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Resumo

Atualmente, o estudo de importantes compostos moleculares, presentes em
baixa abundancia em alguns tecidos animais, tem sido um grande desafio para as
estratégias classicas das analises protedmica. Uma analise mais exploratéria exige a
investigacdo mais aprofundada e direcionada em pequenas regides do tecido
estudado ou de um pequeno grupo de células. A tecnologia MALDI Imaging (MSI) é
uma aplicagcdo da espectrometria de massas voltada para a analise quimica de tecidos
intactos. Desta forma, os avancos na espectrometria de massas do tipo MALDI estéo
sendo obtidos pela integragédo da histologia, com os melhores métodos de automacéao
e os principais instrumentos de analise de dados. Esta ferramenta tem se tornado
essencial para analisar a distribuicdo espacial de peptideos e proteinas ao longo de
cortes de tecidos, proporcionando uma enorme quantidade de dados com um tempo
minimo de manipulagdo e preparacdo da amostra. Dessa forma, o objetivo desse
estudo foi desenvolver a técnica de MALDI Imaging utilizando tecido de Glioblastoma
multiforme (GBM), uma forma de tumor maligno muito comum no cérebro humano.
Neste trabalho, a impressora quimica CHIP-1000 (Chemical Inkjet Printer, Shimadzu)
e o espectrdmetro de massas do tipo Maldi-ToF-ToF (Axima Performance, Shimadzu)
foram utilizados, sendo que as proteinas identificadas foram obtidas utilizando o
servidor publico SwissProt. Aproximadamente, foram identificadas quarenta proteinas
com diversas fungdes, dentre elas as proteinas F-actina e Thimosina, as quais estado
relacionadas com a estrutura e organizagéo celular, e proteinas como diversos Fatores
de necroses tumorais, as quais estado relacionadas diretamente com a patologia
analisada nesse estudo. O desenvolvimento dessa técnica proporcionou uma analise
protebmica diretamente no tecido, favorecendo o desenvolvimento de testes
diagnosticos para a deteccdo precoce de doengas, assim como também a

identificacdo e caracterizacao de potenciais biomarcadores de doencgas.

Palavras-chave: andlise protedbmica, MALDI Imaging, glioblastoma multiforme



Abstract

Currently the study of important molecular compounds present in low
abundance in some tissues has been a challenge for proteomic analysis classic. An
analysis requires more exploratory investigation of small regions of a tissue or a group
of cells. MALDI Imaging Technology (MSI) is an application of mass spectrometry
facing the chemical analysis of intact tissues. Thus, advances in mass spectrometry
MALDI being obtained by the integration of histology, the best methods and automation
are the main tools of data analysis. This tool has become essential to analyze the
spatial distribution of peptides and proteins throughout the tissue sections, providing an
enormous amount of data with minimum sample preparation. Thus, the aim of this
study was to develop the technique of MALDI Imaging using tissue from glioblastoma
multiforme (GBM), a form of most common malignant tumor in the brain. For this we
used the printer chemical ChIP-1000 (Chemical Inkjet Printer, Shimadzu) and mass
spectrometer type Maldi-ToF-ToF (Axima Performance, Shimadzu), a search of the
identifications were performed in databases such as SwissProt. We identified more
than forty proteins with diverse functions such as proteins F-actin-capping and
Thymosin to the structure and organization cellular and proteins such several Tumor
necrosis factor receptor development-related pathology. The development of this
technique will permit to carry-out proteomic analysis directly into the tissue, enabling
earlier diagnosis of diseases, as well as the identification and characterization of

potential biomarkers of disease.

Key words: MALDI Imaging, proteomic analysis and glioblastoma multiforme
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1. Introducgao

O Proteoma é a interagdo entre genes, proteinas e uma determinada
condicgao fisioldgica, farmacoldgica e/ou patolégica de um determinado tecido em um
momento especifico de seu desenvolvimento. Por essa razao, a analise protedmica
contribui diretamente para a identificagdo de alvos protéicos, contra os quais podem
ser desenvolvidos medicamentos em potenciais para uso terapéutico. Nessa
abordagem protedmica, uma combinagao de métodos sofisticados como eletroforese
bidimensional, técnicas de cromatografia, analises de imagens e espectrometria de
massas sao utilizados, os quais possibilitam uma eficiente identificacdo e
caracterizagdo das proteinas presentes nas amostras que sao submetidas a essa
avaliagdo molecular.

Por se tratar de misturas muito complexas, varias técnicas analiticas de
separacao de alta resolugdo sao empregadas juntamente com métodos de deteccao
com elevada sensibilidade. A espectrometria de massa (MS) € uma dessas técnicas
de alta resolugado, que vem contribuindo de forma significativa com os avangos nos
estudos de proteinas, sendo uma das técnicas mais utilizadas na identificacdo e
caracterizacdo de alvos moleculares. Portanto, ela se tornou indispensavel a
estratégia de analise protedmica.

Ultimamente, a espectrometria de massas do tipo MALDI vem sendo utilizada
para a obtencdo de perfis protéicos totais e para a obtencdo de imagens
moleculares de proteinas diretamente de cortes de tecidos, uma vez que os estudos
de importantes compostos moleculares, presentes em baixa abundancia em alguns
tecidos, tem sido um desafio para as analises protedmicas classicas. Esses estudos
sdo desafiadores, uma vez, que o grau de complexidade de um proteoma e a baixa
abundancia de algumas proteinas, exigem elevada sensibilidade analitica dos
equipamentos requeridos para suas analises. Diante disso, a tecnologia MALDI
Imaging (MSI) surge como uma aplicagdo da espectrometria de massas voltada para

a analise quimica de tecidos intactos. Desta forma, os avangos na espectrometria de
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massas do tipo MALDI vém sendo obtidos pela integracdo da histologia, com os
melhores métodos de automacéo e os principais instrumentos de analise de dados.

Esta nova abordagem de espectrometria de massas vem se tornando
essencial para analisar a distribuicdo espacial de peptideos e proteinas ao longo de
cortes de tecidos intactos, proporcionando um maior numero de dados em um tempo
minimo de manipulagdo e preparagcdo da amostra. Considerando suas inumeras
aplicacoes, a técnica de MSI apresenta um elevado potencial analitico, se tornando
uma ferramenta indispensavel em uma analise investigativa direta.

Dentre as diversas aplicacbes do MALDI Imaging, pode-se citar a
caracterizagdo de proteinas ou peptideos como biomarcadores em potenciais de
histopatologias e/ou investigacdes de produtos naturais; os diagnosticos clinicos, a
constatagao precoce de doengas; a selecao de terapias com base em caracteristicas
individuais do paciente e a avaliacdo em tempo real da eficacia terapéutica e da
toxicidade de intervencdes clinicas especificas. Além disso, esta tecnologia tem a
vantagem de permitir que compostos de baixa massa molecular, tais como drogas e
metabolitos em geral, possam ser visualizados, tornando evidentes, se possiveis
alteragdes concomitantes de proteinas em tecidos especificos acontecem, apds a
administracao de drogas sistémicas.

Em combinagdo com rapidos avangos da informética e da velocidade no
desenvolvimento de instrumentacao especifica, no processamento de dados, , tem
se tornado possivel adquirir perfis protebmicos com elevado grau de preciséo e
informagdo em uma secc¢ao de tumor dentro de um prazo extremamente curto de
trabalho.

Dessa forma, a aplicagdo de uma estratégia protedbmica utilizando
abordagens sofisticadas como o MALDI Imaging, tem possibilitado um estudo
protéico de diferentes regides de tumores, proporcionando uma correlagdo dos
diferentes perfis de expressao de proteinas e uma avaliagdo das diferencas entre
graus histopatologicos da doenca. No presente estudo, realizou-se a estratégia de
MALDI Imaging para a obtencgéo do perfil protéico do tumor Glioblastoma Multiforme,
a qual pode revelar a presenca de muitas proteinas relacionadas com a estrutura e

organizagéao celular e também, relacionadas com o desenvolvimento da doenca.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Analise proteémica

O termo “proteoma” foi descrito como “todas as proteinas expressas em um
genoma ou tecido” (WILKINS et al., 1997). No entanto, sabe-se que essa definicao
nao é totalmente correta, pois o proteoma é o perfil protéico de todas as proteinas
expressas em uma ceélula, tecido ou organismo em um determinado momento do
sistema biol6gico, uma vez que o sistema esta expressando um complemento
protéico que reflete todas suas interacbes com o meio num momento especifico
(PENNINGTON et al., 1997).

A protedbmica é a ligagao entre genes, proteinas e uma determinada condicao
fisioldégica, farmacolégica e/ou patolégica. Qualquer proteina pode existir em
multiplas formas em uma célula ou em células diferentes. Modificagbes ocorridas
podem ser oriundas de processos traducionais e/ou pés-traducionais, processos
regulatorios e de degradagdes que afetam a estrutura da proteina, destinagéo
celular (localizacao) e funcao (LIEBLER, 2002). Trata-se, portanto, de uma técnica
complementar a genémica, pois ela se concentra nos produtos génicos, 0s quais sao
agentes ativos nas células. Por essa razdo, a protedmica contribui diretamente para
a identificacéo de alvos protéicos, contra os quais podem ser desenvolvidas drogas
de uso terapéutico (PANDEY et al., 2000). Utiliza uma combinacdo de métodos
sofisticados como eletroforese bidimensional, técnicas de cromatografia, analises de
imagens e espectrometria de massas, que possibilitam uma oportunidade maior de
exibir e identificar proteinas (XIANG et al., 2004; CANELLE et al., 2005).

A protebmica diferencia-se da quimica de proteinas tradicional por ser o
estudo de sistemas de multiplas proteinas. As analises sao direcionadas as misturas
complexas e suas identificagbes nédo s&o realizadas pela analise completa da
seqUéncia da proteina, mas por analises de seqléncias parciais, com o auxilio de
ferramentas de bioinformatica. O contexto do proteoma é o estudo das proteinas de

um sistema biologico, associado a caracterizagdo das respostas moleculares desse
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sistema num determinado momento (PLEBANI, 2005). Nos dultimos anos, a
engenharia protedmica tem desenvolvido microtécnicas que possibilitam a
caracterizagcao molecular de componentes bioativos, presentes em diferentes tipos
de células, tecidos, extratos e/ou fluidos corporais (HEINE, 1997; RESING et al.,
1999; PANDEY et al., 2000).

Dentre as principais aplicacdes da analise protedmica estdo: 1) Proteoma de
expressao de proteinas, que estuda a expressédo de proteinas quando o sistema
biolégico € exposto a drogas ou estimulos fisicos, além de identificar novas
proteinas como marcadores especificos de doencgas; 2) Proteoma estrutural, no qual
o principal objetivo € mapear a estrutura de complexos protéicos e interagao entre
proteinas; 3) Proteoma funcional, o qual estuda as interagbes entre proteinas e entre
proteinas e/ou outras moléculas tendo como fungédo determinar quais proteinas
interagem em sistemas organizados e qual a funcédo das mesmas; 4) Proteoma de
mapeamento das modificagdes de proteinas, o qual envolve a identificagcdo de como
e onde as proteinas sao modificadas, estabelecendo a natureza das modificagbes
pbs-traducionais e 5) Proteoma qualitativo, o qual identifica todas as proteinas do
sistema biol6gico em estudo, a fim de compreender os mecanismos de agédo dessas
proteinas no organismo em estudo (PLEBANI, 2005).

A abordagem protedmica utiliza uma combinagcdo de métodos sofisticados
como eletroforese bidimensional, técnicas de cromatografia, analises de imagens e
espectrometria de massas, que possibilitam uma oportunidade maior de exibir e
identificar proteinas (CANELLE et al., 2005). No entanto, o estudo de importantes
compostos moleculares presentes em baixa abundancia em alguns tecidos, € um
desafio para as analises protedmicas classicas. Uma analise mais exploratéria exige
a investigacao de pequenas regides de um tecido ou de um grupo de células. Sendo
assim, o desenvolvimento da técnica de MALDI Imaging (MSI) torna-se
imprescindivel para esse tipo de analise, proporcionando uma analise diretamente

no tecido de alvo de estudo.

2.2. Espectrometria de massas
A analise protebmica € uma area interdisciplinar da ciéncia, a qual agrega
principalmente métodos e abordagens quimicas, bioldégicas e de informatica. O

sinergismo oriundo dessa interdisciplinaridade faz-se necessario, uma vez que,
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determina o conjunto de proteinas presentes em uma amostra muitas vezes n&o é o
suficiente, mas também, caracterizar as inUmeras e comumente presentes isoformas
das proteinas, produtos de modificacdes pds-traducionais sofridas pelas mesmas e
a interacdo entre as proteinas presentes em um tecido (TYERS, 2003;
AEBERSOLD, 2003). Devidamente dimensionada a complexidade do assunto, a
espectrometria de massas (MS) emerge como uma tecnologia indispensavel para a
interpretacdo da informacéo codificada pelos genes, ou seja, o perfil proteémico
presente numa amostra biolégica. Uma das forgcas que vem impulsionando a
protedmica é a habilidade de usar os dados de espectrometria de massas inerentes
a peptideos para identificar proteinas em bancos de dados e, para isso, dois tipos de
resultados sdo usados. O primeiro usa a informacao relativa @ massa molecular dos
peptideos oriundos da digestdo enzimatica (Peptide Mass Fingerprint — PMF),
enquanto que o segundo faz uso de resultados obtidos pela fragmentacdo de
peptideos individuais previamente detectados (SADYGOV, 2004).

A base da espectrometria de massas €& a produgdo de ions a partir de
compostos neutros e, particularmente nos campos da quimica e bioquimica, a
investigacdo da decomposicdo subsequente destes ions. Além disso, podemos
considerar a espectrometria da massas como sendo o nome dado a manipulagéo de
trajetdrias idnicas, tanto para regides com campos (elétrico e/ou magnético), quanto
para regides livres de campo, com intuito de se caracterizar uma determinada
amostra (JOHNSTONE, et al., 1996).

