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Resumo






O carcinoma colo-rectal é o terceiro tipo de cancro mais diagnosticado nos
homens e o segundo nas mulheres em todo o mundo. Em Portugal, é o segundo mais
incidente, logo a seguir ao cancro da prdstata nos homens e ao da mama nas
mulheres. A hipodxia tumoral, estado de reduzida pressdo parcial de oxigénio nos
tecidos, constitui uma das principais causas de resisténcia ao tratamento anti-tumoral.
Esta condicdo esta fortemente associada a propagacdo, progressdao maligna e a
resisténcia terapéutica nos tumores sélidos malignos, tornando-o um indicador de um
mau progndstico. Assim, é de extrema importancia a compreensao dos mecanismos
adaptativos das células tumorais a este tipo de microambiente.

O objectivo deste trabalho consiste na optimizagdo de um método de
separacdo de proteinas para desenvolvimento de um método ndo invasivo de
diagndstico da hipdxia tumoral que fornegca a informagcdo necessaria para melhor
compreender a resposta tumoral a hipdxia e estabelecer um plano de tratamento.

Inicialmente prepararam-se extractos de proteinas de trés linhas celulares
diferentes de carcinoma colo-rectal humano (WiDr, C2BBel e LS1034) em condicbes
de hipdxia e normodxia. Posteriormente, recorrendo a técnicas de separacdo que
sofreram um longo e complexo processo de optimizacdo separaram-se as proteinas
pela sua carga, através de focagens isoeléctricas e peso molecular por electroforeses
bidimensionais (2D). A informacdo obtida com estas metodologias, permite tragcar um
perfil de expressdo protéica de modo a estudar as caracteristicas adaptativas das
células a hipodxia. Os resultados sugerem que todo o processo até a obtencdo dos spots
gue representam a expressdao das proteinas esta optimizado e ainda permite afirmar
que de facto hd uma resposta celular a este microambiente tumoral com diminuida

pressdo parcial de oxigénio. E ainda possivel verificar através da analise de resultados,
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que as linhas celulares provenientes do célon (WiDr e C2BBel) apresentam uma
menor expressao de proteinas em ambientes de hipdxia e que a linha celular
proveniente do ceco (LS1034) aumenta a expressdo protéica sob as mesmas

condigdes.
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Abstract






Colorectal cancer is the third most commonly diagnosed cancer in men and the
second in women worldwide. In Portugal, is the second most incident right after
prostate cancer in men and breast in women. The tumor hypoxia state of reduced
oxygen partial pressure in tissues is a major cause of resistance to anti-tumor
treatment, which is strongly associated with cell proliferation, malignant progression
and therapeutic resistance in malignant solid tumors, making it an indicator of poor
prognosis. Therefore, it is extremely important to understand the adaptive
mechanisms of tumor cells to this type of microenvironment.

The aim of this work is the optimization of a separating proteins method to
develop a noninvasive tumor hypoxia diagnosis technique that provides important
information to better understand the tumor response to hypoxia and establish a
treatment plan. Initially were prepared proteins extracts from three different cell lines
of human colorectal cancer (WiDr, C2BBel and LS1034) in normoxic and hypoxic
conditions. Subsequently, by separation techniques that suffer a long and complex
optimizing procedure, the proteins were separated by its charge, through isoelectric
focusing and molecular weight by two dimensional electrophoresis (2DE). Information
obtained with these methods, allows a profile of protein expression in order to study
the adaptive characteristics of the cells to hypoxia. The results suggest that the entire
process to obtain the spots representing the expression of proteins is completely
optimized allowing the guarantee that in fact there is a cellular response to this tumor
microenvironment poor in oxygen. It is also possible to see through the results that the
cell lines from colon (WiDr and C2BBe1) have a lower expression of proteins in hypoxic
environments and that the cell line from the cecum (LS1034) increases protein

expression under the same conditions.
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l. Introducgdo






1. Carcinoma colo-rectal

O cancro caracteriza-se como um crescimento e divisao descontrolados de uma
populagdo celular, ultrapassando os limites normais impostos pelo tecido envolvente.
Para além do tecido de onde provém, estas células podem entrar na corrente
sanguinea e linfatica distribuir-se, localizar-se e dividir-se a distancia com formacao de
novas colénias num processo designado por metastizacdo (Dalerba et al., 2007).

O carcinoma colo-rectal é um dos tipos de tumor mais comum no mundo
ocidental. E o carcinoma do aparelho digestivo com maior incidéncia a nivel mundial e
o segundo tipo de tumor responsdavel por maior taxa de mortalidade nos EUA (Kufe et
al., 2003). Em Portugal é lider como principal causa de morte por cancro (Fontelonga e
Davide, 2009).

O carcinoma colo-rectal provém de um processo de alteragao de varias fases ao
nivel do cddigo genético, no entanto, também a dieta, o estilo de vida e outros
factores ambientais, estdo intimamente ligados ao risco deste tipo de cancro (Arnold
et al., 2005). Popula¢cdes com uma dieta rica em gorduras, calorias, dlcool e carne mas
pobre em calcio e folato tornam-se mais predispostas que populagdes com uma dieta
pobre em gorduras e rica em fibras. O consumo de alcool e tabaco também se cré que
sdo um factor etiolégico relevante nesta patologia e, em 25% dos casos, ha um
histérico familiar associado a doenca (de la Chapelle, 2004).

O carcinoma colo-rectal esta associado a um processo evolutivo numa sequéncia
de estadios, que vdo desde pequenas lesdes e pequenos tumores benignos (pdlipos
adenomatosos) até cancros malignos (carcinomas) mais ou menos avancados. Desta

forma é possivel caracterizar o cancro numa sequéncia de estadios, comeg¢ando no
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estadio 0 ou carcinoma in situ (TisNOMOQ), quando o tumor apenas afecta a mucosa do
intestino, ao estadio IV, quando ja existem metdstases a distancia (Watson, 2006).

O carcinoma colo-rectal tem origem nas células epiteliais do cdlon ou recto do
tracto gastrointestinal. Normalmente resulta de mutac¢des na via de sinalizacdo do Wnt
que, artificialmente, aumentam a actividade de sinalizacdo. As mutacdes podem ser
hereditarias ou adquiridas e tém normalmente origem no gene APC-C (adenomatous
polyposis coli) localizado no cromossoma 5, responsdvel pela producdo da proteina
APC (Calvert et al., 2002). Esta proteina funciona como um “travdo” a acumulacdo de
B-catenina, ou seja, sem aquela proteina, a B-catenina acumula-se em niveis
exagerados e transloca-se para dentro do nucleo da célula onde se vai ligar ao DNA.
Este processo resulta na transcricdo de genes normalmente importantes para a
renovacao e diferenciacdo de células estaminais que, inapropriadamente expressas,
podem originar células tumorais. Para além da defeituosa via de sinalizacao Wnt-APC-
B-catenina, é necessario que ocorram outras muta¢des na célula para que esta se
torne tumoral. A proteina p53, codificada pelo gene TP53, normalmente monitoriza a
divisdo celular e elimina células com defeito na via de sinalizagdo Wnt (Suzuki et al.,
2010).

Existem outras proteinas apoptdpicas como o TGF-B (Transforming Growth
Factor) e a DCC (Deleted in Colorectal Cancer) que, por mutacdes genéticas ficam
incapazes de exercer as suas fun¢des. Em pelo menos metade dos casos de carcinoma
colo-rectal foi detectada uma mutacdo que desactiva a TGF-B. Varios estudos revelam
ainda que em muitos outros casos em que a TGF-B permanece impune a qualquer
mutacdo, hd uma proteina sua derivada, a SMAD, que desactivada, resulta no mesmo

fim.
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A DCC no carcinoma colo-rectal, normalmente, apresenta uma delecgdao no
segmento do cromossoma que o codifica (Yang, Sales, Fuller, Seifalian, & Winslet,
2009).

O carcinoma colo-rectal pode ainda ser derivado da producdo descontralada de
oncogenes (genes relacionados com o aparecimento de tumores malignos ou
benignos). Por exemplo, os genes responsaveis por codificar proteinas como a KRAS (v-
Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) e PI3K, (Phosphatidylinositol 3-
kinase), que normalmente estimulam a divisdo celular em resposta a factores de
crescimento, podem sofrer muta¢des que resultam numa exagerada proliferagao
celular. A ordem de acontecimentos também pode constituir um factor importante na
progressao da lesdo. Uma mutagdo primdria na KRAS, normalmente apenas da origem
a uma hiperplasia limitada mas, se ocorrer apés uma mutacao da APC, geralmente
progride para um tumor. Quanto a PI3K, em condi¢cdes normais é inibida pela PTEN
(um supressor tumoral) que por vezes é afectada e desactivada por uma mutagao

(Laurent-puig et al., 2009; Lie et al., 2008).

2. Fisiopatologia da hipdxia

As trocas de gases, nutrientes e metabolitos através das paredes dos capilares,
sdo processos essenciais para a sobrevivéncia e crescimento celular. O oxigénio
constitui um elemento fundamental para que se mantenha a homeostase dos tecidos
e a sua concentracdo é mantida numa gama muito restrita de valores, de modo a
diminuir o risco de dano por hiperdxia (excesso de oxigénio) e por falha metabdlica por

oxigenacao insuficiente (hipdxia) (Semenza, 2001).
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Pode-se entao definir hipdxia, como uma redugao agressiva da pressado parcial de
oxigénio (p0O,) que caracteriza vdrias condicGes patofisioldgicas, como é o caso da
doenca vascular isquémica, do enfarte do miocardio, do acidente vascular cerebral, da
insfuciéncia respiratéria, assim como do cancro. A tolerancia a niveis reduzidos de
oxigénio difere consoante o tipo de célula e actividade metabdlica subjacente, assim
como aos mecanismos intrinsecos de adaptacdo do tecido (Chen, Cairns, Papandreou,
Koong, & Denko, 2009).

A pO, caracteristica das células em hipdxia é inferior a 10mmHg, que provoca
acidose metabdlica, deplecdo de ATP e, consequentemente, quebra no fornecimento
de energia. Na fosforilacdo oxidativa, maior fonte de producao de ATP, o valor da pO,,
medida in vitro, varia entre os 0,5 e os 10mmHg, dependendo do tipo de célula. O
normal funcionamento do ciclo celular, também é afectada para valores de pO,
compreendidos entre os 0,2 e ImmHg, podendo induzir alteragdes na transcri¢cao, nos
mecanismos pds-transcripcionais ou pods-translacionais. O resultado desta condicao
pode ser a proliferacdo maligna, a morte celular programada (apoptose), a diminuigado
do metabolismo anaerdbio, a angiogénese tumoral, a diferenciacdo celular e necrose
(Hockel & Vaupel, 2001).

As células tumorais com diferentes nives de hipdxia podem mostrar resisténcia
as terapéuticas comuns, ao mesmo tempo que mantém a capacidade de proliferar.
Estudos clinicos e experimentais indicam que a hipdxia tem um papel fundamental em
50-60% dos tumores sélidos (Chan, Milosevic, & Bristow, 2007). A hipdxia nos tumores
resulta de um desequilibrio entre a taxa de consumo e o fornecimento de O, as
células, que pode comprometer as funcdes bioldgicas. E uma consequéncia

patofisiolégica de disturbios da fungao e estrutura da microcirculagao e de condigdes
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de deterioracdo da difusdo. O facto da hipdxia estar fortemente associada a
propagacao dos tumores, a progressao maligna e a resisténcia a terapia, torna-a um
assunto central no tratamento e fisiologia do tumor (Hockel & Vaupel, 2001). Vérios
factores estdo associados a origem da hipdxia, como é o caso da perfusdo (hipdxia
aguda), da difusdo (hipodxia crénica) e da anemia (hipdxia anémica). Elevadas altitudes
e doencas pulmonares também podem estar na origem da hipdxia (Hockel & Vaupel
2001; Vaupel & Harrison, 2004).

Nos tumores podemos encontrar trés tipos de hipdxia distintos. A hipdxia crénica
assim como a anoxia (auséncia de O,) deriva do aumento das distancias de difusdo,
resultantes da expansao tumoral, uma vez que a difusdo limitada de O, através do
intersticio tumoral da origem a regides de hipdxia para distancias superiores a 150um
dos vasos) (Chan et al., 2007). A hipdxia cronica também pode surgir pela deterioragao
da geometria de difusao, por exemplo, a favor da corrente vs. contra corrente na rede
da microcirculagdo tumoral. Consoante o tumor aumenta em extensdao, a hipdxia
crénica desenvolve-se, de tal modo que o aporte sanguineo é insuficiente para
oxigenar toda a massa tumoral (Vaupel & Harrison, 2004a).

A hipoxia aguda, é caracterizada pela falta de vascularizacdo tumoral, que
provoca um aumento da pressdo intratumoral e pode levar a mudancas intermitentes
na corrente sanguinea, conduzindo a uma falta aguda de nutrientes e 0,. A
microcirculacdo tumoral apresenta varias anomalias, como uma desorganizada rede
vascular, dilatacdes, formas alongadas e tortuosas, falta de receptores
fisico/farmacoldgicos, delineacdo incompleta dos tumores, auséncia de regulacdo de

fluxo e estases intermitentes. A hipdxia aguda deve-se assim, a uma instabilidade
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funcional vascular ou por compressao dos vasos sanguineos, agravada pelo aumento
da pressdo do fluido intersticial (Shetty, Jeong, & Shim, 2012).

A hipdxia anémica é causada pela reducdo da capacidade de transporte de O, no
sangue. Estudos experimentais demonstraram que o fornecimento de O, aos tumores
€ maioritariamente reduzido, sendo a hipdxia intensificada para niveis de hemoglobina
abaixo dos 10-12g/dl. Isto acontece essencialmente em casos em que a baixa
capacidade de transporte de O, coincide com as baixas taxas de perfusdo (Vaupel &
Harrison, 2004a). A microcirculacido tumoral pode ainda ser perfundida
transitoriamente apenas por plasma, o que leva a rdpida inducdo de hipdxia pois,
nestas condi¢Bes, apenas uma pequena quantidade de células na zona arterial
terminal é oxigenada de forma adequada (Vaupel & Harrison, 2004a).

