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RESUMO

O céancer é uma das doencgas que causa mais mortes ho mundo. Dentre 0s canceres mais
diagnosticados em mulheres no Brasil, especialmente no Amazonas, encontra-se o cancer de
colo de utero. Esse geralmente € antecedido por lesdes precursoras conhecidas como
neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs) de grau 1, 2 e 3, sendo 0s estagios 2 e 3
considerados de alto grau. A fim de prevenir a progressao dessas lesdes precursoras a células
cancerigenas, € necessario um melhor entendimento sobre o processo de evolucdo das NICs
bem como buscar novos métodos capazes de identificad-las e diagnostica-las previamente.
Atualmente, a utilizacdo das abordagens protedmica e metabolédmica vem crescendo na area
da pesquisa oncolégica, permitindo a investigacédo de possiveis alteracdes e/ou interacdes de
proteinas e metabdlitos em decorréncia de uma patologia. Nesse sentido, o presente estudo
teve o objetivo de realizar andlises do perfil proteico e metabdlico em tecidos com NICs de alto
grau, obtidos de mulheres voluntarias na Fundacédo Centro de Controle de Oncologia do Estado
do Amazonas (FCECON). Para isso, amostras de tecidos com lesdes de alto grau e suas
respectivas margens adjacentes foram coletadas e submetidas a analise protebmica e
metabolémica. Em prote6mica, utilizou-se a abordagem protedmica shotgun para a inferéncia
do perfil proteico, sendo a quantificagdo feita por label-free através dos cromatogramas de ions
extraidos (XICs). Em metabol6mica, foram empregadas analises estatisticas multivariadas
como PCA e PLS-DA bem como a abordagem Random Forest a fim de verificar os metabdlitos
diferenciais presentes nessas amostras. Como resultado, verificou-se na analise protedmica
qgue cada tipo de tecido possui diferencas entre si, apresentando proteinas unicamente
expressas em cada condi¢cdo e ainda proteinas superexpressas correlacionadas ao cancer
cervical. Alguns exemplos foram: cortactina, mucina-5B, calnexina e cofilina-1, onde a maior
abundancia destas podem estar relacionadas a persisténcia ou progressao molecular dessas
lesbes precursoras. Ja na andlise metabolémica, verificou-se alteracdes nos perfis de
metabdlitos entre os tecidos de NIC 2 e NIC 3 e suas respectivas margens adjacentes, sendo
condizente com os dados obtidos em protedmica. Além disso, foi possivel observar a presenca
de alguns metabdlitos que colaboram para a distincdo desses tecidos como a histamina,
presente principalmente nas margens adjacentes as lesdes precursoras do cancer de colo de
Utero (CCU). Portanto, os dados encontrados nesse trabalho demonstram caracteristicas
interessantes, onde esperamos que possam contribuir para o entendimento mais abrangente

em nivel molecular sobre os possiveis mecanismos de progressédo em tais células estudadas.

Palavras-chave: Neoplasias intraepiteliais cervicais, espectrometria de massas, protedmica,

metabolémica.



ABSTRACT

Cancer is one of the diseases with high mortality in the world. Among the most diaghosed
cancers in women in Brazil, especially in the Amazonas, cervical cancer stands out. This type
of cancer is usually preceded by precursor lesions known as grade 1, 2 and 3 cervical
intraepithelial neoplasia (CIN), where the stages 2 and 3 are considered high grade. In order to
prevent the progression of these precursor lesions to cancer cells, a better understanding of the
process of CIN evolution is heeded, as well as search new methods capable of identifying and
diagnosing them. Currently, the use of proteomic and metabolomic approaches has been
growing in the area of cancer research, allowing the investigation of possible alterations or/and
interactions of proteins and metabolites due to a pathology. In this sense, the present study
aims to analyze the proteomic and metabolomic profile of tissues with high-grade CIN, obtained
from volunteer women at the Oncology Control Foundation Center of the Amazonas state
(FCECON). For this, samples of tissues with high-grade lesions and their respective adjacent
margins were collected and submitted to proteomic and metabolomic analysis. In proteomics,
the shotgun proteomic approach was used to infer the protein profile with label-free quantitation
by extracted ion chromatograms (XICs). In metabolomics, multivariate statistical analyzes such
as PCA and PLS-DA were employed as well as the Random Forest approach to verify the
differential metabolites present in these samples. As a result, it was verified in the proteomic
analysis that each type of tissue has differences, presenting proteins abundant in each condition
and overexpressed proteins correlated to cervical cancer. Some examples were cortactin,
mucin-5B, calnexin and cofilin-1, which may be related to the persistence or molecular
progression of these precursor lesions. In the metabolomic analysis, it was observed changes
in the metabolite profiles between the tissues of CIN 2 and CIN 3 and their respective adjacent
margins, being consistent with the data obtained in proteomics. In addition, it was noted the
presence of some metabolites that can contribute to the distinction of these tissues such as
histamine, present mainly in the margins adjacent to the precursor lesions of the CCU.
Therefore, the data found in this work demonstrate interesting features which we hope to
contribute to a broader molecular understanding of the possible mechanisms of progression in

such cells studied.