A espectrometria de massa € um poderoso método analitico que tem sido
empregado amplamente no estudo de proteinas por ser um método de determinacgéo
precisa de massas molares de forma muito precisa em experimentos rapidos
(CUNHA, 2006). Essas informacgdes possibilitam a resolugédo de diversos problemas
na quimica de proteinas, como correcdo de uma sequéncia de aminoacidos,
identificacdo de proteinas, determinacdo da fidelidade e homogeneidade de
proteinas recombinantes, identificacdo de complexos protéicos nao-covalentes,
detecgcdo de doengas genéticas, identificacdo de modificagdes quimicas em
proteinas, determinagdo de (glicosilacbes e fosforilagbes, sequenciamento de
proteinas e peptidios, entre outros. Também s&o realizadas aplicagbes envolvendo
analises de carboidratos, lipidios e acidos nucléicos (HOFFMAN, 1996).

A espectrometria de massas néo € uma técnica recente, ela teve seu inicio

em 1886 com a descoberta do ion positivo por Goldstein. O primeiro espectro de
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massas foi obtido por Thomson, em 1912, e o primeiro espectrébmetro foi
desenvolvido por Dempster em 1918, a partir desta data varios tipos de
espectrometros foram desenvolvidos, mas o grande avang¢o da espectrometria de
massas no campo biolégico ocorreu a partir da década de 80 com o
desenvolvimento das técnicas MALDI e ESI por Hillenkamp e Fenn respectivamente
(GOLDSTEIN, 1886; JOHNSTONE, et al., 1996).

Um espectrémetro de massas € composto de cinco componentes principais:
sistema de injegdo de amostra, fonte de ions, analisador de massas, detector e

processador de sinais (Figura 1).

ENTRADA

FROCESSADOR
DE SIMAL

Figura 1: Principais partes que compdem um espectrOmetro de massas.

2.3. MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption)

A técnica MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption) foi criada com a
finalidade de se obter um método de ionizagdo suave que permite a analise de
biomoléculas como proteinas e peptideos, preservando a estrutura polipeptidica. E
um método que produz vaporizagado e ionizagcdo de macromoléculas biolégicas néo
volateis direto de uma fase sélida para uma fase gasosa. O analito € misturado com
uma matriz acida, a qual geralmente é constituida de compostos orgéanicos
aromaticos de baixa massa molecular, que co-cristalizam com o analito. A matriz
absorve a energia do comprimento de onda do feixe de laser, essa energia

absorvida pelas moléculas da matriz é transferida para o analito que inicialmente é
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“‘desabsorvido”. A matriz acida transfere protons para as moléculas do analito
fazendo com que fiquem ionizadas positivamente (CANTU et al.,2008).

As moléculas de analito passam para fase gasosa e expandem a nuvem de
material. Estar na forma ionizada e no estado gasoso € condicdo para que uma
molécula possa ser analisada por espectrometria de massas. Mecanismos paralelos
levam a um aumento do numero de espécies ionizadas com uma unica carga
(Figura 2).

1. Amostra (A) é misturada com
excesso de matriz (M) e seca
sobre a placa MALDI

Laser ..* @ ‘ 2. Laser ioniza moléculas da
a mattiz
.* “. : )
3. Moléculas da amostra sao

ionizadas e os protons sao
transferidos:

MH:+A > M+ AH-.

matriz e analito

Placa MALDI

Figura 2: lonizag¢éo do tipo MALDI.

Durante a preparagao das amostras para as analises, a matriz e o analito s&o
misturados e o solvente desta solugdo é vaporizado da sonda onde as amostras sao
depositadas. Apds a preparagdo, a amostra € introduzida no espectrometro de
massas e a irradiacdo laser é utilizada como fonte de dessorcdo e ionizagédo na
técnica MALDI. A matriz desempenha um papel importante ao proteger o analito de
degradacgéo transferindo parte da energia oriunda do laser as macromoléculas,
resultando em uma leve ionizagdo, permitindo assim, a deteccdo numa forma
intacta. Quando as moléculas de matriz se desprendem, carregam parte dos analitos
ao vacuo, contribuindo para o processo de ionizacdo da amostra (SPENGLER,
2001). A tabela 1 mostra diferentes matrizes que s&o empregadas nessa

abordagem.
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Tabela 1: Tipos de matrizes utilizadas para as analises na técnica MALDI.

NOME ESTRUTURA CARACTERISTICAS
MOLECULAR

* Acido sinapinico C41H4,05 Proteinas e peptideos
SA >10 KDa

*  Acido cinamico C,oH/NO; Proteinas e peptideos
CHCA <10 KDa

Acido gentisico CTH604 Moléculas organicas

2,4,6 trihidroxiacetofenona CBHBO4 Oligonucleotideos <3,5 KDa

Acido hidroxipicolinico C6H5N04 Oligonucleotideos >3,5 KDa

Ditranol C14H1003 Polimeros sintéticos apolares

* Concentragao é tipicamente na faixa de mg/mL (5-10 mg/mL CHCA) ou solugéo saturada (acido
sinapinico); Razao molar amostra: matriz é tipicamente 1:100 - 1:100000 dependendo da amostra,
matriz e solvente; Solventes devem ter pureza grau HPLC e a agua deve ser deionizada; Modo
positivo: matriz deve ser acidificada usando TFA ou FA; Solugdo deve ser mantida a baixa
temperatura e evitar contato direto da luz; Matriz deve ser preparada diariamente ou semanalmente.

Apds a ionizagdo da amostra, a mesma € direcionada para um analisador de
massa. Os analisadores de massa tém como funcédo basica separar os ions
formados de acordo com suas relagbes massa/carga (m/z), porém, possuem
caracteristicas diferentes, tais como: intervalo de m/z, precisdo e resolugdo de
massas que podem ser alcancados. A compatibilidade dos diferentes tipos de
analisadores aos diferentes métodos de ionizagado pode variar muito (CUNHA et. al
2006).

O analisador de massa associado a técnica MALDI é conhecido como Tempo
de vbo — ToF (Time-of-Flight), sistema em que as moléculas sdo ionizadas e
aceleradas e em seguida projetadas em um tubo sob vacuo campo elétrico para
quantificar/medir esse tempo de vbéo até um detector. Esse tempo de vbo é
proporcional a massa molar da molécula.

Os analisadores do tipo ToF separam os ions formados na fonte através do
uso de diferentes velocidades assumidas por esses ions, apds serem acelerados por
um potencial de voltagem. A velocidade é dependente da massa do ion, sendo
assim, quando uma nuvem de ions é submetida a um potencial, os ions adquirem

velocidades diferentes de acordo com sua massas e viajam por uma regido de
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campo livre e alto vacuo, chegando a um detector em diferentes intervalos de tempo
(CANTU, et al., 2008).

Sendo assim, a espectrometria de massas € um método analitico que
determina a relagdo m/z dos ions. As moléculas s&o ionizadas na fonte e aceleradas
através de um campo elétrico préximo ao analisador. Na espectrometria de massas
do tipo tempo de v6o (ToF), o analisador € uma camara sob vacuo, livre de campo
elétrico. Os ions voam através do analisador com a energia cinética obtida da
energia potencial do campo elétrico. Se todos os ions obtiverem a mesma energia
cinética, aqueles que tiverem menor relacao m/z terdo maior velocidade que os ions
de maior relacdo m/z. Portanto, na medida em que os ions vao caminhando pelo
tubo de vbo, vao se separando de forma que os ions de menor m/z chegam
primeiro, seguido dos ions com maior m/z. Um detector esta posicionado no final do

analisador para medir o tempo de chegada de cada ion (Figura 3).

Tubo de véo
Eletrodo 15—\2\5 kV Detector

I
@
0
o
7

Fonte de
ions

Figura 3: Esquema representativo da separacgado dos ions dentro do analisador de massa TOF (Time-
of-Flight).

O detector pode ser considerado como o conversor de ions em arquivos de
dados compativeis com uma estacédo de trabalho. Os detectores sao posicionados
no final dos analisadores e fazem a conexdo com os processadores de dados ou
estacado de trabalho. Os tipos mais comuns de detectores sdo: Fotomultiplicador;
Multiplicador de elétrons e Placa de microcanais” (MCP - Microchannel plate).

Toda a aquisicdo e processamento de dados, assim como o controle do
espectrometro, sao realizados através de uma estacédo de trabalho. Apds serem
detectados, os ions sao entendidos como sinais (elétrons) pelo detector, e
transformados em sinais analogicos, os quais poderao ser lidos e interpretados pela

estacdo de trabalho. Apds serem adquiridos, os resultados obtidos de uma analise
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séo tratados através de um software que converte estes dados para um formato
mais adequado a cada tipo de andlise. Esses dados sao organizados e

transformados em graficos de intensidade x m/z chamados de espectros de massas.

2.4. MALDI Imaging

Existem varias tecnologias disponiveis para analisar proteinas em uma
amostra de tecido. A tecnologia mais comumente utilizada é a separagdo e
visualizagdo de proteinas por gel de eletroforese bidimensional (2D) e posterior,
identificacdo por espectrometria de massa e busca de dados via bioinformatica
protedbmica (LAHM & LANGEN, 2000; GODOVAC-ZIMMERMANN & BROWN, 2001).
Uma das desvantagens da tecnologia do gel 2D é que a preparacdo da amostra
remove a relacao direta entre as regides morfolégicas dos tecidos e a localizagéo de
proteinas especificas. Uma solug¢do para este problema & purificar as células a partir
de cortes de tecido fino por microdissecgado de captura a laser antes da extracéo de
proteinas. Embora esta abordagem tenha sido bem sucedida (CURRAN et al.,
2000), a extracdo de uma quantidade suficiente de material € muito trabalhosa e
requer uma grande quantidade de células microdissecadas.

Uma das aplicagdes recentes da espectrometria de massas do tipo MALDI é a
sua utilizacao para a obtencgao de perfis protebmicos e de imagens moleculares de
proteinas diretamente de cortes de tecidos (TODD et al, 2001; CHAURAND &
CAPRIOLI, 2002; CHAURAND et al., 2004).

O estudo de importantes compostos moleculares, presentes em baixa
abundancia em alguns tecidos, tem sido um desafio para as analises protedmicas
classicas. Uma analise mais exploratoria exige a investigagdo de pequenas regides
de um tecido ou de um grupo de células. Esses estudos sdo desafiadores, uma vez
que o grau de complexidade do proteoma e a baixa abundéncia de muitas proteinas
exigem elevada sensibilidade analitica. Sendo assim, a tecnologia MALDI Imaging
(MSI) surge como uma aplicacdo da espectrometria de massas voltada para a
analise quimica de tecidos intactos. Desta forma, os avancos na espectrometria de
massas do tipo MALDI estdo sendo obtidos pela integragdo da area de histologia,
com os melhores métodos de automacéao e os principais instrumentos de analise de
dados. Esta ferramenta esta se tornando essencial para analisar a distribuicdo

espacial de peptideos e proteinas ao longo de cortes de tecidos, proporcionando
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uma enorme quantidade de dados com um tempo minimo de preparagdo da
amostra. Considerando suas inUmeras aplicagbes, a técnica de MSI apresenta um
elevado potencial por ser uma ferramenta indispensavel em uma analise
investigativa direta (CHAURAND & CAPRIOLI, 2002).

A abordagem MALDI Imaging pode ser realizada em qualquer substrato,
desde que as moléculas sejam suficientemente ionizadas e estejam presentes em
quantidades suficientes para serem detectadas. Além disso, a espectrometria de
massas de imagens né&o apenas permite que relatdrios sobre a localizagédo de
macromoléculas sejam obtidos, mas também fornece informagbes de massas
moleculares e o sequenciamento peptidico das moléculas visualizadas, permitindo
dessa forma, a visualizagdo do estado metabdlico de um agente terapéutico, por
exemplo (FRANCK et al., 2010). Esta ferramenta tem se tornando essencial para
analisar a distribuicdo espacial de peptideos e proteinas ao longo de cortes de
tecidos, proporcionando uma enorme quantidade de dados com um tempo minimo
de preparacéo da amostra (GROSECLOSE et al., 2007).

Segundo Esquenazi et al. (2009), existem duas abordagens principais em que
os dados do MSI s&o adquiridos. As abordagens sédo de varredura no local ou de
varredura continua. Nos estudos em que se utiliza a varredura local, a selecao dos
pontos de amostragem é determinante para a obtengédo de bons resultados. Neste
caso, a imagem pode ser comparada com a imagem projetada em uma televisdo ou
monitor, em que cada ponto contém pixels diferentes com informagdes particulares e
quando visto de forma integrada, formam uma imagem. Desta forma, quanto maior o
numero de pontos, maior € a quantidade de pixels e maior é a resolugéo da imagem.
No caso da técnica, cada ponto rastreado contém uma relagdo m/z de dados em vez
da cor da informacgdo. A varredura continua, no entanto, € uma alternativa para a
abordagem de varredura local e muitas abordagens MSI| baseiam-se neste principio
(YOON et al., 2008; JURCHEN et al., 2005).

Embora a espectrometria de massas de imagem tenha investigado as massas
moleculares de ions secundarios de superficies solidas desde 1960 por Raimond
Castaing, ela vem sendo aplicada a biologia somente na ultima década devido ao
avanco das técnicas de ionizagcdes brandas. A disponibilidade comercial e o
refinamento dos métodos mais comuns utilizados para geracdo de imagens
bioldégicas (MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption lonization), SIMS (Secondary

lon Mass Spectrometry) e DESI (Desorption Electrospray lonization), bem como
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outras formas de ionizagdo, permitiram a MSI ganhar impulso nos ultimos anos
(HEEREN et al., 2009; ZIMMERMAN et al., 2008; WISEMAN et al., 2008; BOXER et
al., 2009).