A presenca de um microambiente hipdxico no cancro estd directamente
relacionada com o aumento da invasibilidade tumoral, metastizagcdo e resisténcia a
quimioterapia e radioterapia. E também um indicador de prognéstico pouco animador

(Stewart et al., 2009).

2.1 Mecanismos adaptativos da célula a hipdxia

A homeostase do O, e o desenvolvimento de resposta a hipdxia é
essencialmente regulado pelo factor de transcricdo indutor de hipdxia-1 (HIF-1). Este
factor é responsavel por regular a expressdo genética face a reducao de pressao de O,
Os genes envolvidos neste mecanismo adaptativo sdo, por exemplo, o factor de
crescimento endotelial vascular (VEGF), a maioria dos genes reguladores da via

glicolitica (responsaveis pela adaptagdao metabdlica a hipdxia) e os genes envolvidos na
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manutenc¢do do pH baixo (anidrase carbdnica-IX). O HIF-1 é um factor de transcri¢cdo
heterodimérico, constituido por uma subunidade HIF-13 e uma subunidade HIF-1a
(Hyseni & Groep, 2011).

O HIF-1 é regulado pela expressdao dependente da pressdao parcial de O, da
subunidade alfa (HIF-1a). Em condi¢cOes normais de oxigénio a proteina HIF-1a apenas
pode ser encontrada no mRNA do gene. Esta proteina tem papel fundamental nos
mecanismos adaptativos das células oncoldgicas a hipdxia e a sua sobrexpressao esta
directamente ligada a mortalidade de doentes diagnosticados com tipos severos de
cancro (Saramaki et al. 2001; Stewart et al. 2010). Ha outros estimulos capazes de
regular o HIF-1a para além da pressao parcial de O,, como os metais de transicdo, o
oxido nitrico, o stresse mecanico e os factores de crescimento. Outra proteina
estruturalmente relacionada com o HIF, é o HIF-2a que também pode regular genes
responsaveis pela inducdo de hipdxia. Ambas as proteinas sdao expressas em tumores,
mas as suas diferengas funcionais, a sua distribuicdo tecidular e o papel que
desempenham nos tumores humanos continua a ser objecto de estudo.

Em condicGes de normodxia, o HIF-la é degradado por proteossomas num
processo denominado por ubiquitinacdo. J& em condi¢cGes de hipdxia, esta proteina
ndo interage com a proteina supressora tumoral von Hippel-Lindau (pVHL) e acumula-
se na célula, possibilitando a dimerizacdo do HIF-1B. Desta interac¢do resulta uma
elevada regulacdo de varios factores angiogénicos, como é o caso do VEGF. A figura 1

representa a regulacdo do HIF sob estas duas condicGes (Marignol et al. 2008).
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Figura 1. Representagdo da regulagdo do HIF sob condigbes de hipdxia e normoxia (Robinson, Baumgardner, & Otto,
2011).

A hipdxia pode influenciar de duas maneiras as células tumorais. Pode prejudicar
o crescimento ou até causar a morte celular (a diminuigcdo da proliferacdo pode levar
as células a apoptose ou a necrose) ou entdao adoptar o papel inverso e promover a
progressdao maligna e a resisténcia a terapia. O aumento da progressao maligna e da
resisténcia ao tratamento anti-cancerigeno manisfesta-se através de alteragles
protedmicas e gendmicas induzidas pela hipdéxia no interior das células tumorais

(Mcdermott & George, 2010).

2.2  Alteragdes gendmicas e protedmicas

O desenvolvimento da agressividade tumoral, tem em conta as alteracdes
protedmicas, assim como as mutagdes dos oncogenes e/ou genes supressores
tumorais. Este estado caracterizado pela caréncia de oxigénio induz instabilidade

gendmica e aumenta a variabilidade genética, favorecendo as variagbes com
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adaptacdao favoravel a sobrevivéncia sob condicdes de hipdxia. Por exemplo, as
variantes com baixa capacidade para induzir a apoptose ou que possuam elevado
potencial angiogénico, prevalecem sob as que ndo estdo adaptadas e que,
tendencialmente, se expandem na seleccdo clonal. Esta relacdo directa entre a
expansao de clones celulares com as mutacdes protedmicas e gendmicas adaptativas,
€ o principal factor de agravamento do estado de hipdxia nos tumores uma vez que
induz a progressdo maligna e a metastizacdo (Vaupel & Harrison, 2004a).

Varios estudos recentes indicam que o stresse hipdxico continuado ou
intermitente induz alteragGes na expressao genética, que resulta em mudangas no
proteoma das células tumorais. Estas, por sua vez, levam a um aumento da estase
através de atrasos ou paragem no ciclo celular, diferencia¢do, apoptose ou necrose.

A paragem do ciclo celular, induzida pela hipéxia na fase G1/S pode ser
efectuada pela mediacdao do HIF-1a na activacdo de inibidores de cinases dependentes
de ciclina (CDK), como a p21 e a p27. A p53 ndo parece ter qualquer papel neste tipo
de resposta, contudo um aumento desta proteina, sob condi¢cdes de hipdxia pode
activar a apoptose através da Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) e da
caspase-9 (cyteine-rich aspartate proteases) (Fonseca et al. 2004).

O factor de transcricdo HIF-1a é o maior responsavel pela adaptacdo das células
ao stresse causado pela hipdxia. Tem a capacidade de activar mais de 30 genes que
expressam produtos envolvidos na distribuicio de O, (como a eritropoetina), na
angiogénese (como o VEGF), na preservacdo de energia (como os transportadores de
glicose — GLUTs) e noutras funcoes fundamentais para a sobrevivéncia, proliferacdo e
metastizacdo das células tumorais, tal como estd representado na figura 2 (Goda et al.,

2003).
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Figura 2 Representagdo esquemdtica do papel do HIF-1a e os seus produtos em tumores
com regides de hipoxia (Ke & Costa, 2006).

3. Proteinas - propriedades e métodos de separacao

As proteinas tém a seu cargo, uma variedade surpreendente de funcbes

essenciais ao organismo humano. S3o responsaveis por fungdes dindmicas como a

catdlise de transformacdes quimicas, transporte de oxigénio e nutrientes, controlo

metabdlico e até contraccdo muscular (Jones & Thornton, 1996).

Uma classe importante de proteinas dinamicas, sdo as enzimas que catalizam

reaccles quimicas, convertendo um substrato num produto no sitio activo da enzima.
Quase todas as milhares de reac¢bes quimicas no organismo humano requerem uma
enzima especifica catalizadora. Numerosas caracteristicas genéticas sdo expressas
através da sintese de enzimas, que catalizam reaccbes que estabelecem o fenétipo.

Muitas doengas genéticas, resultam da producdo descontrolada de enzimas ou de uma
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alteracdo especifica da sua sequéncia de aminodcidos (Mildvan, 1997). O transporte é
outra das funcdes desempenhadas pelas proteinas. A hemoglobina e a mioglobina sdo
exemplos uma vez que transportam oxigénio no sangue e musculos respectivamente
(Gardner, 2005). As funcionalidades sdo iniUmeras, muitas hormonas sdo proteinas ou
péptidos, como a insulina, outras participam na contrac¢do muscular, como a miosina
e a actina e até na defesa do organismo encontramos proteinas como as
imunoglobulinas e interferdo que protegem o corpo contra infec¢des bacterianas e
virais.

O entendimento do funcionamento normal e das patologias nos organismos

requer um entendimento claro das propriedades das proteinas (Angstadt et al., 2002).

3.1 Carga e propriedades quimicas dos aminoacidos e proteinas

Os aminoacidos tem uma estrutura geral que os caracteriza, como a que estd

representada na figura 3.

atomo de hidrogénio

H 0
grupo amina H.M (‘: C// grupo carboxila
basico 2 ‘ \ acidico
R OH
Cadeia Lateral

Figura 3. Estrutura geral dos aminoacidos
comuns, adaptado de (Angstadt et al., 2002).
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Em comum, todos tém no centro um atomo de carbono (C), que se liga um
grupo acido carboxilico, um grupo amina e um dtomo de hidrogénio covalentemente
ligado. O atomo de carbono estd ainda ligado a um grupo quimico especifico,
designado por R e denominado por cadeia lateral que define especificamente cada um
dos 20 aminodcidos. A figura 3, retrata a forma ionizada de um aminoacido comum

numa solugao de pH 7.

Os grupos carboxilicos e aminicos, conferem caracteristicas basicas ou dacidas,
consoante o pH do meio e sua ionizacdo. A dissociacdo protdnica de um acido é
caracterizada por uma constante de dissociacdo (K’,) e o seu valor de pK’;:

1
pK'y =log1p (K—,a

Os aminoacidos cujo grupo R contém atomos de nitrogénio (lisina e arginina)
sdao os bdsicos, uma vez que apresentam valores de pK’; relativamente altos e
funcionam como bases a pH fisioldgico. Enquanto que os aminoacidos cujas cadeias
laterais contém um grupo acido carboxilico tém um valor de pK’, relativamente baixo e
sdo considerados aminoacidos acidos. Em pH fisiolégico estdo negativamente

carregadas e predominantemente na sua forma desprotonada (Angstadt et al., 2002).

3.2 Separacao de Proteinas

A separacdo de proteinas pode-se realizar consoante a sua carga, peso molecular
ou afinidade com um substrato.

Relativamente a separacdo pela carga, existem métodos como a electroforese,
gue consiste na dissolugcdo das proteinas numa solucdo tampdo e na inducdo de

corrente. Consoante a relacdo do pH do tampdo com o pl (ponto isoeléctrico) da
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proteina, esta move-se através do catodo ou do dnodo ou permanece estacionaria (pH
= pl). Para tal, recorre-se a géis polimerizados (por exemplo, de poliacrilamida) ou
papel. Uma amostra de proteina é administrada, aplica-se um campo eléctrico e as
proteinas carregadas migram em direc¢do ao pélo oposto (Lord, 2003).

Uma técnica electroforética com grande resolucdo, é a focagem isoeléctrica,
onde um intervalo definido de valores de pl é utilizado para establecer um gradiente
de pH através de um campo eléctrico aplicado. As proteinas carregadas migram pelo
gradiente até atingir uma regido de pH igual ao seu valor de pl permanecendo
estacionarias (Slebos et al., 2008).

Outro método utilizado na separacdo de proteinas pela carga é a cromatografia
por troca idnica que recorre a resinas que consistem em materiais insolUveis (como a
agarose, poliacrilamida, celulose e vidro) com grupos carregados. A separa¢do é
conseguida através da interac¢ao das proteinas com as resinas de forma isocratica ou
por aplicacdo de gradiente (Angstadt et al., 2002).

Para além destas a electroforese capilar é também uma técnica capaz de
separar com eficiéncia as proteinas. Basicamente, um longo tubo capilar é preenchido
com meio de electroforese, a amostra é injectada numa banda estreita perto do dnodo
e as proteinas separam-se pela sua mobilidade em direccdo ao polo negativo (Jiang et
al., 2003).

Tal como foi referido, a separacdo de proteinas também se pode fazer por peso
molecular. A electroforese em gel de poliacrilamida e na presenca de um detergente é
uma das técnicas conhecidas. Esta técnica consiste na adicdo de um detergente
comum, o SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) a um gel de poliacrilamida. Este detergente,

permite a estabilizacdo das proteinas na sua forma desnaturada formando um micela
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em volta de toda a cadeia polipéptidica. A carga inerente aos polipeptideos é conferida
pelas negativamente carregadas moléculas do SDS. As proteinas negativamente
carregadas comecam assim a migrar pelo gel de poliacrilamida em direc¢do ao anodo.
A poliacrilamida actua como uma rede molecular e as proteinas sdo separadas
consoante o seu tamanho. As proteinas maiores ficam entdo retidas mais cedo e as
mais leves ficam depositadas no fundo do gel. Existem outras técnicas que permitem a
separacdo das proteinas pelo peso molecular, como a ultracentrifugacdo que
basicamente consiste na aplicacdo de uma forca centrifuga que move as proteinas na
direccdo da forca a uma velocidade dependente da sua massa. Através de um sistema
Otpico apropriado é possivel detectar a velocidade e obter o coeficiente de
sedimentacdo que consiste numa medida qualitativa da massa molecular (Angstadt et
al., 2002).

Outra técnica bem conhecida, é o HPLC ( do inglés high-performance liquid
cromatography), que recorre a diferentes tipos de fases estacionarias em colunas, uma
bomba que actua sobre a fase mdvel e os componentes da amostra, um detector
capaz de fornecer tempos de retencdo dos componentes da amostra e as contagens da
area que reflectem a quantidade de cada analito que passa através do detector

(Angstadt et al., 2002).

4. Espectrometria de Massa

Nas Ultimas duas décadas, a espectrometria de massa tornou-se uma das
técnicas mais preponderantes na quimica analitica e na analise de (macro)moléculas

bioldgicas. Assumiu uma relevancia comparavel as mais tradicionais técnicas de
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electroforese e técnicas de separacgao liquida, na identificagdo de compostos (Williams
& Burinsky, 2001).

O espectrémetro de massa permite ao seu utilizador determinar a massa molar
de compostos electricamente carregados ou ides previamente formados. Estes ides
sdo seleccionados de acordo com a razdo massa-carga (m/z), sendo m a massa em u
(massa atdmica unificada), definida como 1/12 da massa de um atomo do isétopo 2¢c
o qual foi designado como 12 u por convencdo (Moraes et al., 2003; Gross, 2004).

Esta evolucdo foi despoletada pela descoberta de novas técnicas que geram
iGes estaveis provenientes das moléculas de interesse e ao desenvolvimento associado
a essas fontes de ides.