Keywords: Cervical intraepithelial neoplasms, mass spectrometry, proteomics, metabolomics.
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PREFACIO

Esta dissertacdo foi dividida em quatro capitulos. O Capitulo 1 aborda uma
revisdo sobre o cancer de colo de utero, as neoplasias intraepiteliais cervicais e as
ciéncias ‘Omicas’. O Capitulo 2 e o Capitulo 3 apresentam as abordagens ‘Gmicas’
utilizadas no decorrer desta dissertacédo; especificamente, no Capitulo 2 aborda a parte
da analise protedmica e o Capitulo 3 apresenta a parte metabolémica. Por fim, o Capitulo

4 demonstra as consideracdes finais do trabalho perante todas as analises realizadas.
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INTRODUCAO

O numero de casos de cancer em todo o mundo tem crescido notavelmente a
partir do século passado, sendo um dos problemas de salde publica mais importantes
da atualidade. No Brasil, 0 cancer € a segunda causa de mortalidade da populacéo,
superado apenas pelas doencas cardiovasculares (OMS, 2017)

Dentre os tipos de canceres, o quarto mais comum entre as mulheres, n&o
somente no Brasil, mas em todo o mundo é o cancer de colo de utero (CCU). Segundo
o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA), € estimado um risco
de 15,43 novos casos a cada 100 mil mulheres no Brasil durante o biénio 2018-2019,
sendo o primeiro em incidéncia na Regido Norte (INCA, 2017).

O cancer de colo de utero evolui através de lesdes precursoras conhecidas como
lesdes intraepiteliais escamosas de alto grau. Estas quando sédo diagnosticadas de
forma precoce e tratadas adequadamente, podem impedir a progressédo para o cancer
(SPECK et al., 2015).

Neste contexto, uma variedade de técnicas estd sendo utilizada para
compreender os diversos mecanismos bioldgicos relacionados ao processo tumoral que
sdo responsaveis por alteracdes desenvolvidas no decorrer da doenca. Dentre elas,
pode-se citar as chamadas ciéncias 6micas. Essas compreendem abordagens voltadas
ao entendimento dos sistemas biolégicos através da caracterizacdo e identificacdo de
biomoléculas de um determinado grupo, como as proteinas (protedmica) e metabolitos
(metabolémica); bem como analisar as interagcdes envolvidas entre eles a partir do
auxilio de técnicas experimentais, softwares e bancos de dados que proporcionam
estudos cada vez mais abrangentes (CANUTO et al., 2018; ESPINDOLA et al., 2010).

A andlise protebmica e metabolbmica tem dado novas oportunidades para
descobertas significativas a respeito dos processos normais e anormais que acontecem
no organismo humano, inclusive com relacdo a doengcas como o cancer e suas lesdes
precursoras. Uma das ferramentas mais utilizadas para a analise dessas alteracoes é a
espectrometria de massas (MS), a qual possibilita identificar e quantificar uma
multiplicidade de moléculas simultaneamente através da relacdo massa/carga (m/z)
(BANACH et al., 2017).

De maneira geral, analises em nivel molecular sédo bastante interessantes para o

combate ao cancer e suas lesdes, visto que podem demonstrar caracteristicas ou
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biomoléculas especificas de uma dada condi¢cdo biolégica. Tal fato € especialmente
atraente para a area clinica e/ou oncoldégica, e pode resultar em uma futura aplicabilidade
para o paciente quanto ao rastreamento, diagndstico diferencial, monitoramento da
doenca, entre outros. Logo, o presente trabalho utilizou a espectrometria de massas nas
analises protedmicas e metabolémicas de tecidos das lesdes precursoras do cancer de
colo de utero, com o propésito de auxiliar na compreensdo do processo proteico e
metabdlico presente nesses tecidos, que possam estar associados a uma possivel
evolucao dessa doenca.

Assim, este projeto se justificou pelos seguintes fatores:

* Na Regido Norte existe uma grande incidéncia de casos de mulheres com
cancer de colo de utero. Especialmente no Amazonas, a taxa bruta € de 40,97 a cada
100 mil mulheres de acordo com a ultima estimativa, sendo o estado com maior
incidéncia. Para a cidade de Manaus, o panorama € ainda mais preocupante, com uma
taxa bruta de 58,37 a cada 100 mil mulheres;

 Este é o primeiro estudo com enfoque em analises das lesdes precursoras do
cancer cervical utilizando a abordagem protedmica e metaboldmica no Amazonas;

* Em Manaus, o indice de casos de lesbes precursoras de alto grau vem
aumentando no decorrer dos anos, segundo dados da Fundacao Centro de Controle de
Oncologia (FCECON);