Enquanto a maioria das metodologias de espectrometria de massas de
imagem desenvolvidas na década passada foi centrada na descoberta de
biomarcadores para doencas, as ferramentas desenvolvidas para essa proposta
estdo se tornando imprescindiveis para a compreensdo do metabolismo de agentes
terapéuticos, os quais estao se tornando rapidamente uma das principais aplica¢des
da MSI (ESQUENAZI et al., 2009).

As primeiras aplicagdes da técnica de MALDI Imaging foram em estudos
neurobioldégicos com moluscos da espécie Lymnaea (LI et al., 1994; DREISEWERD
et al., 1997) e crustaceos. Estes estudos vém sendo realizados ao longo dos anos
com muito esforco para aperfeicoar a sensibilidade, a reprodutibilidade, o
processamento de dados, a preservacdo do tecido e, principalmente, no
desenvolvimento de softwares para o tratamento das imagens moleculares obtidas
(CALDWELL et al., 2005; MADDALO et al., 2005; AERNI et al., 2006).

Nos ultimos anos, a MS| ganhou uma utilizagdo mais ampla, ou seja, além da
caracterizagdo de metabdlitos, outra preocupacdo foi a compreensdo de
propriedades farmacocinéticas (ESQUENAZI et al., 2009). A abordagem MALDI
Imaging vem sendo aplicada a estudos clinicos, sendo utilizada em diagnésticos
baseados em assinaturas de perfis protéicos que complementam a histopatologia,
na deteccdo precoce de doengas, na selecdo de combinacgbes terapéuticas com
base em caracteristicas individuais do paciente, incluindo a complexa rede de
proteinas especificas, na avaliacdo em tempo real da eficacia terapéutica e de sua
toxicidade, no redirecionamento da terapia baseada em mudangas no paciente
doente que podem ser ocasionadas pela rede de proteinas que estdo associadas
com resisténcia a medicamentos, e finalmente, na terapia combinatéria (FRANCK et
al., 2010).

A tecnologia MALDI Imaging apresenta algumas vantagens cientificas, pois
possibilita adquirir as massas moleculares de macromoléculas especificas, néo
requer reagentes especificos, permite a realizagdo de analises de grandes proteinas
acima de 100 kDa, é favoravel a protocolos de alto rendimento, adquirindo mais de
1.000 espectros por segundo, com centenas de proteinas monitoradas em um unico

experimento, e apresenta facilidade na preparagdo da amostra por ser
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relativamente simples (HARDESTY et al., 2008). Além disso, MALDI MSI é
complementar com outras estratégias protedmicas como eletroforese bidimensional
e analise LCMS/MS, uma vez que estas n&o nos fornecem informac¢des a cerca da
distribuicao espacial das macromoléculas presentes em regides de células no tecido.

O processo consiste em cinco etapas analiticas: (1) a deposicéo de matriz em
pontos especificos do tecido para estabelecer a distribuicdo de uma ou mais
proteinas, segundo suas respectivas massas moleculares na imagem de MALDI-MS;
(2) hidrolise ou digestao enzimatica de pontos distintos do tecido, onde as proteinas
de interesse estdo localizadas; (3) aquisicdo de espectros de massas destes
digestos utilizando-se MALDI-MS; (4) analise da sequéncia MS/MS e pesquisa em
banco de dados, para consequente identificagdo da proteina, e (5) correlagdo das
imagens dos peptideos gerados (GROSECLOSE et al., 2007).

Para a realizagdo de um procedimento eficiente utilizando a técnica de MALDI
Imaging, a deposi¢do da matriz € uma etapa extremamente importante, sendo que
ela pode ser realizada manualmente ou de forma automatica (Figura 4). A maneira
mais facil de depositar a matriz é realizada manualmente com o auxilio de uma
micropipeta. Isso permite a preparacao rapida do tecido com uma boa extragao e co-
cristalizacdo dos compostos de interesse. No entando, pode gerar uma ma
reprodutibilidade e perda da distribuicdo espacial das moléculas presentes nos
tecidos nesta preparagédo. Outro método de aplicagdo da matriz é por aerografia, a
qual fornece uma deposicdo homogénea da matriz sobre a secgédo de tecido. Isto
pode ser obtido manualmente com um spray pneumatico (FRANK et al., 2009).
Porém, tém-se investido em técnicas automatizadas, as quais permitam uma
deposicao de matriz e/ou enzima que possa ocorrer de forma homogénea e

reprodutivel.
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Figura 4 — Deposicao de matriz automatica ou manual (spray). Modificado de CHAURAND et al.
2006.

2.4.1. Automatizagao ou microspotting

A deposicao automatica (microspotting) da matriz € uma das novidades
recentes da técnica de MALDI Imaging. A automacgao se tornou uma excelente
ferramenta, pois €& possivel controlar o volume e a localizagdo das solugdes de
matrizes e enzimas que entrardo em contato com a amostra. Dentre as principais
vantagens deste método em relacdo a deposicdo manual estdo a alta
reprodutibilidade de deposicdo da matriz e a alta qualidade dos espectros que
podem ser gerados, gragas ao volume de solvente que permite a extracdo do analito

e a incorporacao dos cristais da matriz de forma homogénea (FRANK et al., 2009).
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O método de deposi¢do, chamado de espotagem ou microspotting, permite a
criacdo de um conjunto ordenado de pontos e a deposicdo de matrizes em locais
especificos (Figura 5). Para isto, varias estratégias tém sido desenvolvidas para
fornecer uma espotagem eficaz e homogénea (FRANK et al., 2009). Um dos
desafios dessa automatizacdo é a utilizacdo de uma impressora quimica. Como
exemplo, pode-se citar a CHIP-1000 (Chemical Inkjet Printer) da empresa
SHIMADZU.
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Este equipamento de impressao tem a fungdo de depositar solugbes de
matrizes e/ou solugbes enzimaticas nos tecidos, que por sua vez séo imobilizados
numa placa. Esta placa contendo o tecido tratado é levada para o espectrémetro de
massas e cada micro regidao do tecido € analisada. Dos dados moleculares
resultantes obtém-se uma imagem molecular bem semelhante a imagem O&ptica
(STAUBER et al., 2010). A composicao molecular das diversas microregides do
tecido € analisada, auxiliando o mapeamento e a identificacdo das proteinas e/ou
peptideos do tecido alvo. Além disso, a técnica oferece a flexibilidade de detecgao
de moléculas, bem como alta sensibilidade e resolugao.

Esta tecnologia tem ainda a vantagem de permitir que compostos de baixa
massa molecular, tais como drogas e metabdlitos, possam ser visualizados,
tornando possivel que alteragdes concomitantes de proteinas em tecidos especificos
apo6s a administracéo de drogas sistémicas se tornem evidentes (CHAURAND et al.,
2006). Sendo assim, a técnica de MALDI Imaging tem sido amplamente utilizada por
pesquisadores reconhecidos internacionalmente como Richard M. Caprioli, Jonathan
V. Sweedler e Michel Salzet em busca de biomarcadores moleculares.

Caprioli et al. (2007) identificaram diversas proteinas a partir de secgbes
coronais de cérebro de rato utilizando a técnica de MALDI Imaging. Neste estudo, a
identificacéo das proteinas foi obtida com a deposicédo de matriz acido sinapinico e
também, apods a digestao triptica das proteinas e a utilizagdo da matriz DHB. Para a
comprovagao dos dados gerados, as imagens moleculares foram comparadas com
imagens histoquimicas de cortes corados com HE (Hematoxilina-eosina). Os
resultados obtidos ratificaram a precisdo dessa técnica, onde cada um dos digestos
tripticos oriundos da digestdo da isoforma da proteina mielina basica resultou em
uma imagem molecular (Figura 6). A sobreposi¢cao destas imagens confirma a
presenca da proteina nas diferentes regides do cérebro do rato, fornecendo

informagdes espaciais e de intensidade relativa destes ions.
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Figura 6 - Imagens dos digestos tripticos gerados através da digestdo da isoforma da proteina
mielina basica (14.2 kDa). Modificado de Caprioli et al. (2007).

Em combinagdo com rapidos avangos na informatica, a MSI oferece alta
capacidade analitica por ser um meio de investigacao totalmente novo e altamente
preciso para analisar um tecido doente. Num contexto mais amplo, os continuos
avangos no desenvolvimento da instrumentagdo, no processamento de dados, além
de uma maior compreensao da patogénese molecular, sera possivel adquirir perfis
protedmicos para uma secg¢do de tumor dentro de um prazo extremamente curto
(CHAURAND et al., 2006).

Sabe-se que analises de tecidos incluindo abordagens histomorfologicas e
imunohistoquimicas sao tradicionalmente utilizadas para elaborar diagnoésticos de
canceres ou predizer resultados de cancer em pacientes individualmente.
Geralmente, os tecidos utilizados nessas abordagens sao fixados com formalina e
inclusos em parafina (Formalin fixation and paraffin embedding - FFPE), pois essa
técnica preserva os detalhes celulares, a arquitetura e os dados morfolégicos do
tecido, os quais sao observados durante uma avaliagao investigativa pelas técnicas
de microscopia. Este processo também estabiliza os tecidos, permitindo estoca-los
por longos periodos e em temperatura ambiente. Por essas razdes que 0s arquivos
de tecidos tém sido elaborados pela técnica FFPE por diversas décadas, e
atualmente, € uma metodologia padrao praticada nos laboratérios de histopatologia
mundialmente (MANGE et al., 2009). Diante desse aspecto, os tecidos em FFPE s&o
os suplementos arquivados mais abundantes, havendo bibliotecas gigantescas de
tecidos provenientes de diversos 6rgaos com as mais diversas doencgas.

No entanto, as analises de espectrometria de massas desses tecidos fixados

nao eram possiveis devido ao uso de alguns reagentes incompativeis com a
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abordagem protedmica, inclusive o uso da formalina. A formalina facilita a formacao
de agregados de proteinas, impedindo a execugao de procedimentos convencionais
de extragdo de proteinas e as analises subsequentes (GILLESPIE et al., 2002).
Porém, alguns estudos vém sendo desenvolvidos, a fim de superar os
inconvenientes encontrados nessa interface entre a histologia e a biologia molecular.
Algumas estratégias protedmicas baseadas na espectrometria de massas do tipo
NanoRPLC-MS/MS (PATEL et al., 2008; BALGLEY et al., 2009) e MALDI MSI
(LEMAIRE et al., 2007; RONCI et al., 2008; STAUBER et al., 2008; CHAURAND et
al., 2008), estéo iniciando uma nova era cientifica por se mostrarem eficientes em
suas investigacdes protedmicas em tecidos fixados em FFPE.

Considerando suas inumeras aplicagbes, a técnica de MALDI Imaging
apresenta um elevado potencial por ser uma ferramenta indispensavel em uma
analise investigativa direta. Parte dos investimentos realizados nessa técnica visa o
aprimoramento da preparacdo de amostra, da instrumentagdo, da resolugéao e,

também do desenvolvimento de novos softwares de analises das imagens geradas.

2.5 Cancer

Um céancer pode ser definido como um crescimento desordenado de células
(maligno) que invadem tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se por outras regides do
corpo. Esse crescimento desordenado € devido a anormalidades em genes que
controlam a proliferagdo celular levando dessa forma, ao crescimento desenfreado
que caracteriza as células malignas. Assim, para ganhar a iniciativa na detecgcao e
tratamento do cancer, os oncologistas devem comecgar a compreender as raizes
moleculares da doenca.

A biologia molecular ja desempenha um importante papel na oncologia
clinica, a partir da andlise dos tumores de informacdes de prognostico ou
patogénicos para a producdo de agentes farmacologicos, tais como fatores
estimuladores de coldnias (QCA), interleucinas (ILs), e eritropoietina (POLYAK &
RIGGINS, 2001).

Nessa perspectiva, a protedbmica possui um grande potencial para integrar um
fendtipo molecular em protocolos de diagnostico de uma patologia. Desde que a
soma das alteragdes temporais em termos de proteinas reflita o estado da doenca,
nomeadamente, as proteinas representam um conjunto de potenciais marcadores

tumorais e alvos especificos de drogas (CATALONA et al., 1994).
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Como em todos os outros aspectos da medicina e da pesquisa clinica, o
rapido aparecimento da genOmica e da proteOmica e a tecnologia da informacgéo
estdo transformando as abordagens experimentais e as aplicacbes de marcadores
tumorais. Comegando com a biologia molecular utilizada para a analise do genoma
humano, os ultimos anos viram a explosdo da genética e da protebmica e a
aplicacéo destes perfis, da transcricdo do genoma, para a descoberta rapida e para
a avaliagédo de novos marcadores de tumores (LANDER et al., 2001).

A analise do cancer de mama por meio de 2D-SDS-PAGE acoplada a
espectrometria de massas e a bioinformatica para identificagdo de proteinas,
levaram a identificacdo de novos marcadores moleculares em cancer de mama,
onde proteinas sinalizadoras e complexos mecanismos de sinalizagao envolvidos no
crescimento do tumor (HONDERMARCK et al.,, 2001) foram encontradas. Essas
tecnologias, utilizadas em conjunto com ensaios de imunodetecc¢ao utilizando soro
de pacientes sensibilizados, também tém revelado a existéncia de marcadores
tumorais, definidos pela resposta imune do hospedeiro (BRICHORY et al., 2001; LE
NAOUR et al., 2001).

Portanto, pode-se constatar que a combinagdo de tecnologias que permite
uma reprodutibilidade, sensibilidade e especificidade, vem proporcionar um método
novo e eficiente na geracdo de perfis de expressao de proteinas do utilitario de
diagnéstico clinico para a descoberta de novos marcadores da doenca. Sendo
assim, o desenvolvimento da técnica de MALDI Imaging devera contribuir
significativamente com os avangos das pesquisas ja realizadas, ao permitir que seja
elaborada uma analise protedmica de diversos tipos de tumores diretamente nos

tecidos alvos de estudos.