Na figura 3, estd representado um diagrama da funcionalidade basica de um

espectrémetro de massas.

iomn Mass etechor = data
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Figura 4 Esquema geral de funcionamento de um espectrometro de massa (Gross, 2004).
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Como se verifica no esquema da figura 4, a andlise de um composto obedece a
alguns passos: a introducdo da amostra, a ionizacdo das moléculas, a passagem por um
analisador de massa que separa os ides formados de acordo com a razdo m/z e um
detector que capta os ides e transforma o sinal em corrente eléctrica onde a
magnitude do sinal eléctrico em fun¢do da m/z é convertida por um processador de
dados e da origem a um espectro de massa correspondente (Schiller et al.,, 2004;

Yergey et al., 2002).
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Para que a técnica seja devidamente executada, é necessario obedecer a dois
requisitos basicos. As moléculas, que normalmente se encontram em estado liquido ou
em estado sélido condensado, tém impreterivelmente de passar para a fase gasosa.
Uma vez neste estado, o gds é transferido para o vacuo de um analisador de massa;
em segundo, as moléculas neutras tém de adquirir carga para migrarem e serem
detectadas pelo analisador de massa (Schiller et al., 2004; Yergey et al., 2002).

Ha duas técnicas que se encontram na linha da frente da espectrometria de
massa, ESI — Electrospray lonization e MALDI — Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization. Ambas as técnicas resolveram o problema da passagem da
forma condensada para a fase gasosa e ambas ionizam as amostras, mas de modos
completamente diferentes. Apesar de partilharem o mesmo propdsito e de serem
simultaneamente criadas em 1988, o seu desenvolvimento foi independente (Banerjee
& Mazumdar, 2012; Blaum, 2006; El-aneed, Cohen, & Banoub, 2009).

A base da estrutura macromolecular e da fun¢do dos sistemas bioldgicos, o
papel do DNA e proteinas em particular, sofreu uma grande evolu¢do nos ultimos 30
anos. Tornou-se claro que para desvendar os detalhes da sua estrutura, era necessario
um desenvolvimento acentuado de uma técnica analitica mais sensivel e especifica. A
espectrometria de massa veio colmatar essa lacuna e marcar um grande e importante
passo na analise de macromoléculas. E também importante referir, que tanto o ESI
como o MALDI s3o provenientes de principios desenvolvidos a priori, como o campo
de dessorcdo e a dessorcao por feixes de particulas, bem como a ionizacdo quimica na
fase gasosa. Os novos mecanismos de ionizacdo recuperaram alguns principios de
andlise de massa tais como o time-of-flight (TOF), que tinha sido desacreditado dado o

seu baixo desempenho. Mais recentemente uma infinidade de espectrometros de
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massa tém sido comercializados, para além dos TOF (Time-of-flight), ha os
espectrometros QIT (Quadropole lon-Trap), os FT-ICR (Fourier Transform lon
Cyclotron), espectrometros orbitrap, entre outros (Blaum, 2006; El-aneed et al., 2009).

As técnicas avancadas em espectrometria de massas diferem principalmente no
modo de ioniza¢do das amostras. E nesse aspecto que o MALDI e o ESI se distinguem,
comparativamente com as técnicas mais classicas, como o El (electron ionization). Ao
contrdrio desta, as novas técnicas dispde do que é necessario para uma analise e
identificacdo rotineira de proteinas, peptideos ou acucares (Banerjee & Mazumdar,

2012; El-aneed et al., 2009).

4.1 Fontes de lonizagao

O surgimento de novas técnicas de ionizacdo a partir da década de 80,
despoletou uma revolugdo na andlise e identificacdo de macromoléculas. A ionizacdo
por ESI-MS (Electrospray lonization Mass Spectrometry) e a ionizagdo por MALDI-MS
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Mass Spectrometry) estendeu a
espectrometria de massa a quase todos os tipos de moléculas. Ambas as técnicas
possuem a particularidade de utilizarem fontes brandas de ionizacdo, possibilitando a
formacao de ides de baixa energia e, consequentemente, permitem a ionizacdo de
moléculas de baixa massa molecular até biomoléculas com massas acima de 1 milhdo

de Daltons (El-aneed et al., 2009; Gogichaeva, Williams, & Alterman, 2007).

O MALDI foi desenvolvido por Michael Karas, Franz Hillenkamp e seus
colaboradores em 1985. Pela mesma altura Tanaka, John Fenn e seus colaboradores
introduziram o ESI que |hes valeu o Nobel da Quimica em 2002. A atribuicao do Nobel
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a estes investigadores gerou uma grande controvérsia. Apesar de serem os primeiros a
ionizar grandes biomoléculas em estado sélido ou viscoso, a sua técnica raramente foi
empregue. Muitos consideram injusto a atribuicdo de tdo distinto titulo, admitindo
gue Karas e Hillenkamp seriam os verdadeiros merecedores. A inclusdo de uma matriz
organica tornou o seu método muito mais sensivel e com melhores resultados e por
isso mesmo, o MALDI é actualmente a fonte de ionizacdo para espectrometria por

exceléncia (El-aneed et al., 2009).

4.1.1 MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)

O principio do MALDI é um caso especial de LDI (Laser Desorption/lonization)
em que se emprega um tipo particular de preparagao da amostra. De um modo geral,
as amostras para MALDI-MS consistem em moléculas diluidas, incorporadas numa
matriz (geralmente um 4acido organico) absorvente de luz, de baixa massa molecular.
As moléculas da matriz sdo ressonantemente excitadas por um pulso de laser com
comprimento de onda proximo do ultravioleta (UV) e, consequentemente, um
determinado volume da matriz e as moléculas do analito passam para o estado gasoso
altamente energético criado pela excitacdo electronica das moléculas da matriz ao
absorver a energia do laser. A matriz tem um maximo de absor¢cdo perto do
comprimento de onda do IV (infravermelho).

A ionizacdo ocorre através da transferéncia de carga das moléculas da matriz
para o composto, que fica na forma de MH*, como é demonstrado na figura 5 (Flamini

& Traldi, 2010).
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— Ma**
Ma + nhv — [Ma]* — Fr;*
— MaH+

Ma* + Ma — MaH* + [Ma-H]*

MaH* + Fr* + M — MH* + Ma + [Fr—H]

Figura 5 Interacg¢do entre o feixe de laser, a matriz (Ma) e a amostra
solida (M), levando a formag¢do de moléculas de analito protonadas
(MH+).

Os ides formados sdo impulsionados para o analisador de massas time-of-flight
(TOF). Utilizando como referéncia a distancia, os iGes sdo separados consoante o
tempo que demoram a atingir o detector. A energia potencial de uma particula
carregada num campo eléctrico esta relacionada com a carga da particula e com a
forga do campo eléctrico:
E, =zU (1)
onde E, corresponde a energia potencial, z € a carga da particula e U € a
diferenca de potencial eléctrico.
Quando a particula carregada é acelerada no tubo TOF, a sua energia potencial
é convertida em energia cinética:
Ek=% mu? (2)
Como a energia potencial é convertida em energia cinética, podem-se igualar as
equacoes (1) e (2):

E, = Ey (3)
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zU = % mv? (4)

A velocidade v da particula carregada apds acelerada ndo ira sofrer qualquer
alteracdo uma vez que se move num tubo de TOF livre de campo. A sua velocidade
pode ser calculada desde que se conheca a distancia (d) de vo6 do ido e o tempo (t)
pode ser medido através de um conversor.

Sendo assim:

(5)

da
V= -
t

Substituindo o valor de v na (5) em (4):

20 = tm () @

2 t

Colocando a equacgdo em funcdo do tempo t, ficamos com:

da m
t=ﬁ\/; (7)

d L ~ n
Como os factores 755+ €M Pprincipio, nao se alteram quando um grupo de ides é

analisado, podemos simplificar para:

t=k\/§ (8)

onde k corresponde a uma constante que representa factores relacionados com
as definicbes e caracteristicas do instrumento. Podemos verficar em (8), de forma
simplificada, como o TOF dos ides varia apenas consoante a razdo massa-carga (m/z)
(Flamini & Traldi, 2010).

Uma das caracteristicas do MALDI-MS que o tornam t3o promissor na analise
de amostras bioldgicas, é a sua capacidade de detectar biomoléculas em misturas
complexas com uma concentracdo relativamente alta de sais, solugcbes tampdo e

outras espécies. Esta caracteristica confere-lhe a capacidade de estudar proteinas e
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peptideos no soro, no liquido cefalo-raquideo, no sangue, em extractos de tecidos e
em linhas celulares. Contudo, as contaminac¢des das amostras muitas vezes interferem
na cristalizacdo da matriz/analito e origina o alargamento dos picos por fragmentacdo
e formacado de aductos, reduzindo a sensibilidade e a precisdo dos resultados.

A introducdo dos métodos de ionizacdo MALDI, no final da década de 80 causou
uma verdadeira revolugdo na espectrometria de massa tal como ja havia referido.
Actualmente, recorre-se a esta técnica na andlise de polimeros sintéticos, complexos
organometalicos e compostos organicos de interesse ambiental. No entanto, a maior
expansdo ocorreu na bioquimica, na biologia molecular, na petroquimica e vem até
crescendo na area dos alimentos (Yates, 2001).

A grande adesdo a esta técnica em tdo diversas dreas deve-se a algumas
caracteristicas da técnica que a tornam tdo util, desejada e uUnica. Uma dessas
caracteristicas é detectabilidade de quantidades infimas de compostos. Ha registos
gue mostram que apenas é necessario 42 zeptomles (10! moles gue corresponde
aproximadamente a 25000 moléculas) de peptideos para serem detectados por MS.
Outra caracteristica é que é necessdrio um reduzido volume de amostra. O MALDI
pode utilizar apenas 50 nanolitros de amostra para ser analisada, ainda menos que o
exigido para ESI, que necessita de cerca de 1pL. Fornece ainda a possibilidade de
interfaceamento com técnicas de separacdo.Os excelentes resultados obtidos através
do MALDI devem-se muito ao seu acoplamento a outras técnicas. Por exemplo, na
analise do proteoma, é necessario alguns procedimentos de alto desempenho, como a
separacdo protéica por electroforese bidimensional (2D) para que milhares de
proteinas sejam analisadas numa Unica experiencia. Isto exige qualidade em todas as

fases do processo (separacao, quantificacdo, digestdo e identificacdo) para se obterem
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conclusdes. Outra caracteristica é o reduzido tempo de anadlise, o que é uma das
grandes vantagens do MALDI, pois sdo necessarios poucos segundos para analisar uma
amostra. Esta particularidade é um factor muito importante na realizacdo de projectos
em grande escala, como os estudos do proteoma, onde é necessario identificar um

grande numero de proteinas (Dass, 2007).

4,1.2 Matrizes

A matriz é a chave do funcionamento do MALDI e o principal factor de distingao
para com as outras técnicas de espectrometria de massa. A maioria das matrizes
desenvolvidas sdo de baixa massa molecular, como é o caso do acido sindpico.

Uma matriz de MALDI tem de obedecer a dois propdsitos principais. Em
primeiro lugar, é necessario que seja capaz de absorver a energia dos fotdes
provenientes do laser e ser capaz de a transferir como energia de excitacdo para o
sistema. Em segundo lugar, funciona como solvente da amostra, reduzindo as forcas
intermoleculares e impedindo a agregacdao das moléculas do analito. H4 quatro
caracteristicas desejaveis e que uma matriz deve possuir para se obter resultados
fidedignos, nomeadamanente, forte poder de absorcdao de radiacdo no comprimento
de onda do laser, boa compatibilidade com o analito, baixa temperatura de sublimacdo
para que instantaneamente se crie uma pressao alta na pluma durante a emissdo do
pulso de laser e que seja capaz de participar numa reac¢ao fotoquimica que permite
gue as moléculas da amostra sejam protonadas ou desprotonadas com alta eficiéncia.

Para uma optimizacdo de resultados, a matriz é escolhida consoante os

compostos que serdo analisados de acordo com a tabela seguinte (Gross, 2004).
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Tabela 1 — Representacao de algumas matrizes e suas principais caracteristicas.

Acido 3-amino-4-hidroxibenzoico 153 ACN, agua 337 Oligossacarideos
ACN, 3gua, Ollgozsatcig(r)l;jeos,
Acido 2,5-dihidroxibenzoico (DHB) 154 metanol, acetona, 337 Peptidos,
. nucledtidos,
cloroférmio . o
oligonucledtidos
Acido 5-hidroxi-2-metoxibenzéico 168 ACN, agua 226, 337 Lipidos
Acido 2[4-hidroxifenilazo] benzoico ACN, agua, , .
(HABA) 242 metanol 266, 337 Proteinas, lipidos
Acido cindmico 148 ACN, 4gua 337, 355 Peéptidos, lipidos
e nucleétidos
Acido a-ciano-4-hidroxicinamico 189 ACN, dgua, etanol, 337, 355 Peptldos,, |.IpIdOS,
acetona nucledtidos
2,6-dihidroxiacetofenona 152 ACN, agua 337, 355 Proteinas,

oligonucledtidos

Nota: ACN - acetonitrilo

As trés categorias de matrizes encontradas até ao momento capazes de serem
aplicadas na analise de varios tipos de moléculas por MALDI, incluem as matrizes
organicas sélidas, os liquidos idnicos e os materiais inorganicos. As primeiras sdo as
mais comuns e possuem um anel aromatico capaz de absorver luz. Entre estas, o acido
a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) e o acido 2,5-dihidroxibenzdico (DHB) sdo os mais
versateis. Uma vasta gama de compostos pode ser analisada com estas duas matrizes.
O maior problema em recorrer a matrizes organicas no estado sélido é a distribuicdo
heterogénea das moléculas do analito e da matriz apds a evaporagao do solvente da
matriz. Esta heterogeneidade pode dar origem a variagGes no sinal do analito (Jaskolla,
Lehmann, & Karas, 2008).