» Estudos voltados a identificar biomoléculas diferenciais que auxiliem no
diagndstico precoce e na compreensao sobre a evolucao das neoplasias intraepiteliais
cervicais ao cancer de colo de Utero sao importantes, visto que podem contribuir para a
sobrevida do paciente;

* Resultados presentes na literatura relatam o uso da espectrometria de massas
juntamente com as ciéncias 6micas, em especial a protebmica e metaboldomica, como
um instrumento promissor para diagnésticos clinicos de diferentes doencas, incluindo o
cancer;

» Adicionalmente, a utilizacdo de ferramentas analiticas e a bioinformética
aplicada a area médica possui caréncia na regido norte, necessitando ser impulsionada

a formacéao de recursos humanos e novos projetos de pesquisa nessa tematica.
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OBJETIVOS

Geral

« Analisar o perfil proteico e metabdlico do tecido de pacientes com lesdes

precursoras do cancer de colo de Gtero.

Especificos

e Caracterizar o perfil proteico e metabdlico das lesbes precursoras bem como das
regides adjacentes a lesédo por espectrometria de massas;

» Investigar por técnicas estatisticas as possiveis diferencas de metabolitos entre
as amostras;

» Buscar proteinas e metabdlitos diferenciais que sejam especificos das lesdes

precursoras de alto grau e/ou associados ao processo de malignizacao.
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Capitulo I

CAncer de colo de ttero, NICs

e Ciéncias ‘Omicas’
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1.1Céancer de colo de utero

O céancer de colo de utero (CCU), conhecido também como cancer cervical, € uma
doenca que se desenvolve lentamente, tendo fases pré-malignas. Esse tipo de cancer
possui carater invasivo e é antecedido por diversas modificagcbes no epitélio cervical
original, envolvendo desde as lesbes contidas no epitélio do colo uterino até a sua
evolugdo a um carcinoma invasivo. Assim, as células pré-cancerigenas se transformam
em tumores malignos acometendo a cérvix (subdividida em endocérvix e ectocervix),
dando origem ao cancer cervical (KOSS; GOMPEL, 2006).

Esse, por sua vez, é o quarto tipo de cancer mais frequente mundialmente na
populacdo feminina, sendo responséavel por 7,5% de todas as mortes por cancer entre
as mulheres (BRAY etal., 2018; DE MARTEL et al., 2017). Para 2018, foi estimado cerca
570.000 casos e 311.000 mortes em todo o mundo (BRAY et al., 2018). Adicionalmente,
€ a principal causa de morte entre mulheres que vivem em paises em desenvolvimento
(MENDONCA et al.,, 2008; THULER, 2008), sendo o décimo lugar no ranking de
mortalidade mundial (BRAY et al., 2018).

No Brasil, estima-se cerca de 16.370 novos casos de CCU para cada ano durante
0 biénio 2018-2019, sendo o risco estimado de 15,43 casos a cada 100 mil mulheres,
ocupando a terceira posicdo. Na Regido Norte, especialmente, o cancer de colo de Utero
€ 0 primeiro mais incidente (25,62/100 mil), com excecdo dos tumores de pele nao
melanoma (Tabela 1). No Amazonas, o panorama ainda € mais preocupante na qual
estima-se 840 novos casos, uma taxa bruta de 40,97 a cada 100 mil mulheres. Desses,
640 novos casos apenas para a capital de Manaus, com uma taxa bruta de 58,37 a cada
100 mil mulheres (INCA, 2017).

Tabela 1 - Distribuicéo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o biénio 2018
— 2019, em mulheres na Regido Norte, exceto os de pele ndo melanoma.

Localizacdo Priméria Casos %
Colo do Utero 2.300 24,8%
Mama Feminina 1.730 18,6%
Célon e Reto 660 7,1%
» Traqueia, Brénquio e Pulméo 520 5,6%
% Estébmago 480 5,2%
% Leucemias 310 3,3%
= Ovério 270 2,9%
Glandula Tireoide 270 2,9%
Sistema Nervoso Central 270 2,9%
Corpo do Utero 200 2,2%

Fonte: Adaptado de (INCA, 2017).
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Esta alta incidéncia do cancer cervical esta associada ao principal fator etiolégico
dessa doenca, a infeccdo persistente do papilomavirus humano (HPV). Essa infec¢céo
pode possibilitar o surgimento das lesbes precursoras do cancer cervical ou até mesmo
o cancer, de forma incomum (SANCHES et al., 2017). Existem varios subtipos
oncoldgicos do virus HPV, dentre eles o 16, 18, 31, 35, 39, 45, 51, 52, 58, 59, 68 e 82
sédo considerados de alto risco ao desenvolvimento oncogénico, sendo o HPV-16 e o
HPV-18 os mais prevalentes (CHELIMO et al., 2013).