2.5.1. Glioblastoma Multiforme

O Glioblastoma Multiforme ou GBM é a forma de tumor maligno mais comum
no cérebro humano. Geralmente, ele ocorre entre a quarta e a sexta década de vida
do paciente (idade média de 55 anos), tendo um melhor prognéstico nos pacientes
mais jovens quando comparamos estes com pacientes idosos. Menos de 10% dos
casos ocorrem em criangas; a sobrevida média global de pacientes com GBM é de
aproximadamente 10 a 12 meses, sendo duas vezes mais comuns em brancos do
que em negros, e surgem mais frequentemente nos lobos temporais (32%) e frontais

(31%), sendo letal na maioria dos casos.
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Possui uma incidéncia anual de 25.000 casos nos Estados Unidos com uma
estimativa de 2.5% de causa de morte por cancer, sendo assim, requer uma alta
prioridade de estudos entre pesquisadores e clinicos (DAVIS et al., 2001). Os
sintomas de apresentacdo da doenca incluem dores de cabecga, convulsbes ou
déficits neurolégicos focais.

O comportamento invasivo € a marca patologégica dos gliomas malignos. As
células neurais estaminais sdo moveis, sendo atraidas para as regides de leséo
cerebral, e podem migrar consideraveis distdncias para chegar a uma regido de
glioma. No entanto, a base molecular da progressdo do gliotropismo para gliomas
malignos ainda € pouco compreendida (BLACK, 1998).

O tumor geralmente é visto como uma leséo focal, embora freqlientemente se
estenda por todo o trato da matéria branca do corpo caloso para o hemisfério
contralateral, dando assim, a aparéncia da chamada "borboleta GBM”, ou pode até
mesmo aparecer como multifocal devido a infiltracao difusa do cérebro por células
gliais neoplasicas (DAVIS et al., 1999).

Como o nome sugere, GBM possui uma aparéncia variada
microscopicamente. E um tumor de carater altamente pleomérfico, nucleo basofilico
e fronteiras indistintas. Quantidades varidveis de mitoses, necrose e proliferacéo
capilar endotelial s&o comuns (DAVIS et al.,2001).

Esse tipo de tumor responde mal as terapias convencionais. Células de
glioblastoma proliferam-se, apesar de um suprimento de sangue irregular e um
microambiente hipdxico. Os mecanismos de compensacao, incluindo a captacao de
glicose e a atividade glicolitica aumentam nestes tumores (ALBINI & BENELLI,
2007). Estudos anteriores tém demonstrado que, as células de glioblastoma
possuem capacidade glicolitica suficiente para apoiar a migracdo das células
tumorais sem a participagdo mitocondrial (CAUWE et al., 2007). A glicolise é
suprimida por acidos metabdlicos, incluindo o acido citrico, que € excluido das
mitocdndrias durante a hipoxia (GROVAS et al., 1997)

A desseccgdo cirurgica completa do GBM ¢é muito dificil, sendo que, os
tumores geralmente se repetem no intervalo de um ano de radiagcéo e quimioterapia,
independentemente da resposta inicial a essas modalidades de tratamento. Uma
abordagem tradicional para o estudo dos GBMs foi criada em 1933 por Russell e
Bland (BROWN & GIAVAZZI, 1995), que criaram as culturas de explantes de

tumores removidos cirurgicamente para padrdes de estudo “in vitro" do crescimento
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do tumor. Com as técnicas disponiveis, culturas de células de espécimes cirurgicos
foram dificeis de criar e manter. Em 1968, quando Ponten et al. estabeleceram um
conjunto de linhas de células de glioma, a comunidade cientifica obteve um método
padrédo e unificado para estudar gliomas in vitro (CAUWE et al., 2007). Um numero
de linhagens celulares derivadas de gliomas malignos estd agora comercialmente
disponivel e tornou-se essencial para a investigacao sobre a patogénese dos GBMs
(CHELLI et al., 2004). Muito do conhecimento das caracteristicas moleculares de
GBMs foi gerado por meio da analise dessas linhagens celulares.

No que se refere a tratamentos, os agentes alquilantes sdo os agentes
quimioterapicos mais utilizados. Entre o0s compostos quimioterapicos, a
temozolomida (TMZ), um agente alquilante citotoxico, tem mostrado atividade eficaz
(BRADA et al., 1999; CONRAD et al., 1995; HIROSE et al., 2001; LEVIN et al.,
2001), sendo capaz de atrasar a progresséo do tumor e prolongar a sobrevida do
paciente. No entanto, muitos pacientes desenvolvem resisténcia a essas drogas, o
tumor retorna e, normalmente, sé sobrevivem 12-15 meses apo6s o diagndstico. Nos
ultimos anos, a combinacé&o de terapias provou ser mais eficaz no tratamento de
uma ampla variedade de canceres humanos agressivos, incluindo os gliomas. Em
particular, os estudos pré-clinicos tém avaliado a combinacdo de TMZ com outros
agentes quimioterapicos, radiacdo ou ambos no tratamento padrdo de recém-
diagnosticados e gliomas malignos recorrentes (DEHDASHTI et al., 2006; VIRREY
et al., 2009).

A metastase, um fenbmeno bem conhecido da disseminagdo de células
tumorais, é basicamente um processo mecanico, que € dirigido passivamente como
resultado de restrigdes de tamanho, ou ocorre como conseqiéncia de um ambiente
fértil propiciado pelo 6rgéo no qual as células tumorais podem se proliferar (ALBINI
& BENELLI, 2007). Além disso, metastases cerebrais sdo conhecidas por serem
dependentes de multiplas células e interagdes célula-matriz, que permitem que
células tumorais se destaquem do tumor primario, e transmigrem para todo o
revestimento endotelial no tecido parenquimatico e, finalmente, em tumores,
assumindo uma forma secundaria (CONRAD et al., 1995).

A compreesao das diferentes caracteristicas bioldgicas destas subpopulagdes
de células heterogéneas dentro do tumor apresenta um valor inestimavel na medida
em que se pode fornecer ndo s6 metas e pistas sobre a patogénese do tumor, mas

também potenciais formas para o tratamento.
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Esforcos tém sido realizados para explorar a ultra-estrutura e a base
molecular da heterogeneidade utilizando-se diferentes métodos experimentais
(GIESE et al., 2003). Os estudos ja realizados sobre o tema foram baseados em
analises citogenéticas (GIESE et al., 2003; DEHDASHTI et al., 2006). Porém, a
analise protebmica apresenta vantagens sobre as analises genéticas, porque
normalmente, genes mutados podem nao ser transcritos por um grande numero de
razdes epigenéticas e as modificagdes pos-traducionais de proteinas que alteram a
estrutura e a fungcédo sao reveladas com a protebmica, mas ndo com a gendmica
(PAWELETZ et al., 2000). No entanto, a relagao entre os marcadores moleculares e
as regides especificas do tumor dentro dos glioblastomas ainda é pouco
compreendida (CAUWE et al., 2007).

Dessa forma, a aplicagcdo de uma estratégia protedbmica utilizando técnicas
sofisticadas como MALDI Imaging possibilita um estudo das diferentes regides do
tecido tumoroso. Krafft et al. (2006) realizaram estudo correlacionando diferentes
perfis de expressao de proteinas com as regides de diferentes graus histologicos do
glioblastoma (grau | a 1V). No presente estudo, foi realizada uma investigagcéo de
uma seccao de glioblastoma multiforme a fim de, identificar e compreender a
distribuicdo espacial de proteinas relacionadas com a organizagdao celular e a
patologia. A compreensdo dos mecanismos de proliferacdo e desenvolvimento do
tumor é fundamental para o aperfeicoamento dos métodos diagnésticos e para o

tratamento dos pacientes em potencial.
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3. OBJETIVOS

Considerando as inumeras aplicagbes da estratégia de MALDI Imaging,
MALDI MSI apresenta tem se tornado uma ferramenta indispensavel em uma
analise investigativa. Dessa forma, os objetivos do presente estudo foram:

a) ldentificar e analisar a distribuicdo espacial de proteinas presentes em

tecido de Glioblastoma Multiforme (Homo sapiens sapiens);

b) O desenvolvimento da técnica de MALDI /maging visando uma melhor

compreensao dos processos biolégicos relacionados com a patologia;

c) A formacdo de recursos humanos na area de Analise Protedmica com

énfase em uma tecnologia inovadora como o MALDI MSI.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Obtencao dos tecidos e suas preparagoes

Para o desenvolvimento da técnica de MALDI Imaging foram utilizados
tecidos de glioblastoma multiforme (GBM) cedidos pelo Prof. Dr José César Rosa do
Departamento de Biologia Celular e Molecular e Bioagentes Patogénicos da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo — USP.

Os tecidos foram seccionados utilizando-se um micrétomo por congelamento
para a aquisicao de cortes de 10-15 ym de espessura. Cortes subseqientes foram
analisados pela técnica histoquimica e por MALDI I/maging, os quais foram
posicionados sobre uma placa metalica (TO-487, Kratos). Os cortes foram fixados
em alcool 70% (v/v) e 90%(v/v), respectivamente, durante um minuto em cada
solugcdo. Este procedimento possibilitou a eliminacdo de sais e lipideos presentes
nas amostras (SEELEY et al., 2008).

4.2 . Histoquimica

A coloragdo com hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para comparagéo do
método histoquimico com a técnica de MALDI Imaging e para a interpretagdo dos
dados gerados.

As laminas foram submersas em etanol 95%(v/v) por vinte minutos, lavadas
com agua corrente sem deixar que o material se soltasse da lamina e, em seguida,
foram submetidas em Hematoxilina por 20 segundos. Apos esse procedimento, as
laminas foram lavadas com agua corrente deixando descansar em agua destilada
por aproximadamente 5 minutos. As mesmas foram entdo submetidas em Eosina
por mais 20 segundos e lavadas com agua destilada corrente. Ao final do processo,
as laminas foram submetidas a uma bateria de estanol 95% (v/v) I, Il, lll, VI e V para

a remocéo do o excesso de corante e em Xilol I, Il e lll para montagem das laminas.
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4.3. Digestao das proteinas presentes no tecido
A enzima proteolitica tripsina foi depositada automaticamente sobre os
tecidos por meio da impressora quimica ChIP-1000 (Shimadzu). Um volume de 20
nL de solugcado contendo 20 mg/mL de tripsina em 20 mM de tamp&o NH4HCO;3 (pH
8,0) foi aplicado em cada ponto da espotagem, os quais apresentaram espagamento
de 250 ym de centro a centro, sendo que 100 pL da solugdo de enzima foram
depositados em cada ponto por ciclo. A secgéo de tecido foi entdo incubada por 2

horas em uma atmosfera imida a 37 °C.

4.4. MALDI Imaging dos digestos tripticos

Para as analises dos digestos tripticos, foi utilizada uma solugdo de matriz
contendo 10 mg/mL de acido cindmico (CHCA) em solugédo acetonitrila 50% (v/v)
contendo TFA 0,1% (v/v). O volume total de 20 nL de matriz foi aplicado nos
mesmos pontos projetados anteriormente, quando um arquivo de coordenadas
foram gerados durante o experimento de digestao das proteinas.

Os espectros de MALDI MS foram obtidos no modo reflectron positivo por um
MALDI ToF-ToF (AXIMA Performance, Shimadzu) equipado com um laser

SmartBeam controlado pelo software Launchpad v2.8 (Shimadzu).

4.5. Identificagao das proteinas

Os bancos de dados sao ferramentas valiosas e de fundamental importancia
na bioinformatica protedbmica, tanto no auxilio durante a identificacdo de moléculas
quanto no armazenamento das informagbes bioldégicas provindas de
experimentacdes de bancada. E possivel citar dois dos principais recursos de dados
on-line, o Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al, 2000), Swissprot
(www.uniprot.org) e o GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

A ferramenta de bioinformatica utilizada no presente estudo foi o MASCOT
(www.matrixscience.com), com o0s seguintes parametros: bancos de dados de
sequéncia primaria SwissProt + TrEMBL, clivagens perdidas = 1; tolerancia de
massa do peptideo = 0.4 Da; modificagdo variavel: foi considerado a oxidacao da
metionina, porque se utilizou um ambiente oxidativo durante a preparagdo da

amostra.
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4.6. Analise das imagens
As imagens moleculares obtidas foram reconstruidas utilizando-se o software
Biomap versdo 3.7.5.2 (Novartis Institutes, Biomedical Research) disponivel em
http://www.maldi-msi.org. As relacbes massa/carga que viabilizaram a identificagao
das proteinas no Mascot foram utilizadas para a reconstrugéo das imagens, gerando
um mapa de densidade de distribuicdo para cada relagdo massa/carga. A
sobreposicdo das imagens (uma para cada relagdo massal/carga) ratifica a

localizag&o das proteinas presentes nos tecidos em estudo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Impressora quimica ChIP-1000 (Shimadzu)
A compreensédo da funcionalidade e composi¢cdo do equipamento e de como
operar o software que gerencia o mesmo é extremamente importante para que as
aplicagbes sejam otimizadas. A Figura 7 descreve a ChlIP-1000, a impressora

quimica que foi utilizada no presente trabalho.

Unidade de impressio

Escaner (dentro do
equipamenta)

Camera g
i de amostra

Figura 7 — ChIP-1000 (Shimadzu) utilizada no presente trabalho, a qual € composta por um escaner,
uma unidade de impressao, uma camera e um suporte onde a placa contendo as amostras &
introduza.