Os liguidos idnicos sdao formados por uma mistura equimolar de uma matriz
sélida tradicional, como a CHCA e a DHB, com uma base organica (como por exemplo,
a butilamina). Estes pares catido/anido permitem uma preparacdo homogénea da

amostra, aumentando a reproducibilidade e a intensidade do sinal (Carolina, 2008).
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Um progresso semelhante ocorreu com a utilizagdo de materiais inorganicos
como alguns metais (cobre, cobalto, aluminio, manganés e tungsténio), oxidos de
metais e grafite. Estes materiais sdo dispersos num liquido ndo volatil (como o glicerol
ou liquido de parafina). A grafite, o carbono activo, os nanotubos de carbono, os
fulerenos e a silica texturizada também podem ser utilizadas como matrizes de MALDI
(Kinumi, Saisu, Takayama, & Niwa, 2000).

Para o desenvolvimento de novos compostos que possam funcionar como
matrizes aplica-se o método de tentativa e erro, e as propriedades que distinguem as
bem sucedidas das outras continua a ser algo obscuro. Resumidamente, a matriz tem
de ser capaz de absorver determinados comprimentos de onda e de rapidamente
passar para a fase gasosa. Para além disso, é conveniente que seja capaz de ionizar as
moléculas da amostra incorporadas sem que as aqueg¢a de mais. Também é importante
gue a matriz seja suficientemente estavel para que ao ponto de nao se evaporar
guando esta sob condi¢des de vacuo. Outro factor muito importante na obtencao de
espectros de MALDI é a concentragdo relativa da amostra incorporada na matriz e,
como varios utilizadores desta técnica afirmaram, é imprescindivel procurar bons spots

na amostra (Crank, 2009).

4.2 Analisadores de Massa

Um analisador de massa é um aparelho capaz de separar espécies, como atomos,
moléculas ou aglomerados, de acordo com a sua massa. A separacdo deve ser
independente da conformacdo quimica das espécies. Todos os analisadores de massa

actualmente em uso tém como principio base o electromagnetismo o que os torna
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dependentes da aceleracdo de ides para obter a separacio. E por isso necessario o seu

acoplamento a uma fonte de iGes como ja foi referido anteriormente. Posto isto, o

analisador separa os ides provindos da sua fonte de acordo com a sua m/z. Sdo vdrios

os analisadores de massa recorrentemente utilizados em espectrometria de massa. O

TOF é o mais comum, no entanto sdo conhecidos outros como o filtrador de massa

quadrupolo (Q), o QIT (Quadropole lon-trap), os espectrometros orbitrap, os FT ICR

(Fourier Transform lon Cyclotron) e ainda a técnica AMS (Accelerator Mass

Spectrometry). A tabela seguinte, contém uma breve descricdo das caracteristicas

principais de cada analisador (Desiderio & Nibbering, 2009).

Tabela 2 Breve comparagdo de algumas caracteristicas de analisadores de massa.

Analisador TOF Sector Q filter QT Orbitrap FTICR Acelerador

Resolugao Alta Muito Média Alta Muito Muito Muito alta
alta alta alta

Precisao Alta Muito Baixa Média Muito Muito Muito alta
alta alta alta

Variagdom/z  Muitoalta  Média Baixa Média Baixa Média Muito

baixa

Sensibilidade  Alta Alta Alta Alta Média Média Alta

Velocidade Rapido Lento Média Média Média Média Lento

Fonte deides  Pulsada/ Continua  Continua  Pulsada/ Pulsada/ Pulsada/ Continua

continua continua  Continua  continua

Manuseio Facil Média Facil Facil Média Exigente Muito

exigéncia exigéncia exigente

4.2.1 TOF (Time-of-flight)

Um analisador de massa TOF, separa os ides de acordo com a diferenca de

tempo entre o sinal de partida e o pulso gerado quando o ido atinge o detector, isto é,

o tempo de voo.
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O principio do analisador TOF foi pela primeira vez publicado por Stephens em

1964. Um esquema representativo é mostrado na figura seguinte.

Flight tube

Detector

Source

Figura 6 Esquema de um TOF linear (Flamini & Traldi, 2010).

Antes de mais, para que a técnica seja bem aplicada, é necessario definir
correctamente o sinal de partida. Os analisadores TOF estdao bem preparados para se
adaptarem as fontes de ides pulsadas como o MALDI. Os ides criados directamente na
fase gasosa, sdo utilizados como ponto de partida para a medicdao do tempo de voo. A
placa da amostra é apresentada com um potencial positivo ou negativo, que
normalmente varia dos 5 a 30kV e os ides sdo acelerados em direccdo ao potencial da
terra. Quando abandonam a regido de aceleracdo, os iGes com a mesma carga
idealmente possuem a mesma energia cinética, variando apenas a sua velocidade
consoante a sua massa. Posteriormente, os ides pairam sobre uma regido livre de
campos até ao detector. A diferenca de tempo entre o sinal de partida e o pulso
gerado quando atingem o detector define o tempo de voo (tror). Quanto mais rapido
ou leve for o ido, mais depressa ele atinge o detector e consequentemente, menor é o
seu tempo de vdo. O espectro obtido pode ser entdo convertido num espectro de

massa. Nao é necessdrio conhecer exactamente os potenciais e as distancias
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percorridas pelo espectdmetro, uma vez que a conversdo tempo/massa é feita por
calibragao com ides de massas ja conhecidas.

Fontes continuas de ides, como o ESI, podem ser acopladas a analisadores TOF
por aceleracdo ortogonal (ao-TOF). Em ao-TOF, os iGes gerados pela fonte entram no
analisador TOF perpendicularmente ao seu eixo principal. O potencial de aceleracao é,
inicialmente, definido como zero e o pulso inicial é gerado instantaneamente
consoante o potencial aumenta e os ides sdo acelerados para a regido de voo.

Quando os ides sdo formados de forma pulsada, como no MALDI, o pulso de
extracdo do TOF pode ser coordenado com a fonte de ionizagdo e todos os ides
formados podem ser detectados.

A resolugdo, é o principal problema dos analisadores TOF lineares, uma vez que
¢é afectada por diversos factores que alteram a distribuicdo da energia dos iGes com a
mesma m/z. O tempo de pulso de extrac¢do que desloca os ides no tubo de véo, a
distribuicao espacial destes ides quando recebem este pulso e a varia¢dao da energia
cinética que os ides recebem na ionizacao sao alguns exemplos desses factores. O
aumento da distancia de tempo de voo ajuda a melhorar a resolucdo e o aumento da
tensdo de aceleracdo ajuda a melhorar a sensibilidade. Por isso mesmo, os aparelhos
possuem um tubo até 2metros de comprimento e uma tensdao até 20 kV (Ekman,

Silberring, Westman-Brinkmalm & Kraj, 2009).

4.3  Aplicagcbes MALDI-TOF

4.3.1 Protedmica e Sequencia¢ao de Proteinas

Define-se proteomica, como o estudo da estrutura e funcdo das proteinas. Com a

descoberta de todo o genoma humano e terminado todos esse projecto, a bioquimica

64



e a biologia molecular direccionaram todos os seus estudos para a protedmica e
farmacogendmica. Nos ultimos anos, o MALDI-MS tornou-se uma ferramenta muito
util e popular na proteomica, fornecendo informacdo sobre a sequenciacdo de
proteinas, a identificacdo e as modificacdes pds-transcripcionais. Apesar da maioria
dos estudos se focar em compostos sollveis em dgua, o MALDI-MS também se aplica
em proteinas hidrofébicas. Para tal, o MALDI possui a vantagem de tolerar uma
consideravel quantidade de sais e detergentes, permitindo que as proteinas sejam
directamente caracterizadas sem purificacdo prévia, o que pode ser muito dificil e
demorado.

A sequenciacao directa de proteinas por MALDI é possivel até para péptidos de
baixa massa molecular. A utilizacdo de vdrias proteases para digerir uma proteina em
pequenas cadeias de péptidos tornou-se uma técnica poderosa na sequenciagdo de
por¢cOes da proteina. A sequencia¢cdo de péptidos em escada e a sequencia¢do por
espectrometria de massa sdo os principais métodos para a sequencia¢ao de proteinas.

Chait et all utilizaram enzimas para digerir o terminal aminodacido dos péptidos,
para demonstrar a sequenciacdo em escada do péptido. A carboxipeptidase-Y é
utilizada para remover um aminodcido de cada vez a partir do terminal-C, nao
formando picos adicionais. No entanto, esta técnica requer a purificacdo do péptido,
tornando a preparacdo da amostra num processo muito demorado. Para além disso, é
um Processo pPouco preciso, uma vez que um aminoacido que é removido rapidamente
pode ser seguido por um que é removido lentamente.

Na sequenciacdo por MALDI, utiliza-se uma endoprotease especifica, como a
tripsina ou a quimiotripsina, dependendo da proteina que se pretende estudar. O

propdsito desta técnica, é isolar o precursor iénico desejado e fragmenta-lo nos seus
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produtos idnicos. E possivel analizar tanto o produto dos ides, bem como isolar e

fragmentar um produto particular de um ido (Jungblut & Thiede, 1997; Lay, 2002).

4.3.2 Identificagdao de Proteinas

Com a descoberta quase por inteiro do genoma de organismos eucariontes,
incluindo o humano, as aten¢bes viraram-se para o mapeamento das proteinas e
péptidos e o MALDI-MS adquiriu papel de destaque entre as mais variadas técnicas de
espectrometria, dada a sua alta sensibilidade. Acoplada a instrumentos TOF (Time-of-
flight) a decadéncia pds fonte (PSD — Post Source Decay) é a técnica mais utilizada na
obtencdo de informacdo estrutural para a identificacdo de proteinas por mapeamento
de péptidos (Gogichaeva et al., 2007).

Como o MALDI é um método de ionizacdo suave, por vezes, enfrentam-se
limitagcdes ao nivel da fragmentacdo de iGes precursores, que impossibilita o estudo
estrutural do analito. Contudo, o ido correspondente pode sofrer fragmentacdo
espontanea na regido livre de campo do espectrémetro, mais conhecida por Post
Source Decay (PSD). Ha dois factores que podem explicar tal fendmeno. Primeiro,
alguns ides precursores poderiam possuir excesso de energia apds o processo de
dessorcdo a laser e em segundo lugar, mais colisdbes podem ocorrer entre os ides
precursores, fruto da colisdo com a nuvem densa inicial do analito dessorvido e os
compostos da matriz. Os fragmentos dos ides resultantes do PSD nao podem ser
observados no MALDI-TOF linear porque os fragmentos viajam a mesma velocidade
gue os precursores idnicos. Contudo, podem ser detectados num TOF-MS com um
campo curvado onde podem separar e concentrar todos os ides fragmentados. Para

gue isto seja possivel, ajusta-se a tensdo para valores mais baixos para separar e
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concentrar todos os ides de fragmentagdao. Os espectros resultantes podem formar,
em conjunto, um espectro PSD. Os valores de massa dos péptidos obtidos, bem como
o peso molecular dos ides precursores, sdo posteriormente colocados numa base de
dados previamente gerada pela clivagem de proteinas com enzimas especificas. A
identificacdo é realizada consoante as proteinas que melhor coincidem com os dados
colocados. Bier et all, listaram varios motores de busca para identificacdo de proteinas
on-line. Como é dbvio, este tipo de analise é sempre dependente da informacdo sobre
sequéncias protéicas disponiveis na base de dados (El-aneed et al., 2009).

A fragmentacdo por decaimento pds fonte (PSD) ocorre principalmente em
ligacdes peptidicas, mas o espectro de PSD sdo geralmente muito complicados de
analisar dada a presencga de pontes dissulfito entre os residuos de cisteina e aos picos
criados pela perda de pequenas moléculas neutras, como moléculas de agua, de
treoninas, de serinas e a amadnia, residuos de lisinas e de argininas. Embora o espectro
MALDI-PSD seja raramente capaz de fornecer informacgao relativa a fragmentacao
completa dos péptidos, a sequéncia marcada obtida em PSD pode ser utilizada para
reconstruir a sequéncia peptidica para a identificacido da proteina dada a
especificidade de algumas sequéncias de aminodcidos. A probabilidade de uma
proteina ter um certo aminodcido em cada posicao é aproximadamente de 1 para 20;
portanto, as hipoteses de uma sequéncia especifica de 5 aminoacidos apenas é de
cerca de 1 em 3 milhGes. Para além disso, o facto de o grupo carboxil do terminal-C
estar marcado com o is6topo 20 durante a digestdo protéica, ou a acilagio do
terminal-N dos iGes fragmentados, simplificam a interpretacdo espectral (Jungblut &

Thiede, 1997; Lay, 2002)
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Il. Objectivos






A hipdxia é uma condigao que influencia a resposta a terapéutica dos tumores
sélidos. O desenvolvimento de um método ndo invasivo de diagndstico da hipdxia
tumoral pode fornecer informagdo de extrema importancia para prever a resposta
tumoral a terapéutica e até mesmo ajustar o plano de tratamento.

O objectivo deste projecto de investigacdo é caracterizar o proteoma do
carcinoma colo-rectal em condicdes de hipoxia e normdxia com vista a esclarecer os
mecanismos moleculares subjacentes a esta condicdo e também identificar possiveis
marcadores proteicos do estado de oxigenacao deste tumor.