Além dos fatores associados a infeccéo pelo HPV, outros aspectos relacionados
a genética, imunidade e ao comportamento sexual podem corroborar para a persisténcia
dessa infeccao e assim surgir as lesdes precursoras (neoplasias intraepiteliais cervicais
— NICs) ou o cancer. Sendo assim, o historico familiar, a iniciagcdo sexual precoce,
tabagismo, a multiplicidade de parceiros sexuais, comprometimento da imunidade,
paridade, utilizacdo de métodos contraceptivos hormonais, nivel socioeconémico, além
de coinfecc¢des por Chlamydia trachomatis e HIV séo citados também na literatura como
fatores de risco desse tipo de cancer (ZARDO et al., 2014).

A progresséao do estadiamento da doenca depende especificamente da fase em
que é detectado o cancer de colo de utero, o que influencia na sobrevida das pacientes.
Quanto ao grau da doenca, Nakagawa e colaboradores (2011) relata que a sobrevida
das mulheres que apresentam casos da doenca em metéstase € desfavoravel, com uma
taxa de sobrevida de 28,9%. Ja na auséncia de metastase, a taxa de sobrevida se eleva,
sendo 80%. Em adicdo, essa taxa aumenta significativamente quando a doenca €
detectada nos estagios | e Il (93,5% e 100%, respectivamente), mostrando que se o
cancer for detectado e tratado em sua fase inicial, h4 mais chances de sobrevivéncia e
cura das paciente (NAKAGAWA et al., 2011).

Atualmente, como forma de prevencao a doencga, existe a vacina quadrivalente
contra o HPV que o Ministério da Saude adotou e que confere protecdo contra os
genatipos de baixo risco (HPV 6 e 11) e de alto risco (HPV 16 e 18) (BRASIL, 2014). Ja
a triagem para o diagndstico do cancer de colo de Utero pode ser realizada por diversos
meétodos, dentre eles: citologia convencional, conhecido como teste de Papanicolaou
(RIBEIRO; ANDRADE, 2016), citologia em meio liquido (CML) (SILVA et al., 2018) e
deteccdo do DNA do HPV (MITTELDORF, 2016). Contudo, a forma de rastreio mais
utilizada no setor publico é o exame de citologia convencional (Papanicolaou), que
possui baixa sensibilidade (50%), com numeros de falso-negativos que varia de 20 a

40% (STABILE et al., 2012). De acordo com a Politica Nacional de Atencao Integral a
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Saude da Mulher (2004), a prevencao do cancer cervical bem como o diagndstico
precoce e seu tratamento ainda necessita da implantacdo de medidas que envolvam a
mobilizacdo das mulheres, melhoramento nos sistemas de informacédo e investimento
tecnoldgico. Assim, ainda € preciso buscar por novas estratégias que possam contribuir

para a deteccao desse tipo de cancer e principalmente das lesdes precursoras.

1.2 Neoplasias intraepiteliais cervicais (NICs)

O céancer de colo uterino é precedido por lesdes precursoras, conhecidas como
Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs). Estas se desenvolvem na regido do trato
genital inferior e possui como caracteristica a perda da arquitetura do epitélio cervical
(CAIXETA, 2014). Estas neoplasias comecam pela acéo da infeccéo pelo HPV na cérvix
normal. Sua persisténcia pode iniciar alteracées morfolégicas celulares que caracterizam
as lesbes precursoras da carcinogénese cervical, que se nao forem diagnosticadas e
tratadas precocemente podem evoluir ao cancer de colo de utero (Figura 1) (CAIXETA,
2014; SOCIETY, 2018). Este processo, da infeccdo as lesbes precursoras e
posteriormente a doenca invasiva, leva em média de 10 — 15 anos, porém ha relatos do
desenvolvimento do cancer cervical em periodos mais curtos (HILDESHEIM et al., 1999;
SOCIETY, 2018).

Normal [ NIC 1 NICT 2 NIC 3 . Cancer

] |
Exposicéo Infeccéo transitoria Persisténcial da infeccédo

0-1ano 1-20anos = @7
Cérvix Infecgéo Lesdo Céncer ‘
normal produtiva precursora invasivo
Progressao

Figura 1 - Representagéo da evolucéo das lesbes precursoras até o cancer de colo de Utero.
Fonte: Adaptado de (CROW, 2012).
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Essas lesdes podem ser classificadas em graus histopatoldgicos através da
espessura do epitélio que estd sendo agredido pelas alteragées. De acordo com Richart
(1973), as NICs sdo graduadas tendo em vista a intensidade das anormalidades
analisadas histologicamente. Assim, a neoplasia intraepitelial de baixo grau (NIC 1)
ocorre quando acomete um terco do epitélio, no qual h& perda de diferenciacéo e
alteracdes celulares nas células imaturas, sendo considerada displasia leve. J& em NIC
2 € comprometido dois tercos do epitélio, incluindo as camadas basal e suprabasal e
NIC 3 ocupa todo o epitélio (CAIXETA, 2014; CARVALHO; QUEIROZ, 2010).

