diagndstico e/ou progndstico.
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INTRODUCAO
O cancer no Brasil é considerado um problema de salde publica. No pais, estimou-se para
0 ano de 2014, a ocorréncia de aproximadamente 576 mil casos novos de cancer, dentre
estes, 57 mil sdo de mama feminina. Em Pernambuco o cancer de mama se faz o mais
incidente entre as mulheres com cerca de 2.000 casos novos por ano (INCA, 2014). O
primeiro passo para o tratamento do cancer é a classificacdo correta do tumor. O
diagnostico clinico, geralmente, € baseado na histologia, e muitas vezes na analise
imunohistoquimica de bidpsias (PAVLIDIS, FIZAZI, 2009; MEDING, et al., 2012). As
respostas aos medicamentos aplicados durante a terapia podem ser diferentes e para um
tratamento personalizado € desejavel o maior nimero de dados possivel. Um deles é o
perfil metabdlico do paciente que reflete o estado do organismo (LEWANDOWSKI,
ROSZKOWSKI, LEWANDOWSKA, 2011). A protedmica parece muito promissora,
especialmente desde que os novos métodos baseados em tecidos foram desenvolvidos
necessitando de menos material de amostra e demonstrando sua capacidade de
classificacdo (BALLUFF, 2010). Para a visualizacdo da distribuicdo espacial de proteinas,
0 método mais escolhido é a imunohistoquimica. No entanto, ela é limitada pela
disponibilidade de anticorpos especificos e pela sua habilidade de visualizar somente um
ou dois analitos em uma Unica amostra de tecido (BALLUFF et al., 2011). Novos métodos
de classificagdo de perfil molecular surgiram ao longo da ultima década, um deles é a
utilizacdo da espectrometria de massa MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization) para gerar perfis e mapas de densidades bidimensionais de ions de peptideos e
proteinas diretamente da superficie de seccdes de tecido (BALLUFF et al., 2011,
BATESON et al., 2011; STOECKLI et al., 2001). Juntamente com (IMS - imaging mass
spectometry) € usada para avaliar o arranjo espacial e a concentracgéo relativa de compostos
em amostras biologicas, permitindo a obtencdo especifica de informacgdes sobre suas
composicdes locais, abundancia relativa e distribuicdo espacial (BALLUFF et al., 2011;
CHAURAND, SCHWARTZ, CAPRIOLI, 2002; BAKRY et al., 2011).Durante a técnica,
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uma varredura do tecido é feita através de uma grade ou matriz bidimensional pré-
determinada, gerando um espectro de massa total em cada coordenada da grade
(CHAURAND, SCHWARTZ, CAPRIOLLI, 2002). Essas imagens resultam em uma riqueza
de informacgOes, permitindo a medicdo e comparacdo de muitos dos principais
componentes moleculares, de modo que se possa obter uma melhor compreensdo dos
processos bioldgicos envolvidos (CHAURAND, SCHWARTZ, CAPRIOLL, 2002).