Assim, o principal objectivo do trabalho que conduziu a esta dissertacao foi a
optimizacdo de um procedimento de electroforese bidimensional para separacdo do
proteoma de linhas celulares humanas deste tipo de tumor com vista a possibilitar
posterior identificagdo por MALDI-TOF/TOF. Para este fim o primeiro objectivo foi a
preparacao de extractos de proteinas de trés linhas celulares de adenocarcinoma colo-
rectal humano (WiDr, C2BBel e LS1034) cultivadas em condi¢cdes de hipdxia e
normoxia, adequados a separa¢dao bidimensional. O segundo objectivo consistiu na
optimizacao de um procedimento de focagem isoeléctrica adequado as amostras em
causa e posterior separagdo por peso molecular em SDS-PAGE. Finalmente, pretendeu-
se optimizar o procedimento de coloracdo dos géis obtidos adequado a recolha dos

spots para posterior identificacdo.
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lll. Materiais e
Métodos






A existéncia de regides de hipdxia em tumores sélidos, como o carcinoma colo-
rectal, condiciona o efeito da quimio e da radioterapia (Cairns et al., 2006). Como tal, o
desenvolvimento de técnicas capazes de caracterizar a hipdxia pode constituir um
importante acréscimo a avaliacdo pré-tratamento. Varios trabalhos documentam que
o estado de oxigenacdo dos tumores é uma condicdo que influencia o gendtipo e o
fenétipo, nomeadamente, a diferente expressdo de genes ligados ao transporte de
oxigénio, a angiogénese, a degradacdo de proteinas e as alteracdes pods-

transcripcionais que resultam em alteracGes no proteoma (Vaupel & Harrison, 2004b).

Constituindo objectivo deste trabalho a optimizacdo de um procedimento de
electroforese bidimensional para a separacdao do proteoma de células de carcinoma
colo-rectal cultivadas em condicdes de normdxia e hipdxia com vista a posterior
identificacdo das proteinas com expressao diferencial, procedeu-se a realizacdo das

metodologias descritas de seguida.

1. Cultura de células

Para a realizacdo deste trabalho utilizaram-se trés linhas celulares humanas de
carcinoma colo-rectal: C2BBel, LS1034 e WiDr.

A linha celular WiDr provém do célon de uma doente de 78 anos, diagnosticada
com carcinoma colo-rectal. Esta linha celular apresenta uma morfologia epitelial e

sabe-se que é mutada no coddo 273 do gene TP53 que origina a substituicdo do
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aminodcido arginina por histidina na proteina p53 (Pellegrino, Milstien, Needy,
Browne, & Petricciani, 1979).

A linha celular LS1034 foi isolada do ceco de um doente de etnia caucasiana, 54
anos de idade. Tal como a linha WiDr possui uma muta¢do no gene TP53, mas neste
caso na posicdo 245 que se traduz na substituicdo da glicina por serina. E também
caracterizada por uma mutacdo no gene APC e sobrexpressa uma proteina de efluxo, a
glicoproteina-P (Pg-P), associada a resisténcia a quimioterapia (Casalta-Lopes et al.,
2011; Suardet et al., 1992).

As células da linha C2BBel sdao um clone da linha celular C2BBel obtido por
diluicdo limitante. A ultima provém do célon de um doente de 72 anos, caucasiano,
também diagnosticado com carcinoma colo-rectal. O clone foi seleccionado com base
na homogeneidade morfoldgica e na localizacdo apical exclusiva da proteina vilina. As
células C2BBel formam uma monocamada polarizada com borda em escova apical
(BB) morfologicamente comparavel a do célon humano. Quando atingem a
confluéncia, estas células expressam caracteristicas de diferenciacdo enterécita
(Basson, Modlin, & Madrit, 1992; Peterson & Mooseker, 1992).

As trés linhas celulares foram fornecidas pela American Type Culture Collection
(ATCC). No momento da sua recepcao foram descongeladas e propagadas em cultura
aderente a 37°C numa atmosfera humidificada contendo 5% de CO, (incubadora
HeraCell150).

As linhas celulares C2BBel e WiDR foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma D-5648) suplementado com 100uM de
piruvato de sédio (Gibco 11360), 5% de soro bovino fetal (Sigma F7524) e 1% de

antibiético (100 U/ml de penicilina e 10 ug/ml de estreptomicina, Gibco 15240).
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A linha celular LS1034 foi propagada com o meio de cultura Roswell Park Memorial
Institute (RPMI) suplementado com 100uM de piruvato de sddio (Gibco 11360), 5% de
soro bovino fetal (Sigma F7524) e 1% de antibiético (100 U/ml de penicilina e 10 pg/ml
de estreptomicina; Gibco 15140-122).

As células das trés linhas celulares foram cultivadas em frascos de 75cm” de area
de crescimento até atingirem uma confluéncia de cerca de 90%. A subcultura foi
realizada de 4 em 4 dias.

Para a realizacdo de subcultura foi necessario destacar as células dos frascos de
cultura. Para isso as culturas celulares foram incubadas com 2mL de uma solugao
tripsina-EDTA a 0,25% (Gibco 25200) durante 5 a 10 minutos para que ocorra a
separacao celular. De seguida, para inactivar a tripsina adicionaram-se 5mL de meio de
cultura e centrifugou-se a suspensdo celularobtida a 200G durante 5 minutos. Os
pellets obtidos foram suspensos num volume apropriado de meio e distribuidos por

novos frascos de cultura numa razao de 1:3.

2. Preparagao dos extratos de proteinas

Para estudar o proteoma do carcinoma colo-rectal nas diferentes linhas celulares
comecou-se por preparar extractos celulares de proteinas. Desta forma, o meio dos
frascos celulares confluentes foi descartado e em seguida lavou-se com PBS
(Phosphate buffered saline) 1X, repetindo-se o procedimento trés vezes. Apds as
lavagens com esta solucdo tampao, adicionaram-se 300uL de um tampdo de lise ao

frasco de cultura e com o auxilio de raspadores, soltaram-se as células da superficie do
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frasco e colocou-se a suspensao celular num microtubo da eppendorf. Utilizaram-se
varios tampdes de lise diferentes no sentido de obter a maior e mais pura quantidade
de proteina. As solugdes utilizadas foram a solugdo de RIPA (Radio-Immunoprecipitation
Assay) suplementada com Complete, Mini (Roche 11836153001; um cocktail de
inibidores de proteases), solucdo MIX, solucdo GUY e TCA (acido tricloroacético).

Nos extractos preparados com solucdo RIPA e Complete, Mini; MIX e GUY, fez-se
vortex e sonicaram-se as amostras 10 vezes, durante 1 a 2 segundos cada uma, a uma
amplitude de 35% de um sonicador Vibra Cell da Sonic and Materials inc. USA, modelo:
VC50 de 240V, 50W e 20KHz. De seguida, centrifugaram-se as amostras a 14000G, a
4°C durante 15 minutos e transferiu-se o sobrenadante para um novo microtubo.

Nos extratos preparados com TCA 20% também se fez vdrtex e sonicaram-se as
amostras do mesmo modo. Contudo, de forma a optimizar a remoc¢do de substancias
indesejaveis e concentrar a amostra em proteina, seguiu-se para a precipitacao com a
acetona. Para tal, adicionou-se a acetona a -20°C num volume 4x superior ao volume
da amostra. Fez-se um pouco de vértex e incubaram-se as amostras a -80°C durante 30
minutos. Terminado o tempo de incubacdo, centrifugaram-se as amostras durante 15
minutos a 14000G e descartou-se cuidadosamente o sobrenadante de modo a que o
pellet permanecesse intacto no fundo do microtubo. Por fim, esperaram-se 30 minutos
com o0s microtubos abertos para que a acetona evaporasse e em seguida
ressuspendeu-se o pellet em tampdo de rehidratacdo e fez-se vértex até ficar
completamente solubilizado.

Todos os extratos foram congelados a -80°C.
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2.1  Quantificacdao de Proteina — método de BCA

Para a determinagdo da proteina pelo método de BCA do kit Pierce, comegou-se
por se descongelar as amostras e fazer um pouco de vdrtex.

Preparou-se o reagente RIPA numa diluicdo de 1:9 e o reagente de BCA numa
diluicdo de 50A:1B (A diz respeito ao BCA Protein Assay Reagent A (Pierce) e o B a
Copper(ll) sulfate solution (Sigma-Aldrich))

Em seguida, preparou-se a curva padrdo (BSA — Pierce) a partir da solucdo stock de
2mg/ml de albumina de soro bovino e as amostras numa dilui¢do de 1:9. Adicionaram-
se os reagentes nas quantidades indicadas no kit numa placa de 96 pocos e agitou-se
durante 30 segundos. A placa foi entdo incubada a 37°C, durante 30 minutos e mediu-
se a absorvancia a 570nm na ELISA (Biotek® Synergy HT). Pela Lei de Beer-Lambert,
gue estabelece a relacdo linear entre a concentracdo do material atravessado e a

absorbancia dentro de um determinado limite através da equacao:

I
e e—alc

Iy
(I; — intensidade da luz uma vez atravessando o meio; |, — intensidade da luz incidente;
o — coeficiente de absorcdo; | — distdncia que a luz atravessa no objecto; ¢ —
concentragdo da substdncia absorvente no meio) calcularam-se as concentracdes para
cada valor de absorvancia. Todas as amostras foram novamente guardadas a -80°C

apos utilizacao.
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2.2  Quantificagao de Proteina — 2-D Quant Kit GE Healthcare

Nos extratos preprados com TCA 20% e ressupendidos em tampdo de
rehidratacdo, utilizou-se o 2-D Quant Kit da GE Healthcare, essencialmente por ser
compativel com a ureia e a tioureia. Antes de tudo, preparou-se o reagente de cor,
misturando o reagente de cor A e o reagente de cor B numa diluicdo de 100A:1B,
consoante o volume requerido. Posto isto, preparou-se a curva padrdo através da
solucdo standard de BSA (Pierce) e os microtubos com a amostra previamente
descongelada. Em seguida, adicionaram-se os reagentes nas respectivas quantidades
descritas no protocolo standard do kit e transferiram-se 200uL do conteudo de cada
microtubo para uma placa de 96 pocos. A placa incubou durante 15 a 20min a
temperatura ambiente e mediu-se a absorvancia a 480nm na ELISA (Biotek® Synergy
HT). Pela lei de Beer-Lambert calcularam-se as concentra¢Ges para cada valor de
absorvancia. Contudo, ao contrario da maioria dos métodos de quantificacdo de
proteina, neste kit a concentracao é inversamente proporcional a absorvancia. As

amostras foram novamente guardadas a -80°C até posterior utilizacao.

3. Primeira dimensao — Focagem Isoeléctrica (IEF)

O ponto isoelétrico (pl) de uma proteina corresponde ao valor de pH no qual o
somatorio de todas as suas cargas parciais € igual a zero. Esta propriedade é
influenciada pela forca idnica, da natureza do tampao utilizado e qualquer outro soluto
presente no meio, mas nunca da concentracdo da proteina. O ponto isoelétrico é

atingido por uma técnica conhecida como focagem isoelétrica (electrofocagem). Esta
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técnica consiste numa separacdo eletroforética, segundo a qual as proteinas sao
ordenadas de acordo com as diferencas dos seus pontos isoelétricos. Uma vez
submetidas a um campo elétrico, as proteinas migram até encontrar a faixa de pH
referente ao seu pl de modo a que figuem com uma carga total neutra. Atingindo esse

ponto, a migracdo é imediatamente interrompida no gel.

3.1 Rehidratagao das tiras de gel (strips):

As tiras de IPG (do inglés immobilized pH gel) foram obtidas comercialmente a GE
Healthcare e a Bio-Rad na forma desidratada com diversos gradientes de pH e
tamanhos devendo ser rehidratadas antes da focagem isoeléctrica. Para a utilizagao
destas tiras é possivel misturar as amostras a solu¢do de rehidratacdo ou aplica-las
sobre a tira com o recurso de sample cups. O primeiro procedimento foi o utilizado
neste estudo, permite a aplicacdo de uma maior quantidade de proteinas,
minimizando a precipitacao durante a entrada no gel e simultaneamente evita a

manipulagao exigida pelo segundo procedimento.

3.1.1 Procedimento Experimental — Rehidratacao das Strips

Para o procedimento da rehidratacdo das strips foram utilizadas duas
concentracOes de proteina, 75 e 100ug. A proteina foi diluida em tampdo de
rehidratacdo ja com o agente redutor ditiotreitol (DTT) (Sigma 43815) até perfazer
125uL (volume colocado nas fendas da bandeja de rehidrata¢do). Adicionou-se ainda
3ul (1,5% v/v) de IPG buffer e 2,4uL (1,2% v/v) de DeStreak Reagent (GE 17-6003-18).
Por fim colocaram-se as amostras num agitador rotativo durante 30 min.
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A composicao do primeiro e segundo tampado de rehidratagao que se utilizou esta

representada nas tabelas 3 e 4:

Tabela 3. Composi¢do do tampdo de rehidratagao I.

Reagentes Concentragdo Final
Ureia 6M
Tioureia 1,5M
CHAPS 3%

Azul de bromofenol |

DTT(adicionar antes de usar) 60mM

Tabela 4. Composi¢do do tampao de rehidratagao Il.

Reagentes Concentragdo Final
Uréia ™
Tioureia 2M
CHAPS 2%

Azul de bromofenol | e

DTT(adicionar antes de usar) 60mM

Nota: Dissolver em H,0 milli-Q e o DTT deve ser adicionado apenas momentos antes do uso.

Uma vez preparadas as amostras para as strips, foram colocados 125uL nos
corredores de suporte da PROTEAN® j12™ IEF Cell previamente lavado com SDS 10%
(sodium dodecyl! sulfate) e agua milli-Q. As strips com gradiente de pH de 3-10 e com
7cm de comprimento foram descongeladas durante 10 a 15 minutos. Removeram-se

as peliculas de plastico das strips (sempre pelo lado acidico) e colocaram-se sobre as
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amostras. O lado do gel fica sempre em contacto com as amostras e as strips tém que
ser colocadas com os respectivos poélos de acordo com o suporte da [EF Cell.
Posteriormente é adicionado ainda, 1ImL de dleo mineral (BioRad 163-2129) sobre
cada strip para evitar a cristalizacdo da ureia. Em seguida, colocou-se o suporte na /EF

Cell e programou-se a rehidratacdo overnight durante 12 horas, 50V e 20°C.