Esta impressora € uma unidade essencial para o pré-tratamento protedmico,
pois imprime/dispensa volumes em nivel de picolitros em pequenas regides,
exatamente como as impressoras tradicionais tipo jato de tinta realizam. Impressées
exatas de uma matriz possibilitam analises diretas e rapidas em MALDI-ToF-ToF,

possibilitando tratamentos quimicos, utilizando enzimas ou anticorpos bioquimicos
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em membranas para a identificacdo ou analise de proteinas, além de possibilitar a
analise de tecidos in situ. Dentro deste contexto, pode-se listar as seguintes

vantagens oferecidas por este equipamento:

- a dispensa de reagentes em volumes na escala de picolitros em microregides do
tecido, os quais podem apresentar diametros de 100 pm;
- 0s pré-tratamentos de uma unica area da amostra estudada na presenca de
diferentes reagentes, a qual pode se apresentar imobilizada em membranas de
PVDF ou diretamente em tecidos;
- as analises de Finger Print (PMF) mais eficientes do que as tradicionais apés
digestdes enzimaticas, extragbes e dessalinizagdes in-gel;
- Membranas e tecidos tratados podem ser analisadas diretamente com os
espectrometros MALDI — ToF-ToF (AXIMA, Shimadzu).

Na Figura 8, o sistema dispensador de solugbes da impressora quimica ChiP-

1000 (Shimadzu) pode ser observado com detalhes.

Seccho de teckdo am Plezo device One Shot Vessal (OSV)
placa 400 uL voluma

Figura 8 — Sistema dispensador de gotas. A: Piezo device é o acessorio onde as solugdes sédo
dispensadas. B: Capilar de vidro embutido no interior do Piezo device, individualizando uma gota com
o volume de 100 uL C: Vessel € um acessério onde as solu¢des sdo armazenadas antes da
espotagem acima do piezo device.

Como ilustrado na figura 8, a impressora quimica ChIP-1000 utiliza a
tecnologia de piezos. E possivel o uso de até quatro solucdes, ja que o equipamento

€ composto por 4 canais (piezos). Isso torna as analises praticas e rapidas, pois
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diferentes analises podem ser realizadas ao mesmo tempo. Basta selecionar no
software gerenciador, o método desejado e informar em que canal estd cada
solugéo para que os ajustes de espotagem séao feitos automaticamente.

O reduzido diametro dos piezos e o ajuste elétrico refinado (controle de
pressao por sistema de vacuo) garantem que volumes na escala de pL (picolitros)
sejam depositados de forma controlada e altamente precisa. Essa tecnologia
garante uma espotagem precisa para microregides, gerando ao final do processo

imagens moleculares de alta resolugéo (Figura 9).
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Figura 9 — Sistema automatizado de deposigao de matriz.

A figura 9 revela o acessorio que possibilita a liberagdo das solugdes de
matrizes, favorecendo assim deposi¢cdo das mesmas em pontos especificos sobre o

tecido analisado (Figura 9B). Para cada spot (coordenada) obteremos por meio de
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analise em MALDI-ToF-ToF um espectro, que sera entdo transformado em uma
imagem quimica. Quanto maior o numero de spots, maior sera a resolu¢do desta
imagem quimica. Um grande volume de dados € gerado em curto espaco de tempo
e com preparacdo de amostra reduzida. Este sistema dispensador de solugdes &
uma ferramenta analitica precisa, pois permite que o sistema gerenciador da
espectrometria de massas do tipo MALDI-ToF-ToF incida o laser nos mesmos
pontos formados anteriormente (Figura 9C) pela impressora quimica. Dessa
maneira, os compostos presentes em cada ponto serdo analisados e a somatoria

desses dados permitird a elaboragdo de uma imagem molecular.

5.1.1 Software ChIP-1000
O software gerenciador do ChlP-1000 permite que os ajustes nos parametros
de impressao sejam realizados durante a experimentagdo. O primeiro passo €&
selecionar o modo de operagdo do equipamento, ou seja, a primeira etapa é
escolher a forma em que a secgdo de tecido sera analisada. O equipamento pode
operar espotando as solugbes de diferentes maneiras através de  areas

retangulares, em que o numero de pontos de espotagem é definido pelo operador

(Figura 10), por areas circulares (Figura 11) ou em faixas (Figura 12).

Image Analygis > ]

Areag |

Create Area

Select 4l

Criagao de pontos de
impressao (spots)

Espotagem em
areas retangulares

Figura 10 — Espotagem em areas retangulares sobre o tecido alvo do estudo.
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A espotagem através do modo retangular possibilita estabelecer o numero de
pontos em que a imagem molecular apresentara através da criagdo de coordenadas
X e Y no tecido estudado. Levando em conta que cada ponto criado sera
posteriormente analisado pelo espectrdmetro de massas, resolugdo da imagem é
dependente deste numero de pontos. Como em uma camera fotografica, determinar
0 numero de pontos e o ter a permissdao de aumentar esse numero de pontos,
funcionaria como o ajuste no numero de pixels da imagem a ser desenhada. Este
tipo de espotagem é adequado para analises que visam um escaneamento refinado
do tecido. Faz-se necessario cuidado cauteloso para que um numero de pontos n&o
sejam selecionados pois comprometeria a reconstru¢gao da imagem. Além disso, os
possiveis pontos que forem selecionados para area de impressdo, ndao devem-se
juntar para que a resolugédo da imagem nao seja comprometida.

Ja as espotagens circulares e/ou em faixas sdo mais adequadas para a
analise de membranas ou de regides especificas de uma seccéo de tecido. Neste
trabalho, sera realizado uma varredura total do tecido, a fim de compreender o
mecanismo de acao e proliferacdo de glioblastoma multiforme.

Apdés a selecdo do modo de operagdo/espotagem do equipamento, o
escaneamento da placa onde é depositado o tecido foi acionado e a area de
impressao foi delimitada, bem como o niumero de pontos a serem criados. O numero
de pontos é determinado pela distancia que foi estabelecida entre o centro de um
spot (ponto) e o adjacente a este. A partir disso, o software estabelece uma relagao
entre a area selecionada e o espagamento entre os pontos.

O préxima etapa consistiu na escolha do método de impresséo. O software
permite a criagcdo de métodos, os quais podem ser armazenados e utlizados como
referéncia. Desta forma, pbde-se criar um método de impressdo da enzima
proteolitica (Tissue digest protocol) e um método para analise de digestos tripticos
(Print Matrix) (Figura 13).
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Figura 13 — Escolha do método de impressao.

Na criagcdo de um método de impressado, faz-se necessario informar ao
equipamento cada passo que sera realizado durante a espotagem, quais solugdes
serdo depositadas e o volume da solugdo que deve ser depositada na area
selecionada (Figura 14). Deve-se informar ao software se um periodo de incubagao
sera adotado, no caso de digestdo das proteinas na presenca de enzimas

proteoliticas.
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Figura 14 — Selecéo dos parametros de impressédo do método escolhido.

Apds a adogcao de um método de impressao, € preciso salvar o experimento

que foi projetado. Em seguida, é necessario informar ao software qual a solugao
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presente em cada um dos canais para que, no momento da aplicagdo do método de
impressao, a solugéo correta seja dispensada corretamente. A partir deste ponto, os
testes de espotagem podem ser iniciados.

Em seguida, os piezos devem ser lavados com solucdo de metanol 100%
(v/v) antes de receberem as solu¢des que serdo utilizadas durante a espotagem no
tecido alvo de estudo. Esta lavagem é realizada sobre um papel filiro e para garantir
que os piezos estejam estéreis e prontos para a impressao. A pressdo nos canais
deve ser ajustada com auxilio de uma bomba a vacuo. Este ajuste de presséo
permite controlar a queda das gotas das solugbes pelos piezos, sendo que os
valores 6timos de pressdo devem ficar na faixa de -0,2 a -0,6 kPa (Figura 15). A
adogao de pressdes negativas garante que a gota s6 sera dispensada com a

aplicacao de uma voltagem, a qual também sera ajustada nos passos seguintes.
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Figura 15 — Imagem da cadmera da ChIP-1000 durante o ajuste de presséo do piezo.

O préximo passo é determinante no sucesso da técnica de MALDI Imaging.
Neste ponto, a impressdo sera ajustada ao se determinar a voltagem com que a
gota sera dispensada e o tempo entre uma gota e outra. Pode-se também
determinar o volume em picolitros que sera dispensado em cada uma das gotas e
quantos ciclos de espotagem sera realizado e sua frequéncia, pois € muito

importante observar se a solugdo que esta sendo dispensada esta sendo absorvida
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pelo tecido antes que um novo ciclo de espotagem se inicie. Esses parametros
conferem a técnica alta precisdo, resolucdo e reprodutibilidade. Portanto, faz-se
necessario um ajuste fino e preciso nesta etapa, para que bons resultados sejam
alcancados. Na Figura 16 pode-se observar como estes parametros sao

selecionados.
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Figura 16 — Ajuste dos parametros de espotagem através do sistema de controle dispensador de
solucdes, onde voltagem e tempo podem ser selecionados para melhor atender o processo de
impresséo.

Para cada tecido analisado, todos os valores apresentados anteriormente
devem ser determinados. Por exemplo, um tecido A pode n&o adsorver tdo bem uma
determinada solugdo de matriz e neste caso, o volume de cada gota devera ser
menor, resultando em um grande numero de ciclos de espotagem. Num tecido B, se
as gotas sdo rapidamente adsorvidas pelo tecido,a gota pode ter um volume
superior ao utilizado no tecido A, tendo um numero de ciclos reduzido, ja que o

volume total depositado geralmente € o mesmo.
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O ajuste destes parametros mostra que a técnica é delicada e exige certa
percepg¢do do pesquisador. Diversos testes sdo feitos antes do inicio da analise
propriamente dita para que valores préximos dos ideais sejam estabelecidos.

Com o ajuste correto do dispensador, a espotagem pode ser iniciada (Figura
17). Embora o equipamento faga a espotagem automatica, é recomendavel que haja
um monitoramento constante da espotagem, pois alteragdes na direcdo da gota
podem ocorrer durante a impressao; a solu¢cédo no dispensador pode se esgotar; o
volume da gota pode estar excessivo e elas podem se unir, gerando perda de
resolugdo ou ainda o tecido pode se tornar saturado e n&o mais absorvendo a
solugdo. Os parametros devem entdo ser reajustados caso alguns desses
problemas acontecam. E preciso também ter cuidado com os canais que dispensam
matriz, ja que esta pode cristalizar dentro do canal. Por diversas vezes é adequado

que se lave o canal com metanol 100% (v/v) para evitar a obstru¢ao do piezo.

Figura 17 — Espotagem por impressora quimica ChIP-1000.

Com o término da espotagem, algumas medidas de limpeza devem ser
adotadas para garantir a integridade do equipamento. Assim, os piezos devem ser
exaustivamente lavados com solugéo de metanol 100% (v/v). A bomba de vacuo que
auxilia a manter a pressdo negativa do sistema deve ser avaliadaperiodicamente.
Além disso, a manutencgéao por pessoal especializado necessariamente deve ocorrer,
ja que os acessorios como 0s piezos sdo extremamente sensiveis.

O experimento na impressora quimica é finalizado com o armazenamento das
coordenadas criadas nesta experimentacdo forem salvas em formato txt para

importacdo dos mesmos para o software gerenciador do MALDI ToF-ToF.
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5.1.2 Software LaunchPad — ChIP Imaging Experiment

Ao término da espotagem e com o arquivo de coordenadas salvo, 0 proximo
passo € a transferéncia destes dados para o espectrémetro de massas MALDI ToF-

ToF (AXIMA Performance - Shimadzu). No software LaunchPad é necessario

escolher a opgao Chlp Imaging Experiment em Automation (Figura 18).

4. 14 MS0001 - MALDI-MS

File Edit View Instrument BENGINEWRGN Processing  Help
= | Method Editar.., peckrum v | Profiles: | 1-295 v Masses: | 1-5006 -N-)l
—u ——  fwto Experirment, .. J -
Data: 14 MS0001.ET[c] 17 S 1/5ep 2010 10:01
Shimadzu Biotech Axima Pe — E e Reflectron, Fower: 60, Blanked, P.Ext. @ 2300 (hin 93}
%int. 139 my Profile 324
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Figura 18 — Para inicio da analise no espectrOmetro é necessario selecionar a op¢cdo ChIP Imaging

Experiment no software LaunchPad.

Apoés carregar o arquivo de coordenadas criadas e oriundas do gerencioador
da Chip-1000, uma ilustragédo da placa que contém as amostras/tecidos € exibida em
uma nova janela (Figura 19). Neste momento, o software deve ser comunicado qual
regido trata-se do tecido (em laranja na figura 19) e qual se refere ao calibrante (em

azul na figura 19).
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ChIP Imaging Experiment - Designate Spots

Designate which regions will be used for imaging and which will be used for calibrating the
instrument.

Image Calibration
+ APMS1

i) There must be at least one calibration spot defined in order to
proceed ko the next stage of the experiment setup.

< Back Mext = Cancel

Figura 19 — Indicagéo de calibrante e tecido no software que gerencia as analises de espectrometria
de massas.

Com as regides delimitadas e devidamente identificadas é necessario realizar
o alinhamento da placa dentro do espectrometro de massas (Figura 20). Este
alinhamento deve ser feito de acordo com o modelo da placa utilizada (Slide
Alignment) ou de acordo com a posi¢do do tecido em estudo na palca utilizada
(APMS1). Esta opgao garante que um alinhamento preciso seja feito e que as
coordenadas oriundas da Chlp-1000 sejam interpretadas de forma correta no

espectrometro de massas.
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ChIP Imaging Experiment - Align Plate

The sample plate can be aligned using the registration marks on the slide, or using specific print

positions.
=@ align plate...

rarks

Wiy Select which paints wou wish to use as alignment reference
poinks, then click Align Plate.

< Back | Mext = | Cancel

Figura 20 — Op¢des de alinhamento do tecido a ser analisado.

Apds o procedimento de alinhamento, os parametros em que os dados de
massa serao adquiridos devem ser ajustados. Em Acquisition parameters, os dados
como poténcia do laser, faixa de massa, numero de shots por coordenada € 0 modo
de operacéo serédo importados do software LaunchPad. A opcéo Peak processing &
utilizada para determinar os parametros de processamento dos dados que serao
gerados. Ja a opcgao Calibration € utilizada para que o equipamento tenha uma lista
de massas conhecidas (calibrantes) como referéncia. Dentre as diversas listas

armazenadas, deve-se escolher a que corresponde com o calibrante depositado na

placa. Estas opgdes podem ser visualizadas na Figura 21.