Com relacao a classificagao pela nomenclatura do Sistema de Bethesda (TBS —
The Bethesda System), essas neoplasias sédo divididas em dois termos: lesdes
intraepiteliais escamosas de baixo grau (LSIL) e lesdes intraepiteliais escamosas de alto
grau (HSIL). As LSIL correspondem as neoplasias intraepiteliais de grau leve (NIC 1). Ja
as HSIL correspondem as neoplasias intraepiteliais de grau moderado (NIC 2) e de alto
grau (NIC 3) (Figura 2) (JUNIOR; LIMA; SILVA, 2018; SOUZA et al., 2004).

Figura 2 - Diferenca entre a cérvix do colo uterino
de mulheres com o colo uterino normal, com a NIC
de baixo grau, com a NIC de alto grau e com cancer
cervical. Fonte: falasil.com

A triagem para o diagnostico precoce dessas lesdes é realizada atraves de
exames ginecoldgicos, citopatologicos e colposcopicos. Ja o tratamento é feito de
acordo com o tipo de lesdo (INCA, 2011). No caso das NICs 2 e 3, séo realizadas

cirurgias sob anestesia através de um procedimento denominado de conizagdo ou
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exérese da zona de transformacgdo. Este consiste na remocédo da leséo intraepitelial
cervical do colo do utero no formato de cone (KIGURE et al., 2018). Dentre os principais
meios de excisdo, tem-se a coniza¢cdo com bisturi a frio e a cirurgia de alta frequéncia
(CAF) (LIMA et al., 2011).

A infeccao persistente do papilomavirus humano (HPV) € indicado como um dos
fatores responséveis dessas neoplasias, onde aproximadamente 90% dos casos de NIC
2 e NIC 3 e dos carcinomas invasivos do colo estédo envolvidos pela infeccdo do HPV de
alto risco (BRUNI et al., 2010; MURILLO et al., 2009; ROSA et al., 2009a).

O HPV subtipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 68 sao
significativamente associados com NIC e a neoplasia invasiva (OLIVEIRA, 2011). A
causa dessas transformacdes esta ligada ao mecanismo de ac¢éo do virus HPV em dois
genes, 0 E6 e E7. O gene E6 é capaz de conectar-se a proteina p53, estimulando a
degradacdo proteolitica de forma rapida. J4 o gene E7 possui a capacidade de se unir
com a proteina supressora de tumor denominada proteina retinoblastoma (pRb),
tornando-a inativa. Adicionalmente, quando ocorrem alteracdes nas células provenientes
do virus HPV no gene E7, a proteina p16'Nk42 é expressa e pode ser detectada através
da imuno-histoquimica, sendo considerada como marcador para diagnéstico das lesdes
intraepiteliais escamosas de alto grau (DOORBAR et al., 2015; JUNIOR; GIRALDO;
GONCALVES, 2006; OLIVEIRA, 2011).

Um estudo interessante com relacdo a regressao e progressao das neoplasias
intraepiteliais cervicais foi realizado por Giaccio e colaboradores (2010), que
acompanhou 63 pacientes com idade média de 28,8 anos contendo a presenca de LSIL
pela histologia durante 18 meses. Em resumo, das 63 pacientes estudadas com LSIL na
primeira consulta, 9 (14,28%) pacientes evoluiram em algum momento do
acompanhamento por 18 meses para HSIL, enquanto a leséo regrediu nas demais
(85,72%) (GIACCIO et al., 2010).

1.3Ciéncias ‘Omicas'

Nas ultimas décadas, avancos significativos na area da pesquisa biomédica tém
sido estimulados através de diversas abordagens, entre elas tém-se as ciéncias ‘Omicas’.
Estas referem-se a técnicas que possuem como objetivo caracterizar e quantificar em
grande escala biomoléculas de um determinado grupo, bem como suas interacdes

através de técnicas experimentais, auxilio de bancos de dados e softwares que permitem
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o fornecimento de grandes conjuntos de dados relacionados aos diversos niveis de
organizacgdo bioldgica (BARH; BLUM; MADIGAN, 2016; STAGLJAR, 2016).

Essas tecnologias englobam quatro grupos principais de campos de estudo: a
genbmica, a transcriptdmica, a protedmica e a metabolémica (Figura 3). A genbmica € a
abordagem utilizada para o estudo do genoma, onde obtém-se dados referentes a
sequéncia completa do material genético, ou seja, 0 DNA (&cido desoxirribonucleico) do
individuo a ser estudado. A transcriptdmica corresponde ao estudo do transcriptoma
(RNAs) das células, na qual os RNAs possuem a capacidade de determinar quais genes
S80 expressos e como 0s niveis de expressao podem se alterar no decorrer da vida do
organismo, sendo diferente do DNA pois esses se mantem estatico. A protebmica é o
estudo do conteudo proteico, compreendendo as fun¢des além de elucidar a identidade
destas. Ja a metabolémica envolve a analise de um conjunto de moléculas (metabdlitos)
contidas no metabolismo celular presente nas células, fluidos, tecidos corporais, entre
outros (BARH; BLUM; MADIGAN, 2016; SOUZA; RHODEN; PAMPHILE, 2014).
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Figura 3 — Fluxograma das ciéncias 6micas mais conhecidas e
pesquisadas atualmente, sendo associadas ao grupo de
biomoléculas especificas de cada abordagem.