3.1.2 Procedimento Experimental — Focagem Isoeléctrica

Terminada a rehidratacdo, colocaram-se dois Electrode Weaks (BioRad 1646031)
humedecidos com 50uL de dgua milli-Q entre cada eléctrodo e strip, sobre os
filamentos de condutividade eléctrica para remocdo de sais. A corrida é realizada em

guatro passos programados (S1-S4) do seguinte modo:

Programa: Rehidratacao, activa, 50V, 12 horas
S$1: 250V, 30 min
S2: rampa linear, 2h, 4000V
S3: rampa linear, 15000V/h

S4:500V/h

Apds a focagem isoeléctrica, as strips sdao incubadas em 2,5mL de tampdo de
equilibrio com DTT durante pelo menos 15 minutos e, posteriormente, em 2,5mL de
tampao de equilibrio com iodocetamida (Merck L59087244) durante o mesmo periodo

de tempo. O tampao de equilibrio utilizado apresenta a composi¢cdo descrita na tabela
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Tabela 5. Composigdo do tampdo de equilibrio.

Reagentes Concentragdo
Tris-HCI, pH 8.8 50mM
Glicerol 30%
SDS 2%
Azul de Bromofenol

Nota: Dissolver em H,0 milli-Q.

4. Segunda Dimensao — SDS-PAGE

A electroforese 2-D é um método muito eficaz e utilizado na andlise de complexos
proteicos. Esta técnica separa as proteinas de acordo com duas propriedades
independentes em dois passos distintos. Na primeira dimensdao ou focagem
isoeléctrica (IEF), as proteinas sdo separadas de acordo com a sua carga (pl); na
segunda dimensdo as proteinas sdao separadas de acordo com o seu peso molecular
num gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE). A completa
desnaturacao e dissociacdao das proteinas tratadas com DTT resulta na disrupgcao da
estrutura tridimensional pela reducdo das pontes dissulfito, no desdobramento e
consequente complexacdo com o SDS. O SDS é um detergente anidnico que confere
carga negativa as proteinas permitindo a sua separagao consoante o seu peso
molecular através do eléctrodo positivo do gel de poliacrilamida. Cada spot visivel no
gel corresponde a uma proteina ou grupo de proteinas da amostra e informacdes
como o seu ponto isoeléctrico e o seu peso molecular (massa molecular relativa),

podem ser obtidas. A tensdo aplicada resulta na migracdo das proteinas a diferentes
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velocidades ao longo do gel. As proteinas de menores dimensdes migram mais rapido
através do gel, depositando-se no fundo, enquanto as de maior dimensdo migram mais

lentamente, ficando no topo do gel.

4.1 Procedimento Experimental

Inicialmente montou-se o sistema de vidros e verificou-se a existéncia de fugas ao
colocar agua destilada no espaco entre os vidros. Enquanto isso, preparou-se a solugao
dos géis de acrilamida a 10%. Testada a montagem do sistema, retirou-se toda a 4gua
e secou-se bem para adicionar a solucdo dos géis até cerca de 1cm do topo com a
ajuda de uma pipeta de pasteur ou uma micropipeta de 5mL. Em seguida, adicionou-se
um pequeno volume de isopropanol apenas para eliminar algumas bolhas de ar e
uniformizar o topo do gel e aguardou-se até que o gel polimerizasse. Terminado este
processo retirou-se e secou-se todo o isopropanol, lavou-se o topo do gel e colocaram-
se as strips previamente humedecidas em tampdo de electroforese 1x sobre o topo
dos géis, com a ponta acidica virada para a esquerda e com a face de plastico
encostada ao vidro maior do sistema de electroforese. Em seguida, adicionou-se uma
solugdo de agarose 0,5% (Sigma A2790) aquecida e esperou-se que arrefecesse e
solidificasse de modo a retirar todas as bolhas de ar e manter a strip em contacto com
o gel. Posto isto, colocaram-se os suportes dos géis na tina de electroforese da Bio-
Rad, adicionou-se o tampao de electroforese 1x, iniciando-se o processo de separacao,
com uma primeira fase a 80V até que as proteinas efectuem a passagem da strip para
o gel (cerca de 20min) e em seguida a 150V até que a linha de azul de bromofenol

alcancasse o fundo do gel (cerca de 1h30m).
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Figura 7. Sistema de electroforese da Bio-Rad com tina e
fonte de alimentacdo - Mini-PROTEAN® System.

5. Detecgdo de proteinas no géis 2-DE

As técnicas de deteccdo de proteinas aplicadas nos géis de electoforese devem
possuir alguns requisitos basicos, tais como, alta sensibilidade, boa reprodutibilidade e
baixa toxicidade. Para além disso, os métodos de deteccdo devem ser compativeis com
as actuais ferramentas de analise protedmica. Desde que a electroforese
bidimensional (2D) se tornou a principal técnica de separacdo e isolamento de
proteinas para caracterizacdo por espectrometria de massa, é essencial que a técnica
de coloragao seja compativel com esta tecnologia.

Para a deteccdo de proteinas no géis 2D, os métodos mais comuns e 0s que se
utilizaram, foram o azul de Coomassie, a coloracdo com prata e um corante de
fluorescéncia, o Sypro Ruby (Sigma S4942).

O principio da coloragao com prata, é semelhante a obtengdo de uma fotografia. A
matriz do gel com as proteinas separadas é saturada com os ides Ag’. Estes iBes

vinculam-se preferencialmente a aminodcidos com caracteristicas bdsicas de proteinas
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na superficie da matriz do gel e os iGes que nao se ligam a nenhum aminodcido, tém de
ser removidos. As proteinas ficam visiveis, quando os ies Ag* s3o reduzidos ao seu
estado elementar Ag e as proteinas coradas desenvolvem a tipica cor acastanhada
(Wait, Harry, Westbrook, Wheeler, & Dunn, 2000).

A coloracdo com Coomassie funciona por ligacdo directa com os aminodcidos
basicos e com as cadeias aromaticas dos aminoacidos das proteinas. Nao interage com
o fundo da matriz, descartando assim qualquer tipo de reac¢do quimica. Contudo, é
necessario remover o excesso de Coomassie antes da analise por espectrometria de
massa (Winkler, Denker, Wortelkamp, & Sickmann, 2007).

A coloracdo com Sypro Ruby é um método por fluorescéncia e permanente. E um
composto de ruténio com um complexo organico que se liga ndo covalentemente as
proteinas. Para se visualizarem as proteinas, é necessario excita-las utilizando luz UV
com um comprimento de onda de 302nm ou com luz visivel com comprimento de

onda de 470nm.

5.1 Procedimento Experimental

Inicialmente, retiraram-se cuidadosamente os géis da tina e do sistema de vidros
da electroforese, marcaram-se com um pequeno corte diagonal no topo do lado
esquerdo do gel (lado acidico) para que sirva de referéncia, e lavou-se brevemente
com agua.

Para a coloragao com Coomassie, prepararam-se duas solugdes. Uma com 0,25%
de Coomassie Brilliant Blue G (Sigma B-0770), 50% de Metanol (Sigma 32213) e 10%

acido acético (Merck 100066) e outra com 0,02% de Coomassie Brilliant Blue G, 5% de
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sulfato de aluminio hidratado (Sigma 368458), 10% de etanol e 2% de acido fosfdrico
(Sigma 310271). Deixaram-se os géis embebidos nestas solucbes, com leve agitacdo,
por aproximadamente 2 horas. Em seguida, preparou-se uma solucdo de 25% de
metanol e 5% de dacido acético para remover o excesso de Coomassie da primeira
solucdo de coloracao e uma com 10% de etanol e 2% de acido fosférico com o mesmo
propdsito para a segunda solucdo de coloracdo. Fizeram-se sucessivas lavagens, cerca
de 5 a 6 durante 15 minutos cada uma e deixou-se overnight nesta solucdo até
remover o excesso de corante.

Para a coloragdo com prata, comegou-se por colocar o gel com agitagao suave e
embebido numa solugdo de 25% de metanol e 5% de acido acético overnight para
fixacdo das proteinas. Terminado este passo, descartou-se a solucdo e adicionou-se
uma solugao de 50% de etanol. Deixou-se a agitar durante 10 minutos e em seguida
trocou-se a solugdo por uma de 30% de etanol, onde ficou também por 10 minutos a
agitar. Terminado o tempo, a solucdo foi novamente descartada e substituida por uma
de 0,2g/L de tiossulfato de sddio (Sigma A2790), onde se deixaram os géis por apenas
1 minuto em agitacdo. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens com agua ultra pura,
de 10 minutos cada uma. Posteriormente, adiciono-se uma solucdo de 2,0g/L de
nitrato de prata (Merck 3013308) e deixou-se a agitar durante 20 minutos. Por fim,
substituiu-se a solucdo anterior por uma que continha 30g/L de carbonato de sddio
anidro (Sigma 71345), 10 mg/L de tiosulfato de sédio e 0,7mL/L de formaldeido 37%
(Sigma 252549) e deixou-se a agitar até o surgimento dos spots de proteinas. Para
parar a reac¢do, descartou-se a solugao anterior e deixou-se a agitar durante 1 minuto

numa solugdo com 50g/L de Trizma Base (Sigma T1503) em 2,5% de acido acético.
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Na coloragdo com Sypro Ruby, comegou-se por colocar os géis numa solugao de
50% metanol e 7% acido acético durante 30 minutos e terminado o tempo, substituiu-
se por uma nova solu¢gdo com a mesma composi¢do e deixou-se a agitar durante o
mesmo periodo de tempo. Posto isto, descartou-se a solu¢do anterior, adicionou-se
60mL de Sypro Ruby gel stain e deixou-se a agitar overnight. Por ultimo, substituiu-se a
solucdo por uma de 10% de metanol e 7% de acido acético e deixou-se a agitar por 30
minutos. Terminado o tempo, lavou-se bem o gel em agua. Posteriormente o gel foi
revelado recorrendo ao equipamento Typhoon™ FLA 9000 da GE Healthcare com o

filtro LPB (510LP) e um comprimento de onda de 510 nm.
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Resultados






Os procedimentos descritos no capitulo anterior materiais e métodos, foram
realizados com o objectivo de optimizar um procedimento que permita avaliar o efeito

da hipdxia nas alteragdes protedmicas de linhas celulares de carcinoma colo-rectal.

1. Preparagdo das amostras/Quantificagcdo

Inicialmente, tal como foi descrito no capitulo anterior, foi necessario preparar
as amostras e realizar extratos de proteina que seriam posteriormente quantificados.
Para tal, recorreram-se a varios tampdes e metodologias na extraccdo de proteina,
como o tampao RIPA, o tampao GUY, o tampdo MIX e a extraccao com TCA e
precipitacdao com acetona.

Na extraccdo com RIPA, GUY e MIX utilizou-se o mesmo procedimento,
variando apenas a solucdo tampdo. Fez-se uma primeira avalicdo a sua eficacia com

uma quantificacdo de proteina que forneceu os resultados descritos na tabela 6.

Tabela 6. Resultados da quantificagdo de extractos de proteinas recorrendo ao kit BCA das trés linhas
celulares de carcinoma colorectal utilizando trés tampdes diferentes.
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Um exemplo de uma curva de calibragdo obtida para a quantificacdo de

proteina pelo método de BCA é apresentada na figura 7.
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Figura 7. Curva padrdo elaborada para a quantificagdo de proteina pelo método de BCA. Os resultados
expressam a média e o erro padrao de 5 experiéncias independentes realizadas em duplicado.

Na extrac¢do com TCA e precipitacdo com acetona, para além de se utilizar
outra solugdo, neste caso o TCA a amostra é lavada com acetona antes de ser
centrifugada e o pellet final é ressuspendido em tampao de rehidratacao.

A eficacia da extrac¢do foi testada em primeiro lugar com o método do BCA e
em seguida com o 2-D Quant Kit GE Healthcare que forneceu os resultados

representados na tabela 7.
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Tabela 7. Resultados da quantificagdo de extractos de proteinas recorrendo ao 2-D
Quant kit GE Healthcare das trés linhas celulares de carcinoma colorectal.

TCA20% 32,865

TCA 20% 19,136 3,92
TCA20% 28,227 2,66
TCA20% 28,253 2,65
TCA20% 16,366 4,58
TCA 20% 30,512 2,46

A curva de calibracdo para a quantificacdo de proteina pelo 2-D Quant Kit GE

Healthcare esta representada na figura 8.
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Figura 8. Curva padrdo elaborada para a quantificagdo de proteina pelo 2-D
Quant Kit GE Healthcare. Os resultados expressam a média e o erro padrdo de
5 experiéncias independentes realizadas em duplicado.
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Se compararmos todos os tampdes na preparagao da amostra (RIPA, MIX e GUY)
com a extraccdo com TCA e acetona, verificamos um aumento da concentracdo de
proteina para o ultimo método e consequentemente, é necessdrio um menor volume
de amostra para possuir os 75ug de proteina, quantidade estipulada como minima

para ser utilizada na focagem isoelétrica.

2. Focagem isoeléctrica - Rehidratacao das strips

Para determinar e separar as proteinas pelo seu ponto isoelétrico realizou-se a
focagem isoelétrica. Tal como ja foi referido, as proteinas sdo submetidas a um campo
eléctrico e migram até encontrar uma faixa de pH referente ao seu pl, onde a sua carga
total é neutra. Esta propriedade, depende da forga idnica, da natureza do tampao
utilizado e qualquer outro soluto presente no meio. Como as strips sao comercializadas
na forma desidratada, é necessario rehidrata-las antes de se prosseguir com a focagem
isoeléctrica. Para tal, as amostras sdo misturadas com a solucdo de rehidratacdo e
aplicadas nas fendas da célula de focagem e as strips colocadas com a superficice do
gel virada para baixo (em contacto com a amostra). Posto isto, inicia-se a rehidratacdo
gue consiste na aplicacdo de uma tensdo de 50 V durante 12 horas através da

PROTEAN' i12™ IEF Cell da Bio-Rad representada na figura 9.
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Figura 9. PROTEAN' i12™ IEF Cell - célula de focagem.