MATERIAIS E METODOS

As amostras de tecido tumoral mamario humano foram coletadas pés-cirurgia no Hospital
das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco. Os dados clinico-patologicos foram
obtidos do SAME do mesmo hospital. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa — CEP/CCS/UFPE (CAAE n° 06586612.9.0000.5208) e todos as pacientes deram
autorizacdo prévia através da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Apos a retirada da amostra pelo cirurgido-mastologista, o fragmento foi congelado e
armazenado. Como controle foram utilizadas as areas teciduais livres de tumor. As
amostras congeladas foram crioseccionadas, depositadas em uma lamina de vidro
condutora de ITO (Oxido de indio e Estanho) e secas a vacuo a 25°C. As laminas foram
pré-tratadas para analise de proteinas, e novamente secas a vacuo. Sob os tecidos foi
aplicada uma matriz de &cido sinapinico (Sigma-Aldrich) e posteriormente analisados no
espectrometro de massas MALDI-TOF, onde foram definidos os parametros para a
aquisicao dos dados (poténcia do laser, nimero de disparos, espectro de deteccado, distancia
entre andlises). Os dados obtidos pelo MALDI-TOF, geraram imagens de distribuicdo 2D
de espécies massa/carga de proteinas tumorais com interesse potencial para diagnostico
e/ou progndstico, as quais serdo posteriormente serem correlacionadas com a histologia
convencional e com os dados clinico-patolégicos dos pacientes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a coleta das amostras frescas pds-cirurgicas foi estabelecido o congelamento imediato
do fragmento em nitrogénio liquido (aproximadamente -195° C) e posterior
armazenamento a -80° C. No total, foram coletadas 35 amostras de tumores mamarios.
Para serem utilizadas, foi determinada a espessura de 10 um para o corte das amostras e a
uma temperatura de -20° C em um criostato onde as secc¢des foram depositadas em laminas
condutoras de corrente elétrica. Apos isso, as laminas sdo secas a vacuo, 25°C por 15
minutos, e entdo tratadas com etanol com concentracdes crescentes (75%, 90% e 100%)
por 1 minuto cada, de modo a terem o excesso de lipideos removidos. Novamente as
amostras sdo secas a vacuo, 25°C durante 15 minutos. Apds secagem laminas foram
digitalizadas em um scanner de mesa para posterior uso da imagem como “mapa’” durante
analise no MALDI-TOF. Apos digitalizacdo as laminas foram cobertas com uma matriz de
acido sinapinico (Sigma-Aldrich) para a visualizacdo de proteinas. Foi otimizado a
concentracdo da matriz para ser aplicada em 100 mg de acido sinapinico diluidos em 15
mL de uma solucdo 60/40% de acetonitrila/agua destilada adicionada de 0,1% de acido
trifluoroacético (TFA) (RAUSER et al.,, 2010). Os 15 mL da matriz foram aplicados
utilizando um aerografo em ciclos de aplicagéo e secagem de 10 segundos cada, de modo a
se obter uma cristalizacdo da matriz-proteinas em pequenos cristais. Apos a aplica¢do da
matriz, as laminas foram levadas ao MALDI-TOF para realiza¢do da varredura dos tecidos.
O equipamento foi definido com os seguintes parametros: 200 disparos por ponto de
analise, com 100 um de distancia entre os pontos, poténcia do laser variando de 50 a 85%,
e faixa de deteccdo de 2000 a 25000 m/z. Inicialmente foram adquiridos espectros gerais
das amostras congeladas (figura 1).
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Figura 1: Espectros gerais das areas selecionadas

A partir do espectro geral, as espécies massa/carga sdo observadas e selecionadas de
acordo com o seu potencial de interesse e/ou especificidade espacial. Na faixa de detecgéo
observadas, podemos observar o aparecimento de algumas espécies m/z (figura 1). Na
figura 2, vemos que a espécie 4961 m/z, teve uma deteccdo mais central na amostra em
relacdo ao resto do tecido. Em comparagdo com a histologia, a expressdo dessa espécie se
d& mais presente na area onde se encontram as células tumorais (&rea central da sec¢do —
figura 2). Assim, ela apresenta um potencial para ser um biomarcador desse tipo de les&o.

Figura 2: Distribuicdo da espéecie 4961 m/z nas areas analisadas

Também foi observado outra espécie, 3324 m/z, que teve uma distribuicdo homogénea por
toda a extensdo da seccdo Assim, essa espécie ndo seria uma boa candidata a um futuro
biomarcador para esse tipo de lesao.

CONCLUSOES

Como podemos ver, 0 MALDI-IMS mostra ser uma técnica com grande potencial para a
investigacao/descoberta de possiveis biomarcadores de diagnéstico e/ou progndstico para
tumores mamarios e também a possibilidade de gerar uma assinatura proteica, onde o perfil
do espectro auxiliara a classificacdo de tumores. Os parametros experimentais estdo em
constante refinamento desde a escolha e aplicacdo da matriz até a configuracéo de analise.
Estas determinacGes sdo laboriosas e se fazem necessarias de forma particular para cada
tipo de amostra (tecido) utilizada, visto ser uma metodologia, para esta aplicacdo, recente e
com multiplas variaveis a serem ajustadas. Contudo, j& podemos utilizar a técnica de modo
a poder extrair informacGes das amostras quanto a expressao proteicas (aumentada ou
diminuida) nos tecidos de mama transformados buscando potencias moléculas alvos para
diagnostico e/ou progndstico.
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