Fonte: Adaptado de temasbio.ufscar.br

O interesse pelas ciéncias Omicas vem aumentando entre a comunidade
cientifica. Estas tém sido empregadas no estudo de microrganismos (SANCHEZ et al.,
2013), medicamentos (MATTHEWS; HANISON; NIRMALAN, 2016), biotecnologia

marinha (ABID et al., 2018), na avaliagdo de riscos de produtos quimicos (SAUER et al.,
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2017) e em doencas como o cancer, na qual o foco & no perfil e validacdo dessas
técnicas para a detecgcdo da doenca utilizando tecido, soro, saliva, linhas celulares e/ou
urina (RAI et al., 2018). Assim, neste projeto, sera utilizado como campo de estudo duas
abordagens das ciéncias 6micas para a andlise de tecidos das lesdes precursoras do

cancer de colo de Utero: a proteébmica e a metabolémica.

1.4Quimiometria aplicada a Ciéncias ‘Omicas’

Com o avanco de métodos analiticos com alto desempenho e resolugéo, obteve-
se a aquisicdo de uma grande quantidade de dados, especialmente nas &reas
relacionadas as ciéncias ‘6micas’. Consequentemente, € comum a coleta de uma ampla
variedade de variaveis por amostra. Com isso, tornou-se cada vez mais importante a
mineracdo dos dados adquiridos utilizando tratamentos estatisticos, visando extrair as
informagdes mais relevantes e validadas para o respectivo estudo (XU; HOEFSLOOT;
SMILDE, 2011) (SOUSA,2013).

Atualmente, as analises multivariadas vém contribuindo para esse fim, sendo
bastante aplicada na area das ciéncias dmicas especialmente em metabolémica, com o
objetivo de reduzir a dimensionalidade dos resultados obtidos (GORROCHATEGUI et
al., 2016). Nas analises multivariadas, tanto a classificagdo quanto a distincdo de
entidades ou metabdlitos responsaveis pela diferenciacdo dos grupos entre as amostras
séo feitas a partir da avaliagdo do conjunto da matriz de dados obtidos durante as
analises realizadas. Assim, quando o interesse é verificar essas correlacbes, sdo
empregados métodos ndo supervisionados como a analise de componentes principais —
do inglés Principal Component Analysis (PCA) e métodos supervisionados como a
analise discriminante por minimos quadrados parciais — do inglés Partial Least Squared
Discriminant Analysis (PLS-DA) (SUGIMOTO et al., 2012).

A analise de componentes principais consiste na transformacdo dos dados com
alta dimensao para uma menor dimensao, programando-os em um subespaco de
dimensdes reduzidas, porém mantendo a maior variacdo possivel dos dados originais.
Esse processo repete-se até que o0s conjuntos de dados possam ser mostrados
normalmente em duas ou trés dimensdes (NYAMUNDANDA; BRENNAN; GORMLEY,
2010). Com isso, a visualizacdo das amostras é simplificada pela sua distribuicdo no
espaco do componente principal (PC), utilizando os graficos de pontuacdo. A distancia

Euclidiana entre as amostras individuais em score plots mostra o grau de variacao
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sistematica nos perfis de metabdlitos entre as amostras. Ja as loading plots demonstram
a contribuicdo de metabdlitos individuais relacionados a cada PC, como mostrado na
Figura 4 (BOCCARD; VEUTHEY; RUDAZ, 2010).
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Figura 4 — Representacéo de métodos de analise de dados utilizados
na metabol6mica: PCA e PLS-DA.Fonte: SUGIMOTO et al., 2012.