Specify the operational parameters that will be used for each of the image regions and calibration
spoks.

=% APMS2
& APMS]

right-click, or press Space,

Acquisition Parameters...

|

Peak Processing...

|

Zalibration...

|

G0 ko APMSE

i) To activate/deactivate each analysis spot, double-click,

< Back
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Figura 21 — Selecdo de parametros de aquisicao de dados, processamento dos dados e calibragéo.

O ultimo passo desta etapa é autorizar o inicio da analise. Neste momento, o

espectrometro de massas percorrera toda a amostra/tecido (Figura 22), de acordo

com as coordenadas oriundas da ChIP-1000, a fim de obter uma infinidade de

espectros de massas que serdo posteriormente transformados em imagens

moleculares.

The s e ey

Aquisicdo de dados para
cada um dos pontos
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experimento

Tempo requerido para término do

Figura 22 — Aquisicéo dos dados de espectrometria de massas para cada um dos pontos.
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5.1.3 Biomap

Apds a aquisicédo dos espectros de massas de cada ponto impresso no tecido,
uma imagem molecular sera elaborada a partir desses dados analiticos. A
visualizacdo dessa imagem € baseada na reconstrucdo multiplanar que permite a
extracdo de cortes arbitrarios a partir de um volume 3D. Outras caracteristicas
ligadas a visualizagdo séo sobrepostas de dois conjuntos de dados individuais. O
software Biomap versao 3.7.5.2 (Novartis Institutes, Biomedical Research) disponivel
em http://www.maldi-msi.org. utiliza uma representagdo em quatro dimensdes de
dados de imagem. As primeiras trés dimensbes sao usadas para descrever a
posicao de um voxel no espago, a quarta dimensdo esta reservada para os
parametros independentes, tais como tempo, massa ou comprimento de onda.

Este software permite trabalhar com os dados oriundos do software do
espectrometro de massas (LaunchPad). O primeiro passo € importar estes dados no
formato MSI (Figura 23). Os outros formatos de importacdo sdo compativeis com

outros experimentos e/ou com outros equipamentos de espectrometria de massas.

| BioMAP 3.7.5.2 provided| by Novartis Institutes for BioMedical Research
=N Edit  Lawout ‘Window Display Roi Analysis Tools Help

100 000
Bruker

Export # Dicarmn

MIRF 3
Pixmap

1] 100

Exit

0.000000
E kK

Figura 23 — Para importar dados oriundos de Axima Performance (Shimadzu) é necessario selecionar

a opgao MSI.

Em seguida, uma janela com nome MS/ Import se abrira (Figura 24). Um
intervalo de relagao massa/carga (m/z) pode ser definido. Nesta janela € necessario
fornecer um numero adequado no campo Bin Size. Esta fungao relaciona-se

diretamente com a resolugédo da imagem, a qual é dependente da qualidade dos
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espectros gerados. Quanto maior este numero, menor a resolugdo da imagem

gerada. Com o valor adequado, é possivel realizar o update da imagem.

Intervalo de massa
a ser visualizado

EMSI ‘mpor? Resolugéo da

mé'z Bin Size — imagem
0999208 |5005.99 |1

[ata Points Import D ata Size

141855 271 512 ME

Too many data points, increaze bin size
File Dimengions: 29 % 33 = 141856

Lpdate | Rezet | Cancel

Figura 24 — Update de imagem segundo resolugao e faixa de m/z.

A partir disso uma imagem é gerada e esta representada na Figura 25.

& BiokaP 3.7.5.2 provided by Novartis Institutes for DioMadical Resaarch

Fle Edt Layout ‘'Window Dbplay Rol Anabss Took Help Imagem carregada
I
4
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L D00000

®lslole)
SRR

3 £ 14 Ke | New

Figura 25 — Imagem molecular gerada pelo software Biomap.

Como pbOde ser visto na figura anterior, a imagem gerada adquiri uma
coloracédo negra. O préximo passo é ajustar as opgdes para o tratamento da

imagem. Escolhendo a op¢ao Analysis e selecionado a op¢ao Point dentro de opcgéo
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Plot (Figura 26), pode-se ter acesso a fungdo. E necessario habilitar a fungéo
Baseline correction em Config > Options (Figura 27) para que o ruido dos espectros
seja minimizado.

Ainda na janela Plot Tool, pode-se viasualizar o espectro da imagem gerada.
Um faixa de relacdo massa/carga pode ser selecionada para que uma determinada
area do espectro seja ampliada (Figura 28) e uma relacdo massa/carga que seja

interessante observar, possa ser selecionada na imagem gerada (Figura 29).

| BioMAP 3.7.5.2 provided by Novartis Institutes for BioMedical Research
File Edit Lavout ‘window Display  Roi BEGEEEN Tools  Help

ﬂ i‘ I27E7.0 His agram k

Prafile Global  *
Pixelscan
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mMSub ROI
MRI

Figura 26 — Acesso a opgéao Plot Tool.
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Figura 27 — Na janela Plot Tool é possivel selecionar a opgao Base line correction e promover o
aperfeicoamento da qualidade do espectro correspondente a imagem molecular.
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# Plot Tool

File Config
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massa a ser
observada na imagem

]
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Figura 28 — Na janela Plot Tool, pode-se selecionar faixas de relagdo massa/carga especificas.
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[ Y
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Pogition: [1750.43, 80.8341], #1E686,

Figura 29 — Selecionando faixas de relagdo massa/carga, pode-se obter uma melhor visualizagdo do
espectro.
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e

O proximo passo € escolher uma das escalas de cores disponiveis no
software Biomap (Figura 30). A diversidade de escalas favorece os diferentes tipos

de imagem que seréo construidas.
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Figura 30 — Lista de escala de cores disponiveis a serem aplicadas a imagem.

A escala de cor selecionada é mostrada na janela principal do software e
ajustes de brilho e contraste podem ser feitos alterando-se os numeros ao lado da
barra de ajustes de cores (Figura 31). Esse ajuste facilita a visualizagcdo da
distribuicdo das relagcdes massa/carga anteriormente selecionada e permite que os
ions que estejam presentes em determinadas regides do tecido sejam visualizados
mesmo que se apresentem em baixa intensidade. As imagens construidas
apresentam uma notéria riqueza de informacdo em decorréncia aos ajustes da

escala e aos ajustes no brilho e no contraste. (Figura 32).
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Figura 31 — Visualizag&do da escala de cor selecionada (a esquerda na imagem) e o ajuste da
intensidade de cores (brilho e contraste — a direita na imagem).

Figura 32 — Representagdo de uma mesma imagem com diferentes ajustes de brilho e contraste.
Esse ajuste auxilia na visualizagdo dos ions de interesse.
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5.2. Analise Histoquimica d2 Glioblastoma Multiforme

As imagens histoquimicas contidas na Figura 33 ilustram as caracteristicas de
um glioblastoma multiforme analisado no presente trabalho sob coloragdo com

hematoxilina e eosina.

Figura 33 — Caracteristicas morfologicas tipicas de glioblastoma multiforme. Coloragéo: Hematoxilina-
eosina. (A) Aspecto geral de um glioblastoma multiforme (40x). (B) as células apresentam
prolongamentos curtos que se entrecruzam, criando um fundo fibrilar que é proprio dos gliomas em
geral e dos astrocitomas em particular (400x). (C) Em certas areas as células tém citoplasma mais
abundante (400x). (D) atipias nucleares. (E) Proliferagdo vascular - vasos espessos, freqiientemente
com trombose (400x). A trombose € importante na génese das areas de necrose proéprias dos
glioblastomas. (F) Necrose - geralmente do tipo coagulativo, que pode corresponder a quase
totalidade da massa do tumor (100x). Imagens retiradas de:
http://anatpat.unicamp.br/nptglioblastoma1.html (acessado em 28/09/2010).

Geralmente, para o desenvolvimento da técnica de MALDI /maging, duas

secgoes de tecido sdo normalmente utilizadas, onde uma é corada histologicamente
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(tipicamente com hematoxilina e eosina) para avaliagdo Optica e a segunda, é
submetida a investigada por MSI. A regido do tecido selecionada para analise por
MALDI Imaging pode ser visualizada na Figura 34 por meio da coloracdo com

Hematoxilina-eosina.

Figura 34 — Regido do tecido utilizada para desenvolvimento da técnica de MALDI Imaging.
Coloragao: Hematoxilina-eosina (aumento 400x).

Nessa imagem, a presenca do tumor gera uma desestruturacdo do
citoesqueleto celular, a qual é caracterizada pelo aspecto difuso das células
revelado por meio da técnica de coloragdo com hematoxilina-eosina. No centro
dessa imagem, é possivel observar uma area de necrose, sendo que nas bordas, ha

um adensamento celular ocasionado pela hipdéxia do tecido.

5.3. Espotagem automatica

Em relacédo a segdo que foi submetida a investigcao por MALDI Imaging,
trata-se de uma seccgéo de tecido subsequente ao apresentado na Figura 34 e foi
utilizada para espotagem das solugbes de tripsina e de matriz com o auxilio da
impressora quimica ChIP-1000 (Shimadzu). Faz-se necessario ressaltar que esta
etapa é determinante na qualidade dos resultados, uma vez que, a selecdo dos
parametros de ajustes da impressdo € o que permirte a obtencdo de excelentes
aquisicoes de dados pelo espectrometro de massas, e consequentemente, a

obtencao de imagens moleculares de alta resolucao.
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Foram realizados testes com diferentes concentragbes da matriz acido
cinamico: 5 mg/mL, 10 mg/mL e 15 mg/mL. A espotagem que apresentou uma maior
resolugao (spots individualizados e bem delimitados) foi obtida com o valor de 10
mg/mL, sendo que esta concentracdo foi adotada para a anadlise deste tecido
durante todo o processo de desenvolvimento da técnica.

Sendo assim, uma area contendo uma are de 12 mm? (3x4 mm) foi
selecionada como a area de espotagem e as coordenadas (X e Y) foram
determinadas, adotando-se a distancia de duzentos e cinquenta ym de centro a
centro de cada spot. O método de espotagem consistiu de trés passos:

1. Espotagem da solugéo de tripsina contendo 20 mg/mL da enzima tripsina
em 20 mM de tamp&o NH4HCO; (pH 8,0) com volume de 120 pL por ciclo;

2. Incubagao da placa contendo o tecido em estudo por duas horas em estufa
a 37°C;

3. Espotagem de solugcdo de matriz contendo 10 mg/mL de acido cinamico
(CHCA) em solucao acetonitrila 50% (v/v) contendo TFA 0,1% (v/v), com volume
total de 20 nL de matriz aplicada em cada um dos mesmos pontos do passo 1.

Durante o processo, foi observado uma saturagao de solugao de tripsina pelo
tecido nos ciclos finais do processo de espotagem, sendo assim, foi necessario
estabelecer um intervalo de pausa por 5 segundos entre um ciclo e outro para que a
solugéo de tripsina pudesse ser absorvida pelo tecido antes de um novo ciclo se
iniciasse. O mesmo procedimento foi aplicado a espotagem da matriz acido
cinamico. Este procedimento garantiu que os spots mantivessem sua localicdo e néo
houvesse unido de spots adjacentes, garantindo assim, uma espotagem de alta
qualidade.

Além disso, foi observado a dificuldade de se controlara direcdo e o volume
da gota da solugéo de tripsina que € dispensada pelo piezo. Ja para a solugao de
matriz, este procedimento foi relativamente mais rapido quando comparado a
tripsina devido as diferentes densidades dessas solugdes. Como a solugcéo de matriz
€ mais densa, o controle de ajustes da gota melhor padronizados. Entretanto, foi
necessario realizar lavagens peridédicas no piezo com solugdo de metanol 100%
(v/v), uma vez que, a matriz se cristalizou no interior do piezo apdés um periodo de
espotagem.

O controle da gota que é dispensada pelo equipamento é importante para que

as solugdes sejam dispensadas exatamente sobre a area do tecido selecionada,
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pois a resolucao da imagem molecular a ser obtida é determinada por estes fatores
de ajustes.

Acredita-se que, o teste desses parametros de ajustes da gota e a
persisténcia em se obter uma boa espotagem, tenha permitido a obtencédo dos
6timos resultados que serdo apresentados a seguir. O resultado da espotagem pode

ser visualizado na Figura 35.

Figura 35 — Espotagem da solug&o de tripsina e da matriz acido cindmico pelo tecido de glioblastoma
multiforme. A linha de cor preta delimita a area do tecido. Na parte superior do tecido, calibrantes

peptidicos (SIGMA) foram espotados manualmente.

5.4. Analise em MALDI ToF-ToF

Apds a espotagem das solugdes de tripsina e de matriz no tecido em estudo,
o préximo passo foi submeter a placa com o tecido no espectrometro de massas do
tipo MALDI ToF-ToF (AXIMA Performance, Shimadzu).

O primeiro procedimento foi informar ao software LaunchPad mencionado
anteriormente, qual é a area do tecido a ser analisado e a area em que calibrante
esta espotado.

Em seguida, os parametros de operacédo do espectrdmetro de massas foram
selecionados, entre os quais estdo: no modo reflectron positivo, 700 a 3.500 Da
como faixa de relagdo massa carga, poténcia do laser de 65 e 50 shots por spot. A
anadlise de espectrometria de massas foi iniciada pelo calibrante, sendo que o
equipamento toma os valores de massa/carga do calibrante como referéncia para a
analise do tecido. Apds a analise do calibrante, o espectrdbmetro de massas segue
automaticamente para a analise do tecido, incidindo 50 shots de laser em cada uma

das coordenadas importadas da impressora quimica ChlP-1000.
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Para cada coordenada, somam-se os 50 espectros gerados (oriundos dos 50
shots). Ao final do experimento, um arquivo com a somatoéria de todos esses

espectros de massas pode ser visualizado (Figura 36).