Para este procedimento, utilizaram-se dois tampdes de rehidratacdo com
concentracdes diferentes, tal como foi descrito na tabela 3 e na tabela 4 no capitulo
dos materiais e métodos. O tampao de rehidratacdo Il utilizado é mais concentrado em
ureia e tioureia. Nas figuras seguintes, estdo representados géis 2D ja corados, onde se
utilizou o tampao de rehidratacdo | e Il. Os resultados revelam maior quantidade de

spots para o géis da figura 11, 12 e 13 onde se utilizou o tampao de rehidratagao Il.

Figura 11. Gel 2D da linha celular WiDr em Figura 10. Gel 2D da linha celular WiDr em
condi¢Bes de normoxia onde se utilizou o tampédo condig¢bes de normdxia onde se utilizou o tampdo de
de rehidratagdo |. Corado com Coomassie. rehidratagdo Il. Corado com Coomassie.
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Figura 13. Gel 2D da linha celular WiDr em condicGes de Figura 12. Gel 2D da linha celular WiDr em condig¢Ges de
normoxia onde se utilizou o tampdo de rehidratagdo Il. normoxia onde se utilizou o tampdo de rehidratagdo Il.
Corado com prata. Corado com Sypro Ruby.

3. Primeira Dimensao - Focagem Isoeléctrica

A focagem isoeléctrica tem inicio logo apds a rehidratacao das strips. Apds a
colocacdo dos humificados eléctrodos weaks, a PROTEAN' i12™ IEF Cell previamente
programada inicia a focagem que tem uma duragao variavel consoante o valor de
tensdao que é capaz de atingir. O terceiro passo deste procedimento, descrito nos
materiais e métodos como s3, apenas fica concluido quando a tensdo total aplicada é
igual a 15000V. Na figura seguinte, pode-se verificar a progressdo da tensdo e os

respectivos géis fornecidos pela eletroforese 2D.
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Figura 14. Representacdo da evolugdo das tensGes durante a focagem isoeléctrica de trés amostras de WiDr em
condig¢Bes de normdxia com o tampado de rehidratagdo Il.

Como se pode verifcar no grafico representado na figura 14, duas amostras da
linha celular WiDr atingiram entre 1500V e 2000V durante aproximadamente as 12
horas de focagem isoeléctrica, enquanto a terceira amostra, atingiu apenas 1250 V. Os
respectivos géis de electroforese 2D estdo a seguir representados nas figuras 15, 16 e
17. Verifica-se que as Lanes 1 e 3 que atingiram valores de tensdo mais altos,

originaram uma maior quantidade de spots na faixa de pH entre 4 e 7.

Figura 15. Gel 2D da linha celular WiDr em
condi¢Bes de normdxia. Gel correspondente a lane
1 do gréfico da figura 13.
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Figura 16. Gel 2D da linha celular WiDr em
condi¢es de normdxia. Gel correspondente a lane
2 do grafico da figura 13.

Figura 17. Gel 2D da linha celular WiDr em
' condigdes de normoxia. Gel correspondente a
lane 3 do grafico da figura 13.
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Figura 18. Representagdo da evolugdo das tensGes durante a focagem isoeléctrica de duas amostras de LS1034
em condi¢Ges de normédxia — Lane 10 e hipdxia — Lane 11 com o tampao de rehidratagdo Il
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No grafico representado na figura 18, é possivel obervar que ambas as amostras
receberam tensdes entre os 1500V e os 2000V. Para além disso, verifica-se que a Lane
10 atingiu o ultimo valor logo apdés 1lhora de focagem enquanto que a Lane 11 apenas
alcancou os 2000V no fim da focagem, ou seja, aproximadamente 12 horas depois. A
eletroforese 2D forneceu os géis representados nas figuras 19 e 20. Ambas revelam

muitos spots na faixa de pH entre 4 e 7.

Figura 19. Gel 2D da linha celular LS1034 em Figura 20. Gel 2D da linha celular LS1034 em
condigBes de normodxia — Lane 10. Corado com condigGes de hipdxia (2h) — Lane 11. Corado com
prata. prata.
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Figura 21. Representac¢do da evolugdo das tensGes durante a focagem isoeléctrica de duas amostras de C2BBel em
condi¢Ges de normoxia — lane 6 e hipdxia (2h) — lane 7.
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Por observacdo do grafico da figura 21, constata-se que a tensao ao longo das
cerca de 10 horas de focagem isoeléctrica, tomou sempre valores superiores a 1750 V.
A lane 6 referente a amostra de C2BBel em condigGes de normdxia atingiu os 3250V 2
horas apds o inicio da focagem, decrescendo até aos 2250 V perto do fim. Ja a /lane 7,
correspondente a mesma linha celular mas em condigcdao de hipdxia, registou um
maximo de 2750 V 1 hora e 30 minutos depois do inicio da corrida, decrescendo até
aos 1750 V até ao fim deste processo. A electroforese 2D originou os seguintes géis

representados nas figuras 22 e 23 que revelam muitos spots e bem resolvidos.

Figura 22. Gel 2D da linha celular C2BBel Figura 23. Gel 2D da linha celular C2BBel
correspondente a lane 6 em condigdes de correspondente a lane 7 em condi¢Ges de hipdxia
normoxia. Corado com prata. (2h). Corado com prata.

4. Segunda Dimensao - Electroforese bidimensional (2D)

Terminada a focagem isoeléctrica, as strips sao retiradas da célula de focagem e
incubadas em tampdo de equilibrio com DTT e iodoacetamida. Em seguida, as strips
sdo colocadas sobre o topo dos géis e inicia-se a electroforese 2D no sistema da Bio-

Rad Mini-PROTEAN’ System representado na figura:
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Apds a electroforese a deteccdo de proteinas nos géis é realizada pelos
diferentes métodos de coloracdo. As figuras seguintes correspondem a alguns géis

obtidos, que permitem comparar as linhas celulares sob diferentes condicdes.

-—.-—’

Figura 25. Gel 2D da linha celular Figura 26. Gel 2D da linha celular Figura 24. Gel 2D da linha celular
1S1034 em condicdes  de LS1034 em condigGes de hipdxia 2h. LS1034 em condigBes de hipdxia
normoxia. Corado com prata. Corado com prata. 48h. Corado com prata.

- 2 - 4 " -h
S e RS ’

Figura 28. Gel 2D da linha celular C2BBel em Figura 27. Gel 2D da linha celular C2BBel em
condicdes de normoxia. Coloragéo com prata. condi¢Bes de hipdxia 48h. Coloragdo com prata.

N\

Figura 29. Gel 2D da linha celular C2BBel em
condigdes de hipoxia 2h. Coloragdao com prata.
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as -
Figura 30. Gel 2D da linha celular WiDr em condi¢Ges de Figura 31. Gel 2D da linha celular WiDr em condi¢Ges de
normoxia. Corado com prata. hipoéxia 2h. Corado com prata.

Os resultados obtidos nos géis 2D, permitem analisar as diferencas de
expressao protéica entre as trés linhas celulares (WiDr, LS1034 e C2BBel) em condi¢do
de hipdxia e normdxia. Como se pode observar pelas figuras 24, 25 e 26, na linha
celular LS1034 proveniente do ceco ha um acréscimo de spots proteicos desde a
condicdo normal de oxigénio até a mais acentuada exposicdo a ambiente de hipdxia
(48h). Analisando singularmente cada spot também é possivel afirmar que a sua
expressao tem tendéncia a aumentar principalmente na faixa de pH entre os 4-7.
Quanto as linhas celulares provenientes do célon (C2BBel e WiDr) verifica-se um
decréscimo de spots de proteinas da condicdo normal de oxigénio para hipdxia
também na faixa de pH de 4-7 como se pode observar nas figuras 27, 28 e 29 para
C2BBel e nas figuras 30 e 31 para WiDr.

Era interessante ter feito uma analise mais detalhada dos géis, quer em termos
de quantificacdo de spots similares nas diferentes condicdes como também apontar

alguns spots em que as expressao seja diferencial entre as condi¢des.
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IV. Discussdo






O nivel de oxigénio nos tumores constitui um parametro essencial na avaliagdo
da distribuicdo da pO, assim como da sua concentracdo intratumoral que depende
essencialmente do fornecimento de oxigénio aos tecidos e da taxa de respiracdo das
células que o constituem. O crescimento dos tumores sélidos, pode levar a formacgao
de regides de hipdxia, sendo detectados niveis considerados clinicamente relevantes
de hipdxia, em cerca de 50-60% nos tumores sélidos dos doentes (Chan et al., 2007).

A hipdxia tumoral resulta de uma inadequada taxa de fornecimento e consumo
de oxigénio pelas células tumorais, que por sua vez, é influenciado pela vascularizacao,
densidade da microsvascularizagao dos vasos funcionais, fluxo sanguineo, saturacao de
oxigénio no sangue e principalmente pela pO, que se regista no tumor, o que pode
comprometer as normais fungdes bioldgicas. O facto de estar directamente associado
a progessao maligna, propagacao e resisténcia a terapia, torna a hipdxia um factor
preponderante e motivo de discussdo na fisiologia e tratamento tumoral (Hockel &
Vaupel, 2001).

Para que os tumores tenham as condig¢des ideais para crescer e proliferarem é
necessario uma vascularizacdo funcional adequada. A vascularizacdo para além de criar
um ambiente favoravel ao crescimento do tumor com o transporte de oxigénio e
nutrientes, também serve como via de saida das células tumorais, permitindo a sua
disseminacdo a distancia, ou seja, a metastizacdo. As areas de hipdxia resultam entdo
de um rédpido crescimento da massa tumoral, com consequente criacdo de regides
intratumorais mal vascularizadas, aumentando a heterogeneidade, a agressividade e a

probabilidade de falha das terapéuticas. Tumores sélidos com regiées de hipdxia sdo
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normalmente associados a um progndstico fraco (Kinuya et al., 2003; Kunz & lbrahim,
2003)

A porgao de células em hipdxia, em muitos tumores de tipos e estadios
semelhantes, pode constituir o factor que mais significativamente varia. Sendo assim,
é de extrema importadncia a abordagem a técnicas capazes de estudar e analisar a
hipdxia tumoral para tracar estratégias de tratamento mais adequadas (Zhang, Melo,
Rauth, & Ballinger, 2001).

Actualmente, existem varios métodos que de forma directa ou indirecta sdo
capazes de quantificar as regiées de hipdxia. Contudo, algumas destas metodologias
apresentam um elevado grau de invasibilidade tornando-as inadequadas ao
tratamento clinico. O eléctrodo de oxigénio é um bom exemplo destas técnicas. E
considerado uma técnica de referéncia, apesar da morbilidade associada a sua
utilizacdo (Hung et al., 2002).

Com o conhecimento de que as alteragbes gendmicas e protedmicas
constituem uma importante resposta adaptativa das células tumorais a ambientes
pobres em 0, a protedmica constitui um método de diagndstico precoce e pré-
tratamento que permite detectar modificagdes pds-transcripcionais e/ou a expressdo
diferencial de proteinas e posterior identificacdo empregando a espectrometria de
massa (Vaupel & Harrison, 2004a). Outra importante aplicacdo da protedmica é a
identificacdo de biomarcadores e previsdo da resposta farmacoldgica de um doente
mediante a andlise das variacdes da expressdo protéica e as consequentes diferentes
propriedades funcionais (Cockman et al., 2009; Han et al., 2006). A possibilidade de
existir um método capaz de identificar tdo precocemente as variacdes da expressao

protéica em ambientes de hipdxia e dessa forma compreender a resposta celular
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associada a esse ambiente, torna aliciante o desenvolvimento de uma metodologia
deste tipo.

Para compreender melhor os mecanismos adaptativos associados a este
microambiente tumoral, comecou-se por preparar amostras de trés linhas celulares
diferentes, WiDr, C2BBel e LS1034, todas de carcinoma colo-rectal. Para a realizacdo
de um estudo experimental deste género, é necessario a obtencdo de uma amostra
com uma consideravel grau de pureza e concentracdo de proteina. Para tal, varios
tampoes e metodologias foram testados e optimizados até chegar ao que
consensualmente reunia os melhores resultados. O tampao RIPA foi o primeiro a ser
testado, contudo, tal como os resultados na tabela 6 demonstram, a concentracdo de
proteina ficou aquém do valor pretendido. A fraca progressao dos valores de tensao na
focagem isoeléctrica e os géis 2D com muito poucos ou nenhuns spots confirmam que
o tampado RIPA ndo é a solu¢do mais adequada para uma técnica deste tipo. Assim
sendo, foram testados os tampdes MIX e GUY. Para além da solugcdo tampao
propriamente dita ndo foram feitas altera¢des ao procedimento de extrac¢do. Os
resultados com o tampdo GUY ndo forneceram melhorias significativas aos resultados
obtidos e embora as quantificacdes de proteina realizadas com base no tampdo MIX
demonstrem ser ligeiramente melhores, a focagem isoeléctrica e os géis 2D
continuaram a revelar muito poucos spots. A Ultima abordagem foi a extraccdo com
TCA (acido tricloroacético) e acetona. Apesar de ser um método que consome muito
mais tempo e dificil de por em pratica, na tabela 7 pode-se constatar a eficiéncia desta
nova solucdo e metodologia. As concentracdes de proteina soluvel foram muito

superiores as dos extractos preparados com os outros tampdes, em alguns casos quase
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10x superior. Assim, o recurso ao TCA e acetona tornou-se o método de extrac¢ao por
exceléncia.