J& a andlise discriminante por minimos quadrados parciais € um método de
classificagcdo supervisionado, onde a obtencdo do agrupamento observado leva em
consideracdo as classes previamente determinadas pela andlise, ou seja, o
agrupamento das amostras ocorre a partir de uma informacédo especifica fornecida a
analise (SANTOS, 2015). Similarmente as plotagens de carregamento no PCA, o PLS-
DA também visa a reducao de dimensionalidade; porém, o conjunto de amostras com
variaveis multidimensionais sao reduzidas as chamadas Variaveis Latentes (também
chamadas de PCs). Essas sempre apontam na direcdo de maior variancia sobre uma
determinada informacéo fornecida ao sistema. Assim, no loading plots observa-se a
covariancia e a correlacdo entre os metabdlitos juntamente com a classe estabelecida
(Figura 4), isto é, o PLS-DA correlaciona a variancia do espaco multidimensional (matrix
X) com uma resposta informada (matriz Y) (SANTOS, 2015; SUGIMOTO et al., 2012;
WOLD; SJIOSTROM; ERIKSSON, 2001). De forma geral, o PLS-DA tém sido bastante
utilizado para o aprimoramento de separacdo entre grupos distintos em metabolémica
(BOCCARD; VEUTHEY; RUDAZ, 2010; FARIA et al., 2011).
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1.5 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica analitica bastante utilizada em
algumas ciéncias 6micas em combina¢cdo com métodos de separacdo e com o auxilio
da bioinforméatica (ESPINDOLA et al.,, 2010). Essa possibilita identificar uma
multiplicidade de moléculas simultaneamente através da relacdo massa/carga (m/z);
permitindo assim a determinacdo da massa molecular, caracterizacdo estruturalmente
das moléculas, além da realiza¢do de analises qualitativas e quantitativas referentes aos
compostos da mistura a ser estudada (BANACH et al., 2017).

O espectrémetro de massas € composto por uma fonte de ions, que é responsavel
pelo processo de ionizacdo dos analitos; um analisador de massas, onde ocorre o
processo de separacdo de ions através da relacdo massal/carga (m/z), mediante
aplicacGes de campos elétricos e/ou magnéticos; e o detector, que € responsavel pela
deteccdo e amplificacdo dos ions para entdo serem transformados em sinais elétricos e

assim processados no sistema de dados (LANCAS, 2009), conforme mostra a Figura 5.
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Figura 5 - Esquema dos principais componentes de um espectrémetro de massas.
Fonte: Adaptado de LANCAS, 2009.

Atualmente, existe uma diversidade de fontes de ionizacédo e analisadores de
massas, 0s quais apresentam particularidades especificas que podem beneficiar a
analise da classe de compostos desejados (ALBERICE, 2014). Em especial, para a
analise de biomoléculas em espectrometria de massas, destaca-se as técnicas de
ionizacao branda: ionizacdo por electrospray — do inglés Electrospray ionization (ESI) e
ionizacdo/dessorgdo a laser auxiliada por matriz — do inglés Matrix Assisted Laser
Desorption lonization (MALDI) (FENSELAU; DEMIREV, 2001); além de analisadores de
massas sequencial (MS/MS), os quais permitem a analise dos aspectos estruturais de
compostos devido a sua resolugdo, acuracia e limite de detecgdo (ALBERICE, 2014;
AQUINO, 2012).
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A ionizacdo por electrospray (ESI) opera a pressao atmosférica e, conforme
demonstrado na Figura 6, a solugcao que contém a amostra a ser analisada é inserida no
capilar metalico, sendo submetida a um campo elétrico bastante alto atribuido pela fonte
de alimentacéo. Devido ao campo elétrico aplicado, ha o acumulo de ions eletroliticos
positivos na ponta do capilar metélico formando um cone (cone de Taylor). Um fluxo
contracorrente de gas nebulizador faz com que o solvente evapore reduzindo o didametro
das goticulas em carga constante e, consequentemente, eleva a repulséo eletrostatica
entre as espécies carregadas, ocasionando a fissdo das goticulas denominada de
“explosdo couldbmbica”. Tal fenébmeno produz goticulas menores e posteriormente a
liberacdo dos ions, formando um “spray” de particulas carregadas gerando assim uma
corrente eletrolitica (FENN et al., 1989; KEBARLE; TANG, 1993).
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Figura 6 - Representacéo e,squemética do funcionamento da fonte de ionizacdo por ESI.
Fonte: Adaptado de CANTU et al. (2008) e ALBERICE (2014).

Um componente essencial em um espectrometro de massas € o analisador de
massas devido a sua funcdo de separar os ions de acordo com a razdo m/z. Atualmente,
existem varios tipos de analisadores de massas, sendo 0s mais utilizados o ion trap (IT),
quadrupolo (Q), tempo de voo (Time-of-Flight — TOF), FT-ICR (Fourier-transform ion
cyclotron resonance) e orbitrap (OT). Cada um desses analisadores apresenta
particularidades ou vantagens e desvantagens, que o tornam mais indicado para uma
dada analise ou até mesmo para uma determinada classe de compostos (ALBERICE,
2014).
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Dentre os mais amplamente utilizados, encontram-se 0s tipos quadrupolo e o ion
trap. O tipo quadrupolo é constituido por quatro barras metéalicas sélidas (eletrodos)
paralelas ao feixe de ions. Este dispositivo utiliza campos elétricos oscilantes,
produzidos pelas barras, para selecionar os ions através da sua estabilidade de acordo
com a razao m/z, separando-os no decorrer do percurso no centro da regido dos quatro
cilindros do quadrupolo (Figura 7). Um campo elétrico oscilante é produzido entre as
barras através da aplicacdo da voltagem de corrente direta (DC — direct-current) e radio
frequéncia (RF). Dependendo das variacfes dos valores de DC e RF, os ions adquirem
uma certa oscilacdo eletrostatica que influencia em sua trajetoria, podendo ser
estabilizada ou desestabilizada. Sendo assim, apenas ions com uma dada m/z e uma
determinada condicdo de DC e RF terdo “oscilagdes estaveis” e atravessarao o
quadrupolo (ion ressonante). Os demais ions com “oscilacdes instaveis” entrardo em
contato com os polos e serdo descartados (ion nao ressonante). Com isso, o quadrupolo
funciona como um filtro, permitindo que os ions com diferentes valores de m/z em seus
respectivos tempos sejam detectados (HOFFMANN; STROOBANT, 2007; PAVIA et al.,
2010; SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