Data: CHIP0012.APMS1[c] 28 Apr 2010 14:05 Cal: Peptideos MS 28 Apr 2010 13:57
Shirnadzu Biotech Axima Performance 2.8.4.20081127: Mode Reflectron, Power: 60, Blanked, P.Ext. @ 2300 (hin 93)
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Figura 36 — Espectro gerado por meio da analise por MALDI ToF-ToF da regi&do do tecido de
glioblastoma multiforme analisado no presente estudo.

5.5. Obten¢ao da Imagem molecular da secg¢do de Glioblastoma Multiforme
em estudo.

A técnica de MALDI Imaging tem como finalidade a reconstru¢édo molecular de
uma seccao de tecido a partir dos dados de espectrometria de massas. Uma
impressora quimica possibilita a espotagem de solugdes de enzimas e de diferentes
matrizes de forma precisa e reprodutivel, sendo que o espectrémetro de massas tem
a capacidade de unir os dados de cada coordenada projetada na impressao,
exatamente como uma camera fotografica ou como um televisor faz. Uma imagem
Optica é transformada em uma imagem quimica através da leitura (presencga) de
proteinas, peptideos, lipideos ou qualquer outra macromolécula presente em cada
ponto da impressao quimica realizada.

Primeiramente, foi possivel visualizar a imagem molecular do calibrante,
depositado préximo ao tecido analisado. A Figura 37 mostra o calibrante através das

coloragdes mais intensas da escala apresentada a seguir.
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— = Calibrante

100

Figura 37 — Reconstrugdo da imagem do ion 2465 m/z, o qual € um dos peptideos calibrantes -que
foram depositados préximos ao tecido em estudo.

Apds este procedimento, uma primeira imagem pode ser obtida pelo software
LaunchPad, como parte integrante na obtencdo de uma imagem molecular para o

tecido glioblastoma multiforme. A figura 38 mostra essa analise inicial.

100

Figura 38 — Imagem molecular obtida pelo software LaunchPad.

Essa imagem molecular pdéde ser adquirida e redesenhada pelo software

Biomap, o qual foi adotado neste trabalho. Em ambos os softwares, a identificagéo
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das proteinas pode ser realizada ao selecionar um unico ponto da imagem, pois um
espectro de massas correspondente a este ponto pode ser visualizado e submetido
a identificagdo de proteinas pelas ferramentas de bioinformatica associados a eles.
Ja na Figura 39, a evidencia a imagem molecular dos digestos tripticos do tecido de

glioblastoma multiforme.

100

Figura 39 — Imagem molecular dos digestos tripticos de regido de tecido de glioblastoma multiforme
reconstruida pelo software Biomap.

A reconstrugcédo da imagem molecular permite realizar inferéncias a cerca- da
intensidade dos ions em cada ponto da impressdo. Na escala apresentada neste
figura, a cor vermelho representa baixa intensidade de um determinado ion
molecular ao longo do tecido; a coloracdo verde indica média intensidade, e a
coloragéo azul indica alta intensidade do ion molecular. A partir dessas observagdes,
nota-se que é possivel observar a distribuicdo de diferentes ions moleculares, suas
localizagbes e suasintensidades pelo tecido analisado. Para que a técnica de MALDI
Imaging seja reprodutivel e auxilie na localizagdo dos compostos por todo o tecido,
uma imagem histoquimica, geralmente corada com hematoxilina-eosina, foi
preparada paralelamente a imagem molecular. A figura 40 compara as trés imagens

obtidas nessa técnica de MALDI Imaging.
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Figura 40 — Comparacao de: (A) imagem histoquimica corada com hematoxilina-eosina; (B)
Espotagem da regido do tecido com a impressora quimica (C) imagem molecular de digestos tripticos
criada pelo software LaunchPad.

A area selecionada para impressao foi uma area retangular ao redor do
tecido, sendo que o tecido possui outra morfologia. Sendo assim, na figura 40 (B) e
(C) a linha continua de cor preta delimita o tecido com a regido externa a ele. Porém,
a area externa na imagem molecular é constituida somente da matriz acido
cindmico, sendo as informac¢des dessa regido descartadas.

Embora essa abordagem seja robusta, alguns problemas dealinhamento entre
as secgOes de tecido utilizadas, uma na coloragdo com HE e a outra utilizada na
reconstrucdo de imagem molecular, podem ocorrer. Para que este problema de
alinhamento seja diminuido, Chaurand e colaradores (2004) desevolveram um
protocolo que utiliza laminas de vidro opticamente transparentes como placas-alvo,
as quais possuem uma fina camada condutora na superficie, juntamente com o
tecido destinado a MALDI MS. Isso torna possivel a avaliagdo microscépica de um
corte de tecido por um patologista seguido pela imagem molecular da mesma
seccao de MSI. Entretanto, sabe-se que a sobreposicdo perfeitamente igual das
imagens €& pouco provavel, ja que um tecido pode ndo serigual em toda sua
extensdo. O importante é que os protocolos sejam bem executados para que as
diferencas sejam reduzidas ao maximo.

Em relacdo as proteinas identificadas no presente estudo e suas localiza¢des
no tecido alvo, as mesmas serdo destacadas sob o ponto de vista da identificagédo
protebmicas pelas ferramentas de bioinformatica. No entando, dados de imagens
moleculares as evidenciardo para melhor atender como imagens moleculares foram
obtidas e o quao a técnica de MALDI Imaging responde as expectativas na

identificacdo de proteinas importantes e sua distribuicdo pelos tecidos. Para cada
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proteina identificada neste estudo, duas relagdes massa/carga foram adotadas para
auxiliar a reconstrugdo de uma imagem molecular para cada proteina. Nessa
perspectiva, a reconstrucdo de uma imagem molecular para diferentes ions
moleculares de uma mesma proteina e a sobreposigcdo delas, vem ratificar a
distribuicdo pontual de uma determinada proteina pelo tecido analisado. Neste
estudo, sera possivel observar que, a distribuicdo dos ions moleculares &€ muito
semelhante, mas nao é idéntica em virtude de que os ions estarem presentes em
diferentes intensidades na amostra analisada. Baseado nessas observacdes, para
cada imagem molecular, uma imagem histoquimica foi adicionada para fins de
comparagao e para promover um mapa ilustrativo da localizagdo das proteinas
identificadas nesse estudo. As figuras 41 a 55 mostram o estudo de MALDI Imaging
para as proteinas identificadas no presente estudo que obtiveram scores superiores

a 30, como uma forma de privilegiar as identifica¢gdes mais confiaveis.

Figura 41 — Proteina Tumor necrosis factor receptor superfamily member 4. (A) imagem histoquimica
— coloragdo com HE; (B) imagem do ion molecular 2799,19 m/z; (C) imagem do ion molecular
3112,37 m/z.
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2993476 m/z 3396041 m/z

Figura 42 - Proteina Tumor necrosis factor receptor superfamily member 17. (A) imagem
histoquimica — coloragdo com HE; (B) imagem do ion 2993,76 m/z; (C) imagem do ion 3396,41 m/z.

10

TOR 22 m/z 2964, 28 miz

Figura 43 — Proteina Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D4. imagem histoquimica — coloragdo com HE;
(B) imagem do ion 708,23 m/z; (C) imagem do ion 2964, 26 m/z.

&

3364, 48 miz

Figura 44 — Proteina Calponin-2. (A) imagem histoquimica — coloragédo com HE; (B) imagem do ion
1449,44 m/z; (C) imagem do ion 338,48 m/z.
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100

Figura 45 — Proteina Cocaine- and amphetamine-regulated transcript protein. (A) imagem
histoquimica — coloragdo com HE; (B) imagem do ion 2258,31 m/z; (C) imagem do ion 3141,17 m/z.

100

12620 46 m/z

Figura 46 — Proteina Cutaneous T-cell ymphoma-associated antigen 4. (A) imagem histoquimica —
coloragédo com HE; (B) imagem do ion 672,17 m/z; (C) imagem do ion 1262,46 m/z.

100

20140, 72 miz

Figura 47 — Proteina Cysteine-rich PDZ-binding protein. (A) imagem histoquimica — coloragéo com
HE; (B) imagem do ion 968,46 m/z; (C) imagem do ion 2010, 72 m/z.
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2056/09 m/z

Figura 48 — Proteina Guanine nucleotide-binding protein G. (A) imagem histoquimica — coloragéo
com HE; (B) imagem do ion 1470, 71 m/z; (C) imagem do ion 2056,09 m/z.

1841,89 m/z

Figura 49 — Proteina Host cell factor 2. (A) imagem histoquimica — coloragdo com HE; (B) imagem do
ion 1841, 89 m/z; (C) imagem do ion 2411,29 m/z.

2107f97 m/z S 3024404 m/z

Figura 50 — Proteina Integrator complex subunit 6. (A) imagem histoquimica — coloragdo com HE; (B)
imagem do ion 2107, 97 m/z; (C) imagem do ion 3024,04 m/z.
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2344, 87 m/z

Figura 51 — Proteina Microcephalin. (A) imagem histoquimica — coloragdo com HE; (B) imagem do
ion 2344,97 m/z; (C) imagem do ion 3396,41 m/z.

Figura 52 — Proteina Parafibromin. (A) imagem histoquimica — coloragdo com HE; (B) imagem do ion
1307, 66 m/z; (C) imagem do ion 2286, 81 m/z.

995,93 m/z

Figura 53 — Proteina Parathyroid hormone-related protein. (A) imagem histoquimica — coloragdo com
HE; (B) imagem do ion 995,93 m/z; (C) imagem do ion 3449,37 m/z.
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997 41 m/z : 1995, 04 m/z

Figura 54 — Proteina RAB3A interacting protein. (A) imagem histoquimica — coloragdo com HE; (B)
imagem do ion 997,41 m/z; (C) imagem do ion 1995,04 m/z.

986 45 m/z

Figura 55 — Proteina Raftlin. (A) imagem histoquimica — coloragdo com HE; (B) imagem do ion
956,45 m/z; (C) imagem do ion 1154,40 m/z.

Pode-se notar que a técnica de MALDI Imaging é altamente eficaz para um
estudo da distribuicdo de moléculas de interesse pois a espotagem/impressao e a
subsequente andlise por espectrometria de massas, fornecem uma enorme
quantidade de dados de elevada qualidade, que permitem adicionalmente conhecer

a intensidade dos compostos presentes em um tecido.

5.6. Identificagcao das proteinas
Apobs a obtencéo dos espectros de massas de cada ponto impresso no tecido,
aproximadamente, 40 proteinas foram reveladas no processo de identificagdo das

mesmas pelas ferramentas de bioinformatica.
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A Tabela 2 contém as informag¢des relacionadas com a abordagem
protedmica classica de identificacdo de proteinas, onde os seguintes parametros
devem ser observados para cada proteina: codigo de acesso, identificacédo, fungao
no GeneOntology, localizagéo celular, fungado, score, porcentagem de cobertura ou

matched, delta e relagcdo massa/carga.
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Faz-se necessario explicar alguns parametros que ratificam a identificacao
das proteinas desse estudo.

O codigo de acesso indicado na tabela, evidencia o numero através do qual a
proteina é identificada no banco de dados no qual ela esta depositada. A fungao
descrita para cada proteina foi evidenciada pela ferramenta GeneOntology (em
http://www.geneontology.org/), o qual é oriunda de um consércio que reune a
descricdo de produtos génicos presente nos diferentes bancos dados, fornecendo
para o usuario, informacgdes a cerca de componentes celulares, fungdes moleculares
e de processos biologicos.

Quando uma busca por identificagéo é realizada com auxilio de um banco de
dados, os dados submetidos s&do confrontados com a sequéncia de proteinas
depositadas neste banco. Este procedimento revela qual a porcentagem de
aminoacidos é idéntica ou similar aquelas depositadas nos bancos de dados. Esta
variavel é representada pelo nome de cobertura ou matched, ou seja, a parte da
sequéncia que esta presente na amostra analisada e que foi localizada na sequéncia
da proteina depositada no banco de dados, seja ela por identidade ou por
similaridade.

Outro dado importante estdo contidos no item “Delta” da tabela 2, os quais
foram obtidos por meio da subtragéo dos valores da relacdo massa/carga esperada
(os dados da proteina depositada) e da relacdo massa/carga observada,obtidos na
analise por espectrometria de massas. Este valor indica o quanto os valores de
relacdo massa/carga submetidos estdo proximos aos valores depositados no banco
de dados, representando a qualidade e a precisao da técnica de MALDI Imaging.

Dentre as proteinas identificadas, foram reveladas proteinas relacionadas
com a estrutura celular, como por exemplo, a organizagao celular do citoesqueleto,
ciclo celular, interagbes célula-célula e célula-matriz e, com a patologia caracteristica
do tecido analisado, como por exemplo, proteinas que estdo envolvidas com o
sistema imune, apoptose, necrose e etc. A figura 56 demonstra as principais fungbes
das proteinas identificadas neste estudo, entre elas proteinas envolvidas com o
processo de Modificagcdo pds-traducional, Controle metabdlico, Transducao de sinal,
Imunidade, Apoptose, Ciclo celular, Organizagéo do citoesqueleto, Adesao celular e
comunicagao, Ligacado de proteina, Integral a membrana e proteinas que ainda néo

foram caracterizadas, portanto, proteinas ndo determinadas.
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A categoria identificada como n&o determinada contém as seguintes
proteinas: Putative protein FAM41, Coiled-coil domain-containing protein 152, ATP-
synthase subunit s-like protein, LON peptidase N-terminal domain and RING finger
protein, Serpin-like protein HMSD e RAB3A interacting protein. Essas proteinas
foram agrupadas na categoria “ndo determinada”, pois ndo possuem fungao

relacionada com nenhum dos dois grupos agrupados neste trabalho.