E de maior importancia obter uma amostra de elevada concentra¢do em
proteina, de modo a que um pequeno volume seja utilizado para perfazer os 75ug de
proteina que serdo diluidos em tampdo de rehidratacdo e carregados nas strips (Berg,
J. M. et al,, 2011). A progressao da tensdo na focagem isoeléctrica esta dependente da
natureza do tampdo e na concentracdo de sais. Os sais podem interferir na focagem
isoeléctrica, pelo que deve ser reduzida ao maximo a sua concentragdo na amostra. A
explicacdo reside no facto de que estes sais produzem um aumento da resisténcia que
pode dificultar a progressdao da tensao eléctrica e originar artefactos e desloca¢des
horizontais nos géis devido a deficiente focagem das proteinas (Lee & Chang, 2009).
Posto isto e considerando que todo o material utilizado estd devidamente limpo, os
sais apenas surgem do volume de amostra aplicado. Logo, também aqui quanto menor
o volume necessdario de amostra para os 75 ug de proteina, menor a probabilidade de
transportar sais. Esta documentado que a precipitacio com TCA e lavagem com
acetona é o mais popular método de preparacdo de amostra para a andlise do
proteoma (Bhima et al., 2011; H. Li et al., 2012). O mecanismo de ac¢do do TCA ndo
estd completamente compreendido mas varios estudos comprovam que este sera
mesmo o melhor método de extrac¢do de proteina conhecido (Cilia et al., 2009).

Na determinacdo da eficiéncia dos métodos de extraccdo de proteina, a
primeira avaliacdo é realizada através da quantificacdo de proteina. Para que estas
técnicas sejam Uteis e rentaveis, é necessario um método que seja capaz de quantificar
a concentracao de proteina numa amostra. O método do BCA com o kit da Pierce foi o

utilizado nos extratos preparados com RIPA, GUY e MIX. No método de TCA e acetona,
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depois de algumas tentativas, verificou-se que ndo era possivel quantificar com
exactiddo a proteina na nossa amostra. Isto devera ocorrer porque o pellet obtido é
solubilizado em tampdo de rehidratacdo que contém ureia e tioureia em
concentragdes que se tornam incompativeis com o método do BCA. Assim, passou a
utilizar-se o 2D-Quant kit da GE Healthcare, que apesar de ser um método que
consome mais tempo e de execugdo mais complicada se mostrou exacto e
reprodutivel.

Apds optimizacdo de todo o processo de extrac¢do e quantificacdo de proteina,
prosseguiu-se com as amostras devidamente preparadas para a etapa de focagem
isoeléctrica. Este processo inicia-se pela rehidratacdo das strips. Foi necessario
seleccionar um tampao de rehidratacdo capaz de solubilizar devidamente as proteinas,
particularmente tendo em conta a anterior precipitacdio das mesmas em TCA e
acetona. A primeira solu¢ao tampao utilizada, descrita na tabela 3, revelou insucesso
na focagem isoeléctrica como se pode verificar nas figuras 9 e 10. Um bom tampao de
rehidratacdo deve ser capaz de eliminar a estrutura tridimensional das proteinas e
solubiliza-las (Sickmann et al., 2002). Para tal, necessita de uma concentracdo
adequada de ureia e tioureia. A tioureia na presenca de grandes concentracdes de
ureia, tal como esta, adquire uma eficiente ac¢cdo caotrdpica, aumentando assim a
solubilidade das proteinas (Bennion & Daggett, 2003). Neste sentido, foi aumentada a
concentracdo de ambos os compostos para os valores indicados na tabela 4,
constituindo o tampdo de rehidratacdo Il. O tampdo de rehidratacdo é ainda
constituido por outros compostos como o CHAPS. Este componente é um detergente
ndo idnico, que usado juntamente com agentes redutores como é o caso do DTT

(ditiotreitol), que também entra na composi¢do deste tampao, contribuem fortemente
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para a solubilizagdo de um maior nimero de proteinas. O DTT, tal como supracitado, é
um agente redutor capaz de desfazer as pontes dissulfito, dando assim um importante
contributo na eliminacdo da estrutura tridimensional das proteinas (Rand & Grant,
2006). A amostra sé se encontra devidamente preparada para iniciar a rehidratacao,
depois da adi¢do do /PG buffer e do Destreak. O primeiro tem como funcgdo facilitar a
migragao das proteinas, aumentar a sua solubilizagao e eliminar o excesso de corante
do fundo do gel. O Destreak melhora a reprodutibilidade e qualidade dos géis 2D,
evitando estrias, elimina spots provenientes da oxidacdo de proteinas e estabiliza-as
durante toda a corrida. Apds o contacto das amostras com a solu¢do de rehidratagao é
peremptoério colocar as amostras num agitador rotativo durante 30 minutos, para que
a amostra fique bem homogenizada (Pennington et al., 2004).

Na continuag¢do do processo, as amostras sdo colocadas na célula de focagem
em contacto com as strips e da-se inicio a rehidratacao previamente programada para
12 horas. Terminado esse tempo, inicia-se a focagem isoeléctrica. As proteinas
comegam entdo a migrar consoante o seu pl. A carga total de qualquer proteina em
particular é igual a soma das suas cargas positivas e negativas. Estas sdo determinadas
pelas cadeias laterias basicas e acidicas dos seus aminoacidos constituintes. Se o
numero de grupos acidicos exceder o numero de grupos basicos, a proteina é
classificada como acida. A situacdo inversa também se verifica. Durante a migracdo
pela strip de gradiente de pH imobilizado, as proteinas captam ou perdem protdes.
Enquanto isto, a sua carga total aproxima-se de zero e a mobilidade também comeca a
diminuir até atingir o seu pl e parar por completo (Angstadt et al., 2002). O programa
de focagem isoelétrica correcto também foi definido por método de tentativa erro, até

encontrar uma tensao final adequada a migracdo e separacao das proteinas nas strips
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com grandiente de pH imobilizado de 3-10. Este programa é definido em trés passos
principais: o primeiro com uma tensao baixa para remover alguns sais, juntamente
com os Weaks dos eléctrodos; o segundo consiste num progressivo aumento para uma
tensdo elevada para mobilizar os ides, polipeptideos e proteinas e um ultimo passo
com tensdo elevada para completar a focagem isoeléctrica (Angstadt et al., 2002). A
evolucdo da tensdo eléctrica sempre constituiu um dado muito importante e uma
referéncia para a evolucdo do estudo e optimizacdo deste longo e complexo processo,
desde a preparacdo da amostra, até aos géis 2D. Comparando os graficos da figura 13
e relacionando-os com os géis 2D das figuras 14, 15 e 16, constata-se que existe uma
relacdo entre ambos. Nas amostras em que a tensdao média atingida ndo ultrapassou
os 1500V verificaram-se poucos spots, enquanto que nas amostras em que a tensao
ultrapassou este valor, os spots estao presentes e sdo bem definidos. Para além destas
seria possivel fazer mais correlagdes entre os valores de baixa tensdao com os géis 2D,
contudo apenas recentemente com a aquisicdo do novo aparelho de focagem
PROTEAN’ i12™ IEF System da Bio-Rad por parte da Unidade de Biofisica - Instituto
Biomédico de Investigacdo em Luz e Imagem (IBILI), Faculdade de Medicina se tornou
possivel a obtencdo destes graficos. Até entdo, todas as focagens foram realizadas
numa célula desprovida da aplicacdo para a obtencdo dos graficos tensdo/tempo do
Centro for Neuroscience and Cell Biology (CNC), que gentilmente nos cedeu o aparelho.
Com o protocolo ja optimizado, apenas hd este registo com valores de tensdo
inferiores a 1500V no novo aparelho mas as tensGes baixas que originaram géis mal
resolvidos, ou seja, com poucos spots, foi algo que muitas vezes se observou.

A tensdo total aplicada nas amostras atingiu sempre os valores pretendidos,

uma vez que a focagem esta programada para que o passo 3 (s3) termine apenas
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guando todas as amostras alcangarem 15000V. Contudo, observando a correlagao das
tensGes com os géis 2D, verifica-se que ndo é suficiente para que a separagao ocorra
devidamente. E necessario uma tensdo média consideravel para que as proteinas
migrem adequadamente. A concentragao de sais esta directamente ligada aos valores
de tensdo e por agora é a explicacdo mais aceite para este fendmeno (Wu et al., 2010).

Em relacdo a deteccdo de proteinas propriamente dita, ou seja, a coloracdo dos
géis, foram testados trés métodos. O primeiro, o azul de coomassie, foi testado com
duas solucdes diferentes. Contudo, ambos os protocolos revelaram-se inadequados
para este tipo de coloragao e a prata permitiu visualizar com mais pormenor os spots.
Enquanto o coomassie apresenta uma sensibilidade de 25ng de proteina/spot, a da
coloragdo com prata é inferior a 1 ng. Apesar da coloracdo com prata ser muito mais
sensivel, revelar com maior contraste e consumir muito menos tempo, é um método
mais agressivo para a composicdo das proteinas. Para recorrer a este tipo de
coloragdo, é necessario desenvolver um protocolo adequado para que seja compativel
com a espectrometria de massa (Wait et al., 2000). Os protocolos comuns, oxidam as
cadeias laterais dos aminodcidos e introduzem o glutaraldeido que interfere com a
determinacdo da sequenciacdo. Através da bibliografia passamos a usar apenas o
tiossulfato de sdédio como sensibilizador, tornando este método eficaz e inofensivo
para a estrutura fisica e quimica das proteinas (Shevchenko, Wilm, Vorm, & Mann,
1996). Outro método de coloracdo testado, foi o Sypro Ruby, um método de
fluorescéncia também muito sensivel, cerca de 1 ng por spot/proteina, mas de elevado
custo e com a particularidade de que ndo é possivel realizar o spot picking a vista
desarmada (Lazarev, Robinson, & Patton, 2000). Dada a impossibilidade de utilizar um

spot cutter que para além de emitir fluorescéncia, selecciona as proteinas que revelam
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diferencas de expressdao e faz o seu picking automdtico, continuou-se a recorrer a
coloragao com prata.

Os resultados obtidos nos géis 2D, revelam um comportamento adaptativo
diferente das linhas celulares WiDr e C2BBel em relacdo as LS1034. Como se observa
pelas figuras 25, 26 e 27 as LS1034 apresentam um acréscimo de spots proteicos desde
a condicdo normal de oxigénio até a hipdxia (48h) na faixa de ph entre os 4-7. De modo
a estudar com maior precisdo e resolucdo o perfil proteico desta linha celular seria
interessante realizar a focagem isoeléctrica e a electroforese 2D com recurso a strips
com gradiente de pH mais curto e de maior comprimento, adaptado a faixa de pH
onde se regista a maior afluéncia de proteinas. Quanto a linha celular C2BBel,
observa-se precisamente o contrdrio das LS1034. Nas figuras 28, 29 e 30 regista-se
uma maior quantidade de spots para condi¢des normais de oxigénio, verificando-se
uma subexpressao dos mesmos consoante a exposicdo a hipdxia agrava. A faixa de pH
onde se encontra a maior afluéncia de proteinas também seria de 4-7, portanto um
estudo semelhante ao que foi referido anteriormente para as LS1034 seria igualmente
interessante. Por fim, as WiDr por observacdo das figuras 31 e 32, apresentam um
comportamento semelhantes ao das C2BBel, verificando-se uma diminuicdo do
numero de spots da condicdo de normoxia para hipdxia e em geral uma diminuicdo de
expressao individual de cada proteina. Adaptar a focagem isoeléctrica e a
electroforese 2D a um gradiente de pH mais apropriado, comecar de 4-7 como ja foi
referido para as outras linhas celulares seria igualmente interessante.

O perfil proteico destas linhas celulares, pode estar directamente ligado a sua
origem. E importante relembrar que as linhas celulares WiDr e C2BBel provém do

c6lon e as LS1034 do ceco, todas de doentes diagnosticados com carcinoma colo-
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rectal. Seria interessante no futuro estudar a expressdo das proteinas que se
diferenciam no estado de normoéxia para hipdxia, assim como as diferencas de

comportamento entre as linhas celulares do mesmo tipo de cancro.
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V. Conclusdo e
Perspectivas
Futuras






A electroforese bidimensional (2D) é a principal técnica utilizada na protedmica
para separar as proteinas e prepara-las para posterior identificacdo por espectrometria
de massa. O trabalho desenvolvido focou-se na optimizacdo de um processo de
separacdo de proteinas reprodutivel para analise do proteoma de adenocarcinoma
colo-rectal. O objectivo proposto foi cumprido e foi possivel concluir a cerca de varios
aspectos.

Com este trabalho foi possivel concluir que para concretizar uma separacao
adequada é essencial uma eficiente extraccdo de proteinas, com concentracdo e
pureza suficientes. Verificou-se, tal como descrito na literatura que o método de
extrac¢do com TCA 20% e lavagem com acetona é o método mais eficaz e que surte
melhores resultados. A solubilizagdo do pellet obtido em tampao de rehidratagao com
as concentracdes de ureia e tioureia adequadas é de igual importancia para uma
eliminacdao de interferentes e para que as proteinas sejam capazes de migrar até a
faixa de pH correspondente ao seu pl, durante a focagem isoeléctrica (primeira
dimensdo — separacdo pelas cargas).

Ainda na electrofocagem é também importante realcar, que as proteinas
necessitam de uma tensdo total e média suficientemente elevadas para migrarem
adequadamente e obter spots bem resolvidos.

Apds a electroforese 2D (segunda dimensdo — separacdo pela massa) é
essencial um método de coloragdo, sensivel e compativel com a espectrometria de
massa. A coloracdo com prata demonstrou ser o método mais concordante com estas
duas caracteristicas com a ressalva de que nem todos os protocolos respeitam a

compatibilidade com o espectrémetro.
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Por fim, pelos resultados preliminares obtidos nos géis 2D, podemos afirmar
gue a hipdxia regula a expressdo de proteinas e de modo diferente entre as linhas
celulares do mesmo tipo de tumor, neste caso do carcinoma colo-rectal.

Desta forma e tendo em conta o objectivo inicial do trabalho sera de extrema
relevancia, a continuidade deste longo, complexo e optimizado processo de separagao
de proteinas e prosseguir com a identificacdo de cada um dos spots de interesse por

MALDI-TOF/TOF e com recurso a base de dados Mascot.
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