Detector

lon ressonante

ionizagdo " Voltagem

Figura 7 - Representacao esquemética do analisador quadrupolo.
Fonte: Adaptado de nthu.edu.tw

Ja os analisadores do tipo armadilha de ions (do inglés ion trap) possuem um
principio de funcionamento semelhante ao quadrupolo; entretanto, os ions ndo séo

descritos pela trajetoria a partir do ambiente quadrupolar e sim sédo aprisionados dentro
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dele. Neste, tem-se um campo elétrico no interior fazendo com que os ions permanegam
em uma Orbita estavel. O potencial de RF é empregado e com isso 0s ions sdo
desestabilizados e liberados para fora do analisador, através dos valores de m/z
(SCHALLEY, 2000).

As éareas de pesquisas como a protedmica e a metaboldémica tém empregado
espectrometros de massas que cada vez mais necessitam ter parametros associados a
caracteristicas como a acuracia, resolucao, sensibilidade, precisdo entre as diferentes
analises (HU et al., 2005). Nesse sentido, um analisador que vem se destacando nesses
principios € o Orbitrap (Figura 8), que possui em sua estrutura um eletrodo externo no
formato de barril e um central coaxial fusiforme. Estes eletrodos séo conectados com
fontes elétricas independentes, que fornecem um campo com potencial do tipo quadro-
logaritmica (HU et al.,, 2005; KAWAHARA, 2015). Apos injetados, 0s ions sao
aprisionados em orbita, onde iniciam a oscilagdo em movimento harménico no decorrer
do eletrodo axial. A movimentacdo dos ions entre os eletrodos provoca uma corrente
elétrica que consegue ser medida e por conseguinte, transformada em espectro de
massas a partir da equacédo da transformada de Fourier (HU et al., 2005; KAWAHARA,
2015).
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Figura 8 — Representacdo do analisador Orbitrap, onde a
deteccéo da corrente elétrica gerada pelo movimento dos ions €
convertida em um espectro de massas através da transformada
de Fourier.

Fonte: KAWAHARA (2015)

Adicionalmente, é possivel combinar dois ou mais analisadores em um dado
equipamento de massas, denominado de hibridos, para a melhoria de propriedades
entre as analises das amostras estudadas (VESSECCHI et al., 2011). A técnica que usa

esse tipo de sistema € a espectrometria de massas sequencial ou em tandem (MS/MS),
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utilizada com frequéncia para fragmentar metabdlitos, proteinas e peptideos, fornecendo
informacdes sobre o0s compostos ou biomoléculas analisadas (DASS, 2007;
HOFFMANN; STROOBANT, 2007).

Finalizando a descricdo do espectrometro de massas, tem-se o detector cuja
funcdo é a deteccdo e amplificacdo do sinal da corrente de ions proveniente do
analisador, para assim transferir esse sinal para um sistema de processamento de dados
(KAWAHARA, 2015). Os mais utilizados sdo os multiplicadores de elétrons e os
fotomultiplicadores. No primeiro, ha diversas placas coletoras de ions em série mantidas
em potencial crescente. Quando o ion atinge a superficie do multiplicador, h4 emisséo
de elétrons. Estes, por sua vez, sdo atraidos por uma segunda placa e posteriormente,
novos elétrons sédo gerados. O processo continua até a chegada na extremidade do
multiplicador, formando uma cascata de elétrons que resulta no ganho total de uma
corrente elétrica que € analisada e registrada pelo sistema de dados (DASS, 2007;
HOFFMANN; STROOBANT, 2007). Ja a placa de conversao fotomultiplicadora possui o
principio parecido com a multiplicadora de elétrons, onde os ions se chocam na placa,
obtendo a emisséo dos elétrons. Porém, quando ha esse choque no detector resulta na
liberacdo de foton e entdo sdo amplificados. Assim, os elétrons séo detectados a partir
de uma fotomultiplicadora, operando também em cascata de elétrons semelhante a
multiplicadora (DASS, 2007; HOFFMANN; STROOBANT, 2007; KAWAHARA, 2015).