Fungoes das proteinas

Integral &
moembrana
Ligagiode S% tModificacio pos-
pr::; 1 ) e traducional
~ Nédo determinada 5y,
14%
Controle
Adesio celular o metabolico

comunicagio 7%

%

Ciclocelular
7%

Figura 56 — O grafico 1 representa as Fungdes das proteinas identificadas segundo categorias
elaboradas.

Um desafio da técnica de MALDI Imaging ainda € o aperfeicoamento dos
valores de scores das proteinas identificadas neste estudo. Esta variavel representa
numericamente o qudo significativo a identificacdo proposta é valida. Como
visualizado na tabela 2, os scores variaram de 20 a 38. Na abordagem de analise
protedmica classica, estes valores seriam insuficientes para que as identificagcdes
obtidas fossem validadas.

Entretanto, como essa técnica é inovadora e muitos dos parametros analiticos
ainda estdo em desenvolvimento, como por exemplo, os de preparagdao do
tecido/amostra, os de espotagem/impressao e/ou os de analise por espectrometria

de massas, muitas coisas ainda podem ser aprimoradas e consequentemente, 0s
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valores de scores serao significativamente maiores. Faz-se necessario lembrar que,
esta € uma analise in situ, existindo uma grande probabiliade de apresentar muitas
proteinas em um s6 ponto, o que pode comprometer consideravelmente, a
identificacdo das proteinas. Desta forma, para cada coordenada criada neste estudo,
uma ou varias proteinas podem ter sido digeridas ao mesmo tempo. Uma vez que os
dados oriundos da espectrometria de massas submetidos as ferramentas de
bioinformatica em busca da identificagdo das proteinas, os valores de massa/carga
dessas diversas proteinas podem estar reunidas em um unico espectro. Essa unido
de dados oriundos de diferentes proteinas pode ser um dos problemas que
acarretaram em scores com valores abaixo dos permitidos para validagdo dos
resultados da bioinformatica protedmica.

Para algumas das proteinas identificadas no presente estudo, existem citagdes na
literatura que as relacionam com tumores, e em muitos casos, elas estdo diretamente
relacionadas com glioblastoma multiforme. A seguir, serédo descritas as principais fung¢des
exercidas e algumas caracteristicas das proteinas Tumor necrosis factor receptor e
Ubiquitina, as quais foram citadas anteriormente na tabela 2. As demais proteinas nao serdo

caracterizadas com detalhes, uma vez que, este estudo nao foi finalizado.

Tumor necrosis factor receptor

Segundo BRADLEY e colaboradores (2001), receptores associados a fatores de
necrose tumoral (TRAFS) foram inicialmente descobertos como proteinas adaptadoras que
se acoplam a receptores da familia de necrose tumoral, especificamente envolvidas com
sinalizacdo celular. Recentemente, esses fatores de necrose tumoral também tém se
mostrado como transdutores de sinais de membros da familia Toll/interleukin-1. Seis
membros da familia TRAF ja foram identificados. Todas as proteinas TRAF compartilham
uma regido homoéloga denominada C-terminal do dominio TRAF, a qual é capaz de se ligar
ao dominio citoplasmatico de receptores, e a outras proteinas TRAF. Além disso, TRAFs 2 -
6 tém anel e motifes de zincfinger que sdo importantes para a sinalizagdo de eventos
downstream. As proteinas TRAF s&o importantes reguladores de alguns mecanismos
importantes com morte celular e resposta celular ao estresse, enquanto que TRAF2, TRAF5
e TRAF6 foram demonstradas como mediadores da ativacdo de NF-kB e JNK. Proteinas
TRAF s&o expressas em tecidos normais e doentes de uma forma regulada, sugerindo que
elas desempenham um papel importante em processos fisiologicos e patoldgicos.

Fator de necrose tumoral (TNF) é uma proteina chave na sinalizagdo do sistema
imunitario. Como uma citocina reguladora, TNF orquestra a comunicacéo entre células do

sistema imunolégico e controla muitas de suas fungdes (1). TNF é mais conhecida por
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apresentar o papel de conduzir as defesas imunitarias para proteger uma area localizada de
invasdo ou lesdo; além disso, também, ela esta envolvida no controle da sobrevivencia ou
morte das células-alvo. (FAUSTMAN 2010). Sao estruturalmente relacionados com
moléculas que modulam um amplo espectro de respostas, incluindo a ativacdo de varios
genes envolvidos em respostas em inflamatérias e imuno-regulagéo, proliferacdo celular,
respostas anti-virais, a inibicdo do crescimento e morte celular (BRADLEY et al. 2001).

A proteina TRAF4 foi identicado por triagem de uma biblioteca de cDNA de cancer
de mama derivadas de linfonodos metastaticos. Originalmente, ela foi denominada CART1
(BRADLEY et al. 2001). TRAF4 localiza-se predominantemente no nucleo celular, e nao foi
mostrada como uma proteina regulamentadora de sinalizacado através de receptores da
superficie celular. Ensaios in vitro demonstraram que TRAF4 pode interagir com LTbR, e
com o receptor de fator de crescimento do nervo p75, mas n&o apresenta interacado com
TNFR1, TNFR2, Fas ou CD40 (Krajewska et al., 1998). TRAF4 ¢ altamente expressa
durante a embriogénese de rato, mais notadamente no sistema nervoso central e periférico
(Masson et al., 1998). Em ratos adultos, ela é expressa no hipocampo e no bulbo olfatério,
mas ndo em outros tecidos normais (BRADLEY 2001).

Segundo KATO e colaboradores (1995), o fator de necrose tumoral (TNF) tem efeito
citotoxico direto e/ou citostatico em certas células cancerosas humanas. No entanto, a agcéo
varia de acordo com as células cancerosas e a toxicidade sistémica quando administrado
intravenosamente (Waage 1992). O potencial de TNF para o tratamento de gliomas
malignos humanos ainda nao foi totalmente avaliadapelos estudos in vitro. Baixas doses de
TNF tem um efeito antiproliferativo em um painel de linhagem de células de glioblastoma
humano (HELSETH et al. 1989).

Sendo assim, uma maior compreensao das fungbes complexas do TNF, que
envolvem a atividade desses receptores e as vias de sinaliza¢des envolvidas € fundamental
para a identificacdo de novos alvos moleculares e no desenvolvimento de medicamentos

mais eficazes e seguros.

Ubiquitina

A ubiquitina € uma proteina encontrada nas células eucariotas constituida por
76 aminoacidos que desempenha uma funcao importante na regulacao de proteinas.
Ela identifica proteinas indesejadas, como por exemplo proteinas que n&do foram
enoveladas corretamente e sinalizam as mesmas para que estas sejam degradadas
por organelas chamadas proteassomas. A modificagdo pds-traducional de proteinas
dependente de ubiquitina e de outras proteinas similares € um mecanismo

regulatorio essencial em processos biolégicos tais como, o controle do ciclo celular,
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a ativagdo do processo de transcrigdo, a transdugdo de sinal e na protedlise
intracelular dependente do proteassoma 26S. Esta via de modificagdo € um
processo dinamico, reversivel e controlado pela acédo de multiplas enzimas distintas.
A conjugacao da ubiquitina e de moléculas relacionadas a elas é catalisada pela
acdo sucessiva de trés tipos de enzimas: a ativadora de ubiquitina (E1), a
conjugadora (E2) e a ligase (E3). Por outro lado, o processo de remocgao é
catalizada por proteases, genericamente denominadas de enzimas
desubiquitinadoras (DUBs). As DUBs podem atuar em varios niveis da via de
ubiquitinagado, as quais estdo envolvidas tanto na formacao da ubiquitina livre como
na remogao da ubiquitina dos conjugados proteicos mono ou poliubiquitinados.

A relevancia da ubiquitinagédo nos tecidos tumorais surge a partir de mutagdes
em oncogenes que perturbam a ubiquitinagdo das proteinas que controlam o
crescimento celular e consequentemente, a morte celular. Além disso, o recente
desenvolvimento e aprovacdo do medicamente bortezomib, uma droga inibitéria do
mecanismo de degradagdo 26S proteassomal, sublinhou a importéncia desta via
para estratégias no tratamento de diversos tipos de canceres (MANI et al. 2005).

Muitas evidéncias tém demonstrado que a inibicdo do sistema ubiquitina-
proteassoma (UPS) promove a morte celular por apoptose (DEMARCHI et al. 2005).
Isto indica que o estudo deste processo pode ser uma possivel rota para o
tratamento do Glioblastoma multiforme, ja que o elevado grau de necrose € uma das
marcas registradas deste tumor maligno.

Apesar das abordagens agressivas, o tratamento de pacientes com GBM
representa um desafio permanente (FURNARI et al. 2007 e ZUH et al. 2002). A
caracterizagdo de novas vias de necrose seria entdo uma etapa importante para
superar a resisténcia a apoptose tipica de GBMs. Além disso, considerando a
propensao de necrose de GBMs, compreender os mecanismos moleculares que
governam esse tipo de necrose é fundamental para a concepcdo de novos

tratamentos terapéuticos (FOT et al. 2009).

5.7 Consideragées Finais

As imagens moleculares geradas por espectrometria de massas pela técnica
de MALDI Imaging sao altamente especificas, possibilitando a identificacdo dos
compostos diretamente no tecido alvo de estudo e além disso, avaliar sua

intensidade por todo o tecido analisado. Paralelamente, com a possibilidade de
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localizar susbtancias por um tecido, as variagbes de proteoma induzidos, por
exemplo, a agdo de drogas especificas, podem ser investigadas em funcao da dose
ou tempo para a determinacdo de sua eficacia. Esta estratégia pode ser
extremamente util na avaliacdo da acdo de determinadas drogas em periodos de
tempo muito curtos perante as possiveis reacdes provocadas por um tratamento, por
exemplo.

E extremamente importante enfatizar que a MSI é uma tecnologia nova que,
atualmente, estd em fase de desenvolvimento, a qual se tornara mais acessivel e
funcional para seus usuarios em potencial. O tempo de aquisicdo de uma imagem
molecular é dependente de varios parametros instrumentais, ou seja, a taxa de
repeticdo do laser ponto-a-ponto, o posicionamento da amostra e o processamento
dos dados podem ser variaveis importantes para a obtengcdo de imagens
moleculares com reprodutibilidade.

Outra observacgao esta no fato de aperfeicoar os métodos de preparacéo da
amostra e os procedimentos de revestimento por matriz para que permitam a
obtencao de dados com alta resolucdo A espectrometria de massas por imagem traz
um beneficio extraordinario por ser uma ferramenta de investigagdo, pois nao é
preciso saber com antecedéncia quais proteinas foram alteradas em um estudo
comparativo. Além disso, as origens celulares e concentragdes relativas dos
marcadores através da secgao de tecido podem ser avaliadas. Uma vez que, um
marcador de interesse € identificado, a sua localizacdo, a concentracdo, a regulagao
e a funcdo podem ser investigadas, auxiliando a compreensédo da progressao de
doencgas a nivel molecular. Embora a atual tecnologia de MSI n&o permita a analise
de células individuais, sabe-se que novas tecnologias permitirdo que esta aplicagéo
seja alcangada em um futuro proximo devido ao aperfeicoamento da instrumentacao
analitica na analise de compostos por espectrometria de massas.

Em relagdo a area clinica, a MSI pode fornecer uma avaliagdo molecular da
progressao do tumor, por exemplo, e do tratamento a partir de bidpsias, com
potencial para identificar subpopulagdes tumorais e prever a sobrevida do paciente,
a qual nao é evidente, com base no fenétipo celular determinada histologicamente.
As informacgdes obtidas pela MSI aumentam significativamente, mas nao substituem
as ferramentas de diagndstico molecular existentes na area clinica. Trabalhando em
conjunto, essas ferramentas permitirdo novas descobertas na biologia e na

medicina.
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6. CONCLUSOES

O dlioblastoma multiforme € um tumor maligno e oferece baixa taxa de
sobrevida aos pacientes com esta patologia. Os tratamentos existentes ndo séo
eficazes e a remocéo cirurgica é dificil em decorréncia da heteorgeneidade do tumor
ao longo do tecido cerebral. A analise protedmica classica vem investigando esta
enfermidade e, embora alguns progressos tenham sido alcangados, ainda ha muito
para se estudar nesta area, a fim de que, se encontre um marcador ou alvo
molecular e possibilite o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.

Embora o objetivo principal do presente trabalho ndo seja encontrar alvos
moleculares, foi demonstrada a habilidade de estudar proteinas importantes da
presente patologia por meio da técnica de MALDI Imaging. Os resultados aqui
apresentados permitem concluir que, essa técnica vem agregar um imenso valor a
analise protedmica classica, pois conseguiu identificar um grande numero de
proteinas estruturais e caracteristicas da patologia proposta em um curto espaco de
tempo e com uma breve preparagdao de amostra. Através desta abordagem, foi
possivel obter informacbées a cerca da distribuicdo das proteinas pelo tecidoe
também, sobre a intensidade das mesmas pelo tumor analisado.

Dessa forma, pode-se concluir que a técnica de MSI oferece significativas
vantagens sobre técnicas de imagem tradicionais, como autoradiografia e
espectroscopia de fluorescéncia. As macromoléculas intactas podem ser
dessorvidas diretamente em superficies de tecido, sendo que sinteses adicionais
nao sao necessarias, e permitem que este tipo de analise de localizagdo de
compostos, possa ser elaborada com um investimento reduzido.

Além disso, as informacdes de proteinas especificas e suas localizagbes no
tecido sdo complementares aquelas informacdes geradas a partir da analise

protedmica classica (shotgun, eletroforese bidimensional) e dos ensaios de
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ressonancia magnética, PET, e de imagens baseadas em anticorpos, que, em
conjunto, garantem uma maior compreensao dos processos biologicos.
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